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"Procurando, buscando, investigando...

... VOCé esta em sério perigo!

A qualguer momento pode estar amando, rindo, curtindo...
- Vocé pode acidentalmente encontrar Deus."

Osho
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Resumo

A espécie C. chinense, conhecida na regido Norte (principalmente no estado do
Pard) como pimenta de cheiro, é geralmente consumida verde, sendo
considerada "passada” e descartada quando madura. Extrair carotenoides (CT)
dessa espécie € de interesse para industria de alimentos, pois possibilita a
exploragdo de novas fontes desses biocompostos funcionais e reduz a
quantidade de subprodutos descartados nas feiras, areas de venda e de
processamento dessa matéria-prima. Os objetivos foram: obter uma polpa de
pimenta que favoreca o processo de extracdo dos carotenoides; caracterizar
quanto a composi¢cdo centesimal a polpa de pimenta; caracterizar as
preparacdes enzimaticas comerciais quanto a atividade enzimatica; estudar o
método de extracdo via solvente variando tipo de solvente e tempo de
incubacdo; estudar o método de extragdo via maceracdo enzimética, variando
tipo de enzima, temperatura, tempo de incubacédo e concentracdo enzimatica;
estudar o método de extracdo via ultrassom variando o tipo e a concentracao
de solvente e identificar o perfil de carotenoides nos extratos de pimenta pelo
método de CLAE.Utilizando o método convencional (em Soxhlet) estudaram-se
Hexano e Etanol nos tempos de 2, 4 e 6h. No método ndo convencional por
ultrassom estudaram-se Hexano e Etanol nas combinacées de 0- 50mL (do
puro ao misturado). No método ndo convencional de extracdo por maceracao
enzimatica, estudou-se, em escala de bancada, um planejamento fracionario
2*1 comparando duas preparacbes enzimaticas comerciais (Viscozyme L e
Celluclast 1,5L). Fez-se ainda um estudo preliminar, em bioreator de bancada
(5L). Para identificagéo, realizou-se CLAE nas amostras in natura verde e nos
extratos obtidos pelos diferentes métodos. Os melhores teores de CT
encontrados foram 13,53ug/g de B- caroteno (Soxhlet utilizando Hexano); 12,4
pg/g de B- caroteno (Ultrassom ensaio 7- 30mL de Hexano e 20mL de Etanol);
5,2 ug/g de B- caroteno (ME em escala de bancada); 6,4 ug/g de B- caroteno
(Celluclast/1h/200ppm); 28,44 ug/g de B- caroteno (ME em escala piloto). Por
outro lado, no método de CLAE, o extrato com maior teor (em pg/g de -
caroteno) foi o de pimenta in natura verde, seguido do extrato in natura madura
e do extrato obtido em soxhlet utilizando hexano. No presente trabalho pode-se
concluir que, estudando diversos meétodos e variaveis, € possivel obter
carotenoides de pimenta de cheiro madura, antes subproduto considerado
descarte.

Palavras- chave: carotenoides, extracdo, solventes, maceracdo enzimatica,
ultrassom e cromatografia.



Abstract

The specie C. chinense, known in the North of Brazil (mainly in the state of
Para) as “pimenta de cheiro’(smell pepper) is generally consumed green, and
is considered "passed" and discarded when mature. To extract carotenoids
(CT) of this specie is of interest to the food industry because it enables the
exploration of new sources of these functional biocompounds and reduces the
amount of by-products discarded at fairs, sales areas and processing of this raw
material. The objectives were to obtain a pepper pulp that favors the extraction
process of carotenoids; characterize as to composition pepper pulp;
characterize enzymatic commercial of preparations for enzymatic activity; study
the extraction method via solvent ranging type of solvent and incubation time;
study the extraction method via enzymatic maceration, ranging type of enzyme,
temperature, incubation time and enzyme concentration. Studying the extraction
method via ultrasound varying the type and concentration of solvent and identify
the carotenoid profile in pepper extracts by HPLC method.Using the
conventional method (with hexane) were studied Hexane and ethanol at 2, 4
and 6 hours. With the unconventional method and ultrasound were studied
Hexane and ethanol in combinations of 0- 50 mL (pure to mixed). Using
enzymatic maceration, an unconventional method of extraction, we studied,
bench scale, a fractional planning 2*' comparing two commercial enzyme
preparations (Viscozyme L and 1.5 L Celluclast). There was even a preliminary
study in bioreactor bench (5L). To identification, CLAE were made on fresh
green samples and on extracts obtained by different methods. The best CT
contents found were 13,53ug / g B- carotene (Soxhlet using Hexane); 12.4 mg /
g of B- carotene (7- Ultrasound Test 20ml of hexane and 30ml ethanol); 5.2g/g
of B- carotene (ME bench scale); 6.4 mg / g of 3- carotene (Celluclast / 1h / 200
ppm); 28.44 mg / g of B- carotene (ME pilot scale). On the other hand, the
HPLC method, the extract with a higher content (in mg / g of B-carotene) is the
fresh green pepper, followed extract fresh and mature extract obtained using
hexane in soxhlet. In this study it can be concluded that, studying various
methods and variables, you can extract carotenoids from mature smell pepper
before by product considered disposal.

Key words: C. chinense, pimenta de cheiro (smell pepper), carotenoids,
extraction, solvents, enzymatic maceration, ultrasound and chromatography.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a populacdo mundial cresceu de maneira acentuada
juntamente com aumento o0 interesse por estudos que proporcionasse um
melhor aproveitamento dos alimentos, visando a utilizacao total dos recursos
alimenticios, de maneira que essa populacdo possa manter um nivel de
alimentacdo com um alto valor nutritivo e evitando, assim, maiores
desperdicios (PEREIRA et al. 2003).

Recursos naturais séo considerados importantes fontes de substancias com
elevado potencial bioativo, ndo s6 pela vasta quantidade de espécies vegetais
existentes, mas principalmente pela variedade de metabdlitos primarios e
secundarios por eles sintetizados. As hortalicas e seus subprodutos vegetais
possuem altos teores de vitaminas, sais minerais e compostos bioativos, 0s
quais atuam promovendo a assimilagdo de outros nutrientes, além de
auxiliarem na prevencdo de doencas (MELO et al., 2006). O efeito protetor
exercido por estes alimentos tem sido atribuido a presenca de compostos
antioxidantes, dentre 0s quais se destacam o0s carotenos, compostos fendlicos
e as vitaminas C e E (PESCHEL et al., 2006).

Os vegetais em geral possuem substancias biologicamente ativas os quais
tém impulsionado o desenvolvimento de pesquisas por produtos que
contribuem com a melhoria da qualidade de vida, provenientes especialmente
de fontes naturais. Consequentemente, as preocupacdes do setor industrial na
tentativa de atender a essas exigéncias fazem com que inovadoras rotas
tecnolégicas sejam apresentadas, visando a elaboracdo de produtos que
proporcione beneficios aos consumidores e a0 mesmo tempo minimizem
perdas econdmicas (PEREIRA; VIDAL; CONSTANT, 2009).

Aliando as contribui¢cdes a saude, compostos naturais também apresentam
significativa importancia para a aplicacdo industrial, jA que os antioxidantes
sintéticos, mais empregados pela industria de alimentos (utilizado como
aditivos alimentares), tém despertado preocupacdo quanto as doses de
seguranca e toxidade, pois podem esta envolvidos em muitos riscos a saude
do consumidor (BARREIROS; DAVID, 2006; MOHDALY et al.,, 2010). Nos
altimos anos cresceu o interesse pelos antioxidantes naturais de extratos de

plantas devido a sua baixa toxicidade em relacdo aos antioxidantes sintéticos.
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Extratos de frutas vegetais, cereais, sementes e seus subprodutos industriais
séo ricos em antioxidantes como o acido ascorbico, tocoferdis, carotenoides e
em compostos fendlicos (WOLFE; WU; LIU, 2003, MANACH et al., 2005).

Estudos descritos na literatura evidenciam o aproveitamento dos residuos
gerados pelas industrias, centrais de abastecimentos e feiras. Peschel e
colaboradores (2006), estudando pele de maca e péssego apontaram que 0
teor de compostos encontrado nesse material é duas vezes maior ao
observado nas polpas desses dois frutos, demonstrando que uma riqueza em
compostos bioativos esta sendo desprezada e possivelmente subutilizada. Da
mesma forma a alcachofra é muito utilizada pela industria para fins alimenticios
e medicinais e estudos tem demonstrado que 0s principais componentes
quimicos presentes nas folhas sdo os &cidos fendlicos, flavonoides e
sesquiterpenos (NOLDIN et al. 2003).

O rabanete, o nabo, a couve e brocolis liberam na sua decomposicao
glicosinalatos que agem na defesa da planta e ha indicios de que esses
vegetais apresentam importantes efeitos anticarcinogénicos associados a
esses compostos presentes nessa atividade biolégica. Muitas das propriedades
benéficas nos alimentos de origem vegetal estdo associados a atividade
antioxidante e as propriedades nutritivas destes compostos (MARTINEZ-
VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000).

Os frutos como buriti, tucuma, bacuri € umari (mari) sédo ricas fontes de B-
caroteno, sendo que o buriti € o produto alimentar detentor da maior
concentragdo conhecida de B-caroteno dentro da vasta gama ja analisada de
alimentos brasileiros. Considerando que os lipideos na dieta estimulam a
absorcdao intestinal dos carotenoides, os frutos de palmas podem proporcionar
a vantagem adicional de possuirem elevada biodisponibilidade destes
compostos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Ao se falar de carotenoides, cabe mencionar que, no caso da zeaxantina,
como todos os carotenoides, ndo € sintetizada pelo organismo humano. Altas
guantidades de zeaxantina podem ser obtidas a partir de suplementos
alimentares e alimentos enriquecidos. Por outro lado, carotenoides como a
luteina apresentam ocorréncia natural, encontrada predominantemente em

alimentos verde-escuros e vegetais folhosos como espinafre, couve e racula. A
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zeaxantina, responsavel pela cor amarela, tem ocorréncia natural (em escala
infinitamente menor), em alimentos como abobrinha, pimentas, milho, pimentéo
e flores de algumas hortalicas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

No que refere a extracdo e obtencdo desses biocompostos, Farias (2013)
relata que tém se estudado novas técnicas e ferramentas que buscam ampliar
o rendimento dos processos, como adicdo de complexos enzimaticos sintéticos
entre outros recursos.

