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“The only thing that we know is that we know nothing, and
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Resumo

ARANHA, Bianca Camargo. Analise metabolédmica nédo-direcionada de pimentas
(Capsicum spp.) por CG-EM. 2016. 74f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pds-graduacéo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2016.

O género Capsicum pertence a familia Solanaceae e compreende mais de 30
espécies, seus frutos sdo popularmente conhecidos como pimenta e ja eram
utilizados por povos nativos como temperos, conservantes alimenticios e em
medicamentos. Com a finalidade de estudar e conservar a biodiversidade das
espécies de Capsicum, a Embrapa Clima Temperado (Pelotas, RS) mantém um
Banco Ativo de Germoplasma (BAG), o qual necessita de caracterizacoes
agrondmica, morfolégica, genética, metabdlica e de potencial tecnoldgico,
possibilitando assim o conhecimento de seus individuos, auxiliando na selecdo para
diferentes aplicacbes. O conhecimento do total de compostos presentes nas
pimentas pode ser obtido através da estratégia de analise metabolémica. Assim,
objetivou-se caracterizar o perfil metabdlico de 61 acessos de pimentas do BAG de
Capsicum da Embrapa Clima Temperado das espécies C. baccatum, C. annuum, C.
chinense e C. frutescens por Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas em
dois extratos (fracdo polar A e B). Foi observada grande diversidade de compostos
como aminoacidos, acucares simples, acidos organicos, capsaicinoides, esterois e
ésteres. Os teores de amino&cidos variaram entre 3,7 e 13,4mg.g™* de massa seca
(ms) sendo que a L-asparagina predominou em 75% dos acessos. Os teores de
aclcares totais variaram entre 45,0 e 189,8mg.g™ ms, sendo o mais abundante a
frutose, representando em média 59%. Na maioria dos acessos avaliados houve
predominancia do Acido citrico em concentracdes de até 11,3mg.g™* ms. O total de
acidos organicos foi quantificado entre 2,4 e 152mg.g* ms. A capsaicina
representou 59% do total de capsaicinoides avaliados enquanto a dihidrocapsaicina
representou 30%. Nao foram identificados capsaicinoides para os acessos P27 e
P179 (C. baccatum), P135 (C. chinense) e P46 (C. annuum). Hidrocarbonetos e
ésteres apresentaram teores entre 0,2-14,6mg.g> ms e 0,5-57,9mg.g* ms,
respectivamente. A analise de componentes principais (PCA) da fracdo polar A, ndo
evidenciou a formacao de clusters por espécies. Separaram-se do grupo (outliers) os
acessos P116 (C. chinense), P46 e P76 (C. annuum), principalmente em funcdo da
maior concentracdo de sacarose e frutose presentes nestes acessos. A PCA da
fracdo polar B, indicou separacdo dos acessos P221 (C. annuum) e P200 (C.
chinense), em fungdo do elevado teor de dihidrocapsaicina nestes acessos. A
caracterizacdo do perfil metabdlico por CG-EM permitiu a identificacdo e
quantificacdo simultinea de 90 compostos. Estes resultados ampliam e
complementam a base de dados metabdlica do BAG de Capsicum spp..

Palavras-chave: perfil metabdlico; &cidos orgéanicos, capsaicinoides; agucares;
aminoacidos.



Abstract

ARANHA, Bianca Camargo. Untargeted metabolomic analysis of peppers
(Capsicum spp.) by GC-MS. 2016. 74f. Dissertation (Master Degree in Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pds-graduacéo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2016.

The genus Capsicum belongs to the Solanaceae family and comprises more than 30
species, their fruits are popularly known as pepper and were used by native people
as spices, food preservatives, and medicines. With the purpose of studying and
conserving the biodiversity of species of Capsicum, Embrapa Clima Temperado
(Pelotas, RS) maintains an Active Germplasm Bank (AGB), which requires
agronomic, morphological, genetic, metabolic, and technological potential
characterizations, thus enabling the knowledge of the individuals, supporting the
selection for different applications. The knowledge of the total of compounds present
in peppers can be obtained by metabolomic analysis strategy. Therefore the
objective was to characterize the metabolic profile of 61 accessions of peppers from
Embrapa Clima temperado Capsicum AGB including C. baccatum, C. annuum, C.
chinense, and C. frutescens by Gas Chromatography and Mass Spectrometry in two
extracts (polar fraction A and B). It was observed wide variety of compounds such as
amino acids, simple sugars, organic acids, capsaicinoids, steroids, and esters. The
amino acid content varied between 3.7 and 13.4mg g™ dry weight (dw) and L-
asparagine predominated in 75% of the accessions. Total sugar content ranged
between 45.0 and 189.8mg g™ dw, the most abundant was fructose representing on
average 59%. In most accessions citric acid predominated reaching concentrations
of up to 11.3mg g dw. Total organic acid content was quantified between 2.4 and
15.2mg g*. Capsaicin represented 59% of total capsaicinoids evaluated while
dihydrocapsaicin represented 30%. Capsaicinoids were not identified for accessions
P27 and P179 (C. baccatum), P135 (C. chinense) and P46 (C. annuum).
Hydrocarbons and esters were present in concentrations between 0.2—14.6mg g™ dw
and 0.5-57.9mg g™ dw respectively. Principal component analysis (PCA) of polar
fraction A did not show the formation of clusters by species. Separated from the main
group (outliers) were P116 (C. chinense), P46 and P76 (C. annuum), mainly due to
the higher concentration of sucrose and fructose present in these accessions. PCA of
polar fraction B, indicated the separation of P221 (C. annuum) and P200 (C.
chinense), due to the high content dihydrocapsaicin of these accessions. The
characterization of the metabolic profile by GC-MS allowed simultaneous
identification and quantification of compounds 90. These results extend and
complement the metabolic database of the AGB of Capsicum spp..

