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RESUMO

RESUMO

As pimentas que pertencem ao género Capsicum sédo bastante apreciadas em todo
o mundo por exacerbar o sabor dos pratos e por apresentar propriedades biol6gicas
benéficas a saude. A pimenta malagueta (Capsicum frutescens) esta entre as
pimentas mais consumidas no Brasil. O ardor, assim como as propriedades
biolégicas desse género, estdo associados aos capsaicinoides e principalmente a
capsaicina e dihidrocapsaicina que sédo encontrados em maior quantidade. Neste
trabalho foi quantificado o teor do flavonoide crisoeriol, de fendlicos, e dos dois
capsaicinoides nas sementes, cascas e frutos inteiros de pimenta malagueta em
extratos etandlico, hexanico e acetonitrila; foram determinadas a concentracédo
inibitéria minima da capsaicina, dihidrocapsaicina, crisoeriol e do extrato etandlico
frente a sete micro-organismos; foi avaliada também a acdo dos capsaicinoides e
dos extratos contra os radicais DPPH" e ABTS™ e atividade antioxidante destes com
o sistema B-caroteno/acido linoleico. Para obtencédo do extrato etandlico, os frutos
frescos foram triturados e submetidos a extracdo com etanol, filtrados e
concentrados em rota evaporador. Para a quantificacdo e obtencdo dos extratos
hexanico e acetonitrila, os frutos inteiros foram secos a 50°C e separados sementes,
cascas e alguns frutos inteiros para serem submetidos a extracdo em ultrassom.
Inicialmente a extracdo se deu com hexano e ap0s esta, com acetonitrila. Isolou-se e
guantificou-se a capsaicina, dihidrocapsaicina e o crisoeriol por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com arranjo de diodos (CLAE-DAD). O teor de capsaicina,
dihidrocapsaicina e crisoeriol encontrado nas cascas, sementes e frutos inteiros
variou entre 0,4 e 164,3 mg/g de extrato. O teor de fendlicos totais variou entre 4,9 e
110,6 mg EAG/g extrato. O extrato com maior teor de fendlicos, capsaicina e
dihidrocapsaicina foi obtido no fruto inteiro acetonitrila. A concentracéo efetiva para
metade da resposta maxima (CEsp) da atividade sequestradora de radical livre frente
aos radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e acido 2,2’-azinobis-[3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonico] (ABTS) variaram respectivamente de 23,1 a 302,3
ug/mL e de 3,9 a 459,6 pg/mL. A capsaicina apresentou a melhor atividade
antiradicalar para os dois radicais. A atividade antioxidante variou de 15,7 a 66,4%.
O extrato acetonitrila do fruto inteiro apresentou a melhor atividade antioxidante
entre os extratos e similar a atividade do Trolox (p>0,05). Os compostos isolados
apresentaram atividade antimicrobiana frente a maioria dos micro-organismos
testados. O crisoeriol apresentou a melhor atividade antimicrobiana frente quatro dos
sete micro-organismos testados, necessitando de 0,06 pg/mL para inibir o
crescimento de Escherichia coli. A pimenta malagueta apresenta atividade
antimicrobiana contra micro-organismos patégenos e atividade anti-radicalar e
antioxidante, despertando grande interesse para aplicagdes biotecnolégicas.

Palavras-chave: Capsicum frutescens, crisoeriol, antimicrobiano, antioxidante.






ABSTRACT

ABSTRACT

The peppers that belong to the genus Capsicum are greatly appreciated throughout
the world by exacerbating the flavor of food and present biological properties
beneficial to health. The chili pepper (Capsicum frutescens) is among the most
peppers consumed in Brazil. The heat like the biological properties of this kind are
associated with capsaicinoids and primarily capsaicin and dihydrocapsaicin which
are found in high amounts. This work quantified the content of flavonoid, crisoeriol,
phenolics, and two capsaicinoids in the seeds, bark and whole fruits in ethanolic,
hexanic and acetonitrile extracts of chilli pepper. Were determined the minimum
inhibitory concentration of capsaicin, dihydrocapsaicin, chrysoeriol and ethanolic
extract against seven microorganisms, has also evaluated the action of capsaicinoids
and extracts against radical DPPH+ and ABTS<+ and antioxidant activity of these with
B-carotene/ linoleic acid system. To obtain the ethanol extract, fresh fruits were
crushed and subjected to extraction with ethanol, filtered and concentrated in
rotavapor. To quantify and obtain hexanic and acetonitrile extracts, the whole fruits
were dried at 50 °C and separated seeds, peels and some whole fruit to undergo
ultrasound extraction. Initially extraction with hexane and gave up after this with
acetonitrile. Was isolated and quantified capsaicin, dihydrocapsaicin and chrysoeriol
by high performance liquid chromatography with diode array (HPLC-DAD). The
concentration of capsaicin, dihidrocapsaicina and crisoeriol found in the bark, seeds
and whole fruits ranged between 0.4 and 164.3 mg/g extract. The total phenolic
content ranged between 4.9 and 110.6 mg GAE/g extract. The extract with higher
phenolic content, capsaicin and dihydrocapsaicin was obtained in acetonitrile whole
fruit. The effective concentration for half-maximum response (ECsp) of free radical
scavenging activity compared to the radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and
2,2’-azinobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid] (ABTS) respectively ranged
from 23.1 to 302.3 mg/mL and 3.9 to 459.6 mg/mL. Capsaicin had the best
antiradical activity for both radicals. The antioxidant activity ranged from 15.7 to
66.4%. The acetonitrile extract of whole fruit showed the highest antioxidant activity
of the extracts and it was similar to the Trolox activity (p> 0.05). The isolated
compounds exhibited antimicrobial activity against most of microorganisms tested.
The chrysoeriol had the best antimicrobial activity against four of the seven
microorganisms tested, necessitating 0.06 pg/mL to inhibit the growth of Escherichia
coli. The malagueta chili pepper has antimicrobial activity against pathogenic
microorganisms, anti-radical activity and antioxidant, arousing great interest for
biotechnological applications.

Keywords: Capsicum frutescens, chrysoeriol, antimicrobial, antioxidant.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

As pimentas contém de moderado a altos niveis de substancias quimicas
como fendis, capsaicinoides e vitaminas que sdo componentes importantes da dieta
humana devido a sua habilidade em reduzir o risco de doencas degenerativas
(MENICHINI et al., 2009).

Os registros mais antigos do consumo de pimentas datam de
aproximadamente nove mil anos, resultado de exploracdes arqueoldgicas em
Tehuacan no México. Outros sitios arqueoldgicos pré-histéricos (2500 a.C.) séo
conhecidos no Peru, nas localidades de Ancon e Huaca Prieta. O cultivo de
pimentas era uma caracteristica de tribos indigenas brasileiras. Esta cultura foi
difundida devido as rotas de navegacdo no periodo 1492-1600 que permitiram que
as espécies picantes e doces de pimentas e pimentdes viajassem o mundo. A
globalizacé&o do conhecimento e do uso da pimenta tem, possivelmente, seu registro
principal no livro “Historia stirpium”, escrito por Leonhartus Fuchsius, em 1543, onde
sdo apresentadas as primeiras ilustragcfes de pimentas com precisdo cientifica. A
partir de 1500, as sementes e frutos de pimentas e pimentdes passaram a ser
consumidas por povos de todas as origens, em quantidade crescente e em usos
diversos (REIFSCHNEIDER; RIBEIRO, 2004).

A pimenta é descrita como um alimento funcional devido as suas
propriedades biolégicas que favorecem a prevencao e/ou tratamento de doencas
(ALVES, 2006). A capsaicina da a pimenta o seu carater ardido e & responsavel
pelas propriedades benéficas a saude pois apresenta atividade analgésica (SIMONE
et al., 1998; PIRES et al., 2004; PASTRE et al., 2008), anti-inflamatéria (KIM et al.,
2003; PARK et al.,, 2004; VERGARA et al., 2006), anticancerigena (SURH, 1999;
SURH, 2002; GIL, KANG, 2008; ERIN et al., 2008) e tem se mostrado eficaz no
tratamento de neuralgia pés-herpética, neuropatia diabética, dor de osteoartrite e
neuralgia trigeminal (FUSCO, ALESSANDRI, 1992; RAINS, BRYSON, 1995;
CLAPHAM, 1997; FUSCO, GIACOVAZZO, 1997). Além disso, quando ingerida,
influencia a liberacdo de endorfinas, causando uma agradavel sensacdo de bem-
estar (VERGARA et al., 2006).
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As pimentas e os pimentdes pertencem a familia Solanaceae e ao género
Capsicum. A pungéncia ou picancia das pimentas deve-se a presenca da capsaicina
(FILHO, 2012). A capsaicina é um alcaloide estavel, aparentemente ndo afetado
pelo frio ou calor, solavel em &lcoois, gorduras e 6leos (HENRIQUE, 2012). O grau
de ardor é medido por meio de uma escala chamada de Unidades de Calor de
Scoville, SHU (“Scoville Heat Units”), que varia de zero (pimentdo) a dez (pimentas
picantes) (GUIDOLIN, 2005).

As espécies do género Capsicum apresentam grande relevancia econémica,
pois dominam o comeércio das especiarias picantes em varios paises de clima
tropical, subtropical e temperado (THAMPI, 2003). O género Capsicum compreende
cerca de 27 espécies conhecidas (BONTEMPO, 2007). A producdo de Capsicum €
considerada importante para o agronegocio brasileiro. O cultivo de pimentas
incentiva a agricultura familiar, como alternativa de diversificacdo da producéo,
aumentando a geracao de emprego e a renda na agricultura do pais (VILELA, 2004).

A pimenta malagueta (Capsicum frutescens) como € conhecida no Brasil, é
uma das mais usadas na culinaria e na medicina popular brasileira. Os frutos séo
pequenos e vermelhos quando maduros; tem aroma e sabor forte e bastante picante
(BONTEMPO, 2007). Devido a grande importancia dos frutos de Capsicum tanto
para 0 consumo in natura quanto na industrializacdo, bem como o interesse da
industria farmacéutica nos capsaicinoides, se faz necessario um maior

conhecimento cientifico a respeito destas plantas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Uso de Produtos Naturais

O uso de produtos naturais, assim como de cOompostos puros ou extratos
padronizados de plantas, fornecem oportunidades ilimitadas levando a obtencéo de
novas drogas pela associacdo da disponibilidade destes com sua diversidade
guimica (COS et al., 2006).

A utilizacdo de plantas para tratamento de doencas que acometem 0s seres
humanos é uma pratica milenar e que ainda aparece como o principal recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. No inicio da década de 90, a
Organizacdo Mundial de Saude divulgou que 60% a 85% da populacao dos paises
em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma de
acesso aos cuidados da saude (VEIGA Jr.; PINTO; MACIEL, 2005).

Pode-se extrair vitaminas C e E, selénio, carotenoides, fitoestrégenos, fibras e
acido fdlico, substancias com propriedades protetoras ao organismo humano, de
frutas, vegetais e cereais. Estes compostos podem agir independentemente ou em
combinacdo com agentes anticancer ou cardioprotetores por uma variedade de
mecanismos (RICE-EVANS et al., 1997).

O Brasil, com sua enorme biodiversidade, pode contribuir para o
desenvolvimento de novos medicamentos a partir de plantas. Embora varias plantas
sejam utilizadas com fins terapéuticos pela populacédo, a grande maioria hdo possui
dados cientificos que comprovem sua eficacia e seu espectro toxicologico no
homem, assim como garantia de qualidade do produto ou de sua producéo
(SIMOES; SCHENKEL, 2002; FERREIRA, 2012).

Na éarea farmacéutica, as plantas e os extratos vegetais sempre tiveram

grande relevancia, tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas como
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protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos, para a obtencdo de
adjuvantes (substancias utilizadas na formulacdo de medicamentos) ou, ainda, para
a elaboracdo de medicamentos exclusivamente a base de extratos vegetais, 0s
medicamentos fitoterapicos (SHENKEL et al., 2001).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em quase todas as suas reunidoes
recomendava que 0s paises membros, especialmente os do terceiro mundo,
procurassem ampliar o arsenal terapéutico para a saude pdublica, através do
aproveitamento das praticas de medicina caseira empregadas pela populagao
destes paises (MATOS, 2000).

Para muitas comunidades e grupos étnicos, o uso de plantas medicinais € o
Unico recurso terapéutico disponivel. O uso de plantas no tratamento e na cura de
enfermidades € tdo antigo quanto a espécie humana. O consumo de remédios
caseiros a base de plantas é uma realidade assimilada ndo sO pela industria
farmacéutica, como também pelo poder publico (LOPEZ, 2006).

O Brasil € detentor da maior biodiversidade do planeta. Com cerca de 22% de
todas as espécies vegetais conhecidas, 0 pais possui um patrimdnio genético
potencialmente capaz de render-lhe beneficios econdmicos (LOPEZ, 2006).

Algumas caracteristicas desejaveis das plantas medicinais sdo sua eficacia,
baixo risco de uso, assim como reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.
Entretanto, para a formulacdo de fitoterapicos, € necessario um trabalho
multidisciplinar jA& que para uma espécie vegetal ser corretamente selecionada, é
preciso cultivo adequado e avaliagcdo dos teores de principios ativos para que seja
manipulado e utilizado na clinica médica (TOLEDO et al., 2003).

O estudo das propriedades biolégicas e a busca por principios bioativos em

plantas com o intuito de obter novos produtos fitoterapicos tem avancado
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incessantemente em todo o mundo. Dentre as diversas plantas estudadas, as
pimentas, que sempre foram utilizadas como condimentos, merecem destaque, pois
exibem uma gama de propriedades fisiolégicas e farmacoldgicas (ALVES, 2006). A
presenca de propriedades fitoterapicas, aliada a abundéancia e alto valor
mercadoldgico do produto condimentar, valorizam a espécie nativa e impulsionam
estudos mais aprofundados e direcionados acerca dos aspectos biolégicos da
planta, necessarios para sua aplicagdo em cosméticos e produtos farmacéuticos
(BERTOLDI, 2006).

Basicamente ha dois géneros de pimenta, Piper e Capsicum. As mais antigas
sdo do género Piper, que sdo as sementes de plantas da familia das Piperaceas. O
principio ativo mais importante desse género € a piperina. O género Capsicum
compreende cerca de 30 espécies conhecidas e pertence a familia Solanacea. O
principio ativo desse género € a capsaicina (BONTEMPO, 2007).

2.2 Género Capsicum

As pimentas sdo especiarias populares em muitas partes do mundo,
apreciadas por seus atributos sensoriais de coloracéo, pungéncia e sabor (OCHI et
al., 2003). A industria alimenticia é a maior consumidora do género Capsicum que o
utiliza como agente colorante e condimentar em molhos, sopas, carnes
processadas, lanches, doces, bebidas alcoolicas e nado alcoolicas (PINO et al.,
2007).

No Brasil, as pimentas séo cultivadas principalmente nos estados de Minas
Gerais, Bahia e Goias (FILHO, 2012). O Brasil ja foi o primeiro produtor e
consumidor mundial de pimentas, até o inicio dos anos 90, mas perdeu diversas
posicdes no ranking e ficou atras do México (maior mercado produtor e consumidor

de pimentas do mundo), da india, Tailandia e alguns paises africanos. A capital
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nacional da pimenta vermelha no Brasil € o municipio de Turugu, no Rio Grande do
Sul, que comegou a cultiva-la no final do século XIX (BONTEMPO, 2007).