Neste contexto, algumas etapas preliminares devem ser realizadas para
facilitar o processo de extracdo e conservar 0s compostos antioxidantes,
sensiveis a acdo da luz, oxigénio e calor (AZIZAH; RUSLAWATTI e TEE, 1999;
VEKIARI et al. 1993). Nisto, os vegetais normalmente s&o desidratados,
liofilizados ou congelados, e ainda peneirados ou moidos antes do processo de
extracdo. Assim, segundo Juntachote e Berghofer (2005), os substratos
atingem maior superficie de contato com o solvente de extracdo e as enzimas
lipoxigenases tornam-se inativas.

Acredita-se, assim, ser de fundamental importancia apontar e disponibilizar
condicBes tecnoldgicas principalmente aquelas que possibilitem realizar a
recuperacdo da biomassa residual de fontes naturais (frutas, hortalicas,
especiarias), gerada pelas industrias, centrais de abastecimentos e feiras, que,
na atual circunstancia, sao totalmente descartados, transformando-os em
produtos de grande potencial mercadologico.

Neste contexto, pretende-se estudar um material comumente descartado,
uma vez que, além de possibilitar a disponibilidade de novas fontes de
biocompostos, também se reaproveita um subproduto anteriormente

considerado lixo.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Estudar trés métodos diferentes para extrair carotenoides de pimenta de

cheiro (Capsicum chinense).

2.2 ESPECIFICOS

v Obter uma polpa de pimenta que favoreca o processo de extracédo
dos carotenoides;

v’ Caracterizar quanto a composicao centesimal a polpa de pimenta;

v' Caracterizar as preparacdes enzimaticas comerciais quanto a
atividade enzimatica;

v' Estudar o método de extracdo via solvente variando tipo de
solvente e tempo de incubacao;

v’ Estudar o método de extracdo via maceracao enzimatica,
variando tipo de enzima, temperatura, tempo de incubacdo e concentracao
enzimatica,;

v' Estudar o método de extracdo via ultrassom variando o tipo e a
concentracdo de solvente;

v Identificar o perfil de carotenoides nos extratos de pimenta pelo
método de CLAE.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 APRESENTACAO DA MATERIA-PRIMA
3.1.1 Pimenta (Capsicum chinense)

Pimentas sdo vegetais empregados na alimentacdo com a finalidade de
produzir sensacédo picante e de calor, causadas pela sua composi¢cao quimica,
capaz de estimular as papilas gustativas da boca. Basicamente, sao
conhecidos dois géneros de pimentas, o Piper e o Capsicum, sendo piper o
mais antigo e pertencente a familia das piperaceas. O principio ativo mais
importante deste género é o composto chamado de piperina (BONTEMPO,
2007).

O Brasil é o segundo maior produtor de pimenta do mundo (RISTORI et al.,
2002) e centro da diversidade do género Capsicum (REIFSCHNEIDER, 2000),
o qual se difunde em todas as regides brasileiras, sendo cultivado
principalmente nas regides sudeste, centro oeste e nordeste, contemplando
quatro espécies domesticadas: Capsicum annuum Var. annuum (pimentao,
pimenta americana - doce, jalapefio); Capsicum bacccatum Var. pendulum
(dedo-de-moca e cambuci); Capsicum chinense (pimenta de cheiro, bode,
cumari-do-para, murupi); Capsicum frutescens (malagueta) (EMBRAPA
HORTALICAS, 2009). Dentre essas se destacam a pimenta de cheiro, a
pimenta malagueta e a dedo-de-mocga, bastante apreciadas e utilizadas na
culinaria do nordeste brasileiro, especialmente no estado do Piaui (DONALD,
2009).

No Brasil sdo realizados diferentes usos das pimentas e, para cada
aplicacdo, existe um tipo de preparo. As pimentas podem ser saboreadas
frescas, puras, desidratadas ou ainda frescas em molhos (SILVA, 1996). Sao
comercializadas para 0 consumo in natura, CoOmo conservas caseiras e para
exportacao do produto industrializado, como molhos, etc (WAGNER, 2003).

As pimentas foram, provavelmente, os primeiros aditivos alimentares
aplicados pelas antigas civilizagbes do México, bem como da América do Sul.
Esses povos conheciam a contribuicdo daqueles frutos para o aroma, cor e

sabor dos alimentos. As pimentas eram usadas regularmente para tornar a
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ingestdo de carnes e cereais mais atraente. Além disso, possuiam acao
antimicrobiana, protegendo os alimentos contra a contaminacéo por bactérias e
fungos patogénicos e contribuindo para a saude e longevidade daquela gente
(REIFSCHNEIDER, 2000).

Pimenta de cheiro, como € conhecida a espécie C. chinense na regido
Norte e, principalmente no estado do Para, em geral é consumida verde,
portanto considerada "passada” e descartada quando madura (assumindo
coloragdo laranja- avermelhada). A Figura 2 mostra a espécie em questao em

diversos estagios do processo de maturacao.

@ Simon Feiertag

Figura 1: Pimenta C. chinense em diversos estagios de maturacéo. Fonte:
http://www.ethno-botanik.org/Capsicum/Devils-Tongue-Red/Devils-Tongue-Red-Capsicum-

chinense-en.html

As pimentas também contém muitas substancias fisioloégicas ativas como
acido ascorbico, tocoferol, carotenoides, etc. (OGISO et al., 2008). Estas
substancias sdo importantes antioxidantes, agindo na prevencao contra danos
ocasionados por reacfes de oxidacao realizadas pelos radicais livres.

Caracteristicas desejaveis, tais como, firmeza, uniformidade da maturacéo,
sélidos soluveis e vitamina C (LANNES et al.,, 2007), presentes em C.
chinense, despertam interesse de incluir essa espécie em programas de
melhoramento da espécie mais cultivada do género Capsicum, o pimentao.
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As pimentas, de modo geral, apresentam compostos que agem na
promocdo da saude, tais como flavonoides, carotenoides, vitamina C, e
capsaicinoides. Dentre esses compostos, flavonoides sdo fitoquimicos muito
presentes, pelo fato de serem considerados um tipo de composto mais
abundante em frutos verdes, maduros ou ainda processados. (ALVAREZ-
PARRILLA et al.,, 2010; KIM et al.,, 2010; LIN; TANG, 2007; SGROPPO;
PEREYRA, 2009; SIM; SIL, 2008).

Enfatizando a espécie C. chinense, destaca-se por possuir ampla
adaptacdo as condicfes de clima equatorial e tropical e por possuir grande
diversidade genética, evidenciada especialmente nos frutos, os quais podem
apresentar diferentes formatos, coloracdes, tamanhos e niveis de pungéncia,
assim sendo uma das espécies de pimenta mais produzidas e consumidas no
Brasil (LANNES et al. 2007).

Ao se falar de composicdo quimica dessa espécie, na Tabela 1 Oliveira

(2011) apresenta o percentual dos principais constituintes.

Tabela 1: Composicao centesimal pimenta Capsicum chinense; (OLIVEIRA, 2011).

Constituintes Valor
Umidade (g/100g) 93,4+0,52
Cinzas (mg/100g) 0,43+0,01
Proteinas (g/100g) 1,08+0,00

Lipidios (g/100q) 0,13+0,02

Carboidratos totais (g/100g) 4,94+0,04
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3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS- CAROTENOIDES

Os vegetais, na sua generalidade, sdo fontes naturais de compostos
bioativos eficazes, incluindo antioxidantes, como polifenois, vitaminas,
carotenoides, &cidos graxos insaturados e acucares redutores, 0s quais podem
ser utilizados para diversas aplicacbes, principalmente como aditivos
alimentares e na promocdo da saude como ingredientes na formulacdo de
alimentos funcionais e nutraceuticos (Loziene et al., 2007).

Quimicamente, Mitrowska (2012) descreve o0s carotenoides como uma
classe de hidrocarbonetos (carotenos) e seus derivados oxigenados
(xantofilas), sendo constituidos por oito grupos do tipo isopreno. Devido as
inUmeras ligagbes duplas conjugadas e 0s grupos terminais ciclicos,
carotenoides apresentam uma variedade de estereoisdbmeros com diferentes
propriedades fisicas e quimicas. As formas mais importantes comumente
encontradas entre carotenoides s&o abreviados como estereoisomeros E ou Z-
isbmeros. Estereoisdbmeros deste tipo sdo interconvertiveis em solucdo e
podem exercer uma influéncia consideravel sobre as propriedades fisicas.
Isbmeros E e Z ndo s6 diferem em seus pontos de fusdo, solubilidade e
estabilidade, mas também no que diz respeito a sua afinidade de absorcao, cor
e intensidade da cor.

Rodriguez-Amaya (2001) afirma que a estrutura quimica basica dos
carotenoides pode ser alterada por ciclizacdo, migracdo das duplas ligacdes,
introducdo de grupos substituintes, hidrogenacédo parcial, de-hidrogenacao,
extensdo ou encurtamento da cadeia, rearranjos, isomerizagdo ou
combinagdes, o que resulta em uma grande diversidade de estruturas
quimicas.

Na indastria de alimentos, os carotenoides sdo utilizados principalmente
como corantes, com 0s objetivos de repor a cor perdida durante o
processamento e armazenamento, colorir os alimentos incolores e uniformizar
a coloracdo de alguns produtos alimenticios (TATSCH, 2008). Industrialmente,
0s carotenoides como o 3- caroteno e astaxantina sédo utilizados como corantes
naturais para alimentos ou adicionados em racdo para aquicultura (AKSU;
EREN, 2007).
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3.2.1 Carotenoides em Pimentas

A figura 2 ilustra os principais carotenoides encontrados em pimentas de
coloragdo laranja/ vermelha. Em pimentas do genéro Capsicum,
oscarotenoides sdo responsaveis pela variabilidade de coloracdo dos frutos,
sendo estes sintetizados durante os diferentes estadios de amadurecimento
(LUO et al., 2011).

Os principais carotenoides responsaveis pela coloracdo das pimentas
Capsicum, segundo Marin et al. (2004) s&do as xantofilas capsantina,
capsorubina (de coloracdo vermelha) e B-caroteno e zeaxantina (coloracéo
amarelo/laranja). Deli et al. (2001), ainda estudando os carotenoides mais
representativos em frutos de Capsicum, listaram e quantificaram capsantina

37%, zeaxantina 8%, curcubixantina A 7%, capsorubina 3,2% e B-caroteno 9%.

