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RESUMO

“DETERMINAQAO ESPECTROFOTOMETRICA INDIRETA DE CAPSAICINOIDES EM
PIMENTAS”
Autora: Patricia Tonon de Souza

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Adriana Vitorino Rossi

Capsaicinoides (CAPS) sao substancias responsaveis pela pungéncia em pimentas do
género Capsicum. Quantificar CAPS é relevante devido as aplicacbes desses compostos na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética, além do uso em armas quimicas. Nesse
trabalho, foi desenvolvido método espectrofotométrico baseado na reag¢ao colorimétrica entre
CAPS, Co** e 4-(2-piridilazo)resorcinol, PAR, para quantificacdo de CAPS totais (Ccaps) em
diversas espécies de Capsicum. O produto da reagdo tem proporcdo estequiométrica
Co?*:PAR:CAPS 1:2:2 e absorcdo em 510 nm proporcional a Ccaps. A curva analitica
apresentou faixa linear entre 0,001 e 0,03 U, limite de detecgdo = 0,0004 U e limite de
quantificacdo = 0,0005 U (U = mg CAPS/g pimenta) e coeficiente de correlacao = 0,9979. Os
resultados foram comparados com o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e nao apresentaram diferenca significativa com 95% de confianga, além disso,
ambos resultados sao coerentes com as escalas organolépticas disponiveis na literatura. No
aperfeicoamento das condi¢cdes para obtencao de extratos etandlicos de CAPS, estabeleceu-
se 0 uso de cachaca (teor alcodlico 39%), proporcao pimenta:cachaca 30:50 g/mL e agitacao
de 30 min. O estudo da conservacao dos extratos indicou que é favoravel armazena-los a 6
°C, a estocagem das pimentas in natura a -11 °C por até trés meses nao leva a perda
significativa de CAPS e a Ccaps aumenta a medida que o estagio de maturacdo da pimenta é
completado.

Palavras-chaves: capsaicindides, pimentas, quantificacdo espectrofotométrica.
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ABSTRACT

"INDIRECT SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF CAPSAICINOIDS IN
PEPPERS"
Author: Patricia Tonon de Souza
Adviser: Prof.2 Dr.2 Adriana Vitorino Rossi

Capsaicinoids (CAPS) are substances responsible for pungency in Capsicum. CAPS is
relevant to quantify due to the applications of these compounds in food, pharmaceutical and
cosmetic industries, and the use of chemical weapons. In this work, we developed a
spectrophotometric method based on the colorimetric reaction between CAPS, Co?* and 4 -
(2-pyridylazo)resorcinol, PAR, for quantification of total CAPS (Ccaps) in several species of
Capsicum. The product of the reaction is stoichiometric Co?*:PAR:CAPS 1:2:2 and absorption
at 510 nm proportional to Ccaps. The analytical curve linear range between 0,001 and 0,03 U,
detection limit = 0,0004 and limit of quantification U = 0,0005 U (U = mg CAPS/g pepper) and
correlation coefficient = 0,9979. The results were compared with the method of high
performance liquid chromatography (HPLC) and not significantly different at 95% confidence,
moreover, both results are consistent with the organoleptic scales available in the literature.
The improvement of conditions for obtaining ethanol extracts of CAPS, established the use of
cachaca (alcohol content 39%), proportion pepper:cachaca 30:50 g/mL and stirred for 30 min.
The study of the conservation of the extracts indicated that it supports storing them at 6 C,
the storage of in nature peppers at -11 °C for up to three months does not lead to significant

loss of CAPS and Ccaps increases as the stage of maturation of pepper is added.

Keywords: capsaicinoids, peppers, spectrophotometric quantification.
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PREFACIO

Pimentas do género Capsicum sao originarias das Américas e tém importante papel na
cultura popular mundial. Sua pungéncia é devida aos capsaicindides (CAPS), alcaldides que
se acumulam principalmente na vesicula da epiderme das pimentas e que sao facilmente
liberados quando os frutos sofrem algum dano fisico. Alguns CAPS vém sendo estudados
para investigar seu potencial de acao terapéutica e vem sendo empregados para aplicagdes
nas industrias de alimentos, medicamentos e cosméticos, além de serem aplicados em
armas quimicas, como o spray de pimenta. A literatura traz diversos métodos para quantificar
CAPS e indicar a pungéncia de pimentas, com grande destaque para a escala Scoville,
método organoléptico criado em 1912, que, embora subjetivo, ainda é o melhor aceito para
comparacao de pimentas Capsicum.

Neste trabalho, foi desenvolvido um método espectrofotométrico para quantificacao de
CAPS totais (Ccaps) em diversas espécies de Capsicum, tendo sido priorizadas condigdes
que garantissem a acessibilidade do método proposto. Todas as pimentas utilizadas foram
devidamente identificadas e registradas em herbario, conforme tépicos 3.3.1 e 4.1.

Apods diversos ensaios prévios, optou-se pela reacdo colorimétrica entre CAPS, Co?* e
4-(2-piridilazo)resorcinol, PAR, em cachaca. Essa reacdo apresenta produto com absorcao
em 510 nm proporcional a Ccaps, 0 qual foi estudado pelo método de variagdes continuas
para determinar sua proporcao estequiométrica e com extracbes liquido-liquido para
comprovar sua existéncia, assuntos tratados nos topicos 3.3.6 e 4.6. A validacao laboratorial
da metodologia espectrofotométrica foi feita comparando-se estatisticamente seus resultados
com os obtidos pelo método oficial por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
relacionado nos tépicos 3.3.2 € 4.2.

Buscou-se aperfeicoar um procedimento simples, com baixo custo e solventes pouco
toxicos para extracao de CAPS, por agitacdo mecanica, o que é descrito nos tépicos 3.3.3 e
4.3.

Outro foco do trabalho envolveu o estudo da variacdo de Ccaps durante os estagios de
maturacdo das pimentas, o que pode ser acompanhado nos tépicos 3.3.5 e 45, e a
avaliacdo de Ccaps em pimentas armazenadas sob -11 °C, nos topicos 3.3.4 e 4.4.
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Capitulo 1. INTRODUCAO






1.1. Pimentas Capsicum

A palavra Capsicum tem origem na palavra grega “kapto”, que significa “picar’, e
pimenta, no latim “pigmentum”, que significa “corante” (VASCONCELOQOS, 2011).

As pimentas e os pimentbes Capsicum pertencem a familia Solanaceae e sao
denominadas horticulas para diferencia-las de outras pimentas que, diferente das Capsicum,
chegam a formar arvores de médio porte, como a pimenta-do-reino ou pimenta-preta (Piper
nigrum L., da familia Piperaceae), a pimenta-rosa (Schinus molle L., da familia
Anacardiaceae) e a pimenta-da-jamaica (Pimenta officinalis Lindl., da familia Myrtaceae).
Embora todas sejam tratadas como pimentas, nem todas tém parentesco e cada qual
apresenta propriedades quimicas distintas. Entre as Capsicum, os pimentdes diferem das
pimentas apenas por sua picancia ou pungéncia reduzida, que muitas vezes nem chega a
ser notada (CARVALHO et al., 2006).

As espécies de pimentas e pimentdes do género Capsicum sao originarias das
Américas tendo sido primeiramente reportada no século XV por Chanca, um fisico que
acompanhou Colombo em sua segunda viagem para as indias Ocidentais. Acredita-se que
Colombo foi o primeiro europeu a conhecer a pimenta vermelha em uma de suas legendarias
viagens a América, ao procurar uma fonte alternativa para a pimenta-do-reino, que naquela
época era a pimenta favorita na Europa. Ele encontrou uma pequena vagem ardida que era
muito usada pelos nativos americanos, a pimenta vermelha picante, que ja no século XVII
atingiu distribuicao mundial (MACRAE, ROBINSON e SADLER, 1993).

O Brasil produz cerca de 40 mil toneladas ao ano de pimentas Capsicum obtidas em
cerca de 2 mil hectares espalhados por quase todas as regides. O negdcio de pimentas € um
importante segmento do mercado agricola brasileiro, com forte expressdo na industria
alimenticia, farmacéutica e cosmética (CARVALHO et al., 2006).

Na América do Sul, exceto no Brasil, algumas pimentas sdao chamadas de “aji”. A
origem do nome vem de “axi”’, do idioma indigena dos Arawaks; posteriormente, 0s
espanho6is mudaram para “aji”. Alguns grupos de amerindios da regiao dos Andes chamam a
pimenta de “uchu’e “huayca’. Os mexicanos, de “chile". A origem vem de “chill”’ (do Nahuatl,
dialeto dos astecas), palavra que era usada para “pimenta’ e para compor outros nomes,
como “Chiltecpin”ou “Chiltepin’, que significa “pimenta pulga”. Ja os amerindios usam “chile”,



“chile pepper’, “chil’ ou “chili pepper’. Na Inglaterra usa-se “chile”. Em outros paises de
lingua inglesa, “chilli” € o termo mais usado, exatamente como os astecas chamavam as
Capsicum (VASCONCELOS, 2011).

O género Capsicum engloba cerca de 20 espécies, normalmente classificadas de
acordo com o nivel de domesticacao e cerca de 10 espécies silvestres. Diferentes espécies e
variedades podem ser distinguidas por caracteristicas morfoldégicas visualizadas
principalmente nas flores (CARVALHO et al., 2006), como indica a Figura 1. As pimentas ja
disseminadas pelos continentes sédo classificadas pelos botanicos em cinco espécies: as
primeiras Capsicum baccatum e Capsicum pubescens, depois Capsicum annuum, Capsicum
chinense e Capsicum frutescens. Essas trés Ultimas passaram a liderar a comercializagao
atual. De todas as varias espécies conhecidas, essas cinco sdao as mais cultivadas
(VASCONCELOS, 2011).

Figura 1. Flores de pimenteiras Capsicum.

A reproducdo das espécies de Capsicum ocorre por autopolinizagdo ou reproducao
sexual, que é a unido de células reprodutivas masculina e feminina na mesma flor. E,
algumas espécies, permitem ainda a polinizagdo cruzada de uma flor para outra de planta
diferente, que pode ocorrer pela acdo de insetos polinizadores, como as abelhas
(VASCONCELQOS, 2011).

A ardéncia ou picancia ou pungéncia das pimentas do género Capsicum é enganosa,
pois embora as pimentas pequenas sejam frequentemente associadas a maior ardéncia, as
grandes nem sempre sdo as mais brandas (COUTER e BURRESON, 2006). Em todas as
espécies de Capsicum os compostos quimicos responsaveis pelo sabor pungente sdo os
capsaicinoides. Os frutos Capsicum também contém pigmentos coloridos, resina, proteina,

celulose, pentosanas, elementos minerais, muito pouco de 6leo volatil, responsavel pelo
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aroma caracteristico e sabor do fruto fresco (BUTTERY et al., 1969), e as sementes contém
6leo nao volatil fixo (MANIRAKIZA, COVACI e SCHEPENS, 2003).

Por conterem compostos antioxidantes e serem ricas em flavondides e em vitamina C,
sugere-se que o consumo de pimentas Capsicum pode reduzir o risco de doencgas cronicas
como cancer de préstata, catarata e diabetes (LUNN, 2007). Ha, também, informagdes sobre
efeitos de inibicdo da coagulacdo do sangue, o que pode ser util para tratar ou evitar
doencas como trombose (LUNN, 2007).

O consumo regular de pimentas Capsicum influencia a liberacdo de endorfinas,
mediadores quimicos cerebrais responsaveis pela sensagao de bem-estar e pela variagcao do
bom-humor, estimulando o sistema nervoso simpatico e o aumento da liberacdo de
catecolaminas com consequente diminuicdo do apetite e ingestao de calorias. Isso indica
que a pimenta pode ser util em programas de controle de peso corporal (KASBIA, 2005 e
ADAMS, 2007).

Um estudo realizado na Australia em 2002 (AHUJA, 2006) apontou que 0 consumo
regular de pimentdo numa refeicdo ajudou a controlar o equilibrio dos niveis de insulina em
60% do grupo de humanos estudado. Amostras de sangue foram analisadas para verificacao
dos niveis de glicose, insulina e do peptideo C do soro. Os resultados apontaram uma
reducao dos niveis de glicose, estabilidade da insulina e menor secrecao de peptideo C, cuja

elevagéo da taxa altera os niveis de glicose e insulina.

1.1.1. Pimentas Capsicum annuum

Nativas do Brasil, da Bolivia e do México representam a espécie mais cultivada
comercialmente. H&4 milhares de variedades espalhadas pelo mundo, pois sdo de facil
cruzamento, incluindo-se os pimentdes. Cruzam abundantemente com chinense e

esporadicamente com baccatum e frutescens (VASCONCELOS, 2011).



Figura 2. Pimentas Capsicum annuum. A — pimenta culiacan, B — pimenta serrano e C — pimenta
guajillo.

1.1.2. Pimentas Capsicum baccatum

Conhecidas como “aji’ na América do Sul, é nativa dos Andes (Peru e Bolivia) e
cultivada no Brasil, na Argentina, na Colémbia, no Equador, no Per(, na Bolivia, na india,
nos Estados Unidos e na Costa Rica. Cruzam esporadicamente com annuum, chinense e
frutescens (VASCONCELOS, 2011).

Figura 3. Pimenta cumari (Capsicum baccatum).

1.1.3. Pimentas Capsicum chinense

Originarias da Bacia Amazénica, exceto a biquinho, tém as variedades mais ardidas
do mundo. Cruzam abundantemente com annuum e esporadicamente com frutescens e
baccatum (VASCONCELOS, 2011).



Figura 4. Pimenta Bhut Jolokia (Capsicum chinense). Atualmente, a pimenta Capsicum mais picante
do mundo, obtida por cruzamentos e originéria da India.

Figura 5. Pimentas murupi (Capsicum chinense). A — pimenta murupi da Amaz6nia golden, B —
pimenta murupi da Amazénia, C — pimenta murupi vermelha e D — pimenta murupi laranja.

Figura 6. Pimentas Capsicum chinense. A — pimenta pitanga, B — pimenta saco e C — pimenta baldo.



1.1.4. Pimentas Capsicum frutescens

Origindrias da bacia Amazdnica brasileira tém como variedades mais conhecidas a
pimenta tabasco e a pimenta malagueta. Cruzam esporadicamente com annuum, baccatum
e chinense (VASCONCELQOS, 2011).

Figura 7. Pimenta malagueta (Capsicum frutescens).

1.1.5. Pimentas Capsicum pubescens

Originarias da regido entre o Brasil e a Bolivia e cultivada na Colémbia, no Chile, na
América Central e no México. Foi a primeira espécie domesticada nas Américas. Nao cruzam
com outras espécies (VASCONCELQOS, 2011).

ot

Figura 8. Pimenta Rocoto (Capsicum pubescens).

1.2. Capsaicinoides (CAPS)

Os compostos quimicos responsaveis pelo sabor pungente e a ardéncia muitas vezes
intensa das Capsicum sao os capsaicinéides (CAPS) (MANIRAKIZA, COVACI e
SCHEPENS, 2003), uma classe de compostos com estrutura comum apresentada na Figura
9.
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Figura 9. Estrutura molecular tipica de capsaicinbides, onde R representa cadeias carbdnicas
alifaticas que podem ser substituidas.

A estrutura de CAPS tem um anel aromatico com um grupo hidroxila fendlico e um
grupo metdxi em posicao orto. A pungéncia é grandemente elevada pela presenca de um
grupo amido acido, o que para CAPS é a vanililamida. (KULKA, 1967; IWAI et al., 1979;
HAWER et al., 1994; LASKARIDOU-MONNERVILLE, 1999; REILLY, CROUSH e YOST,
2001 e REILLY et al., 2001).

