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RESUMO

Os pigmentos carotendides presentes no pimentdo vermelho Capsicum annum L. apresentam
um grande potencial antioxidante e representam uma perspectiva promissora na preven¢ao do
fotoenvelhecimento. O objetivo deste trabalho foi extrair, isolar e purificar o B-caroteno
presente no pimentdo vermelho para a elaboragdo de um creme e posteriormente, avaliar o
potencial antioxidante deste sobre o radical livie DPPH. Os resultados obtidos indicaram que
apés extragdo, isolamento e purificacdo, o extrato contendo o [-caroteno apresentou uma
massa inicial de 60 ug que apds evaporacio do solvente a temperatura ambiente resultou em
20 png de PB-caroteno. O creme placebo (F1) contendo apenas a base de cera lanette nio
apresentou nenhum efeito sobre o radical DPPH. O B-caroteno padrio e o creme contendo o
B-caroteno padrio (F2) ambos na concentracdo de 0,3 mM apresentaram o0 mesmo
comportamento antioxidante até uma concentracio de 120 pg/mL", reduzindo em 30,43 % o
efeito do radical DPPH. Essa concentracdo foi limitante nos resultados obtidos, pois em altas
concentracdes do [-caroteno padrdo observou-se um aumento das absorbancias no
comprimento de onda analisado (516 nm). J4 o creme contendo B-caroteno extraido do
pimentdo vermelho (F3) na concentracdo de 0,3 mM apresentou capacidade de eliminar o
radical DPPH em 0,82% n#o ocorrendo aumento nas absorbancias em 516 nm devido ao seu
menor grau de pureza quando comparado ao do B-caroteno padrdo. A vitamina C foi utilizada
como produto de referéncia e reagiu imediatamente com o radical DPPH, apresentando maior
capacidade de eliminar o radical DPPH que os demais. Os resultados dessa pesquisa
enaltecem a importancia dos produtos naturais demonstrando que 0os mesmo também podem
apresentar indicativos de atividade antioxidantes além de possuirem como maior vantagem, o
uso reduzido de substancias sintéticas causadores de reagdes cutineas e alérgicas, porém, é
necessario que estudos posteriores sejam realizados para que estes produtos possam adentrar

ao mercado consumidor.

Palavras chave: pimentdo vermelho, B-caroteno, DPPH.



ABSTRACT

The carotenoid pigments present in red pepper Capsicum annum L. present a great antioxidant
potential and represent a promising perspective for the prevention of photoaging. The
objective of this study was to extract, isolate and purify the B-carotene present in red chili for
the preparation of a cream and subsequently evaluate the potential of this antioxidant on the
free radical DPPH. The results indicated that after extraction, isolation and purification, the
statement containing the B-carotene showed an initial mass of 60 ug that after evaporation of
the solvent at room temperature resulted in 20 mg of B-carotene. The placebo cream (F1)
containing only lanette wax base had no effect on the DPPH radical. The standard B-carotene
and the standard cream containing B-carotene (F2) at the concentration of 0,3 mM showed the
same behavior antioxidant at a concentration of 120 pug / ml ! reducing the effect of 30,43%
radically DPPH. This concentration was limiting the results, because in high standard -
carotene concentrations observed an increase in absorbance in the analyzed wavelength (516
nm). But the cream containing B-carotene extracted from red pepper (F3) at a concentration of
0,3 mM showed ability to eliminate DPPH radical in 0,82% no increase in absorbance at 516
nm due to its lower degree of purity when compared the standard B-carotene. Vitamin C was
used as the reference product and immediately reacted with DPPH radical, with greater
capacity to eliminate the DPPH radical than the others. The results of this research extol the
importance of natural products show that the same may also present indicative of antioxidant
activity besides having as main advantage, the reduced use of synthetic substances cause of
skin and allergic reactions, however, it is necessary that further studies be conducted so that

these products can enter the consumer market.

Keywords: red peppers, B-carotene, DPPH.
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1 INTRODUCAO

Os radicais livres sdo moléculas extremante reativas derivadas do metabolismo celular
que podem causar diversos danos ao organismo como o processo de envelhecimento da pele
(SILVA et al., 2009). Para contrapor aos efeitos negativos ocasionados pelos radicais, existe
uma grande variedade de antioxidantes que atuam inibindo ou reduzindo os danos causados
pelas espécies reativas de oxigénio promovendo assim, o rejuvenescimento da pele
(STEINER, 2008).

Nos anos 80, deu-se inicio a pesquisas com antioxidantes naturais extraidos de
vegetais com o intuito de substituir totalmente ou parcialmente os antioxidantes sintéticos em
formulacdes farmacéuticas (OLIVEIRA, 2011). Aplicados topicamente ou oralmente, os
antioxidantes de origem natural como: 4cido ascorbico, carotendides e a vitamina E
apresentam uma perspectiva promissora de prevencido do fotoenvelhecimento pelo fato de
atuarem em beneficio a saide e de serem mais potentes que os antioxidantes sintéticos.
(STEINER, 2008).