Giuffrida et al. (2013) identificaram, por cromatografia liquida, mais de 50
tipos de carotenoides estudando 12 cultivares de trés espécies (Capsicum

chinense, Capsicum annuum, Capsicum frutescens).

e} g
{
L( Capsorrubina - N e ol e i T T .
" Capsantina

p

B-caroteno Zeaxantina

Figura 2: Formula Quimica dos Principais Carotenoides de Pimenta (Guzman et al. 2010)

Estudos recentes tém indicado que a zeaxantina, juntamente com a luteina,
pode diminuir o risco de degeneracdo macular relacionada a idade (BEATTY et
al., 1999). Sabe-se que a concentracdo do carotenoide macular pode ser
manipulada a partir da ingestdo de zeaxantina. Nesse contexto, certas algas
podem servir como um processo continuo e uma fonte confiavel de zeaxantina,
porque podem ser cultivadas em biorreatores em larga escala (CHEN et al.,
2005).
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O espectro visivel desse derivado de [B-caroteno assemelha-se ao do -
caroteno. A zeaxantina se caracteriza como dihidroxi carotenoide, cuja
presenca e posicdo desses grupos sao evidenciadas pela resposta positiva a
acetilacdo com acido acético anidro e negativa para com a metilagdo metanol
acidificado, respectivamente (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Sajilata et al. (2008), em suas analises quimicas, descreveu a zeaxantina
como sendo um pigmento formado por 40 atomos de carbono, com 9 duplas
ligagbes conjugadas, formula molecular C4Hs60 e peso molecular de 568,88

daltons.



25

3.3 METODOS DE EXTRACAO DE CAROTENOIDES

A extracdo de compostos naturais constitui um passo essencial na industria
de compostos bioativos. Por outro lado, a qualidade e constituicdo dos extratos
se encontram estreitamente relacionados a técnica de obtencdo dos mesmos.

Rodriguez- Amaya (2001) ao discorrer sobre os métodos de caracterizacao
dos carotenoides afirma que sédo varios os fatores que fazem desta uma
andlise inerentemente dificil: a) a existéncia de um grande numero de
carotenoides, b) a variabilidade qualitativa e quantitativa da composicdo dos
alimentos, c) a ampla variacdo nas quantidades dos carotenoides dentro de um
mesmo alimento, d) a distribuicdo ndo uniforme dos carotenoides entre
amostras e ainda dentro de uma mesma amostra, €) a natureza variavel das
matrizes alimenticias e f) a susceptibilidade dos carotenoides a isomerizagao e
oxidacdo durante a analise ou durante a estocagem da amostra antes da
analise.

Os compostos bioativos a partir de materiais de plantas podem ser
extraidos por varias técnicas de extracdo classicas. A maioria dessas técnicas
baseia-se na extracao utilizando diferentes solventes e na aplicacdo de calor e
/ou de mistura de duas ou mais ferramentas. A fim de obter bioativo compostos
de plantas, as técnicas classicas j4 existentes sdo: a extracdo Soxhlet,
maceracao e hidrodestilagdo (AZMIR, 2013).

Além desses, métodos ndo convencionais, tais como, extracdo por
ultrassom, extracdo por fluido supercritico e extracdo por enzimas também tém

sido utilizadas por pesquisadores na atualidade.

3.3.1 Métodos Convencionais

Rodriguez-Amaya (2001) afirma que o método geral de extracdo de
carotenoides consiste na aplicacdo de acetona, seguida de particdo com éter
de petrdleo. Nisto, 0 método deve otimizado para cada matriz, especialmente
em relacdo ao preparo da amostra analitica, condicfes de extracdo e demais
condicdes analiticas.

Ao se falar da utilizacdo de solventes de diferentes polaridades para

extracdo de biocompostos, listam-se como mais utilizados, na maioria dos
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trabalhos pesquisados, diclorometano, acetato de etila, metanol, etanol (BAE,
2012).

Akhtar e Bryan (2008), ao utilizar a CLAE para quantificar carotenoides em
alimentos processados, comprimidos e capsulas de gel, verificaram que o
meétodo é adequado para analise de varios tipos de biocompostos em diversos
produtos, como sucos, purés, géis e comprimidos. As principais vantagens do
método sdo a reprodutibilidade e a eliminacdo da etapa de saponificacdo, além
da utilizacdo de pequenas quantidades de amostra.

Em relacdo ainda a aplicacdo de CLAE, Nunes e Mercadante (2006)
afirmam que colunas de fase reversa Cige Czvém sendo amplamente
utilizadas para distincdo de carotenoides. Em geral, separagdes mais eficazes
de carotenos e isébmeros tém sido demonstradas com Cig poliméricas do que
com Cigmonoméricas. Relatam ainda que, em coluna Cig monomeérica, ndo ha
separacdo satisfatoria de isbmeros geométricos (ou cis-trans) de carotenoides
apolares, como é o0 caso dos carotenoides luteina e zeaxantina. Em
contrapartida, a vantagem da coluna C3, (polimérica) em relacéo a coluna Cig €
a possibilidade de distinguir um namero ainda maior de isémeros, além de ser
a Unica coluna capaz de separar isbmeros de carotenoides ndo simétricos.

A técnica analitica mais utilizada para identificacdo de carotenoides é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Entretanto, mesmo esta técnica
estd sujeita a varias fontes de erros, tais como: a) incompatibilidade do
solvente de injecdo com a fase movel, b) identificacdo errénea, c) impureza,
instabilidade e inexisténcia de padrbes, d) quantificacdo de picos muito
sobrepostos, €) baixa recuperacao do analito na coluna cromatogréfica, f) falta
de exatiddo no preparo das solucdes padrdao e no procedimento de calibracéo,
g) erros de calculo (RODRIGUEZ-AMAYA e KIMURA, 2004).
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3.3.2 Métodos N&o Convencionais
3.3.2.1 Métodos ndo convencionais- Extragdo por ultrassom

A técnica de ultrassom baseia-se na formagdo de ondas ultrassénicas de
alta frequéncia, capazes de provocar cavitagdo devido a expansao e contragao
dos ciclos que o material percorre quando submetidos ao ultrassom. Estes
ciclos de perturbacdo podem quebrar as paredes das células da matriz vegetal,
favorecendo a penetragdo do solvente e a transferéncia de massa,
aumentando assim a taxa de extracao (SANTOS, 2015).

Barbero et al. (2008) afirmaram que o ultrassom exerce um efeito mecanico,
permitindo maior interacdo entre o solvente e a amostra, aumentando a
superficie de contato entre a fase sélida e liquida. Isso, juntamente com a
transferéncia de massa reforcada e perturbacao significativa de células, através
de bolha de cavitacdo, aumenta a liberacdo de produto do meio intracelular.

De acordo com Lambropoulou (2006), a melhoria da eficiéncia de extracao
de compostos organicos por ultrasson € atribuida ao fenbmeno da cavitagédo
produzido no solvente pela passagem de um ultrasson. A utilizagcdo de maiores
temperaturas pode aumentar a eficiéncia da extracdo processo, devido ao
aumento do namero de bolhas de cavitacao formado (WU, 2001).

Romdhane e Gourdon (2002) observaram que a frequéncia de ultrassom
tem grandes efeitos sobre a extracdo de rendimento e cinética. No entanto, 0s
efeitos dos ultrassons em rendimento de extracdo e cinética variam de acordo
com a natureza do material vegetal e do biocomposto a ser extraido.

Comparado com os métodos convencionais, a EAU é um dos sistemas de
extragcdo mais simples, de baixo custo e pode ser operado rapidamente em
uma ampla gama de solventes para preparacdes em grande escala adequados
para fins industriais (LEE ; LIM, 2007). Esta técnica tem sido utilizada para
extrair varios compostos organicos a partir de diferentes matrizes, incluindo
fendlicos em cremes cosméticos, pesticidas clorados em passaro figados,
acidos organicos em uvas, compostos fendlicos a partir de morangos ou
isoflavonas de soja (LAMBROPOULOU, 2006).
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3.3.2.2 Métodos néo convencionais- Extracdo por Maceracdo Enzimatica

Ao discorrer sobre extracdo assistida pelo uso de enzimas, sejam de
preparacdes enzimaticas comerciais ou naturais, Laroze (2010) ressalta que a
extracdo de base de enzimas de compostos bioativos de plantas € uma
alternativa potencial para os métodos convencionais de extracdo a base de
solventes.

Em se tratando de uso de enzimas para extracdo de CT, sabe-se que a
disponibilidade desse biocomposto é favorecida pela quebra da parede celular
vegetal provocada pela acdo enzimatica.

Preparacdes enzimaticas comerciais tém sido utilizadas cada vez mais
pelas industrias de alimentos, uma vez que, segundo a RDC n°53, podem ser
aplicadas o quanto forem necessarias (ndo havendo limites pré-determinados
de concentracdes), (BRASIL, 2014).

Em relacdo aos fatores que interferem no rendimento da extracdo via
enzimatica, Niranjan e Hanmoungjai (2002) listam composicao e concentracao
enzimatica, tamanho dos materiais vegetais (superficie de contato), propor¢ao
sélido/volume de 4gua e tempo de hidrolise, reconhecidos como fatores- chave
para a extracao.

Ao se falar de extracdo assistida por enzimas, afirma-se que complexos
enzimaticos sdo comumente utilizados nas industrias de vinho, com intuito de
melhorar a extracdo de cor e de taninos (NOVOZYMES, 2005).

Santamaria et al. (2000) aplicaram enzimas no processo de extracdo de
capsaicinoides e carotenoides de pimentas (Capsicum annum L.) utilizando
etanol como solvente. Por outro lado, a EAE é reconhecida como tecnologia
"eco-friendly" (Envirotech, tecnologia verde (greentech) ou tecnologia limpa
(cleantech)) para a extracdo de compostos bioativos e 6leo, ja que usa agua

como solvente em vez de produtos quimicos organicos (PURI et al., 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 COLETA DE MATERIA-PRIMA E OBTENCAO DA POLPA

As matrizes foram adquiridas no mercado Ver-o0-peso, localizado no centro
comercial de Belém-PA e encaminhadas para o Laboratério de Medidas Fisicas
(LAMEFI) da Universidade Federal do Para, onde o processamento da matéria-
prima seguiu as etapas descritas no fluxograma abaixo (Figura 3). A
sanitizacdo das pimentas foi realizada com 200 ppm hipoclorito de sddio
durante 15 min, a trituracéo foi feita em liquidificador doméstico da marca Arno
e a pesagem em balanca semi-analitica.