CAPS sao alcal6ides, que sdo compostos de carater basico, geralmente contendo
heterodtomos de nitrogénio com carater basico. A maioria dos alcaldides sdo heterociclicos
que, além de carbono, hidrogénio e nitrogénio, podem conter oxigénio, enxofre e raramente
outros elementos como cloro, bromo e fosforo. Sua ocorréncia € natural sendo encontrados
principalmente em plantas, onde atuam em mecanismos de defesa. Também correspondem
aos principais terapéuticos naturais com acao anestésica, analgésica, psicoestimulantes e
neurodepressores (AMARAL, 1995 e Site IUPAC, 2012).

Os principais CAPS encontrados em pimentas Capsicum sdo capsaicina (CAP) e
dihidrocapsaicina (DHCAP), representando 90% dos CAPS mais comuns (ZEWDIE e
BOSLAND, 2001), alguns com estruturas apresentadas na Figura 10.

Esses alcal6ides acumulam-se na vesicula da epiderme na parte interna do fruto,
onde estao fixas as sementes, e também no interior das sementes, sendo liberados quando o
fruto sofre algum dano fisico (CARVALHO et al., 2006). Os niveis de CAPS variam com o
gendtipo, maturidade e sao influenciados pelas condigdes de crescimento e perda apos o
processamento (ZEWDIE E BOSLAND, 2001).
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Figura 10. Estruturas dos CAPS mais comuns presentes em pimentas Capsicum.

1.2.1.Capsaicina (CAP)

Capsaicina (CAP) é uma substancia com carater vaso dilatador que tem sido utilizada
na composicao de medicamentos para uma variedade de condicdes neuropaticas de dor,
incluindo neuralgia pés-terapéutica, neuropatia diabética dolorosa, osteoartrite, dor crbnica
pbs-cirdrgica e sindrome Guillain-Barré (MARKOVITS e GILHAR, 1997 e SZALLASI e
BLUMBERG, 1999). Estudos relataram efeitos anti-carcinogénicos de CAP, causando parada
do ciclo celular e induzindo a apoptose in vitro em diversos canceres humanos (SURH, 2002,
MALAGARIE-CAZENAVE et al., 2009; e ANANDAKUMAR et al., 2009).

A dose téxica letal de CAP para uma pessoa de 70 kg € de 13 g, 0 que supera muito a
quantidade contida em Capsicum, normalmente ingerida em uma refeicdo (PALECEK,
SANT'AMBROGIO e SANT'AMBROGIO, 1989).

QOutra pesquisa, do grupo de Clifford Woolf, com ratos, apontou que CAP pode atuar
seletivamente, direcionando a acdo de anestésicos para neurbnios sensiveis a dor, sem
atingir outras células neuroldgicas (BINSHTOK, BEAN e WOOLF, 2007).
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Figura 11. Esquema geral do canal ibnico TRPV1 sob acédo da CAP, adaptado de BINSHTOK, BEAN
e WOOLF, 2007.

A Figura 11, ilustra a acdo da CAP no canal idbnico TRPV1. O anestésico QX-314 n&o
consegue sozinho ultrapassar a membrana lipidica da célula. A CAP atua abrindo o canal
ibnico TRPV1 e, assim, o acesso do QX-314 ao interior da célula é permitido. Uma vez no
interior da célula, o QX-314 pode ligar-se no canal de agcdo com Na*, onde exerce a acado
anestésica local. Esta via de acesso transmembrana de QX-314 existe apenas em
nociceptores, os neurdnios sensiveis a dor, por isso sua acao nao atinge as demais células
neuroldgicas. Isso diminuiu efeitos colaterais pdés-cirirgicos e permitiu que os roedores
respondessem ao toque e andassem normalmente mesmo sob efeito do anestésico
(BINSHTOK, BEAN e WOOLF, 2007).

1.3. Extracao de CAPS

Diversas técnicas sao utilizadas para a extracdo de CAPS de pimentas: maceracao
(HUANG, MABURY e SAGEBIEL 2000 e KIRSCHBAUM-TITZE et al., 2002), agitacao
mecanica (CONTRERAS-PADILLA e YAHIA, 1998), extragcao liquido-liquido (PERUCKA e

11



OLESZEK 2000), soxhlet (KOREL et al., 2002), extracao assistida por ultrason (KARNKA et
al., 2002; BARBERO et al., 2008 e BOONKIRD, PHISALAPHONG e PHISALAPHONG 2008),
extragao por fluido supercritico (YAO, NAIR e CHANDRA 1994, PEUSCH et al., 1997 e
DAQOOQD et al., 2002;), extragao por liquido pressurizado (BARBERO, PALMA e BARROSO
2006a), extracdo enzimatica (SATAMARIA et al., 2000; SALGADO-ROMAN et al., 2008) e
extracao assistida por microondas (BARBERO, PALMA e BARROSO 2006b).

Oleorresina € o termo usado para descrever extratos de CAPS obtidos a partir de um
solvente especifico e que podem ser desolventizados. Para aditivos alimentares, a melhor
oleorresina de Capsicum contém o0s componentes responsaveis por cor e sabor (como
pungéncia e aroma), que recriam, em formulagdes alimenticias, as qualidades sensoriais dos
materiais frescos. A pureza e a quantidade residual de solvente devem estar em
conformidade com as especificacbes das legislacbes alimentares pertinentes.
(GOVINDARAJAN, 1986).

Uma outra aplicacao de oleorresina € para producédo de armas. A oleorresina in natura
de pimenta é também acondicionada em sprays ou bombas de efeito moral em conjunto com
uma espécie de Oleo sintético para dificultar a remogéao do produto. O gas de pimenta atua
nas mucosas dos olhos, nariz e da boca causando irritacdo, ardor e sensacao de panico
(VESALUOMA et al, 2000).

1.4. Quantificacao de CAPS

Dentre os métodos para a quantificacdo dos CAPS encontrados na literatura
destacam-se o0s métodos organolépticos, que apesar da subjetividade inerente sao
amplamente aceitos como ponto de partida para a classificacdo das pimentas em escalas de
picancia (KOSUGE e FURUTA, 1970)

Em 1912, o farmacologista Wilbur L. Scoville, do laborat6rio americano Parke Dauvis,
desenvolveu um teste para determinar “com precisdo” o grau de pungéncia de diferentes
variedades de Capsicum. Na versao atual desse teste organoléptico, cinco pessoas analisam
a solucao obtida a partir de uma massa conhecida de pimentas maceradas em alcool e
diluidas com agua. Quanto maior a pungéncia da amostra, maior a necessidade de diluicéo,
até que a pungéncia deixe de ser sentida pelo provador. Assim, se é necessaria uma diluicao

de 1.000 unidades de agua para que nao se note a picancia de uma unidade do extrato
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alcodlico da pimenta, a amostra € considerada com uma picancia de 1.000 Unidades Scoville
(SHU). Apesar da subjetividade inerente ao provador, até hoje, esse teste continua sendo um
dos mais aceitos para determinar a pungéncia de pimentas (REIFSCHNEIDER, 2000,
BONTEMPO, 2007, VASCONCELOQS, 2011).

Ha também outra escala para determinar a pungéncia de pimentas, conhecida como
escala de temperatura, criada por Julie Cohn. Nessa escala, as pimentas tém sua pungéncia
subjetivamente classificada de 1 a 10. Os graus 8, 9 e 10 sao reservados as espécies de
picancia elevada; 4, 5, 6 e 7 indicam pimentas de média picancia; enquanto 1, 2 e 3 indicam
as variedades mais suaves. Uma amostra sem picancia seria considerada classe zero. A
Figura 12 ilustra uma escala Julie Cohn semelhante a encontrada em alguns produtos
alimenticios que contém pimenta € o nome escala de temperatura surgiu da semelhanca de
sua representacao com um termémetro (LINGUANOTTO NETO, 2004).

10|
Alta picancia

Media picancia
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2
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Suave picancia

Figura 12. Figura ilustrativa da escala de temperatura ou Julie Cohn.

Além dos métodos organolépticos, ha também métodos instrumentais envolvendo

diversas técnicas comentadas na sequéncia.
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Os métodos colorimétricos destacam-se devido a variedade de reagentes adicionados
a extratos de CAPS para gerar produtos coloridos que podem ser relacionados a
concentracdo de CAPS: sais de vanadio (TING e BARRONS 1942), vanilina (NORTH e
BAYONNE, 1949), reagente Folin Denis (acido fosfomolibdico e acido fosfotlngstico)
(BAJAJ. e KAUR, 1979 e BAJAJ, 1980), nitrito de sédio (AYAD, KHAYYAL e FARAG 1985),
nitrito de sédio e molibdato de sodio (YANYING, 1988), cloreto férrico e ferricianeto de
potassio (ANAN et al., 1996), tungstato de sédio e acido fosfomolibdico (MANDAL, POONAM
e HORE 1998). Manirakiza et al. (2003) trazem uma interessante revisao de trabalhos com
uso dos seguintes reagentes: VOCIs, reagente de Folin Denis, vanadato de aménio e acido
cloridrico, acido diazobenzeno sulfénico e acido sulfanilico. A despeito de toda diversidade
desses reagentes colorimétricos, de modo geral sdo descritas dificuldades relacionadas com
interferentes, reprodutibilidade dos resultados e/ou estabilidade do agente croméforo, que
subsidiaram estudos posteriores com modificagdes das propostas iniciais.

Com técnicas mais sofisticadas, ha diversos métodos envolvendo cromatografia
gasosa, GC, (IWAI et al,, 1979, KRAJEWSKA e POWERS, 1987), cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, GC-MS, (MANIRAKIZA, COVACI e SCHEPENS
1999, PENA-ALVAREZ, RAMIREZ-MAYA e ALVORADO-SUAREZ 2009), cromatografia
liguida de alta eficiéncia, HPLC, (COOPER, GUZINSKI e FISCHER 1991, IWAI et al., 1979) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas, HPLC-MS
(KOZUKUE et al., 2005) para andlise e/ou determinagdo de CAPS, porém, ha dificuldades
relevantes nas etapas de pré-concentracao, purificacdo de reagentes e separacao individual
dos CAPS.

O método oficial para quantificar oleorresina de Capsicum emprega HPLC com
deteccdo em 280 nm (USP, 2005).

Considerando alguns métodos de analise para CAPS descritos na literatura e as
dificuldades e/ou alto custo inerentes, surgiu a idéia de desenvolver um método acessivel
para quantificar CAPS totais em extratos de pimentas Capsicum. Optou-se por buscar obter
uma solucéo colorida e estavel para medidas espectrofotométricas na regido do visivel para

quantificar CAPS totais a partir do estudo da reagédo entre CAPS, 4-(2-piridilazo)resorcinol
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(PAR) e um cation de metal de transicdo (M). Nesse contexto inseriu-se o estudo
espectrofotométrico das reacdes das misturas MPAR,+CAPS, PAR+CAPS e/ou M+CAPS'.

1.5. PAR

O ligante 4-(2-piridilazo)resorcinol, PAR, com estrutura molecular apresentada na
Figura 13, € um sélido alaranjado e amorfo (massa molar = 255,21 g/mol), sollvel em agua e
alcool na faixa de 5 mg/100 mL a 10 °C, sendo mais soluvel em meio acido ou alcalino
(CHENG, UENO e IMAMURA 1982).

Xy N—N OH

HO

Figura 13. Estrutura molecular do quelante 4-(2-piridilazo)resorcinol — PAR.

Os complexos de PAR com cations metalicos em geral sdo formados em proporcao
molar metal:ligante 1:1 e 1:2, sendo sollveis em agua, com solu¢des de coloracdo intensa,
geralmente vermelhas. O perfil do espectro eletrdnico de solugdes de PAR e seus complexos
depende do pH do meio, por isso, as condigdes de pH, concentracdes e proporcées PAR e
cations, forca ibnica e composicao de tampdes devem ser selecionadas cuidadosamente
(FLASCHKA e BARNARD, 1972). Um exemplo da estrutura molecular de complexo de PAR

esta ilustrado na Figura 14.2

' Para simplificar a redacdo, optou-se por indicar as misturas contendo CAPS,PAR e cations
metélicos de transicdo (Ni**, Cu** ou Co?**) como MPAR,+CAPS, onde M pode ser Ni**, Cu®** e Co*
de acordo com o caso estudado e descrito.

’ Dependendo do estado de oxidagdo do cation e da proporgdo metal:ligante, o complexo formado
pode apresentar diferentes cargas formais. Considerando que essa carga nao € relevante para as
questdes discutidas neste trabalho, para efeito de simplificacao da redacao deste texto, os complexos
serdo representados sem indicagao de carga.
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Figura 14. Estrutura do complexo de Co* com PAR em solucdo aquosa, indicado por CoPAR:.

Os complexos de PAR sao sollveis em agua, o que é vantajoso para uso em
aplicacoes colorimétricas em comparacao com outros quelantes, como o 1-(2-piridilazo)-2-
naftol, PAN, que assim como seus complexos formados, sdo soluveis em solventes
organicos (CHENG et al., 1982).

A Tabela 1 traz algumas informacdes sobre complexos de PAR que orientaram o
inicio de alguns testes desse trabalho.

Tabela 1. Dados de complexos de PAR (FLASCHKA e BARNARD, 1972).

Cation Metalico | Proporcao molar Metal:PAR | Ays (nm) | pH de complexacao
8,25
) 4,0
Co** 1:2 510
4,8
5,6
1:1 522 2,3-5,0
Cu®* 1:2 510 5,0
1:1 517 3,2
5 517 4.0
Ni<* 1:2
494 9,3
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Capitulo 2. OBJETIVOS
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O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento e a validacao laboratorial de um
método espectrofotométrico para quantificar CAPS totais em pimentas Capsicum.

Os objetivos especificos foram:

- Estudo da reacdo colorimétrica entre PAR, CAPS e cations metalicos, incluindo
uma investigacdo sobre a proporcao estequiométrica do produto formado e o estudo da
existéncia de uma nova espécie croméfora.

- Validacao laboratorial do método espectrofotométrico proposto.

- Aperfeicoamento da extracdo de CAPS para obter extratos com concentracao
suficiente de CAPS para a reagao colorimétrica, com estabilidade adequada para
armazenamento e baixa concentracado de carotendides (possiveis interferentes).

- Avaliacao da variagao de Ccaps durante os estagios de maturacao das pimentas.

- Estudo da variagao de Ccaps durante armazenamento das pimentas em -11 °C.
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Capitulo 3. PARTE EXPERIMENTAL
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3.1. Consideracoes Gerais

Parte das pimentas foi adquirida da Fazenda ltual — Terra de gigantes, grande
produtora de hortaligas, localizada em Salto-SP, na Rodovia do Agucar. Outras variedades,
mais comuns, foram compradas mudas no CEASA-Campinas, as quais foram cultivadas em
sitio no distrito de Joaquim Egidio. Todas as pimentas foram coletadas 30 dias antes do uso,
armazenadas em sacos plasticos, lacrados com fita crepe adesiva (3M) e identificados para
estocagem em congelador doméstico (-11 °C). Alguns lotes de pimenta dedo-de-moca,
utilizados como “padrao”, foram comprados no Mercado Municipal de Campinas e foram
armazenados em refrigerador doméstico (6 °C) por no maximo 24 h até a utilizacao.

Para realizacdo dos experimentos, por¢cdes necessarias de pimentas eram removidas
do estoque e, apOs atingirem a temperatura ambiente, eram processadas com a retirada do
pedunculo e fino fatiamento com faca de aco, sem remocao das sementes para posterior
utilizacao.

Registrou-se exsicata de cada amostra da Fazenda ltuau e do sitio de Joaquim Egidio
no Herbario UEC do Instituto de Biologia da UNICAMP.

Os registros de Adriana Vitorino Rossi e Patricia Tonon de Souza, junto ao Sistema de
Autorizacao e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) de atividades com finalidade cientifica
envolvendo coleta e transporte de material botanico sao 5092212 e 5102284

respectivamente.

