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ABSTRACT

The red peppers of the genus Capsicum have been much investigated as a new source
of natural antioxidants. Studies show that they have antioxidant properties due to the
presence of capsaicin and other bioactive compounds. Antioxidants are extremely
important because they act on different mechanisms in food, including, breaking
free radicals responsible for the oxidation reactions. This study aimed to evaluate the
content of phenolic compounds and antioxidant capacity by DPPH " sauce fermented
Capsicum baccatum var. pendulum (“Dedo-de-Moca”). The values of total phenolic
compounds decreased with increasing concentration of sucrose, except for the sauce
fermented with Lactobacillus brevis. The lowest IC50 value was observed for samples
of sauce fermented with L. brevis and L. plantarum. Probably the antioxidant activity,
this work is related to the concentration of carotenoids, observed by the tone of the
sample with more intense staining (red-burgundy), in relation to the color presented at
the beginning of fermentation (red-orange).
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RESUMO

As pimentas vermelhas do género Capsicum vém sendo muito investigadas como uma
nova fonte de antioxidantes naturais. Estudos mostram que estas possuem propriedades
antioxidantes devido a presenca de capsaicina e outros compostos bioativos. Os
antioxidantes sdo de extrema importancia, pois atuam em diferentes mecanismos
nos alimentos, dentre eles, quebrando os radicais livres responsaveis pelas reacdes de
oxidacdo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o conteiddo de compostos
fendlicos e a capacidade antioxidante pelo método DPPH" do molho fermentado de
Capsicum baccatum var. pendulum (“Dedo-de-Moga”). Os valores dos compostos
fendlicos totais diminuiram com o aumento da concentra¢do de sacarose, com exce¢ao
do molho fermentado com Lactobacillus brevis. O menor valor de IC_ foi observado para
amostras de molho fermentado com L. brevis e L. plantarum. Provavelmente a atividade
antioxidante, neste trabalho, esteja relacionada a concentracdo dos carotenoides,
observados pela tonalidade da amostra com colora¢do mais intensa (vermelho-bordo),
em relagdo a cor apresentada no inicio da fermentagao (vermelho-laranja).

Palavras-chave: Capsicum baccatum, molho fermentado, avaliacdo, antioxidantes,
compostos fenélicos.
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INTRODUGCAO

Os radicais livres sao agentes oxidantes caracterizados como espécies
atdmicas ou moleculares que apresentam um ou mais elétrons nao emparelhados
na sua Orbita externa, tornando-as espécies altamente reativas (GILLHAN et
al., 1997). Sao produzidos constantemente durante o funcionamento normal
da célula, na sua maioria sob a forma de espécies reativas de oxigénio. Logo
produzidos na célula, a maior parte destes sdao eliminados pelas defesas
antioxidantes (VALKO et al., 2007).

Define-se um antioxidante como qualquer substancia que, quando presente
em baixa concentragao comparada a do substrato oxidado, regenera o substrato
ou previne significativamente a oxidacdo do mesmo (HALLIWELL, 2001).

Nos ultimos anos novas fontes de antioxidantes naturais vém sendo
investigadas. Essa busca é devida principalmente a reducdao de efeitos das
oxidacOes bioldgicas atribuidas a diversos compostos bioativos. Diversos
estudos atribuem as pimentas do género Capsicum propriedades antioxidantes
principalmente pelo conteldo de carotenoides, vitaminas C e E, capsaicindides
e outros compostos fendlicos (ZHANG e HAMAUZU, 2003; GARCIA-MARTINEZ et
al., 2006; DEPPA et al., 2007).

Estudos como o de Melo et al. (2009) indicam o papel chave dos radicais
livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento e
doencas degenerativas como cancer, doengas cardiovasculares, catarata, declinio
do sistema imune e disfungbes cerebrais. Sabe-se, porém que a produg¢ao de
radicais livres é controlada, nos seres vivos, por diversos compostos antioxidantes,
0s quais podem ter origem enddgena ou serem provenientes da dieta alimentar
e outras fontes. Destas ultimas destacam-se tocoferdis (vitamina E), acido
ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio e carotenoides. Os antioxidantes tém
acao nos radicais livres quebrando, por exemplo, a cadeia de reac¢ao de formacao
de peréxidos (VAZQUEZ et al., 2009).