Para que os antioxidantes naturais sejam incorporados em produtos farmacéuticos, é
necessdrio que sua atividade antioxidante seja avaliada e comprovada. Atualmente, existem
diversas técnicas para se avaliar a atividade antioxidante in vitro dessas substincias
envolvendo desde ensaios quimicos com substratos lipidicos a ensaios mais complexos
utilizando as mais diversas técnicas instrumentais (ALVES et al., 2010).

Dentre os diversos métodos para se avaliar atividade antioxidante in vitro, cabe
destaque para o método baseado no sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).
Esse teste se baseia na capacidade antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar
o radical reduzindo-o a hidrazina que apresenta coloragdo amarela (ALVES et al., 2010). O
teste DPPH ¢ um método rdpido, préitico e com boa estabilidade podendo ser utilizado para
avaliar atividade antioxidante de compostos especificos ou de um extrato em curto periodo de
tempo (SUCUPIRA et al., 2012).

Este trabalho tem como objetivos extrair o [B-caroteno do pimentdo vermelho
(Capsicum annum L.) e, em seguida, incorpord-lo a formulacio de um creme e

posteriormente, avaliar a atividade antioxidante dos constituintes pelo método DPPH.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Pimentdao vermelho

O género Capsicum possui cerca de 27 espécies porém, Capsicum annum L. é a
espécie mais cultivada no mundo (SILVA, 2007). O pimentdao vermelho (Figura 1) é uma
planta arbustiva origindria do continente americano pertence a familia Solanaceae e seus
frutos sao utilizados na fabricagao de condimentos, conservas e molhos (CARVALHO et al.,
2011).

Cultivada em todo o territério brasileiro, € considerada uma das dez hortalicas de
maior importancia econdmica nacional, tendo como principal regido produtora e consumidora
o Sudeste (ECHER, 2002).

Além do consumo in natura ou processado, os frutos do pimentdo vermelho tem efeito
nutracéutico devido a presenca de carotendides que atuam como antioxidantes naturais,
auxiliando na eliminacdo de radicais livres (FILHO, 2010). Os carotendides podem ser
utilizados industrialmente como corantes ou substincias bioativas em racdes, cosméticos,

alimentos e farmacos (SOUZA, 2012).

Figura 1 - Pimentdo vermelho (Capsicum annum L.)

Fonte: < http://www.extraplus.com.br/produto/8472-pimentao-vermelho-kg>

2.1.1 Constituintes antioxidantes do pimentdo vermelho

A coloragdo do pimentdo vermelho (Capsicum annum L.) deve-se, a presenga de

carotendides tais como: carotenos, criptoxantinas, capsantinas e capsorubina (RIBEIRO;
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NUNES, 2008). Os carotendides sdo pigmentos naturais que ndo sdao produzidos pelo
organismo humano e, sua presenca no organismo se deve a alimentacdo e a ingestdo de
suplementos contendo esses compostos. (FONTES, 2013).

Precursores da vitamina A, os carotenos (Figura 2) possuem propriedade antioxidante
devido, a sua capacidade de serem convertidos pelo organismo em retinol que € a forma ativa
da vitamina A (FONTES, 2013). Entre estes, o -caroteno € o mais estudado e proposto como
um protetor solar oral devido a sua capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio

geradas nos processos foto-oxidativos (CORREIA, 2012).

Figura 2 - Forma estrutural plana do f-Caroteno.

Fonte: TRES et al., 2007.

A B-criptoxantina (Figura 3) é uma xantofila (composta de carbono, hidrogénio e
oxigénio) que apresenta estrutura semelhante ao -caroteno. Embora o B-caroteno apresente
uma maior atividade pré-vitamina A, essa xantofila também desempenha o papel de pré-

vitamina (PACHECO et al., 2012).

Y

T _-OH
(\’\ir\’%\?;&fﬂxh T, T fﬁﬁﬁ%ﬂlrhaf >\

Figura 3 - Estrutura molecular da Criptoxantina.

Fonte: FREITAS et al., 2012.

Os carotendides polioxigenados tais como as capsantinas (Figura 4A) e capsorubina
(Figura 4B) contém em suas estruturas um e dois anéis acil-ciclo-pentanol e sdo os principais
responsaveis pela coloragdo vermelha do pimentdo (Capsicum annum L.). Essas xantofilas

representam 65-80% da coloragdo total do pimentdo e sdo utilizadas em diversas linhas de
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produtos alimenticios processados como molhos, sopas em pé de preparo instantaneo,

embutidos de carne, principalmente salame e salsicha. (GOMES, 2012).

l - f__l_,_{'_.'h T.-[}H
%ﬂ/l\“ﬁﬁw’%hhﬁr%&

Os -

-~
SN
II__-".