3.2. Reagentes, Materiais e Equipamentos

3.2.1. Reagentes

Dihidrocapsaicina ~90% (Sigma), acido acético glacial PA (Synth); agua deionizada
(Osmose reversa, Gehaka); metanol grau HPLC 99,9% (Tedia); etanol PA 99,5 % (Synth);
alcool isoamilico PA 99,5 % (Synth); alcool etilico 46 °INPM (Zumbi); Cachag¢a Adocada do
Barril - 51°, 39% vol. (Pirassununga); 4-(2-piridilazo)resorcinol, 99,98% (Merck),
C0S04.7H20, 99,5% (Merck), CuSQ4.5H20, 99,5% (Merck) e NiSO4.6H20, 99,5% (Merck);
acetato de sddio, 99% (Sigma); H3BOs3, 99,9% (Sigma); Na-B+O7, 99,5 % (Merck); NaCl, 99,5
% (Sigma); NH4ClI, 99,998 % (Sigma), solucao de NHs, 28-30% (Sigma), acetonitrila grau
HPLC (Tedia), acido férmico PA 85% (Synth).
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3.2.2. Materiais e Equipamentos

Espectrofotdmetro (Biotech Pharmacia Ultrospech 2000) e cubetas de quartzo 1,0 cm
de caminho oéptico (Q4-Biocel); refrigerador doméstico com congelador (GE TMNF-E),
cromatografo (Shimadzu Prominece, modelo SPD-M20A), detector com arranjo de diodos,
coluna C18 (300x3,9 mm, 10 um - pBondapak Waters); espectrdmetro (UPLC-MS, modelo
Acquity - triplo quadrupolo - TQD - Waters), coluna C18 (50x2,1mm, 1,7 pum, Acquity -
UPLC®BEH - Waters); balanga analitca (Mettler AX205 Delta Range) para
dihidrocapsaicina, balanga analitica (Shimadzu AX200) para liquidos, balanga analitica
(Quimis) para sélidos, pHmetro Analyser 300 e eletrodo de vidro Analion V620, capela
laboratorial com vazédo de 0,6 m/s e abertura de 20 cm; mesa agitadora de erlenmeyers
(Nova Técnica, modelo CT-145), papel de filtro qualitativo (J. Prolab, gramatura 80 g/m? e
espessura 205 um), estufa até 90°C (FANEM), corda para prensa, chapas de aluminio
corrugado, prensa (grades de madeira), folhas de papelao e de jornal, vidraria de laboratério,
programas Origin® 8.0 e Chemwin® 5.0.1 e camera fotografica Kodak® 8,2 MP.

3.3. Procedimentos

3.3.1. Registros das exsicatas das pimenteiras

Para essa identificacdo botanica, seguiu-se o procedimento padrao.

Foram cortados galhos de cerca de 20 cm das pimenteiras que deveriam conter folhas,
flores e frutos e fez-se a devida identificacdo dos conjuntos, com informacées dos nomes
cientificos e populares, formato, tamanho e cores dos frutos, flores e arbustos, utilidades das
pimentas, entre outros.

O material foi levado para o Herbario UEC do Instituto de Biologia da UNICAMP, onde
os galhos foram cuidadosamente expostos em folhas de jornal tomando o cuidado para
correta posicao das flores e frutos (que quando muito grandes eram cortados ao meio). Para
separacao das diferentes espécies de pimentas, além das folhas de jornal, foram utilizadas
folhas de papelao que eram intercaladas entre as mesmas. Ao final, era colocada uma folha
de aluminio corrugado em cada extremidade do pacote de pimentas, seguidas das prensas
de madeira para fixacao do lote com corda.
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O lote foi mantido em estufa aquecida a 50 °C por 3 dias para desidratacao gradual do
material fornecido. As pimentas foram, entdo, separadas do lote e cada espécie fornecida
recebeu uma etiqueta com sua descricdo e numero de registro de exsicata do Herbario UEC.

3.3.2. Adaptacao do Método Oficial para Quantificacao de CAPS

O método oficial (USP 28, 2005) envolve analise por HPLC do extrato alcodlico e
padrdo de capsaicina (CAP) 0,5 mg/mL. O cromatograma da amostra ndo deve conter
menos que 8% da area do cromatograma do padrdo. A comercializagdo dos padrées de
CAPS é controlada pelo Exército Brasileiro e pela Policia Civil (Lista de Produtos
Controlados, 2012) e nao foi possivel adquirir CAP, pois a UNICAMP nao tinha autorizacao
necessaria. Optou-se por uma adaptacdo do método oficial com uso de DHCAP, Unico
padrdo de CAPS acessivel para compra no momento. Para o cromatograma da amostra
atingir 8% da area do cromatograma do padrao foram utilizados 1000 mg de extrato etandlico
(em aguardente) de pimenta Capsicum in-natura, levando-se a mistura a 10 mL com
metanol.

Seguindo o método, aplicaram-se as condi¢des: coluna C18 (3,9 mmx30 cm, 10 um),
fase médvel metanol:acido acético 2% 56:44 v/v, diluicdo isocratica, vazao 2 mL/min e
deteccdo em 280 nm. Separadamente, injetaram-se 10puL de solugcdo padréo,
aproximadamente 0,5 mg/mL, e depois 10 pL da amostra.

Os tempos de retencdo relativos esperados eram aproximadamente 0,9 para
nordihidrocapsaicina (NDHCAP), 1,0 para capsaicina (CAP) e 1,6 para dihidrocapsaicina
(DHCAP) e a quantificacdo da amostra era dada pela Equacéo 1.

CP r
Conps =| T |X| =
7 r

S

Equacao 1

onde: Ccaps = %CAPS/mL; C = mg/mL do padrdo de DHCAP; P = % pureza da DHCAP; W = mg da
oleorresina utilizada no preparo da amostra, ry, = soma das areas dos picos de CAP, DHCAP e
NDHCAP e rs = area do padrao de CAP.

A eluicao dos CAPS nao ocorreu como o esperado com relacdo aos tempos de
retencdo relativos e o niumero de picos eluidos. Portanto, para estabelecer uma relacao
matematica da quantificacdo de CAPS totais nas amostras pelo método HPLC, foram
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determinadas a composi¢cao de CAPS das amostras e do padrao de DHCAP utilizado. Para
isso, registraram-se espectros de massas dos compostos num sistema de cromatografia
liqguida de ultra alta eficiéncia com detector de massas (UHPLC-MS), relacionando-se os
resultados com os cromatogramas obtidos no sistema HPLC em uso regular. As condigcdes
utiizadas para UHPLC-MS foram: coluna C18 (2,immx5 cm, 1,7 um), fase mdvel
agua:acetonitrila 50:50 v/v, vazao 0,350 mL/min, temperatura de 30°C, volume de injecao 5
uL, voltagem de capilar 0,8 kV, cone 25 V, camara de colisdo 10 V, temperatura de
dessolvatacao 350 °C, vazado do gas do cone 100 L/h, vazao do gas de dessolvatacdo 800
L/h. O equipamento foi operado no modo MS-MS, com o primeiro quadrupolo no modo
estatico para as massas isotépicas dos principais CAPS, com fragmentacao na camara de
colisiao e analise dos fragmentos no segundo quadrupolo para comparar perfil de
fragmentacao e identidade dos ions moleculares em estudo. As amostras foram diluidas com
acido formico 0,1%:acetonitrila 50:50 v/v.

Como fonte de CAPS foram utilizados extratos de pimenta de-cheiro-do-Para e
pimenta dedo-de-moca, obtidos pela mistura de pimenta:cachaca na propor¢cao 30:50 g/mL
sob agitagdo mecanica durante 30 min, seguindo-se filtracdo simples e repouso por 10 min.
Registraram-se espectros eletronicos entre 190 e 800 nm de uma solucéo padrao de DHCAP
1x10* mol/L em etanol absoluto e dos extratos utilizados nesta etapa diluidos 10 vezes
utilizando-se cachagca como solvente.

Para avaliar este método HPLC, duas amostras contendo 0,5 mg/mL do padrdo de

DHCAP foram quantificadas com injecdes em triplicata.

3.3.3. Obtencao e Armazenamento de Extratos de CAPS

3.3.3.1. Obtencao e Armazenamento de Extratos Etandlicos

Para o aperfeicoamento da obtencdo de extratos etandlicos utilizou-se agitacédo
mecanica para garantir a simplicidade e rapidez. Foram estudadas diferentes condigdes no
preparo e armazenamento dos extratos, priorizando obter a menor quantidade de
carotendides, possiveis interferentes para reagdes colorimétricas.

Os extratos etandlicos de CAPS foram obtidos utilizando proporcdo massa de
pimenta:volume de solvente 10:50 g/mL, sob agitacdo durante 20 min, seguindo-se filtracdo
simples e repouso por 10 min para garantir uniformidade da extragdo, que ocorre ainda
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durante o processo de filtracdo. Apds filtracdo, a massa sélida de pimenta era descartada
juntamente com o papel de filtro onde ficava retida e o extrato filtrado era armazenado em
frasco de vidro ambar. Testaram-se diferentes solventes: etanol absoluto, diluicbes do
mesmo em agua, etanol 46 °INPM (uso doméstico) e cachaca de teor alcodlico 39%.
Diferentes aliquotas de cada extrato foram armazenadas em frascos de vidro ambar, parte
mantida em armario a temperatura ambiente e outra sob refrigeracéo (6 °C) para estudo da

estabilidade, conforme indicado na Tabela 2.

Tabela 2. Informacgdes de condi¢des do estudo da estabilidade dos extratos.

. o Periodo de Periodo de
Et'm:: ;Z Solvente D'Luxlﬁ,z? odo armazena_mento armazenamento
a T ambiente a6°C

BD, BL e SC EtOH absoluto - - 5 meses
BD, BL e SC | EtOH:H,O (90:10 v/v) - - 5 meses
BD, BL e SC | EtOH:H,O (70:30 v/v) - - 5 meses
BD, CM e PG | EtOH:H,O (90:10 v/v) - 16 dias -
BD, CM e PG | EtOH:H,O (80:20 v/v) - 16 dias -
BD, CM e PG | EtOH:H,O (70:30 v/v) - 16 dias -

BL Cachaca (39%) 5e 10 vezes - 4 meses

BL EtOH (46 °INPM) - - 4 meses

onde: T = temperatura, BD = pimenta bode, BL = pimenta baldo, SC = pimenta saco, CM = pimenta
cumari, PG = pimenta pitanga e EtOH = etanol.

Os espectros eletrbnicos dos extratos foram registrados entre 190 e 850 nm,

utilizando-se os solventes extratores como branco.

3.3.3.2.  Aperfeicoamento da Extracao de CAPS em Cachaca

Apés estabelecer a cachaca como melhor solvente extrator (item 3.3.3.1), foi realizado
um estudo sobre a proporcdo massica e tempo de agitacao, priorizando obter extratos com
concentracao de CAPS suficiente para a reacao colorimétrica com PAR e cations metélicos,
ou a maior possivel, sem comprometer a rapidez do método de extracao.

Utilizando-se pimenta de-cheiro-do-Para foram testadas as proporcées de extracao
pimenta:cachaca 10:50, 20:50 e 30:50 g/mL durante 30, 60 e 90 min de agitacdo, seguindo-
se de filtracdo simples e repouso por 10 min. Os extratos obtidos foram quantificados pelo
método HPLC com triplicatas de amostras injetadas e trés repeticoes para corrida

cromatografica.
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3.3.4. Monitoramento das Pimentas Armazenadas sob -11 ¢C

Foi investigada a variacdo de Ccaps em pimentas armazenadas sob —11 °C. Frutos in
natura maduros de pimenta dedo-de-mog¢a foram divididos em 5 porgées e mantidos em -11
°C. Entdo, durante 5 meses foram obtidos mensalmente extratos na proporcao
pimenta:cachaca 30:50 g/mL, sob agitacdo durante 30 min, seguindo-se filtracdo simples e
repouso por 10 min. Os extratos tiveram seus espectros eletronicos registrados entre 190 e
850 nm e foram quantificados pelo método HPLC com triplicatas de amostras injetadas e trés
repeticbes para corrida cromatogréfica.

3.3.5. Estudo Comparativo do Estagio de Maturacao das Pimentas

Foram obtidos extratos de oito pimentas Capsicum nos estagios verde, colorido e
maduro, na propor¢ao pimenta:cachacga 30:50 g/mL, com 30 min de agitagdo, seguindo-se
filtracdo simples e repouso por 10 min.

Os extratos foram quantificados pelo método HPLC com triplicatas de amostras

injetadas e trés repeticdes para corrida cromatografica.

3.3.6. Desenvolvimento do Método Espectrofotométrico

3.3.6.1. Estudo da Influéncia de CAPS no Complexo MPAR, com Controle
de pH

Estudou-se a complexacdo de PAR com os cations metalicos Ni**, Cu?** e Co*" e a
influéncia da adicdo de CAPS nas reacbes em diferentes sistemas tamponados, sempre
visando obter variacdes do perfil espectral na regido visivel do espectro. A Tabela 3 descreve
os tampdes utilizados, preparados de acordo com Perrin e Dempsey (1979) e o ajuste do pH
com uso de pHmetro.

Tabela 3. Composicao e pH de tampdes, onde OAc representa acetato.

= pH pH
Tampao estimado obtido

44 mL HOAc (0,2 mol/L) + 6 mL NaOAc (0,2 mol/L) + 50 mL H,O 3,8 3,78
4,8 mL HOAc (0,2 mol/L) + 45,2 mL NaOAc (0,2 mol/L) + 50 mL H.O 5,6 5,55
10 mL Na,B,O7 (0,05 mol/L) + 90 mL H3BO3 (0,2 mol/L) + 270 mg NaCl 7,44 7,35
45 mL Na,B,0; (0,05 mol/L) + 55 mL H3BO3 (0,2 mol/L) + 210 mg NaCl 8,43 8,35
90 mL NayB,0O- (0,05 mol/L) + 10 mL H3BO;3 (0,2 mol/L) + 70 mg NaCl 9,08 9,04
709 NH,Cl + 570 mL NH; e diluicdo até 1L com agua destilada 10,0 10,24

*OAc = ion acetato
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Pimenta dedo-de-moca foi a fonte de CAPS para extratos com proporcéao
pimenta:cachaca 30:50 g/mL, obtidos sob agitacdo durante 30 min, seguindo-se filtracao
simples e repouso por 10 min. Esse extrato diluido no tampao de trabalho na proporcao de
50:50 v/v foi denominado solucao estoque de CAPS. Utilizaram-se as concentracdes iniciais:
Crar = 1,02x10™* mol/L e Cy=5,01x10" mol/L. Foram utilizados 0,99, 1,98 e 2,97 mL de
solugéo estoque de CAPS para as misturas em balées volumétricos de 10 mL, utilizando-se
uma mistura de cachaca:tampao 50:50 v/v para ajuste da proporcéao de solvente.

Registraram-se espectros eletronicos das solucbes de PAR, CAPS, MPAR. e das
misturas PAR+CAPS, M+CAPS e MPAR; +CAPS.

Para destacar o efeito da adicdo de CAPS nas solu¢des de complexos MPARy, diluiu-se
0 extrato em tampao na proporcédo extrato:tampao 80:20 v/v, denominada solugdo estoque
de CAPS(2), utilizando Cpar = 2,50x10° mol/L e Cy = 1,25x10° mol/L. Foram utilizados 0,05,
0,99, 2,48, 4,98 e 7,46 mL de solucdo estoque de CAPS(2) para as misturas em baldes
volumétricos de 25 mL, utilizando-se uma mistura de cachacga:tampao 80:20 v/v para ajuste

da proporcao de solvente..

3.3.6.2. Estudo da Influéncia de CAPS no Complexo MPAR; em Cachaca

Buscando simplificar o método espectrofotométrico em desenvolvimento, testou-se
substituir os tampdes por cachagca como solvente majoritdrio no preparo das misturas
CoPAR>+CAPS, que apresentaram espectros com absorcdo em 510 nm inversamente
proporcional a Ccaps no item 3.3.6.1, avaliado como o melhor resultado obtido.