Uma parte da polpa processada foi liofilizada em liofilizador (marca
LIOTOP, modelo L101 a -50 °C) durante 30 h com a finalidade de aumentar a
superficie de contato e, com isso, facilitar a extracdo dos carotenoides no

método convencional.

1
T | Lavagem/Sanitizagdo |
[ !

[ Corte/ Retiradade sementes | —

Figura 3: Fluxograma do processo de obtenc¢éo da polpa de
pimenta (Capsicum chinense) madura.
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4.2 CARACTERIZACAO DAS POLPAS DE PIMENTA

bAs polpas in natura e liofilizadas foram caracterizadas quanto a
composicao fisico-quimica, sendo determinados 0s seguintes constituintes:

Umidade- Método n° 920.107. (AOAC, 2011);

Lipidios Totais- Método n° 963.15 (AOAC, 2011);

Cinzas- Método n° 972.15. (AOAC, 2011);

Proteina total- Método n° 920.109. (AOAC, 2011);

Carboidratos totais calculados pela diferenca entre a somatdéria dos valores
obtidos nas determinacbes anteriores. Todas as determinacbes foram
realizadas em triplicata e os resultados expressos como média e zdesvio

padréo.

4.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS

A quantificacdo da atividade antioxidante foi realizada na amostra in natura,
baseado no método do radical ABTS conforme descrito por Rufino et al. (2007).
Para o preparo do extrato de pimenta utilizou-se 10 g de pimenta madura in
natura, sendo os demais parametros mantidos.

Preparou-se o radical ABTS™, a partir da reacio de ABTS 7 mM com
persulfato de potassio a 2,45 mM na obtencdo da concentracéo final, mantido a
temperatura ambiente e sob abrigo de luz durante 16 horas. ApGs esse tempo,
a solucéo foi diluida em alcool etilico PA até a obtencdo de uma solugdo com
absorbancia de 0,70 (x 0,05) a 734 nm.

Quatro pontos foram preparados para obtencdo da curva de calibracdo do
Trolox (Figura 4), sendo os volumes do radical de 0,5 mL; 2,5 mL; 5 mL, 7,5 mL
e 10 mL, diluidos para 10 mL de &lcool etilico e comparadas com o branco.
Ainda utilizando esses volumes, preparou-se 0 extrato da amostra para
reagirem com ABTS, sendo que os balbes foram, aqui, aferidos com agua
destilada.
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Figura 4: Curva de calibragdo do Radical Trolox para pimenta madura.

Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliqguota de 30 pL de cada
diluicho do extrato para reagirem com 3 mL de solucdo de ABTS, apés a
homogeneizacéo, foi feita a leitura (734 nm) apdés 6 minutos da mistura e
utilizando alcool etilico, como branco, para calibrar o espectrofotémetro.

Continuando a analise, plotou-se os dados em um grafico de dispersao
absorbancia versus concentracdo em mM de Trolox. Para calcular a Atividade
antioxidante, substituiu-se a equacdo da reta a absorbancia equivalente a
1.000 pM do padrdo Trolox. O valor obtido para o termo x corresponde a
diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 uM de Trolox.

Dentre os métodos mais comumente realizados em laboratérios, o
método ABTS apresenta algumas vantagens relativamente ao método do
DPPH, pois é possivel medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e
lipofilica, enquanto o DPPH s6 pode dissolver-se em meio orgéanico
(NOGUEIRA, 2013).

O mesmo procedimento foi realizado para a pimenta in natura verde,
com a finalidade de comparar a atividade antioxidante entre as duas amostras.

A figura 5 ilustra a curva de calibracao do radical Trolox para a pimenta verde.
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Figura 5: Curva de calibragcédo do Radical Trolox para pimenta verde.

4.4 QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS (CT)

O teor total de carotenoides foi determinado a partir do método
espectrofotométrico de acordo com a metodologia descrita por Godoy e
Rodriguez-Amaya (1994), com adaptacdes (secédo 4.4.2).

Para o calculo da concentracdo de caroteno construiu-se uma curva de
calibragdo padréo, usando padrdes de -caroteno e zeaxantina. A curva padrao
corresponde a relacdo grafica entre os valores de absorbancia (A) e
concentracdo. Com base na andlise grafica € possivel verificar a linearidade da
reacdo e calcular um fator de conversdo de valores de absorbancia em
concentracdo (BRACHT; ISHII-IWAMOTO, 2003). Com isso, segundo
Rodrigues e Santos (2011), se houver proporcionalidade entre a absorbancia e
a concentracdo de uma substancia, pode-se determinar a concentracdo dessa
substancia em amostras com concentracdo desconhecida.

O preparo das solucbes padréo seguiu as indicacdes do rotulo. Para o
padrdao de [-caroteno (Tipo I, sintético =293% uv/ powder. Marca: Sigma
Lot:#SLBC1996V/) preparou-se duas solucdes padrdo, sendo uma de padrao
puro (em cépsula) e outra de padrdo sintético (em pd). Para as diluicdes, o
padrao puro foi diluido em 50 mL de Hexano. Enquanto que, para o padrdo
sintético, apds a correcdo de concentracdo para 100 %, pesou-se 0,0069 g
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para se dissolver também em 50 mL de Hexano. A partir dessas diluicdes,
obteve-se as concentrac¢des das solugdes 0,132 mg / mL e 0,128 mg / mL para
os padrbes sintético e puro, respectivamente. A etapa seguinte foi a de
varredura em espectrofotdbmetro na faixa de 500 a 700 nm, luz uv.

Em relacdo ao preparo da solucdo padrao de zeaxantina, diluiu-se 1000 pg
do carotenoide em 1 mL de alcool etilico, obtendo uma curva de calibracéo de

cinco pontos.

4.4.1 Elaboracéao de curvas de calibracéao

Inicialmente, as andlises de quantificacdo de carotenoides totais e as
curvas de calibracdo dos padrdes foram elaboradas, com intuito de avaliar
se os carotenos quantificados se encontravam na mesma faixa de absorgéo
de luz.

Foram feitas trés curvas padrdo que apresentaram valores de R?2
aproximadamente 1 (conforme demonstrado nas figuras 6,7 e 8) . A partir da
obtencéo dessas curvas e da absorbancia dos extratos foi possivel calcular
a concentracao de carotenoides do contetdo extraido.

Segundo exposto nos gréficos, verificou-se que as equacdes de reta sado
relacbes entre concentracbes de carotenoides e absorbancia aferida nas
andlises espectrofotométricas, e em razdo disso, a partir da analise dos
valores do coeficiente de variacao (R2), pode-se sugerir que os valores foram

satisfatorios.

y =0,0209x - 0,0004

Padrao Puro = 0.9939

0,007 -
0,006 -
0,005 -
0,004 -
0,003 - *
0,002 -
0,001 -

0 T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Concentracdo (ug/mL)
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Figura 6: Curva de calibragdo do Padrao Puro de 3-caroteno
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Figura 7: Curva de calibracdo do Padréo Sintético de 3-caroteno
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Figura 8: Curva de calibra¢@o do Padrdo de Zeaxantina
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4.4.2 QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS - Amostra in natura

Utilizando almoxariz e pistilo, macerou-se 2,5 g de amostra com
aproximadamente 5 g de CELITE 545 (Sigma Aldrich) e lavou-se com cerca de
80 mL de acetona resfriada, filtrando a mistura com papel de filtro qualitativo
em um funil de blchner. As etapas de lavagem e filtracdo foram repetidas até
que o residuo ficasse incolor. Em seguida, transferiu-se cuidadosamente o
filtrado para um funil de separacdo ambar e particionou-se, em duas fases, com
30 mL de éter de petréleo e 4gua destilada até a remocao total da acetona para
a fase inferior. Depois coletou-se a fase superior, constituida do extrato em um
erlenmeyer e adicionou-se sulfato de sédio anidro para remocdo de agua
eventual, transferiu-se para uma proveta ambar e anotou-se o volume final. Foi
feita a leitura em espectrofotdmetro Car 50conc UV-VIS, com A maximo de 450
nm (para B-caroteno) e 424 nm (para zeaxantina). O teor de carotenoides totais
foi determinado em pg / g (equacdo 1), utilizando como coeficientes de
absortividade (A™;.,) 2592 e 2348, respectivamente para B-caroteno e

zeaxantina.

10" x Absorbancia x Volume (mL) Equagéo 1

CT (ng/g) = g
Peso da amostra (g) x A1,

4.4.3 QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS - Extratos obtidos dos
métodos estudados

A quantificacdo de CT dos extratos decorreu de forma semelhante a
analise da amostra in natura, sendo que, para essas amostras, partiu-se de 3g
de extrato liquido (filtrado) e coletou-se, no final, 30 mL de extrato suspenso em
éter de petréleo na fase superior. Para todos os extratos, realizou-se leitura em
espectrofotometro Car 50 UV-VIS, seguindo os mesmos passos da analise
descrita no item 4.4.1.
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4.5 METODOS DE EXTRACAO

Experimentou-se técnicas de extracdo convencional e ndo convencional. O
método convencional aplicado foi de extracdo por solventes de diferentes
polaridades (em soxhlet), indicados para fins alimenticios. Os métodos nédo
convencionais estudados foram extracdo assistida por ultrassom e extracao

assistida por enzimas.

4.5.1 EXTRACAO DOS CAROTENOIDES - Método Convencional - Extracéo
por Solventes

A extracdo de carotenoides com utilizacdo de solventes de diferentes
polaridades foi realizada usando dois solventes organicos separadamente,
baseado na metodologia descrita por Santos et al. (2015).

Os solventes hexano (apolar) e alcool etilico (polar) foram escolhidos de
acordo com o preparo das solucfes padrdo. Pesou-se 5 g de polpa de pimenta
liofilizada em cartuchos de papel de filtro a serem extraidos em 150 mL de
solvente. Os tempos de extracdo foram 2, 4 e 6 h. As etapas desse método de
extracdo seguiram a sequéncia expressa na Figura 9. Todos os procedimentos
empregados foram feitos ao abrigo da luz para evitar degradacdo do

biocomposto no extrato durante a operagéo de extracao.

Descongelamento

Recongelamento

Liofilizagao

Estocagem

Pesagem

Adicdode Solvente

Extracao

Analisede CT

Figura 9: Fluxograma do processo de extragcdo de carotenoides via solvente em Soxhlet.
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4.5.2 EXTRACAO DOS CAROTENOIDES - Método N&o Convencional -
Extracao assistida por Ultrassom.

