UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MESTRADO

OTIMIZACAO DA EXTRACAO E AVALIACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS EM FRUTOS DE PIMENTA
SUBMETIDOS A REGULADORES VEGETAIS

GILVANDA LEAO DOS ANJOS

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
OUTUBRO - 2019



OTIMIZACAO DA EXTRACAO E AVALIACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM FRUTOS DE PIMENTA SUBMETIDOS A
REGULADORES VEGETAIS

GILVANDA LEAO DOS ANJOS
Engenheira Agronoma
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, 2017

Dissertacdo apresentada ao Colegiado
do Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias Agréarias da Universidade
Federal do Recbncavo da Bahia, como
requisito final para a obtencgéo do Titulo
de Mestre em Ciéncias Agrarias.

(Area de Concentracéo: Fitotecnia).

Orientador: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
OUTUBRO - 2019



FICHA CATALOGRAFICA

A5990

Anjos, Gilvanda Ledo dos.

Otimizagdo da extragdo e avaliagdo de compostos
fendlicos em frutos de pimenta submetidos a reguladores
vegetais / Gilvanda Leao dos Anjos._ Cruz das Almas, BA,
2019.

85f.; il.

Orientador: Fabio de Souza Dias.

Dissertacdao (Mestrado) — Universidade Federal do
Recéncavo da Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias
Ambientais e Biol6gicas.

1.Pimenta — Regulador de crescimento. 2.Pimenta —
Compostos fendlicos. l.Universidade Federal do
Recéncavo da Bahia, Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Bioldgicas. Il.Titulo.

CDD: 635.1

Ficha elaborada pela Biblioteca Universitaria de Cruz das Almas - UFRB. Responsavel
pela Elaboracio — Antonio Marcos Sarmento das Chagas (Biblhiotecirio - CRB5 / 1615).
Os dados para catalogacdo foram enviados pela usuaria via formulério eletronico.




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE MESTRADO

OTIMIZACAO DA EXTRACAO E AVALIACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM FRUTOS DE PIMENTA SUBMETIDOS A
REGULADORES VEGETAIS

COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE DISSERTACAO
DE GILVANDA LEAO DOS ANJOS

Realizada em 26 de julho de 2019

Prof. Dr. Fabio de Souza Dias
Universidade Federal da Bahia-UFBA
Examinador interno (Orientador)

Prof. Dr. Carlos Alan Couto dos Santos
Instituto Federal da Bahia
Examinador interno

Prof.2 Dr.2 Franceli da Silva
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia-UFRB
Examinadora interna



DEDICATORIA

Dedico essa dissertacéo a minha familia, que sempre me apoiou.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo dom da vida e pela presenca constante durante toda
a minha caminhada; aos meus pais o Sr. Gilvando e a Sra. Rosimeire por terem
acreditado em mim e estado presente em todos os momentos; a minha irma
Taniele; a todos os meus familiares que de alguma forma contribuiram de forma
positiva nessa jornada.

Agradeco ao meu orientador professor Fabio de Souza Dias, por tudo que
aprendi durante esses 2 anos e por toda a ajuda no desenvolvimento deste
trabalho; a Gisele, Candice e Angélica pela ajuda, apoio e amizade durante a
execucao do projeto; ao pessoal do Grupo de Pesquisa Manejo de Nutrientes no
Solo e em Plantas Cultivadas pela ajuda e amizade, principalmente Janildes,
Patricia e Railda; ao técnico Fabricio, pela ajuda com o HPLC; aos colegas do
grupo LAIA, que tornaram a convivéncia no laboratorio prazerosa; ao professor
Anacleto e Girlene, pelo auxilio; aos funcionarios da Fazenda Experimental, por
toda prestatividade durante a execucédo do projeto.

A CNPq, pelo financiamento do projeto.

Obrigada!



“A persisténcia é o menor caminho do éxito”. (Charles Chaplin)



SUMARIO

Pagina
RESUMO
ABSTRACT
REFERENCIAL TEORICO ... ..ottt ettt 1
ARTIGO 1

OTIMIZAQAO DE PROCEDIMENTO PARA E),(TRA(;AO ASSISTIDA POR
ULTRASSOM DE COMPOSTOS FENOLICOS EM Capsicum
FTULE S BN . ..ottt e e et et e e et e et 26

ARTIGO 2

INFLUENCIA DE REGULADORES VEGETAIS NA CONCENTRACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES EM FRUTOS DE PIMENTA
MALAGUETA. e 56



OTIMIZACAO DA EXTRACAO E AVALIACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
EM FRUTOS DE PIMENTA SUBMETIDOS A REGULADORES VEGETAIS

Autora: Gilvanda Leédo dos Anjos
Orientador: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

Resumo: A pimenta ‘Malagueta’ é muito valorizada pela sua pungéncia e
nutricdo, além de ser fonte de compostos fendlicos. Varios fatores afetam a
producdo de fendlicos na planta, e dentre eles os reguladores vegetais. Para
extrair o0 maximo desses compostos na amostra € utilizado ferramentas
estatisticas que possibilitam otimizar o processo de extracdo, determinando-se as
condicBes otimas. Objetivou-se otimizar um processo de extracdo de compostos
fendlicos em Capsicum frutescens e avaliar os compostos fendlicos destas
plantas quando submetidas a reguladores vegetais. No primeiro capitulo foi
otimizado a solucdo extratora e as melhores condi¢cdes de extracdo em banho
ultrassoénico utilizando um planejamento Box-Benhker junto com a funcdo de
desejabilidade. A melhor composicdo de mistura foi 93% de metanol e 7% de
agua e as melhores condicbes experimentais para extracdo mediada por
ultrassom, foram 16 mL, 45 minutos e 40 °C para folha e 16 mL, 19,5 minutos e
53 °C para fruto. Ja no segundo capitulo foram cultivadas pimenteiras em casa de
vegetacdo, onde foram aplicados quatro tratamentos: testemunha (sem
reguladores), 10 pmol L™ de ABA, 144 pymol L™ de GA; e 2000 umol L™ de AS, e
apOs coletar, secar e triturar os frutos, foram determinados o0s compostos
fendlicos. Foram identificados doze compostos fendlicos nas amostras de fruto.
Para fendlicos e flavonoides totais, o ABA se diferenciou da testemunha e o AS
nao se diferenciou. Houve aumento na sintese de &cido galico, catequina, acido
trans-cinamico e acido ferdlico com aplicacdo de GAz e AS. A aplicacdo de

reguladores vegetais influencia na sintese de fendlicos em frutos de C. frutescens.

Palavras-chave: Bioativos, fitorreguladores, ultrassom.



OPTIMIZATION AND EVALUATION OF PHENOLIC COMPOUNDS
EXTRACTION IN FRUITS OF PEPPER SUBMITTED TO PLANT GROWTH
REGULATORS

Author: Gilvanda Leédo dos Anjos
Advisor: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

Abstract: The 'Malagueta' pepper is highly valued for its pungency and nutrition,
in addition to being a source of phenolic compounds. Several factors affect the
phenolic compounds production in plants, and among them the plant growth
regulators. To extract the maximum amount of these compounds in the sample is
used statistical tools to optimize the extraction process, determining the optimal
conditions. This study aimed to optimize a phenolic compounds extraction process
in Capsicum frutescens and evaluate the phenolic compounds of these plants
when submitted to regulators. The first chapter contains an optimization for the
stripper solution and the best extraction conditions for the ultrasonic bath using a
Box-Benhker planning along with the desirability function. The best mixture
composition was 93% methanol and 7% water and the best experimental
conditions for the ultrasound assisted extraction were 16 mL, 45 minutes and 40°C
for the leaves and 16 mL, 19.5 minutes and 53°C for the fruits. In the second
chapter, pepper plants were grown in a greenhouse, where four treatments were
applied: control (without growth regulators), 10 umol L™ of ABA, 144 pmol L™ GA;
and 2000 pmol L™ SA, and after collecting, drying and grinding the fruits, the
phenolic composition was determined. Twelve phenolic compounds were identified
in fruit samples. The phenolics and total flavonoids, analysis showed that ABA
differed from the control, while SA did not differ. There was an increase in the
synthesis of gallic acid, catechin, trans-cinnamic acid and ferulic acid with
application of GA; and SA. The application of plant regulators influences the

synthesis of phenolic compounds in fruits of C. frutescens.

Keywords: Bioactive, phytoregulators, ultrasound.



REFERENCIAL TEORICO

1. Capsicum frutescens

1.1.Importancia econdémica

As plantas do género Capsicum estdo entre as mais antigas cultivadas no
mundo (GURNANI et al., 2016). S&o originarias da América Central e do Sul e séo
conhecidas desde os tempos pré-colombianos (IBIZA et al., 2012). O género é
consumido em todo o mundo in natura e/ou em produtos como paprica, pasta,
frutos desidratados ou em conservas e como plantas ornamentais (SRICHAROEN
et al., 2017), exigindo maior area de cultivo e aumento das agroindustrias,
levando a cadeia produtiva das pimentas a se tornar uma grande parte do
comercio horticola no Brasil (LOPES, 2007). Em 2016, a produ¢cdo mundial de
pimentdo e pimenta foi de 34,5 milhdes toneladas (MT) (ZHANG et al., 2018). A
China produziu 17,5 MT, México 2,7 MT, Indonésia 2,0 MT e Espanha 1,1 MT,
sendo estes paises responsaveis pela maior parte da producdo mundial de
pimenta fresca, e a india foi o maior produtor de pimentas secas (1,4 MT)
(BAENAS et al., 2018).

A producédo de pimenta vem aumentando nos ultimos tempos no territorio
brasileiro, sendo que o cultivo ocorre tanto no Sul do pais (clima subtropical)
como no Norte e Nordeste (clima tropical). Essa cultura tem importancia
econdmica, por sua rentabilidade (RUFINO e PENTEADO, 2006) e importancia
social, empregando elevado nimero de mao-de-obra, principalmente na colheita
(PINTO et al., 2010).

Existem varios tipos de pimentas, de diferentes formas, cores e ardor. A
‘Malagueta’ é cultivada em todo o Brasil, contudo os estados de Minas Gerais,
Bahia e Ceara se destacam no cultivo dessa variedade (RUFINO e PENTEADO,
2006).

Em algumas cidades brasileiras ndo é muito comum encontrar pimentas no
estado in natura no comercio, devido aos habitos alimentares dos consumidores.
Na regido Sul o consumo das pimentas € na forma de molhos, conservas e

desidratadas. Na regido Sudeste sdo consumidas principalmente a pimenta doce



do tipo americana, ‘Cambuci’, ‘Malagueta’ e ‘Cumari Vermelha'. Os consumidores
do Nordeste preferem a ‘Malagueta’ e ‘De Cheiro’. Ja no Norte, sdo mais
consumidas a ‘Murupi’, ‘Cumari do Para’ e a ‘De Cheiro’. No Centro-Oeste, é
tradicdo o cultivo e consumo das pimentas ‘Bode’, ‘Malagueta’, ‘Cumari do Para’ e
‘Dedo de Moga’ (LOPES, 2007).

1.2.Botanica

As plantas do género Capsicum pertencem a familia Solanaceae.
Atualmente, acredita-se que este género consista em 27 espécies (IBIZA et al.,
2012) que séo agrupadas em trés categorias de acordo com o nivel de exploracao
pelo homem: domesticadas (largamente cultivadas), semidomesticadas (pouco
cultivadas) e silvestres (ndo cultivadas comercialmente) (CARVALHO, 2006).
Cinco dessas espécies, Capsicum annuum L., Capsicum frutescens L., Capsicum
chinense Jacq., Capsicum pubescens Ruiz & Pav., e Capsicum baccatum L.
(YAMAMOTO e NAWATA, 2005) sdo domesticadas e consumidas na forma in
natura ou como temperos, junto com aproximadamente 3000 variedades (IBIZA et
al., 2012).

A Capsicum frutescens L. conhecida popularmente como pimenta
‘Malagueta’, € um arbusto perene com caule semi-lenhoso, sua altura varia entre
1,5 a 2,0 m em funcdo das condicbes climaticas e de cultivo. As folhas séo
cerosas e medem 6 cm de comprimento, apresentam ramificacdes laterais amplas
com o sistema radicular pivotante. As flores sdo autégamas e solitarias, em cada
no possui pedicelos eretos na antese, corola branca esverdeada, sem manchas e,
geralmente, os lobos dobram-se para trds. As anteras sdo geralmente azuis,
roxas ou violetas. Os frutos séo conicos e eretos e medem entre 0,6 e 4 cm de
comprimento. Eles sdo de cor verde ou amarelo no estado imaturo e de cor
vermelho no estado maduro (Figura 1). O fruto possui polpa mole e a semente é
de cor palha a dourada, lisa e mais reta e espessa no hilo (YAMAMOTO e
NAWATA, 2005; CARVALHO, 2006).



Figura 1 — Flores (a) e frutos (b) das pimentas Capsicum frutescens.
Fonte: Carvalho (2006).

1.3.Valor nutricional e medicinal

A pimenta ‘Malagueta’ é geralmente muito picante (YAMAMOTO e
NAWATA, 2005). Em varios locais do mundo, ela € muito valorizada pela sua
pungéncia, nutricdo e contetudo de pigmentos dos frutos (TIAN et al., 2014).

As pimentas sdo importantes devido as suas caracteristicas sensoriais e
por ser fonte de compostos bioativos que proporcionam beneficios para a saude
dos consumidores, incluindo vitaminas C e E, carotenoides e compostos fenolicos
(BAENAS et al., 2018). Os teores desses bioativos mudam com 0S processos
metabdlicos e quimicos das plantas. De acordo com Berke e Shieh (2012) em 100
gramas de pimenta vermelha fresca tem 240 mg de vitamina C, 11 000 Ul de
vitamina A e 0,7 mg de vitamina E.