Ha alguns anos relata-se que o consumo de certos alimentos e temperos
como as pimentas podem exercer efeito satisfatorio sobre a saude. O género
Capsicum origina-se de zonas tropicais e Umidas da América Central e do Sul,
pertence a familia Solanaceae e inclui pimentas de importante valor econdmico.
Existem vérias espécies Capsicum, trés das quais sdo muito propagadas e tem
frutos com muita pungéncia: C. annuum, C. frutescens e C. chinense (MENICHINI et
al., 2009). A pungéncia do fruto Capsicum € devido a um grupo de compostos
chamado capsaicinoides que estdo presentes em diferentes quantidades nas
variedades de pimentas (CONSTANT; CORDELL, 1995).

A capsaicina € um dos constituintes ativos do género Capsicum, junto com
pelo menos 100 outros compostos, variando de capsaicinoides (capsaicina e

analogos) a terpenos e substancias quimicas variadas (GOVINDARAJAN, 1986).

O principal componente pungente da pimenta € um composto hidrofobico,
incolor, inodoro, de cristalino a graxo que é conhecido como capsaicina.
Quimicamente, a capsaicina é a 8-metil-N-vanilil-trans-6-nonenamida (SUZUKI,
IWAI, 1984; BONTEMPO, 2007) (Figura 1). A capsaicina apresenta em sua
estrutura quimica, além de uma funcéo éter, a funcdo fenol e uma funcdo amida

(CARVALHO, 2012).

Outros capsaicinoides importantes encontrados no género Capsicum sédo a
dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina, mas que sdo menos abundantes que a
capsaicina (RUMSFIELD; WEST, 1991; KIRSCHIBAUM-TITZE et al., 2002). A
capsaicina e dihidrocapsaicina sdo responsaveis por mais de 90% do ardor dos

frutos Capsicum (GARCES-CLAVER, 2006; CISNEROS-PINEDA et al., 2007).
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Figura 1. Estruturas quimicas dos capsaicinoides mais importantes
O quimico Wilbur Scoville (1912) desenvolveu um método para medir o nivel
de ardor das pimentas. Este teste foi chamado de teste organoléptico de Scoville. No
teste original, Scoville preparava uma solucdo de pimenta moida com agua e acgucar.
Provadores ingeriam a solu¢cdo em concentracdes crescentemente diluidas, até ndo
sentirem mais o liquido arder na boca. Um nimero foi entdo dado a cada pimenta,

baseado no quanto que esta precisou ser diluida até que eles ja ndo pudessem

sentir o ardor. A pungéncia das pimentas € medida em multiplos de 100 unidades, a

partir do pimentdo com zero unidade a white habanero com 300.000 unidades de
Scoville. A pimenta malagueta tem elevado grau de pungéncia, oscilando entre
60.000 e 100.000 unidades Scoville. A capsaicina apresenta entre 15.000 e 16.000 e

a dihidrocapsaicina 15.000 unidades de Scoville.
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A sensacao de calor provocada pelas pimentas deve-se a irritagdo de células
trigeminais, localizadas na boca, nariz e estbmago, as quais sao basicamente
receptores para a dor. Estes neurdnios sensitivos lancam a Substancia P, um
neurotransmissor quimico que comunica ao cérebro sobre a dor ou inflamacéo na
pele. O consumo repetido de pimenta confunde receptores da Substancia P e, por
esta razdo, algumas pessoas toleram comer cada vez mais pimentas, tendo a
sensacao de menos calor. Quando aplicada topicamente sobre a pele, a capsaicina
ativa uma explosdo da Substancia P das fibras C (fibras nervosas de transmisséo
lenta, responsaveis pela dor prolongada), sendo este o inicio da sensacdo de
gueimacdo (BONTEMPO, 2007).

As pimentas contém uma grande quantidade de fitoquimicos como

capsaicinoides, vitaminas C, D e E, além de compostos fendlicos e carotenoides, 0s
guais sao compostos que beneficiam a saude (HOWARD et al., 2000; DEEPA et al.,
2007; OBOH et al., 2007; ALVAREZ-PARRILLA et al., 2011).
A biossintese dos capsaicinoides ocorre na placenta vegetal, onde células
epidérmicas especializadas os acumulam em vacuolos e finalmente excretam estes
alcaldides e os gotejam sobre as sementes e superficie interna do pericarpo
(CISNEROS-PINEDA et al., 2007).

Zimmer e colaboradores (2012) avaliaram a atividade antioxidante e anti-
inflamatéria de Capsicum baccatum e determinaram o teor de fendlicos totais e
conteudo de flavonoides. O estudo demonstrou que os frutos de Capsicum
baccatum apresentaram compostos com potencial antioxidante e anti-inflamatério
gue poderiam ser usados como protétipo em estudos de quimica medicinal para

projetar novas drogas.
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Ao estudar quatro variedades de Capsicum annuum, Hervert-Hernandez e
colaboradores (2010) compararam o perfil bioativo e estimaram a extens&do de
bioacessibilidade intestinal do - caroteno, 3 - criptoxantina e zeaxantina presentes
nos frutos secos de pimenta usando um modelo gastrointestinal in vitro. Os autores
concluiram que as quatro variedades de pimentas estudadas podem ser
consideradas boas fontes de compostos bioativos antioxidantes que apresentam
bioacessibilidade intestinal.

2.3 Atividades farmacolédgicas da capsaicina

Para determinar o nivel toxico letal dos capsaicinoides em animais, pesquisadores
utilizaram ratos, camundongos, porquinhos-da-india e coelhos. Foi avaliada a
administracdo de capsaicina pura intravenosa, quando ingerida e aplicada
topicamente, até a morte dos animais. A dose toxica letal de capsaicina, medida em
miligramas por Kg do animal foi de 0,56 mg intravenosa; até 190 mg, quando
ingerida e 512 mg na aplicacdo topica. A provavel causa da morte em todos os
casos foi parada respiratoria. Para um individuo de 60 kg, este nivel de toxicidade
seria comparado ao consumo de aproximadamente 1,94kg de frutos de pimenta,
portanto uma quantidade extremamente alta. Além de que a dor e a sensacao de
ardéncia dos frutos evitam que se consuma em excesso (GLINSUKON et al., 1980).

Quando aplicada topicamente ou injetada, a capsaicina produz dor em
gueimacdo, hiperalgesia ao calor na proximidade do local da aplicacdo e
hiperalgesia mecanica numa area maior nos arredores (SIMONE et al., 1998).

Os resultados de Leelahuta e colaboradores (1983) encontrados em testes in
vivo com ratos, camundongos e hamsters demostraram que % da capsaicina
administrada via oral é facilmente absorvida no estdbmago e intestino delgado e

excretada nas fezes e urina. Os autores sugeriram ainda que microssomas do figado
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e rins dos animais sédo capazes de metabolizar a capsaicina. Ela seria metabolizada
em pelo menos trés produtos: um &cido vanilico (vanililacetamida) e os metabolitos
5-hidroxi-capsaicina e 3,4-dihidroxibenzil-8-metil-6-nonenamida.

Pastre e colaboradores (2008) utilizaram um gel com 0,025% de capsaicina
com xilocaina a 10% cinco vezes ao dia durante 10 minutos por 30 dias a fim de
verificar a diminuicdo da dor neuropatica de uma paciente de 62 anos totalmente
desdentada com grande reabsor¢cdo mandibular. Decorrido o periodo do tratamento,
a dor cessou e a mesma foi reavaliada até 18 meses da conclusdo do tratamento
sem apresentar sintomatologia dolorosa.

Num estudo em humanos, Simone e colaboradores (1998) injetaram
capsaicina em concentracdes que variaram de 0, 2 a 20ug em um volume de 20uL
nos bragos de oito voluntarios. Os autores testaram o limiar de dor ao calor, dor
perfurante, ao frio e tactil. Os autores concluiram que a capsaicina pode ser utilizada
em sindromes nas quais ha avanco da patologia nervosa e a regeneracdo deste
tecido € necessario para preservar ou restaurar a deteccéo de estimulos nocivos.
Observaram entdo, que a capsaicina poderia ser Gtil para estudar mecanismos de
regeneracao de fibras nervosas intracutaneas e avaliar os efeitos neurotroficos e
outros agentes farmacoldgicos em estudos correlacionados morfolégicos e
psicofisicos.

Numa andlise do papel da proteina fosfatase 2A (PP2A) na resposta
nociceptiva comportamental induzida pela injecdo intradérmica de capsaicina na
superficie plantar de ratos, Zhang e colaboradores (2003) observaram que a PP2A
estd envolvida na manutencdo dos mecanismos de hiperalgesia (sensibilidade
elevada a estimulos dolorosos) e alodinia secundéarias (sensacao dolorosa

provocada por um estimulo geralmente ndo doloroso). A capsaicina causou aumento
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no nimero de respostas as aplicacdes repetidas de estimulos mecanicos in6cuos e
nocivos, indicadores de hiperalgesia e alodinia.

O tratamento do nervo ciatico com capsaicina pode aliviar a dor provocada
pelos estimulos mecéanicos e térmicos de um modelo de injdria de nervo espinhal.
Duas semanas apo6s a lesédo do nervo ciético, os autores fizeram uma nova cirurgia
envolvendo o nervo com uma gaze embebida em capsaicina 2% durante 30 minutos.
Os autores concluiram que o uso da capsaicina foi eficaz no tratamento da
hiperalgesia térmica, mas ndo na alodinia ao frio (KIM et al., 2008).

Pretendendo avaliar se a injecao intraplantar em ratos facilitaria a retirada de
resposta ao estimulo térmico e mecanico, Gilchrist e colaboradores (1996)
observaram que o desenvolvimento e manutencdo da hiperalgesia, envolve
mecanismos complexos tanto nos niveis de sistema nervoso central como periférico.
Eles afirmaram que os mecanismos envolvidos requerem atencdo multidisciplinar. A
injecao intraplantar de capsaicina em ratos podera ser um modelo util para estudos
de mecanismo neural basico e hiperalgesia térmica e mecanica, através de estudos
paralelos de comportamento, eletrofisioldgico e farmacoldgico.

Duff e colaboradores (1997) confeccionaram balas de pimenta que foram
utilizadas por cinco pacientes com cancer (4 cabeca e pescoco e 1 transplante de
medula éssea) em tratamento quimio e radioterapico. Os voluntarios relatavam dor
oral de moderada a forte. Depois da classificagcdo da dor antes da terapia com a
capsaicina, os voluntarios consumiram as balas e relacionaram a dor clinica com o
gueimor da capsaicina a cada 2 minutos durante 20 minutos. Eles deixavam a bala
se dissolver completamente na boca (entre 6 a 10 minutos). A dor média relacionada
foi entre moderada e forte antes do tratamento, atingindo o maximo ligeiramente 6

minutos ap6s consumo da bala. Decorridos 20 minutos, a sensacao dolorosa estava
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entre dificilmente detectavel e fraca. Quem relatava dor oral de moderada a forte se
beneficiou com a terapia com a bala de capsaicina. Dessensibilizar a boca é mais
rapido do que a pele porque os receptores estdo mais proximos da superficie. A
dessensibilizacao requer a exposicdo a capsaicina seguida da remocdo da mesma
para ocorrer a diminuicdo do queimor.

A acdo da capsaicina no dorso da lingua de individuos voluntarios foi avaliada
por Ngom e colaboradores (2001). O estimulo foi repetido 10 vezes por sessao.
Utilizava-se papel filtro embebido com capsaicina diluida em &lcool depositado sobre
a lingua dos voluntarios por 25 segundos. O estimulo era repetido apés 15
segundos. Para avaliar a dor, utilizou-se uma escala a cada minuto durante cinco
minutos e a cada dois durante os vinte minutos seguintes. Antes do experimento e
no intervalo entre as aplicacbes, os voluntarios bochechavam 30 mL de &agua
deionizada por trinta segundos. Segundo os autores o modelo de capsaicina de dor
oral permite uma boa confiabilidade e sensibilidade, e permite uma avaliacdo segura
dos candidatos a analgésicos topicos e drogas anestésicas.

A injecao de 0,1 pg de capsaicina intraplantar em tecidos inflamados promoveu
a dessensibilizacdo do receptor TRPV1 (receptor de potencial transitorio da
subfamilia vaniloide do tipo 1), prolongando o efeito analgésico induzido por ela
(BAAMOND et al.,2005). O receptor da capsaicina (TRPV1) € um transdutor de
calor, o qual converte o calor intenso em atividade elétrica nos neurbnios
(CATERINA; JULIUS, 2001).

O receptor TRPV1 foi identificado em terminacdes e corpos celulares de
neurénios do ganglio da raiz dorsal e do ganglio trigeminal, bem como em alguns
tipos de células ndo neuronais. A exposicdo de fibras nociceptivas periféricas a

droga ndo estimula apenas a funcdo sensorial das fibras, mas também liberacdo de
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neuropeptideos ativos e peptideo relacionado ao gene da calcitonina. Em humanos
ele corresponde a sensacao de queimor e vermelhiddo que sao observadas depois
da aplicacéo local de capsaicina. A aplicacdo repetida de capsaicina blogueia o
receptor com consequéncias refratarias das fibras nociceptivas, que se tornam
insensiveis ndo sé a capsaicina como a outros estimulos (ZSALLASI, 2002). Esse
efeito dessensibilizante sugere que a capsaicina € uma ferramenta terapéutica em
potencial na terapia da dor (WINTER et al,1995).

O peptideo relacionado ao gene da calcitonina € liberado dos nervos perivasculares
do pancreas com efeito sobre a vasomobilidade e liberacdo de citocina nos
processos inflamatérios, incluindo pancreatite aguda. A capsaicina estimula a
liberagdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina melhorando a
microcirculacdo e reduzindo a inflamacdo na pancreatite aguda experimental
(SCHNEIDER et al., 2009).

A capsaicina promove analgesia reduzindo a substancia P em pequenos
neurdnios nociceptores de fibras em que o TRPV1 € predominantemente localizado.
Ela liga-se ao receptor TRPV1 vaniloide, que atua como um integrador molecular de
estimulos quimicos e fisicos da dor (HAYMAN; KAM, 2008).

Nociceptores sao estruturas nervosas especializadas, localizadas nos terminais
periféricos de nervos sensitivos, 0s quais respondem a estimulos térmicos,
mecanicos e quimicos, convertendo esses estimulos em sinais neurais que Sao
transportados para o sistema nervoso (MENEZES, 2008).

Menéndez e colaboradores (2004) afirmaram que a capsaicina induz um efeito
analgésico ap0s a resposta excitatoria inicial. Foi realizada uma injecao intraplantar
de 10 pg de capsaicina. Os autores observaram que os efeitos analgésicos da

capsaicina sdo consideravelmente reforcados durante a inflamacao, apoiando o fato
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de que a estimulacdo do TRPV1 pode constituir uma estratégia adequada de evitar
uma hiperalgesia inflamatoria.