Os tratamentos utilizando ultrassom basearam-se na metodologia
proposta por Cai et al. (2003), com adaptacbes. O tempo de extracdo
empregado foi de 30 s a 30 °C com poténcia de 100 W e proporcao polpa/
volume de solvente de 1: 10 (p/v).

Com intuito de verificar a eficiéncia do ultrassom com o0s solventes
utilizados no método convencional, optou-se por extrair os carotenoides
adicionando hexano e alcool etilico, tanto isolados quanto combinados, de
acordo com as descritas na tabela 2.

O fluxograma desse método de extracdo apresenta a sequéncia de
etapas realizadas conforme visualiza-se na figura 10. Pesou-se 5g de
pimenta madura in natura em um béquer de 250mL coberto com papel
aluminio (para proteger da luz), onde foram adicionados 50mL de solvente
nas proporcdes expostas na tabela 2.

O equipamento utilizado foi ultrassom (Figura 11) com as seguintes
especificacdes: Marca Unique; Disruptor de Células; Modelo Ultrassom de
ponteira; Microponta (usada para volumes até 200 mL); Frequéncia 20 khz;
Poténcia 500 W.

Tabela 2: Combinacgéo de solventes utilizados no método de extragdo por ultrassom.

Ensaio Volume de Hexano (mL) Volume de Etanol (mL)

1 0 50
2 5 45
3 10 40
4 15 35
5 20 30
6 25 25
7 30 20
8 35 15
9 40 10
10 45

11 50




| Descongelamento ‘

|
|

‘ Adicdode Solvente |

|
|
|

Filtracdo

| AnslisedeCT |

FiguralO: Fluxograma do processo de extracdo de carotenoides por Ultrassom.

Fiura 11: Ultrassom de pnteira.
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4.5.3 EXTRACAO DOS CAROTENOIDES - Método N&o Convencional -
Extracao assistida por Enzimas
4.5.3.1 Preparacdes Enzimaticas Comerciais

As preparagfes enzimaticas utilizadas foram Viscozyme L e Celluclast 1,5 L,

cedidas gentilmente pela Novo Nordisk® Bioindustrial do Brasil Ltda.

4.5.3.2 Atividade Enziméatica

As preparacfes enzimaticas foram analisadas quanto as suas atividades
poligalacturonases (COURI, 1993), pectinametilesterases (KHANNA et al.,
1981), pectinaliases (ZETELAKI-HORVATH, 1982), amilases (PINTO, 2002),
celulases (PINTO, 2002), invertases (MOURA et al., 2007) e xilanases
(GOMES et al., 1992).

4.5.3.3 Extracdo por Maceracdo Enzimética em Escala de Bancada

A maceracdo enzimatica foi realizada conforme o fluxograma da Figura 12.

Pesou-se 10 g de polpa de pimenta in natura e diluiu-se em 20 mL de 4gua
destilada, de acordo com Vieira (2013). Em seguida, a mistura recebeu as
enzimas e foi levada para incubacédo em shaker orbital (Marca Tecnal; Modelo
Finalizada a incubacéo, a mistura recebeu um branqueamento a 75 °C durante
5 min, seguido de resfriamento em banho de gelo, conforme Aquino (2012),
para inativar as enzimas, depois filtrou-se a mistura a vacuo e obteve-se o

filtrado (extrato liquido).
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’ Inativacao Enzimatica ‘
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Figura 12: Fluxograma do processo de extracdo por maceragao enzimatica.

No que se refere aos testes realizados nessa etapa, 0S mesmos se
deram em uma sequéncia de experimentos descritos a seguir:
a) Experimento I: Inicialmente aplicou-se um planejamento experimental
fracionario 2*' (Tabela 3), no qual selecionou-se quatro variaveis
independentes (tempo de incubacéo, Temperatura de incubacgéao, agitacéo e
volume de preparacdo enzimatica). A preparacdo enziméatica utilizada foi a
Celluclast 1,5 L, baseado nos estudos de Farias (2013), cuja analise de AIR
(Residuos insoltveis em Alcool) de pimenta tabasco (Capsicum frutescens
L.) resultou em maiores teores de celulose + lignina (11,04 g/100 g) do que
pectina (3,80 g/100 g) e hemicelulose (4,02 g/100 g). Cada ensaio foi
submetido a andlise de quantificacdo de carotenoides totais (se¢édo 4.3.2),

em triplicata.

b) Experimento Il: Com base nos resultados obtidos no experimento I,
realizou-se um outro teste no qual avaliou-se trés variaveis independentes
nas seguintes condi¢des: tempo de incubacédo (1, 2 e 3 h), tipo de

preparacdo enzimatica (Viscozyme L e Celluclast 1,5 L) e volume de
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preparacdo enzimatica (100, 200 e 300 pL). Cada ensaio foi submetido a

andlise de quantificacdo de carotenoides totais ( secao 4.3.2), em triplicata.

Tabela 3: Planejamento Fracionario 2.

Ensaios Temperatura (°C) Tempo (h) Enzima (uL) Agitacdo (RPM)

1 25 1 200 100
2 35 1 200 200
3 25 3 200 200
4 35 3 200 100
5 25 1 400 200
6 35 1 400 100
7 25 3 400 100
8 35 3 400 200
9 (C) 30 2 300 150
10 (C) 30 2 300 150
11 (C) 30 2 300 150

4.5.3.4 Extracdo por Maceracdo Enzimatica em escala Piloto

A partir dos resultados obtidos na extracdo em escala de bancada (em
erlenmeyers de 250 mL), realizou-se um teste em escala piloto, utilizando
um bioreator encamisado (Marca: New Brunswick (USA); Modelo BIOFLO®;
Capacidade util: 3,5L), como mostra a Figura 13.

As etapas foram semelhantes as executadas em escala de bancada
(Figura 12). Sendo que, nessa operacdo pesou-se 940 g de pimenta in
natura madura e adicionou-se 1880 mL de agua destilada e, ap6s a
estabilizacdo da temperatura (30°C), adicionou-se a preparacdo enzimatica
comercial. As condi¢cdes dessa maceragdo foram realizadas com base nos
resultados obtidos em escala de bancada, onde: temperatura de incubacao
(30 °C), tempo de incubacao (1 h), preparagdo enzimatica (Celluclast 1,5 L),
volume de Celluclast 1,5 L (18,8 mL). A agitacéo foi elevada para 250 RPM
para favorecer a homogeneizagdo da mistura (polpatagua+enzima), uma

vez que usou-se um volume total maior.
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Figura 13: Bioreator- Extracéo por maceracdo enzimatica em escala piloto.

4.6 IDENTIFICACAO CROMATOGRAFICA DOS CAROTENOIDES

Para identificacdo cromatogréfica do perfil de carotenoides dos métodos
estudados, os extratos liquidos obtidos a partir da andlise de quantificacdo dos
carotenoides totais (item 4.3.2), foram evaporados em rotaevaporador a 40°C,
sendo o extrato em po resuspendido em 5 mL de solugdo de Metanol e MTBE
1:1 (v/v), filtrado em filtro de membrana 0,45 mm e armazenado em vials
ambars a -20°C.

A analise cromatogréfica seguiu o método descrito por Giuffrida et al. (2014),
utilizando cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Modelo HPLC
20AB); Forno CTO-20A (26°C) e amostrador automatico: SIL-20AC. A coluna
cromatografica RP-18 Phenomenex C18 de 250 x 4.6 mm, 5 um de espessura.
Fase mével A = 81:15:4 (MeOH:MTBE:H,0) e B = 10:88:2 (MeOH:MTBE:H,0);
Fluxo da fase mével 1,0 mL min.; Sistema gradiente de 100% de A até 100%
de B, com tempo total de corrida de 97 min. A eluicéo foi detectada utilizando
detector de arranjo de diodos (Shimadzu) com comprimento de onda ajustado

para 450 nm, porém com varredura de 400 a 800 nm. A identificagdo dos
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carotenoides foi feita comparando-se os tempos de retencdo obtidos nos
padrdes e nas amostras, ambos analisados sob as mesmas condigfes. Além
disso, foram comparados os espectros de absor¢céo do padréo e dos picos de
interesse nas amostras, utilizando o detector de arranjos de diodos. A
quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa com solucfes-padrao de

diferentes concentragbes de B-caroteno.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das analises foram analisados estatisticamente através da
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacdo das médias,
ao nivel de 5% de probabilidade, usando o programa Statistica 12 (versdo
Statsoft, Tulsa, E.U.A.).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZA(;AO DA MATERIA-PRIMA

A caracterizacgéo fisico-quimica da pimenta de cheiro in natura madura,
liofilizada madura e in natura verde estdo apresentadas na tabela 4, onde
foi possivel observar que os valores dos compostos organicos
(carboidratos, proteinas e cinzas) foram mais elevados na amostra
liofilizada, fendbmeno consequente da reducdo da atividade de agua por
meio de evaporacao, o que acarreta na concentragdo desses compostos. A
liofilizacdo tem como principal caracteristica reduzir o teor de agua livre nos
alimentos, preservando, geralmente, suas caracteristicas sensoriais e
compostos termossensiveis, como € o caso dos carotenoides.

Os valores das analises da caracterizacdo fisico-quimica, como
ocorrem em toda matéria-prima vegetal, apontaram altos valores de
umidade e carboidratos, enquanto que os indices de proteina e minerais

foram baixos, quando comparados com matérias-primas de origem animal.

Tabela 4: Composicdo centesimal da pimenta de cheiro (Capsicum chinense) in natura
madura, liofilizada madura e in natura verde em base Umida.

Pimenta Pimenta Pimenta
Compostos verde in madura in madura
natura natura liofilizada

Umidade (g/100g) 93,591 +0,11° 92,483 +0,34* 12,266 +0,12°
Cinzas(mg/100g) 0,434 +0,02° 0,368+ 0,03" 5,663 + 0,112
Lipidios (g/100g) 0,367 +0,01° 0,456 + 0,07° 1,010 + 0,052
Proteinatotal (g/100g) 5,358+ 0,02 6,575 + 0,03° 10,155 + 0,03?

Carboidratos totais
(g/100g)

0,25+0,05° 0,118 +0,04° 70,906 + 0,09%

Médias seguidas da mesma letra na mesma linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5%.