O género Capsicum tem sido usado como medicamento alternativo para o
tratamento de inflamacdes, diabetes, dor lombar e amigdalite aguda (SPILLER et
al., 2008). Emplastro dessas plantas tem sido usado na acupuntura coreana para
reduzir nausea, vomito e dor de garganta no pés-operatério. A civilizacdo maia
utilizava a pimenta para tratar de diversas doencas, como dor de ouvido e
cuidados com a pele (GURNANI et al., 2016).



A gquantidade de fitoquimicos nas pimentas difere dependendo da parte do
fruto (placenta, pericarpo e sementes), da cultivar ou variedade, do estado de
maturacdo, das condi¢Bes climaticas e de armazenamento, assim como das
praticas de processamento (JAYAPRAKASHA et al., 2012).

Os carotendides sdo em geral os principais fitoquimicos encontrados nas
variedades de pimenta, que acrescentam alto valor comercial a esses frutos em
relacdo a cor e propriedades antioxidantes (BAENAS et al., 2018), podendo
prevenir doencas cardiovasculares, cancer e degeneracdo macular (GIUFFRIDA
et al., 2013). Os carotendides principais e exclusivos da pimenta sdo a capsantina
e seu isdbmero capsorubina, que compde 30-60% e 6-18%, respectivamente, do
total presente no fruto. Sdo muito utilizados para fins cosméticos, devido a seus
atributos de coloracdo (DENG et al.,, 2017). A intensidade da cor vermelha em
uma pimenta esta relacionada a quantidade destes pigmentos (BERKE e SHIEH,
2012).

Os capsaicindides sao alcaloides responsaveis pela pungéncia dos frutos
de C. frutescens, conhecidos por seus efeitos farmacoldgicos, neurologicos e
dietéticos. Essas substancias tém atividade antibiotica significativa e a capacidade
de reduzir os niveis de colesterol no sangue quando usadas em quantidades
baixas na alimentacdo regularmente (GURNANI et al., 2016). Por causa de sua
atividade analgésica e anti-inflamatoria, a capsaicina tem sido utilizada na pratica
clinica. Segundo Spiller et al. (2008), a aplicacdo da capsaicina diretamente na
pele tem um valor terapéutico em muitas condi¢cdes de dor neuropatica, incluindo
artrite reumatoide, osteoartrite, neuropatia diabética, sindrome de dolorosa pos-
mastectomia, psoriase e herpes zoster.

As pimentas possuem grandes quantidades de compostos fendlicos,
especialmente flavonoides e derivados do acido fendlico, contribuindo para a dieta
humana (JAYAPRAKASHA et al., 2012). Eles colaboram para o sabor e cor dos
frutos e apresentam efeitos terapéuticos devido as propriedades antioxidantes
(PADILHA et al., 2015). Aguiar et al. (2019) encontraram dezesseis compostos
fendlicos (acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, flavonoides e glicosideos)
em extratos de Capsicum chinense. Quatro flavonoides foram quantificados em
amostras de Capsicum annuum: vitexina, isoquercetina, kaempferol-3-glicosideo
e miricetina (MARINCAS et al., 2018). Bae et al. (2012) quantificaram em



amostras de C. annuum L. cv. 'CA377' e C. chinense L. cv. 'TMH' cinco
flavonoides: quercetina, luteolina, apigenina, miricetina e kaempferol.

As pimentas sdo importantes devido ao seu conteudo em compostos
bioativos, fazendo-se necessario uma atencdo especial na caracterizacdo e

exploracdo desses produtos vegetais com usos multiplos (BAENAS et al., 2018).

2. Compostos fendlicos

A producdo de espécies reativas do oxigénio (ERO) é muito comum em
todos os seres aerébios. As ERO séo resultantes de etapas sucessivas de um
elétron na reducao do oxigénio molecular (GAYOSO et al., 2004).

Antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou prevenir a oxidacao
de moléculas essenciais aos seres humanos, como lipidios, proteinas e acidos
nucléicos, inibindo as reacdes em cadeia oxidantes causadas por ERO e,
portanto, podem reduzir o dano oxidativo ao corpo humano, como inflamacéao,
doencas cardiovasculares, cancer e envelhecimento (KHANAM et al., 2012;
FREIRE et al., 2013). Atualmente, os antioxidantes naturais, principalmente os
presentes em frutas e legumes, ganharam atencdo de estudiosos e
consumidores. Os trés principais grupos disponiveis em frutas e vegetais sdo as
vitaminas, os compostos fendlicos (Figura 2) e os carotenoides, que estdo

envolvidos na prevencao de determinadas doencas (THAIPONG et al., 2006).
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Figura 2 — Estrutura quimica do Flavan-3-ol.

Substancias fendlicas sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas

plantas, que podem ser categorizados em fendis simples, acidos fendlicos,



flavonoides, ligninas e taninos. Além das propriedades antioxidantes, essas
substancias séo responsaveis pelas caracteristicas organolépticas das pimentas
(KARTIKA et al., 2007). Os fendlicos sdo constituidos por um anel benzénico
tendo um ou mais grupos hidroxila ligados. Por serem mais &cidos que os alcoois
sdo mais facilmente oxidados. Essa classe possui compostos sollUveis em agua e
solventes orgéanicos, os caracterizando como moléculas heterogéneas (ASHRAF
et al., 2018).

2.1. Compostos fendlicos nas plantas

As plantas possuem dois tipos de metabolismo: o primario, que produz
metabolitos responsaveis pelo desenvolvimento e sobrevivéncia do vegetal e o
secundario, cujos metabdlitos produzidos séao utilizados como estratégia de
adaptacdo das plantas com o meio em que estdo inseridas. Os compostos
fendlicos juntamente com os terpenos e compostos contendo nitrogénio sdo os
principais grupos de metabdlitos secundarios (TAIZ e ZEIGER, 2017). A presenca
e a quantidade de metabdlitos secundarios nos vegetais sao dependentes de
fatores externos (ambientais) e fatores internos (biolégicos) (SYTAR et al., 2018),
como o tipo de material vegetal, predisposicdo genética de espécies de plantas,
condicBes climaticas, composicdo do solo e estagio vegetativo da planta, entre
outros (WEI et al.,2013).

Diversos compostos fendlicos ja foram identificados nos vegetais
superiores, e boa parte desses sdo encontrados em plantas comestiveis.
Portanto, esses compostos estdo presentes em diversas frutas, como liméao,
laranja, tangerina, uva, cereja, ameixa, pera e mac¢a (ANGELO e JORGE, 2007),
além dos legumes, verduras e bebidas como, por exemplo, o vinho (DALL e
ARCHELA, 2014).

Os compostos fendlicos tém funcdes importantes nos organismos vegetais.
Possuem atividade antioxidante, protegem o aparato fotossintético contra a alta
radiacdo solar, servem como pigmentos e co-pigmentos, substratos respiratérios,
reguladores enddgenos de crescimento e na atragdo de insetos para disperséo de
sementes e polinizagdo (BEREZINA, BRILKINA e VESELOV, 2017) além de

serem apontados em muitos papéis ecoldgicos “secundarios”, como interagdes



moduladoras com insetos e micrébios e selecdo de luz ultravioleta (JIANG et al.,
2017). De acordo com Sytar et al. (2018) os fendlicos tém papel na protecao
contra herbivoros e fitomoléstias. Os flavonoides sdo importantes em varias
funcBes bioldgicas, como por exemplo, a quercetina, um dos principais
representantes dos flavonoides, previne a oxidacdo da lipoproteina de baixa

densidade ao eliminar os radicais livres (CARTEA et al., 2011).

2.2. Beneficios dos compostos fendlicos a saude humana

Em células aerdbicas ocorrem processo respiratério e diversas reacdes
oxidativas e como consequéncia ocorre a formacao de radicais livres, que causam
efeitos negativos ao organismo e contribuem para o advento de muitas doencas,
tais como: inflamacdes, tumores malignos, mal de Alzheimer e doencas
cardiovasculares, além de acelerarem o processo de envelhecimento (SIKORA et
al.,, 2008). Sendo este o motivo das células humanas necessitarem de certa
capacidade antioxidante que combatam os efeitos danosos dos radicais livres.
Para uma defesa eficaz, o organismo humano possui mecanismo de defesa, que
consiste em enzimas: dismutase superoxido, redutases ascorbato, peroxidases e
catalases, além de componentes lipossolaveis (vitamina E; carotenoides),
hidrossoluveis (acido ascoérbico; glutationa) (SILVA et al., 2010).

Em frutas, legumes e verduras estdo presentes compostos antioxidantes,
sendo que a ingestéo desses alimentos pode reduzir a mortalidade e morbilidade,
causadas por doencas cronicas. Os compostos fendlicos, acido ascorbico e
carotenoides representam uma parte desses antioxidantes, eles estdo presentes
em diferentes concentracdes nos frutos. (FREIRE et al., 2013). Os compostos
fendlicos podem prevenir doencas crénicas, como o cancer, diabete, doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares e aterosclerose (SANTOS et al., 2014). E
0S mais recorrentes na alimentacdo humana sdo os flavonoides, os &cidos
fendlicos e os taninos (DALL e ARCHELA, 2014).

Atualmente ha uma forte tendéncia na utilizacdo de extratos vegetais como
ingredientes em alimentos, bebidas, produtos farmacéuticos e cosméticos. A
adicdo de extratos em produtos da industria de alimentos pode converté-los em

produtos alimenticios de alta qualidade e funcionalidade, pois, além de satisfazer



as necessidades nutricionais, proporcionam efeitos benéficos para a saude
tornando-os importantes para o homem moderno na prevencdo de varias
doencas. Cada vez mais 0os compostos bioativos naturais e os extratos herbérios
substituem os antioxidantes sintéticos, uma vez que 0s compostos fendlicos
dentro deles sé&o antioxidantes extremamente eficientes e muito utilizados como
ingredientes bioativos de alta qualidade nos produtos alimenticios funcionais
(CVETKOVIC et al., 2018).

3. Acdo dos reguladores vegetais no metabolismo das plantas

Os fitormbnios atuam como mensageiros quimicos para sinalizar atividades
celulares em plantas superiores. Eles desempenham papéis essenciais e
coordenam diversas vias de transducdo de sinal durante as respostas aos
estresses abioticos (WANI et al., 2016). Um mesmo horménio pode estar
envolvido em diferentes processos, dependendo de sua concentracdo, podendo
ser tanto estimulador quanto inibidor (OCHOA-VELASCO et al., 2017).

O primeiro local de acdo dos fitorménios € na membrana plasmatica, o
mesmo se uni as proteinas receptoras ativando enzimas que levam a liberacdo de
Ca?" para o citosol e a ativacdo da proteina quinase, essa pode formar um
complexo que ativa varias enzimas que transferem o excesso de Ca2" do citosol
para fora da célula, sendo parte armazenada no vacuolo, ocorrendo liberacéo de
H* para a parede celular, causando acidificacdo da mesma, essa acidificacéo
ativa enzimas que agem na parede das células, elevando sua plasticidade,
favorecendo a entrada de agua e promovendo o alongamento celular (VIEIRA et
al., 2010).

Fitormbnios sdo moléculas organicas produzidas naturalmente pelos
vegetais, atuam dentro das células em pequenas concentracfes alterando o
crescimento e desenvolvimento das plantas (GIANNAKOULA et al., 2012). Ja os
reguladores de crescimento vegetal sdo substancias que aplicadas
exdégenamente produzem efeitos semelhantes aos dos fitorménios. Estes
fitormbnios incluem as auxinas, citocininas, acido abscisico, giberelinas, etileno,

jasmonatos e brassinosteroides (VIEIRA et al., 2010).



Os reguladores vegetais desempenham um papel crucial na coordenacao
do crescimento e desenvolvimento em toda uma gama de processos, incluindo
divisdo, diferenciacdo e expanséo celular, organogénese e germinacao. Eles séo
muito utilizados na agricultura para aumentar o crescimento e a reproducao das
plantas, em varias culturas, como arvores frutiferas (LIU et al., 2016).

O conhecimento sobre os efeitos fisiolégicos dos diferentes fitorménios é
imprescindivel para estudos que objetivam modificar respostas fisiolégicas das
plantas, por meio da aplicacéo de reguladores vegetais (VIEIRA et al., 2010).

3.1. Giberelinas

No inicio dos anos 70 a China conseguiu sintetizar e produzir
industrialmente a giberelina. Foi quando o acido giberélico (GAz) comecgou a ser
amplamente utilizado no cultivo de olericolas comerciais como regulador vegetal
para melhorar o crescimento das plantas (BOSE et al., 2013). As giberelinas
(GAs) séao sintetizadas a partir de unidades de acetato da acetil-CoA utilizando
uma rota sintética a partir do acido mevalénico, que sdo compostos isoprenoides,
especificamente diterpenos. Na natureza € possivel encontrar um grande numero
de GAs, mas apenas algumas delas sédo biologicamente ativas, como GA;, GA3
(Figura 3), GA; e GA7 (SALEH e EL-SOUD, 2015; WANI et al., 2016).