Utilizou-se extrato de CAPS de pimenta de-cheiro-do-Pard com Ccaps = 0,99+0,03 mg
CAPS/g pimenta (quantificado por HPLC). Foram preparadas misturas PAR+CAPS,
Co+CAPS e CoPAR>+CAPS a partir das seguintes concentragdes iniciais: Ccaps = 0,0001 a
0,36 mg CAPS/g pimenta, Cpar= 2,510 mol/L e Cco?* = 1,25x10™° mol/L.

Na sequéncia, foram preparadas outras misturas buscando-se maiores absorbéancias,
variando as concentracdes finais de CoPAR; de acordo com a Tabela 4.
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Tabela 4. Concentragdes finais de CoPAR; estudadas.

Solugéo | Cpar mol/L | C¢2+ mol/L
2,58x10° | 1,28x10°
1,27x10° | 6,28x10°
2,56x10° | 1,28x10°
6,23x10° | 3,10x10°
1,27x10* | 6,25x10°
254x10* | 1,26x10™

AR WN =

3.3.6.3. Construcao da Curva Analitica

Utilizou-se extrato de pimenta dedo-de-moca quantificado por HPLC obtendo-se
0,80+0,03 mg CAPS/g pimenta. As seguintes concentracgoes iniciais Ccaps = 0,0003 a 0,6 mg
CAPS/g pimenta, Cpar = 6,23x10®° mol/L e Cco®* = 3,10x10®° mol/L foram utilizadas para
estudar misturas CoPAR»+CAPS.

3.3.6.4. Comparacao de Resultados de Quantificacao

A partir das concentracdes estabelecidas para a reacao colorimétrica, Ccaps entre 0,001
e 0,03 mg CAPS/g pimenta, Cpar = 6,23x10° mol/lL e Cco™ = 3,10x10° mol/L foram
preparadas as misturas CoPAR>+CAPS para construcdo da curva analitica e quantificacao
de CAPS em 9 amostras de pimentas Capsicum pelo método espectrofotométrico proposto
(VIS). E, essas amostras também foram quantificadas pelo método HPLC descrito no item
3.3.2.

Visando reduzir eventual efeito de interferentes no método VIS, optou-se por trabalhar
com padrao interno, utilizando-se extrato de pimenta dedo-de-moca em cachagca como
“extrato padrao” com 0,477+0,004 mg CAPS/g pimenta (quantificacdo HPLC). Esse extrato
foi diluido para 0,048+0,005 mg CAPS/g pimenta e 1 mL do mesmo foi adicionado em balao
de 25 mL, onde eram adicionados 3 mL do extrato da pimenta a ser quantificada, obtido nas
mesmas condicdes do “extrato padrao” e também diluido 10 vezes.

As misturas foram preparadas em triplicata e o registro do espectro eletrdnico foi

registrado em duplicata.

3.3.6.5. Estequiometria da espécie CoPAR,CAPS,

A mistura CoPAR>+CAPS, utilizando cachaga como solvente majoritario, apresentou

absorcdo em 510 nm proporcional a Ccaps, 0 que permitiu a construcdo da curva analitica
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para a quantificacdo de CAPS totais pelo método espectrofotométrico, conforme descrito no
item 3.3.6.3.

Para estabelecer a proporcao estequiométrica da espécie CoPAR.CAPS, com maxima
absorcdo em 510 nm, aplicou-se o0 método das variagdes continuas (SIROKI et al, 1975).
Para verificar a proporcdo CoPAR> em cachaca, fixou-se a soma de Cpar € Cco®* em trés
valores Cpar + Cco?" = 3,84x107°, 1,91x10° e 9,35x10™° mol/L. Para avaliar a estequiometria
da espécie CoPAR.CAPS, em cachaga, fixou-se a soma Ccaps € Ccorar, €M trés valores:

Ccaps + Ccopare = 1,08x10, 1,34x10* e 1,93x10* mol/L.

Foi utilizado extrato de CAPS de pimenta dedo-de-moca com Ccaps = 0,57£0,04 mg
CAPS/g pimenta, ou seja, 1,15x10® mol/L, assumindo massa molar média de CAPS = 299
g/mol, estimada através da média das massas molares dos principais CAPS encontrados,

relacionados na Tabela 6.

3.3.6.6. Estudo da existéncia da espécie CoPAR,CAPS,

Tendo estabelecido a proporcao estequiométrica da espécie como sendo CoPAR.CAPS,
foi realizado estudo para comprovar a existéncia dessa espécie como espécie croméfora
com maximo de absor¢cdo em 510 nm.

Foi utilizado extrato de CAPS de pimenta dedo-de-mog¢a com Ccaps = 0,50+£0,03 mg
CAPS/g pimenta, ou seja, 1,00x10°® mol/L, assumindo massa molar média de CAPS 299
g/mol.

Em baldo volumétrico de 25 mL foram preparadas duas misturas CoPAR>+CAPS e uma
solucdo CoPAR,, com as seguintes concentracdes finais Cpar = 6,21x10° moliL,
Cco® = 3,12x10° mol/L € Ceaps = 1x10™ e 2x10™° mol/L.

Foi realizada extragdo liquido-liquido com 5 mL de cada mistura e 25 mL de alcool
isoamilico em funil de separacdo de 100 mL. Registraram-se espectros eletronicos entre 190
e 800 nm das misturas em cachacga e o extrato em alcool isoamilico, utilizando os respectivos

solventes como branco.
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Capitulo 4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Registros das exsicatas das pimenteiras

Todos os registros das espécies relacionadas na Tabela 5 estdo apresentadas no Anexo
1, que traz as etiquetas de registro das exsicatas das pimenteiras no Herbario UEC, com o
formato tipico da Figura 15.

Tabela 5. NUmeros dos registros de exsicatas obtidos para as pimenteiras Capsicum (C.).

Pimenta Exsicata
Nome popular da pimenta Nome Cientifico Procedéncia Registro
Americana C. annuum Fazenda ltuau 149514
Baldo C. chinense Joaquim Egidio 150803
Bhut jolokia C. chinense Fazenda ltuad 149522
Biguinho C. chinense Joaquim Egidio 149516
Bode C. chinense Joaquim Egidio 151666
Brinco-de-princesa C. chinense Fazenda ltuad 151665
Caiena* C. annuum Fazenda ltuad 149515
Cambuci C. baccatum Fazenda ltuau 149512
Cascabel C. annuum Fazenda ltuau 149513
Culiacan C. annuum Fazenda ltuad 149511
Cumari C. baccatum Joaquim Egidio 151667
Pimenta-de-cheiro C. chinense Joaquim Egidio 151663
Pimenta-de-cheiro-do-Para C. chinense Fazenda ltuau 149523
Dedo-de-moca C. baccatum Joaquim Egidio 151668
Guajillo C. annuum Fazenda ltual 149518
Habanero laranja C. chinense Fazenda ltuau 149527
Habanero mustard C. chinense Fazenda ltuad 149517
Jalapefo C. annuum Fazenda ltuad 151664
Malagueta* C. frutescens Joaquim Egidio 151670
Murupi da Amazénia gold C. chinense Fazenda ltuad 149520
Murupi golden C. chinense Fazenda ltuad 149521
Murupi laranja C. chinense Fazenda ltuad 149524
Murupi verde C. chinense Fazenda ltuad 61577
Murupi vermelha C. chinense Fazenda ltuad 149519
Peter pepper* C. annuum Fazenda ltuau 149526
Pitanga C. chinense Joaquim Egidio 151669
Poblano C. annuum Fazenda ltuad 53836
Rocoto* C. pubescens Fazenda ltuau 149525
Saco C. chinense Joaquim Egidio 58093
Serrano C. annuum Fazenda ltuau 149510

Onde: * indica as pimentas que nao puderam ser estudadas experimentalmente.
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PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

"%
o

Solanaceae
Capsicum frutescens
Carvalho, S. I.C. 2 2010 151670

Brasil: Sao Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala
km 10 - Chacara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long.
46:53:16000 w.

Popularmente conhecida como: malagueta; origem: Brasil; ardéncia:
alta; comprimento do fruto: 3 cm; cor do fruto: vermelho quando
maduro.

Souza, P.T.9
4/ 2/ 2010

Dupl.: UEC

Figura 15. Exemplo da etiqueta de registro de exsicata das pimenteiras no Herbario UEC.

4.2. Adaptacao do Método Oficial para Quantificacao de CAPS

Os cromatogramas dos extratos de CAPS e padrdo de DHCAP estdo ilustrados na

Figura 16.
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Figura 16. Cromatogramas do padrao de DHCAP 0,5 mg/mL, extrato de pimenta dedo-de-moga —
DM e extrato de pimenta de-cheiro-do-Para — CH.
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Nesses cromatogramas nao foram obtidos os picos em tempos de retengcédo relativos
proximos a 0,9 para NDHCAP, 1,0 para CAP e 1,6 para DHCAP, indicando que nestas
condicdes, nao houve a separacao esperada para o calculo proposto pelo método oficial.
Para esclarecer esse comportamento, realizou-se um estudo por UHPLC-MS para checar a
composicdo das amostras e do padrdao de DHCAP para estabelecer uma relagdo para
quantificacdo de CAPS totais nas amostras pelo método HPLC adaptado. As razdes
massa/carga (m/z) dos CAPS monitoradas no experimento e relevantes para a interpretacao

dos espectros de massas das Figuras 17 a 19 estdo relacionadas na Tabela 6.

Tabela 6. Dados para a interpretacao dos espectros de massas das Figuras 17 a 19 (PRUTHI, 2003).

Nome Sigla Massa molar g/mol | Razédo m/z
Capsaicina CAP 305 306
Dihidrocapsaicina DHCAP 307 308
Norcapsaicina NCAP 291 292
Nornorcapsaicina NNCAP 277 278
Nordihidrocapsaicina NDHCAP 293 294
Nornordihidrocapsaicina | NNDHCAP 279 280
Homocapsaicina HCAP 319 320
Homodihidrocapsaicina | HDHCAP 321 322
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Figura 17. Espectros de massas da solugao de padrao DHCAP preparada conforme descrito no item
3.3.2. Os CAPS identificados foram DHCAP (308 m/z), CAP(306 m/z), NDHCAP (294 m/z) e HCAP
(320 m/z).
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Figura 18. Espectros de massas da solucdo de extrato de pimenta de-cheiro-do-Para preparada

conforme descrito no item 3.3.2. Os CAPS identificados foram DHCAP (308 m/z), CAP (306 m/z) e
HDHCAP (322 m/z).
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Figura 19. Espectros de massas da

solucdo de extrato de pimenta dedo-de-moca preparada

conforme descrito no item 3.3.2. Os CAPS identificados foram CAP (306 m/z), NDHCAP (294 m/z),

HCAP (320 m/z) e HDHCAP (322 m/z).
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Os dados dos espectros de massas obtidos por UHPLC-MS, sistematizados na Tabela
6, indicaram que nem sempre CAP, DHCAP e NDHCAP estao presentes nas pimentas, além
disso, outros CAPS, nao previstos pelo método, podem ser encontrados. Neste contexto,
considerando as adaptacdes realizadas para uso de DHCAP como padrdo e a massa da
aliquota do extrato de 1000 mg usada no preparo da amostra, optou-se por calcular Ccaps
totais pelo método HPLC em mg CAPS/g pimenta, de acordo com a Equacéo 2.

xPxS m 1
¢rp AM )x Vg x EXT_ Equacdo 2

SppD MaLia  MPIM

Ccaps =

onde: Cpp = concentragéo do padrao de DHCAP em mg/mL; P = pureza percentual de DHCAP; Sau =
soma das areas dos picos da amostra (todos os picos entre 2 e 7 min); Spp = soma das areas do
padrdo; Vg = volume do baldo de preparo da amostra; mgxr = massa em gramas do extrato obtido;
MaLiq = Massa em gramas da aliquota de extrato utilizada no preparo da amostra e mpy = massa em
gramas de pimenta utilizada na obtengéo do extrato.

Os espectros eletrdnicos registrados para a solu¢do padrao DHCAP e para os extratos

estao ilustrados nas Figuras 20 e 21, respectivamente.
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Figura 20. Espectro eletrénico do padrao de DHCAP 1x10* mol/L em etanol absoluto, solvente
usado também como branco.
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Figura 21. Espectros eletrénicos dos extratos de pimenta de-cheiro-do-Para e pimenta biquinho
diluidos 10 vezes em cachaca, solvente usado também como branco.

O perfil espectral da solucao padrdao de DHCAP (Figura 20) é reconhecido nos espectros
eletrdnicos de extratos diluidos, Figura 21, o que indica a eficiéncia do método de extracao

de CAPS estudado e aponta a adequacao das condicoes cromatograficas aplicadas.

Duas amostras do padrdo de DHCAP contendo aproximadamente 0,5 mg/mL, foram
quantificadas pelo método HPLC. Os resultados de concentracao obtida a partir dos valores
de massa e volume utilizados no preparo da solucado (Ccaps m/v) e da aplicacao dos dados
cromatograficos na Equacao 2 (Ccaps HPLC) estdao apresentados na Tabela 7. A diferenca
relativa entre o valor de concentracdao estimado (Ccaps M/v) e o valor encontrado
experimentalmente (Ccaps HPLC) e o valor de ¢, calculado com 95% de confianca e 2 graus
de liberdade (3 replicatas) com fuitico = 4,30 (SKOOG et al., 2011), indicam a exatidao do
método HPLC adaptado. Todo tratamento matematico destes testes esta detalhadamente

descrito no Anexo 2.
Tabela 7. Resultados das amostras de DHCAP quantificadas por HPLC.

Amostra de DHCAP

Ccaps m/v (mg/mL)

CCAPS HPLC (mg/m L)

Diferenca relativa (%)

1

0,44+0,01

0,43+0,02

2,3

0,02

2

0,43+0,01

0,42+0,02

2,4

0,02
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4.3. Obtencao e Armazenamento de Extratos de CAPS

4.3.1. Obtencao e Armazenamento de Extratos Etandlicos

Este estudo foi realizado com pimentas bode, baldo, saco, cumari e pitanga.

Foram avaliadas variagcdes no perfil espectral e intensidade de absorbancia entre 200-
300 nm, onde h& absorcdo caracteristica de CAPS, entre 440-480 nm onde absorvem os
carotendides e 330-430 nm onde se observou alteracdo do perfil espectral e efeito de

hipercromismao.
Os espectros eletronicos dos extratos de pimenta bode armazenados em 6 °C estao

ilustrados na Figura 22.

Absorbancia
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Figura 22. Espectros eletronicos de extratos de pimenta bode armazenados em 6 °C por 5 meses. As
cores sao referentes ao extrato obtido utilizando etanol absoluto, etanol 90% e etanol 70% em
agua. Linhas cheias representam os extratos frescos e as linhas tracejadas sdo os dados de extratos
com 5 meses de armazenamento. O branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solugao.

A variacdo da absorbancia nos maximos de absorcdo em 330, 420, 450 e 470 nm
observada durante o armazenamento dos extratos de pimenta bode em diferentes
proporgcdes de etanol em 6 °C esta ilustrada nas Figuras 23 a 25. A regiao entre 200 e 300
nm, onde ha absorcdo de CAPS, ndo foi explorada devido aos elevados valores de

absorbancia na faixa de concentracao estudada.
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Figura 23. Variacdo de absorbancia em funcdo do tempo para extratos de pimenta bode,
armazenados em 6 °C, em etanol 70%, sendo as cores referentes a 330, 420, e 470 nm. O
branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solucao.
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Figura 24. Variacdo de absorbancia em funcdo do tempo para extratos de pimenta bode,
armazenados em 6 °C, em etanol 90%, sendo as cores referentes a 330, 420, e 470 nm. O
branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solucao.
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Figura 25. Variacdo de absorbancia em funcdo do tempo para extratos de pimenta bode,
armazenados em 6 °C, em etanol absoluto, sendo as cores referentes a 330, 420, e 470 nm. O
branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solucao.