Keywords: metabolic profile; organic acids, capsaicinoids; sugars; amino acids.
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1 Introducéao

O género Capsicum é nativo da América tropical e espécies foram
domesticadas pelos povos nativos da regido que a utilizavam na condimentacéo e
conservagdao de alimentos e com fins medicinais (ROYS, 1931). Com o
“descobrimento” da América os colonizadores observaram, dentre outras espécies
domesticadas, os frutos de Capsicum, que possuiam maior pungéncia e
caracteristicas diferentes da pimenta-do-reino (Piper nigrum). Assim, os frutos foram
incluidos nas suas especiarias e em virtude da sua capacidade de adaptacdo e
producgéo foram disseminados pelo mundo, iniciando pela Europa e posteriormente
Africa e Asia (REIFSCHNEIDER, 2000).

As plantas desse género tem tanto a capacidade de autofecundacdo, como
de polinizacdo cruzada e mais de 30 espécies ja foram identificadas e apresentam
frutos de variadas formas, cores, grau de pungéncia e tamanho (REIFSCHNEIDER,
2000; RIBEIRO e REIFSCHNEIDER, 2008; ZENI e BOSIO, 2011).

A pimenta é utilizada em preparacdes culinarias, por apresentar
caracteristicas sensoriais atrativas, como sabor, pungéncia e cor. No entanto, este
fruto tem sido muito estudado em diversos modelos farmacolégicos pela associagcédo
como alimento saudéavel, fator fortemente relacionado a sua composi¢do quimica.
Os frutos de Capsicum sédo fonte de diversos compostos com potencial benéfico a
saude, como exemplo, acido ascorbico (vitamina C), carotenoides (provitamina A),
tocoferois (vitamina E), flavonoides e capsaicinoides (HOWARD e WILDMAN, 2007).

Matrizes vegetais sao altamente complexas e produzem para a sua
sobrevivéncia e adaptacdo ao meio, diversos compostos de ocorréncia restrita a
grupos taxondmicos além dos de ocorréncia geral, comum a todos os individuos do
mesmo reino. Estes compostos de ocorréncia restrita sdo conhecidos como
metabolismo especializado (ou secundario) e podem ser produzidos como estratégia
de defesa pela planta frente aos diferentes estresses. Os compostos do
metabolismo especializado das plantas tem sido alvo de muitos estudos por também
promoverem beneficios a salde humana. Além do apelo existente relacionado ao
metabolismo especializado, muitos compostos do metabolismo geral (ou primario)
estdo também envolvidos na promocéo de defesa da planta (fornecimento do aporte

de carbono) e séo relevantes para nutricdo humana (vitaminas e aminoacidos).
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Dessa maneira fica evidente a necessidade de explorar e conhecer cada vez
mais o perfil de compostos pertencentes a um individuo. A andlise metabolémica em
vegetais se baseia na caracterizacdo do total de compostos decorrentes do
metabolismo geral ou especializado, presentes em um extrato e num determinado
momento da vida da planta (BINO et al., 2004). Tal estratégia de andlise tem sido
utilizada, entre outras aplicacdes, na obtencdo de informacbes da variabilidade
metabdlica de germoplasmas e na comparacdo entre espécies de um género
(KEURENTJES et al., 2006).

Considerando trabalhos anteriores promovendo a caracterizacao dos diversos
acessos pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Capsicum da
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS (NEITZKE, 2008; NEITZKE, 2012,
VASCONCELOS, 2012; ACUNHA, 2013; DAMBROS, 2014; PADILHA, 2014),
acredita-se que a estratégia analitica holistica de determinacédo do perfil metabdlico
de diferentes extratos de acessos Capsicum permitird ampliar as informacdes acerca

do potencial metabdlico dos acessos do BAG.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Utilizar a andlise de perfil metabdlico por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas como ferramenta para caracterizar acessos de pimentas

(Capsicum spp.).