OH

CH;  —OH
Figura 3 — Estrutura quimica do GAs3,
Os reguladores de crescimento estdo sendo largamente utilizados a fim de

aumentar a producdo agricola. Ha4 muitos trabalhos na literatura demonstrando

gue a aplicagéo de reguladores vegetais melhora o crescimento das plantas e o



rendimento das culturas. As GAs sao conhecidas como promotores de
crescimento que regulam muitas respostas nos vegetais, como germinagao de
sementes, retardamento da senescéncia (GIANNAKOULA et al., 2012),
alongamento de células e érgaos, bem como floracéo e tem amplas aplicacdes na
agricultura moderna (SALEH e EL-SOUD, 2015).

Recentemente alguns estudos tém demostrado que a giberelina exégena
influencia no metabolismo secundario das plantas. Alrashdi et al. (2017)
estudando o efeito da aplicacéo de &cido salicilico e acido giberélico na qualidade
da baga, compostos antioxidantes, capacidade antioxidante e atividade
enzimatica de uvas de mesa cultivar 'El-Bayadi', obtiveram aumento do peso,
comprimento e a largura das bagas de uva pulverizadas com GA3, € aumento na
concentragéo de fendis e flavonoides totais com os tratamentos acido salicilico e
GAs.

Em frutos de ameixeira japonesa a aplicacdo de GAs; intensificou a cor dos
frutos, o conteddo de soluveis totais e a firmeza dos frutos, mas reduziu a
atividade antioxidante e nédo influenciou no conteudo de fendlicos (EROGUL e
SEM, 2015). Em frutos de pimenta verde, GAz provocou um atraso significativo na
mudanca da cor da casca, declinio na acidez titulavel, conteudo total de acido
fendlico e ascorbico, aumento nas atividades enzimaticas e antioxidantes durante
o0 armazenamento refrigerado em comparacdo com os frutos controle
(PANIGRAHI et al., 2017). Em plantas de Calendula officinalis a pulverizacdo com
GA3;, aumentou a concentracdo dos compostos fendlicos e a atividade
antioxidante (SARDOEI et al., 2014).

3.2. Acido abscisico

O &cido abscisico (ABA) (Figura 4) deve seu nome ao seu papel na
abscisdo das folhas de plantas. E possivelmente o hormdnio mais estudado por
seu papel na adaptacdo de plantas aos estresses abioticos, por isso ele também
é conhecido como o “horménio do estresse". E um isoprendide produzido na via
plastidal 2-C metil-D-eritritol-4-fosfato (SREENIVASULU et al., 2010).
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Figura 4 — Estrutura quimica do ABA.

O ABA regula as respostas de varios processos fisiologicos e fases de
desenvolvimento dos vegetais, como a manutencdo da dorméncia de sementes,
inibicdo de germinacdo, regulagdo do crescimento, abertura e fechamento
estomatico, morfogénese do embrido e sintese de proteinas e lipidios de
armazenamento, abscisdo de frutos, além de mediar as respostas aos estresses
abidtico e bidtico (LI et al., 2010; SREENIVASULU et al., 2010).

Jamalian, Gholami e Esna—Ashari (2013) confirmam o papel efetivo do ABA
na producdo de compostos fenolicos e na ativagcdo do mecanismo de defesa
antioxidante. As respostas provocadas pela aplicacdo do ABA podem ocorrer em
todos os orgaos, modificando ndo sé o metabolismo secundario, como também o
metabolismo priméario (MURCIA et al., 2017).

Alonso et al. (2016) verificaram que duas aplicacbes de ABA em uva
Malbec (Vitis vinifera L.) foram suficientes para induzir alteracdes bioquimicas,
aumentando as antocianinas totais, especialmente aquelas com maior capacidade
antioxidante. Em plantas de uva cv Carménére houve aumento concomitante de
flavondis nas bagas 40 dias ap6s o amadurecimento, e iSSO ocorreu em maior
escala em bagas tratadas com a maior concentracdo de ABA (VILLALOBOS-
GONZALEZ et al., 2016).

Ferrara et al. (2015) obtiveram com a aplicacdo de ABA, uma melhor cor
das bagas de uva e aumento na quantidade de cachos bons para a colheita na
primeira escolha (80-95%) em comparacdo com o tratamento controle (43%),
além do aumento da concentracdo de antocianinas e efeito positivo sobre a

atividade antioxidante.

4. Acido salicilico
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O éacido salicilico (AS) (Figura 5) € um composto fendlico que ocorre
naturalmente nos vegetais e € responsavel pela regulacdo da expresséo protéica
associada a patogénese (MIURA e TADA, 2014). A sintese de AS ocorre por meio
de duas vias: o isochorismato e a via da fenilalanina amonia-liase (WANI et al.,
2016). Além das respostas de defesa, desempenha um papel essencial na
regulacdo do crescimento, amadurecimento e desenvolvimento das plantas, bem
como nas respostas aos estresses abidticos (RIVAS-SAN VICENTE e
PLASENCIA, 2011).

OH
5

OH

Figura 5 — Estrutura quimica do AS.

Acredita-se que em baixas concentracdes de AS, pode ocorrer aumento da
capacidade antioxidante dos vegetais, mas em altas concentracdes causam morte
celular ou sensibilidade a estresses abioticos (WANI et al., 2016).

Em plantas de milho, observou-se que o AS com ou sem herbicida, induziu
0 acumulo de fendlicos, sendo que quanto maior o conteudo fendlico total da
planta, maior a capacidade antioxidante total (RADWAN, 2012). Pérez-Tortosa et
al. (2012) estudando Thymus membranaceus tratados com AS obtiveram com
uma Unica aplicacdo de &cido salicilico (10 pmol L) um aumento nos niveis de
fendlicos, o que, por sua vez, melhorou as propriedades antioxidantes dos
extratos da planta.

O AS e metil jasmonato alteraram a composicdo da hemicelulose de
Brachypodium distachyon, onde foram detectados aumentos do acido caféico,
acido ferllico e contetdo de &cido p-cumarico (NAPOLEAO et al.,

2017). Em Matricaria chamomilla o AS e o ditiotreitol estimularam o aumento nos
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acidos fendlicos da parte aérea, mas diminuiram o0s niveis de compostos
relacionados a cumarina (KOVACIK et al., 2012).

5. Extracdo de compostos fendlicos em amostras vegetais

O método de extracdo ou método de preparacdo da amostra deve ser
cuidadosamente pensado e executado para assegurar um isolado bem-sucedido
dos compostos de interesse. A etapa de extracdo é um passo critico na
determinacado de bioativos em plantas (ZHANG, LIN e YE, 2018), compondo mais
de 60% do tempo total, enquanto menos de 7% envolve a etapa de identificacéo e
guantificacdo. A selecdo de um método de extracao apropriado € importante, pois,
caso contrario pode haver destruicdo ou perda do analito durante essa etapa
resultando assim numa interpretacédo equivocada do resultado (YAHYA, ATTAN e
WAHAB, 2018).

Varios fatores (tempo, temperatura de extracdo e solvente) influenciam na
extracdo de compostos bioativos, sendo o tipo de solvente um fator importante, ja
gue cada solvente apresenta propriedades quimicas diferentes, assim, como 0s
compostos fenolicos (MELO et al., 2008). H4A ampla quantidade de compostos
bioativos nas plantas, tanto na forma livre, quanto conjugada com carboidratos,
proteinas e outras biomoléculas (ANDREO e JORGE, 2006). Para separar
completamente o analito da matriz da amostra, os solventes utilizados devem ter
afinidade com os compostos de interesse (YAHYA, ATTAN e WAHAB, 2018).
Segundo Sahin e Samli (2013) a 4gua é um solvente muito utilizado na extracéo
de bioativos, porém, possui alta viscosidade, por isso € associado a outros
solventes de baixa viscosidade, como o etanol, permitindo que o solvente penetre
completamente nas folhas. A partir da selecdo da melhor composicdo da mistura
extratora € possivel obter uma combinacdo de solventes com polaridade
adequada para extrair compostos fendlicos com graus de polaridade diferentes
(GARCIA-SALAS et al., 2010).

Além da solucdo extratora, a escolha do método de extracdo é muito
importante, sendo que existem diversos métodos. A extracdo de soxhlet é um
método convencional que combina os beneficios dos processos de extracdo e

percolagdo de refluxo (ZHANG, LIN e YE, 2018). Existem outros métodos
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convencionais de extracdo como, extracdo por decoccéo, extracdo por solvente,
extracdo por destilagcdo a vapor e a extragdo por alta pressdo hidrostética entre
outros. Contudo, os métodos tradicionais possuem as desvantagens de baixa taxa
de extracdo, alto gasto de solvente, grande consumo de energia e tempo. As
técnicas mais sofisticadas, como extracdo por micro-ondas e extracdo assistida
por ultrassom, reduzem esses gastos (WEN et al., 2018).

Na extracdo assistida por micro-ondas a energia de micro-ondas é
fornecida através de interacdes de componentes polares para gerar calor por
conversdo de energia eletromagnética em térmica (PIMENTEL-MORAL et al.,
2018). J4 a extracdo assistida por ultrassom, envolve a utilizacdo de um ultrassom
na faixa de 20-2000 kHz (LIANFU e ZELONG, 2008; DHANANI, et al., 2013). As
ondas ultrassonicas produzem bolhas de cavitagcdo, onde nessa regiao ocorre alta
temperatura, pressao e possivelmente gradientes de campo elétrico favorecendo
a descamacéo, eroséo e quebra das paredes celulares, ocorrendo a liberagdo do
conteudo celular, de modo que varios compostos podem ser extraidos das plantas
(PICO, 2013.).

A técnica de extracdo assistida por ultrassom traz vantagens como, o maior
rendimento do produto, menor tempo de processamento e custos de manutencao,
reducdo no uso de solventes organicos (XIA, SHI e WAN, 2006; LIANFU e
ZELONG, 2008; AHMAD-QASEM et al.,, 2013; RODRIGUES et al., 2015;
CHEMAT et al., 2017), além de aumentar o processo de transferéncia de massa e
evitar a destruicdo dos compostos bioativos. Contudo, fatores como tempo de
sonicacado, temperatura, volume de solvente e tamanho da particula afetam a
transferéncia de massa (WEN et al., 2018), ou seja, influenciam na eficiéncia da

extracdo mediada por ultrassom.

6. Quantificacdo de compostos fendlicos

A quantificacdo de fendlicos totais em amostras vegetais € dificultada por
varios fatores, como a grande variedade de compostos fendlicos, a complexidade
guimica dos componentes da amostra, a interferéncia de outros compostos
quimicos e a dificuldade de extracdo dos fenodlicos da amostra. Geralmente,

fendlicos totais sdo medidas feitas em espectrofotbmetro principalmente pelo
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método de Folin-Ciocalteu. O reagente de Folin-Ciocalteu é constituido por sais
de tungsténio, molibidénio e outros reagentes (DALL e ARCHELA, 2014). O
ensaio Folin-Ciocalteu ou de fendlicos totais € o método mais conhecido de
determinacdo de fendlicos em uma amostra, sdo muito empregados por serem
simples e reprodutivos (VEBER et al., 2015).

Varias técnicas analiticas sdo utilizadas para possibilitar a separacéo e
identificacdo dos compostos bioativos presentes em varias amostras vegetais
(SAUCEDO-POMPA et al., 2018). A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) acoplada aos mais diversos detectores é a mais utilizada para a
separacédo e detec¢cdo de compostos fendlicos (CONG-CONG et al., 2017).

Moussi et al. (2015) utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodo (DAD), conseguiram identificar sete compostos
fendlicos (rutina, quercetina-3-ramnosideo, caempferol, acido p-cumarico, acido
ferdlico, acido galico e luteolina) em extratos de Rhamnus alaternus. Em folhas de
uva, 13 compostos fendlicos foram identificados usando a cromatografia liquida

de alta eficiéncia em fase reversa com detector de arranjo de diodo (ZEB, 2015).

7. Estatistica multivariada para a otimizacdo de procedimentos de

extracao

E comum o uso de metodologia univariada para otimizar as condi¢cdes de
aplicacdo de um método analitico ou procedimento de extracdo. Nesse tipo de
otimizacdo estuda-se uma variavel de cada vez sendo uma abordagem
convencional que envolve um numero de experimentos seguenciais caros e
demorados (alto consumo de tempo e reagentes), além da impossibilidade de
avaliar as interacfes entre as varidveis estudadas. A utilizacdo da otimizacdo
multivariada vem ganhando espaco na determinacdo das melhores condi¢des
experimentais dos métodos analiticos (BAS e BOYACI, 2007; KUMAR et al.,
2014), pois obtém-se o maximo de informagdes com um numero minimo de
experimentos, variando ao mesmo tempo todos os fatores do processo
(VELJKOVIC et al., 2018).

Os métodos de otimizagdo multivariada baseiam-se em modelos

matematicos e estatisticos para encontrar condi¢des 6timas de situagcbes que
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envolvem muitas varidveis. Desta forma, a escolha e aplicacdo de um desenho
experimental, permite a extragdo de informagbes para determinar as condigbes
gue proporcionam o0s melhores resultados na aplicacdo de procedimentos
analiticos (FERREIRA et al., 2007; NOVAES et al., 2016).