No que se refere a analogia entre as amostras de pimenta de cheiro

madura e verde, notou-se que ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)
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para todos o0s constituintes. Porém, comparando os valores dos
componentes dessas amostras com a amostra de pimenta de cheiro
liofiizada madura, todos os componentes apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) devido a concentracdo dos componentes e a
evaporacao da agua livre com o processo de liofilizagdo. Notou-se um
aumento substancial no teor de carboidratos, o que pode ser justificado
pela hidrossolubilidade desse composto, que ao sofrer o processo de
liofilizag&o, a reducéo da atividade de agua, possivelmente, concentrou os
carboidratos antes solubilizados.

Ao avaliar as médias encontradas no presente trabalho (Tabela 4),
verificou-se que o0s valores encontrados para todos 0S compostos
analisados foram semelhantes médias aos obtidos por Farias (2013).
Dambros (2014), estudando onze “acessos” de pimentas dedo de moca e
Capsicum, encontrou valores com faixas bastante discrepantes para todos
0s compostos: umidade de 77,27 a 91,71%; proteinas de 0,80 a 2,32%;
lipidios de 0,21 a 1,10%; cinzas de 0,57 a 1,54 mg/100 g e carboidratos de
6,28 a 18,47 %.

Oliveira (2011), estudando a composicao fisico-quimica de quatro
variedades de pimenta do género Capsicum obteve valores proximos aos
do presente trabalho para umidade, carboidratos e cinzas, enquanto que 0s
percentuais de lipidios e proteinas apresentaram-se diferentes.

Buggenhout et al. (2009) enfatizaram que as caracteristicas de
matérias-primas vegetais dependem fortemente da genética e do grau de
maturacdo, porém podem ser afetadas por praticas culturais como
aplicacoes de fertilizantes e/ ou hormdénios, estresse ambiental, como seca,

estresse pelo frio, estresse pelo congelamento e outros.
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5.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS

No método ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenztiazoline-6-sulfonico),
pode-se medir a atividade antioxidante total em substancias puras, em fluidos
corporais e em material vegetal (ANTOLOVICH et al, 2002).

Ao analisar os resultados de quantificacdo da atividade antioxidante
(Figura 14) a partir dos calculos de substituicdo na equacao da reta na curva de
Trolox, obteve-se um valor de 3,69 uM de Trolox/ g de amostra de pimenta in
natura madura em base Umida, obtendo um resultado melhor do que o
encontrado por Oliveira (2011), que determinou AAT entre 0,43 e 1,55 uM de
Trolox/ g de amostra de pimentas do género Capsicum.

Atividade Antioxidante da Pimenta madura
(4]
o 0,800 - y = -1E-06x + 0,7141
& 0,700 - R2 = 0,9944
2 350,600 -
25
2 20,500 -
O] _
2 ©0,400
S §0,300 -
.g S 0,200 -
£ 80,100 -
2 < 0,000 . . . . .
2 0 50000 100000 150000 200000 250000
o]
< TuM trolox / g de amostra

Figura 14: Comportamento reacional do Radical Trolox com extrato de Pimenta Madura

A figura 15 mostra a atividade antioxidante da amostra de pimenta in
natura verde. A partir do comportamento reacional e dos calculos, obteve-se
um valor de 4,51 pM trolox / g de amostra, maior do que o valor de AAT da
amostra de pimenta in nautra madura e dos valores encontrados por Oliveira
(2011).
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Atividade Antoxidante da Pimenta Verde
0,700 - y = -2E-06x + 0,6653
R?=0,9782
0,600 -
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Figura 15: Comportamento reacional do Radical Trolox com extrato de Pimenta Verde

De acordo com Moraes e Colla (2006), carotenoides com pigmentacao
amarela, laranja ou vermelha, encontrados em diversos alimentos (tomate,
abobora, pimentdo, laranja), sdo precursores da vitamina A e do licopeno, os
quais parecem possuir acao protetora contra o cancer, além da vitamina E,
principal vitamina antioxidante transportada na corrente sanguinea e da
vitamina C (acido ascorbico), consumida em grandes doses pelos seres
humanos e adicionada a muitos produtos alimenticios com a finalidade de
inibir a formacéo de metabdlitos nitrosos carcinogénicos.

Guil-Guerrero (2006), afirmaram que pimentas, de um modo geral, sao
constituidas de nutrientes importantes para a dieta humana, por exemplo,
excelente fonte de vitaminas A e C bem como de compostos fendlicos.

Oliveira (2011) relatou que os niveis desses compostos (antioxidantes)
podem variar de acordo com o0 genotipo e maturacdo e sao influenciados
pelas condi¢cdes de crescimento e perdas apO0s 0 processamento, 0 que
poderia justificar a diferenca entre as atividades antioxidantes entre as

pimentas estudadas no presente trabalho.
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5.3 QUANTIFICACAO DE CAROTENOIDES TOTAIS
5.3.1 Quantificagdo de CT- Amostra in natura

Carotenoides s&o os principais pigmentos encontrados em pimentas do
género Capsicum, sendo assim, 0s maiores responsaveis pela diversidade
de suas coloracbes que variam do verde, amarelo, marrom ao vermelho
(DELI et al., 2001).

No presente trabalho, da amostra de pimenta in natura madura, obteve-
se um valor de CT= 9,758 pg/g de p-caroteno (base Umida), que
correspondem a 129,81 ug/g de B-caroteno (base seca). Esses valores
ficaram dentro dos limites encontrados na literatura. Contudo, considerando-
se 0s maiores valores da literatura, podemos afirmar que o valor encontrado
foi relativamente baixo. Isso pode ter ocorrido em razdo da maioria dos
trabalhos utilizarem amostras de pimenta com qualidade ideal de consumo,
ou seja, pimentas verdes.

Dambros (2014), avaliando onze derivados de pimenta (partes do
vegetal (polpa) e produtos processados (molhos, geleias e outros)),
encontrou valores de carotenoides entre 6,4 ug/g e 420 ug/g de B-caroteno
(base umida), o que justifica a elevada variacédo de CT.

Oliveira (2011) observou variacdo de CT de 5,7ug/g para pimenta de
cheiro ardida e 34 ug/g para pimenta malagueta (base umida). Ainda para
amostras de pimenta in natura, Costache et al. (2012), analisando diferentes
espécies, encontraram variacdes entre 8,0 e 25,0 ug/g de peso fresco.

Estudando carotenoides de duas variedades de pimentas (C. annuum e
C. frutescens), Nazzaro et al. (2009) constataram valores muito semelhantes
entre si de 319ug/g e 335 pg/g, respectivamente, representadas em peso
seco.

Topuz e Ozdemir (2007), avaliando carotenoides de seis cultivares de
pimentas da Turquia, identificaram valores de CT de 124 pg/g a 6950 ug/g
de massa seca da amostra. Zhuang et al. (2012), ao quantificar CT de nove
cultivares de pimenta da Yunnan, uma provincia chinesa, obtiveram valores

entre 85,2 ug/g e 1414 pg/g.
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5.4 EXTRACAO DE CAROTENOIDES
5.4.1 Extracdo de Carotenoides de pimenta de cheiro (Capsicum chinense)
por solventes

A quantidade de CT extraidos pelo método convencional por solventes,
que utilizou Etanol (Figura 16) e Hexano (Figura 17), estdo expostos nas
tabelas 5 e 6, expressos em zeaxantina e [B-caroteno (em base seca),

respectivamente.

Figura 17: Extracéo via Solventes utilizando Hexano
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Tabela 5: Valores de carotenoides extraidos por Solventes da amostra de pimenta de cheiro
in natura madura, expressos em Lg/g de Zeaxantina (em base seca).

Quantidade de CT em Zeaxantina (ug/g)

Tempo de extragdo (h)  Extrag&o por Extracdo por
Etanol Hexano
2 5,5295° 10,16°
4 6,7124° 9,7306"
6 12,4662 11,9821

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5%.

Tabela 6: Valores de carotenoides extraidos por Solventes da amostra de pimenta de cheiro
in natura madura, expressos em lg/g de B-caroteno (em base seca).

Quantidade de CT em B-caroteno (ug/g)
Tempo de extracao (h)  Extracéo por

Extrac&o por Hexano

Etanol
2 6,6248° 9,3206°
4 8,2182° 11,7735°
6 13,3878% 13,5367%

Médias seguidas da mesma letra na coluna néao diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5%.

Analisando os valores de Zeaxantina e [p-caroteno, obtidos nesse
método, observou-se que, para ambos os carotenoides, houve um aumento
significativo com o aumento do tempo de extracdo. Em relagcéo ao tipo de
solvente, 0 Hexano mostrou-se mais eficiente para os tempos de extracéo
de 2 e 4 h, porém, ndo apresentou diferenca com 6 h de extracdo. A
tendéncia de extracdo mais rapida do hexano pode ser justificada pelo fato
desse solvente ter a mesma polaridade dos solutos extraidos, ambos
compostos sédo apolares ocorrendo assim maior interacao entre eles quando
comparado com o etanol, solvente polar.

Os valores de CT obtidos nos extratos revelaram que uma peguena
parte dos CT existentes na pimenta in natura madura foi extraida pelos
solventes, porém, as diferentes rotas que a amostra submetida a extracédo
atravessou e as modificagbes que foram realizadas na metodologia para
determinacdo dos CT dos extratos, provavelmente influenciaram na
discrepancia dos resultados.

Os valores de CT extraidos por solventes do presente trabalho
apresentaram valores menores quando comparados com os Vvalores
encontrados na literatura, provavelmente devido a diferenca na maturacao

das amostras e a metodologia usada.



51

Nogueira (2013), estudando carotenoides extraidos por soxhlet, durante
4h, verificou que a pimenta verde-padréo destacou-se, dentre outras
variedades de espécies estudadas, pelo elevado teor de carotenoides totais,
com 1432 pg/g de peso seco para a extragcao em hexano.

Bae (2012), ao extrair carotenoides de quatro cultivares diferentes de
pimenta (Capsicum spp.) em soxhlet, utilizando hexano, obteve uma

variacéo de 24 pg/g a 533 pg/g de CT em [3-caroteno.
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5.4.2 Extracdo de Carotenoides de pimenta de cheiro madura (Capsicum
chinense) por Ultrassom

As tabelas 7 e 8 apresentam os valores de CT obtidos na extragdo em
ultrassom, expressos em Zeaxantina e [-caroteno (em base Umida),
respectivamente.