OH

A
HI ]K
B

Figura 4 - Estruturas moleculares contendo quarenta 4tomos de carbono: (A) Capsantina e (B) Capsorubina.

Fonte: FREITAS et al., 2012.

2.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos componentes

Os pigmentos carotendides sdo lipossoldveis, portanto, sdo insoldveis em dgua e,
soliveis em solventes organicos como éter, acetona, metanol, hexano e cloroférmio. A sua
natureza lipofilica permite que esses compostos geralmente, sejam encontrados nas
membranas, porém podem estar associados a proteinas e estar presente no meio aquoso
(MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007; TRES et al., 2007).

Apresentam estabilidade na faixa de pH entre 3,0 e 7,0 contudo, alguns carotendides
nio resistem a extremos de pH podendo sofrer isomerizagcdo cis/trans de certas duplas
ligacdes (MORALIS, 2006).

A cadeia de polienos € o grande responsavel pela instabilidade dos carotendides que
oxidam com muita facilidade na presenca de luz, calor e compostos pré-oxidantes que estdao
susceptiveis a sofrer autoxidagdo intensa resultando em descoloracdo e perda da atividade

biologica (MORALIS, 2006).
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A cor dos carotendides é de grande importancia analitica uma vez que uma mudanga
de cor durante a andlise € indicativo de degradacdo estrutural. A cor também pode controlar a
sua separagdio cromatogréfica em coluna e em camada delgada (MELENDEZ-MARTINEZ et
al., 2007).

2.1.3 Atividade antioxidante dos componentes

Os radicais livres sao moléculas que apresentam elétrons ndo pareados em sua 6rbita
externa e sua producdo ocorre via acdo catalitica de enzimas durante os processos de
transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular e, pela exposi¢dao a fatores
externos como cigarro, medicamentos e radiagdes ultravioleta (SILVA et al., 2009; SILVA, et
al., 2010).

A formacdo desses radicais livres € importante para a manuten¢do de muitas funcdes
fisiolégicas normais, como por exemplo, na resposta imunoldgica, porém a alta reatividade
dessas moléculas podem causar danos oxidativos as células e tecidos contribuindo para o
aparecimento de doengas como: inflamagdes, tumores malignos, mal de Alzheimer,
aterosclerose, problemas pulmonares bem como, aceleram o processo de envelhecimento
humano (SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010).

Para amenizar os danos ocasionados pelos radicais livres o organismo utiliza como
defesa os antioxidantes. O sistema de defesa antioxidante € dividido em enzimdtico e nao
enzimatico. O enzimatico € composto pelas enzimas: calatase, glutationa peroxidase e
superdxido dismutase. J4 o sistema ndo enzimatico inclui os compostos que sdo sintetizados
pelo organismo como: bilirrubina, cerulosplamina, dcido urico, coenzima Q e outros que sao
ingeridos através da dieta como: vitamina E, 4cido ascorbico e carotendides (OLIVEIRA,
2011; SCHNEIDE; OLIVEIRA, 2004).

Os pigmentos carotendides sdo excelentes desativadores de radicais livres, sendo
capazes de sequestrar espécies reativas como o oxigénio singleto e o radical peroxil
estabilizando o életron desemparelhado do radical por ressonincia. A atividade antioxidante
desses compostos estd diretamente ligada a sua estrutura aciclica composta de nove ou mais
duplas ligagdes conjugadas que interagem sobre as espécies reativas de trés maneiras
diferentes (Figura 4): transferéncia de elétrons, remog¢do de fons de hidrogénio ou adi¢do de

espécies radicalares, respectivamente Equagoes 1, 2 e 3 (MORALIS, 2006).
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ROO’ + CAR — ROO-+ CAR'" Equacio 1
ROO"+ CAR — ROOH + CAR"  Equagdo 2
ROO" + CAR — ROO-CAR’ Equacéo 3

Figura 5 - Reacdes de Carotendides e radicais livres.

Legenda: ROO- radical; CAR carotenodide. Fonte: YOUNG; LOVE, 2011

2.2 Método DPPH

Existem diversos métodos para se avaliar a atividade antioxidante in vitro de extratos e
substancias isoladas. Dentre os testes mais utilizados temos o método baseado no sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). A molécula de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) € um radical de nitrogénio organico que apresenta estabilidade e coloracdo violeta,
devido a deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula (ALVES et al., 2010).