Segundo Mori e colaboradores (2006) a capsaicina induziu cerca de 80% das
células tumorais de prostata de camundongo mantidas em cultura a acionarem 0s
mecanismos bioquimicos que conduzem a morte celular, também chamada de
apoptose. Como resultado, tumores tratados com capsaicina tinham cerca de um
quinto do tamanho de tumores néo tratados. A capsaicina também reduziu tanto a
producdo do antigeno prostéatico, uma proteina produzida em quantidades elevadas
pelos tumores de préstata. Ainda segundo o estudo, a dose necessaria para surtir 0
mesmo efeito nos seres humanos equivale a ingestdo de trés a oito pimentas
vermelhas frescas, trés vezes por semana. Os pesquisadores trabalharam com o
extrato da pimenta mexicana Habanera que apresenta alto teor de capsaicina.

Petruzzi e colaboradores (2004) realizaram um estudo comparativo, triplo
cego, com administracdo de capsaicina durante gquatro semanas em pacientes com
histérico de ardor bucal e observou-se melhora da dor bucal em 84% dos pacientes,
comparado com o grupo controle. A eficacia terapéutica da capsaicina fortalece a
hipotese de uma possivel causa neurogénica na sindrome do ardor bucal, ja que a
capsaicina age nos mesmos receptores que captam os estimulos dolorosos.

Para avaliar o efeito da administracdo intranasal de capsaicina para
enxaqueca crbnica, Fusco e colaboradores (2003), realizaram um estudo duplo-cego
com oito pacientes. O grupo da capsaicina recebeu 100 pL de uma emulséo
contendo 300 pg de capsaicina dissolvidas em 80% de solugcédo salina, 10% de
parafina e 10% de Tween 80, aplicada em ambas as narinas uma vez ao dia durante
sete dias. Por 10 dias antes e durante 30 dias ap0s o inicio do tratamento, foi feita

avaliacdo diaria da intensidade da dor de cabeca. A queimacdo nasal foi bem
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tolerada, pois durava no maximo 10 minutos. Os pacientes tratados com a
capsaicina relataram melhora entre 50 a 80% da enxaqueca. Os autores sugeriram
gue a aplicacdo nasal da capsaicina € uma terapéutica eficaz contra a enxaqueca
cronica.

O modelo de ativacdo nervosa sensorial da capsaicina € atraente porque 0s
eventos moleculares envolvidos (ativacdo dos receptores TRPV1, entrada de
cations, despolarizacéo das fibras C) sdo muito mais conhecidos que os envolvidos
em outros modelos de dor queimante (ex.: formalina, veneno de abelha) quando
vérios tecidos e mediadores celulares estao envolvidos (SAWYNOK et al., 2006).

A eficacia de aplicacfes topicas diarias de capsaicina na concentracdo de
0,025% em tratamento de prurido em cachorros com dermatite atdpica e o efeito
dessa terapia sobre concentracdes cutdneas de substancia P (neurotransmissor
nociceptivo responsavel pela modulacdo e sensacao de dor) para avaliar a possivel
correlacdo entre o prurido e a presenca de substancia P na pele, foram avaliadas
num estudo duplo-cego por Marsella e colaboradores (2002). Estes concluiram que
as concentracdes de substancia P na pele ndo estavam relacionadas com a
intensidade do prurido e ndo apresentaram mudanca significativa durante ou entre
as repeticdes do tratamento. Mas houve uma diminuicdo significativa do prurido
depois do uso da capsaicina por seis semanas.

2.4 Flavonoides

Flavonoides sdo compostos polifendlicos sintetizados a partir da via do
fenilpropano, que apds varios processos metabodlicos, formam um esqueleto
carbbnico de 15 &tomos, numa estrutura classificada como benzo-y-pirona (DI

CARLO et al., 1999). Este esqueleto carbbdnico € organizado em trés anéis, sendo
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dois arométicos (denominados A e B) e entre ambos, o ciclo do anel C que é

formado com trés carbonos (Figura 3).

O
C

Figura 2. Estrutura basica de um flavonoide.

Os flavonoides sdo uma grande classe de compostos, onipresentes em
plantas (CUSHNIE; LAMB, 2005), que usualmente ocorrem como glicosideos.
Emitem fluorescéncia brilhante quando sdo excitados pela luz ultravioleta. Eles
contém vérias hidroxilas com funcdes fendlicas ligadas a estrutura do anel
chamadas de A, B e C. As variacOes estruturais dentro dos anéis subdividem os
flavonoides em varias familias: flavonodis (quercetina e kanferol), flavonas (luteolina,
apigenina e crisina), flavandis (catequina) e isoflavonas (genisteina) (Figura 2). Em
mamiferos, os flavonoides sédo obtidos somente através da dieta. Estdo presentes
em frutas, vegetais, grdos, sementes, chas e vinhos (RICE-EVANS et al., 1997,

HAVESTEEN, 2002).
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Flavonois

Figura 3. Principais grupos de flavonoides

Os flavonoides mais encontrados em pimentas sao agliconas e glicosideos
de miricetina, quercetina, luteolina, canferol e apigenina (BAE et al., 2012).

Os principais grupos de compostos com propriedade antimicrobiana,
extraidos de plantas sao classificados conforme suas -caracteristicas fisicas,
guimicas ou atividade bioldgica. Tais compostos sdo 0s 0leos essenciais, alcaloides,
glicosideos, compostos fendlicos, saponinas, mucilagens, terpenoides, flavonoides e
taninos (MARTINS et al., 2003).

As flavonas (luteolina e apigenina) ocorrem geralmente como glicosideos,
principalmente, nas folhas e outras partes das plantas acima da superficie do solo,
pois sua biossintese € estimulada pela luz. Em vegetais, os glicosideos de
guercetina predominam, mas glicosideos de kanferol, luteolina e apigenina também
estdo presentes (HERTOG et al.,1992).

O método de escolha para determinacdo de flavonoides € a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE). A deteccao de flavonoides pelo método CLAE é
baseada em absorcdo no UV-Vis e 0 uso da deteccado por arranjo de diodos (DAD),
gue permite a escolha de varios comprimentos de onda, facilitando a identificacéo e

guantificacdo dos flavonoides (MATTILA et al., 2000).

2.4.1 Atividades bioldgicas dos flavonoides
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Os flavonoides sdo uma familia de compostos derivados de plantas com
atividade  potencialmente  exploraveis, incluindo diretamente  atividade
antimicrobiana, sinergismo com antibidticos e supressdo da viruléncia bacteriana
(CUSHNIE; LAMB, 2011). Segundo Trabulsi et al. (2004), os antimicrobianos podem
influenciar sobre a parede celular e/ou membrana celular, afetar a atividade
enzimatica ou estrutura do protoplasma, bloqueando certas reacfes enzimaticas ou
sintese de enzimas na célula microbiana, podendo levar a destruicdo desses micro-
organismos.

Por serem compostos fendlicos, os flavonoides estdo propensos a oxidacao
formando quinonas. Uma das propriedades mais discutidas dos flavonoides é sua
habilidade de neutralizar os radicais livres (SAWAI et al., 2005).

Os radicais livres tém um papel importante no processo de envelhecimento e
dano tecidual. S&o conhecidos por se ligarem covalentemente a macromoléculas de
tecidos vitais, tais como proteinas e DNA. Favorecem reacfes em cadeia, como a
peroxidacdo lipidica, ou podem gerar novas espécies de radicais. Os danos
oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados com a etiologia de
varias doencas como aterosclerose, cancer, cardiopatias, catarata, entre outras
(ROY; KULKARNI, 1996).

Quimicamente, pode-se definir radical livre como qualquer espécie que
contenha pelo menos um elétron desemparelhado que ocupe, por si, um orbital
atémico ou molecular. Como exemplos, cita-se o radical anion superéxido (0, ° ), o
oxido nitrico (NO®), o radical hidroxila (HO®) e o préoprio oxigénio molecular
(dioxigénio, O,, um di-radical) (VIEIRA, 2012).

A formacéo de radicais livres in vivo ocorre via acéo catalitica de enzimas,

durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo
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celular e pela exposicdo a fatores exdgenos como: ozbdnio, radiacbes gama e

ultravioleta, medicamentos, dieta inadequada e cigarro (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Os agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres
podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos.
Flavonoides, a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, &cido ascérbico (vitamina C),
curcumina, proteinas do plasma, selénio, glutationa, clorofilina e L-cisteina sdo
exemplos de antioxidantes ndo enzimaticos. Dentre os enzimaticos pode-se citar:
superéxido dismutase, catalase, NADPH-quinona oxidoredutase, glutationa
peroxidase e enzimas de reparo (SIES, 1993).

Exceto em micro-organismos anaerébicos, em todos os sistemas biolégicos,
desde os mais simples, como o0s procariontes até os mais especializados como 0s
mamiferos e plantas, as espécies reativas de oxigénio (ROS) sédo produzidas nas
mitocondrias como um subproduto do metabolismo normal durante a producédo de
energia (SORG, 2004).

Os exemplos de ROS mais comuns sdo os radicais superéxido (0,° ),
hidroxila (OH®), peroxila (RO), alcoxila (RO) e hidroperoxila (HO,). O 6xido nitrico
(NO) e o diéxido de nitrogénio (NO;) sdo espécies reativas de nitrogénio (SOUZA et
al., 2007).

Ha alguns anos, os antioxidantes sédo citados como agentes profilaticos e
terapéuticos. Estes sdo os agentes que removem os radicais livres e espécies
reativas de oxigénio e previne os danos causados por eles. Os radicais livres tém
sido associados com patogénese de varias desordens como cancer, diabetes,
doencas cardiovasculares, doencas autoimunes, doencas neurodegenerativas e

estdo ainda relacionadas com o envelhecimento (RATNAM et al., 2006).
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Quimioprevencédo é definida como o uso de substancias naturais ou sintéticas
para prevenir a formagdo do céncer ou o progresso deste. Na literatura tém sido
cada vez mais relatadas as evidéncias que os compostos fendlicos podem ter um
potencial efeito inibitorio sobre a invasdo do cancer e metastases. A metastase é um
agravante que aumenta o risco de morte relacionada ao cancer. Alguns compostos
como a capsaicina (SHIN et al., 2008), o &cido gélico, acido clorogénico, acido
caféico sdo sugeridas como substancias anticancerigenas ou antimetastases
(WENG; YEN, 2012).

Alimentos ricos em &cidos fendlicos possuem propriedades inibitérias contra
comportamentos invasivos e metastaticos (p.ex.: adesao, migracdo e angiogénese)
de uma variedade de células cancerigenas in vitro e/ou in vivo (WENG, YEN, 2012).

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de
compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geracao
de radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais € resultante do metabolismo de
oxigénio. A mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons, é a principal
fonte geradora. O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo de inibir e/ou reduzir
os danos causados pela acéo deletéria dos radicais livres e/ou espécies reativas ndo
radicais (BARBOSA et al., 2010).

Antioxidantes s@o necessarios para evitar a formacéo e se opor a acdes de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que séo gerados in vivo e causam danos
ao DNA, lipidios, proteinas e outras biomoléculas. Defesas antioxidantes enddégenas
(p.ex.: superéxido dismutase) sédo inadequados para evitar completamente os danos,
de modo que dietas antioxidantes sdo importantes na manutencdo da saude. O

interesse também € crescente no papel de compostos fendlicos das plantas,
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especialmente flavonoides. Alguns antioxidantes podem exercer efeitos pro-
oxidantes in vitro, mas a sua relevancia fisiologica € incerta (HALLIWELL, 1996).
2.5 Atividade antimicrobiana da pimenta

A atividade antimicrobiana de polifendis que ocorrem em alimentos vegetais e
plantas medicinais tem sido extensivamente investigada contra uma vasta gama de
micro-organismos (DAGLIA, 2012). Doencas infecciosas causadas por bactérias,
fungos, virus e parasitas sdo ainda uma ameaca para a saude publica, apesar do
enorme progresso na medicina humana. O seu impacto é particularmente grande em
paises em desenvolvimento, devido a indisponibilidade relativa dos medicamentos e
surgimento da resisténcia generalizada as drogas (COS et al., 2006).

As pimentas pungentes podem constituir fator de protecéo quando agregados
as formulacdes e preparacdes alimentares (CARVALHO et al., 2010). A capsaicina
possui propriedades antimicrobianas que abrem portas para explorar o seu potencial
como um inibidor natural de micro-organismos patogénicos em alimentos
(DORANTES et al., 2000). Cruz et al. (2003) relacionaram a pungéncia das pimentas

a atividade antibacteriana dos extratos destas plantas.
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OBJETIVOS

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acéo antimicrobiana da capsaicina, dihidrocapsaicina e do flavonoide
crisoeriol isolados a partir da pimenta malagueta e atividade antioxidante da
capsaicina e dihidrocapsaicina, assim como das cascas, sementes e frutos inteiros

de pimenta malagueta (Capsicum frutescens).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar quimicamente a pimenta malagueta (Capsicum frutescens).

2. Extrair e identificar os capsaicinoides e flavonoide da amostra de pimenta
malagueta.

3.Purificar a capsaicina, dihidrocapsaicina e flavonoide isolados do extrato de
pimenta malagueta.

4. Quantificar em HPLC a capsaicina, dihidrocpasaicina e crisoeriol de frutos,
sementes, casca da pimenta malagueta e extrato etandlico.

5. Avaliar in vitro a atividade antioxidante dos extratos etandlico, hexanico e
acetonitrila e dos capsaicinoides isolados da pimenta malagueta.

6. Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana do extrato etandlico e dos compostos

isolados da pimenta malagueta.
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RESUMO

Pimenta malagueta (Capsicum frutescens), como é conhecida no Brasil, € uma das
espécies de pimenta mais usadas na culindria e na medicina popular brasileira.
Foram analisadas as atividades antioxidante e antimicrobiana, o teor de fendlicos
totais, capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol. O teor de capsaicina,
dihidrocapsaicina e crisoeriol encontrado foi de 9,2, 4,0 e 2,1 mg/g de extrato
respectivamente. A concentragdo inibidora minima foi determinada frente seis
linhagens de bactérias e da levedura Candida albicans, mas para todos os micro-
organismos testados foram necessarias concentracdes superiores a 1000 pg/mL. O
teor de fendlicos totais foi de 9,1 mg equivalentes de acido gélico/g de extrato. O
extrato etandlico de C. frutescens apresentou atividade eficiente frente aos radicais
DPPH' e ABTS™ (CEs de 302,3 e 82,6 pug/mL, respectivamente) e porcentagem de
atividade antioxidante pelo ensaio [B-caroteno/acido linoleico que variou de 15 a
47%. Os principais grupos de compostos extraidos de plantas com propriedades
biolégicas sdo os 6leos essenciais, alcaloides, glicosideos, compostos fendlicos,
terpenoides e flavonoides. Os nossos resultados sugerem que C. frutescens contém
um potencial antimicrobiano e antioxidante que pode estar associado com o seu teor

de fendlicos, capsaicinoides e flavonoides.