O primeiro passo na otimizagcao multivariada é a triagem das variaveis que
afetam significativamente as respostas no procedimento analitico (NOVAES et al.,
2016). Dois tipos de estratégias multivariadas sdo muito aplicadas buscando
realizar a triagem das variaveis: o planejamento fatorial completo e o fracionario
de dois niveis. O nimero de experimentos que serdo utilizados em planejamentos
completos é dado pela férmula n¥, sendo “n” o nimero de niveis para todas as
variaveis e k o numero de variaveis. Esta versdo de planejamento exige que o0s
experimentos devam ser realizados em todas as combinacdes possiveis dentro
do intervalo selecionado (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

A segunda etapa diz respeito aos dados de modelagem obtidos pela
aplicacdo da metodologia de superficie de resposta. Nesta metodologia, verifica-
se 0 ajuste das funcdes polinomiais aos dados para demonstrar 0 comportamento
das respostas geradas nos experimentos (VELJKOVIC et al., 2018). Para o ajuste
de funcdes, utilizam-se desenhos experimentais, tais como: planejamento fatorial
completo de trés niveis, Box-Behnken, composto central e matriz de Doehlert
(NOVAES et al., 2016). O planejamento Box-Behnken tem apenas trés niveis (-1,
0 e +1). Tem como vantagens ser muito econdmico e eficiente, o nimero de
experimentos é dado pela expressdo k? + k + no (FERREIRA et al., 2007).

Em um processo de otimizacdo pode ocorrer uma situacdo na qual se tem
mais de uma condicdo ou resposta a ser maximizada ou minimizada. A
otimizacdo pode ser determinada para cada resposta e entdo analisadas ao
mesmo tempo por simples inspecdo visual, contudo, pode ocorrer divergéncia
entre as respostas tornando-se mais dificil encontrar uma regido de interseccao
satisfatoria. Outra maneira de otimizacdo de varias respostas € utilizando a
funcdo de desejabilidade (NOVAES et. al., 2017).

A funcdo de desejabilidade é utilizada para otimizar varias respostas ao
mesmo tempo. Caso contrario, as respostas teriam que ser otimizadas
separadamente (LI et al., 2007). Essa otimizagcédo, primeiramente envolve a

construcdo de um modelo adequado para cada resposta e a tentativa de
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encontrar um conjunto de condi¢des experimentais 6timos que otimize, de alguma
maneira, todas as respostas ou as mantenham dentro dos limites desejados
(WANG e WAN, 2009), ou seja, a funcao de desejabilidade de Derringer permite
determinar as condi¢des Otimas para varias respostas simultaneamente.

A funcdo de desejabilidade é aplicada da seguinte maneira, primeiro uma
funcdo de desejabilidade individual d; (y;) para cada resposta y; (k) deve ser criada
usando os modelos ajustados e estabelecendo os critérios de otimizacdo. A
desejabilidade varia entre 0 e 1, onde d; (yi)) = O representa uma resposta
indesejavel, e d; (y)) = 1 é um valor ideal, ou seja, e resposta desejavel. Valores
intermediarios de d; (y;) indicam respostas mais ou menos desejaveis (CANDIOTI
et al., 2014). Com os valores de desejabilidades individuais obtidos é possivel
calcular a desejabilidade global (D), que é obtida pela média geométrica das
desejabilidades individuais (NOVAES et. al., 2017).

Dessa maneira, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento
e otimizacao de procedimento de extracdo assistido por ultrassom de compostos
fendlicos em Capsicum frutescens e estudar a acdo de reguladores vegetais na

composicao fendlica desta espécie.
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ARTIGO 1

OTIMIZACAO DE PROCEDIMENTO PARA EXTRACAO ASSISTIDA POR
ULTRASSOM DE COMPOSTOS FENOLICOS EM Capsicum frutescens’

'Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico Food
Analytical Methods, em versao na lingua inglesa.
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Otimizacé&o de procedimento para extragdo assistida por ultrassom de

compostos fenolicos em Capsicum frutescens

RESUMO: Os compostos fendlicos presentes em alimentos vém sendo
largamente estudados, devido a comprovacdo de sua acdo antioxidante. A
otimizacao de fatores que influenciam no procedimento de extracdo de compostos
fendlicos é muito importante, pois eles englobam uma grande quantidade de
substancias e s&do, na maior parte dos casos, muito polares, reativos, e
vulneraveis a acdo de enzimas. Objetivou-se otimizar um procedimento de
extracao assistido por ultrassom e quantificar compostos fenélicos em amostras
de Capsicum frutescens. As amostras vegetais (folhas e frutos) foram compradas
no comercio de Cruz das Almas, logo em seguida o material foi seco a 45°C e
triturado. Para otimizar o processo, primeiro foi otimizado a composicdo da
solucdo extratora utilizando agua, metanol e etanol. Depois foram as variaveis
volume do solvente, tempo de sonicacao e temperatura utilizando o planejamento
Box-Benhker junto com a funcdo de desejabilidade, os resultados obtidos foram
analisados no programa Statistica 7.0. A melhor composicdo de mistura foi 93%
de metanol e 7% de agua e as melhores condi¢cdes experimentais foram 16 mL de
solucdo extratora, 45 minutos de sonicacao e 40 °C de temperatura para folha e
16 mL, 19,5 minutos e 53 °C para fruto, além disso, foram identificados doze
compostos nas amostras de frutos de pimenta: acido trans-cinamico, acido galico,
guercetina, acido siringico, acido elagico, catequina, acido ferulico, acido p-
cumarico, acido clorogénico, acido cafeico, acido vanilico e kaempferol. O
planejamento Box-Benhker foi uma ferramenta eficiente para otimizacdo do
método analitico utilizando a ultrassom para extracdo de compostos fendlicos em

amostras de C. frutescens.

Palavras-chave: Bioativos, Box-benhker, planejamento da mistura.
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Optimization of procedure for extraction assisted by ultrasound of phenolic

compounds in Capsicum frutescens

Abstract: The phenolic compounds present in foods have been widely studied,
due to the evidence of their antioxidant action. The optimization of factors that
influence the procedure for extraction of phenolic compounds is very important,
because they encompass a large quantity of substances and are, in most cases,
very polar, reactive, and vulnerable to the action of enzymes. This study aimed to
optimize a procedure of extraction assisted by ultrasound and quantify phenolic
compounds in samples of Capsicum frutescens. The samples of plants (leaves
and fruits) were purchased in trade of Cruz das Almas, soon after the material was
dried at 45°C and crushed. To optimize the process, first was optimized
composition of the stripper solution using water, methanol and ethanol. Then were
the variables volume of solvent, sonication time and temperature using the
planning Box-Benhker along with the function of desirability, the results obtained
were analyzed in the program Statistica 7.0. The best composition of mixture was
93% of methanol and water 7% and the best experimental conditions were 16 mL
of extraction solution, 45 minutes of sonication and 40°C temperature for leaf and
16 mL, 19.5 minutes and 53°C for fruit, furthermore were identified 12 compounds
in samples of fruits of pepper: trans-cinnamic acid, gallic acid, quercetin, siringico
acid, ellagic acid, catechin, ferulic acid, p-coumaric acid, chlorogenic acid, vanilico
acid, cafeico acid and kaempferol. The Box-Benhker planning was an efficient tool
for optimization of analytical method using ultrasound for extraction of phenolic

compounds in samples of C. frutescens.

Keywords: Bioactive, Box-benhker, misture design.
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1. INTRODUCAO

As pimenteiras sdo de grande importancia na alimentacdo humana,
apresentam compostos fendlicos em sua constituicdo e desde a época colonial
até os dias atuais seus frutos sédo muito usados na culinaria e na medicina popular
(MORAES et al.,, 2013). Atualmente a quantidade de produtos alimenticios
constituidos de pimenta é grande, a exemplo temos molhos, patés, salgadinhos,
macarrdao, maioneses, catchups, mostardas, queijos entre outros (PINTO, PINTO
e DONZELES, 2013).

Os compostos fendlicos presentes em alimentos in natura vém sendo
largamente estudados devido a comprovacdo de sua acdo antioxidante. Os
compostos fendlicos estdo associados ao aumento de efeitos promotores da
saude humana por meio da prevencao de varias doencas (GIADA e MANCINI
FILHO, 2006).

Antioxidantes sdo compostos que impedem a oxidacdo de outros
compostos (LLACUNA e MACH, 2012; BITTENCOURT et al., 2015;
EMBUSCADO, 2015), e sua presenca em quantidades significativas em um
extrato pode inativar os radicais livres, que sdo responsaveis pelo envelhecimento
precoce das células animais. Os &acidos hidroxicinamico, hidroxibenzodico, os
flavonoides e taninos sdo classes de compostos fenolicos que conferem atividade
antioxidante as plantas (CASAGRANDE et al., 2018).

Os compostos bioativos, como compostos fendlicos estdo presentes em
niveis mais baixos do que os lipidios, proteinas, carboidratos e minerais. Outro
problema é que os compostos bioativos, como flavonoides e antocianinas entre
outros, estdo presentes em estruturas insollveis, 0 que torna sua extracado um
desafio (CORRALES et al., 2008), elevando a importancia da escolha correta do
método de extracao.

Normalmente, um processo de extracdo de compostos consiste na mistura
do material com o solvente, e no movimento de material sollvel presente na
amostra para o solvente e sua consequente difusdo e extracdao (HUANG et al.,
2013).

Os meétodos tradicionais de extracdo (soxhlet, extracdo por decoccdo,

extragdo por solvente, extragcdo por destilacdo a vapor e a extragcdo por alta
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pressdo hidrostatica), tém certas desvantagens, como longo tempo de andlise,
procedimentos trabalhosos, baixos rendimentos de extracdo e gasto de grandes
guantidades de solventes (SAHA et al.,, 2015). Varios outros métodos mais
sofisticados sdo usados para extrair bioativos em amostras vegetais, incluindo a
extracao assistida por ultrassom, que tem como vantagens, reducao do tempo e
do volume do solvente gasto na extracdo, bem como aumentar as recuperagdes
do analito (IRAKLI, CHATZOPOULOU e EKATERINIADOU, 2018).

Na extracdo mediada por ultrassom, o colapso das bolhas de cavitacdo e a
temperatura altamente localizada levam a quebra das paredes celulares e a
liberacdo dos compostos das células para o0 solvente de extracao
(EBRINGEROVA e HROMADKOVA, 2010).

A escolha do solvente mais apropriado para extrair os bioativos das
amostras é uma etapa importante (WEN et al., 2018), pois a cavitacdo é afetada
pelas propriedades fisicas do solvente (ESCLAPEZ et al., 2011). Outro fator
importante é a temperatura, visto que em temperaturas elevadas ha o aumento da
difusdo do solvente e interferéncia na cavitacdo. Da mesma forma, o tempo deve
ser otimizado no intervalo adequado. Longo tempo de extracdo aumenta o
rendimento da mesma, mas pode induzir alteracdes indesejaveis nos compostos
extraidos (WEN et al., 2018), como degradacdo de compostos bioativos
(PIMENTEL-MORAL et al., 2018).

A otimizacdo de varidveis operacionais, tais como o solvente para a
extracdo, tempo, temperatura e relacdo soélido/solvente, aumentam a
concentracdo de compostos bioativos extraidos e mantém baixos os custos do
processo (DIAS et al.,, 2017). Portanto, é imprescindivel o desenvolvimento e
otimizacdo de métodos de extracdo para fornecer a composicdo real e 6timos
niveis de compostos fendlicos em pimentas (BAE et al., 2012).

A otimizacdo dos fatores operacionais a um nivel ideal € uma etapa muito
importante no aumento da eficiéncia de extracdo. As estratégias de otimizacao
multivariada como metodologias analiticas sdo muito utilizadas, pois essas
estratégias diminuem o numero de experimentos necessarios para atingir as
condicdes ideais. A metodologia de superficie de resposta é uma abordagem de
otimizacdo multivariada usada em varios procedimentos analiticos (BEZERRA et

al., 2008), assim como o planejamento Box-Behnken, o mesmo tem maior
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eficiéncia, quando se tem trés varidveis que precisam ser otimizadas (GOMES et
al., 2017), outra ferramenta utilizada € a funcdo de desejabilidade, que possibilita
a otimizacgdo de varias respostas analiticas simultaneamente (LI et al., 2007).

O objetivo foi otimizar um procedimento de extracao assistido por ultrassom

e quantificar compostos fendlicos em amostras de Capsicum frutescens.

31



2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As pimenteiras (Capsicum frutescens) foram compradas no comercio local
da Cidade de Cruz das Almas - BA, foi coletado das plantas as folhas e frutos, em
seguida foram cortados e colocados para secar em estufa a 45° C até atingirem
massa constante, posteriormente foram trituradas em um moinho de facas,

armazenadas em recipientes de vidro e mantidas no congelador até o uso.

Instrumentac&o e reagentes

O etanol e metanol foram adquiridos pela J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De
Méx., México). O reagente de Folin-Ciocalteu e os padrdes de acido galico,
guercetina, acido trans-cinamico, acido siringico, acido elagico, catequina, acido
ferdlico, acido p-cumarico, acido clorogénico, acido cafeico, acido vanilico e
kaempferol sdo da Sigma Aldrich Co (St. Louis, MO, USA). Todos os reagentes
utilizados foram de grau analitico. Os cromatogramas foram obtidos a partir de um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, LC-20AD Prominence,
Shimadzu, Japéo), equipado com quatro bombas de alta pressdo (LC-20AD,
Shimadzu, Japéo), detectores de arranjo de diodos (DAD, SPD20A, Shimadzu,
Japao), interfaceados em série (CBM-20A, Shimadzu, Japao) com uma coluna RP
18 "LiChrospher" (5 um, 4,6 x 250 mm, Agilent, Brasil) e controlada pelo software
LC-System. Agua ultrapura foi obtida (18,2 MQ cm) de um sistema de purificacéo
de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). Os tubos de ensaio foram sonicados em
um banho ultrassénico (Elma Ultrasonic S10H®, F.: 50/ 60 Hz, P.: 90 W,
Alemanha) e em seguida centrifugados em uma centrifuga durante 5 min a 1125
G.