Os radicais livres de DPPH, que inicialmente apresentam cor roxa por possuirem
elétron livre, perdem esta cor quando um radical hidrogénio doado por uma molécula
antioxidante entra em ressonancia com a molécula de DPPH, diminuindo-se, assim, a
absorbancia (Figura 6). O DPPH ¢ um radical estdvel e com baixa taxa de deterioracdo e
reatividade com a maioria dos compostos. Assim sendo, apenas reagentes redutores fortes sao
capazes de reagir com estes radicais estdveis em um modo estequiométrico (SANTOS et al.,

2007).
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Figura 6 - Estabilizacdo do radical livre DPPH
Fonte: Rufino et al., 2007
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Esse teste tem sido muito utilizado para avaliar a atividade antioxidante por se tratar
de um método ripido, pritico, com boa estabilidade que, pode ser utilizado para avaliar a
atividade antioxidante de compostos especificos ou de um extrato em curto periodo de tempo

(SUCUPIRA et al., 2012).

2.3 Cosméticos verdes

Cosméticos sdo preparagdes farmacéuticas constituidas por substancias naturais ou
sintéticas que podem ser aplicados no corpo humano com a finalidade de limp4-lo e protegé-
lo. Os cosméticos também podem promover o embelezamento através de produtos como:
perfumes, maquiagem, esmaltes, cremes para a pele, desodorantes dentre outros (BARBIZAN
et al., 2013).

O Brasil € um dos maiores consumidores de cosméticos do mundo e diante desta
situacdo, os fabricantes vém buscando uma qualidade cada vez maior bem como, uma
inovacdo em seus produtos (ABIHPEC, 2009). Prova disso é o interesse por parte de
empresas € consumidores nacionais e internacionais por ingredientes que envolvam recursos
da biodiversidade brasileira para a producdo de cosméticos verdes (SEBRAE, 2008).

Os cosméticos verdes sdo produtos naturais e organicos produzidos a partir de extratos
de plantas e ingredientes de origem vegetal. Esses cosméticos ndao apresentam em sua
formulacdo substancias sintéticas como: polietilenoglicéis, quartendrios de amdnio, derivados
do petréleo e corantes sintéticos que sdo potenciais causadores de reacOes cutineas e alérgicas

justificando-se assim, a preferéncia dos consumidores por esses produtos (BARBIZAN et al.,

2013; HIGUCHI, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante do B-caroteno extraido do pimentdo vermelho em

cremes pelo método DPPH.

3.2 Objetivos especificos

Extrair, isolar e purificar o B-caroteno do pimentdo vermelho;
Elaborar o creme com o -caroteno;
Avaliar a atividade antioxidante do P-caroteno padrdo e dos cremes contendo [-caroteno

padrio e B-caroteno extrato, utilizando o método DPPH.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Substancias e solventes

- Hexano - (Impex);

- Acetona - (Impex);

- Placa de cromatografia em camada delgada - (Macherey-Nagel);
- Sulfato de sédio anidro - (Isofar Ltda);

- Silica - (Macherey-Nagel);

- Cera lanette - (Farmos Ltda)

- Butil hidroxi tolueno (BHT) - (Farmos Ltda)

- Nipazol - (Isofar Ltda);

- Propilenoglicol - (Codossal Ltda);

- Agua destilada;

- Metilparabeno (Nipagin) - (Codossal Ltda);

- Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) - (Quimica Contemporanea Ltda);
- Alcool metilico - (Quimica Contemporanea Ltda);

- 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazil (DPPH) - (Sigma);

- B-caroteno - (Sigma);

- Acido ascérbico - (Neon);

4.1.2 Equipamentos

- Balanca Analitica - (Bioprecisa FA-2104N);

- Balanca semi-analitica - (Bioprecisa, JH2102));

- Agitador tipo vortex - (AP59, Phoenix);

- Espectrofotometro UV/VIS - (Biospectro SP-220);

4.1.3 Vidrarias e utensilios diversos
- Capilar;

- Bastdes de vidro;

- Béqueres de 50, 250 e 600 mL;

- Cubetas de quartzo;

22
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- Coluna de vidro;

- Suporte universal;

- Filtro de papel;

- Funis de vidro;

- Proveta;

- Baldo volumétrico 100 mL e 1.000 mL;
- Pipeta automatica (10 1000 pL);

- Tubos de ensaio com tampa rosqueada (8 mL).

4.2 Metodologia

4.2.1 Obtengao do extrato

A extragdo foi realizada seguindo o método descrito por Ribeiro; Nunes (2008), onde
800 g de pimentdes foram picados em pedagcos pequenos e pesados aos quais, foram
adicionados 60 mL hexano:acetona 5:1. A mistura foi macerada em gral de porcelana com
pistilo por cerca de 1 hora.