Os dados da Figura 22 apontaram que o aumento na proporcao de etanol no solvente
extrator aumentava a quantidade de carotendides extraidos, indicada pelo aumento de
absorbancia entre 440 e 480 nm e menor a quantidade de capsaicindides, indicada pela
reducdo da absorbancia entre 200 e 300 nm. As Figuras 23 a 25 destacam o efeito de
hipercromismo em 330 nm e a diminuicdo das absorbancias em 450 e 470 nm
(caracteristicos de carotendides), que pode estar associado a alteracdo do perfil espectral
em 420 nm, o que indica a formacado de produto de decomposicdo do extrato.
Comportamento andlogo foi observado com extratos de pimenta baldo (Figura 26) e pimenta

saco (Figura 27) sob as mesmas condicdes.
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Figura 26. Espectros eletrbnicos de extratos de pimenta baldo armazenados em 6 °C por 5 meses.
As cores sao referentes ao extrato obtido utilizando etanol absoluto, etanol 90% e etanol 70% em
agua. Linhas cheias representam os extratos frescos e as linhas tracejadas sao os dados de extratos
com 5 meses de armazenamento. O branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solugao.
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Figura 27. Espectros eletronicos de extratos de pimenta saco armazenados em 6 °C por 5 meses. As
cores sao referentes ao extrato obtido utilizando etanol absoluto, etanol 90% e etanol 70% em
agua. Linhas cheias representam os extratos frescos e as linhas tracejadas sdo os dados de extratos
com 5 meses de armazenamento. O branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solugao.
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Tendéncia de comportamento analogo foi observada para extratos etanélicos de pimenta

bode armazenados a temperatura ambiente, como indicam os espectros eletrbnicos da

Figura 28.
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Figura 28. Espectros eletrdnicos dos extratos de pimenta bode armazenados a temperatura ambiente
por 16 dias. As cores sao referentes ao extrato obtido utilizando etanol 90%, etanol 80% e etanol
70% em agua. Linhas cheias representam os extratos frescos e linhas tracejadas representam
extratos armazenados por 16 dias. O branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solugao.

A variacao da absorbancia nos maximos de absorgao 330, 420, 450 e 470 nm observada
durante o armazenamento dos extratos de pimenta bode em diferentes proporcées de etanol

a temperatura ambiente estd ilustrada nas Figuras 29 a 31.
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Figura 29. Variagdo de absorbancia em fungdo do tempo para extratos de pimenta bode,

armazenados a temperatura ambiente, em etanol 70%, sendo as cores referentes a 330, 420,
470 nm. O branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solucgéo.
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Figura 30. Variagdo de absorbancia em fungdo do tempo para extratos de pimenta bode,

armazenados a temperatura ambiente, em etanol 80%, sendo as cores referentes a 330, 420,
470 nm. O branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solugéo.
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Figura 31. Variacdo de absorbancia em funcdo do tempo para extratos de pimenta bode,
armazenados a temperatura ambiente, em etanol 90%, sendo as cores referentes a 330, 420, e
470 nm. O branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solucgéo.
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Figura 32. Espectros eletrdnicos dos extratos de pimenta cumari armazenados a temperatura
ambiente por 16 dias. As cores sao referentes ao extrato obtido utilizando etanol 90%, etanol 80% e
etanol 70% em agua. Linhas cheias representam os extratos frescos e linhas tracejadas representam
extratos armazenados por 16 dias. O branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solugao.
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Figura 33. Espectros eletronicos dos extratos de pimenta pitanga armazenados a temperatura
ambiente por 16 dias. As cores sao referentes ao extrato obtido utilizando etanol 90%, etanol 80% e
etanol 70% em agua. Linhas cheias representam os extratos frescos e linhas tracejadas representam
extratos armazenados por 16 dias. O branco utilizado foi o respectivo solvente de cada solugao.

Comportamento analogo ao dos espectros de pimenta bode (Figuras 28 a 31) foi
observado com extratos de pimenta cumari (Figura 32) e pimenta pitanga (Figura 33) sob as
mesmas condigdes.

A seguir sdo apresentados os espectros eletrbnicos dos extratos obtidos utilizando-se
cachaca de teor alcodlico 39% e/ou etanol de uso doméstico 46 °INPM como solvente
extrator de pimenta baldo para comparar sua estabilidade com relagdo aos extratos obtidos
utilizando etanol absoluto ou diluido em agua.

Os espectros eletrénicos dos extratos em cachacga, armazenados em 6 °C por 4 meses,
estdo ilustrados na Figura 34. Nas Figuras 35 e 36 estao ilustrados os espectros eletrdnicos
dos extratos em cachacga diluidos 5 e 10 vezes e armazenados em 6 °C por 4 meses. Na
Figura 37 estao ilustrados os espectros eletrbnicos dos extratos em etanol de uso doméstico

46 °INPM, armazenados em 6 °C por 4 meses.
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Figura 34. Espectros eletronicos registrados para os extratos de pimenta baldo utilizando cachaga de
teor alcodlico 39% e armazenados por 4 meses. As cores sdo referentes a idade dos extratos:
extratos frescos, 1, 2, 3 e 4 meses de armazenamento. O branco utilizado foi o respectivo solvente
de cada solugéo.
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Figura 35. Espectros eletrdnicos registrados para os extratos de pimenta baldo utilizando cachaca de
teor alcoodlico 39%, diluidos 5 vezes e armazenados por 4 meses. As cores sao referentes a idade
dos extratos: extratos frescos, 1, 2, 3 e 4 meses de armazenamento. O branco utilizado foi o
respectivo solvente de cada solugéo.
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Figura 36. Espectros eletrénicos registrados para os extratos de pimenta baldo utilizando cachaga de
teor alcodlico 39%, diluidos 10 vezes e armazenados por 4 meses. As cores sao referentes a idade
dos extratos: extratos frescos, 1, 2, 3 e 4 meses de armazenamento. O branco utilizado foi o

respectivo solvente de cada solugéo.
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Figura 37. Espectros eletrbnicos registrados para os extratos de pimenta baldo utilizando etanol de
uso doméstico 46 °2INPM e armazenados por 4 meses. As cores sao referentes a idade dos extratos:
extratos frescos, 1, 2, 3 e 4 meses de armazenamento. O branco utilizado foi o respectivo solvente

de cada solugéo.
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Pode-se observar uma alteracdo do perfil espectral comparando-se 0s espectros
eletrdnicos dos extratos obtidos em etanol (absoluto ou diluido com agua) em relacéo aos
espectros eletrdnicos dos extratos obtidos em cachaca ou etanol de uso doméstico. Quando
o solvente extrator é cachaca ou etanol de uso doméstico (Figura 34 e Figura 37) a
quantidade de carotendides extraidos diminui, 0 que pode ser notado pela diminuicdo da
absorbancia entre 440 e 480 nm, enquanto que a quantidade de CAPS aumenta, como
indica o aumento da absorbancia entre 200 e 300 nm.

Para os extratos em etanol absoluto ou diluido notou-se hipercromismo e alteracdo do
perfil espectral na regido entre 330 e 430 nm, o que foi associado a formacao de produto de
decomposicdo, mas os dados dos espectros dos extratos em cachaca e/ou etanol de uso
doméstico apresentados nas Figura 34 e Figura 37 ndo indicaram o mesmo comportamento.
Isso indica maior estabilidade dos extratos em cachacga e/ou etanol de uso doméstico. Nos
extratos em cachaca diluidos (Figura 35 e Figura 36) os maximos de absorcao caracteristicos
de CAPS entre 200 e 300 nm podem ser observados com maior definicdo e apontam a
eficiéncia da extragao utilizando tal solvente.

A variacao de absorbéancia entre 330 e 430 nm esta sendo associada a um produto de
decomposicao. Como nos espectros de extratos obtidos em etanol de uso doméstico (Figura
37), houve maior variacao nessa regidao em comparagao com os extratos obtidos em cachaca
(Figura 34), supbe-se que a cachaca favorece a estabilidade dos extratos obtidos.

O perfil espectral na regido entre 440 e 480 nm indica menor quantidade de carotendides
para extratos em etanol de uso doméstico ou cachaga. Isso pode sugerir alguma relacao
destes compostos com a formacéo do produto de decomposicao detectado entre 330 e 430
nm, que prejudica a estabilidade dos extratos etandlicos.

A estabilidade dos extratos obtidos em cachaca ou etanol de uso doméstico pode estar
também associada ao baixo teor alcbolico destes solventes, j4 que sao relatadas
propriedades conservantes do etanol entre 25 e 40% (EDITORA INSUMOS, 2012). A
composigdo quimica da cachaga inclui, além de agua e etanol, outros componentes
minoritarios como: metanol, alcool isoamilico, isobutanol, propanol, acetaldeido, acetato de
etila, caprilato de etila, acido acético e dimetilssulfato (BOGUSZ JUNIOR et al., 2006;
PINHEIRO, LEAL e ARAUJO 2003). A cachaca utilizada nesse trabalho, Pirassununga - 51®
de teor alcodlico 39%, passa por processos de uniformizagdo do teor alcoodlico e da acidez,
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portanto, para garantir a simplicidade do método proposto optou-se por seu uso. Além disso,
0 uso de cachaga no processo de extracdo aproxima o sistema analitico as condicbes de

amostras tipicas de consumo no Brasil, onde € comum conservar pimentas em cachaca.

4.3.2. Aperfeicoamento da Extracao de CAPS em Cachaca

O aperfeicoamento da extragcao de CAPS visou melhorar o processo de obtencao rapida
e uniforme de CAPS com Ccaps adequada para aplicacdo dos métodos de quantificacao
estudados. Deve ser destacado que ndo se pretendeu extracdo exaustiva de CAPS. Os
resultados obtidos encontram-se listados na Tabela 8.

Tabela 8. Dados obtidos para o aperfeicoamento do método de extragao.

Massa de pimenta / g | Tempo de agitacéo / min | mg CAPS / g pimenta
30 0,48+0,01
10 60 0,48+0,01
90 0,54+0,01
30 0,83+0,01
20 60 0,92+0,02
90 0,99+0,03
30 1,1540,02
30 60 1,3040,07
90 1,3840,05

*O volume utilizado de cachaca foi de 50 mL.

Nota-se que Ccaps € proporcional ao tempo de extragdo e a massa de pimenta utilizada,
como seria esperado. Considerando-se os resultados obtidos com maior efeito da massa na
concentracao extraida, optou-se por fixar a proporcdo massa de pimenta:volume de cachaca
em 30:50 g/mL, sob agitagcdo durante 30 min, seguindo-se filtracdo simples e secagem
natural por 10 min, para garantir a agilidade do método de extracao.

4.4. Monitoramento das Pimentas Armazenadas sob -11 ¢C

Nesta etapa, foi avaliada a variacdo de Cgaps durante o periodo de armazenamento de
pimentas sob -11 °C para verificar a adequacéao do congelamento dos frutos como forma de
estocagem de matéria-prima.
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Os espectros eletronicos registrados dos extratos em cachaca de pimenta dedo-de-
moca estado ilustrados na Figura 38 e a Tabela 9 relaciona as Ccaps determinadas pelo
método HPLC durante o periodo de armazenamento.
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Figura 38. Espectros de extratos de pimenta dedo-de-moca na propor¢cdo pimenta:cachaca
30:50 g/mL diluidos 5 vezes, utilizando cachaga como branco.

Tabela 9. Ccaps em pimenta dedo-de-moga armazenada em -11 C.

Periodo de armazenamento (més) | Ccaps (Mg CAPS/g pimenta) | Q t
1 1,51+0,04 - -
2 1,48+0,04 0,030 | -2,12
3 1,47+0,06 0,125 | -1,89
4 1,46+0,02 0,125 | -7,07
5 1,43+0,05 0,375 | -4,53

Embora ndo tenha sido notada alteracdo no espectro eletrdnico dos extratos, a Ccaps
diminuiu ao longo do periodo de armazenamento a -11 °C das pimentas dedo-de-moga
utilizadas para obtengao dos extratos. Pode-se considerar que a estrutura celular mais rigida
das pimentas pode ser danificada por cristais de gelo formados no processo de
congelamento dos frutos, sendo que a extensdao do dano que leva ao rompimento da
estrutura depende do tamanho dos cristais e, portanto, da taxa de transferéncia de calor.
Quanto menor a taxa de transferéncia de calor maior o tamanho dos cristais de gelo
formados (FELLOWS, 2006). Com a estrutura celular danificada, CAPS séo liberados para o
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exterior das células e podem ser perdidos junto com o liquido formado no descongelamento
dos frutos. Além disso, nesta condicdo os CAPS podem passar a ficar expostos a acao de
agentes de degradacao, que a estrutura celular isolaria.

Considerando o teste Q aplicado para um nivel de confianga de 95% e um conjunto de 5
medidas tem-se Qgritico = 0,710 (SKOOG et al., 2011 e BACCAN et al., 2003) sem rejeicao de
qualquer valor de Ccaps. Aplicando-se teste t com 95% de confianga e 8 graus de liberdade
(9 replicatas) com fuitico = 2,31 (SKOOG et al.,, 2011) ndo se notou diferenca significativa
entre os valores obtidos, indicando que ndo houve reducéo significativa da Ccaps em até 3
meses de armazenamento das pimentas sob — 11 °C. Portanto, limitou-se o periodo de
estocagem dos frutos nestas condi¢coes a 3 meses no maximo. Todo tratamento matematico

destes testes esta detalhadamente descrito no Anexo 2.

4.5. Estudo Comparativo do Estagio de Maturacao das Pimentas

Este estudo teve como objetivo avaliar a variagdo de Ccaps em diferentes estagios de

maturacao das pimentas. A Ccaps dos extratos estudados é listada na Tabela 10.

Tabela 10. Ccaps em diferentes estagios de maturacgao dos frutos Capsicum, por método HPLC.

. mg CAPS / g pimenta Julie . I
Pimenta Verde Colorida Madura Cohn* Unidades Scoville
Guajillo 0,23+0,02 | 0,74+0,06 | 0,78+0,05 média 2.500-5.000
de-cheiro-do-Para 0,79+0,02 | 0,92+0,07 | 1,23+0,09 média 5.000-15.000
Murupi golden 1,01+£0,03 | 1,33+£0,01 | 1,35+0,01 alta 50.000-100.000
Murupi laranja 1,40+0,01 | 1,47+0,01 | 1,63+0,01 alta 50.000-100.000
Murupi vermelha 1,11£0,01 | 1,87+0,01 | 2,31+0,01 alta 50.000-100.000
Murupi-da-Amazénia Gold | 1,75+0,01 | 1,95+0,09 | 2,41+0,05 alta 50.000-100.000
Habanero mustard 1,15£0,083 | 1,86+0,01 | 2,51+0,07 alta 100.000-500.000
Bhut jolokia 1,72+0,01 | 2,12+0,01 | 3,34+0,09 alta 1.001.304

* Dados obtidos na literatura (VASCONCELOS, 2011)

Notou-se que a Ccaps aumenta a medida que o estdgio de maturacdo da pimenta é
completado. A ordem de picancia estabelecida pelos métodos organolépticos em
Vasconcelos (2011) é proporcional a Ccaps nas pimentas maduras determinada pelo método
HPLC, porém, nao é proporcional em diferentes estagios de maturacao dos frutos. Portanto,
optou-se por utilizar apenas pimentas maduras como fonte de CAPS na obtencdo dos
extratos a serem quantificados pelos métodos HPLC e VIS para comparacdo com os dados

das escalas organolépticas disponiveis.
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4.6. Desenvolvimento do Método Espectrofotométrico

4.6.1.Estudo da Influéncia de CAPS no Complexo MPAR, com Controle de
pH

Para o desenvolvimento do método espectrofotométrico foram testadas misturas entre
solucoes de CAPS, PAR e céations de metais de transicdo (M) em diversas proporcdes e
concentracodes, utilizando-se diferentes tampdes e pHs, buscando-se encontrar uma reagao
colorimétrica adequada para quantificar CAPS. Os cations metalicos testados foram Co*"
Cu?* e Ni?*, que sdo amplamente utilizados em reacdes com PAR, formando complexos de
coloracao intensa, geralmente vermelha, sollveis em solucbes aquosas. Devido a grande
quantidade de dados adquiridos nesta etapa do trabalho apresentam-se neste topico apenas
os resultados mais relevantes.