E crescente o interesse neste género para a produg3o de conservas e molhos
pelas suas propriedades antioxidantes, que reduzem o risco de desenvolvimento
de cancer e outras doencgas cronicas degenerativas, mas principalmente pela
pungéncia ou ardume que ainda é seu valor mais atrativo (RIBEIRO et al., 2008).

As pimentas do género Capsicum sao um produto com grande aceitagao
culindria devido a caracteristica adstringente (MADAIL et al., 2005). A pimenta
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“Dedo-de-Mocga” (Capsicum baccatum var. pendulum) em especial apresenta
grande relevancia econOmica dentro deste grupo de especiarias. A sua
popularidade é atribuida, principalmente, as suas qualidades sensoriais,
como coloracdo, sabor e ao teor de pungéncia situada entre 46.000 (ZHANG e
HAMAUZU, 2003; RIBEIRO et al., 2008; CARVALHO et al., 2009) e 90.000 SHU
(CARVALHO et al., 2009). A variedade é uma das mais consumidas no Brasil, em
especial nos estados do Rio Grande do Sul, Sao Paulo e Goias, por isso, seu cultivo
€ maior também nestas regides (KAPPEL, 2007).

Afermentacdo é um dos métodos mais antigos e econdmicos de preservagao
de alimentos (KOH, 2005; GARCIA-MARTINEZ et al., 2006). A fermentacao das
pimentas, além da acdo antioxidante e o seu sabor, pode favorecer a digestao
devido ao acido lactico produzido pelos microrganismos, bem como a economia
do processo tecnoldgico, pois ndo ocorre esterilizacdo e nao ha uso de energia
durante a sua fabricacio (HERNANDEZ et al., 2009).

As bactérias laticas como o Lactobacillus plantarum, L.sake, L. curvatus
durante a fermentacdo produzem efeitos desejdveis no aroma, sabor e cor do
alimento e inibem bactérias patogénicas e deteriorantes (LUCKE, 1994; TOLDRA
et al., 2001). Algumas dessas culturas também apresentam caracteristicas
probidticas conferindo beneficios a saide como o controle e estabilizacao da
microbiota intestinal, auxilio na digestao, aumento da absor¢ao de minerais,
entre outros (TOLDRA et al., 2001; LEROY et al., 2006; SANTOS et al., 2011).

A extracdo ou producdo de compostos bioativos por fermentacdo é uma
alternativa interessante e merece aten¢do, uma vez que é capaz de proporcionar
produtos com maior qualidade e elevada atividade. Neste processo, os compostos
bioativos sao obtidos na forma de metabolitos secunddrios produzidos por
microrganismos na fase de crescimento estacionario e geralmente iniciados pelo
esgotamento de nutrientes fundamentais no meio como o carbono, nitrogénio
ou fosfato (BARRIOS-GONZALEZ et al, 2005; S. MARTINS et al., 2011).

Do exposto, objetivou-se neste trabalho estudar as propriedades
antioxidantes do molho fermentado de Capsicum baccatum var. pendulum
(“Dedo-de-Mocga”).
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MATERIAL E METODOS

1- Obtengao do molho de pimenta

O trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LATEC)
da Universidade Federal da Grande Dourados - UFGD, em Dourados, MS.

As pimentas utilizadas na produgcao do molho fermentado foram da
variedade “Dedo de Moc¢a” (Capsicum baccatum var pendulum), adquiridas no
mercado local, selecionadas quanto ao grau de maturacdo (vermelhas), porém
firmes e isentas de danos fisioldgicos.

As pimentas foram lavadas com agua potavel, escorridas e moidas (inteiras)
em liquidificador doméstico com adi¢cdo de agua em quantidade suficiente para
auxiliar na obtencdo de uma massa homogénea (3000 g de pimenta para 0,2 L
de 4gua).

Para o processo de fermentagao foram estabelecidos trés tratamentos. Os
tratamentos se diferenciaram pelo mosto. O mosto da fermentacao foi constituido
pela massa de pimenta (0,25 L) contendo concentragdes fixas de cloreto de sddio
(NaCl), diferentes concentracdes de sacarose e o inéculo de Lactobacillus.

Tabela 1. Concentracdo de sacarose e cloreto de sddio (NaCl) para cada tratamento.

PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF FERMENTED “DEDO-DE MOGA” PEPPER SAUCE

Cultura pura Cultura Starter Cultura Starter (Lactobacillus
(Bactérias selvagens) |(Lactobacillus brevis) |plantarum)
Tratamento |cCloreto de |Sacarose |Cloreto de |Sacarose |Cloreto de 1
- 1 4 - 1 4 o 1, |Sacarose (g.L?)
sédio (g.LY) |(g.LY) sédio (g.LY) | (g.L?) sédio (g.LY)
T1 50 100 50 100 50 100
T2 50 150 50 150 50 150
T3 50 200 50 200 50 200

A fermentacao de cada tratamento foi realizada em garrafas de polietileno
tereftalato (PET), em cada garrafa foi colocado o mosto. Optou-se o PET por ser
considerado um polimero seguro, sem migra¢cdao de componentes plastificantes
para a amostra, mesmo sob fermentacdo (DEL CARLO et al., 2008; SOUZA et
al., 2012). O oxigénio presente no interior das garrafas foi retirado por pressao
manual e estas foram mantidas em estufa incubadora (BOD) a 25°C durante seis
semanas. Apds isso foi adicionado, em cada garrafa, 0,2 L de vinagre branco (de
alcool), obtendo-se o molho de pimenta. Uma vez por semana era retirada uma
aliquota para realizar as analises de pH e cor do mosto, tomando-se o cuidado
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de evacuar o oxigénio das garrafas. A aliquota nao retornava a embalagem para
evitar contaminacgao.

O pH foi determinado durante todo o periodo de fermentagao por leitura
direta em potenciometro (pH2000 — INSTRUTHERM) previamente calibrado (IAL,
2008). A cor foi avaliada utilizando colorimetro digital (Minolta CR-400), sistema
ClIELab com determinacdao dos valores de L* (parametro de luminosidade), a*
e b*. Com os valores de a* e b* calculou-se o angulo de ton (°h) que define a
tonalidade de cor ou cor propriamente dita (Equacdo 1) e representa as cores
vermelha (0°h), amarela (90 °h), verde (180 °h) e azul (270 °h).

sk
°h=tan"" (b—j
a %k

Figura 1. Fermentacdo do mosto de pimenta em garrafas de polietileno tereftalato.

EQUACAO 1

Figura 2. Molho fermentado pronto apds a adigdo do vinagre branco.
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2- Analise dos compostos fendlicos totais e potencial antioxidante dos molhos
de pimenta

Para a quantificacao dos compostos fendlicos e da atividade antioxidante
foram preparados extratos a partir dos molhos. Os extratos foram obtidos pela
mistura de 30 g de amostra (molho) com 100 mL de metanol PA. A mistura foi
agitada a 100 rpm por 3 horas e filtrada separando-se o liquido do sélido. A
partir deste sdlido foram adicionados mais 100 mL de metanol e novamente
foi submetido a agitacao por 1 hora, em seguida foi filtrado e misturado com o
filtrado anteriormente. Os extratos (mistura de ambos os filtrados) foram entado
concentrados em rotaevaporador a 402C.

A determinacdo de compostos fendlicos totais (CFT) foi realizada pela
técnica que se baseia na oxidacao-reducao do extrato (amostra) com o reagente
de Folin-Ciocalteu, na qual o ion fenolato contido no extrato é oxidado e o
complexo fosfotungstico-fosfomolibdico, presente no reagente, é reduzido a
uma mistura de éxidos de tungsténio e de molibdénio de cor azul. A coloragao
desenvolvida (absor¢do maxima entre 725 e 750 nm) é proporcional ao teor de
compostos fendlicos (NEVES et al., 2009). Foram utilizados 0,5 mL dos extratos
na concentracdo de 1,3 mg mL! em metanol PA, a cada extrato foi adicionado
2,5 mL do reagente de Folin Ciocalteu (solucdo de 10%) e 2,0 mL de solucdo de
carbonato de sédio (7,5%). Agitou-se vigorosamente a mistura. A absorbancia foi
lida em espectrofotometro a 740 nm, apds 60 minutos de incubag¢ao na auséncia
de luz e temperatura ambiente. O teor de compostos fendlicos foi determinado
por interpolacdo da absorbancia contra uma curva de calibracdo construida com
padrées de acido gélico (concentragdes de 0,01; 0,03; 0,05; 0,06 e 0,08 mg.mL?).
As analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em miligrama
de equivalente acido gdlico por grama de amostra (mgGAE.g2)- (BOGUZS, 2010).