ApOs esse periodo, a mistura foi filtrada em funil comum com papel de filtro
pregueado. Apds a filtragem, as duas fases formadas foram separadas com o auxilio de um
funil de separacdo. A fase superior de interesse foi adicionada sulfato de sodio anidro que,

apos filtracdo foi concentrada em banho-maria mantido a 70 °C e sob agitacao.

4.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada foi realizada segundo o método descrito por
Ribeiro; Nunes (2008) em que a cuba cromatogréfica foi prepara num béquer com tampa e
contendo um pedaco de papel de filtro embebido com fase mével com sistema eluente
hexano: acetona (95:5), deixando a atmosfera interna do recipiente saturada com vapores da
fase movel para facilitar a elui¢io cromatogréfica. Posteriormente, o concentrado resultante
extraido do pigmento do pimentdo vermelho foi aplicado em uma placa revestida com silica
fase normal e com auxilio de um capilar, duas gotas da amostra foram aplicadas em dois

pontos diferentes da placa. Apds a evaporagdo do solvente, a placa foi posicionada na cuba
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cromatogrifica de modo que o nivel da fase mdvel ficasse abaixo do ponto onde a amostra
havia sido aplicada. Em seguida o extrato aplicado na placa foi eluido.

Para identificacdo do B-caroteno extraido, também foi utilizada a cromatografia em
camada delgada, utilizando B-caroteno padrdo para comparagdo. Numa placa revestida com
silica gel 60 fase normal com dimensdes de 2,0 por 5,0 cm foi aplicada uma gota de f-
caroteno padrdo e ao outro lado da mesma placa uma gota de [-caroteno extrato.
Posteriormente, a placa foi eluida, utilizando o mesmo sistema eluente e foi calculado o fator

de retenc¢do (Ry) de ambos de acordo com a Equacio 4.

R = dg Equagao 4
T
Onde:
ds: Distancia percorrida pela substancia em questao

dm: Distancia percorrida pela fase movel

4.2.3 Isolamento e purificacdo do B-caroteno

A técnica foi adaptada de Freitas et al. (2012) onde o extrato contendo carotendides foi
submetido a cromatografia em coluna. O empacotamento da coluna foi realizado utilizando-
se, uma coluna de vidro aberta na extremidade superior e munida de uma torneira na
extremidade inferior foi presa na posi¢do vertical com auxilio do suporte universal. Em
seguida, a coluna foi empacotada com silica gel 60 fase normal e, o extrato contendo
carotendides foi colocado na coluna e posteriormente, foi adicionado hexano com o intuito de

isolar e purificar o -caroteno dos demais carotendides.

4.2.4 Espectrofotometria de varredura do B-caroteno

A varredura por espectrofotometria do B-caroteno padrdo foi realizada entre 450 nm a

500 nm com o objetivo de identificar o comprimento de onda de absor¢cdo maxima.



25

4.2.5 Quantificacdo do B-caroteno

O método de quantificacao foi adaptado de Zeraik; Yariwake (2008) onde foi utilizado
[-caroteno padrao como referéncia. Para a construcao de uma curva analitica, inicialmente foi
preparada uma concentragio de B-caroteno padrio de 200 ug/mL™" em cloroférmio. A partir
desta solugdo foram preparadas por dilui¢cdo, solucdes de concentragdes 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 e
2 pg/mL'l. A concentragdo de P-caroteno total do extrato de pimentdao foi calculada pela

equacdo da reta, obtida através do gréifico da curva analitica.

4.2.6 Formulacdo dos cremes

Para a formulagdo da base foram utilizados: dgua, cera lanette, BHT, nipazol, nipagin,
EDTA e propilenoglicol.

A principio, foi realizado o cdlculo do gsp de dgua (somar a quantidade de todas as
substancias e diminuir dos 50 mL de &4gua). Posteriormente, todas as substancias foram
pesadas separadamente com o auxilio da balanca analitica e, a quantidade de dgua foi medida
numa proveta de 50 mL. O Nipagin foi aquecido em um béquer com um pouco de agua
destilada medida na proveta. Este aquecimento ocorreu até a sua total dissolugdo.

Todos os componentes da fase B (aquosa) foram acrescentados num béquer de 250
mL que foi levado ao aquecimento agitando sempre com bastdo de vidro. Quando esta fase
atingiu aproximadamente, a temperatura de 65°C todos os componentes da fase A (oleosa),
foram colocados em outro béquer de 250 mL para aquecer.

Quando as duas fases atingiram 75°C, a fase B (aquosa) foi adicionada sobre a fase A
(oleosa). Apds a inversdo de fases, a formulagcdo foi levada imediatamente para o agitador
mecanico e ficou mantida sob agitacdo constante até atingir a temperatura ambiente.