Inicialmente apresentam-se os resultados obtidos de testes com extratos de pimenta-
dedo-de-mocga em cachaca, diluidos na propor¢éao 50:50 v/v no respectivo tampao do estudo,
e solugdes de PAR e cation metalico nas seguintes concentragdes finais Cpar 1,00x10™
mol/L e Cu 5,00x10™ mol/L.

Na tentativa de verificar se havia alguma interagdo entre PAR e CAPS estudaram-se os
espectros eletrénicos das solucdes de CAPS, PAR e da mistura PAR+CAPS. Os espectros
eletrdnicos obtidos em tampéao borato pH 8,35 estdo apresentados na Figura 39. Observou-
se que nao houve alteracao significativa do perfil espectral da mistura PAR+CAPS quando
comparada com o0s espectros eletrbnicos de CAPS e PAR nas mesmas condicoes e
concentragdes, notando-se apenas a soma das absorbancias dos espectros.

Para verificar se ha alguma interacdo entre M e CAPS estudaram-se 0s espectros
eletrénicos das solugdes de CAPS, M e mistura M+CAPS Os espectros eletrénicos das
solucdes de CAPS, Cu®** e mistura Cu®*+CAPS obtidos em tampao acetato pH 3,78 estdo
apresentados na Figura 40.
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Figura 39. Espectros eletronicos das solu¢des de CAPS e PAR e da mistura PAR+CAPS, em tampéo
borato pH 8,35, sendo Cpar = 1x10™ mol/L (final) e Vcaps = 2 mL (inicial) de extrato de pimenta dedo-
de-mocga de proporcao inicial pimenta:cachaga 1:10 g/mL diluido em tampao borato pH 8,35 na
proporcao de 50:50 v/v. O branco utilizado foi aguardente:solucdo aquosa pH 8,35 na proporgcéao
15:85 v/v.
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Figura 40. Espectros eletrénicos das solucdes de CAPS e Cu®* e da mistura Cu®*+CAPS, em tampao
acetato pH 3,78, sendo Cc,2+ = 5x10° mol/L (final) e Vcaps = 2 mL (inicial) de extrato de pimenta
dedo-de-moga de proporcéao inicial pimenta:cachaga 1:10 g/mL diluido no tampao de trabalho na
proporcao de 50:50 v/v. O branco utilizado foi cachaga:solugdo aquosa pH 3,78 na proporcao
15:85 v/v. A absorbancia negativa do espectro de Cu®* ocorreu devido ao uso do branco errado.
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Nos espectros ilustrados na Figura 40, as absorbancias em 220 e 260 nm de solucao da
mistura Cu+CAPS aumentaram com relagdo aos espectros de CAPS nas mesmas
proporcdes. Isso poderia ser aplicado para quantificar CAPS, mas como a proposta inicial do
trabalho era desenvolver um método na regidao VIS esta condi¢cdo reacional néo foi
explorada. Além disso, muitas espécies absorvem na regido UV, o que poderia implicar na
necessidade de pré-tratamento das amostras para a separagdo dos interferentes
comprometendo a simplicidade do método.

Sem resultados relevantes na regido visivel do espectro para misturas M+CAPS e/ou
PAR+CAPS, estudaram-se os espectros eletrénicos das solucdes de CAPS, M, PAR, MPAR:
e misturas MPAR.+CAPS. Os espectros dessas misturas com solucdes de Ni** em pH 8,35

estao apresentados na Figura 41.
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Figura 41. Espectros eletronicos de solugdes e misturas em tampao borato pH 8,35, sendo
Crar = 1x10™* mol/L (final), Cn?* = 5x10° mol/L (final) e Vcaps = 2 mL (inicial) de extrato de pimenta
dedo-de-moga de proporcéo inicial pimenta:cachaga 1:10 g/mL diluido em tampéao na proporcao de
50:50 v/v. Branco cachaga:solugéo aquosa pH 8,35 na proporgéo 15:85 v/v.

Novamente notou-se aumento de absorbancia entre 270 e 320 nm com a presenca de
CAPS em solucdo. Comportamento analogo foi observado para Ni** em pH 7,35 (Figura 42),
para Cu®* em pHs 8,35 e 9,04 (Figuras 43 e 44) e para Co®* em pHs 9,04 e 10,24 (Figuras
45 e 46). Como esses resultados nao eram adequados para desenvolver método

espectrofotométrico na regido visivel nao foram explorados.
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Figura 42. Espectros eletronicos de solugbes e misturas em tampao borato pH 7,35, sendo
Crar = 1x10™ mol/L (final), Cy* = 5x10° mol/L (final) e Vcaps = 1, 2 e 3 mL (iniciais) de extrato de
pimenta dedo-de-moga de proporgao inicial pimenta:cachaga 1:10 g/mL diluido em tampéo na
proporcao de 50:50 v/v. Branco cachacga:solu¢do aquosa pH 7,35 na propor¢éao 15:85 v/v.
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Figura 43. Espectros eletronicos de solugdes e misturas em tampao borato pH 8,35, sendo
Crar = 1x10™ mol/L (final), Cc.** = 5x10™ mol/L (final) e Veaps = 1, 2 € 3 mL (iniciais) de extrato de
pimenta dedo-de-moga de proporgao inicial pimenta:cachaga 1:10 g/mL diluido em tampéo na
proporcao de 50:50 v/v. Branco cachacga:solu¢do aquosa pH 8,35 na propor¢éao 15:85 v/v.
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Figura 44. Espectros eletronicos de solugbes e misturas em tampao borato pH 9,04, sendo
Crar = 1x10™ mol/L (final), Cc.>* = 5x10™ mol/L (final) e Veaps = 1, 2 € 3 mL (iniciais) de extrato de
pimenta dedo-de-moga de proporgao inicial pimenta:cachaga 1:10 g/mL diluido em tampéo na
proporcao de 50:50 v/v. Branco cachacga:solu¢do aquosa pH 9,04 na propor¢ao 15:85 v/v.
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Figura 45. Espectros eletronicos de solugdes e misturas em tampao borato pH 9,04, sendo
Crar= 1x10™ mol/L (final), Cco?* = 5x10° mol/L (final) e Vcaps = 1, 2 e 3 mL (iniciais) de extrato de
pimenta dedo-de-mocga de propor¢ao inicial pimenta:cachaca 1:10 g/mL diluido em tampao na
proporcao de 50:50 v/v. Branco cachacga:solugdo aquosa pH 9,04 na proporgéao 15:85 v/v.
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Figura 46. Espectros eletronicos de solugdes e misturas em tampao amoénia pH 10,24, sendo
Crar= 1x10™ mol/L (final), Cco>" = 5x10° mol/L (final) e Vcaps = 1, 2 e 3 mL (iniciais) de extrato de
pimenta dedo-de-moga de proporgao inicial pimenta:cachaga 1:10 g/mL diluido em tampéo na
proporcao de 50:50 v/v. Branco cachacga:solugdo aquosa pH 10,24 na proporgao 15:85 v/v.

Em outra fase de trabalho, com estudo analogo, foram estudadas misturas com extratos
de pimenta-dedo-de-moca em cachaca, e diluidos na proporcao 80:20 v/v no respectivo
tampao do estudo, além de solucdes de PAR e cation metalico nas seguintes concentragdes
finais Cpag 2,50x10™° mol/L e Cy 1,25x10™ mol/L.

Os espectros eletronicos para as misturas CoPAR2+CAPS estéo ilustrados na Figura 47.

A Figura 47 indica que com o aumento da Ccaps ha aumento da absorbancia em 320 nm,
ou seja, os CAPS favoreceram a formacdo de espécies com tal absorcdo e, também,
reducdo da absorbancia em 510 nm (maximo de absorcao do complexo CoPARz) e aumento
da absorbancia em 420 nm (absorcao tipica de ligante PAR). Comportamento analogo foi

observado para as misturas contendo Cu?* em pH 8,35 (Figura 48).
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Figura 47. Espectros das misturas CoPAR,+CAPS em tampdo borato pH 8,35, sendo
Crar=2,5x10°mol/L (final), Cc> = 1,25x10™° mol/L (final) e Vcaps = 0,5, 1, 2,5, 5 e 7,5 mL (iniciais)
de extrato de pimenta dedo-de-moga de proporgao inicial pimenta:cachaca 1:10 g/mL diluido no
tampdo de trabalho na proporcao de 80:20 v/v. Branco: cachacga:solucdo aquosa pH 8,35 na

proporgao 24:76 v/v.
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Figura 48. Espectros das misturas CuPAR,+CAPS em tampdo borato pH 8,35, sendo
Crar= 2,5x10°mol/L (final), Cc,** = 1,25x10™ mol/L (final) e Vcaps = 0,5, 1, 2,5, 5 e 7,5 mL (iniciais)
de extrato de pimenta dedo-de-moga de proporcao inicial pimenta:cachaca 1:10 g/mL diluido no
tampdo de trabalho na proporcdo de 80:20 v/v. Branco: cachaga:solugdo aquosa pH 8,35 na

proporgao 24:76 v/v.
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Estes comportamentos apontaram uma provavel interagdao entre CAPS e os complexos

de CuPAR: e CoPAR:, favorecendo espécies com Amax €m 320 nm.

4.6.2. Estudo da Influéncia de CAPS no Complexo MPAR, em Cachaca

Na tentativa de simplificar a reagdo espectrofotométrica e, também, avaliar sobre outra
perspectiva a mistura PAR+CAPS e a influéncia de CAPS sobre o complexo CoPAR;, optou-
se por substituir o tampao por cachaca como solvente majoritario. Optou-se pelo uso da
cachaca como solvente majoritario, pois os resultados apontaram que os extratos em
cachaca sao mais estaveis. Além disso, trata-se de um solvente comum para obter extratos
comestiveis, o que pode aproximar as condicdes de analise de condicbes de amostras
comuns, como alguns molhos de pimentas comercializados.

Os espectros eletronicos das misturas obtidas estéo ilustrados na Figura 49.
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Figura 49. Espectros eletrbnicos das misturas de solugdes nas seguintes concentragoes:

Crar = 2,5x10° mol/L (final), Cee2+ = 1,25x10° mol/L (final) e Ccaps = 0,024 mg CAPS/g pimenta (final).
O branco utilizado foi mistura cachaga:agua 92:8 v/v.

As misturas PAR+CAPS e CoPAR>+CAPS apresentaram Amax em 510 nm, na regido VIS
do espectro, adequado para desenvolver o método espectrofotométrico como se pretendia
inicialmente. Portanto, explorou-se trabalhar com misturas de solugdes com Ccaps entre
0,0001 e 0,36 mg CAPS/g pimenta nestas condi¢gdes. A Figura 50 ilustra a tendéncia linear
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de variagcdo da absorbancia em 510 nm observada para uma pequena faixa de Ccaps

adicionada a solugcdes de CoPAR:.

0,70
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0,45 |- ® [ ]

0,40 . ! . ! . ! . ! . !
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
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Figura 50. Absorbancia em 510 nm em funcdo de Ccaps para as misturas CoPAR,+CAPS e

PAR+CAPS, onde: Cpar = 2,5x10”° mol/L (final), Ceo2+ = 1,25x10° mol/L (final) e Ccaps = 0,0048 a
0,048 mg CAPS/g pimenta (final). Branco: cachaga:agua na proporgéo 92:8 v/v.

A intensidades de absorbancia em 510 nm variou linearmente com relacéo a Ccaps para
as misturas PAR+CAPS de 0,0048 a 0,024 mg CAPS/g pimenta, com coeficiente de
correlacdo linear = 0,7166. Ja4 para CoPAR.+CAPS, a faixa linear foi de 0,012 a 0,048 mg
CAPS/g pimenta, com coeficiente de correlagéo linear = 0,9671.

Os resultados obtidos com as misturas de CoPAR>+CAPS apresentaram melhor
coeficiente de correlacdo linear e maior sensibilidade do que os obtidos das misturas
PAR+CAPS, por isso o estudo para misturas CoPAR2+CAPS foi aprofundado.

Primeiramente, variou-se Cpar € Cco”* para encontrar um limite maximo de concentragao
e garantir a presenca desses reagentes em excesso suficiente na mistura para garantir que a
reacao fosse completada em comparacao com Ccaps, Sem, contudo atingir absorbéancias de
CoPAR; muito elevadas. Isso deveria favorecer a resposta devida a interacdo de CAPS com
o complexo CoPAR:. A Figura 51 traz os espectros eletrOnicos das misturas estudadas.
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Figura 51. Espectros eletrénicos de CoPAR, em diferentes concentracées. Branco: cachacga:agua na
proporcao 92:8 v/v.

Os resultados da Figura 51 orientaram a escolha de condi¢cdes para tentar construir
curva analitica sendo Cpar=6,23x10°mol/L e Cgo?* = 3,10x10° mol/L, mantendo-se a

proporcao molar 2:1 e medidas em Amax = 510 nm.

4.6.3. Construcao da Curva Analitica
Nesta etapa estudou-se efeito da Ccaps nas misturas CoPAR»+CAPS em cachaca para a

construcdo da curva analitica para a quantificacdo de CAPS totais pelo método
espectrofotométrico sendo que os espectros eletrénicos obtidos estao ilustrados na Figura
52.
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Figura 52. Espectros eletrénicos das misturas de CoPAR,+CAPS com as seguintes concentragdes
finais: CPAR =6,23x1 0_5 moI/L, CCOZ+ =3,10x1 0_5 mol/lL e CCAPS de 0,0003 a 0,6000
mg CAPS/g pimenta,. Branco: cachacga:agua 92:8 v/v.

Nota-se que houve aumento da absorbancia em 510 nm proprocional ao aumento de
Ccaps Na mistura, ilustrado na Figura 53, que representa a curva analitica descrita pela
Equacao 3, com faixa linear de 0,001 a 0,08 mg CAPS/g pimenta e coeficiente de correlacéo
= 0,9979, limite de detecgcao = 0,0004 mg CAPS/g pimenta e limite de quantificacdo = 0,001
mg CAPS/g pimenta. E conveniente destacar que a regido da Figura 53 aplicada para a

curva analitica teve absorbéancia unitaria.

Asio om = 0,90+ 6,63 X Cppps Equaco 3
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Figura 53. Curva analitca com as seguintes concentragdes finais: Cpar = 6,23x10° mol/L e
Cco2+=3,10x10° mol/L.

4.6.4. Comparacao de Resultados de Quantificacao

Tendo estabelecido as condicdes para a obtencédo da curva analitica para o método VIS,
determinou-se Ccaps de algumas amostras de pimentas pelo método HPLC (itens 3.3.6.2 e
4.4) e pelo método espectrofotométrico, aplicando-se a Equagéao 4.

C (CT X VT) (CDM X VDM )

amostra = V
ext

%1 O Equacao 4

onde: Cr = Ccaps total em solugao; Vr = 25 mL; Cpy = Ccaps NO extrato padrao de pimenta dedo-de-
moga; Vpu= 1 mL; Ve = 3 ML € Camostra = Ccaps N@ amostra em mg CAPS/g pimenta.

A Tabela 11 relaciona os resultados obtidos da quantificacao das pimentas pelo método

HPLC (CcapsmpLc) € pelo método VIS (Ccapsvis) €, também, as escalas Julie Cohn e Scoville,
obtidas da literatura (VASCONCELOS, 2011).
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Tabela 11. Quantificacdo dos extratos de pimentas Capsicum e dados da literatura.