2.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizar 61 acessos de pimentas do BAG de Capsicum da Embrapa
Clima Temperado, utilizando a analise de perfil metabdlico por CG-EM.

b) ldentificar e quantificar compostos de 61 acessos de pimentas do BAG de
Capsicum da Embrapa Clima Temperado, em extratos de diferentes
polaridades.

c) Gerar informacdes para o enriquecimento da biblioteca de metabdlitos do

género Capsicum spp.
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3 Revisdo Bibliogréfica

3.1 Capsicum

Mesmo sendo nativas da Ameérica, as espécies de Capsicum tém sido
cultivadas em diversas regides do globo, como na Asia, Africa e paises ao longo do
Mediterraneo. Seus frutos sé@o utilizados como alimentos, conservantes alimenticios,
especiarias, medicamentos topicos e na industria bélica, como spray de pimenta
(KIM et al., 2007).

Antes mesmo da colonizacdo da América, 0s nativos ja haviam domesticado
espécies de plantas, entre elas, espécies do género Capsicum, das quais os frutos
eram também utilizados como tempero, além de auxiliar na conservacdo dos
alimentos (REIFSCHNEIDER, 2000).

Roys (1931) ao estudar formulacdes de medicamentos descritas por povos
Maias observou a utilizacdo de frutos do género Capsicum em diversas misturas
farmacoldgicas. Essa acao terapéutica observada pelos povos antigos esta sendo
vinculada aos seus compostos flavonoides, carotenoides, capsaicinoides e
capsinoides (SIVIERO, 2002; ROSA et al., 2002).

Muitas espécies conhecidas hoje, tiveram origem em diversos pontos do
continente americano. Na América tropical originou-se a C. chinense, ao longo da
regido dos Andes a espécie C. pubescens, a C. annuum originou-se onde
atualmente € o México, a C. frutescens nas regides tropical e subtropical da América
e ao Sul da América do Sul originou-se a espécie C. baccatum (Figura 1) (NUEZ et
al., 1996; MARTIN et al., 1979).

Com a chegada dos colonizadores portugueses e espanhdis na América, o
género foi espalhado por diversas regides, chegando primeiramente na Europa e a
partir dai, na Asia e Africa. Atualmente os frutos de Capsicum sdo produzidos e
consumidos em todo o mundo (ANDREWS, 1984).

Os frutos do género Capsicum, embora também chamados de pimentas nao
apresentam parentesco com a pimenta rosa (Schinus molle L.), a pimenta do reino
(P. nigrum L.) e a pimenta da jamaica (Pimenta officinalis Lindl.). Mesmo esses
frutos tendo o nome popular em comum e sendo utilizados como temperos nos

alimentos, suas propriedades quimicas sao distintas (CARVALHO et al., 2006).
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B C anmum

B C. baccatum

B C. pubescens
C. chinense

Figura 1 — Zonas de origem e expanséao pré-colombiana de quatro espécies do género Capsicum

Fonte: adaptado de NUEZ et al., 1996.

3.2 Caracteristicas agronémicas de Capsicum

O género Capsicum € originario da zona tropical imida da América Central e
do Sul, pertencente a familia Solanaceae, compreende mais de 30 espécies perenes
e as mais conhecidas sdo: C. annuum; C. frutescens; C. chinense; C. pubescens; e
C. baccatum. Essas espécies sdo consideradas domesticadas, com frutos de
variadas formas, cores, grau de pungéncia e tamanho (LANNES et al., 2007; ZENI e
BOSIO, 2011). Este género tem sua reproducdo facilitada porque plantas séo
autbgamas e também possibilitam polinizacdo cruzada entre espécies do género,
causando alteragbes morfologicas e promovendo a diversidade (Figura 2)
(CARVALHO e BIANCHETTI, 2008; REIFSCHNEIDER, 2000; RIBEIRO e
REIFSCHNEIDER, 2008).

A espécie C. annuum tem grande representacdo comercial e a variedade
amplamente consumida é conhecida popularmente como pimentdo (pimenta doce).

Esses frutos sdo consumidos in natura, como salada e principalmente utilizados



19

como tempero. Essa espécie apresenta uma flor por n6 e no momento da abertura
floral, podem postar-se eretas, pendentes ou inclinadas, com flores brancas e calice
pouco dentado nos frutos (CARVALHO e BIANCHETTI, 2008).