Palavras-chave: DPPH, sistema B-caroteno/acido linoleico, capsaicina, Capsicum

frutescens.
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ABSTRACT

Pimenta malagueta (Capsicum frutescens) as it is known in Brazil, is one of the
pepper species most used in cooking and in Brazilian folk medicine. Antioxidant and
antimicrobial activities, total phenolic compounds and capsaicin, dihydrocapsaicin
and crisoeriol content were analyzed. The content of capsaicin, dihydrocapsaicin and
crisoeriol found was 9.2, 4.0 and 2.1 mg/g extract, respectively. The minimal
inhibitory concentration was determined against six bacteria strains and Candida
albicans but for all of them were necessary concentrations higher than 1000 pg/ml.
The total phenolic content was 9.1 mg GAE/g extract. The ethanolic extract of C.
frutescens had an effective DPPH" and ABTS™ scavenging (CEs of 302.3 and 82.6
ug/ml respectively) and percentage of antioxidant activity by B-carotene/linoleic acid
assay that ranged from 15 to 47%. The main groups of compounds extracted from
plants with biological properties are essential oils, alkaloids, glycosides, phenolic
compounds, terpenoids and flavonoids. Our results suggest that C. frutescens
contains a potential antimicrobial and antioxidant that can be associated with its
phenolic, capsaicinoids and flavonoid contents.

Keywords: DPPH, B-carotene/linoleic acid system, capsaicin, Capsicum frutescens.
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INTRODUCAO

Capsicum (pimenta, Solanaceae) € um pequeno género compreendendo cerca de
30 espécies, algumas com variedades de grande importancia econémica. Cinco
espécies (C. annuum var. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum
variedades pendulum e umbilicatum e C. pubescens) foram domesticados por
nativos americanos (Moscone et al., 2007).

O maior numero de espécies estd concentrado no Brasil (Barboza e Bianchetti,
2005). Capsicum frutescens é uma planta popular encontrada em muitas partes do
mundo, que tem sido amplamente utilizado como condimento de alimentos, agente
colorifico, aditivo alimentar na pecuaria e nas industrias de alimentos e farmacéutica
(Schweiggert et al., 2006;. Pino et al., 2007; Boonkird, Phisalaphong, Phisalaphong,
(2008); Li et al., 2009; Zhuang et al., 2012). Sendo bastante consumida no Brasil e
conhecida como "pimenta malagueta”, ha poucos relatos de estudos sobre a sua
composicao quimica e propriedades bioldgicas.

A pungéncia do fruto € caracteristica do género, devido a substancias exclusivas das
pimentas, uma mistura conhecida como “"capsaicinoides”, que inclui mais de 20
alcaloides (vanilliaminas). A capsaicina, o principal componente desta mistura, esta
localizada na placenta dos frutos. Ela € um composto inodoro, solavel em gordura
gue é rapidamente absorvido através da pele e que provoca uma sensacao de
gueimadura no tecido de mamiferos quando entra em contato com 0 mesmo
(Hayman e Kam, 2008).

O género Capsicum é uma rica fonte de compostos fendlicos (Howard et al., 2000),
particularmente flavonoides como quercetina e luteolina (Lee et al., 1995). Fendlicos
e polifenois estdo entre os alimentos bioativos mais desejaveis por causa de sua

atividade antioxidante (Naczk e Shahidi, 2006). Alguns estudos tém demonstrado



62

papéis de protecdo dos flavonoides e carotenoides contra a doenca cardiaca
coronariana, derrames e alguns tipos de cancer. Estes efeitos protetores dos
compostos fendlicos séo atribuidos as suas atividades antiradicalar e de sinalizacao
celular (Krinsky e Johnson, 2005; Oboh e Rocha, 2007).

Antioxidantes naturais sao considerados serem multifuncionais e a sua atividade
depende de vérios pardmetros, tais como a multiplicidade e heterogeneidade da
matriz, as condicbes experimentais e principalmente o mecanismo de reacao (Gioti
et al., 2009). Os compostos antioxidantes em alimentos desempenham papéis
importantes como fatores de protecdo da salude e sao também amplamente
utilizados como aditivos em 6leos e gorduras e na inddstria alimentar para prevenir
ou retardar a deterioragéo dos alimentos (Suhaj, 2006).

A atividade antimicrobiana de polifendis que ocorrem em alimentos vegetais e
plantas medicinais tem sido extensivamente investigada contra uma vasta gama de
micro-organismos (Daglia, 2012). Doencas infecciosas causadas por bactérias,
fungos, virus e parasitas sdo ainda uma ameaca para a saude publica, apesar do
enorme progresso ha medicina humana. O seu impacto € particularmente grande em
paises em desenvolvimento, devido a indisponibilidade relativa dos medicamentos e
surgimento da resisténcia generalizada as drogas (Cos et al, 2006).
Preferencialmente, este deve estar sob a forma de novas classes de agentes
antibacterianos como a alteracdo estrutural da droga para a qual a resisténcia ja
desenvolveu raramente fornecem uma solucéo principal. Inibicdo de mecanismos de
resisténcia através do desenvolvimento de novos adjuvantes também representa

uma estratégia importante (Cushnie e Lamb, 2011).
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Neste estudo as atividades antioxidante e antimicrobiana e os teores de fendlicos
totais do extrato etandlicos de C. frutescens foi avaliado. Também foram isolados,
identificados e quantificados a capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol.

MATERIAIS E METODOS

Procedimento Geral

Os espectros de absorgcéo no infravermelho foram registados em pastilhas de KBr,
utiizando um espectrofotbmetro Varian 640 FT-IR com um acessoério de
funcionamento PIKE ATR na faixa de 4000-400 cm™. Foram utilizadas placas de
CCD de silica gel 60 F254 (E. Merck). Espectros de 'H e **C RMN foram obtidos
usando um espectrometro Bruker DPX300 (300 MHz para *H e 75 MHz para **C) em
DMSO-ds. O ultrassom Ultra Cleaner 1400 (Unique, Indaiatuba, Brasil) foi usado
para obter os extratos. O método analitico utilizado foi o de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (CLAE) (Shimadzu Corp Kyoto, Japéo) equipado com coluna
preparativa Luna C;g com 250 x 21,20 milimetros x 5 pum e pré-coluna Luna C;g de
21 mm (Phenomenex, Califérnia, EUA). O detector era um conjunto de diodos (DAD)
SPD-M20A Prominence (Shimadzu Corp Kyoto, Japéo), a temperatura do forno de
40 °C. O sistema consistia em duas bombas para solvente modelo LC-6AD,
equipado com um detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A (Shimadzu Corp
Kyoto, Japan). As amostras foram injetadas num Rheodyne 7125i equipado com
injetor de 20 uL. A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna Luna C-
18 5u 80A (150 x 4,6 mm x 5 um, Phenomenex, EUA). Todos os solventes utilizados
sdo de grau HPLC comercial. Capsaicina, - caroteno, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH), acido linoleico, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2- acido carboxilico

(Trolox), persulfato de potassio, 2,2 '-azinobis-(3 -etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
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(ABTS), &cido galico e reagente Folin-Ciocalteu foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA).

Amostra de pimenta malagueta

Os frutos maduros de C. frutescens utilizados neste estudo foram comprados de um
mercado local. Os calices e pedicelos foram removidos manualmente.

Extracao, isolamento e quantificacdo de compostos da pimenta malagueta

O fruto fresco maduro (800 g) foi extraido sucessivamente com etanol e obtido
157,69 g de extrato seco. O extrato etandlico foi submetido a analise antioxidante,
antimicrobiana e teor de capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol.

Para o isolamento e quantificacdo dos trés compostos presentes no extrato etandlico
por CLAE-DAD (Figura 1), os frutos (2,78 kg) foram secos numa estufa com
circulacao de ar (50 °C) durante 24 horas e triturados em seguida. A amostra seca
(1,9 kg) foi submetida inicialmente a extragcdo com hexano (3 repeticdes) e apos
filtragem e remocdo do solvente em evaporador rotativo a 40 °C, submetida a
extragcdo com acetonitrila (5 repeticdes). Ambas extracdes ocorreram em ultrassom
durante 30 minutos. O extrato acetonitrila foi solubilizado com metanol e injetado em
CLAE. A fase movel foi metanol/agua (70:30), fluxo de 15 mL/min e volume de
injecdo de 500 pL. ApoOs evaporacdo do metanol, o crisoeirol foi extraido com
acetato de etila e a capsaicina e dihidrocapsaicina extraidas com diclorometano.
Obteve-se 1.184 mg de capsaicina, 778 mg de dihidrocapsaicina e 36 mg do
flavonoide. A capsaicina e dihidrocapsaicina foram identificadas por comparacéo
com amostras auténticas, na analise por CCD e pontos de fus&do. O 'H e *C RMN
foram utilizados para elucidar a estrutura do flavonoide como crisoeriol.

O flavonoide crisoeriol, a capsaicina e a dihidrocapsaicina foram quantificados

usando o método do padréo externo com base na area dos picos. As analises foram
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realizadas através da representacao grafica da curva de calibracdo. Para construir a
curva de calibragdo para cada composto, solu¢cées de concentragcOes entre 31,2 -
500 pg/mL foram preparadas a partir de cada solucado, diluindo-se com metanol
volumes adequados, os quais foram, entéo, relacionados com a area de medi¢céo. A
area desses picos foram tabulados e a concentragdo correspondente de compostos
foi calculada a partir da curva de calibragdo. Para cada amostra, as analises
guantitativas foram realizadas trés vezes em 280 nm.

Determinacao do teor de fendlicos totais

A determinacdo do conteudo fendlico total presente no extrato de etanol de C.
frutescens foi realizada pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Slinkard
e Singleton, 1977; Gulcin et al., 2004) com modifica¢cdes, utilizando acido gélico
como padrao composto fendlico. 300 pL da solucéo do extracto de etanol (1 mg/mL)
foram adicionados 60 pL de reagente de Folin-Ciocalteu e 2460 pL de agua
destilada, sob agitacédo, durante 1 minuto. Em seguida, foram adicionados a mistura
180 pL de carbonato de sodio (2%) e agitar durante 30 segundos, resultando numa
amostra com concentracao final de 100 pg/mL. Apés duas horas de incubacéo, a
absorbéancia da amostra foi estimada por espectrofotometria, medindo em
comprimento de onda de 760 nm. Os resultados foram expressos como mg de
equivalentes de acido galico (EAG) / g de extrato.

Atividade sequestradora do radical DPPH

A atividade de eliminacédo de radicais livres na amostra foi determinada utilizando o
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) método espectrofotométrico segundo Silva et al.,
(2006). Este método é frequentemente usado para determinar a capacidade das

espécies de plantas na captura de radicais livres (Kogure et al., 2004).
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Uma solucdo de estoque de extrato etandlico de C. frutescens foi preparada a 5,0
mg/mL. Quantidades apropriadas da solucdo de etanol de DPPH" (23,6 pg/mL)
foram adicionados as amostras a fim de obter concentracfes finais que variam de
100 pg/mL a 500 pg/mL. A absorbancia foi medida a um comprimento de onda de
517 nm no espectrofotbmetro, apds um periodo de incubacdo de 30 minutos em
ultrassom, no escuro. O valor de CEsp representa a concentragdo da amostra
necessaria para obter metade da atividade sequestradora dos radicais DPPH. O
acido ascorbico foi utilizado como composto padrao.

Atividade sequestradora do radical ABTS™

Este teste envolve a geracdo do croméforo ABTS™ por oxidacdo de ABTS [2,2 -
azinobis-(3-etil-benzotialolina-6-sulfénico)] com o persulfato de potassio. O teste foi
realizado de acordo com a Re et al., (1999) com modificacbes. O ABTS foi dissolvido
em agua, a concentracdo de 7 mM. O cétion radical ABTS (ABTS™) foi produzido por
reacdo de solucdo de ABTS com persulfato de potassio 2,45 mM (concentracéo
final) e deixando a mistura em repouso no escuro a temperatura ambiente durante
12-16 h antes da utilizagdo. Em seguida, a solucido ABTS™ foi diluida com etanol
(1:100 v/v, aproximadamente), até uma absorbancia de 0,7 + 0,05 nm. A solucdo
estoque do extrato etandlico foi preparada com uma concentracdo de 1,0 mg/mL.
Quantidade apropriada de ABTS™ (2700 pL) foi adicionado & amostra para se obter
concentracfes finais que variam de 20-120 pg/mL e mantidas no escuro em
ultrassom, e ap6s 10 minutos, a absorbancia das amostras foram medidas a um
comprimento de onda de 734 nm a espectrofotdmetro. O controlo positivo utilizado

foi Trolox (0,1 mg/mL).
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Atividade antioxidante frente ao sistema B-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante foi determinada utilizando o teste p-caroteno de acordo com
a Bamoniri et al.,, (2010) com modificagdes. A solugdo de acido linoleico B-
caroteno/4cido linoleico foi preparada por adicdo de uma aliquota de 150 pL de
solugéo de B-caroteno (20 mg/mL em cloroférmio) em Erlenmeyer de 250 mL com
160 pL de acido linoleico e 660 uL de Tween 20, depois foram adicionados 140 mL
de agua destilada oxigenada . A absorbancia da emulsao foi ajustada entre 0,6 e 0,7
nm no comprimento de onda de 470 nm. Aliquotas de extrato de etanol bruto de C.
frutescens (50 pg/mL) foram comparados com o controle (sem antioxidante) e o
Trolox (16 pg/mL), utilizado como antioxidante padrdo. Uma leitura inicial de
absorbancia foi realizada imediatamente apés a adicdo das amostras e padrdo ao
sistema para determinar o tempo zero. Subsequentemente, a absorbéancia foi
monitorizada a cada 20 minutos durante 120 minutos. As amostras foram mantidas
em banho-maria a 40 °C durante a leitura. A capacidade antioxidante foi expressa
como percentagem de inibicdo da oxidacao.

Atividade antimicrobiana

Os micro-organismos utilizados neste estudo incluem Enterococcus faecalis
(UFPEDA 138), Bacillus subtilis (UFPEDA 86), Escherichia coli (UFPEDA 224),
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396),
Staphylococcus aureus (UFPEDA 02) e Candida albicans (UFPEDA 1007), foram
fornecidos pelo Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA), Brasil.

O ensaio de microdiluicdo foi realizado de acordo com métodos de referéncia do
CLSI M7 A6 para bactérias (Clinical Laboratory Standards Institute, 2003) e M27 A3

para leveduras (Clinical Laboratory Standards Institute, 2008). Foram utilizados
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microplacas de 96 pocos para obter-se o valor de CIM do extrato bruto etandlico de
pimenta malagueta contra os micro-organismos em estudo. A concentragéo final do
extrato variou de 5 mg/mL a 25 mg/mL e as diluicdes foram preparadas com DMSO.
A CIM foi determinada por medicdo de cada po¢co com um leitor de microplacas
(ASYS UVM 340, Cambridge, UK). A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi
definida como a menor concentragcdo de amostra que inibiu o crescimento bacteriano
em comparagdo com a densidade Optica de crescimento controle. Cloranfenicol (50
pg/mL) foi utilizado como controle positivo para todas as cepas bacterianas e
itraconazol (25 ug/mL) para as leveduras.