Os valores obtidos para ambos os carotenoides apontaram o ensaio 7
(30mL de Hexano + 20mL de etanol) como 0 que apresentou maior teor de
CT extraido. E importante destacar que, apesar do Hexano ter a mesma
polaridade dos solutos a serem extraidos, a acao sinergistica do hexano com
o etanol mostrou-se mais eficiente do que a atuacao do hexano isolado, pois
0 ensaio 11 (50mL de Hexano) apresentou um teor de CT significativamente

menor, qguando comparado aos demais.

Tabela 7: : Valores de carotenoides extraidos por Ultrassom, expresso em pg/g Zeaxantina (em
base imida) .

Ensaio Quantidade de CT em Zeaxantina (ug/g)
1 9,7015¢
8,0297°
8,6541°
10,7383°
9,5843¢
10,1971°
12,4836
8,6239°
4,0546'
2,2983¢
11 4,0763'

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5%.

O O0O~NOULPhWDN
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Os resultados de CT obtidos nesse método foram semelhantes aos
encontrados na extragdo por solventes e, da mesma forma, as rotas e as
mesmas mudan¢cas na metodologia, provavelmente influenciaram nos
resultados. Como também ja foi mencionado, a diferenca no estadio de
maturacdo e a metodologia podem justificar a variacdo dos valores
comparados com os encontrados na literatura.

Biehler et al. (2012) estudando extragdo em ultrassom, encontraram em
extratos de pimentdo Capsicum annuum laranjas, valores de CT = 42 ug/g,

expresso em Zzeaxantina.
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Barbero et al. (2008), ao extrair capsaicinoides de pimenta Capsicum
frutescens L. em ultrassom estudaram fatores que influenciam no percentual de
extracdo, dentre eles: tipo de solvente (etanol, acetonitrila, etanol e agua),
temperatura de extragao (10, 20, 30, 40, 50 e 60°C), tempo de extracdo (2, 5,
10, 15, 20 e 25min), peso de amostra (0,2 a 2g) e volume de solvente (15, 25,
40 e 50mL). Esse estudo indica a necessidade de testes mais detalhados para
melhores conclusdes referentes aos carotenoides de pimenta de cheiro

extraidos por ultrassom.

Tabela 8: Valores de carotenoides extraidos por Ultrassom, expresso em ug/g B-caroteno (em
base Umida).

Ensaio Quantidade de CT em B-caroteno (ug/qg)
1 8,5616'
8,6607°"
7,1333¢
10,5246
9,0583¢
10,16651°
12,4102%
8,9005%¢
3,6195"
2,8431"
11 2,9846'

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5%.
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5.4.3 Extracdo de Carotenoides de pimenta de cheiro (Capsicum chinense)
por Maceragdo Enziméatica
Na tabela 9 estdo dispostos os valores das atividades enzimaticas das

preparacdes testadas nesse método de extracao.

Tabela 9: Caracterizagao das atividades enzimaticas das preparacfes enzimaticas comerciais”.

Preparacfes Enzimaticas
Quantidade (U/mL)

Viscozyme L Celluclast 1,5 L
Poligalacturonase 293,83 + 136,14° ND
Pectinametilesterase 1152,28 + 1,27°¢ 808,36 + 47,92°
Pectinaliase 4,11 + 11,80° 5,02 + 4,82
Xilanase 170,07 + 16,48° 407,95 + 4,03°
Invertase 64,42 + 4,70° 0,23 +0,14°
Celulase 6,80 + 2,15" 15,34 + 3,15°%
Amilase 171,55 + 2,64° 1,36 £ 0,67°

'Médias seguidas da mesma letra nas linhas nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de
10%. ND = N&o detectada.

Os dados expostos na tabela acima confirmam os estudos de Farias
(2013), bem como justificam a escolha dessas preparacdes enzimaticas,

analisando a composicdo das mesmas e da matéria-prima estudada.
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5.4.3.1 Extracéo de Carotenoides de pimenta de cheiro (Capsicum chinense)
via Maceracao Enziméatica - Escala de Bancada
a) Experimento I: Maceragdo Enzimatica com Celluclast 1,5 L

Os valores de CT, expressos em zeaxantina e [(3-caroteno, obtidos a
partir do planejamento experimental fracionario 2*' estdo expostos nas

tabelas 10 e 11, respectivamente.

Tabela 10: Valores de CT extraidos por maceragédo enzimatica, expressos em pug/g de

Zeaxantina.
Ensaio Quantidade de CT em Zeaxantina (ug/g)
1 4,4291 + 0,0062°

3,2353 + 0,320°¢
5,0674 + 0,3392
2,6399 + 0,674°¢
3,3716 + 0,264°¢
2,077 + 0,406
0,9639+ 0,19°
2,415 + 0,072%¢
0 4,4629 + 0,750°

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5%.

0o N o 0o B~ WDN

Tabela 11: Valores de CT extraidos por maceragéo enzimética com Celluclast 1,5 L, expressos
em pug/g de B-caroteno

Ensaio Quantidade de B-caroteno (ug/g)
1 4,7484 +0,273°
3,3730 + 0,091°
5,2187 + 0,0342
2,5942+ 0,567"¢
2,7864 + 0,218"¢
2,4703 +0,080°
1,1288 + 0,004°
1,9370 + 0,134%¢
0 3,9971 + 0,380°

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5%.

o N o 0o~ WD
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Ao observar os valores de CT das tabelas 10 e 11, notou-se que, 0S
melhores ensaios foram 1, 3 e 0, para Zeaxantina e 1 e 3, para [3-caroteno.

Em relacdo as condi¢bes dos ensaios 3 (200 RPM de agitagdo, 200pL
de Celluclast, 3h de incubacgao e 25°C), 1 (100 RPM de agitagao, 200uL de
Celluclast, 1h de incubacédo e 25°C) e 0 (150 RPM de agitacdo, 300uL de
Celluclast, 2h de incubacdo e 30°C) observou-se uma tendéncia de que a
menor quantidade de enzima na maceracéo da pimenta de cheiro in natura
madura obteve maiores extracdes de CT.

Os diagramas de Pareto (Figura 18) revelaram que as variaveis de
agitacdo, tempo e temperatura de incubacdo, nas faixas estudadas, néo
influenciaram significativamente (p > 0,10) na quantidade de CT extraidos.
Porém, esses diagramas revelaram que o volume de enzima influenciou
significativamente (p < 0,10), de forma negativa, na quantidade de CT
extraidos, o que significa que, dentro da faixa de volume de enzima
estudado, quanto menor o volume aplicado, maior sera a quantidade de CT
extraidos. Esse fato justifica 0os ensaios 7 e 8 apresentarem 0S menores

teores de CT extraidos.

A Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: zea B Pareto Chart of Standardzed Effects; Variable: beta
2**(4-1) design; MS Residual=1,380411 2**(4-1) design; MS Residual= 8326697
DV: zea DV: beta
s 19@0 s Iw
(4)Agitacdo 1,197253 { (1)Temperatura -1,31978

(1)Temperatura -1,04236 (2)Tempo -940833

(2)Tempo -610131 (4)Agitagio 8933735

p=.1 p=1
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 18: Diagrama de Pareto da extracédo de carotenoides por maceracao enzimatica.
A) Zeaxantina; B) 3-caroteno.

Farias (2013) observou uma variacdo no teor de Zeaxantina de 2400
Hg/g em base seca na pimenta in natura e 72,46ug/g a 208,4ug/g nas fases
liquidas e nos residuos de molhos de pimenta tabasco (Capsicum frutescens

L.) fermentados por maceragéo enzimatica. Avaliando o comportamento dos
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CT num periodo de 6 semanas e testando as polpas maceradas com e sem
cloreto de sédio, o autor encontrou 70,71 pg/g de zeaxantina na polpa nao
macerada com sal (armazenamento de O semanas) e 214 ug/g de
zeaxantina na polpa macerada com sal (armazenamento de 5 semanas).

No que se refere a extracdo de carotenoides por maceracao enzimatica,
ainda sdo escassos 0s estudos em amostras de pimentas, especialmente
pimentas de cheiro maduras, objeto de estudo do presente trabalho, que séo
descartadas pelos consumidores, mas que podem ser aproveitadas para
obtencéo de carotenoides. Vieira (2013), extraindo carotenoides de pelicula
de caja por maceracdo enzimatica, verificou alto teor de carotenoides (74
Hg/g de extrato) nos menores volumes de preparacdo enzimatica aplicados,
reafirmando o efeito ocorrido no presente trabalho.

Diante do exposto, um segundo experimento foi realizado, buscando
avaliar o efeito de uma preparacdo enzimatica pectinolitica (Viscozyme L)
em comparagcdo com a preparacao celulolitica (Celluclast 1,5 L), bem como

a reducéo do volume de enzimas aplicadas.
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b) Experimento Il: Maceracdo Enzimatica com Viscozyme L e Celluclast 1,5
L

Na tabela 12 estédo apresentados os resultados da extragédo dos CT por
meio das macerac¢des enzimaticas realizadas com Viscozyme L e Celluclast
1,5 L (Figura 19).

Tabela 12; Valores de carotenoides extraidos por Maceracao Enzimatica com Viscozyme L e
Celluclast 1,5 L, expressos em pg/g de B-caroteno

Quantidade de B-caroteno (ug/g)

Ensaios (TI/VP?*)

Viscozyme L Celluclast 1,5L
1 (1h/100ppm) 3,5403 + 0,182°1 7,0262 + 0,218
2 (1h/200ppm) 3,7211 + 0,398°¢ 6,7465+ 0,8172P°
3 (1h/300ppm) 0,2690 + 0,075° 5,1018+ 0,776°¢
4 (2h/100ppm) 6,0691 + 0,111° 7,4565+ 0,3482
5 (2h/200ppm) 4,0173 + 0,029°¢ 5,1865+ 0,272°¢
6 (2h/300ppm) 0,7618 + 0,029° 5,6185 + 0,520
7 (3h/100ppm) 2,8939 + 0,529° 7,393+ 0,1622
8 (3h/200ppm) 0,3372 + 0,066° 7,8227+ 0,5602
9 (3h/300ppm) 0,1349 + 0,087° 5,460 + 0,173

Médias seguidas da mesma letra na coluna néao diferem entre si pelo teste de Tukey, a nivel de 5%.
*T1/VP = Tempo de incubagdo/Volume de Preparacdo Enzimatica de cada maceracao realizada em
pimenta in natura madura.