A pimenta malagueta, muito conhecida por ser extremamente pungente &
representante da espécie C. frutescens, essas possuem flores branco-esverdeadas
e porte ereto (NUEZ et al., 1996).

Figura 2 - Diversidade de cor e formato em frutos de duas espécies de Capsicum (C. baccatum:
P287, P270, P79, P108, P284, P27, P280, P283, P197 e C. chinense: P272, P171 e P247)

Foto: Bianca Camargo Aranha.

A C. chinense é uma espécie que possui peculiaridade entre as demais, por
ter uma constricdo no célice dos frutos, esses sdo sem dentes e geralmente
pendentes e segundo Reifscheneider (2000), é caracterizada por ser fortemente
pungente. A nomenclatura dada a esta espécie foi um equivoco por parte do
holandés Nikolaus Joseph Von Jacquin por pensar que esta espécie era nativa da
China, uma vez que na época ja era conhecido que o género Capsicum foi originario
na América (BOSLAND e VOTAVA, 1999).

A espécie C. baccatum, inclui a variedade popularmente conhecida como
Dedo-de-moca, uma das mais comercializadas no Brasil. Essa espécie possui flores
brancas com manchas amarelo-esverdeadas na base de cada pétala, com calices

dentados e frutos geralmente pendentes (CARVALHO et al., 2006).
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Em nivel mundial, nos anos de 2012 e 2013 os principais paises produtores
de pimentas e pimentdes verdes foram China (continental), México e Turquia com
1,5, 2,3 e 2,1 milhdes de toneladas/ano, respectivamente. Para frutos secos nesses
menos anos, destacaram-se india, China (continental) e Peru com média de 1.340,
295 e 163 mil toneladas/ano (FAOSTAT, 2016). No Brasil, devido a producdo e
comercializacdo ser realizada principalmente por pequenos produtores é dificil obter
dados precisos em relacdo ao cultivo e consumo de pimentas do género Capsicum,
mas estima-se que o cultivo anualmente seja de aproximadamente cinco mil
hectares com producdo em torno a 75 mil toneladas (RIBEIRO et al., 2016).
Segundo estimativa da EMATER-DF, o Brasil tem um consumo per capita de
Capsicum em torno de 2 g.dia™, considerando tanto o fruto in natura quando em
alimentos como temperos (FERREIRA, ALMEIDA e BOAS, 2016).

3.3 Metabolismo geral e especializado

Desde a antiguidade as plantas séo utilizadas pelo homem e transformadas
em alimento, bebida, abrigo, ornamentacao, producdo de téxteis, corantes e como
fonte medicinal. Com o avanco da ciéncia e tecnologia tém-se aprimorado as
técnicas para o isolamento dos compostos de interesse para a industria de
alimentos, cosméticos e farmacos (PLETSCH, 1998). Esses compostos sao
produzidos naturalmente pelo metabolismo da planta e utilizados para sua
sobrevivéncia.

O metabolismo nos seres vivos compreende as diversas reacdes quimicas
gue ocorrem nas células de individuos de cada reino. Este conjunto de reacdes
garante a vida por obtencdo de energia, formacgéao dos tecidos e defesas. O reino
Plantae abrange individuos que ndo tem a possibilidade de movimentar-se para
evitar seus predadores. Ao invés disso, diversas vias biossintéticas evoluiram para
estruturacdo das defesas das plantas. O metabolismo geral (primario) garante as
funcdes basicas que sdo comuns a todas as plantas, como a formacao de acidos
nucleicos, aminoacidos, carboidratos e lipideos.

O metabolismo especializado (secundario) é conhecido por ndo estar
relacionado com as fungfes essenciais a vida das plantas, mas sim na manutencéo

de sua sobrevivéncia por produzirem uma série de compostos envolvidos na defesa
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contra predadores e estresses e como atrativos para polinizadores e dispersores de
sementes (INGKANINAN et al, 1999). Muitos compostos decorrentes do
metabolismo especializado das plantas sdo associados a um determinado género
(MANN et al.,, 1994), como o caso dos capsaicinoides, alcaloides exclusivos em
pimentas do género Capsicum.

Mesmo havendo distingdo entre os tipos de rotas biossintéticas elas estédo
interligadas, uma vez que o0 metabolismo geral fornece precursores para o
especializado e em ambos, um conjunto de enzimas é responsavel pelas vias de
formacao dos compostos (BRATT, 2000).

Diversas classes de compostos decorrentes do metabolismo especializado
estdo envolvidos na protecdo contra danos fisicos, biolégicos ou na garantia de
proliferacéo da planta, sdo exemplos: antocianinas, taninos, glicosinolatos, terpenos,
cumarinas, alcaloides e outros (HARTMANN, 1996). No entanto, muitos estudos tém
mostrado compostos do metabolismo geral envolvidos nas estratégias de defesa das
plantas, uma vez que o grande numero de unidades de carbono para a formacgéao
dos compostos do metabolismo especializado utilizado na defesa, ndo ocorre sem a

mobilizacdo e resposta do metabolismo geral (BOLTON, 2009).