. mg CAPS / g pimenta . Unidades
Pimenta Julie Cohn* .
Ccapsvis | CcapsmpLc Scoville*
Americana 0,40+0,02 | 0,44+0,04 nenhuma 0
Cambuci 0,5440,02 | 0,55£0,02 | nenhuma 0
Poblano 0,55+0,02 | 0,65+0,03 suave 10-1500
Cascabel 0,64+0,01 | 0,77%0,02 média 1500-2500
Brinco-de-princesa | 0,82+0,02 | 0,80+0,02 média 1500-15000
Serrano 0,86+0,01 | 0,84£0,01 média 5000-15000
Jalapefo 0,87+0,01 | 0,88+0,01 média 5000-15000
Culiacan 1,04£0,02 | 1,05%0,02 média 5000-15000
Murupi-verde 1,46+0,03 | 1,46+0,03 alta 50000-100000

*As escalas Julie Cohn e Scoville foram obtidas da literatura (VASCONCELOS, 2011)

Os resultados do método espectrofotométrico sdo estatisticamente semelhantes aos
resultados obtidos pelo método HPLC com 95% de confianca, como indicam os dados da
Tabela 12, calculados conforme procedimento recomendado por Skoog et al. (2011) e
Baccan et al. (2003). Os dois conjuntos de resultados sao proporcionais a resultados das
escalas organolépticas em nivel de picancia disponiveis na literatura Vasconcelos (2011)
conforme indicado na Tabela 11. Os resultados de Ccapsmpic € Ccapsivis calculados a partir
de 6 replicatas para cada método foram submetidos ao teste F com nivel de confianca de
95% (Feritico = 5,05 de acordo com Skoog et al., 2011), considerando-se 5 graus de liberdade,
e encontrando-se precisao semelhante com 95% de confianca. O teste t pareado com 95%
de confianca e 5 graus de liberdade (iico = 2,57 de acordo com Skoog et al., 2011), apontou
que nao ha diferenca significativa entre os resultados. Todo tratamento matematico destes
testes estdo detalhadamente descritos no Anexo 2.
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Tabela 12. Ccaps em pimentas Capsicum e valores calculados para teste F e teste t pareado.

Pimenta Método mg CAPS / g pimenta F t
1 2 3 4 5 6

Americana VIS 0,43 | 0,35|0,42|0,41|0,43|0,37 5 o5 166
HPLC | 0,42 | 0,34 |0,42|0,48|0,47 | 0,48 ’ ’

Cambuci VIS 0,53 | 0,50 | 0,56 | 0,59 | 0,55 | 0,52 123 1030
HPLC | 0,53 | 0,59 | 0,52 | 0,53 | 0,59 | 0,53 ’ ’

Poblano VIS 0,69 | 0,67 |0,63|0,62|0,69 0,62 4.00 113
HPLC | 0,63 | 0,63 | 0,66 | 0,65 | 0,64 | 0,60 ’ ’

Cascabel VIS 0,77 |0,72|0,78 | 0,81 | 0,77 | 0,78 133 493
HPLC | 0,79 | 0,78 | 0,82 |0,75| 0,79 | 0,83 ’ ’

Brinco de Princesa VIS 0,82 [ 0,83|0,84(0,80|0,79|0,85 100 515
HPLC | 0,78 | 0,79 | 0,83 | 0,78 | 0,81 | 0,82 ’ ’

Serrano VIS 0,83 | 0,88|0,85(0,87|0,86 | 0,85 100 250
HPLC | 0,83 | 0,85|0,85|0,86| 0,84 | 0,81 ’ ’

Jalapeno VIS 0,87 | 0,88|0,85|0,88|0,89 | 0,87 209 107
HPLC | 0,88 | 0,87 | 0,88 | 0,86 | 0,90 | 0,91 ’ ’

Culiacan VIS 1,04 | 1,03 1,05|1,09|1,01|1,02| 1,78 -1,00

HPLC | 1,03 | 1,08 |1,02|1,09| 1,03 1,07
Murupi Verde VIS 1,49 (1,48 (1,45 1,47 | 1,48 1,41 | 1,82 0,28
HPLC | 1,45 [1,41]149[149|142[1,448

Como as escalas organolépticas trabalham com faixas de nivel de picancia, a
quantificacdo pelo método VIS, nas condicbes estabelecidas, permite diferenciar pimentas
Capsicum pertencentes a um mesmo grupo organoléptico, assim como o método HPLC.
Entretanto, os niveis de CAPS variam com o gendétipo, maturidade e séao influenciados pelas
condicoes de crescimento e perda apos o processamento (ZEWDIE E BOSLAND, 2001).
Portanto, para aplicar ambos os métodos instrumentais de quantificacdo (HPLC e VIS) é
adequado considerar caracteristicas como estacao do ano, periodo do dia em que a colheita
das pimentas foi realizada, local do plantio das pimenteiras e tudo mais que influencie no

nivel de picancia dos frutos para servir como referéncia na comparagao dos resultados.

4.6.5. Estequiometria da Espécie CoPAR,CAPS,,
Para determinar a estequiometria da espécie CoPAR.CAPS,, formada utilizando
cachaca como solvente majoritario e com maxima absorcdo em 510 nm, aplicou-se o método

da variacdo continua (SIROKI et al, 1975), descrito com detalhes no Anexo 3. O estudo foi
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iniciado pela verificacdo da estequiometria do complexo CoPARg, que serviu para indicar a
adequacao do procedimento ja que sua estrutura é conhecida. Posteriormente, o método foi
aplicado para determinar a estequiometria da espécie CoPAR.CAPS,.

Os resultados da determinacdo estequiométrica estdo ilustrados para o complexo
CoPAR: na Figura 54 e para a espécie CoOPAR>.CAP,, na Figura 55.
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Figura 54. Dados para a determinagdo da estequiometria do complexo CoPAR, em cachaca pelo
método da varia¢ao continua, onde Cia = Cpar + Cco’ "
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Figura 55. Dados para a determinagao da estequiometria da espécie CoPAR.CAPS, em cachaga
pelo método da variagdo continua, onde Ciotar = Coaps + Cicopan,)]-

A absorbancia maxima em 510 nm na Figura 54 ocorreu para a fracdo molar de
Co?* =0,35, 0 que confirma a proporcdo estequiométrica de CoPAR,. Ja para a espécie
CoPAR.CAPS,, na Figura 55 pode-se notar que 0 maximo ocorreu para a fracado molar de
CAPS = 0,65, 0 que indica que a razdo molar entre CAPS:PAR:Co?* é 2:2:1, sugerindo a
espécie CoPAR,CAPS:.

4.6.6. Estudo da Existéncia da Espécie CoOPAR,CAPS,

Tendo estabelecido a proporcdo estequiométrica da espécie como sendo
CoPAR.CAPS; foi realizado um estudo para comprovar sua existéncia como espécie
cromoéfora com maximo de absor¢cdo em 510 nm a partir de informagdes de extracdes
liquido-liquido com alcool isoamilico como solvente extrator. Para obter as informagoes

necessarias, foram registrados os espectros eletrbnicos das misturas preparadas em
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cachaca e, ap6s a extracao, em alcool isoamilico, utilizando-se como branco os respectivos
solventes. Foram feitas comparagdes do perfil espectral e da absortividade molar calculada
para a espécie com absorcdo méaxima na regido de 510 nm, caracteristica de
CoPAR2CAPS;,, com dados nos dois solventes.

Os espectros registrados em cachaca estdo ilustrados na Figura 56 e em alcool
isoamilico na Figura 57.

As absortividades molares (¢) da espécie CoPAR.CAPS;, em cachaca e em alcool

isoamilico foram estimadas através da Equacao 5.

Ao
€= max Equacao 5

b x CCAPS
2

onde: A = absorbancia (Amax = 510 nm para cachaca e 520 nm para alcool isoamilico); b = 1 cm de
caminho 6ptico e Ccaps = concentracao de CAPS em mol/L.
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Figura 56. Espectros eletronicos para as misturas CoPAR, e CoPAR,CAPS, em cachaca, com
Crar= 6,21x10° mol/L (final), Cco®* = 3,12x10”° mol/L (final) e Ccaps = 1x10° e 2x10° mol/L (final). O
branco utilizado foi cachaca.
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Figura 57. Espectros eletrénicos para as misturas CoPAR, e CoPAR,CAPS,, em élcool isoamilico,
com Cpar = 6,21x10° mol/L (final), Cc,™" = 3,12x10° mol/L (final) e Ccaps = 1x10° e 2x107°
mol/L(finais). O branco utilizado foi &lcool isoamilico.

Nota-se nos espectros eletronicos que houve deslocamento do maximo de
absorbancia da espécie CoPAR.CAPS; de 510 nm em cachaca para 520 nm em &lcool
isoamilico, como seria esperado devido o uso de diferentes solventes. O valor de € estimado
para a espécie CoPAR.CAPS, em cachaca é maior que em alcool isoamilico,
1,4+0,6x10° L/mol.cm e 5,240,2x10* L/mol.cm, respectivamente, justifica as menores
intensidades de absor¢cdo em 520 nm em alcool isoamilico quando comparadas com 510 nm
em cachaca. Além disso, ha variacdo do perfil espectral com deslocamento e melhor
definicao de Amax do PAR (420 nm em cachaca para 430 nm em alcool isoamilico). Tudo isso
pode ser observado nas Figuras 56 e 57.

Considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que existe a espécie
CoPAR>CAPS:; resultado da interacdo do complexo CoPAR,, com duas unidades de CAPS,
pois 0 aumento de absorbancia na regidao entre 510 e 520 nm € proporcional a Ccaps para
ambos os solventes, sugerindo tratar-se, portanto, da mesma espécie croméfora.
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Na tentativa de estabelecer a estrutura da espécie CoPAR.CAPS, foram realizados
estudos envolvendo o registro de espectros de infravermelho por transmissdo e por
reflectancia total atenuada (ATR) de misturas CAPS+CoPAR: e das solu¢gées CoPAR;, PAR,
Co?* e CAPS com concentracdes finais Cpar = 6,21x10™° mol/L, Cco®* = 3,12x10° mol/L e
Ccaps = 2x10° mol/L. Os resultados obtidos ndo foram conclusivos, provavelmente por se ter
trabalhado com concentracdes muito baixas para as técnicas aplicadas.

Outro estudo envolveu o registro de espectros de massas através da infusao direta no
sistema MS, descrito no item 3.3.2, de misturas CAPS+CoPAR; e das solugbes CoPAR:.
Também neste caso ndao foram obtidos resultados conclusivos, provavelmente devido a
fragmentacdo das espécies monitoradas no cone de ionizagdo ou a nao protonagao das
espécies que, sem carga, nao foram detectadas.

Embora a elucidacao da estrutura da espécie croméfora ndo seja indispensavel para
sua aplicacao analitica e os resultados obtidos ndo tenham sido conclusivos, é possivel
apresentar uma proposta de estrutura para a espécie CoOPAR>.CAPS,, indicada na Figura 58.

Isto pode servir para estudos posteriores de eventuais interessados.
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Figura 58. Proposta para a estrutura da espécie CoPAR,CAPS,, onde ha interagao por ligagéo de
hidrogénio entre CoPAR; e CAPS.
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Capitulo 5. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos nos experimentos realizados neste trabalho permitem concluir
que:

A reacao colorimétrica entre as misturas CAPS+MPAR; utilizando diferentes tampdes
e pHs como solvente, apresentou os melhores resultados em tampéao borato pH 8,35 para
Co?* e Cu®*, onde as misturas apresentaram espectros com absorcdo em 510 nm
inversamente proporcional a Ccaps. Porém, utilizando cachaga como solvente majoritario
para misturas CAPS+CoPAR: os espectros apresentaram absor¢cao em 510 nm proporcional
a Ccaps, 0 que garantiu maior simplicidade ao método proposto. A curva analitica para
misturas CAPS+CoPAR: em cachaca apresentou faixa linear entre 0,001 e 0,03 U, limite de
deteccao = 0,0004 U e limite de quantificacao = 0,0005 U (sendo U = mg CAPS/g pimenta) e
coeficiente de correlagcédo = 0,9979.

A propor¢ao estequiométrica determinada para o produto formado foi CoPAR,CAPS;

e a extracao liquido-liquido comprovou sua existéncia como uma nova espécie croméfora.

Para validar laboratorialmente o método espectrofotométrico proposto, compararam-
se os resultados de quantificacdo de CAPS totais em extratos de Capsicum obtidos pelo
método VIS com resultados obtidos por método HPLC e ndo foram encontradas diferencas
significativas com 95% de confianca. Além disso, esses resultados sdo proporcionais aos
resultados das escalas organolépticas Julie Cohn e Scoville, publicados na literatura.

O processo de extracao de CAPS foi aperfeicoado visando simplicidade de processo e
uniformidade de resultados, sem a preocupac¢éo de se atingir extracdo exaustiva. Os extratos
mais estaveis foram obtidos usando cachaca como solvente extrator e as condicdes
aperfeicoadas para extracdo de CAPS envolvem utilizar pimentas fatiadas finamente, com
sementes e sem pedunculo, na proporcao de 30 g pimenta para 50 mL de cachaga, mantidos
sob agitacao mecanica durante 30 min, seguindo-se filtracao simples e repouso por 10 min.

O acompanhamento da variagdo de Ccaps durante o amadurecimento das pimentas
apontou que Ccaps aumenta a medida que o estagio de maturagdo é completado e a ordem
de picancia estabelecida pelos métodos organolépticos s é proporcional a Ccaps de

pimentas maduras.
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A analise da variagdo de Ccaps em pimentas armazenadas em -11 °C apontou que
Ccaps diminuiu significativamente apés 3 meses de estocagem dos frutos e, portanto, este

periodo foi considerado como maximo para armazenamento das pimentas sob tal condigéo.
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Capitulo 6. TRATAMENTO DE RESIDUOS
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Todos os residuos gerados durante os trabalhos experimentais foram descartados
e/ou tratados corretamente de acordo com as normas da Comissdao de seguranga do Q-
UNICAMP.

As solucbes acidas ou basicas sem ions téxicos foram descartadas na pia apos

neutralizacao.

O metanol foi armazenado em frascos adequados e submetido a Comissao de

Seguranca para envia-lo oportunamente para incineracao.

As solucdes contendo os fons de metais pesados Co®*, Cu?* e/ou Ni?* foram
armazenadas em recipientes adequados, tratadas pela técnica de nivel superior do
GPQUAE, Acacia Adriana Salom&o, e posteriormente encaminhadas para tratamento final na
Central de Comissdo de Seguranca seguindo-se as recomendacgdes descritas nas

referéncias abaixo:

v" Prudent Pratices for Disposal of Chemicals from Laboratories, Committee of
Hazardous Substances in the Laboratory, Washington D.C., National Academy
Press, 1983.

v' Toxic and Hazardous Industrial Chemicals Safety Manual, Japan, International
Technical Information Institute, 1982.
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Capitulo 7. PERSPECTIVAS
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A quantificagdo de CAPS totais em extratos de pimentas € de interesse para
implementagédo de processo industrial, sendo, portanto, pertinente elaborar um protocolo de
andlise para aplicagdo em analises de rotina para controle da qualidade dos extratos com o
método desenvolvido.

As dificuldades de quantificacdo de CAPS individuais por espectrofotometria e por
HPLC devido a semelhancga dos espectros e a coeluicdo dos CAPS, respectivamente, podem
vir a ser superadas com a aplicacdo de procedimentos envolvendo técnicas de
espectrometria de massas, o que podera ser realizado no GPQUAE em trabalhos futuros.

A aplicacdo de métodos quimiométricos pode ser introduzida para estimar parametros
de classificacdo de extratos e fontes de CAPS, cujo potencial de aplicacdo em diversos
segmentos industriais certamente estimula novos estudos, inclusive para prospeccao de
novas espécies para exploragdo comercial, como esta sendo iniciado em trabalho de outro
membro do grupo.
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Anexo 1: Etiquetas dos registros das exsicatas das pimentas

PLANTAS DO BRASIL
Herbdrio UEC

&%
o™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum annuum

Vasconcelos, C. 12011 149514

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
Ituau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Americana; origem: Brasil; ardéncia:
nenhuma; comprimento do fruto: 18 cm; cor do fruto: vermelho quando
maduro.

PLANTAS DO BRASIL
Herbdrio UEC
N
'«..'
UNIcAMP Solanaceae
Capsicum chinense
Carvalho, S.1.C. 2 2010 150803

Brasil: Sdo Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala km 10 -
Chacara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long. 46:53:16000 w.