A atividade antioxidante foi determinada pelo método da captura do
radical livre DPPH. Foram utilizados 3,9 mL de DPPH (0,1 mM) e 0,1 mL de extrato
diluido em metanol em diferentes concentrag¢des (10,0; 4,0; 1,6 e 0,64 mg.mL?).
Para o controle utilizou-se 3,9 mL de DPPH (0,1 mM) e 0,1 mL de acido ascérbico
diluido em metanol PA. No branco utilizou-se de 3,9 mL de DPPH (0,1 mM) e 0,1
mL de metanol PA. Os tubos ficaram em repouso por 30 minutos, ao abrigo da
luz, e apo6s este periodo foram realizadas as leituras em espectrofotometro a
517 nm. A percentagem de inibicdo de reducdo do DPPH (/) foi calculada através
da equagdo 2, onde Abs_ € a absorbancia do branco e Abs, € a absorbancia da
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amostra. A execuc¢do dos ensaios com diversas concentracdes para cada extrato
permitiu determinar a concentragdo que causa 50% de inibi¢do (IC_ ). O valor de
IC,, foi obtido a partir da representacdo grafica da percentagem de inibigdo do
DPPH (/) em funcdo da concentracao do extrato (BOGUZS, 2010).

I (%) = [(Abso — Abs,) A bs Jx 100 EQUACAO 2
0

3- Analises estatisticas

Os resultados de todas as analises foram submetidos a analise de variancia
e as médias foram comparadas entre si por meio do teste de Tukey, a um nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta os resultados da tonalidade da cor representados pelo
angulodeton (°h). Emtodas as amostras, a tonalidade da cor foi significativamente
diferente (P<0,05) entre o inicio (cor vermelho-laranja) e o final do processo
(cor vermelho-bord6), observada pelos valores de °h mais préoximos de zero
(cor vermelha). As cores dos frutos das pimentas originam-se de pigmentos
carotenoides, sendo a cor vermelha atribuida a capsantina, que representa
60% dos carotenoides totais (RIBEIRO et al., 2008). Mattos et al., 2008, na
caracterizacao de espécies de Capsicum spp., demonstraram que a medicdo de
cor utilizando os parametros L*, a* e b* pode ser usada como uma ferramenta
para a determinacao da concentracao de clorofila (carotenoides). Neste estudo,
os valores de °h sugerem que a fermentacao lactica favorece a biodisponibilidade
dos carotenoides, contribuindo com a intensidade da cor vermelha.

No que se refere a adi¢do de agucar no mosto (tratamentos T, T, e T)),
o aumento da concentracdao da sacarose teve influencia significativa (P<0,05)
na intensidade da cor, obtendo-se valores de °h mais préoximos de zero nos
tratamentos T, e T, (concentra¢des de agucar de 150 e 200 g.L*, respectivamente).
Emboraadegradacdodeacucares possafavorecerareacdo de Maillard (GRIZOTTO
e MENEZES, 2004), as condig¢des do processo fermentativo do molho de pimenta

(pH 4,2 a 4,3 e temperatura de 25 °C) dificultam a reacdo.
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Tabela 2. Tonalidade da cor vermelha do molho de pimenta “Dedo-de-Moga” fermentado
por diferentes microrganismos e trés concentracdes de sacarose.

Angulo de ton (°h)
Amostra Ao inicio do processo Ao final do processo
T, M. Selvagem 0,61* 0,43
T, M. Selvagem 0,72%® 0,404
T, M. Selvagem 0,53 0,36
T1 L. brevis 0,55 0,42
TL. brevis 0,64 0,40
T. L. brevis 0,64 0,36*®
T, L. plantarum 0,477 0,44
T, L. plantarum 0,68% 0,38°¢
TL. plantarum 0,64* 0,38°¢

Letras minusculas diferentes na mesma linha e letras maidsculas diferentes na mesma coluna indicam que
os resultados diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05). Legenda: T1, tratamento
com 100 g.L? de sacarose. T2, tratamento com 150 g.L de sacarose. T3, tratamento com 200 g.L de
sacarose. M, Microrganismo, L, Lactobacillus.

Os teores de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante dos extratos
de molho de pimenta fermentado em diferentes concentragdes de sacarose sao
apresentados na Tabela 3.