Analise estatistica

Todas as amostras foram analisadas em triplicata e os resultados foram reunidos e
expressos como médias + desvio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA). A eficacia anti-radicais livres foi estabelecida por analise de
regressao linear no intervalo de confianca de 95% (p <0,05). Os resultados foram
expressos como CEsp = SD, o qual representa a concentragcdo de amostra
necessaria para reduzir a absorbancia de DPPH ou ABTS™ em 50% em
comparacgdo com o controle negativo (DPPH ou ABTS™ sem solucéo de amostra).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Conteudo fendlico total

A determinacdo do conteudo fendlico total utilizando o método de Folin-Ciocalteu é
um meétodo conveniente, simples e rapido para a estimativa do contetudo fendlico
total de varias amostras (Singleton et al., 1999). Varios autores avaliaram o

conteudo de fendlicos de pimentas diferentes espécies do género Capsicum com a
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utiizacdo de variadas técnicas e solventes para a extracdo dos constituintes
guimicos de pimentas.

Pimentas contém niveis moderados a elevados de compostos fendlicos neutros ou
flavonoides, fitoquimicos que sdo componentes antioxidantes importantes que
podem reduzir o risco de doencas degenerativas (Hasler, 1998). O extrato etandlico
de C. frutescens deste estudo mostrou um maior teor de fendlicos (Tabela 1) que a
maioria daqueles relatados em estudos anteriores (Tabela 2). Essas diferencas
podem ser explicadas por variagbes na preparagcdo de amostras, extracado e
métodos de quantificacdo, formas quimicas de compostos analisados, a diversidade
de variedades e gendtipos (como pimentas doces ou ardidas), fase de maturacao, e
da utilizac&o de frutos frescos ou desidratados.

Quantificacdo do conteudo de capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol

O grupo de componentes pungentes peculiares aos frutos dessas plantas €
chamado capsaicinoides (Topuz e Ozdemir, 2007). Flavonoides e capsaicinoides
sao os fendlicos predominantemente encontrados em espécies Capsicum (Naczk e
Shahidi, 2006). Dois membros da familia capsaicinoide e um flavonoide foram
determinados a partir de extrato etandlico de C. frutescens (Tabela 3). Capsaicina e
dihidrocapsaicina sdo 0s mais pungentes capsaicinoides e sdo responsaveis por até
90% do total de pungéncia frutos de pimenta (Topuz e Ozdemir, 2007; Menichini et
al, 2009). Alguns autores avaliaram o conteudo de capsaicina e dihidrocapsaicina
em C. frutescens e encontraram valores variando de 0,72 a 3,7 e 0,75-2,4 mg/g peso
seco, respectivamente (Garcez-Claver et al., 2006; Ozguven e Yaldiz, 2011).
Curiosamente, nossos resultados mostraram contedudo notavel de capsaicina e
dihidrocapsaicina (9,2 e 4,0 mg/g de extrato). Quanto ao contetudo de flavonoides, a

maioria dos estudos sobre pimentas tém se concentrado em agliconas de
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flavonoides (quercetina e luteolina) (Materska et al., 2005; Marin et al., 2004). A
concentracédo do flavonoide crisoeriol (3'-metoxi-luteolina) encontrada neste estudo
foi de 2,1 mg/g de peso seco, resultado superior aos achados por Howard et al.,
(2000) que publicaram resultados de 0,03 mg/g para C. frutescens. Os
capsaicinoides e conteudo de flavonoides podem ser afetados por diferentes fatores,
como o estagio de desenvolvimento do fruto, a técnica de extragcdo, as espécies e as
condicbes ambientais de crescimento (Menichini et al., 2009; Ornelas-Paz et al.,
2010).

Atividade sequestradora dos radicais DPPH e ABTS

Estudos baseados no uso de radical DPPH" e ABTS™ estdo entre os métodos mais
populares espectrofotométricos para determinacdo da capacidade antioxidante de
alimentos, bebidas e extratos vegetais. Estes métodos tém sido frequentemente
utilizados para avaliar a atividade antioxidante dos compostos por meio de métodos
que sdo simples, rapidos, sensiveis e reprodutiveis (Ozgelik et al., 2003).

No ensaio de DPPH’, os antioxidantes sdo capazes de reduzir radical DPPH da cor
parpura a cor amarela ao receber um elétron ou um radical hidrogénio, mantendo-se
estavel. A atividade antiradicalar € avaliada através da diminuicdo da absorbancia
(Roginsky e Lissi, 2005). Este ensaio tem sido utilizado frequentemente para avaliar
a capacidade antioxidante de frutas e vegetais (OU et al., 2002; Imeh e Khokhar,
2002; Deepa et al., 2007; Ghasemnezhad et al., 2011).

Como pode ser visto na Tabela 1, o extrato etandlico de C. frutescens mostrou
menor capacidade antioxidante do que o controle positivo acido ascorbico. Estes
resultados sdo corroborados por Zhuang et al., (2012). No entanto, outras espécies
de Capsicum foram avaliadas e também exibiram valores de CEsg maiores que o

controle (Locatelli et al., 2009; Zimmer et al., 2012).
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A funcdo do método de ensaio de cation radical ABTS € monitorar o decaimento dos
radicais ABTS™ produzido pela oxidacdo de 2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazilina-6-
sulfonato) (ABTS), causada pela adicdo de uma amostra contendo fendis. O ABTS™
tem uma absorcéo forte e pode ser facilmente determinado por espectrofotometria,
medindo em comprimento de onda de 600-750nm. Na auséncia de fendlicos, o
ABTS™ é muito estavel, mas reage com um doador de energia do atomo de H, e é
convertido para uma forma incolor (Roginsky e Lissi, 2005). A CEsy para o ABTS
neste estudo (Tabela 1) foi menor do que a encontrada por Hervert-Hernandez et al.,
(2010) e Locatelli et al., (2009) que pesquisaram outras espécies de pimenta. Apesar
do elevado contetdo de compostos fendlicos, a atividade antioxidante mais baixa
em comparagcdo com o padrdo pode ser justificada porque o0s extratos brutos
produzidos contém também substéncias nao fendlicas, tais como agucares, acidos
organicos, proteinas e pigmentos, que podem interferir na avaliacdo antioxidante
(Kahkonenet al., 2001).

Atividade antioxidante frente ao sistema B-caroteno/acido linoleico

O ensaio B-caroteno é baseado na perda da cor amarelada do B-caroteno devido
sua reacdo com os radicais formados pela oxidacdo do acido linoleico em uma
emulsao (Silvestre et al., 2012). Este ensaio avalia o efeito inibitorio de um composto
ou uma mistura de oxidacéo de B-caroteno na presenca de oxigénio molecular (02).
Ensaio do B-caroteno remanescente da uma estimativa do potencial antioxidante da
amostra (Bamoniri et al., 2010).

A taxa de [B-caroteno pode ser retardada na presenca de antioxidantes (Oke et al.,
2009). Assim, o extrato etanodlico de C. frutescens apresentou atividade antioxidante

em todos os tempos testados. A percentagem de atividade antioxidante variou de 15
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a 47% (Figura 2). Aos 60 minutos (metade do tempo total), a atividade antioxidante
foi de 29%.

Os frutos contém uma ampla variedade de compostos fendlicos complexos, 0s quais
sdo usualmente ligados com acgucares. Alguns dos compostos fendlicos presentes
em maiores quantidades sdo flavonoides, derivados de acido cinadmico e
capsaicinoides (Materska e Perucka, 2005). Além disso, a atividade antioxidante dos
frutos da pimenta pode ser atribuida também ao &cido ascorbico e carotenoides.
Dai, a importancia de uma adequada correlacdo dos valores de atividade
antioxidante com constituintes da pimenta por causa da influéncia de outros
compostos sollveis, além de polifendis, presentes nos extratos que podem afetar a
capacidade antioxidante total (Hervert-Hernandez et al., 2010).

Atividade antimicrobiana

Os valores de concentracdo inibitoria minima (CIM) em mg/mL de extrato etandlico
de C. frutescens sdo mostrados na Tabela 4. Nossos resultados mostraram que as
bactérias Gram positivas e Gram negativas e levedura testadas foram inibidas pelo
extrato etanolico de C. frutescens. O melhor efeito inibitdério e os menores valores de
CIM foram contra bactérias Gram-positivas. Gracas a sua membrana protetora
exterior adicional, bactérias Gram-negativas sdo geralmente muito mais resistentes
aos agentes antibacterianos do que as Gram positivas (Bamoniri et al., 2010). Mas,
no entanto, os valores de CIM encontrados aqui vai contra os critérios adotados por
alguns autores (Cos et al, 2006.; Rios e Recio, 2005; Mbosso et al., 2010), que s6
consideram que para exibir atividade antimicrobiana sdo necessarias concentracoes
de até 1 mg/mL de extratos ou 0,1 mg/mL para os compostos isolados para que

essa atividade possa ser levada em consideracéao.
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CONCLUSAO

O extrato etandlico de C. frutescens mostrou atividades antimicrobiana e
antioxidante, sendo necessarias concentracdes elevadas para ser eficaz. A atividade
antioxidante pode estar relacionada com a presenca de compostos fendlicos, como
os flavonoides, encontrados em algumas espécies de Capsicum. O subsequente
isolamento de compostos possuindo propriedades antimicrobianas pode reduzir as
concentracfes necessarias para inibir o crescimento de micro-organismos.
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Figura 2. Atividade antioxidante do extrato etandlico de C. frutescens determinada por meio
do teste B-caroteno/acido linoleico. Colunas pretas — Trolox (16 pg/ml); Colunas brancas —

extrato etanolico de C. frutescens (50 pg/ml).
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Tabela 1. Atividade antiradicalar (DPPH" e ABTS™) e teor de fendlicos totais do extrato
etandlico de C. frutescens.

Fendlicos Totais ECso ABTS ECs, DPPH
(mg EAG/g extrato + DP) pg/mL + DP pg/mL £ DP
Extrato Etandlico Extrato Trolox Extrato Acido
Etandlico Etanolico Ascorbico

9,1+0,07 82,6+0,19 2,9+0,05 302,3+3,97 3,3+0,02




Tabela 2. Teor de fendlicos de vérias espécies de Capsicum.
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Autores Espécies Solventes da Teor de Fendlicos
Extracao
Alvarez-Parrilla
etal., 2011 C. annuum Metanol 1,0 mg EAG/g extrato
Hassimoto et al., C. annuum Metanol 1,3 mg EAG/g extrato
2005
C. annuum 5,7 mg EAC/g extrato
Howard et al., 2000 C. frutescens Metanol 5,1 mg EACg extrato
C. chinense 4,3 mg EAC/g extrato
Isabelle et al., 2010 C. annuum Solupao de, . 2,7 mg EAG/g extrato
Acetona,agua e acido
aceético (70:29.5:0.5)
Menichini et al., 2009 C. chinense Etanol 7,5 mg EAG/g extrato
Oboh et al., 2007 C. annuum Agua 2,1 mg EAG/g extrato
C. chinense 1,0 mg EAG/g extrato
C. chinense 17 mg EAG/g extrato
Ranilla et al., 2010 C. annuum Agua
C. baccatum 10-12 mg EAG/g
extrato
C. pubescens
Zhuang et al., 2012 C. frutescens Etanol 4,9mg EAG/g extrato

C. annuum

3,8 mg EAG/g extrato

EAG/g extrato — Equivalente acido galico/g extrato; EAC — Equivalente &cido clorogénico/g extrato.
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Tabela 3. Concentragdes de capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol no extrato etandélico
de C. frutescens (mg/g extrato £ DP).

Capsaicina Dihidrocapsaicina Crisoeriol

9,2+0,03 4,0 +0,02 21+1,24




Tabela 4. Concentragdo inibitéria minima do extrato etandlico de C. frutescens (mg/mL).

Micro-organismos Concentragdes

Bacterias Gram positivas

Enterococcus faecalis 5
Bacillus subtillis 5
Staphylococcus aureus 5

Bacterias Gram negativas

Escherichia coli 10

Klebsiella pneumoniae 10

Pseudomonas aeruginosa 25
Levedura

Candida albicans 5
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Resumo

O conteudo de fendlicos totais, capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol, a atividade
frente aos radicais livres DPPH’ e ABTS™, a capacidade antioxidante pelo sistema -
caroteno/&cido linoleico e atividade antimicrobiana da pimenta malagueta (Capsicum
frutescens) foram investigados. Nos extratos hexénico e acetonitrila de sementes,
cascas e frutos inteiros de C. frutescens foram encontrados contetdo fendlico total
variando de 3,2 - 110,6 mg equivalentes de &cido gdlico/g de extrato. De acordo com
a analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD), o conteudo de capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol
encontrados foram 164,3, 73,6 e 11,4 mg/g extrato, respectivamente. A capsaicina e
dihidrocapsaicina mostraram atividade antioxidante semelhante aos padrbes. Entre
0s extratos, frutos inteiros acetonitrila demonstraram uma excelente atividade
antiradicalar com ECs, de 24,3 pg/mL frente 0 ABTS™ e 105,1 ug/mL para o DPPH'.
O mesmo extrato foi mais eficaz na prevencéao da oxidacdo do B-caroteno (66,4%).
O crisoeriol apresentou a menor concentracdo (0,06 pg/mL) para inibir a maioria dos
micro-organismos. Este estudo demonstrou a notavel atividade antioxidante e
antimicrobiana de C. frutescens.

Palavras-chave: Capsicum frutescens, antioxidantes, antimicrobianos, crisoeriol,

capsaicina, dihidrocapsaicina.
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Abstract

Total phenolic, capsaicin, dihydrocapsaicin and chrysoeriol content, the radical
scavenging activity by DPPH and ABTS tests, antioxidant capacity by B-carotene
bleaching test and antimicrobial activity of malagueta pepper (Capsicum frutescens)
were investigated. At hexanic and acetonitrile extract of C. frutescens seeds, peels
and whole fruits were found total phenolic content ranging from 3.2 to 110.6 mg gallic
acid equivalents/g extract. According to HPLC-DAD analysis, capsaicin,
dihydrocapsaicin and chrysoeriol content found were 164.3, 73.6 and 11.4 mg.g™*
extract respectively. Capsaicin and dihydrocapsaicin showed antioxidant activity
similar to standards. Among extracts, whole fruits acetonitrile demonstrated the
strongest radical scavenging with ECso value of 24.3 ug.mL™* on ABTS™ and 105.1
ng.mL™? on DPPH'. The same extract was more effective in preventing B-carotene
oxidation (66.4%). Chrysoeriol showed the lowest concentration to inhibit the majority
of micro-organisms. This study demonstrated the remarkable antioxidant and

antimicrobial activity of C. frutescens.

Keywords: Capsicum frutescens, antioxidant, antimicrobial, chrysoeriol, capsaicin,

dihydrocapsaicin.
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1. Introducéo

O género Capsicum originario de zonas tropicais e umidas da América Central e do
Sul, pertencente a familia Solanaceae e inclui pimentas de importante valor
econdmico. Existem varias espécie Capsicum das quais trés sdo amplamente
difundidas e tém fruto quente ou pungente: Capsicum annuum, Capsicum frutescens
e Capsicum chinense (Menichini et al., 2009). O maior nimero de espécies esta
concentrado no Brasil (Barboza & Bianchetti, 2005) e uma das mais consumidas é
conhecida como "pimenta malagueta”.