3.3.1 Metabolismo geral em plantas

3.3.1.1 Acucares

A atividade mais vital para a planta é a fotossintese a partir da qual se obtém
a formacado de acucares. Nas plantas, os acucares desempenham diversas funcdes
como componentes estruturais, intermediarios de metabdlitos ou armazenamento.
AcUcares como a sacarose, glicose e frutose estdo envolvidos em diversas funcdes
do metabolismo da planta, como por exemplo, na sintese de carboidratos mais
complexos como o amido e a celulose. Os aclUcares sdo também importantes
constituintes na formacao de aminoacidos e acidos graxos (SMEEKENS, 2000).

Historicamente, a sacarose tem sido citada principalmente como
transportador de carbono para partes vegetais ndo fotossintetizantes ou como
fornecedor de energia, transportada através da seiva da planta, tem a capacidade de

passar por uma série de membranas. Com o avan¢o da ciéncia, tem-se observado
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0s agucares como reguladores de expressao de genes pela chamada “sugar sensing
pathway” (LEMOINE, 2000).

Linhas de pesquisa tem estudado a fundo a funcdo dos aclUcares como
sinalizadores, e sua importancia no controle de expressdo de genes. A acado de
sinalizacdo desses compostos tem efeito ao longo de todas as etapas de vida da
planta, atuando desde a germinacdo da semente, ao longo do desenvolvimento da
planta e até novo ciclo reprodutivo. Embora conceitualmente qualquer aglucar possa
demonstrar-se como sinalizador, essa funcdo tem sido observada principalmente
para a sacarose e hexoses (CARLSON, 1998; GANCEDO, 1998).

A via de transporte de acUcares tem sido associada principalmente com a
sacarose por ser um acucar nao-redutor e de relativa sensibilidade para o
metabolismo da planta. Foram identificados em diversas espécies de plantas
(dicotiledéneas e monocotiledoneas) aproximadamente 20 cDNAs diferentes que
codificam para transportadores de sacarose e este numero esta a crescer como 0
avanco de estudos (LEMOINE, 2000).

3.3.1.2 Aminoéacidos

Aminoacidos sédo unidades estruturais basicas que compdem proteinas e
enzimas, podendo também atuar como percursores de horménios, componentes de
parede, coenzimas e nucleotideos. Quimicamente, os aminoacidos sdo &cidos
organicos com um ou mais grupamentos amina na outra extremidade. Os
aminoacidos também sdo moléculas importantes de transporte de nitrogénio pela
planta e como fonte de carbono e devido a isso sdo compostos altamente
controlados, desde a biossintese até a degradacao (PRATELLI e PILOTI, 2014).

A sintese da glutamina, por exemplo, é a Unica via que permite a assimilacédo
de um atomo inorganico a moléculas organicas e em alguma etapa, todos 0s
compostos nitrogenados estado ligados a glutamina ou ao acido glutamico de alguma
maneira (BERNARD e HABASH, 2009).

Esses compostos decorrentes do metabolismo geral estdo fortemente
envolvidos na sintese de compostos alcaloides, fenilpropanoides e glicosinolatos do
metabolismo especializado das plantas (PRATELLI e PILOTI, 2014).
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Na sintese dos aminoacidos, estdo envolvidos os compostos intermediérios
da glicolise, via das pentoses e ciclo do &cido citrico. Histidina, fenilalanina, tirosina e
triptofano (aminoacidos aromaticos), sdo decorrentes de compostos da via das
pentoses; valina, leucina, alanina, glicina e cisteina da glicolise e os aminoacidos do
ciclo do acido citrico sdo glutamina, prolina, arginina (2-oxoglutarato), asparagina,
lisina, treonina, metionina, isoleucina (aspartato) (PRATELLI e PILOTI, 2014).

Em culturas agricolas os aminoacidos podem ser usados como suplementos,
uma vez que pequenas quantidades estdo envolvidas na ativacdo de diversas
funcdes fisioldgicas da planta e suas implicagdes produzem compostos de interesse.
O horménio etileno que desempenha funcbes de senescéncia das folhas e
amadurecimento dos frutos tem sua sintese a partir do aminoacido metionina
(MOHR e SCHOPFER, 1995). A tirosina e a fenilanina sédo percursores de
compostos fendlicos e lignina que estdo envolvidos na resisténcia plantas a
estresses e fortalecimento estrutural (SINHA, 2004).