Aconcentracdodasacaroseinfluenciounoteorde compostosfendlicos totais
(CFT), bem como a linhagem de microrganismo. Os valores dos CFT diminuiram
com o aumento da concentracao de sacarose, com exce¢ao do molho fermentado
com Lactobacillus brevis, no qual o maior CFT foi obtido no tratamento com 150
g.L* (T,). O microrganismo selvagem parece ter favorecido a disponibilidade
dos compostos fendlicos ou a sua conservagao, observa-se na Tabela 3 maiores
guantidades de CFT no molho fermentado com esse microrganismo, obtendo-se
37,91 mgGAE.100 g* em meio contendo 100 g.L'* de sacarose.

Tabela 3. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante do molho de pimenta
“Dedo-de-Moc¢a” fermentado por diferentes microrganismos e trés concentra¢des de
sacarose.

TEOR DE COMPOSTOS Capacidade Antioxidante (IC, )
AMOSTRA FENOLICOS (mgGAE.100g?) (mg.mL?)
T, M. Selvagem 37,91° 46,502
T, M. Selvagem 30,225 34,752
T, M. Selvagem 25,27¢ 20,33?
T1 L. brevis 21,52¢¢ 78,70°
TL. brevis 27,84« 20,87°
T, L. brevis 20,11% 23,07°
T, L. plantarum 33,67* 34,382
T, L. plantarum 31,19 15,07¢
TL. plantarum 20,047 21,84°
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Letras diferentes indicam que os resultados diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey
(P<0,05). Legenda: T, tratamento com 100 g.L” de sacarose. T, tratamento com 150 g.L™ de sacarose.
T, tratamento com 200 g.L™" de sacarose. M, Microrganismo, L, Lactobacillus.

Os resultados do DDPH para os extratos de pimentas expressos em termos
de IC,, encontram-se também na Tabela 3. Os menores valores de IC_, foram
observados para as amostras de molhos fermentados com maior concentracado
de sacarose. Os valores de IC_ indicam a quantidade necessaria de extrato para
provocar o sequestro de 50% do radical livre DPPH; portanto, altos valores deste
parametro indicam menor capacidade antioxidante, uma vez que é necessaria
maior quantidade de extrato para alcancar tal efeito.

Comparando-se os resultados da atividade antioxidante com os do teor de
compostos fendlicos totais, observa-se que com o aumento da concentracdo de
sacarose o CFT diminuiu em todos os tratamentos, com excec¢ao para o molho
fermentado com L. brevis e 150 g.L** de sacarose (T,). Provavelmente, o aumento
do teor de sacarose favoreca ao crescimento e multiplicagao celular com menor
liberacdao de metabolitos secundarios. Além disso, os compostos fendlicos sao
facilmente oxidaveis, pela acdo de enzimas, metais, luz e calor (PRIOR, et al,
2005).

De acordo com PRIOR et al. (2005), embora a técnica utilizando o reagente
Folin-Ciocalteu seja muito simples e sensivel, apresenta a desvantagem de nao
ser seletiva, assim, o reativo de Folin-Ciocalteu pode se combinar com os agucares
presentes no mosto, fornecendo valores maiores de CFT. Isto explicaria a menor
capacidade antioxidante (valores maiores de IC_ ) em amostras com maior CFT.

Nos processos fermentativos com L. brevis e L. plantarum, no tratamento
T, a capacidade antioxidante foi maior (menores valores de IC_ ). Provavelmente
a atividade antioxidante esteja relacionada a concentracao dos carotenoides,
observados pela coloracdo mais intensa (vermelho-bordd), em relacdo a cor
apresentada no inicio da fermentacao (vermelho-laranja).

Através destetrabalho, pode-se concluir que o maior conteudo de compostos
fendlicos foi obtido no molho de pimenta “Dedo-de-Moca”, fermentado
com microrganismo selvagem. A concentracdo da sacarose influenciou no
teor de compostos fendlicos, maiores resultados foram obtidos em menores
concentragdes de sacarose (100g.L?), exceto na linhagem do microrganismo L.
brevis, que apresentou maior CFT na concentracao intermediaria de sacarose.
A atividade antioxidante do molho fermentado com L. plantarum foi maior.
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Entretanto, para a maioria das amostras os valores de IC, ndo apresentaram
correlagao com os compostos fendlicos.
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