Ap6s o preparo da base (F3), foram manipulados trés formulaces de cremes (Tabela 1)
aos quais foram incorporados o [-caroteno padrdo, B-caroteno extraido do pimentdo
vermelho; ambos na concentragdo de 0,3 mM. Essa concentracdo foi embasada no trabalho
realizado por Alencar et al. (2008) que utilizou sesamol na concentragdo de 0,3 mM e o

mesmo, inativou o radical DPPH.



Tabela 1 - Preparo das Formulagdes

Formulagdes F1 (%m/m) F2(%m/m) F3(%m/m)
Composicao
[-caroteno padrio - 0,00080 -
[-caroteno extrato - - 0,00080
Cera Lanette 7,5 7,5 7,5
BHT 0,015 0,015 0,015
Propilenoglicol 3 3 3
Nipazol 0,01 0,01 0,01
Nipagin 0,075 0,075 0,075
EDTA 0,03 0,03 0,03
Agua (qsp.) 50 mL 50 mL 50 mL

Fonte: Autoria prépria.

4.2.7 Espectrofotometria de varredura do DPPH

A espectrofotometria de varredura do DPPH foi realizada entre 510 a 520 nm com o

intuito de identificar o comprimento de onda de absor¢do maxima.

4.2.8 Método DPPH

4.2.8.1 Curva padrao para o DPPH

A curva padrao para o DPPH foi adaptada de Nascimento et al. (2011) no qual,
preparou-se uma solucdo metandlica de DPPH a 2000 pg/mL. Em seguida, foram feitas
dilui¢des dessa solucdo para obtengdo de diferentes concentragdes 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL.
Foram feitas as leituras das absorbancias das solu¢gdes em triplicata, utilizando-se metanol
como branco. Foi construida a curva padrdio de DPPH plotando-se o valor médio das

absorbancias obtidas x concentragao da solucao.
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4.2.8.2 Aplicagdao do método DPPH

Este ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por Alencar et al. (2008)
onde foram preparadas solugdes cloroférmicas de B-caroteno padrdo, creme de B-caroteno
padrdo e creme de B-caroteno extrato (0,3 mM) e, uma solu¢do aquosa de vitamina C (0,3
mM) utilizado como padrdao. Aliquotas de (75 pL - 750 puL) com estas solugdes foram
adicionadas a 1500 uL de uma solucdo estoque de DPPH a 75 ug/mL, e foi adicionado
cloroférmio para ajustar o volume final da amostra para 2250 uL e, no caso da solucdo com
vitamina C 4dgua destilada foi adicionada para ajustar o volume final da amostra. A
absorbancia do DPPH foi entdo determinada a 516 nm 3 minutos apds adicdo do B-caroteno
padrdo, cremes de B-caroteno e vitamina C. A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de

atividade antioxidante) foi calculada utilizando-se a Equagdo 5:

Atividade Antioxidante (%) = Acontroley - Aamostra X100 Equacgado 5

Acontrole(-)

Em que:
Acontrole, = absorbancia da solu¢do de DPPH sem a amostra;

Aumostra = absorbancia da amostra com o DPPH
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo do extrato

De 800g de pimentdes pesados, resultaram cerca de 30 mL de extrato concentrado
contendo carotendides (Figura 7), valor superior a quantidade obtida por Ribeiro; Nunes
(2008) que utilizou apenas 30g de pimentdo vermelho resultando em apenas 1 mL de extrato
concentrado. A quantidade de pimentdo utilizado foi aumentada para que fosse possivel o
isolamento do B-caroteno dos demais carotendides. Posteriormente, a manipulacdo do creme

contendo o B-caroteno foi realizada.

Figura 7 - Extrato do pimentdo vermelho obtido ap6s maceragao.

Fonte: Autoria prépria.

5.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Ao analisar o cromatograma, percebe-se que os pigmentos carotendides foram

separados em fungdo da sua polaridade (Figura 8). O B-caroteno ¢ um hidrocarboneto apolar e
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possui pouca afinidade com a fase estaciondria e maior afinidade com a fase mével contendo
hexano:acetona (95:5); percorrendo assim, uma maior distancia na placa cromatografica. A
criptoxantina apresenta apenas uma hidroxila tendo, portanto, moderada afinidade com a fase
estaciondria utilizada na pesquisa e durante a eluicao distancia-se moderamente do ponto de
aplicacdo da amostra. As capsantinas e a capsorubina sdo substincias polioxigenadas e,
portanto, tendo uma maior afinidade pela fase estaciondria distanciando-se pouco do ponto de
aplicacdo da amostra os resultados encontrados na pesquisa corroboram com os encontrados

por Ribeiro; Nunes (2008) e por Freitas et al. (2012).

Figura 8 - Eluicdo do extrato obtido a partir do pimentdo vermelho contendo carotendides.

Fonte: Autoria prépria.