O composto que € o principal responsavel pela pungéncia é a capsaicina (8-metil-N-
vanilil-trans-6-nonenamida) e um grupo de substancias semelhantes chamadas
capsaicinoides, que inclui dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina que s&o
responsaveis por mais de 90% da pungéncia do fruto Capsicum (Garcés-Claver,
Arnedo-Andrés, Abadia, Gil-Ortega, e Alvarez-Fernandez, 2006; Cisneros-Pineda,
Torres-Tapia, Gutiérrez-Pacheco, Contreras-Martin, Gonzalez-Estrada, e Peraza-
Sanchez, 2007).

Héa alguns anos é relatado que o consumo de certos alimentos e temperos como
pimentas pode ter efeito satisfatério sobre a saude. Pimentas sdo conhecidas por
serem boas fontes de diferentes fitoquimicos, incluindo a vitamina C, compostos
fendlicos, flavonoides, e carotenoides (Alvarez-Parrilla, La Rosa, Amarowicz, &
Shahidi, 2011). Entre os compostos, os flavonoides séo fitoquimicos sempre
presentes em plantas e com atividades potencialmente exploraveis, incluindo
atividade antimicrobiana direta, sinergismo com antibiéticos e remocéao de viruléncia
bacteriana (Cushnie & Cordeiro, 2011). Uma vez absorvido, influenciam em varias
funcdes bioldgicas, incluindo a sintese de proteinas, a angiogénese, a proliferacdo e

diferenciacdo celular, proporcionando beneficios em uma variedade de doencas
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humanas (Peterson & Dwyer, 1998). Os flavonoides encontrados na maioria das
pimentas sao glicosideos e agliconas de miricetina, quercetina, luteolina, apigenina,
e canferol (Bae, Jayaprakasha, Jifon, & Patil, 2012).

No que diz respeito as suas atividades biofuncionais, capsaicinoides sdo usados
para a dor de artrite, apresentam efeitos anticancerigeno, e contra niveis elevados
de colesterol, obesidade e produzem um grande numero de efeitos fisiologicos e
farmacoldgicos no trato gastrointestinal, sistema cardiovascular e respiratorio, bem
como os sistemas sensoriais e termorregulacdo (Othman, Ahmed, Habila, & Ghafar,
2011). A capsaicina também possui propriedades antimicrobianas que abrem portas
para explorar o seu potencial como um inibidor natural de micro-organismos
patogénicos em alimentos (Dorantes, Colmenero, Hernandez, Mota, e Jaramillo,
2000).

Propriedades antioxidantes e antimicrobianas de extratos de muitas plantas séo de
grande interesse no meio académico e da industria de alimentos, ja que seu possivel
uso como aditivos naturais surgiu de uma tendéncia crescente para substituir os
antioxidantes sintéticos por naturais (Sokmen et al., 2004). O stress oxidativo
desempenha papel importante em varias doengcas, como O cancer, artrite
reumatoide, asma, diabetes e as doencas cardiovasculares e neurodegenerativas,
incluindo a aterosclerose, a doenca de Alzheimer, e outras doencas degenerativas
relacionadas com a idade, que mostram uma elevada prevaléncia a nivel mundial
(Zimmer, Leonardi , Miron, Schapoval, Oliveira & Gosmann, 2012). Produtos naturais
assim como compostos puros ou extratos de plantas padronizados, oferecem
oportunidades ilimitadas para levar a novas drogas por causa da disponibilidade de

inigualavel diversidade quimica (Cos, Vlietinck, Berghe, e Maes, 2006).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades antioxidante e antimicrobiana dos
extratos hexanico, acetonitrila e compostos isolados de pimenta malagueta (C.
frutescens).

2. Materiais e métodos

2.1 Produtos quimicos e solventes

Todos os solventes utilizados foram de grau analitico. Capsaicina, 3-caroteno, 1,1'-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), acido linoleico, &cido 6-hidroxi-2 ,5,7,8-
tetrametilcroman acido-2-carboxilico (Trolox), persulfato de potassio, 2,2 '-azinobis-
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), acido galico e o reagente Folin-Ciocalteu
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

2.2 Material vegetal

Os frutos maduros de C. frutescens utilizados neste estudo foram adquiridos de um
mercado local (Central de Abastecimento de Pernambuco- CEASA). Apenas frutos
inteiros e maduros foram utilizados e os célices e pedicelos foram removidos
manualmente.

2.3 Procedimentos de extracdo e isolamento de capsaicina, dihidrocapsaicina
crisoeriol

Frutos de C. frutescens (2,78 kg) foram secos numa estufa com circulacao de ar (50
°C) durante 24 horas, e triturados a p6. A amostra seca (1,9 kg) foi extraida
inicialmente em hexano (trés repeticdes) e, em seguida, em acetonitrila (cinco
repeticdes). Todas as extracdes foram realizadas em frascos de vidro com tampa de
rosca e mantidos em ultrassom Ultra Cleaner 1400 (Unique, Indaiatuba, Brasil),
durante 30 minutos. Os extratos foram filtrados e evaporados em evaporador rotativo
sob pressdo reduzida a 40 = 1 °C. O extrato de acetonitrila foi solubilizado com

metanol e injetado em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu
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Corp Kyoto, Japao) equipado com coluna preparativa Luna C;3 com 250 x 21,20
milimetros x 5um e pré-coluna Luna C;g coluna 21 mm (Phenomenex, Califérnia,
EUA). A fase modvel foi metanol/agua na propor¢cdo de 70:30, taxa de fluxo de 15
mL/min, o volume de injecdo foi de 500 pL. O detector era um conjunto de diodos
(DAD) SPD-M20A Prominence (Shimadzu Corp Kyoto, Japdo) e o tempo de corrida
foi de 12 minutos de duracdo com a temperatura do forno de 40 °C. O metanol foi
evaporado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 40 £ 1 °C. Apés a
remocdo do metanol, os compostos isolados foram submetidos a extracdo com
acetato de etila ou diclorometano. A identificacdo do flavonoide crisoeriol foi
realizada por ressonancia magnética nuclear em espectrometro Bruker DPX-300
(Bruker, Alemanha), utilizando o dimetilsulfoxido (DMSO) como referéncia interna.
2.4 Procedimentos de extracdo para quantificacdo de capsaicina, dihidrocapsaicina
e crisoeriol

Frutos de Capsicum frutescens (1 kg) foram secos em estufa com circulacdo de ar
(50 °C) durante 24 horas. Para quantificacdo foram utilizadas sementes, cascas e
frutos inteiros. Cada uma destas partes foi triturada em pd separadamente. Um
grama de cada parte foi sujeita inicialmente a extragdo em hexano (trés repeticdes)
e, em seguida, acetonitrila (cinco repeticdes). Todas as extragOes foram realizadas
em frascos de vidro com tampa de rosca e mantidos em ultrassom Ultra Cleaner
1400 (Unique, Indaiatuba, Brasil), durante 30 minutos. Os extratos foram filtrados e
evaporados sob pressdo reduzida a 40 * 1°C em evaporador rotativo e
armazenados a -20 °C até serem analisadas.

2.5 Determinacéao do teor de fendlicos totais

A determinacdo do conteudo fendlico total presente nos extratos hexanicos e

acetonitrila de sementes, cascas e frutos inteiros de C. frutescens foi realizada pelo
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meétodo espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Slinkard & Singleton, 1977) com
modifica¢des, utilizando acido gélico como padréo.

Inicialmente, a 300 pL da solucdo de cada extrato (1 mg/mL) foram adicionados 60
UL de reagente de Folin-Ciocalteu e 2460 uL de agua destilada, sob agitacéo,
durante 1 minuto. Em seguida, foram adicionados a mistura 180 pL de carbonato de
sédio (2% p/v) e agitado durante 30 segundos, resultando amostras com uma
concentracéo final de 100 pg/mL. Apés duas horas de incubacédo, a absorbancia das
amostras foi estimada por espectrofotometria, medida em comprimento de onda de
760 nm. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de &cido gélico
(EAG/g) do extrato.

2.6 Determinacéao do teor de capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol

Capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol foram quantificadas em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de acordo com Collins, Wasmund e Bosland,
(1995) com algumas modificagdes. O sistema consistia em duas bombas de solvente
modelo LC-6AD, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A
(Shimadzu Corp Kyoto, Japan). A separacao cromatografica foi realizada em coluna
Luna C-18 5u 80A (150 x 4,6 mm x 5 um, Phenomenex, Califérnia, EUA). O sistema
foi eluido com metanol/agua numa proporcdo de 73:23 (v/v), fluxo de 1 mL/min,
volume de injecdo de 20 pL, tempo de corrida de 7 minutos e a temperatura do forno
de 40°C. O comprimento de onda de 280 nm foi utilizado para a monitoracdo. A
concentracdo injetada dos extratos foi 3 mg/mL. A curva de calibracdo foi realizada
nas concentracbes de 31,2, 62,5, 125, 250 e 500 pg/mL com os padrbes de

capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol.
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2.7 Atividade antiradicalar frente o radical livre DPPH

A atividade de eliminac&o de radicais livres nas amostras foi determinada utilizando
0 método espectrofotométrico DPPH. Este método € frequentemente usado para
determinar a capacidade das espécies de plantas na captura de radicais livres (Silva
et al., 2006).

Solucdes estoques de capsaicina, dihidrocapsaicina e extratos hexanico e
acetonitrila de sementes, cascas e frutos inteiros de C. frutescens foram preparados
a 1,0 mg/mL. Quantidades apropriadas da solucdo etandlica de DPPH" (23,6 pug/mL)
foram adicionadas as amostras a fim de obter concentracdes finais que variam de 20
- 320 pyg/mL para os extratos, a capsaicina (5 - 80 ug/mL) e dihidrocapsaicina (20 -
200 pg/mL). A absorbancia foi mensurada a um comprimento de onda de 517 nm,
apos um periodo de incubacdo de 30 minutos em ultrassom, no abrigo da luz. Os
resultados foram expressos atraveés da CEsp + D.P., que representa a concentracao
da amostra necessaria para obter metade da atividade sequestradora dos radicais
DPPH. O é&cido ascorbico foi utilizado como composto padrao.

2.8 Atividade antiradicalar frente o radical livre ABTS

Este teste envolve a geracdo do cromoforo ABTS™ por oxidacdo de ABTS [2,2 '-
azinobis-(3-etil-benzothialolina-6-sulfénico)] com o persulfato de potassio e foi
realizada de acordo com a Re, Pellegrini, Proteggente , Pannala, Yang e Rice-Evans
(1999) com modificacdes. O cétion radical ABTS (ABTS™) foi produzido por reac&o
da solucédo de ABTS (7 mM), com 2,45 mM de persulfato de potassio e deixando a
mistura em repouso no escuro a temperatura ambiente durante 12-16 h antes da
utilizacdo. Em seguida, a solu¢cdo ABTS™ foi diluida com etanol (1:100 vlv,
aproximadamente), até uma absorbancia de 0,7 + 0,05 nm. As solu¢cdes de amostras

foram preparadas com uma concentracdo de 1,0 mg/mL. Quantidade apropriada de
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ABTS™ (2700 L) foi adicionado as amostras para se obter concentragdes finais que
variaram de 5 a 500 uyg/mL para os extratos, para a capsaicina (0,5 - 10 yg/mL) e
para a dihidrocapsaicina (20 - 200 pyg/mL ). Os frascos foram mantidos no escuro em
ultrassom, e apo6s 10 minutos, a absorbancia das amostras foram medidas em 734
nm. Trolox (0,1 mg/mL) foi utilizado como controle positivo.

2.9 Teste antioxidante do sistema [3-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante foi determinada utilizando o teste de B-caroteno/acido
linoleico de acordo com a Bamoniri, Ebrahimabadi, Mazoochi, Behpour, Kashi e
Batooli (2010) com modificagdes. A solugdo de B-caroteno/acido linoleico foi
preparada por adigdo de uma aliquota de 150 uL de solugdo de B-caroteno (20
mg/mL, em cloroférmio), com 160 pL de &cido linoleico e 660 puL de Tween 20,
depois foram adicionados 140 mL de a4gua destilada saturada com oxigénio (30 min).
A absorbancia da emulséo foi ajustada entre 0,6 e 0,7 nm no comprimento de onda
de 470 nm. Aliguotas de amostras com concentracdes que variaram de 50 a 100
Mg/mL para os extratos, para capsaicina (50 ug/mL) e dihidrocapsaicina (50 ug/mL),
foram comparados com o controle (sem antioxidante) e o Trolox (200 pg/mL) usado
como antioxidante padrdo. As absorbancias de todas as amostras foram tomadas no
tempo zero e a mensuracao da absorbancia foi mantida durante 120 minutos, em
intervalos de 20 minutos. A capacidade antioxidante foi expressa como percentagem
de inibicdo da oxidacdo.

2.10 Atividade antimicrobiana

2.10.1 Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados neste estudo incluem Enterococcus faecalis
(UFPEDA 138), Bacillus subtilis (UFPEDA 86), Escherichia coli (UFPEDA 224),

Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396),
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Staphylococcus aureus (UFPEDA 02) e Candida albicans (UFPEDA 1007), foram
fornecidos pelo Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPEDA), Brasil.

2.10.2 Determinacédo da concentracéo inibitéria minima (CIM)

O ensaio de microdiluicdo foi realizado de acordo com métodos de referéncia do
CLSI M7 A6 para bactérias (Clinical Laboratory Standards Institute, 2003) e M27 A3
para leveduras (Clinical Laboratory Standards Institute, 2008). Foram utilizadas
microplacas de 96 pocos para se obter o valor de CIM da capsaicina,
dihidrocapsaicina e crisoeriol isolados de C. frutescens frente os micro-organismos
testados. As concentragdes dos compostos preparados em DMSO variaram de 0,03
a 100 pg/mL (p/v). A CIM foi determinada por mensuracgdo de cada pogo com leitora
de microplacas (ASYS UVM 340, Cambridge, UK) e a concentracéo inibitoria minima
foi definida como a menor concentracdo da amostra que inibiu o crescimento
bacteriano em comparacdo com a densidade Optica do crescimento dos controles.
Cloranfenicol (50 pg/mL) foi utilizado como controle positivo para todas as cepas
bacterianas e itraconazol (25 pg/mL) para a levedura.