Otimizacao da composi¢cao da mistura extratora
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Aplicou-se um procedimento de otimiza¢cdo multivariada, usando o Simplex
centroide. Os trés solventes escolhidos para comparar a extracdo de fendlicos
foram agua deionizada, etanol e metanol. As amostras de folha e fruto de C.
frutescens L. (0,15 g) foram combinadas com 6 mL de cada solugdo em tubos de
ensaio. Posteriormente, foram sonicados em ultrassom durante 5 min. As
respostas fendlicos e flavonoides totais foram otimizadas simultaneamente

utilizando a funcao de desejabilidade.

Otimizacdo das variaveis experimentais da extracado assistida por ultrassom

ApOs otimizagdo da mistura foi utilizado um planejamento fatorial de dois
niveis (2°) para a avaliacdo preliminar de trés fatores, envolvendo as seguintes
variaveis: volume do solvente (Vol), tempo de sonicacdo (T) e temperatura do
solvente (TS), sendo os valores determinados com base na literatura.

Apos verificagdo da significancia das variaveis e suas interacdes, foram
otimizadas as variaveis que afetaram de forma significativa na resposta analitica
utilizando o planejamento Box-Benhker com metodologia de superficie de
resposta. As amostras de folha e fruto de C. frutescens L. utilizadas foram 0,08 g.
Para otimizar as respostas (fendlicos e flavonoides totais) simultaneamente foi

utilizada a funcéo de desejabilidade em todos os experimentos realizados.

Determinacao dos compostos fendlicos totais

O conteudo de fendlicos totais dos extratos de folha e fruto foi determinado
usando o reagente de Folin-Ciocalteau e acido galico como padrdo e seguiu a
metodologia de Slinkard e Singleton (1977) com modificacfes. 400 yL do extrato
da amostra e 1 mL de uma solucdo saturada de carbonato de sédio foram
adicionados com 300 uL de reagente de Folin-Ciocalteau em um baldo
volumeétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua destilada. Apés 60 min
de reacdo a temperatura ambiente e em ambiente escuro, as leituras foram

realizadas em espectrofotometro TECNAL® a 750 nm. Os testes foram realizados
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em triplicata. O teor total de compostos fendlicos foi calculado a partir da curva de
calibracao do &cido galico e expresso em equivalente de acido galico.

Determinacgao dos flavonoides totais

A determinacdo dos flavonoides seguiu a metodologia proposta por
Marques et al. (2012) com modificacdes, 500 yL do extrato da folha e 2,0 mL para
extrato do fruto foram transferidos para balGes volumétricos de 10 mL, com 2,0
mL de uma solucdo etandlica de AICI5 (5%, m v''). O volume foi completado para
10 mL com uma solucdo hidroalcodlica (40%, v v''). Ap6és os procedimentos
esperou-se 30 min antes de realizar as leituras em um espectrofotometro
TECNAL® a 408 nm. Os testes foram realizados em triplicata. O conteudo total de
flavonoides foi determinado a partir da curva de calibragdo com padrdo de

guercetina e o resultado expresso em equivalente de quercetina.

Andlise cromatografica das amostras de C. frutescens

Acido trans-cinamico, éacido galico, quercetina, acido siringico, &cido
elagico, catequina, acido ferdlico, acido p-cumarico, acido clorogénico, acido
cafeico, acido vanilico e kaempferol foram identificados por comparacdo com
espectros padrédo em cada tempo de retencédo (SANTOS et al., 2017). Os extratos
foram filtrados através de um filtro de 0,45 mm depois injetado no CLAE (LC-
20AD Prominence, Shimadzu, Japdo). A fase estacionaria foi uma coluna RP 18
(5 ym, 4,6 x 250 mm) a uma temperatura de 40°C. A fase mdvel foi constituida
por solvente A (metanol) enquanto o solvente B uma mistura de agua ultrapura
acidificada com &cido acético até concentracéo final de 1% (v v'). O gradiente
utilizado foi 0-10 min, 100% A; 10-20 min, 70% A; 20-30 min, 10% A; 30-37 min,
70% A e 37-40 min, 100% A, a um fluxo de 1 mL min™. Os compostos foram
testados em diferentes comprimentos de onda (hm): 260 &cido vanilico e &cido
elagico; 272 acido siringico; 280 acido galico, acido ferulico, acido trans-cinamico
e catequina; 310 &cido p-cumarico; 330 acido clorogénico e acido cafeico; e 360

guercetina e kaempferol.
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Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Statistica
7.0 para Windows (Statsoft, Inc., Tulsa, OK, EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Planejamento da mistura

Foi utilizado um planejamento de mistura do tipo simplex centroide com 0s
componentes: agua, etanol e metanol, em triplicata, para extrair o maximo de
compostos fendlicos nas amostras de C. frutescens. As respostas (Tabela 1)
estudadas foram fendlicos e flavonoides totais, para otimizar simultaneamente as
duas respostas foi utilizada a funcdo de desejabilidade. A otimizacdo da mistura
extratora € muito importante, pois a eficiéncia da extracdo assim como o tipo de
compostos fenolicos extraidos é dependente das propriedades quimicas do
solvente extrator. A otimizac&do da mistura de solventes que vai compor a solugéo
extratora deve possibilitar a extracdo do maior numero possivel de compostos
com diferentes polaridades (GARCIA-SALAS et al., 2010).

Tabela 1 — Planejamento Experimental da mistura (simplex centroide).

Experimentos Agua  Etanol Metanol Fendlicos Flavonoides
(%) (%) (%) totais? totais?

Folha Fruto Folha Fruto

1 100 0 0 16,31 9,31 7,60 4,25
2 0 100 0 22,21 18,61 9,54 5,27
3 0 0 100 32,06 19,06 16,53 5,44
4 50 50 0 20,96 16,96 19,48 4,67
5 50 0 50 21,51 12,91 21,04 4,89
6 0 50 50 27,21 19,61 12,43 5,41
7 33 33 33 18,56 15,36 20,27 2,06
8 66 17 17 20,01 13,21 18,96 5,31
9 17 66 17 16,61 16,41 19,81 3,60
10 17 17 66 21,66 18,71 20,31 3,58

1 Concentracdo expressa em mg de Ac. Galico g™; 2 Concentracéo expressa em mg de
Quercetinag™.

A partir da superficie de resposta (Figura 1) e do grafico de contorno
(Figura 2) é possivel encontrar a melhor proporcdo para obter uma maior

extracdo dos fendlicos e flavonoides totais presentes na amostra de folha de
36



C.frutescens. Os resultados encontrados a partir da inspec¢éo visual demonstram
qgue as melhores condicbes de extracdo dos fendlicos e flavonoides totais das
folhas de C. frutescens foram com 93% de metanol e 7% de 4gua. A 4gua € um
solvente de grande eficiéncia (TAIZ e ZEIGER, 2017), mas possui alta
viscosidade, por isso recomenda-se misturar com outros solventes como metanol.
SAMEC et al. (2016) encontraram uma maior concentracdo de &acidos fenolicos
individuais nos extratos com metanol em comparagcdo com extratos aquosos de
Gynostemma pentaphyllum, indicando que 80% de metanol € um solvente de

extracdo mais adequado.

Desejabilidade
Desejabilidade

Figura 1 — Gréfico de Superficie de resposta em trés dimensdes do planejamento de

mistura.
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Figura 2 — Grafico de contorno do planejamento de mistura.

Planejamento fatorial completo de dois niveis

Um planejamento fatorial completo foi utilizado para selecdo das variaveis
gue afetam as respostas estudadas no procedimento de extracdo assistida por
ultrassom de compostos fendlicos de folha e fruto de C. frutescens. Os fatores
estudados (tempo de sonicacdo, temperatura e volume do solvente) foram
selecionados a partir da literatura. A escolha dos fatores é importante para a
eficiéncia do processo de otimizacdo. Para a avaliacdo dos seus efeitos no
processo, € muito usado um planejamento fatorial completo de dois niveis, ele
permite identificar os fatores estatisticamente significativos (FERREIRA et al.,
2018). A Tabela 2 apresenta os resultados expressos em equivalente a acido

galico e quercetina por g da amostra do planejamento fatorial completo.
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Tabela 2 — Planejamento fatorial completo de dois niveis (2°) para as variaveis:
tempo, temperatura e volume do solvente na extracdo de compostos fendlicos em

C. frutescens.

Vol T TS Fendlicos Flavonoides

Experimentos _ _ _
(mL) (min) (°C) totais? totais?

Folha Fruto Folha Fruto

1 5(-2¢ 2() 30() 369 7,13 937 4,77
2 15(+) 2() 30() 694 698 17,97 821
3 5() 20(+) 30() 984 728 2101 5,36
4 15(+) 20(+) 30() 10,95 1084 3041 9,81
5 5 (-) 2() 50(+) 751 7,68 17,46 4,91
6 15(+) 2() 50(+) 9,28 863 2626 6,73
7 5() 20(+) 50(+) 10,38 815 23,10 5,21
8 15(+) 20(+) 50(+) 13,09 10,71 39,17 9,80
9 10(0) 11(0) 40(0) 10,47 9,31 29,84 7,67
10 10(0) 11(0) 40(0) 10,19 9,29 28,08 7,45
11 10(0) 11(0) 40(0) 9,75 9,74 2815 7,33

1 Concentracdo expressa em mg de Ac. Gélico g*; 2 Concentracdo expressa em mg de
Quercetina g™; 3 Limite inferior (-), limite superior (+) e ponto central (0).

A partir do grafico de Pareto (Figura 3), observa-se que, para amostra de
folha, a um nivel de 95% de confianca, que as variaveis tempo de sonicacgéao,
volume do solvente extrator e temperatura foram as varidveis que afetaram de
forma significativa a resposta analitica dentro do intervalo estudado. O efeito
dessas variaveis foi positivo, indicando que o aumento dos niveis das mesmas
causa aumento na desejabilidade. A temperatura de extracdo pode desempenhar
um papel importante na tensdo superficial, viscosidade do meio liquido e presséo
de vapor. O efeito da temperatura de extracdo sobre os compostos fendlicos séo
associados as espécies de plantas, que possuem diferentes tipos e formas de
polifenol (DENG et al., 2017). Por outro lado, a altas temperaturas a poténcia do
solvente aumenta devido a uma diminuicdo da viscosidade e da tenséo
superficial, permitindo uma melhor penetragéo do solvente (PIMENTEL-MORAL et
al., 2018).
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Figura 3 — Grafico de Pareto para o planejamento fatorial completo de dois niveis

das variaveis volume do solvente, tempo de sonicagéo e temperatura de extracao

de compostos fendlicos em folhas de C. frutescens.

Para a amostra de fruto (Figura 4), o solvente e o tempo de sonicacdo que

influenciaram significativamente na resposta analitica, sendo que ambos tiveram

efeito positivo, ou seja, 0 aumento do volume do solvente e do tempo de extracao

aumenta a resposta de desejabilidade. Tanto o tempo quanto a relacdo massa

solvente sdo importantes, pois longos tempos de extracdo podem degradar os

compostos fendlicos no banho ultrassénico, ja a relacdo massa solvente influencia

substancialmente o rendimento de compostos fendlicos. O volume do solvente é

indiretamente proporcional a viscosidade e concentracédo do solvente (AL-DHABI,
PONMURUGAN e JEGANATHAN, 2017).
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Figura 4 — Grafico de Pareto para o planejamento fatorial completo de dois niveis
das variaveis volume do solvente, tempo de sonicacéo e temperatura de extracédo

de compostos fendlicos em frutos de C. frutescens.

Planejamento Box- Benhker

As variaveis que afetam significativamente nas respostas analiticas, foram
otimizadas usando o planejamento Box- Benhker e a funcéo de desejabilidade. O
planejamento Box- Behnken tem apenas trés niveis (-1, 0 e +1). Tem como
vantagem ser muito econdmico e eficiente, o numero de experimentos é dado
pela expresséo k? + k + ng (FERREIRA et al., 2007).

A metodologia de superficie de resposta (Figura 5 e 8) e os perfis de
desejabilidade (Figura 7 e 10) ilustram o efeito do volume (Vol) e temperatura do
solvente (TS) e tempo de sonicacéo (T) na extracdo de amostras de folha e fruto

de C. frutescens.
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Tabela 3 — Planejamento Box-Benhker para as trés variaveis significativas na

extragdo de compostos fendlicos em C. frutescens.

Vol T TS Fendlicos Flavonoides

Experimentos _ _ _
(mL) (min) (°C) totais? totais?

Folha Fruto Folha Fruto

1 8 () 15(-)  50(0) 24,95 13,04 2505 4,25
2 16 (+) 15() 50(0) 21,19 14,18 20,86 4,91
3 8 () 45(+) 50(0) 27,31 13,14 2342 4,41
4 16 (+) 45(+) 50(0) 32,66 12,48 30,99 5,72
5 8 () 30(0) 40(-) 23,43 1191 1944 3,74
6 16 (+) 30(0)  40() 2572 14,18 54,60 2,64
7 8 () 30(0) 60(+) 30,92 1297 27,61 1,88
8 16 (+) 30(0) 60(+) 3422 19,70 29,77 0,63
9 12 (0)  15(-) 40 () 2508 12,65 24,93 2,26

10 12(0) 45(+) 40() 27,71 12,81 2758 1,90
11 12(0) 15() 60(+) 28,96 13,61 2554 4,41
12 12(0) 45(+) 60(+) 31,27 13,87 2850 4,79
13 12(0) 30(0) 50(0) 24,15 12,60 2457 4,84
14 12(0) 30(0) 50(0) 2598 13,08 27,79 4,61
15 12(0) 30(0) 50(0) 22,03 13,18 20,08 4,17

1 Concentracdo expressa em mg de Ac. Galico g*; 2 Concentracdo expressa em mg de
Quercetina g™; 3 Limite inferior (-), limite superior (+) e ponto central (0).