Popularmente conhecida como: pimenta baldo; folhas de coloragdo verde escuro
e tamanho médio; frutos pendentes, de formato piramidal; flores de 6 pétalas
separadas totalmente, brancas com estames azuis; ardéncia: alta; comprimento
do fruto: 3 cm; cor: vermelho quando maduros.

Souza, P.T.3

Souza, P.T. 27 4/2/2010
13/1/2011 Dupl.: UEC

Dupl.: UEC

PLANTAS DO BRASIL PLANTAS DO BRASIL

Herbdrio UEC Herbdrio UEC
Y Y
'«..' '4.}’

UNICAMP Solanaceae et Solanaceae

Capsicum chinense Capsicum chinense
Vasconcelos, C. 12011 149522 Carvalho, S. I.C. 2 2010 149516

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
ltuau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Bhut Jolokia; origem: india; ardéncia: alta;
comprimento do fruto: 8 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro;
atualmente, a pimenta mais picante do mundo.

Souza, P.T. 14
13/1/2011
Dupl.: UEC

Brasil: Sdo Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala km 10 -
Chdcara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long. 46:53:16000 w.

Popularmente conhecida como: Biquinho; origem: Brasil; ardéncia: nenhuma;
comprimento do fruto: 3 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P. T. 30
4/2/2010
Dupl.: UEC
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PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum chinense
Carvalho, S. I.C. 2 2010 151666

Brasil: Sdo Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala km 10 -
Chdcara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long. 46:53:16000 w.

Popularmente conhecida como: Bode; origem: Brasil; ardéncia: alta;
comprimento do fruto: 1 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

"2
™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum chinense
Vasconcelos, C. 12011 151665

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Brinco-de-princesa; origem: Brasil; ardéncia:
média; comprimento do fruto: 1,5 cm; cor do fruto: amarelo quando maduro.

Souza, P.T. 6 Souza, P. T. 11
4/2/2010 13/1/2011
Dupl.: UEC Dupl.: UEC
PLANTAS DO BRASIL PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC Herbario UEC
SV, N
'(..’ '4..\’
UNICAMP Solanaceae UNICAMP Solanaceae
Capsicum annuum Capsicum baccatum
Vasconcelos, C. 12011 149515 Vasconcelos, C. 12011 149512

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
Ituau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Caiena; origem: Guiana Francesa; ardéncia:

alta; comprimento do fruto: 14 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P. T. 28
13/1/2011
Dupl.: UEC

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Cambuci; origem: Brasil; ardéncia: nenhuma;
comprimento do fruto: 4,5 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P.T. 25
13/1/2011
Dupl.: UEC
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PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum annuum

Vasconcelos, C. 1 2011 149513

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
ltuau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Cascabel; Origem: México; ardéncia: média;
comprimento do fruto: 4 cm; cor do fruto: vinho quando maduro.

Souza, P. T. 26

PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

"2
™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum annuum

Vasconcelos, C. 12011 149511

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Culiacan; origem: desconhecida; ardéncia: média;
comprimento do fruto: 17 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P.T. 24

13/1/2011 13/1/2011
Dupl.: UEC Dupl.: UEC
PLANTAS DO BRASIL PLANTAS DO BRASIL
Herbdrio UEC Herbdrio UEC
N Y
“ay¥ “ay¥
UNIcAMP Solanaceae UNIcAMP Solanaceae
Capsicum baccatum Capsicum chinense
Carvalho, S. 1.C. 2 2010 151667 Carvalho, S.1.C. 2 2010 151663

Brasil: Sdo Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala km 10 -
Chacara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long. 46:53:16000 w.

Popularmente conhecida como: Cumari ou Cumari verdadeira; origem: Brasil;
ardéncia: alta; comprimento do fruto: 1 cm; cor do fruto: vermelho quando
maduro.

Souza, P.T. 10
4/2/2010
Dupl.: UEC

Brasil: Sdo Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala km 10 -
Chacara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long. 46:53:16000 w.

Popularmente conhecida como: Pimenta-de-cheiro; origem: Brasil; ardéncia:
média; comprimento do fruto: 2,5 cm; cor do fruto: vinho quando maduro.

Souza, P.T. 8
4/2/2010
Dupl.: UEC
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PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

"2
™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum chinense
Vasconcelos, C. 12011 149523

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
ltuau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Pimenta-de-cheiro-do-Para; origem: Brasil;

ardéncia: média; comprimento do fruto: 4 cm; cor do fruto: amarelo quando
maduro.

Souza, P.T. 13

PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

"2
™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum baccatum
Carvalho, S. I.C. 2 2010 151668

Brasil: Sdo Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala km 10 -
Chdcara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long. 46:53:16000 w.

Popularmente conhecida como: dedo-de-moga; origem: Brasil; ardéncia: média;
comprimento do fruto: 8 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P. T. 12

13/1/2011 4/2/2010
Dupl.: UEC Dupl.: UEC
PLANTAS DO BRASIL PLANTAS DO BRASIL
Herbdrio UEC Herbdrio UEC
Y vz,
Ve “a¥
UNICAMP Solanaceae UNICAMP Solanaceae
Capsicum annuum Capsicum chinense
Vasconcelos, C. 12011 149518 Vasconcelos, C. 12011 149527

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
ltuau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Guajillo; origem: Brasil; ardéncia: média;
comprimento do fruto: 16 cm; cor do fruto: vinho quando maduro.

Souza, P.T. 19
13/1/2011
Dupl.: UEC

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Habanero laranja; origem: Caribe; ardéncia: alta;
comprimento do fruto: 6 cm; cor do fruto: laranja quando maduro.

Souza, P. T. 23
13/1/2011
Dupl.: UEC
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PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum chinense

Vasconcelos, C. 1 2011 149517

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
ltuau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Habanero mustard; origem: Caribe;
ardéncia: alta; comprimento do fruto: 6 cm; cor do fruto: amarelo mostarda
quando maduro.

PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum annuum

Vasconcelos, C. 12011 151664

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Jalapefio; origem: México; ardéncia: média;
comprimento do fruto: 10 cm; cor do fruto: vermelho com estrias quando
maduro.

Souza, P. T. 20 Souza, P.T.7
13/1/ 2011 13/1/ 2011
Dupl.: UEC Dupl.: UEC
PLANTAS DO BRASIL PLANTAS DO BRASIL
Herbdrio UEC Herbdrio UEC
N )
'«..' '«..’
UNICAMP Solanaceae et Solanaceae
Capsicum frutescens Capsicum chinense
Carvalho, S. 1.C. 2 2010 151670 Vasconcelos, C. 12011 149520

Brasil: S3o Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala km 10 -
Chacara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long. 46:53:16000 w.

Popularmente conhecida como: malagueta; origem: Brasil; ardéncia: alta;
comprimento do fruto: 3 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P.T.9
4/2/2010
Dupl.: UEC

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Murupi da Amazobnia gold; origem: Brasil;
ardéncia: alta; comprimento do fruto: 8 cm; cor do fruto: amarelo pélido quando
maduro.

Souza, P. T. 16
13/1/ 2011
Dupl.: UEC
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PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC
Vo,
'4..\’
UNICAMP Solanaceae

Capsicum chinense
Vasconcelos, C. 1 2011 149521

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
ltuau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Murupi golden; origem: Brasil; ardéncia:

alta; comprimento do fruto: 7 c¢cm; cor do fruto: amarelo vivo quando
maduro.

Souza, P.T. 15

PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum chinense
Vasconcelos, C. 12011 149524

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Murupi laranja; origem: Brasil; ardéncia: alta;
comprimento do fruto: 6 cm; cor do fruto: laranja quando maduro.

Souza, P.T. 18

13/ 1/ 2011 13/ 1/ 2011

Dupl.: UEC Dupl.: UEC

PLANTAS DO BRASIL PLANTAS DO BRASIL

Herbdrio UEC Herbdrio UEC
Y vz,
Ve “a¥

UNICAMP Solanaceae UNICAMP Solanaceae

Capsicum chinense Capsicum chinense
Vasconcelos, C. 12011 61577 Vasconcelos, C. 12011 149519

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
ltuau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Murupi verde; origem: Brasil; ardéncia: alta;
comprimento do fruto: 6 cm; cor do fruto: verde quando maduro.

Souza, P. T. 2
13/1/ 2011
Dupl.: UEC

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Murupi vermelha; origem: Brasil; ardéncia: alta;
comprimento do fruto: 7 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P. T. 17
13/1/ 2011
Dupl.: UEC
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PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum annuum

Vasconcelos, C. 1 2011 149526

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
ltuau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Peter pepper; origem: Estados Unidos;
ardéncia: alta; comprimento do fruto: 9 cm; cor do fruto: vermelho quando
maduro.

PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

SV,
'(..’
UNIcAMP Solanaceae
Capsicum frutescens
Carvalho, S. I.C. 2 2010 151669

Brasil: Sdo Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala km 10 -
Chdcara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long. 46:53:16000 w.
Popularmente conhecida como: Pitanga; origem: Brasil; ardéncia: média;
comprimento do fruto: 2,5 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P. T. 22 Souza, P.T.5
13/ 1/ 2011 4/2/2010
Dupl.: UEC Dupl.: UEC
PLANTAS DO BRASIL PLANTAS DO BRASIL
Herbdrio UEC Herbdrio UEC
Y vz,
Ve “a¥
UNICAMP Solanaceae UNICAMP Solanaceae
Capsicum annuum Capsicum pubescens
Vasconcelos, C. 12011 53836 Vasconcelos, C. 12011 149525

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda
ltuau-Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Poblano; origem: México; ardéncia: suave;
comprimento do fruto: 15 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P.T.1
13/1/ 2011
Dupl.: UEC

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.
Popularmente conhecida como: Rocoto; origem: Peru; ardéncia: alta;
comprimento do fruto: 4 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P.T. 11
13/1/ 2011
Dupl.: UEC
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PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC
v,
'(..’
UNICAMP Solanaceae
Capsicum chinense
Carvalho, S. I.C. 2 2010 58093

Brasil: Sdo Paulo, Campinas, Joaquim Egidio, Via Profa. Lidia Abdala km 10 -
Chdcara Santa Edwiges, - alt. 852,25; lat. 22:50:33100 s; long. 46:53:16000 w.
Popularmente conhecida como: Saco; origem: Brasil; ardéncia: alta;
comprimento do fruto: 3,5 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P.T.4
4/2/2010
Dupl.: UEC

PLANTAS DO BRASIL
Herbario UEC

™

UNICAMP Solanaceae

Capsicum annuum
Vasconcelos, C. 12011 149510

Brasil: Sdo Paulo, Salto, Estrada Velha Campinas — Capivari km 7 - Fazenda ltuau-
Terra de Gigantes - alt. 554; lat. 23:92:14 s; long. 47:21:117 w.

Popularmente conhecida como: Serrano; origem: México; ardéncia: média;
comprimento do fruto: 5 cm; cor do fruto: vermelho quando maduro.

Souza, P. T. 29
13/1/2011
Dupl.: UEC
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Anexo 2: Testes estatisticos

Teste Q

O teste Q é um teste estatistico utilizado para decidir se um resultado suspeito deve
ser mantido ou rejeitado. Nesse teste, os resultados de um conjunto sdo ordenados em
ordem crescente e o valor absoluto da diferenga entre o resultado questionavel X, e seu
vizinho mais préximo Xp € dividido pela faixa F (maior valor — menor valor) do conjunto inteiro

para dar a grandeza Q, de acordo com a Equacgao 6 (SKOOG, 2011).

Q_‘Xq Xp‘ Equacio 6
- F

Considera-se o intervalo de confianca desejado e o numero de resultados do conjunto
analisado para encontrar o valor de Qgritico tabelado. Se Qcaicuiado fOr maior que Qeritico, O
resultado questionavel pode ser rejeitado, com o grau de confianca indicado (SKOOG, 2011).

Teste F

O Teste F tem a finalidade de comparar a precisdo dos resultados, utilizando-se a
Equacao 7 (SKOOG, 2011).

5 Equacao 7

onde: S, e S, e s&o os valores de variancia obtidos pelos dois métodos, sendo que, por convengao, o
valor de variancia maior é colocado no numerador.

Considera-se o intervalo de confianca desejado e os graus de liberdade para os
conjuntos de resultados estudados, relacionados no numerador e denominador da Equagéao
7, para se encontrar o valor de Fitico tabelado (SKOOG, 2011).
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Se o valor de Fgacuiado fOr menor que o valor de Feiico 0S resultados ndo apresentam

diferenca estatistica significativa com o grau de confianca considerado (SKOOG, 2011).

Teste t
O teste t é usado para determinar a significAncia da diferenga entre a média
experimental obtida a partir de um conjunto de medidas e o valor aceito como real através da

Equacao 8.

X-M
t =| — Equacao 8
s4/N

onde: X é a média dos resultados experimentais obtidos, p € o valor aceito como real, N é o niumero
de replicatas e sq4 € 0 desvio padrao da populagao.

O desvio padrao da populacéo é calculado utilizando-se a Equagéo 9.

N
z X-2 i=1 Equacédo 9
1 | N

Sq =

Teste t pareado

O teste t pareado tem a finalidade de comparar a exatiddo entre a média experimental
com resultados de dois métodos diferentes, pela analise de seus pares de dados utilizando-
se a Equacéo 10 (SKOOG, 2011).
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N Equacéo 10

onde: d é a diferenca entre os resultados obtidos por cada método, N é o niUmero de replicatas dos
métodos e sy € 0 desvio padrao da diferenga, que é calculado pela Equacao 11.

O desvio padréo da diferenga € calculado utilizando-se a Equacao 11.

_ i=1 Equacao 11
‘ Z dl ?' N

Sq =

Considera-se o intervalo de confianca desejado e o grau de liberdade é dado pelo
numero de determinacdes de cada método subtraido de 1 (N-1). Com esses dois parametros
encontra-se o valor de tapelado (SKOOG, 2011).

Se o valor de t:aiculado fOr menor que o valor de tfapelado, 0S resultados nao apresentam

diferenca estatistica significativa com o grau de confianca considerado (SKOOG, 2011).
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Anexo 3: Método da variacao continua

O método da variacdo continua é utilizado para determinar a proporcao
estequiométrica de complexos que absorvem na regiao visivel do espectro.
Considerando o equilibrio representado abaixo, onde P indica o ion central e X as

espécies ligantes:

P+X=PX Equacao 12

E, supondo que possam ser formados varios complexos:
P +2X=PX, Equacao 13
P+ 3X=PX; Equacao 14

O método da variagdo continua permite identificar a estequiometria do complexo
predominante (SIROKI et al, 1975).

O procedimento classico envolve a mistura de aliquotas de solugdes equimolares de P
e de X, de forma que a concentracao total de P+X permaneca constante. Por exemplo, uma
solucdo estoque contendo 2,50x10° mol/L de P e outra contendo 2,50x10° mol/L de X
podem ser misturadas fornecendo varias razées X:P, mas com uma concentragdo total
constante de 1,00x10™ mol/L. A absorbancia de cada mistura é medida em um comprimento
de onda com alta absorcdo e é construido um gréafico relacionando os valores de
absorbancia da mistura em funcao da fracado molar de X. A absorbancia maxima é atingida
na composicao correspondente a estequiometria do complexo predominante (SIROKI et al,
1975) e é indicada no grafico como um ponto de maximo, correspondente no eixo x a uma
fracdo molar do constituinte em questao.

Para o equilibrio:

P + nX = PX, Equacao 15

A absorbancia maxima ocorre quando (fragdo molar de X) = n(n+1).

Para aplicar o método da variacdo continua o complexo deve seguir a lei de Beer;
deve-se utilizar forca ibnica e pH constantes, se for aplicavel. Para conferir os resultados é
importante fazer experimentos variando-se as concentragbes totais de P+X, pois a
absorbancia maxima devera ser observada na mesma fragdo molar (SIROKI et al, 1975).
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