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RESUMO

Radicais livres podem gerar estresse oxidativo e causar danos celulares. O uso de antioxidantes naturais
demonstram ser um importante mecanismo para retardar ou inibir esse processo de oxidacao. Matrizes vegetais
dos géneros Capsicum e Tripodanthus apresentam metabélitos secundarios com atividade antioxidante relatada.
Foi avaliada a atividade antioxidante de oleoresinas das pimentas Capsicum chinense e Capsicum frutescens, e
do extrato bruto da espécie Tripodanthus acutifolius, através do ensaio Oxygen Radical Absorbance Capacity
(ORAC). As oleoresinas de C. chinense e C. frutescens apresentaram valores de 550,210 pmol TE/g amostra e
603,746 ymol TE/g amostra, respectivamente. A espécie T. acutifolius apresentou valores aproximadamente dez
vezes superiores (5277,764 umol TE/g amostra) as oleoresinas. Observou-se uma relacao direta da presenca de
compostos fenélicos com a atividade antioxidante. O ensaio realizado pelo grupo de pesquisas gerou um
procedimento operacional interno que pode ser seguido em novas pesquisas de interesse com matrizes vegetais,
aprovado para utilizacao no Parque Cientifico e Tecnologico Regional da Universidade de Santa Cruz do Sul
(TecnoUnisc).

DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF VEGETABLE MATRICES
Capsicum chinense, Capsicum frutescens AND Tripodanthus acutifolius
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ABSTRACT

Free radicals can generate oxidative stress and cause cell damage. The use of natural antioxidants evidences to
be an important mechanism to delay or inhibit this oxidation process. Vegetable matrices of the genus Capsicum
and Tripodanthus have secondary metabolites with reported antioxidant activity. The antioxidant activity of
Capsicum chinense and Capsicum frutescens oleoresins peppers and of the crude extract of Tripodanthus
acutifolius was evaluated by the Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) assay. The samples C. chinense and
C. frutescens oleoresins presented values of 550,210 ymol TE/g and 603,746 umol TE/g, respectively. The
sample T. acutifolius presented values approximately ten times higher (5.277,764 pmol TE/g) to the oleoresins. It
was observed a direct relation of the presence of phenolic compounds with the antioxidant activity. The research
conducted by this group generated an internal operating procedure that can be adopt in new researches of
interest with plant matrices. This document was approved for use in the Regional Scientific and Technological
Park of the University of Santa Cruz do Sul (TecnhoUnisc).
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1 INTRODUCAO

A geracao de radicais livres nos organismos vivos pode gerar estresse oxidativo, causando problemas de
salide como danos ao material genético e, consequentemente, contribuindo no surgimento de doencas
hepaticas, doencas neurologicas degenerativas e até mesmo metastase cancerigena (DAIRAM et al., 2008;
MANJUNATHA e SRINIVASAN, 2006). Afim de combater esses danos, estimula-se o uso de substancias
antioxidantes, uma vez que estas demonstram ser um importante mecanismo para retardar ou até mesmo inibir
os processos de oxidacao a nivel celular (PANYA et al., 2015; ROJAS e BUITRAGO, 2019).

Matrizes vegetais sao importantes fontes para obtencdao de moléculas bioativas, consideradas como
potentes antioxidantes naturais. Entre elas, destacam-se os compostos fenélicos (compostos fenélicos simples,
acidos fenodlicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos, lignanas, tocoferdis), compostos nitrogenados
(alcaloides, aminoacidos e aminas), carotenoides e o acido ascorbico (ROJAS e BUITRAGO, 2019).

As pimentas e pimentoes do género Capsicum sao conhecidas fontes de antioxidantes naturais, pois sao
ricas em compostos fenodlicos denominados capsaicinoides, que sao responsaveis também pelo sabor picante do
fruto (DIAZ et al., 2004). A capsaicina, que € o capsaicinoide mais abundante, inibe a oxidacao de lipidios de
baixa densidade (LDL) induzida por ferro e cobre, baixando o nivel de oxidacao de biomoléculas (DAIRAM et al.,
2008; MANJUNATHA e SRINIVASAN, 2006). Esse metabolito apresenta atividades antioxidante (AMMA et al.,
2019; COSTA et al., 2019; LAVORGNA et al., 2019), analgésica (GERNER et al., 2008) e termogénica (JOO, 2010)
comprovadas.

Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pavon) Van Tieghem é uma planta hemiparasita, conhecida
popularmente como erva-de-passarinho. Ela possui atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria,
analgésica, antipirética e diurética, sendo estudas com base em seus usos na medicina popular (INTERSIMONE et
al., 2005; DAUD et al., 2005; DAUD et al., 2006; SOBERON et al., 2007; SOBERON et al., 2010a; SOBERON et al.,
2010b; SOBERON et al., 2010c; SILVA, 2014; SOUZA et al., 2014). Assim como para demais plantas, essas
propriedades farmacologicas podem estar associadas aos metabolitos secundarios de T. acutifolius, que incluem
os compostos fendlicos flavonoides, taninos condensados e catequinas, além de um raro composto isolado e
identificado como tripodantosideo (SOBER()N et al., 2010c; SILVA, 2014; COELHO et al., 2018).

A investigacao fitoquimica e biologica, através da determinacdo e mensuracao do potencial antioxidante
dessas e outras substancias, vem ganhando a atencao dos pesquisadores, uma vez que possibilita a descoberta
de novas moléculas bioativas e a criacao de estratégias para a sintese de novos medicamentos (ELISABETSKY;
SOUZA, 2004). Ao longo dos anos, varios métodos foram propostos e testados na investigacao da capacidade
antioxidante das plantas (ROJAS e BUITRAGO, 2019), sendo o ensaio Oxygen Radical Absorbance Capacity
(ORAC) um dos métodos mais recentes para verificacdo e medicao dessa capacidade. Este método tem sido
muito utilizado, pois acontece em condicoes de temperatura e pH similares as fisiologicas, diferente dos métodos
com o radical DPPH e o Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), que devem ser realizados em temperaturas
elevadas ou pH acidos (PANYA et al. 2015). 0 ORAC é um método preciso e com resultados confiaveis, sendo
amplamente utilizado em pesquisas com extratos de plantas brutos ou parcialmente purificados (PHONSATTA et
al., 2019).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar a atividade antioxidante de duas matrizes
vegetais do género Capsicum e uma matriz vegetal da espécie T. acutifolius, utilizando o ensaio ORAC, assim

como elaborar e disponibilizar um protocolo interno simplificado, desenvolvido com base na metodologia de Ou e
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colaboradores (2001), para a realizacdo do ensaio ORAC com outras matrizes vegetais no laboratério de

Oleoquimica do Parque Cientifico e Tecnologico Regional da Unisc (TecnoUnisc).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DAS MATRIZES VEGETAIS

Os frutos das pimentas Habanero (Capsicum chinense Jacq., Solanaceae) e Malagueta (Capsicum
frutescens L., Solanaceae) foram adquiridos no comércio regional, higienizados (100 ppm cloro livre) e secos em
estufa de ar circulante (Tecnal TE-394/5) a 65°C + 2°C por 24 horas. O material vegetal seco foi moido em
moinho de facas tipo Willye (Tecnal TE-680) e armazenado em frasco ambar. O acesso ao patrimoénio genético foi
informado junto ao Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), sob cadastro n°® AGA804C. A partir do material vegetal seco e moido, foram preparadas
oleoresinas ricas em compostos fenélicos, através de extracao por Soxhlet (AOAC 995.03), utilizando o solvente
metanol, que posteriormente foi rotaevaporado (Tecnal TE-210) (40°C, 50 rpm, -600mmHg).

As folhas da erva-de-passarinho (Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pavén) Van Tieghem (Loranthaceae)
foram coletadas no municipio de Santa Cruz do Sul, RS, identificadas e depositadas no herbario do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande Sul (UFRGS), sob o niimero ICN 167796. As folhas foram
higienizadas e secas em estufa de ar circulante (Tecnal TE-394/5) a 40°C por 48 horas. Em seguida, foram
moidas em moinho de facas tipo Willye (Tecnal TE-680) e armazenadas em frasco ambar até a preparacao do
extrato. O acesso ao patrimoénio genético foi igualmente informado junto ao SisGen, sob o cadastro n°® AAFC1FO.
A obtencao do extrato foi realizada através da técnica de Soxhlet, utilizando metanol como solvente,
posteriormente rotaevaporado (Tecnal TE-210) (40°C, 50 rpm, -600mmHg), obtendo-se o extrato metandlico
bruto (EMB).