O resultado encontrado a partir do perfil de desejabilidade demonstra que
as melhores condicbes experimentais foram: 16 mL do volume da solucdo
extratora, 45 minutos o tempo de sonicacdo e 40°C a temperatura de extracao
para folha. Gomes et al. (2017) conseguiram otimizar um método de extracdo de
compostos fenolicos de espécies de Passiflora utilizando Box-Behnken
combinado com a funcdo de desejabilidade. Goldsmith et al. (2018) constataram
gue a extracdo assistida por ultrassom aumentou a quantidade de compostos
fendlicos extraidos do bagaco de azeitona. Soria e Villamiel (2010) observaram
gue a sonicacdo aumenta a transferéncia de massa de solutos no solvente,

aumentando a extragcdo de compostos antioxidantes. O uso de ultrassom para
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extrair compostos bioativos de dentro da amostra vegetal pode promover a
ruptura celular, aumentando o contato soluto / solvente (PUROHIT e GOGATE,
2015).
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Figura 5 — Grafico de superficie de resposta na otimizacdo das variaveis

significativas para extracdo dos compostos fendlicos de amostras de folhas.

43



Tempo (min)

B &8&HS & B

=
o

10
T 8 9 10 11 12 12 14 15 16 17
Sobv ente {mL)
=] a2
80 60
] 58
—~ 56 ~ 56
(&) L&)
S o= T I o0
5 [ RO I 0.4
E . Mo &2 o2
LI Cloe & 2 o
a2 = o4 . B -0.2
0 -0
P [ ) @ o
a8 8
7 8 9 10 11 12 12 14 15 16 17 0 15 20 26 230 35 40 45 50
Solv ente (mL) Tempa {min)
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extracdo dos compostos fendlicos de amostra de folhas.

Salania L] Teamea fmin Temparium (C) Desejabilidade
Bi0000 -
”l .|||I||||| i
TR
31616 HU I HH H ! canT -
WHHM Ll R
! 1 i -
[ele s o) E
S0.000
42453 pamisieaa e e | ﬁt - \ 3;
i i) | e
(LA et g
<000 E
BIZEB i biniHa iaiiH A Ris i s .;"ﬂ Y FHiRHER 7 2
‘hnn:-/ pn;*
2, 18, 15, 45, 40, B0,

Figura 7 — Perfil desejabilidade na otimizacdo das variaveis significativas para
extracdo dos compostos fenolicos de amostra de folhas.

44



Para a amostra de frutos as melhores condi¢cdes encontradas foram 16 mL
do volume da solugéo extratora, 19,5 minutos o tempo de sonicagao e 53 °C a
temperatura de extracdo. Sricharoen et al. (2017) utilizaram 10mL de solucéo
extratora (20% &gua e 80% metanol), temperatura de 50°C e 20 minutos de
sonicacao no preparo de extratos de C. annuum, C. chinense e C. frutescens.

Pode-se observar que para ambas as amostras 0s volumes de solvente
para a extracao foram iguais, mas em relacéo a temperatura do solvente, para as
amostras de frutos, o valor foi maior, ocasionando um menor tempo de extracao
diferente das amostras de folhas. Maior temperatura e intensidade ultrassénica
aumentaram os rendimentos de extracdo de bioativos em amostras de pimentas
dedo de moca (DIAS et al.,, 2017). De acordo com Purohit e Gogate (2015), a
temperatura influencia o rendimento global de bioativos alterando a solubilidade
do soluto no solvente de extracdo e modificando sua viscosidade e densidade, o

gue pode ter um efeito notavel sobre a atividade cavitacional.

o2
Figura 8 — Grafico de superficie de resposta na otimizacdo das varidveis

significativas para extracdo dos compostos fendlicos de amostra de frutos.
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A extracdo assistida por ultrassom é uma técnica simples, rapida, menos
dispendiosa e eficaz, com alta reprodutibilidade, alta eficiéncia de extragdo em um
tempo minimo, menor producdo de energia e aplicabilidade em amostras
diversificadas para extragdo de bioativos (AL-DHABI, PONMURUGAN e
JEGANATHAN, 2017). Contudo, sua utilizacdo pode ocasionar degradacao de
alguns compostos. Para avaliar a estabilidade dos compostos fendlicos, foram
sonicadas amostras analiticas, em triplicata, em duas condi¢des: 45 minutos a
40°C e durante 19,5 minutos a 53°C. Os resultados na Figura 11 mostram que 0s
compostos &cido gélico e quercetina sdo estaveis nas condicdes estudadas.

1,2 ~

I Sonicado

1,0 1
’ [ Sem sonicar

0,6 1

Sinal analico

0,4

0,2 4

0,0 T T T T
Ac. Gélico1 Quercetina1  Ac. Galico Quercetina

45 min a 40°C 19,5 min a 53°C
Figura 11 — Teste de estabilidade para o acido galico e a quercetina em amostras

de C. frutescens.

Validacdo do método

Limite de detecc¢éo (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

Para que o método analitico seja validado todas as exigéncias das
aplica¢cfes analiticas devem ser atendidas, como o limite de deteccéo e limite de

quantificacdo. A validagdo serve para garantir que um novo método analitico gere
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informacdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra (RIBANI, COLLINS e
BOTTOLI, 2007). O limite de deteccdo € a menor concentracdo do analito que é
possivel diferenciar do sinal de ruido com 95% de confianca (IUPAC, 1978). E o
limite de quantificacdo € a menor concentracdo em que o analito pode ser
guantificado com 95 % de confianca (RIBANI, COLLINS e BOTTOLI, 2007).

O limite de deteccéo e o limite de quantificacdo foram calculados utilizando
a equacgao 3o(sinal/ruido) e 10o(sinal/ruido) respectivamente, em que 0 € o

desvio padréo da raz&o sinal/ruido (Tabela 4).

Tabela 4 — Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagéo (LQ).

Analito LD (mg g™) LQ (mgg™)
Acido trans-cinamico 0,01 0,04
Acido galico 0,05 0,15
Quercetina 0,03 0,09
Acido siringico 0,01 0,04
Acido elagico 0,06 0,17
Catequina 0,02 0,05
Acido ferdlico 0,01 0,03
Acido p-cumérico 0,01 0,04
Acido clorogénico 0,01 0,04
Acido cafeico 0,01 0,04
Acido vanilico 0,02 0,06
Kaempferol 0,03 0,08

Adicao e recuperacao

Foi utilizado o teste de adicdo e recuperacdo para avaliar a exatiddo do
método analitico. A exatidao é a proximidade dos resultados ao valor verdadeiro.
Para o teste foi adicionado diferentes concentracdes de acido galico e quercetina
nas amostras de folha e fruto de C. frutescens.

Para calcular as porcentagens de recuperacéo, foi utilizada a seguinte

equacédo: R(%) = (Cs-Co)/(Cadd) x 100, em que Cs € a concentracdo do analito
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na amostra e mais o valor adicionado, Co € a concentracdo do analito na amostra
e Cadd é o quantidade de analito que foi adicionado a amostra. Os resultados
encontrados variam entre 81% a 110% (Tabela 5), demonstrando que a matriz da
amostra nao interfere nos resultados encontrados utilizando esse método

analitico.

Tabela 5 — Teste de adi¢do/recuperacdo para concentracdes de acido galico e

guercetina em C. frutescens.

) 1 Encontrado Recuperacéao
Analito Add (mg L™) 1
(mg g™) (%)
Folha
0,0 10,0
Acido galico 2,5 16,4 110
5,0 21,7 84
0,0 13,2
Quercetina 5,0 26,4 90
10,0 35,0 94
Fruto
0,0 6,5
Acido galico 2,5 12,3 91
5,0 17,7 81
0,0 4,0
Quercetina 5,0 7,1 86
10,0 10,2 95
Aplicacao

Foram analisados os extratos de frutos de C. frutescens em um sistema de
CLAE e encontrados doze compostos fendlicos: acido trans-cinamico, acido
galico, quercetina, acido siringico, acido elagico, catequina, acido ferulico, acido

p-cumarico, acido clorogénico, acido cafeico, acido vanilico e kaempferol. Esses
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compostos foram identificados comparando o tempo de retencéo e espectro UV-
visivel das amostras (Figura 12) e dos padrdes puros.

mAl
p30nmdanm (1.00) 9

56 12

34
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0.0 25 50 75 100 125 150 175 200 25 min

Figura 12 - Cromatograma dos compostos fendlicos encontrados em C.
frutescens. 1: acido galico; 2: catequina; 3: acido clorogénico; 4: acido cafeico; 5:
acido vanilico; 6: acido siringico; 7: acido p-cumarico; 8: acido ferulico; 9: acido

elagico; 10: quercetina; 11: acido trans-cinamico; 12: kaempferol.

Foi utilizado o método para quantificar fendlicos e flavonoides totais em
diferentes amostras de pimentas. Os resultados encontrados sdo mostrados na
Tabela 6.
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Tabela 6 — Concentracdo de fendlicos e flavonoides totais em diferentes

variedades de pimentas.

Variedades Fendlicos totais (mg g*)  Flavonoides totais (mg g™)
Folha
1 9,48+0,04 27,69+0,02
2 7,05+0,04 21,56+0,09
Fruto
6,51+0,01 6,45+0,02
6,24+0,01 10,05+0,03

A quantidade de compostos fendlicos nas pimentas € diferente
dependendo da parte da planta (folha; fruto) que esta sendo avaliada, da espécie,
do estado de maturacdo que se encontravam quando foram coletadas, das
condi¢cdes climaticas em que foram cultivadas, o que pode explica a variacdo na

concentragcdo encontrada nas amostras de pimentas.
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CONCLUSAO

O planejamento Box-Benhker foi uma ferramenta eficiente para otimizagéo
do método analitico utilizando a ultrassom para extracdo de fendlicos e
flavonoides totais, além da identificacdo de doze compostos fendlicos presentes
em amostras de C. frutescens. As melhores condi¢bes de extragao foram 16 mL
do volume da solugdo extratora, 45 minutos o tempo de sonicacdo e 40°C a
temperatura de extracao para folha e 16 mL, 19,5 minutos e 53 °C para fruto. A
melhor composicdo da mistura extratora obtida através do planejamento simplex
centroide foi 93% de metanol e 7% de agua para a extragcdo de compostos

fendlicos de C. frutescens.
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ARTIGO 2

INFLUENCIA DE REGULADORES VEGETAIS NA CONCENTRACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES EM FRUTOS DE PIMENTA
MALAGUETA?

'Artigo a ser ajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periédico cientifico Scientia
Horticulturae, em verséo na lingua inglesa.
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Influéncia de reguladores vegetais na concentracdo de compostos fendlicos

presentes em frutos de pimenta malagueta

Resumo: Mundialmente as pimentas sé@o utilizadas como ingrediente bésico em
uma grande variedade de comidas devido a seu valor nutritivo além de
apresentarem compostos fendlicos, sendo eles metabolitos secundarios
produzidos pelas plantas em resposta a condi¢cdes de estresse. Varios fatores
afetam a producdo de compostos fendlicos na planta, e dentre eles os
reguladores vegetais estdo sendo muito estudados atualmente. Neste contexto,
objetivou-se avaliar a influéncia do ABA, GA3; e AS na producdo de composto
fendlicos de pimenta malagueta. O experimento foi realiza em casa de vegetacéo,
nas dependéncias experimentais da Universidade Federal do Recbncavo da
Bahia. As mudas de pimenta, produzidas por sementeira, foram transplantadas
para vasos de 5 dm3 contendo solo + composto organico. Apés 118 dias de
cultivo, foram aplicados os tratamentos: 10 pmol L™ de ABA, 144 umol L™ de GA;
e 2000 pmol L* de AS e a testemunha (solucdo sem reguladores). O
delineamento foi o inteiramente casualizado, com 6 repeticdes. Para fendlicos e
flavonoides totais o ABA se diferenciou da testemunha e o AS néo se diferenciou.
Foram quantificados doze compostos fendlicos nas amostras de fruto de C.
frutescens: acido trans-cinamico, acido galico, quercetina, acido siringico, acido
elagico, catequina, acido ferdlico, acido p-cumarico, acido clorogénico, acido
cafeico, acido vanilico e kaempferol. Houve aumento na sintese de acido galico,
catequina, acido trans-cinamico e acido ferulico com aplicacdo de GAsz e AS. A
aplicacdo de AS demonstrou efeito inibidor na sintese de quercetina nos frutos de
C. frutescens nas condi¢cGes estudadas, ja para o kaempferol, o AS teve efeito
estimulador. A aplicacdo de reguladores vegetais (ABA, GAs e AS) influencia no

na biossintese de compostos fendlicos em frutos de C. frutescens.