O acumulo de prolina tem sido relacionado a estresse em plantas, podendo
ser até 100 vezes maior que em situacdo normal. Dentre diversas situacdes de
estresse, estudos mostram o metabolismo de prolina frente ao estresse osmotico e
vem sendo relacionado a um mecanismo de tolerancia da planta (VERBRUGGEN e
HERMANS, 2008). Essa tolerancia esta relacionada a atividade contra espécies
reativas, uma vez que a salinidade e a seca séo indutores de estresse oxidativo
(SMIRNOFF e CUMBES, 1989). Tem-se observado também a prolina na funcao de

tamponar o pH do citosol e como chaperonas de proteinas (MAGGIO et al., 2002).

3.3.1.3 Acidos organicos

Acidos organicos sdo compostos que contém grupos carboxilas em sua
estrutura. Esses compostos em especial os de baixa densidade desempenham
diversas fungbes vitais nas plantas, como citrato, malato, succinato, fumarato, 2-
oxoglutarato serem intermediarios ao ciclo de Krebs, via de produgéo de energia
(RELLAN-ALVAREZ et al., 2011). Esses compostos estdo envolvidos tanto no
anabolismo quanto no catabolismo e muitos produtos intermediarios ou finais sao
formados. S&o percursores de varias moléculas, como acido chiquimico para a

producdo de aminoacidos aromaticos, flavonoides, alcaloides, e lignina
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(HERRMANN, 1995). Esses compostos de baixo peso molecular também participam
como intermediarios das vias de producdo de compostos do metabolismo geral
como proteinas, lipideos e carboidratos (BENNET-CLARK, 1993).

Alguns autores propuseram esses compostos como marcadores uma vez que
acidos organicos como citrico, latico, férmico, malico, oxalico e succinico tem seus
teores aumentados em plantas com deficiéncia de fosforo. Acidos organicos
desempenham funcfes de resisténcia nas plantas, uma vez que citrato, oxalato e
malato auxiliam desintoxicacdo e transporte de metais (MA, 2000; RELLAN-
ALVAREZ et al., 2011). Inversamente, a exsudacdo de é&cidos organicos pelas
radiculas das plantas facilita a absorcdo de metais como ferro, zinco, aluminio,
niquel e outros por favorecer a solubilidade ou a quelacdo (LONERAGAN, 1997;
WANG et al., 2003).

O mecanismo de desintoxicacdo de aluminio, por exemplo, esta associado a
capacidade de producdo de acidos organicos por parte da planta, principalmente o
acido citrico e a partir dele formacdo de quelatos. No mecanismo de exclusdo ha
aumento do pH para além de 5, assim o aluminio precipitado liga-se aos acidos
carbolixilicos da parede celular e ndo fica disponivel para o plasma da planta. Outra
maneira esta relacionada a inativagdo dentro da planta, na qual o aluminio € ligado a
acidos organicos e armazenado no citoplasma e vacuolos das células
(MATSUMOTO et al., 1976; MENOSSO et al., 2001).

Concentracao e presenca dos acidos organicos sao dependentes do tipo e da
parte da planta, espécie, condi¢cdes do solo e estresse a que sdo submetidas. Esses
compostos estdo presentes em todos 0s organismos vegetais e nos frutos,
influenciam o sabor e aroma além da estabilidade e manutencdo de qualidade
(SANTOS et al., 2013).

3.3.2 Metabolismo especializado em Capsicum

3.3.2.1 Capsaicinoides

A pimenta é usualmente utilizada como tempero para diversas preparacdes

culinarias, devido a suas tipicas caracteristicas organolépticas. Este fruto tem sido

muito estudado em modelo farmacolégico devido a associagdo como alimento



25

saudavel, fator fortemente relacionado aos seus compostos. Atencdo especial tem
sido dada a classe dos capsaicinoides, compostos de ocorréncia especifica em
espécies do género Capsicum.

No género Capsicum a pungéncia é conhecida como a caracteristica mais
marcante dos seus frutos (REIFSCHNEIDER, 2000). Essa caracteristica € causada
por compostos alcaloides produzidos e armazenados principalmente na regiao
placentaria (ISHIKAWA et al., 1998) denominados capsaicinoides.

Os capsaicinoides ja sao conhecidos pelo potencial farmacolégico, e alguns
estudos tem demonstrado ac&do clinica devido a propriedades antioxidante,
anticancer, antiartritica, antimicrobiana, anti-inflamatdéria, termogénica e analgésica
(LUO et al.,, 2010; BARBERO et al., 2014). A capsaicina e seus analogos estao
relacionados a apoptose de células de cancer da préstata in vitro e no retardo do
crescimento da massa de cancer in vivo (MORI et al., 2006).