2.2 ENSAIO ORAC

0 método ORAC (OU et al., 2001) avaliou a capacidade de desativacao de radicais livres induzidos por
2,2’-azobis-(2-metilpropanoamidina) (AAPH) pelas espécies vegetais com capacidade antioxidante. Foram
preparados o diluente tampao fosfato 75mM (pH 7,4), a partir de fosfato de potassio dibasico e monobasico;
solucao estoque de fluoresceina 407 uM e a solucao estoque de Trolox 4000 uM. Posteriormente, foi realizada
uma diluicao seriada da solucao de trolox, obtendo-se as concentragoes de 2 a 96 uM (P1 a P10). As oleoresinas
das pimentas e o extrato metandélico bruto de erva-de-passarinho foram solubilizados em metanol, obtendo-se
uma solucao inicial de 5.000 mg L. Apos isso, foram diluidas no mesmo tampao fosfato, obtendo-se solugoes
de 50 mg L1 e 20 mg L1, respectivamente.

Em uma placa preta de 96 pocos (Fluotrac 200, Greiner bio-one®), foram adicionados 25 pL das
matrizes vegetais ou 25 pL do padrao Trolox em diferentes concentracoes (P1 a P10) (Figura 1). Posteriormente,
foi adicionado 150 pL de fluoresceina (81 nM) e o sistema foi incubado (SpectraMax® M3) por 10 minutos a 37
°C, sendo os 3 ultimos minutos sob constante agitacao. Apos essa etapa, foram adicionados 25 pL da solucao de
AAPH (152 mM) como fonte geradora de radicais peroxila. Foram realizados brancos para analisar a integridade
da placa, dos reagentes e acao natural do AAPH na sonda fluoresceina. O volume final de cada poco foi de 200

ML. A fluorescéncia foi monitorada a cada minuto (A excitacao = 485 nm e A emissao = 528 nm), durante 90
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minutos a 37 °C na leitora de placas (SpectraMax® M3). A capacidade antioxidante foi determinada pela area

sob a curva (AUC) e os resultados foram comparados com a curva padrao de Trolox (0 - 96 uM) e expressos em

“umol de Trolox Equivalente (TE) por grama de amostra” e “grama de trolox por grama de amostra”.

Figura 1. Esquema da microplaca para o ensaio ORAC

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A BP BP BF BF BR BR BT BT BT P1 P1 P1
B P2 P2 P2 P3 P3 P3 P4 P4 P4 P5 P5 P5
C P6 P6 Pb P7 P7 P7 P8 P8 P8 P9 P9 P9
D P10 P10 P10 Al Al Al A2 A2 A2 A3 A3 A3
E
F
G
H

Legenda: T= tampao; FL= fluoresceina; BP = branco da placa (200 uL T); BF= branco da fluoresceina (50 uL T
+ 150 uL FL); BR= branco do radical (175 yL T + 25 pyL AAPH); BT = branco do tampao (25 yL T + 150 uL FL +
25 pyL AAPH); P= padrao (25 yL P + 150 pL FL + 25 pL AAPH); A= amostra (25 pL A + 150 pyL FL + 25 uL

AAPH).

2.3 ANALISES ESTATIiSTICAS

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram expressos como média e desvio

padrao. A analise estatistica de variancia (ANOVA) com post-hoc de Tukey foi realizada no programa Origin Pro
8.5 ao nivel de 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A fluorescéncia relativa medida ao longo do tempo definiu o potencial antioxidante dos compostos em

relacao ao padrao Trolox. As matrizes vegetais analisadas apresentaram um comportamento de queda entre os

pontos da curva analitica (Figura 2), sendo medidos pela equacao da reta oriunda da area sob a curva (Tabela 1).

Figura 2. Fluorescéncia relativa dos compostos analisados
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Tabela 1. Capacidade antioxidante das matrizes vegetais

Matriz vegetal ORAC?
(umol TE/g amostra)
C. chinense 550,21 + 25,102
C. frutescens 603,75 + 36,202
T. acutifolius 5277,76 + 56,38"

Resultados em média + desvio padrao, n=3

10RAC: capacidade de absorcao do radical peroxila;
Expressos em micromolar de trolox equivalente por grama
de oleoresina;

aNao apresentaram significAncia estatistica entre os
compostos;

bValores com p < 0,05, com post-hoc de Tukey.