Palavras-chave: Compostos bioativos, Capsicum frutescens, fitorreguladores.
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Influence of plant growth regulators in the concentration of phenolic
compounds present in fruits of pepper chili

Abstract: Worldwide the peppers are used as basic ingredient in a wide variety of
foods due to its nutritional value in addition to boasting phenolic compounds, they
are secondary metabolites produced by plants in response to stress conditions.
Several factors affect the production of phenolic compounds in plant, and among
them the plant growth regulators are being much studied today. In this context, this
study aimed to evaluate the influence of ABA, GA3 and SA in the production of
phenolic compound of malagueta pepper. The experiment was held in
greenhouse, in experimental dependences of Universidade Federal do Recdncavo
da Bahia. The pepper seedlings, produced by sowing, were transplanted to pots of
5 dm3 containing soil organic compost. After 118 days of cultivation, the treatments
were applied: 10 ymol L™ of ABA, 144 umol L™* GA; and 2000 pmol L™ SA and the
witness (solution without regulators). The experimental design was completely
randomized with 6 repetitions. To phenolics and total flavonoids ABA differed from
the witness and the SA non differed. Twelve phenolic compounds were quantified
in the samples of fruit of C. frutescens: trans-cinnamic acid, gallic acid, quercetin,
siringico acid, ellagic acid, catechin, ferulic acid, p-coumaric acid, chlorogenic
acid, cafeico acid, vanilico acid and kaempferol. There was an increase in the
synthesis of gallic acid, catechin, trans-cinnamic acid and ferulic acid with
application of GA; and SA. The application of SA showed inhibitory effect on
guercetin synthesis in fruits of C. frutescens under the studied conditions, whereas
for kaempferol, SA had stimulatory effect. The application of plant regulators (ABA,
GA3; and SA) influences the biosynthesis of phenolic compounds in fruits of C.

frutescens.

Keywords: Bioactive compounds, Capsicum frutescens, phytoregulators.
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INTRODUCAO

Mundialmente, as pimentas séo utilizadas como ingrediente basico em uma
grande variedade de comidas devido seu alto valor nutritivo, sendo uma excelente
fonte de vitaminas e minerais (KOTHARI et al., 2010). Possuem substancias com
acao antioxidante, que podem servir para prevenir doencas degenerativas,
dessas substéncias, os compostos fendlicos, acido ascérbico e carotenoides tem
destaque, sendo seus niveis variados nos frutos (CARVALHO et al., 2014).

Os compostos fenodlicos sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas em resposta a condi¢cdes de estresse (MORALES-SOTO et al., 2013).
Esses compostos tem se destacado por manifestarem resultados promissores
como poderosos antioxidantes, o que tem elevado o interesse de pesquisadores
(BURDA e OLESZEK, 2001; MATERSKA e PERUCKA, 2005).

A sintese de compostos fendlicos é um processo dindmico e sua
composicao em diferentes partes de plantas é determinada por fatores genéticos
e ambientais. O entendimento dos fatores que afetam o acumulo de metabdlitos
secundarios em plantas tem importancia fundamental e aplicada, e o aspecto
regional da pesquisa definitivamente adicionara dimensao para a discussao do
papel dos metabdlitos secundarios e das propriedades nutracéuticas das plantas
(BEREZINA, BRILKINA e VESELOV, 2017).

Os reguladores vegetais quando aplicados exdgenamente proporcionam
efeito semelhante aos do horménio vegetal (VIEIRA et al., 2010), influenciando na
fisiologia e morfologia das plantas, a exemplo, o acido giberélico (GAs3), que
promove alteragcdes como alongamento e divisdo nas células, floracdo, expansao
das folhas, germinacéo de sementes e expressao sexual (KENDE e ZEEVAART,
1997). J4 o acido abscisico (ABA) pode regular a maturacdo e a dorméncia de
sementes, promove a senescéncia precedendo a abscisdo, regula algumas
respostas a patégenos, o fechamento estomatico mesmo em presenca da luz
impedindo as trocas gasosas, 0 crescimento de raizes e parte aéreas,
florescimento e pode estar envolvido também no processo de maturacdo
(LACAMPAGNE, GAGNE e GENY, 2010; TAIZ e ZEIGER, 2017).

O &cido salicilico (AS) é um dos compostos fendlicos mais importantes que

podem atuar como regulador de crescimento, proporcionando efeitos importantes
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sobre Vvarios processos vegetais. Ele estimula a germinacdo de sementes,
captacao e transporte de cations, atividades fotossintéticas, taxa de crescimento e
respostas aos estresses abidticos (FARHANGI-ABRIZ e GHASSEMI-GOLEZANI,
2018).

Alguns trabalhos tém demonstrado o efeito dos reguladores vegetais na
guantidade de compostos fendlicos como Panigrahi et al. (2017) em pimentao,
Berli et al. (2010) em uva, Erogul e Sen (2015) em ameixa, Ozkan et al. (2016) em
cereja, Jiang e Joyce (2003) em morango e Picoli et al. (2010) em beterraba. No
entanto, informacdes sobre o efeito dos reguladores na sintese de compostos
fendlicos de pimenta malagueta sdo escassas, neste sentido o objetivo deste
trabalho foi avaliar a sintese de compostos fendlicos de frutos de C. frutescens

submetidos a acido giberélico, acido abscisico e acido salicilico.
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MATERIAIS E METODOS

Local

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias
Agréarias, Ambientais e Biol6gicas da Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia, localizada na Regido do Recdncavo Baiano, municipio de Cruz das Almas
- BA. A mesma se encontra situada a uma altitude de 220 m, nas coordenadas
geograficas 12°40'19” de Latitude Sul e 39°06°22" de Longitude Oeste. O clima é
tropical quente umido, Aw a Am, segundo a classificacdo de Koppen. O solo
(Latossolo Amarelo Distrofico) coletado (camada de 0-20 cm) foi da éarea
experimental da UFRB, Cruz das Almas- Bahia, o mesmo foi analisado no
Laboratério de Analise de Solo, Agua e Plantas cujo pH (H20): 6,4; P (mg dm™):
0,15; K(mg dm™®): 7,82; Ca*(cmol. dm™): 2,6; Mg?*(cmol. dm™®): 1,9; Al trocavel
(cmol. dm™®): 0; H + Al: 0,6 (cmol. dm™®); SB: 4,52 (cmol. dm™®); CTC (T): 5,12
(cmole dm™); MO(%): 0,92; V(%): 88,28.

Insumos e preparacéo do experimento

Foram utilizadas sementes do lote 105214-003 s2, com 80% de
germinacdo. A semeadura foi realizada em bandeja de plastico contendo
substrato: solo + Vivatto (1:1). As mudas foram transplantadas para vasos de
polietileno com capacidade de 5 dm3, os quais foram preenchidos com solo +
composto organico (oriundas de podas de arvores e jardins, esterco bovino e
caprino, relacdo 3:1:1) na propor¢ao 5:1, o substrato foi analisado no Laboratério
de Andlise de Solo, Agua e Plantas cujo pH (H»0): 7,2; P (mg dm?3): 23,16; K(mg
dm3): 136; Ca*( cmol. dm™): 8,8; Mg?*( cmol. dm™): 1,5; Al trocavel (cmol. dm™):
0; H + Al (cmol. dm™): 1,5; SB (cmol, dm™): 10,65; CTC (T) (cmol. dm™): 12,15;
MO(%): 2,07; V(%): 89,65. Foi adicionado ao substrato de acordo a andlise
quimica do mesmo, 240 Kg ha™ de P,Os, 180 Kg ha™ de K,O e 60 Kg ha™ de N,

nas formas de superfosfato simples, cloreto de potassio e uréia.

Delineamento experimental e tratamentos
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As solucdes foram preparadas em meio surfactante 0,01% (v v'*) Triton X-
100 e com 5% de etanol no periodo da tarde (16:00 horas). Aos 118 dias apos a
semeadura, as solugdes foram pulverizadas com o pulverizador manual em toda
parte aérea da planta (fruto, folhas e caule) até o escoamento, nas seguintes
concentracdes: 10 umol L™ de ABA, 144 pmol L™ de GA; e 2000 umol L™ de AS,
e o tratamento com aplicacéo da solugcdo sem os reguladores como testemunha,
sendo 6 repeticOes, cada repeticdo com 2 plantas. As concentracdes de cada
regulador utilizado foram determinadas com base na literatura. A pulverizacao foi
realizada no turno ameno do dia (18h00min). O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado. Com 15 dias apo0s a aplicacdo dos reguladores, o0s
frutos foram coletados, levados para estufa a 45°C onde ficaram até massa
constante, posteriormente, foram triturados em um moinho de facas e

armazenados em recipientes de vidro e mantidos no congelador a 4°C até o uso.

Equipamentos e reagentes

O etanol e metanol foram adquiridos pela J. T. Baker (Xalostoc, Edo. De
Méx., México). O reagente de Folin-Ciocalteu e os padrdes de acido galico,
guercetina, acido trans-cinamico, acido siringico, acido elagico, catequina, acido
ferdlico, acido p-cumarico, acido clorogénico, acido cafeico, acido vanilico e
kaempferol sdo da Sigma Aldrich Co (St. Louis, MO, USA). Todos os reagentes
utilizados foram de grau analitico. Os cromatogramas foram obtidos a partir de um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, LC-20AD Prominence,
Shimadzu, Japéo), equipado com quatro bombas de alta pressdo (LC-20AD,
Shimadzu, Japao), detectores de arranjo de diodos (DAD, SPD20A, Shimadzu,
Japao), interfaceados em série (CBM-20A, Shimadzu, Japdo) com uma coluna RP
18 "LiChrospher" (5 um, 4,6 x 250 mm, Agilent, Brasil) e controlada pelo software
LC-System. Agua ultrapura foi obtida (18,2 MQ cm) de um sistema de purificacéo
de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA). Os tubos de ensaio foram sonicados em
um banho ultrassénico (Elma Ultrasonic S10H®, F.: 50/ 60 Hz, P.: 90 W,
Alemanha) e em seguida centrifugados em uma centrifuga durante 5 min a 1125

G.
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Extracdo dos compostos fendlicos

Foi utilizada a metodologia desenvolvida no capitulo 1. Foram pesados
0,08 g dos frutos e adicionados 16 mL da solugéo extratora composta por metanol
e agua (93% metanol, 7% &agua,). As amostras foram sonicadas durante 19,5 min
a 53 °C.

Determinacdo dos compostos fendlicos totais

O conteudo de fendlicos totais dos extratos de fruto foi determinado usando
o reagente de Folin-Ciocalteau e acido galico como padrdo e seguiu a
metodologia de Slinkard e Singleton (1977) com modificacbes. 400 yL do extrato
da amostra e 1 mL de uma solucdo saturada de carbonato de sédio foram
adicionados com 300 uL de reagente de Folin-Ciocalteau em um baldo
volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua destilada. Apos 60 min
de reacdo a temperatura ambiente e em ambiente escuro, as leituras foram
realizadas em espectrofotometro TECNAL® a 750 nm. Os testes foram realizados
em triplicata. O teor total de compostos fendlicos foi calculado a partir da curva de

calibracédo do acido galico e expresso em equivalente de acido galico.

Determinacao dos flavonoides totais

A determinacdo dos flavonoides seguiu a metodologia proposta por
Marques et al. (2012), 2 mL do extrato do fruto foi transferido para balGes
volumeétricos de 10 mL, com 2,0 mL de uma solucéo etandlica de AICl3 (5%, m v’
1. O volume foi completado para 10 mL com uma solucdo hidroalcodlica (40%, v
v'Y). Apés os procedimentos esperou-se 30 min antes de realizar as leituras em
um espectrofotbmetro TECNAL® a 408 nm. Os testes foram realizados em
triplicata. O conteudo total de flavonoides foi determinado a partir da curva de
calibracdo com padrao de quercetina e o resultado expresso em equivalente de

quercetina.

Andlise cromatografica das amostras de C. frutescens
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Acido trans-cinamico, éacido galico, quercetina, acido siringico, &acido
elagico, catequina, &cido ferulico, acido p-cumarico, acido clorogénico, acido
cafeico, acido vanilico e kaempferol foram identificados por comparacdo com
espectros padrédo em cada tempo de retencédo (SANTOS et al., 2017). Os extratos
foram filtrados através de um filtro de 0,45 mm depois injetado no CLAE (LC-
20AD Prominence, Shimadzu, Japédo). A fase estacionéria foi uma coluna RP 18
(5 um, 4,6 x 250 mm) a uma temperatura de 40°C. A fase médvel foi constituida
por solvente A (metanol) enquanto o solvente B uma mistura de &gua ultrapura
acidificada com &cido acético até concentracdo final de 1% (v v''). O gradiente
utilizado foi 0-10 min, 100% A; 10-20 min, 70% A; 20-30 min, 10% A; 30-37 min,
70% A e 37-40 min, 100% A, a um fluxo de 1 mL min™*. Os compostos foram
testados em diferentes comprimentos de onda (nm): 260 acido vanilico e acido
elagico; 272 acido siringico; 280 acido galico, acido ferulico, acido trans-cinamico
e catequina; 310 acido p-cumarico; 330 acido clorogénico e acido cafeico; e 360

guercetina e kaempferol.
Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia com auxilio do
programa estatistico computacional “R” (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).

Em funcdo do nivel de significancia foi aplicado o teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro para comparacdo de médias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostram que os reguladores vegetais (GAs, ABA e AS)
influenciam na sintese de fendlicos e flavonoides das plantas de C. frutescens.

Observa-se na Tabela 1, para fendlicos totais, que os frutos das plantas de
C. frutescens que foram pulverizados com o ABA, GA3z e AS nao se diferenciaram
entre si, sendo que o ABA e 0 GA; se diferenciaram da testemunha. A aplicacéao
do ABA e GAjs proporcionaram um incremento de 19,37% e 13,95% nas
concentracfes de fendlicos totais no fruto de C. frutescens quando comparados a
testemunha, respectivamente. Para flavonoides totais, os frutos que receberam os
reguladores (ABA, GA; e AS) ndo se diferenciaram estatisticamente entre si,
sendo que s6 o ABA se diferenciou da testemunha, proporcionando incremento
de 24,30%. Resultados semelhantes foram encontrados por Jia et al. (2017) que
obtiveram aumento na producdo de metabdlitos secundarios em planta de Salvia
miltiorrhiza com a aplicacdo de ABA. Ja Bagnazari et al. (2018) aumentou os
compostos fenolicos em frutos de pimentdo verde com aplicacdo de &acido
giberélico, e Chen et al. (2006) concluiram que a aplicacdo pds-colheita de AS em
bagas de uva, aumenta o acumulo dos fendlicos.