O B-caroteno padrdo e o B-caroteno extrato percorreram a placa cromatografica lado a
lado (Figura 9) e apresentaram o mesmo R de 0,75 identificando assim, que naquele extrato
realmente existe o B-caroteno e que o mesmo realmente foi separado dos demais carotendides.

O comportamento do B-caroteno padrdo e do B-caroteno extrato na cromatografia em camada
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delgada coincide com o relatado por Ribeiro; Nunes (2008) e por Freitas et al. (2012) o que é
justificado devido ao seu cardcter apolar e consequentemente, sua maior afinidade pela fase

movel.

Figura 9 - Placa de cromatografia contendo o -caroteno padrao (A) e B-caroteno extrato (B) apds eluigdo.

Fonte: Autoria prépria.

5.3 Isolamento e purificacdo do pB-caroteno

Devido ao carécter apolar do B-caroteno, este foi isolado e purificado dos demais
carotendides, utilizando 100% hexano (Figura 10). O B-caroteno isolado apresentou uma
massa incial de 60 pg que apds evaporacdo do solvente a temperatura ambiente resultou em
20 pug de B-caroteno. Na literatura, Freitas et al. (2012) também isolou o B-caroteno do
pimentdo vermelho usando 100% de hexano porém, a quantidade de pimentdo utilizada pelo
autor foi de apenas 30g o que resultou em uma quantidade inferior de B-caroteno quando

comparada a obtida pela pesquisa.
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Figura 10 - Isolamento e purificagdo do -caroteno em coluna cromatografica.

Fonte: Autoria prépria.

5.4 Espectrofotometria de varredura do -caroteno

O B-caroteno apresentou maxima absor¢cdo no comprimento de onda de 470 nm
(Figura 11) um valor aproximado ao encontrado por Zeraik; Yariwake (2008) onde foi
observada uma banda com comprimento de onda méximo (Amsx) em 460 nm, caracteristica das

duplas ligagdes conjugadas do -caroteno.
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Figura 11 - Varredura do B-caroteno padrio 2 ug.mL" em Cloroférmio.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 Quantificag¢ao do B-caroteno

O gréfico (Figura 12) apresentou equacio da reta (abs = 0,4257x + 0,06415) onde x
representa a concentracdo de P-caroteno. A equacdo da reta apresentou coeficiente de
linearidade R* = 0,9991. O B-caroteno (ext.) apresentou uma absorbancia de 0,80 nm cuja

concentracdo correspondeu a 1,72 pg/mL™".
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Figura 12 - Curva analitica do B-caroteno padrdo em cloroférmio no comprimento de onda de 470 nm.

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.6 Formulagdes dos cremes

Por se tratar de um produto natural o B-caroteno extraido do pimentdo vermelho
apresenta menor grau de pureza quando comparado ao B-caroteno padrdo. Devido a isso, o
creme contendo o B-caroteno extraido apresentou uma coloracdo amarelada indicando, que
mesmo tendo sido pesada a mesma quantidade de extrato de B-caroteno e de P-caroteno
padrdo para a formulagdo dos cremes (Figura 13), a concentracdo presente no creme contendo

B-caroteno padrdao € maior devido ao seu alto grau de pureza e isto € representado pela

coloragdo avermelhada de seu creme.

Figura 13 - Cremes com -caroteno padrdo (A) e com B-caroteno extraido do pimentdo (B) a 0,3 mM.

Fonte: Autoria prépria.

5.7 Espectrofotometria de varredura do DPPH

O radical DPPH apresentou absor¢do méaxima no comprimento de onda de 516 nm
(Figura 14) valor aproximado ao encontrado na literatura nos trabalhos realizados por
Nascimento et al. (2011) e Alencar et al. (2008) que trabalharam respectivamente com o

comprimento de onda de 515 nm e 517 nm.
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Figura 14 - Varredura do DPPH (50 pg.mL™") em metanol.
Fonte: Dados da Pesquisa.
5.8 Método DPPH

5.8.1 Curva padrao para o DPPH

O gréfico (Figura 15) refere-se a curva de calibracdo empregada para o experimento
DPPH cuja equacdo da reta (abs = 0,01987x - 0,03067) onde x representa a concentragdo de
DPPH. A equagdo da reta apresentou coeficiente de linearidade R” = 0,9992 e coeficiente de

correlagdo (r) = 0,9995.
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Figura 15 - Curva analitica do DPPH em metanol no comprimento de onda de 516 nm.

Fonte: Autoria prépria.

5.8.2 Aplicacdo do método DPPH

Conforme a (Tabela 2), o creme placebo ndo apresentou nenhuma capacidade de
eliminar o radical DPPH, o B-caroteno padrdo e o creme de B-caroteno padrdo praticamente
apresentaram o mesmo efeito sobre o radical DPPH até a concentracio de 120 pg/mL™" apés
isso, o espectro do B-caroteno se sobrepds ao do DPPH e ndo foi mais possivel calcular a %
de atividade antioxidante. Essa interferéncia entre -caroteno padrdo e o DPPH ¢ citada na
literatura nos trabalhos de Liu et al.(2008) e Alves et al.(2010).