Destes compostos, a capsaicina, constituinte majoritario do grupo dos
capsaicinoides, tem sido estudada em diversos modelos de doencas, como no
controle de neuralgia (MAIHOFNER e HESKAMP, 2013), efeitos anticancerigenos
(MORI et al., 2006; LU et al., 2010; WANG et al., 2011; ANANDAKUMAR et al.,
2012; MOON et al., 2012; DE-SA-JUNIOR et al., 2013; ZHANG et al., 2013),
oxidagéo lipidica e controle de triglicerideos (JOSSE et al., 2010; LEE et al., 2010;
KANG et al., 2011) e regulacéo da atividade da microglia (PARK et al., 2012). Essas
atividades terapéuticas tem sido muitas vezes associadas com a atividade agonista
ao Receptor de Potencial Transitorio Vaniloide subtipo 1 (TRPV1) (CALIXTO et al.
2005; PARK et al., 2012).

O TRPV1 constitui um entre cinco dos receptores com afinidade por
compostos com radical vanilil (URBAN et al., 2011). Esses receptores sdo canais de
cations ndo seletivos e em geral, tem fun¢cdes na modulagdo fisiolégica como
deteccdo sensorial de estimulos térmicos, mecéanicos e dolorosos.

A capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) e a dihidrocapsaicina (8-
metil-N-vanillinonanamida) s&o o0s principais representantes dos capsaicinoides,
constituindo em geral cerca de 90% do total de compostos deste grupo (NWOKEM
et al., 2010), no entanto minoritariamente podemos encontrar norcapsaicina,
nordihidrocapsaicina, homocapsaicina, homodihidrocapsaicina, nonivamida, entre
outros compostos relatados (Figura 3) (CONSTANT et al., 1996; GIUFFRIDA et al.,
2013; HUANG et al.,, 2013; BARBERO et al.,, 2014). Os capsaicinoides sé&o
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moléculas constituidas por um grupo vanilil e um acido graxo e em sua por¢ao
central um grupo amino (BARBERO et al., 2010). Esses compostos séo sintetizados
pela condensacdo da vanililamina, composto derivado da L-fenilalanina, com um
acido graxo de cadeia ramificada, derivado de uma valina ou leucina (BENNETT e
KIRBY, 1968; LEETE e LOUDEN, 1968; STEWART et al., 2005).

Varios estudos sobre o comportamento e o acumulo de capsaicinoides tem
relatado que esses compostos sdo formados junto ao desenvolvimento dos frutos
até o estagio final de maturacdo e que fatores genéticos e ambientais afetam
diretamente sua concentracao nos frutos (GARCES-CLAVER et al., 2007; ZEWDIE
e BOSLAND, 2000). Estrada et al. (2002), observaram que 0 estresse hidrico
proporciona um aumento do conteudo de capsaicinoides nos frutos. Barbero et al.
(2014), avaliaram a concentracdo dos capsaicinoides nos frutos de pimenta em
diferentes graus de maturacdo, e observaram que ha oscilagbes inversamente
proporcionais entre 0os compostos capsaicina e dihidrocapsaicina nas diferentes
etapas de maturacéo de pimentas (Capsicum annum L.).

O método de Scoville (1912) é uma maneira de medir e classificar o grau de
pungéncia de pimentas, no entanto essa técnica utiliza-se de artificio sensorial e
depende do treinamento e capacidade de reprodutibilidade do analisador. Métodos
instrumentais tém sido utilizados para caracterizar a pungéncia de pimentas, a partir
da quantificacdo dos compostos capsaicinoides, principalmente a capsaicina e a

dihidrocapsaicina.
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Figura 3 — Formula estrutural dos principais capsaicinoides presentes em Capsicum

3.3.2.2 Carotenoides

Os frutos de Capsicum sao fonte de diversos compostos, como vitaminas C e

E, carotenoides como capsantina e capsorubina e compostos fendlicos
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(REIFSCHNEIDER, 2000). Os carotenoides sdo compostos naturais, tem atividade
antioxidante, alguns sdo precursores de vitamina A e estimulam a atividade das
células imunoldgicas, além de prevenir a formacdo de células tumorais, doencas
cardiovasculares e degeneracdo muscular (DELGADO-VARGAS et al., 2000;
MAOKA et al., 2001; COLLERA-ZUNIGA et al., 2005; GIUFFRIDA et al., 2013).

Mais de 600 estruturas de carotenoides ja foram caracterizadas e estes
compostos estdo geralmente envolvidos na pigmentacéo de frutas, flores, vegetais e
fungos e sua coloracdo se estende do vermelho ao amarelo (MALDONADO-
ROBLEDO et al.,, 2003; FRASER e BRAMLEY, 2004). Esses compostos ficam
armazenados nos cloroplastos complexados a proteinas por ligacdo ndo-covalente
(UENOQOJO et al., 2007).