2.11 Andlise estatistica

Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram
expressos como meédia £ DP (desvio padrdo). A concentracdo que promoveu 50%
de inibicdo (ECso) foi calculada por regresséo linear com o programa GraphPad
Prism verséo 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Foram realizados
ANOVA simples e bifatorial, assim como pos-testes de Bonferroni (p<0,05) e de
Tukey foram feitos para avaliar as diferencas da média entre os grupos (p<0,05). O
coeficiente de correlacdo de Pearson (r) foi usado para expressar correlacdes entre

o teor de fendlicos totais, DPPH e ABTS.
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3. Resultados e discusséo

Inicialmente, os extratos hexanico e acetonitrila obtidos a partir das sementes,
cascas e frutos inteiros de C. frutescens foram avaliados. A partir de 1 kg destes
frutos obteve-se 176 mg e 38 mg de extrato hexanico e acetonitrila de sementes,
306 mg e 58 mg de extrato hexanico e acetonitrila de casca, e para os frutos inteiros
foram obtidos 318 mg e 46 mg de extrato hexanico e acetonitrila, respectivamente.
3.1 Conteudo fitoquimico

O teor de fendlicos, flavonoides e capsaicinoides nos extratos hexanico e acetonitrila
de sementes, cascas e frutos inteiros de C. frutescens sdo apresentados na Tabela
1. O teor de fendlicos variou entre 3,2 + 0,22 e 110,6 + 1,03 mg EAG/g de extrato.
Os resultados mostraram um maior teor de fendlicos no extrato acetonitrila de frutos
inteiros, no entanto Howard, Talcott, Brenes e Villalon (2000) e Zhuang, Chen, Sun e
Cao (2012) encontraram 5,1 e 4,9 mg EAG/g para frutos de C. frutescens, teores
mais baixos do que o apresentados, que poderiam ser causados por diferentes
cultivares e condicdes de crescimento. As sementes apresentaram 61,31 + 0,64 mg
EAG/g, enquanto que nas cascas foi encontrado um teor de 14,0 + 0,14 mg EAG/g
extrato. Oboh e Ogunruko, (2010) afirmaram existir um maior teor de fendlicos no
pericarpo dos frutos de C. frutescens quando comparado com as sementes,
contrariando nossos achados. A este respeito, os resultados podem sugerir de
acordo com os teores relatados em estudos prévios que a acetonitrila utilizada neste
estudo foi capaz de extrair maior proporcédo de compostos fendlicos de C. frutescens
do que os solventes hexano, etanol e metanol utilizados em outros estudos.

Chinn, Sharma-Shivappa e Cotter, (2011) afirmaram que a escolha do solvente deve
levar em consideracao a solubilidade dos pigmentos que podem dificultar os passos

das purificagcdes subsequentes, e afirmam que a extracdo solido-liquida com
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solventes tais como hexano, cloroférmio e etanol é o método mais comumente
empregado para a recuperacdo da capsaicina. Neste estudo foram utilizados
inicialmente hexano devido sua baixa polaridade para remover a por¢cdo de 6leo e
depois acetonitrila para extrair os compostos fitoquimicos mais facilmente e isolou-se
1.184 mg de capsaicina, 778 mg de dihidrocapsaicina e 36 mg de crisoeriol. A
dihidrocapsaicina e crisoeriol isolados em CLAE foram utilizados como padrdes para
a quantificacdo. Bae et al. (2012) extraindo C. annuum com hexano obtiveram as
guantidades maximas de capsaicina e dihidrocapsaicina variando respectivamente
0,03-2,4 mg/g e 0,01 a 1,0 mg/g, que sdo mais baixas do que as mostradas na
Tabela 1. Com relacdo aos resultados expostos na referida tabela, observou-se que
a acetonitrila extraiu a maior quantidade de compostos de acordo com o estudo
anterior de Collins et al., (1995). Os extratos acetonitrila de cascas apresentaram as
maiores concentracdes de capsaicina entre as partes avaliadas (164,3 + 10,84 mg/g
de extrato). Varios autores avaliaram o conteudo de capsaicina e dihidrocapsaicina
em pimentas de varias espécies do género Capsicum, além de diferentes técnicas e
solventes utilizados para a extracdo de constituintes quimicos de pimentas. Os
conteudos encontrados neste estudo foram maiores do que os relatados em estudos
anteriores (Tabela 2). A quantidade de capsaicina de uma determinada espécie
pode variar em funcédo da intensidade da luz e da temperatura a qual a planta é
cultivada, a idade da fruta, e a posicdo do fruto na planta (Othman et al., 2011).
Cisneros-Pineda et al., (2007) observaram que a biossintese de capsaicinoides
ocorre na placenta, onde as células epidérmicas especializadas acumulam nos
vacuolos e excretam na semente e superficie interna do pericarpo, por isso eles sdo
acumulados preferencialmente na placenta e ndo no pericarpo. O que difere dos

nossos resultados que apresentaram maiores teores nas cascas. Uma explicacédo
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provavel para os nossos resultados pode ser que a presenca de capsaicinoides no
pericarpo sugere que os capsaicinoides sao translocados do tecido da placenta ao
pericarpo através das paredes das células da camada epidérmica da placenta
(Wahyuni, Ballester, Sudarmonowati, Bino, & Bovy, 2011).

Os capsaicinoides nao estdo distribuidos uniformemente no fruto, talvez, o menor
teor de capsaicina recuperado dos frutos inteiros tenha sido devido a diminuicéo de
conteudo dos capsaicinoides quando as células foram rompidas (Kirschbaum-Titze,
Hiepler, Mueller-Seitz, & Petz, 2002). Ao separar as sementes dos frutos, a placenta
ficou junto com a casca, isso se justifica 0os niveis mais elevados de capsaicinoides
nesta parte. As sementes tiveram o segundo maior nivel (130,4 mg/g), muito
provavelmente devido a proximidade das sementes com o tecido placentario onde
0s capsaicinoides sao produzidos (Chinn, Sharma-Shivappa & Cotter, 2011).

Frutos maduros de C. annuum e C. frutescens séo sensivelmente mais elevados em
flavonoides totais do que os de C. chinense (Howard et al., 2000). No trabalho de
Marin, Ferreres, Tomas-Barberan, & Gil, (2004) foi mostrado que 0s compostos
fendlicos em pimentdo estavam localizados principalmente na casca. Eles
caracterizaram 23 flavonoides do pericarpo de pimentdo, incluindo crisoeriol. No
nosso estudo, o teor de crisoeriol foi maior nas sementes acetonitrila (11,4 mg/g de
extrato), do que nas cascas. Howard et al., (2000) e Zhuang et al., (2012) analisando
a concentracao de luteolina em C. frutescens encontraram 0,03 mg/g e de 0,8 mg/g,
respectivamente. Por outro lado, a concentracdo mais baixa apresentado neste
estudo foi encontrada no fruto inteiro hexanico (0,4 = 0,03 mg/q).

Peterson e Dwyer, (1998) propuseram uma escala de classificacdo botanica para a
concentracdo de flavonoides nos alimentos: baixa (0,1-39,9 mg/kg), moderada (40-

99,9 mg/kg) e alta (> 100 mg/kg). A partir desta escala, 0s nossos resultados
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mostraram elevada concentracéo de crisoeriol para todas as amostras testadas (0,4
- 11,4 mg/g de extrato). No entanto, a variagdo quantitativa de flavonoides de
pimenta ocorre por diferentes processos de extragao, tais como o solvente utilizado
na extracdo, a proporcao deste na amostra, e o tempo de extracdo (Bae et al.,
2012).

3.2 Atividade antiradicalar e antioxidante

Uma variedade de testes que expressam potencial antioxidante dos componentes
dos alimentos tem sido sugerida. Estes podem ser classificados em dois grupos: os
ensaios para a capacidade de eliminacdo de radicais e ensaios que testam a
capacidade de inibir a oxidacdo dos lipideos em condicdes aceleradas. Além disso,
a atividade sequestradora de radicais € um dos varios mecanismos que contribuem
para uma atividade geral, criando assim um efeito sinérgico (Sokmen et al., 2004).
Um método comumente utilizado para verificar a capacidade antioxidante consiste
em medir a capacidade dos extratos ou moléculas puras para eliminar o DPPH’. Os
antioxidantes sdo capazes de reduzir radical DPPH de cor purpura a cor amarela ao
receber um elétron ou um atomo de hidrogénio, tornando-o estavel (Bamoniri et al.,
2010). Os efeitos de radicais livres e atividade antioxidante sdo demonstrados na
Figura 1. Os extratos acetonitrila mostraram os menores valores de ECsy para os
testes DPPH e ABTS, assim como a melhor atividade antioxidante quando
comparados com os extratos hexanicos.

Neste estudo, todas as amostras foram capazes de reduzir o radical livre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila (DPPH) a difenilpicrilhidrazina de cor amarela com um ECsq variando
23,1-258,6 pg/mL. A capsaicina apresentou o menor valor de CEsy entre as
amostras (23,1ug/mL) e o teste de Tukey ndao mostrou diferenga estatisticamente

significante entre capsaicina e acido ascorbico (p> 0,05). Zhuang et al., (2012),
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estudando a atividade antiradicalar de frutos de C. frutescens contra DPPH
encontraram uma CEsp de 135,1 pg/mL, ou seja, mais alta do que o nosso melhor
resultado para o fruto inteiro (105,1 pg/mL). Menichini et al., (2009) estudaram frutos
de C. chinense encontraram CEsy de 287 pg/mL e Zimmer et al., (2012) analisando
as sementes de C. baccatum acharam CEsg variando entre 229,72 e 819,67 pg/mL,
ambos os valores mais elevados do que os encontrados neste estudo. A melhor
CEso de todas as amostras testadas foi a da capsaicina (23,1 pg/mL) por ser o valor
mais préximo do acido ascoérbico; resultados de Zimmer et al., (2012) apontaram
uma CEsp similar aos achados para a capsacina (17,62 pg/mL) neste estudo.

A atividade antiradicalar frente o ABTS mostrou valores de CEspy compreendidos
entre 24,3 e 459,6 pg/mL (Figura 1). O extrato que apresentou menor CEs foi o fruto
de acetonitrila, seguido de cascas acetonitrila (53,3 pg/mL). A capsaicina teve a
melhor concentracdo eficaz de todas as amostras testadas (3,9 pg/mL). Além disso,
€ interessante salientar que o teste de Tukey ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante entre os resultados de capsaicina e Trolox (p> 0,05), o
gue evidencia a excelente acao antiradicalar da capsaicina.

O teste do B-caroteno/acido linoleico avalia o efeito inibitério de um composto ou
uma mistura da oxidagao do -caroteno na presenca de oxigénio molecular (O;). O
ensaio da uma estimativa do potencial antioxidante da amostra. Um antioxidante &
uma substancia que, quando presente em uma concentracdo significativamente
baixa impede ou atrasa a oxidacdo de um substrato oxidavel (Bamoniri et al., 2010).
Como apresentado na Figura 1, a atividade antioxidante em 60 minutos, a metade
do tempo total do teste, mostrou a acao inibitéria variando entre 15,4 e 66,4%. Os
extratos acetonitrila de sementes e frutos inteiros apresentaram os melhores

resultados (59,4 e 66,4%), maior do que o padrdao Trolox (55,0 £ 1,09%), mas 0s
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nossos resultados de capsaicina (51,1 = 1,18%) e dihidrocapsaicina (54,2 = 1,07%)
também nao diferiram estatisticamente do Trolox (p> 0,05). Comparando o contetdo
fendlico total (CFT), com a atividade antioxidante e atividades antiradicalares
expressas por CEsp, eles mostraram a mesma tendéncia. Nos extratos com o0s
maiores teores de fendlicos identificou-se maior atividade antiradicalar e melhor
atividade antioxidante. A atividade antioxidante mais elevada (66,4%) e mais baixa
CEso frente DPPH (105,1 pg/mL) e ABTS (24,3 pg/mL) correspondem ao maior valor
de CFT foi identificado nos frutos inteiros acetonitrila (110,6 mg EAG/Q).

Realizou-se uma correlacao linear entre os valores de conteudo fendlico total, e os
valores de DPPH, ABTS e atividade antioxidante com o sistema [-caroteno/acido
linoleico. O coeficiente de correlacdo de Pearson indicou que 94% da atividade
antiradicalar exibida pelos extratos contra o radical ABTS™ (r = 0,9445) e DPPH’ (r =
0,9439), assim como 88% da atividade antioxidante (r = 0,8863), podem ser
atribuidos aos compostos fendlicos presentes nestas amostras. Segundo Chinn et
al. (2011), a qualidade dos capsaicinoides extraidos, bem como a sua atividade
antioxidante é afetada por parametros de processamento tais como a separacao, a

temperatura de extracdo e de secagem.

3.3 Atividade antimicrobiana

Os resultados da determinacdo da concentracdo inibitéria minima para os micro-
organismos testados estdo apresentados na Tabela 3. P6de-se observar que os
valores de CIM obtidos confirmam a existéncia de uma atividade significativa contra
as cepas de bactérias testadas neste estudo, com valores de CIM variando entre

0,06 e 25 pg/mL. Nossos resultados mostraram que tanto as bactérias Gram
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positivas quanto as Gram negativas foram afetadas pelos trés compostos testados.
N&o foi identificada a CIM do crisoeriol para inibicdo da C. albicans.

A dihidrocapsaicina requer concentracdes mais elevadas para inibir bactérias Gram
negativas (2,5 - 5 pug/mL) do que as Gram positivas (0,6 - 5 pg/mL), resultados
justificados pelo fato de que as bactérias Gram positivas podem ser mais
susceptiveis, uma vez que tem apenas uma camada de peptideoglicano exterior,
ndo sendo uma barreira efetiva de permeabilidade (Bamoniri et al., 2010). As
concentracbes mais elevadas inibem Enterococcus faecalis, Bacillus subtillis e
Pseudomonas aeruginosa podem estar relacionadas com o fato de algumas
bactérias utilizam a capsaicina como nutriente para o crescimento (Flagan &
Leadbetter, 2006). Por conseguinte, 0s nossos resultados mostraram que
dihidrocapsaicina possuem uma atividade antimicrobiana seletiva com base em
diferencas de parede celular de bactérias. Neste estudo, o crescimento de Candida
albicans foi inibido pela capsaicina e dihidrocapsaicina enfatizando que
dihidrocapsaicina mostrou a menor CIM (10 pg/mL). O estudo de Molina-Torres,
Garcia-Chaves e Ramirez-Chéavez, (1999) foram necessarias CIMs de 300 pg/mL e
25 pg/mL de capsaicina para inibir o crescimento de E. coli e B. subtilis. Nossos
achados corroboram com os resultados deste estudo prévio para o B. subtilis, mas
discordam sobre as observacdes para E. coli. Contrariando nossos resultados,
Dorantes et al., (2000) ndo encontraram atividade antimicrobiana de capsaicina e
dihidrocapsaicina contra B. subtilis, S. aureus e C. albicans.

Curiosamente, 0s nossos resultados mostram uma notavel atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram negativas que vao 0,06 - 10 pg/mL. Cos e colaboradores,
(2006) ressaltaram que, os extratos com CIMs < 100 pg/mL e compostos isolados

com CIMs < 10 pug/mL séo considerados muito eficientes (Cos et al., 2006). Estudos
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recentes identificaram alguns flavonoides com CIMs tdo baixas quanto 0,06 pg/mL
(Cushnie & Lamb, 2011), semelhante ao nosso resultado. Deve-se notar que, entre
0s compostos isolados testados, o crisoeriol apresentou os menores valores de CIM.
Curiosamente, 0s nossos resultados para esta substancia mostraram atividade
notavel contra bactérias Gram negativas.