Foi observado que as matrizes vegetais analisadas apresentaram atividade antioxidante préxima ao
padrao Trolox. Entretanto, o extrato vegetal obtido da espécie T. acutifolius (5277,764 umol TE/g amostra)
apresentou resultado aproximadamente dez vezes superior as oleoresinas de C. chinense (550,210 umol TE/g
amostra) e C. frutescens (603,746 pumol TE/g amostra).

Através do método DPPH, Silva e colaboradores (2014) avaliaram e confirmaram a atividade
antioxidante in vitro do extrato aquoso das folhas de T. acutifolius, onde o extrato inibiu a formacao e/ou a
captura do radical livre DPPH em todas as concentracoes testadas. Soberén e colaboradores (2010c) relataram
uma significativa atividade de sequestro de radicais livres a partir de quatro flavonoides isolados de T. acutifolius
(rutina, nicotiflorina, hiperosideo e isoquercitrina). Ainda, o tripodantosideo (4-(3’,4’dihidroxifenil)-2-R-butanol-2-0-
B-d-lucopiranosideo), composto até entdao encontrado somente nesta espécie, mostrou um perfil de eliminagao
de radicais livres semelhante aos flavonoides. De modo geral, pode-se sugerir que tal atividade biologica esta
intimamente relacionada a composicao quimica desta planta, principalmente aos compostos de seu
metabolismo secundario, como os flavonoides, que provaram ser altamente eficazes capturadores da maioria
das moléculas oxidantes, incluindo moléculas reativas de oxigénio e radicais livres (BRAVO, 1998).

A capsaicina, que é o capsaicinoide majoritario das pimentas C. chinense e C. frutescens, demonstrou
ser um potente antioxidante, reduzindo a peroxidacao lipidica induzida por ferro (DAIRAM et al., 2008). As
oleoresinas analisadas nesse estudo apresentaram valores semelhantes as pimentas da espécie Jalapenho
(Capsicum annuum) cultivadas em estufa (424 a 587 ymol TE/g amostra) (KAVGA et al., 2018).

Quando comparados ao padrao utilizado, deve-se dosar 7,26 g da oleoresina de C. chinense, 6,61 g da
oleoresina de C. frutescens e apenas 0,75 g de extrato de T. acutifolius para o efeito antioxidante equivalente a 1
g do padrao Trolox.

Outras matrizes vegetais ricas em compostos fenélicos e mensuradas pelo ensaio ORAC, como o
orégano (Origanum vulgare) e a cerejeira-de-Santa-Liicia (Prunus mahaleb), apresentaram atividade antioxidante,
com valores de 1233 pmol TE/g amostra (SU et al.,, 2007) e 518,6 umol de TE/g (BLANDO et al., 2015),
respectivamente.

Observou-se uma relacao direta da presenca de compostos fenélicos com a atividade antioxidante. Os
metabolitos secundarios das folhas de T. acutifolius contribuiram de maneira significativa para o potencial dessa
atividade, enquanto os compostos fendlicos dos frutos de pimenta apresentaram atividade antioxidante mais
baixo, porém de acordo com outros resultados ja descritos na literatura e esperados para as pimentas (KAVGA et
al., 2018; KONCZAK et al., 2010).
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O ensaio ORAC, realizado pelo grupo de pesquisa gerou um procedimento operacional interno
(apresentado no material suplementar), que pode ser seguido em novas pesquisas de interesse com matrizes
vegetais. Esse protocolo confere maior reprodutibilidade e, consequentemente, maior seguranca ao ensaio
ORAC, pois apresenta informacoes detalhadas sobre o preparo das solucoes e configuracoes dos equipamentos,
assim como sobre cuidados no procedimento analitico e informacgées sobre a viabilidade dos resultados. Além
disso, a planilha com férmulas protegidas para realizacao do calculo da atividade antioxidante confere agilidade

na etapa pos-analitica.
4 CONSIDERAQ@ES FINAIS

Tendo em vista a obtencao de resultados positivos para atividade antioxidante das matrizes vegetais
avaliadas, aprovouse a utilizacao do método proposto e testado nos laboratérios do Parque Cientifico e
Tecnolégico Regional da Universidade de Santa Cruz do Sul. Ressalta-se que outros compostos bioativos

existentes em outras matrizes vegetais também poderao ser testados.
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