Os resultados do segundo experimento apresentaram a mesma
tendéncia do primeiro, onde os melhores resultados foram dos ensaios que
continham os menores volumes de enzima. A maceragdo com Viscozyme L
ndo conseguiu atingir o mesmo nivel de extracdo de CT em relagdo a
maceragao com Celluclast 1,5 L, com excec¢éao do ensaio 4 (2h100ppm). O
ensaio que se destacou na maceracdo com Celluclast 1,5 L foi o ensaio 1,
pois conseguiu ficar entre os melhores ensaios (1,2,4,7 e 8) mesmo
utilizando apenas 1 h de incubagé&o e 100 ppm de Celluclast 1,5 L.

A quantidade de CT extraida por maceracdo enzimatica revelou-se
menor em relacdo a quantidade extraida por solventes e por ultrassom. Isso
pode ter ocorrido devido as rotas diferenciadas do processo de maceragao.
Outra explicagdo pode ser a de que um carotenoide torna-se disponivel apés
ser liberado enzimaticamente da fonte e, devido a sua solubilidade limitada

em agua, podem ser incorporados em goticulas lipidicas, ou associados a
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outros componentes como proteina e moléculas de acucares, como o amido
(BOHN, 2008).

Figura 19: Extracdo por ME. A- Tratamento com Celluclast 1,5L; B- Tratamento com Viscozyme
L.

5.4.3.2 Extracdo de Carotenoides de pimenta de cheiro (Capsicum chinense)
por ME - Escala Piloto

Utilizando o ensaio mais adequado do experimento Il (ensaio com 1 h de
incubacéo e 200 ppm de Celluclast 1,5 L), realizou-se uma maceragdo em
escala piloto com bioreator (Figura 20). Nessa maceragédo, o valor de CT
extraidos foi de 28,44 ug/g de B-caroteno (em base umida), apresentando a
maior extracdo entre todos os meétodos que foram avaliados no presente
trabalho.

A discrepancia dos resultados de CT extraidos com a ampliacdo da
escala pode ter ocorrido devido as condicbes diferenciadas entre as
mesmas, uma vez que a maceragdo em escala de bancada foi realizada em
erlenmeyers, com shaker orbital para agitacdo e controle de temperatura,
enquanto a maceracdo em escala piloto foi realizada em condicbes mais
adequadas para a reacdo das enzimas, com equipamento bioreator,
agitacdo interna com hélices acopladas e temperatura constante com

controle por meio de termostatos.
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A ampliacdo da escala aumentou 73,52% no teor de CT extraidos,
expresso em [-caroteno. bEsse resultado é bastante positivo, pois a
maceracao enzimatica € uma tecnologia limpa, que nao utiliza adicdo de
produtos quimicos e pode ser aplicada ao processamento de alimentos.
Uma possivel justificativa dessa elevacédo de CT extraido esta relacionada a
presenca de moléculas anfipaticas, isto €, que podem interagir com
substancias de diferentes polaridades, como é o caso das enzimas aqui
aplicadas, como o sistema do bioreator facilitou a homogeneizacdo da
mistura, da mesma forma as preparacdes enzimaticas reagiram melhor do

gue na escala de bancada.

Tochi et al. (2009) afirmaram que, sob condi¢cdes determinadas as
antocianinas (outros compostos antioxidantes) podem ser hidrolisadas por
enzimas pectinoliticas passando de azuis/vermelhas para substancias
incolores. No entanto, Farias (2013) ressaltou que, até o momento, ndo se
encontrou na literatura relatos de que carotenoides podem ser degradados
por enzimas. Assim, cabe salientar que, conforme demonstrado na
maceracdo em escala piloto, as enzimas nao apenas podem elevar o

percentual de extracdo dos carotenoides, como melhorar a sua qualidade.



61

5.5 IDENTIFICACAO CROMATOGRAFICA DOS CAROTENOIDES

Na tabela 13 encontram-se os valores determinados na CLAE para cada
extrato obtido, bem como os valores das amostras in natura madura e in
natura verde. Cabe salientar que, de posse de apenas um padrdo (B-
caroteno), fez-se necessario consultar a literatura para comparar 0sS

cromatogramas na tentativa de melhor interpretar os graficos.

Tabela 13: Resultados obtidos na CLAE
Conc (ug/mL) de B-

Amostra TR(min) Area
caroteno

EPSET 23,889 168045 11,80
EPSHEX 23,91 221128 15,52
EPM 23,93 24281 1,74
EPIN dil (1:2) 23,948 222379 15,61
EPU 23,851 56704 4,01
EPMBIo 23,843 93761 6,60
EPV 23,46 270837 19,00

EPSET- Extrato de Pimenta obtido em Soxhlet com Etanol; EPSHEX- Extrato de Pimenta obtido em Soxhlet com
Hexano; EPM- Extrato de Pimenta Macerada em bancada; EPIN dil (1:2)- Pimenta madura in natura; EPU- Extrato de
Pimenta obtido em Ultrassom; EPMBIio-- Extrato de Pimenta Macerada em Escala Piloto; EPV- Pimenta verde in
natura.

Collera-Zuniga et al. (2005) listaram os principais carotenoides e seus
respectivos tempos de retencdo (Tabela 15), dos quais pode-se fazer uma
analogia com os tempos de retencdo dos maiores picos obtidos nos extratos
do presente trabalho (Tabela 14). Comparando ambas as tabelas, pode-se
sugerir que, 0s picos aqui encontrados, provavelmente seriam: Pico 1- ndo
identificado; Pico 2- Capsantina; Pico3- Luteina; Pico 4- Zeaxantina; Pico 5-
Criptocapsina; Pico 6- Criptoxantina; Pico 7- B-Caroteno; Pico 8- ndao
identificado. Vale ressaltar, no entanto, que maiores informacdes seriam
necessarias para confirmar a equivaléncia desses compostos, tais como
area de pico e concentragcdo, mesmo que expressa em ug/mL de B-caroteno.

Os cromatogramas das amostras analisadas neste trabalho estéao
dispostos nas figuras de 21 a 28. Na figura 28, Filho 2010, ao analisar em
CLAE acoplada a espectrofotometria de massas de quatro espécies do
género Capsicum L. identificou, para Capsicum Chinense 7 picos, listados

na tabela 16.



Tabela 14: Picos encontrados na CLAE (TR-min)
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Método Picol Pico2 Pico3 Pico4 Pico5 Pico6 Pico7 Pico8
PINm --- 23,89 31,26 33,68 35,95
PINv 11,74 17,75 23,46
EPSet 18,59 23,89 31,26 33,68 35,96

EPShex 23,91 31,27 33,69 35,98 38,10
EPU 12,58 23,85 28,68 31,22 33,65 35,95
EPM 31,31 33,72 35,99
EPbio --- 31,21 33,62 35,92

PINm- Pimenta in natura madura; PINv- Pimenta in natura verde; PSet- Extrato de Pimenta obtido em Soxhlet com
Etanol; EPShex- Extrato de Pimenta obtido em Soxhlet com Hexano; EPU- Extrato de Pimenta obtido em Ultrassom;
EPM- Extrato de Pimenta Macerada em bancada; EPMBio- Extrato de Pimenta Macerada em bioreator;

Tabela 15: Carotenoides e seus respectivos TR (min)*

Carotenoide

Tempo de Reteng&o (min)

Latoxantina 9.7
Capsorubina 11.4
Neoxantina 13.1
Capsantina 5,6-epoxi 13.25
Violaxantina 14.4
Capsantina 3,6- epoxi 15.3
Luteoxantina 16.1
Curcurbitaxantina 17.3
Capsantina 17.8
Cicloviolaxantina 19.3
Anteraxatina 19.3
Mutatoxantina 20,9
Mutatoxantina 21.9
9-cis-Capsanthina 23.0
Luteina 24.0
Zeaxantina 24.3
9-cis-zeaxanthin 27.2
15-cis-zeaxanthin 28.4
Cantaxantina 29.6
Criptocapsina 31.5
a-Criptoxantina 33.9
B-Criptoxantina 34.4
B- apo-8-0 Caroteno 34.9
a- caroteno 40.4

- caroteno 40.8

*Collera-Zuniga et al. (2005)
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Figura 21: Cromatograma do padrao de (3-caroteno
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Figura 22: Cromatograma da amostra de pimenta in natura madura (diluicdo 1: 2)
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Figura 23: Cromatograma da amostra de pimenta in natura verde
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Figura 29: Cromatograma de Capsicum chinense (FILHO, 2010)

Tabela 16: Picos de Capsicum chinense identificados por LCMS (FILHO, 2010)

PICOS CAROTENOIDE
Capsantina
Luteina
Zeaxantina
a- criptoxantina
B- criptoxantina
a- caroteno
B- caroteno
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Figura 30: Extratos para CLAE. Da esquerda pra direita: Extrato obtido por Ultrassom;
Extrato obtido em Soxhlet com Hexano; Extrato obtido em Soxhlet com Etanol; Extrato obtido
por ME em escala piloto; Extrato obtido por ME em escala de bancada; Pimenta in natura

madura e Pimenta in natura verde.
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6 CONCLUSAO

A pimenta de cheiro (Capsicum chinense) in natura madura, considerada
como produto inviavel para consumo, contém capacidade antioxidante e
quantidades consideraveis de carotenoides, que podem ser extraidos e
aproveitados para diversos fins.

De acordo com a avaliacdo dos métodos de extracdo de carotenoides da
pimenta de cheiro in natura madura, estudados no presente trabalho, podemos
concluir que os métodos mais eficientes foram, a maceragdo enzimatica em
escala de planta piloto, utilizando 200 ppm de Celluclast 1,5 L em 1 h de
incubacédo, provavelmente, em razdo das condi¢cdes controladas do bioreator,
gue possibilitaram a quebra da parede celular dos tecidos da pimenta, rica em
celulose, liberando com mais eficacia os carotenoides. O outro método que
apresentou resultados satisfatorios foi o0 método de extragdo por solventes,
utilizando hexano por 6 h em soxhlet, provavelmente, devido a idéntica
polaridade do solvente e do soluto.

Levando em consideracdo os resultados obtidos nas andlises e o avanco
da biotecnologia na industria de alimentos, que vem substituindo processos
tradicionais devido as vantagens como acdo especifica e perspectivas em
evitar prejuizos ao meio ambiente. Assim, podemos apontar o método de
extracdo de carotenoides de pimenta in natura madura por maceracao

enzimatica em escala piloto como o mais adequado, dentre os estudados.
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