4. Conclusodes

A acetonitrila foi responsavel pelo elevado teor de compostos extraidos. O extrato
acetonitrila de fruto inteiro apresentou o maior teor de fendlicos e a melhor atividade
antioxidante entre os extratos. Com relacdo aos compostos isolados, tanto
capsaicina e dihidrocapsaicina apresentaram baixos valores de ECsg € alta atividade
antioxidante. Por outro lado, encontramos a melhor atividade antimicrobiana contra
as bactérias testadas com o crisoeriol. Estes achados sugerem que futuras
investigacdes devem ser realizadas a fim de estudar sua atividade in vivo, a
toxicidade, biodisponibilidade e, assim, determinar a sua aplicabilidade para animais
e humanos.
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Figura 1. Efeitos dos extratos hexanico e acetonitrila de C. frutescens, capsaicina e dihidrocapsaicina
sobre radical DPPH (A), radical ABTS (B) e ensaio B-caroteno/ &cido linoleico em 60 minutos (C). SH:
semente hexanica, SA: semente acetonitrila, CH: casca hexanica, CA: casca acetonitrila, FH: fruto
inteiro hexanico, FA: fruto inteiro acetonitrila, DH: dihidrocapsaicina, C: capsaicina, AA: &cido
ascorbico e T: Trolox.
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Tabela 1. Contetdo de fitoquimicos nos extratos hexanico e acetonitrila de sementes, cascas e
frutos inteiros de C. frutescens.

Fenoélicos Capsaicina Dihidrocapsaicina Crisoeriol
(mg EAG/g de extrato + DP) (mg/g extrato + DP) (mg/g extrato + DP) (mg/g extrato + DP)
Semente Hexanica 9,4+ 0,55 90,0 + 8,60 42.0+4,21 1,8+0,69
Semente 61,3 +0,64

Acetonitrila 130,4 + 4,98 53,3+1,59 11,4 +0,38

Casca Hexanica 3,2+0,22 458 +0,1 23,3+0,23 0,5 +0,27

Casca Acetonitrila 14,0+ 0,14 164,3 £ 10,84 73,6 £6,43 51+1,31
Fruto inteiro

Hexanico 49+0,44 31,1+2,04 15,0 £ 0,65 0,4 +0,03

Fruto inteiro 110,6 +1,03 109,8 + 13,66 42,0 + 4,64 55+ 0,49
Acetonitrila

Valores representam médias (n=3) + DP.
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Tabela 2. Contetudo de capsaicina e dihidrocapsaicina de varias espécies de Capsicum.

Espécies Solvente para Capsaicina Dihidrocapsaicina Autores
extracdo
C. frutescens Etanol 0,7 mg/g peso 0,4 mg/g peso fresco  Zhuang et al., (2012)
fresco
C. annuum Metanol 2,3 mg/g 0,8 mg/g extrato Alvarez-Parrilla
extrato et al., (2011)
C. annuum Etanol 0,3 mg/g 0,2 mg/g extrato Othman et al., (2011)
extrato
C. chinense 14,0 mg/g 5,2 mg/g frutos
(Seeds) frutos secos secos
C. chinense Acetonitrila 5,0 mg/g frutos 1,3 mg/g frutos Chinn et al., (2011)
(Shells) secos secos
C. chinense 7,0 mg/g frutos 2,0 mg/g frutos
(Whole fruits) secos secos
C. frutescens 1,1 mg/g peso 0,5 mg/g peso fresco
(Seeds) fresco
Metanol Wahyuni et al.,
(2011)
C. frutescens 0,6 mg/g peso 0,1 mg/g peso fresco
(Pericarp) fresco
C. chinense Etanol 25,4 mg/g 4,5 mg/g fruto seco Pefia-Alvarez, et al.,
fruto seco (2009)
C. chinense Etanol 4,3 mg/g peso 2,4 mg/g peso fresco Menichini et al.,
fresco (2009)
C. frutescens Acetonitrila 3,7 mg/g peso 2,4 mg/g peso seco Garcés-Claver et al.,

Seco

(2006)
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Tabela 3. Concentracao inibitéria minima de capsaicina, dihidrocapsaicina e crisoeriol.

Concentragdes (ug/mL)

Micro-organismos Capsaicina Dihidrocapsaicina Crisoeriol
Bactérias Gram positivas

Enterococcus faecalis 25 0,6 1
Bacillus subtillis 25 1,2 1
Staphylococcus aureus 1,2 5 0,25
Bactérias Gram negativas

Pseudomonas aeruginosa 10 2,5 0,12
Klebsiella pneumoniae 0,6 2,5 0,25
Escherichia coli 5 5 0,06
Levedura

Candida albicans 25 10 ND*

*ND- nao detectada
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CONSIDERACOES FINAIS

6. CONSIDERACOES FINAIS

- As sementes apresentaram 0 maior teor de capsaicina entre as partes analisadas.

- As amostras testadas apresentaram atividade antimicrobiana frente a maioria dos
micro-organismos testados.

- O crisoeriol necessitou das menores concentragcdes para inibir o crescimento das
bactérias Gram negativas.

- O fruto acetonitrila apresentou o maior teor de fendlicos totais.

- Entre os extratos, boa parte da atividade antiradicalar e antioxidante esta

relacionada ao teor de fenélicos.

- A capsaicina apresentou a maior atividade sequestradora dos radicais DPPH e

ABTS e maior potencial antioxidante.
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Anexo 1 — Normas de publicag&o da revista African Journal of Microbiology Research

African Journal of Microbiology Research

Instructions for Authors

The African Journal of Microbiology Research (ISSN 1996-0808, IMPACT FACTOR 0.533) is an open
access journal that provides rapid publication (weekly) of articles in all areas of Microbiology such as
Environmental Microbiology, Clinical Microbiology, Immunology, Viriology, Bacteriology, Phycology, Mycology
and Parasitology, Protozoology, Microbial Ecology, Probiotics and Prebiotics, Molecular Microbiology,
Biotechnology, Food Microbiology, Industrial Microbiology, Cell Physiology, Environmental Biotechnology,
Genetics, Enzymology, Molecular and Cellular Biology, Plant Pathology, Entomology, Biomedical Sciences,
Botany and Plant Sciences, Soil and Environmental Sciences, Zoology, Endocrinology, Toxicology. The Journal
welcomes the submission of manuscripts that meet the general criteria of significance and scientific
excellence. Papers will be published shortly after acceptance. All articles are peer-reviewed.

Electronic submission of manuscripts is strongly encouraged, provided that the text, tables, and figures
are included in a single Microsoft Word file (preferably in Arial font).

Submit manuscripts as e-mail attachment to the Editorial Office at: ajmr@acadjournals.org. A manuscript
number will be mailed to the corresponding author shortly after submission.

The cover letter should include the corresponding author's full address and telephone/fax numbers and
should be in an e-mail message sent to the Editor, with the file, whose name should begin with the first
author's surname, as an attachment.

The African Journal of Microbiology Research will only accept manuscripts submitted as e-mail
attachments.

Article Types
Three types of manuscripts may be submitted:

Regular articles: These should describe new and carefully confirmed findings, and experimental procedures
should be given in sufficient detail for others to verify the work. The length of a full paper should be the
minimum required to describe and interpret the work clearly.

Short Communications: A Short Communication is suitable for recording the results of complete small
investigations or giving details of new models or hypotheses, gene isolation and identification, innovative
methods, techniques or apparatus. The style of main sections need not conform to that of full-length papers.
Short communications are 2 to 4 printed pages (about 6 to 12 manuscript pages) in length.

Reviews: Submissions of reviews and perspectives covering topics of current interest are welcome and
encouraged. Reviews should be concise and no longer than 4-6 printed pages (about 12 to 18 manuscript
pages). Reviews are also peer-reviewed.

Review Process

All manuscripts are reviewed by an editor and members of the Editorial Board or qualified outside reviewers.
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in the subject area will be contacted to evaluate the manuscripts. The process will be blind review.

Decisions will be made as rapidly as possible, and the journal strives to return reviewers’ comments to
authors as soon as possible. The editorial board will re-review manuscripts that are accepted pending
revision. It is the goal of the AJMR to publish manuscripts shortly after submission.

Regular articles

All portions of the manuscript must be typed double-spaced and all pages humbered starting from the title
page.

The Title should be a brief phrase describing the contents of the paper. The Title Page should include the
authors' full names and affiliations, the name of the corresponding author along with phone, fax and E-mail
information. Present addresses of authors should appear as a footnote.

The Abstract should be informative and completely self-explanatory, briefly present the topic, state the
scope of the experiments, indicate significant data, and point out major findings and conclusions. The
Abstract should bel00 to 200 words in length.. Complete sentences, active verbs, and the third person
should be used, and the abstract should be written in the past tense. Standard nomenclature should be used
and abbreviations should be avoided. No literature should be cited.

Following the abstract, about 3 to 10 key words that will provide indexing references to should be listed.

A list of non-standard Abbreviations should be added. In general, non-standard abbreviations should be
used only when the full term is very long and used often. Each abbreviation should be spelled out and
introduced in parentheses the first time it is used in the text. Only recommended SI units should be used.
Authors should use the solidus presentation (mg/ml). Standard abbreviations (such as ATP and DNA) need
not be defined. Use the same abbreviations as the Journal of Biological Chemistry.

The Introduction should provide a clear statement of the problem, the relevant literature on the subject,
and the proposed approach or solution. It should be understandable to colleagues from a broad range of
scientific disciplines.

Materials and methods should be complete enough to allow experiments to be reproduced. However, only
truly new procedures should be described in detail; previously published procedures should be cited, and
important modifications of published procedures should be mentioned briefly. Capitalize trade names and
include the manufacturer's name and address. Subheadings should be used. Methods in general use need not
be described in detail.

Results should be presented with clarity and precision. The results should be written in the past tense when
describing findings in the authors' experiments. Previously published findings should be written in the present
tense. Results should be explained, but largely without referring to the literature. Discussion, speculation and
detailed interpretation of data should not be included in the Results but should be put into the Discussion
section.

The Discussion should interpret the findings in view of the results obtained in this and in past studies on this
topic. State the conclusions in a few sentences at the end of the paper. The Results and Discussion sections
can include subheadings, and when appropriate, both sections can be combined.

The Acknowledgments of people, grants, funds, etc should be brief.

Tables should be kept to a minimum and be designed to be as simple as possible. Tables are to be typed
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numbered consecutively in Arabic numerals and supplied with a heading and a legend. Tables should be self-
explanatory without reference to the text. The details of the methods used in the experiments should
preferably be described in the legend instead of in the text. The same data should not be presented in both
table and graph form or repeated in the text.

Figure legends should be typed in numerical order on a separate sheet. Graphics should be prepared using
applications capable of generating high resolution GIF, TIFF, JPEG or Powerpoint before pasting in the
Microsoft Word manuscript file. Tables should be prepared in Microsoft Word. Use Arabic numerals to
designate figures and upper case letters for their parts (Figure 1). Begin each legend with a title and include
sufficient description so that the figure is understandable without reading the text of the manuscript.
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http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles, who wish to take
advantage of this option, should complete and submit the order form (available at
http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever access option you
choose, you retain many rights as an author, including the right to post a revised
personal version of your article on your own website. More information can be found
here: http://www.elsevier.com/authorsrights .
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mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may
requiremediting to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to
correct scientific English may wish to use the English Language Editing service available
from Elsevier's WebShop http://webshop.elsevier.com/languageediting/ or visit our
customer support site http://support.elsevier.com for more information.

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise
through the creation and uploading of your files. The system automatically converts
source files to a single PDF file of the article, which is used in the peer-review process.
Please note that even though manuscript source files are converted to PDF files at
submission for the review process, these source files are needed for further processing
after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision and
requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail. Authors
must provide and use an email address unique to themselves and not shared with
another author registered in EES, or a department.

Authors are required to submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail
addresses of 3 potential referees. Note that the editor retains the sole right to decide
whether or not the suggested reviewers are used.
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manuscripts accepted for publication. The Managing Editor and Editors have the right to
decline formal review of a manuscript when it is deemed that the manuscript is

1) on a topic outside the scope of the Journal;

2) lacking technical merit;

3) focused on foods or processes that are of narrow regional scope and significance;
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5) is poorly written.
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Use of wordprocessing software

General: Manuscripts must be typewritten, double-spaced with wide margins on one side
of White paper. Each page must be numbered, and lines must be consecutively
numbered from the start to the end of the manuscript. Good quality printouts with a font
size of 12 or 10 pt are required. The corresponding author should be identified (include a
Fax number and E-mail address). Full postal addresses must be given for all co-authors.
Authors should consult a recent issue of the journal for style if possible. An electronic
copy of the paper should accompany the final version. The Editors reserve the right to
adjust style to certain standards of uniformity. Authors should retain a copy of their
manuscript since we cannot accept responsibility for damage or loss of papers. Original
manuscripts are discarded one month after publication unless the Publisher is asked to
return original material after use.

Article structure

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract,
Keywords, Main text, Acknowledgements, Appendix, References, Vitae, Figure Captions
and then Tables. Do not import the Figures or Tables into your text. The corresponding
author should be identified with an asterisk and footnote. All other footnotes (except for
table footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers. The title of the
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paper should unambiguously reflect its contents. Where the title exceeds 70 characters a
suggestion for an abbreviated running title should be given.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this humbering also for internal cross-referencing: do not just refer to
'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on
its own separate line.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoid abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the
actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country name
and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete
postal address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.
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e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address')
may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic
numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must
be defined at their first mention in the abstract itself. The abstract should not exceed 150
words.

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate
file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file nhame and include 3
to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See
http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI. Temperatures
should be given in degrees Celsius. The unit 'billion' is ambiguous and should not be
used.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their
readers oneclick access to relevant databases that help to build a better understanding of
the described research. Please refer to relevant database identifiers using the following
format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB:
1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list
of supported databases.

Electronic artwork
General points
e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
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e Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

¢ Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e Produce images near to the desired size of the printed version.

e Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save
as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi
is required.

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is'.

Please do not:

e Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Please insert the following text before the standard text - Photographs, charts and
diagrams are all to be referred to as "Figure(s)" and should be humbered consecutively in
the order to which they are referred. They should accompany the manuscript, but should
not be included within the text. All illustrations should be clearly marked with the figure
number and the author's name. All figures are to have a caption. Captions should be
supplied on a separate sheet.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office
files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures
will appear in color on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after
receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the
Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please
submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

Citation in text
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Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may
be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the

journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished
results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the
item has been accepted for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list. Example: CTAHR (College of Tropical Agriculture and Human
Resources, University of Hawaii). Tea (Camellia sinensis) a New Crop for Hawaii, 2007.
URL http://www.ctahr.hawaii.edu/oc/freepubs/pdf/tea_04_07.pdf . Accessed 14.02.11.
All publications cited in the text should be presented in a list of references following the
text of the manuscript. No more than 30 references should be cited in your manuscript.
In the text refer to the author's name (without initials) and year of publication (e.g.
"Steventon, Donald and Gladden (1994) studied the effects..." or "...similar to values
reported by others (Anderson, Douglas, Morrison & Weiping, 1990)..."). For 2-6 authors
all authors are to be listed at first citation. At subsequente citations use first author et
al.. When there are more than 6 authors, first author et al. should be used throughout
the text. The list of references should be arranged alphabetically by authors' names and
should be as full as possible, listing all authors, the full title of articles and journals,
Publisher and year. The manuscript should be carefully checked to ensure that the
spelling of authors' names and dates are exactly the same in the text as in the reference
list.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American
Psychological Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may
be ordered from http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept., P.O.B.
2710, Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.
List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of
publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific
article. Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York:
Longman, (Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your
article. In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304).
New York: E-Publishing Inc.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific
research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish
supporting applications, highresolution images, background datasets, sound clips and
more. Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic
version of vyour article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
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