Foram quantificados doze compostos fendlicos nas amostras de fruto de C.
frutescens: acido trans-cinamico, acido galico, quercetina, acido siringico, acido
elagico, catequina, acido ferdlico, acido p-cumarico, acido clorogénico, acido
cafeico, acido vanilico e kaempferol. Alguns desses compostos (acido vanilico,
acido cafeico, acido clorogénico, acido p-cumarico, acido ferulico, quercetina,
miricetina, luteolina, catequina e kaempferol) foram encontrados por Chen e Kang
(2013) em pimentdo vermelho (C. annuum). Ja Morales-Soto et al. (2013)
guantificaram 23 flavonoides, destacando os flavondis, como os derivados de
guercetina em cultivares de C. annum. Segundo Bae et al. (2012) os derivados de
miricetina, quercetina, luteolina, apigenina e kaempferol sdo encontrados na
maioria das pimentas. A diferenca na composicdo fendlica relatada deve-se
principalmente ao ambiente de cultivo das plantas, a espécie, ao estado de

maturacao dos frutos avaliados e as condi¢gdes experimentais de extragao.
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Tabela 1 — Concentracdo dos compostos fendlicos de frutos de C. frutescens
submetidos a diferentes reguladores vegetais (10 umol L™ de ABA, 144 pymol L™
de GA; e 2000 pmol L™ de AS) em Cruz das Almas, BA, 2018.

A Tratamentos 0
Variaveis Testemunha ABA GA3 AS CV (%)

Fenolicos totais 1411b  1750a 1621a 1594ab 7,81

(mg g™)
Flavon0|de_s1 totais 573 b 757 a 6,69 ab 6,55 ab 11,32
(mg g”)
A?mZ'Zgif ’ 2,44 : 2,11 283 '
Kaempferol
(mg g™) 0,93 - 0,96 1,16 )
A((;ns ZI-'lc)o 0,90 : 133 118 '
A((:Er:ge r;|l.)c i 0,79 : 1,00 107 '
Catequina
(mg g™) 1,33 : 3,00 2:38 '
Ac. tr?:;-gl_?)amlco 2220 ) 24.07 44,48 -
Quercetina 0.10 ) 0.09 - -
(mg g™ ’ |
Ac.clorog_?nlco 013 ) 0,14 0,13 -
(mg g-)
Aczhvgag!lll)co 1,61 - 1,59 1,69 -
Ac(.nf;ngg;co 0,32 - 0,32 0,29 -
Ac. z;;ugl?nco 56.56 - 54,89 65,19 -
A?ﬁqza;il)co 0,07 - 0,12 0,17 -

Letras diferentes na linha se diferenciaram entre si pelo teste Tukey a 5%.

Foram encontradas concentracdes maiores de acido clorogénico, acido
cafeico, acido p-cumarico, acido trans-cinamico, acido galico, acido ferdlico,

kaempferol e catequina com a aplicacdo dos reguladores vegetais GAz e AS. Ja
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para o acido elagico, as maiores concentracdes foram encontradas nos frutos das
plantas da testemunha e AS. N&o foi determinado quercetina nos frutos das
plantas sob o tratamento AS, mas foi determinado na testemunha, indicando que
o AS possivelmente teve um efeito inibidor na biossintese da quercetina nas
condicbes estudadas, o que ndo ocorreu com a aplicacdo de GAs;. Esses
resultados confirmam o efeito elicitor dos reguladores na producéo de metabdlitos
secundarios, assim como outros autores confirmaram (KOVACIK et al., 2012;
SARDOEI et al., 2014; VILLALOBOS-GONZALEZ et al., 2016; MURCIA et al.,
2017; NAPOLEAO et al., 2017; PANIGRAHI et al., 2017).

Os resultados encontrados possivelmente tem relagédo com a influencia que
os reguladores podem ter em enzimas atuantes no metabolismo secundario das
plantas (VIEIRA et al., 2010; HUANG et al., 2016), pois os mesmos podem induzir
a expressao de genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese e
metabolismo dos fenilpropandides. A via fenilpropandide é importante no
metabolismo secundario dos vegetais, os principais produtos produzidos incluem
fitoalexinas, acidos fendlicos e precursores importantes, como as chalconas (TAN
et al., 2016), que sao responsaveis por condensa p-cumaril-CoA com trés
moléculas de malonil-CoA, sendo a condensacdo fundamental para a producao
de flavonoides (CAMPOS et al., 2003).

O é&cido elagico, catequina e o acido vanilico foram os composto majoritario
encontrado nas amostras de frutos de C. frutescens, além disso, a biossintese
dos mesmos foi estimulada pelos reguladores, demonstrando que o GA3; e 0 AS
podem ser utilizados como elicitores na producédo desses compostos em frutos de
C. frutescens, compostos esses importantes no tratamento e prevencao de varias
doencas, como as cardiovasculares e cancer, que podem ser prevenidas com a
ingestdo de acido elagico (LARROSA et al.,, 2010). Ja a catequina é um
flavonoide que tem demonstrado efeitos benéficos em estudos de diabetes,
doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, acidente vascular cerebral e
obesidade (JANEIRO e BRETT, 2004; SINGH, SHANKAR e SRIVASTAVA,
2011). O &cido vanilico € um derivado do acido benzdéico usado como agente
aromatizante, anti-inflamatérios, hepatoprotetor, entre outros (KIM et al., 2010).

As resposta especificas dos compostos a pulverizacdo do ABA, GA3z e AS

pode estar relacionada com as diferentes rotas metabdlicas e enzimas envolvidas
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na biossintese dos mesmos, além disso, os efeitos proporcionados pelos
reguladores depende da concentracao utilizada e do 6rgdo em que foi aplicado,
da técnica de aplicacdo, da fase fenolégica e dos niveis internos desses
reguladores nas plantas estudadas.
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CONCLUSAO

A aplicacdo de reguladores vegetais (ABA, GA; e AS) influencia na sintese
de compostos fendlicos em frutos de C. frutescens. Ha um aumento na sintese de
acido galico, catequina, acido trans-cinamico e &cido ferdlico com aplicacdo de
GA;z; e AS. A aplicagdo de AS inibe a sintese de quercetina nos frutos de C.
frutescens nas condicdes estudadas, ja para o kaempferol, o AS tem efeito

estimulador.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foi otimizado um método de extracdo assistida por ultrassom de
compostos fendlicos em amostras de frutos e folhas de C. frutescens, a fim de
obter extracdo mais eficiente em menos tempo. E também foi realizado um estudo
sobre a aplicacéo de reguladores vegetais em C. frutescens, que contribuiu com
informacgdes sobre os compostos fendlicos presentes em seus frutos e sobre o
efeito que o GA;, ABA e AS tem sobre a sintese desses compostos. Para
obtencdo de mais informacdes sobre os efeitos desses reguladores, é

interessante o estudo com diferentes concentracdes de cada um.
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ANEXO
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Tabela 1 — Compostos fendlicos determinados em amostras de C. frutescens pulverizadas com reguladores vegetais.

Tratamentos Ft*(mgg’) Fl(mgg') Van(mgg’) Ela(mgg’) Sir(mgg") Clo(mgg’) Caf(mgg?)
T 16,90+1,05 7,03£3,39 1,10+0,05 2,55%0,37 <LQ 0,20%0,02 0,11+0,0005
T 13,65%2,58 5,43£1,76 0,99+0,11 2,46+0,40 <LQ 0,01+0,004 <LQ
T 13,61+4,64 5,26%0,55 1,12+0,33 2,59+0,89 0,26%0,02 0,12+0,03 0,020,006
T 12,80+3,88 5,48%0,31 0,97+0,09 2,84%0,23 0,41+0,03 0,13%0,02 0,02+0,0003
T 14,9645,18 5,59+1,25 3,05%0,29 1,98+0,45 0,29%0,07 0,11+0,01 0,14+0,0008
T 12,76x£3,14 5,57+1,54 2,44+0,05 2,21+0,86 0,33%+0,09 0,18%0,02 0,06%0,006

GA3 14,88%2,30 5,66%+2,19 0,91+0,12 1,84+0,36 0,31+0,13 0,12+0,03 0,12+0,007
GA3 14,51+£3,94 6,51+2,17 0,85%0,16 2,01+0,55 0,45%0,10 0,15%0,02 0,15%0,02
GA; 16,50+5,54 6,90+0,54 1,08+0,05 1,77+0,37 0,36+0,10 0,18+0,03 0,14+0,01
GA; 16,87+5,37 7,17+0,59 1,17+0,01 2,67+0,30 0,25+0,03 0,14+0,02 0,12+0,005
GA; 16,36+3,51 7,42+0,73 2,74+0,61 2,25%0,65 0,24+0,08 0,13+0,04 0,12+0,004
GA; 18,17+2,92 6,49+1,38 2,81+0,45 2,12+0,17 <LQ 0,14+0,008 0,08+0,02
AS 16,30+5,45 4,92+1,27 1,32+0,11 2,98+0,36 0,41+0,09 0,12+0,03 0,11+0,007
AS 16,26+3,09 6,01+1,57 1,70x0,04 2,16+0,88 0,34+0,07 0,15+0,02 0,44+0,03
AS 15,66+2,98 6,25+0,61 2,65+0,01 3,06+0,77 0,15+0,02 0,12+0,01 0,09+0,004
AS 15,19+2,91 7,41+3,03 0,97+0,02 2,72+0,08 0,36+0,03 0,11+0,01 0,11+0,001
AS 16,36+4,87 7,02+1,38 1,83+0,67 2,62+0,39 0,21+0,09 0,13+0,02 0,10+0,004
AS 15,87+6,78 7,71+1,49 1,68+0,46 3,42+0,28 0,27+0,14 0,13+0,01 0,170,009
ABA 15,79+7,04 6,57+2,98 - - - - -
ABA 17,70+9,64 8,00+2,20 - - - - -
ABA 19,08+3,33 7,23+0,61 - - - - -
ABA 18,77+1,85 8,07+1,53 - - - - -
ABA 16,42+5,11 8,13+1,34 - - - - -
ABA 17,22+2,78 7,41+0,69 - - - - -

*Ft: fendlicos totais; Fl: flavonoides totais; Van: acido vanilico; Ela: &cido elagico; Sir: 4cido siringico; Clo: acido clorogénico; Caf: acido cafeico.
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Continuacao da Tabela 1 — Compostos fendlicos determinados em amostras de C. frutescens pulverizadas com reguladores

vegetais.

Tratamentos Quer* (mgg?) Kae(mgg’') Gal(mgg!) Cat(mgg?) Fer(mgg?’) Cum(ugg’) Cin(ugg?’)
T 0,11+0,01 0,98+0,03 0,94+0,07 1,76+013 <LQ 67,16%5,30 22,81+3,96
T 0,09+0,01 0,97+0,0006 1,01+0,13 0,89+0,006 <LQ 64,55+1,00 <LQ
T 0,11+0,01 0,88+0,11 0,72+0,09 <LQ 0,78+0,04 46,23+0,06 <LQ
T 0,12+0,01 0,93+0,001 0,94+0,006 <LQ 0,88+0,001 57,31+1,74 <LQ
T 0,06+0,01 0,84+0,04 0,98+0,07 <LQ 0,83+0,002 65,57+16,76 <LQ
T 0,08+0,005 0,96+0,06 0,78+0,02 <LQ 0,68+0,05 38,53+2,43 21,59+4,09

GA3 0,09+0,007 0,83+0,05 1,52+0,35 <LQ 0,97+0,09 50,70+0,21 25,18+0,25
GA3 0,06+0,001 0,73+0,07 1,28+0,10 <LQ 0,91+0,02 50,2948,41 29,62+2,12
GA3 0,100,009 1,07+0,10 1,49+0,02 <LQ 1,20+0,01 53,68+3,96 17,44+0,01
GA3 0,100,001 0,87+0,09 1,16+0,01 <LQ 1,08+0,008 61,63+1,72 <LQ
GA3 <LQ 1,19+0,40 1,56+0,05 3,24+0,23 0,84+0,13 61,07+1,39 <LQ
GA3 <LQ 1,09+0,05 0,960,005 2,75+0,11 096+0,05 51,95+0,28 <LQ
AS <LQ 1,17+0,11 1,47+0,01 2,49+0,11 0,98+0,08 54,62+0,41 <LQ
AS <LQ <LQ 0,97+0,05 2,59+0,25 1,16+0,09 83,44+5,97 <LQ
AS <LQ <LQ 0,950,122 2,39+0,42 1,08+0,02 57,11+0,44 <LQ
AS <LQ <LQ 1,11+0,03 2,20+0,19 1,12+0,04 43,13+5,32 <LQ
AS <LQ <LQ 1,24+0,03 2,50+0,35 0,90+0,09 73,89+8,33 40,02+0,45
AS <LQ 1,1540,18 1,35+0,22 2,08+022 1,21+0,13 78,93+23,65 48,9445,41
ABA - - - - - - -
ABA - - - - - - -
ABA - - - - - - -
ABA - - - - - - -
ABA - - - - - - -
ABA - - - - - - -

*Quer: quercetina; Kae: kaempferol; Gal: acido galico; Cat: catequina

; Fer: &cido feralico; Cum: acido p-cumérico; Cin: &cido trans-cinamico.
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