O creme de P-caroteno (ext.) apresentou uma menor % de atividade antioxidante
quando comparado ao B-caroteno padrio por esse ultimo apresentar alto grau de pureza.

A vitamina C padrdo apresentou uma maior % de atividade antioxidante quando

comparado aos demais e reagiu imediatamente com o radical.

Tabela 2 - Percentual de atividade antioxidante (método DPPH) de diferentes amostras, contendo f-caroteno
(padrdo, extrato e creme) e vitamina C

Composi¢do das amostras Concentracdo de ativo (ug/mL D) (%) atividade antioxidante
Creme placebo - -

[-caroteno padréo 26-120 8.80 -30.39
Creme B-caroteno padrdo 26 -120 8.82-30.43
Creme B-caroteno extrato 26 -210 1.96 — 8.82
Vitamina C padrio 26-210 16.60 —93.13

Fonte: Dados da pesquisa.
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N

O creme placebo ndo apresentou redugcdo nas absorbincias a medida que sua
concentracdo foi aumentada, indicando que a base ndo apresenta nenhum efeito sobre o
radical DPPH.

O B-caroteno padrdo e o creme contendo o B-caroteno padrao apresentaram queda nas
absorbancias (efeito sobre o radical) até a concentracio de 120 pg/mL" de B-caroteno padrio.
Ao ultrapassar essa concentracao a mistura de -caroteno padrao com DPPH adquiriu uma cor
castanho escuro (Figura 16), e ocorreu um aumento nas absorbancias, pois, o espectro do p-
caroteno se sobrepds ao do DPPH gerando interferéncia nas leituras de absorbancia a 517 nm.

Este mesmo comportamento também foi relatado nos trabalhos de Liu et al.(2008) e Alves et

al.(2010).

Figura 16 - Mistura de B-caroteno padrdo com DPPH.

Fonte: Autoria prépria.

O creme de B-caroteno extrato apresentou um pequeno efeito sobre o radical DPPH e
isso € representado por uma pequena queda nas absorbancias, esse comportamento €
explicado devido a sua menor concentragdo quando comparado ao creme -caroteno padrao e
essa menor concentracdo justifica-se, pois o mesmo trata-se de um produto natural que
mesmo sendo purificado dos demais carotendides pode apresentar outros constituintes que

nio podem ser identificados por CCD. Por apresentar menor grau de pureza o creme de -
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caroteno (ext.) ndo apresentou aumento na absor¢ao quando comparado ao f-caroteno padrao
que apresenta um grau de pureza elevado.

A vitamina C padrdo reagiu imediatamente com o radical DPPH resultando em queda
nas absorbancias o mesmo comportamento foi observado no trabalho de Liu et al. (2008).
Portanto, diferente do P-caroteno padrdo a vitamina C padrdo ndo apresentou nenhuma
interferéncia com o radical DPPH que resultou em aumento da absorbincia, todos esses

comportamentos acima citados podem ser representados na (Figura 17).

—_ 8- Creme Placebo + DDPH
g =B (Creme [-caroteno (ext) + DPPH
"50 —4— Creme B-caroteno (p.a) + DPPH
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Figura 17 - Concentra¢des de B-caroteno (padrio e extrato), placebo e Vitamina C padrio versus absorbancia do
DPPH (N=3).

Fonte: Dados da pesquisa.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados experimentais obtidos neste trabalho conclui-se que ¢
possivel a elaboragdao de um creme de B-caroteno extraido do pimentao vermelho e que, o
mesmo, apresentou efeitos antioxidantes in vitro ao atuar sobre o radical DPPH.

Os resultados obtidos nesta pesquisa enaltecem a importancia dos produtos naturais
demonstrando que os mesmos também podem apresentar indicativos de atividade
antioxidante, além de possuirem como maior vantagem, o uso reduzido de substincias
sintéticas causadores de reacdes cutineas e alérgicas.

Entretanto, existem diversos fatores que limitam o uso de produtos naturais dentre
eles, o baixo rendimento e grau de pureza dos extratos. E necessdrio que sejam utilizadas
outras técnicas como espectrometria de massa, infravermelho, calorimetria exploratdria
diferencial (DSC) que possam indicar o grau de pureza do ativo. Também, € importante
avaliar a estabilidade do extrato obtido, pois 0 mesmo pode ter sido degradado no momento
da extracdo ou manipulacdo da formulacao. Isto permite que a pesquisa seja aprimorada e a

populacdo venha a se beneficiar com o uso de cosméticos verdes.
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