Os carotenoides estdo destacados como sendo 0s principais compostos que
conferem a pigmentacao nas pimentas, sendo sintetizados principalmente na etapa
de maturacédo dos frutos. Nesta etapa, ocorre a transformacao dos cloroplastos em
cromoplastos, ha uma reducdo de clorofilas e os carotenoides sédo sintetizados
(GIUFFRIDA et al., 2013). Os carotenoides sdo compostos tetraterpenoides (C40)
que podem ser modificados por diferentes reacbes como hidrogenacéao,
desidrogenacéo, ciclizacdo das extremidades e adicdo de grupamentos laterais,
migracdo de duplas ligacdes, isomerizacdo ou combinacéo destes, proporcionando
diversos grupos de compostos carotenoides (RODRIGUES-AMAYA, 2001; DUTTA
et al., 2004; GIUFFRIDA et al., 2013).

Mais de 50 carotenoides foram identificados em frutos de Capsicum, dos
quais, PB-caroteno e capsantina predominaram em frutos vermelhos, nos frutos
amarelos observaram maiores teores de luteina, a-caroteno e B-caroteno, 0s
compostos anteraxantina, capsantina e zeaxantina predominaram em frutos
alaranjados e cis-criptocapsina em frutos cor de chocolate (Figura 4) (GIUFFRIDA et
al., 2013). A combinacédo destes compostos e suas diferentes concentracdes nos
frutos de Capsicum levam a variabilidade de coloracdo do género, como pode ser

observada nas figuras 2 e 5.
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Figura 4 - Férmula estrutural dos principais carotenoides presentes em Capsicum

Figura 5 - Variabilidade genética de frutos em acessos de Capsicum annuum

Foto: Henrique K. M. Padilha.

29



30

3.3.2.3 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo decorrentes do metabolismo especializado dos
individuos de origem vegetal, sdo produzidos constitutivamente e tem seus teores
alterados em resposta a diversos estresses. Quimicamente os compostos fenolicos
séo constituidos por, pelo menos, um anel aromético onde no minimo um hidrogénio
€ substituido por uma hidroxila. Os compostos fendlicos podem ser classificados
como fendis, acidos fendlicos, fenilpropanoides e flavonoides, sendo que este ultimo
grupo inclui antocianinas, isoflavonas, flavonas entre outros (MARTINEZ-
VALVERDE et al., 2000; ACUNHA, 2013).

Esses compostos quando biodisponiveis sdo associados a beneficios para
salde, pois sua estrutura quimica possibilita a neutralizacdo de espécies reativas de
oxigénio, nocivas por oxidar as células do nosso organismo (DUTHIE et al., 2000).
Devido a essa atividade compostos fendlicos tém sido associados a reducao do
estresse oxidativo de doencas degenerativas ndo-transmissiveis por permitirem a
homeostase quando o sistema enzimatico antioxidante no organismo humano néao é
suficiente (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004). Esse estresse oxidativo tende a
ser mais danoso a lipidios, proteinas e acidos nucleicos (YALINKILIC e ENGINAR,
2008).

Compostos fendlicos estdo associados a funcbes de reproducao e defesa das
plantas como a atracdo de polinizadores e dispersores de sementes e de resisténcia
a UV, insetos, fungos, virus, bactérias e estresse hidrico (HATTERNSCHWILER e
VITOUSEK, 2000). Mikulic-Petkovsek et al. (2013) avaliaram teores de compostos
fendlicos em trés partes (tecido saudavel, infectado e tecido marginal a infeccdo) de
Capsicum sp. frente ao fungo causador da antracnose. Esses autores observaram
um incremento de &cido clorogénico, e glicosideos de quercetina e luteolina no
tecido ao redor da infeccdo do Colletotrichum coccodes em comparacéo aos tecidos
saudavel e infectado, sugerindo como estratégia de defesa da planta na tentativa de
evitar que o fungo se espelhasse. Rodoni et al. (2015) ao avaliar o comportamento
dos compostos de frutos de C. annuum in natura sob tratamento UV-C observaram
que a radiacéo de 10 kJ.m induziu um actmulo superficial de compostos fendlicos
nas pimentas.

Ao avaliar frutos de Capsicum frutescens, Sukrasno e Yeoman (1993)

observaram entre outros metabdlitos néo identificados, compostos fendlicos
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glicosilados como os &cidos cumarico, cafeico e 3,4-dimetoxi cindmico e flavonoides
quercetina 3-O-raminoside e luteolina 7-O-glicoside. Materska et al. (2003)
identificaram para C. annuum oito compostos fendlicos glicosilados entre flavonoides

e acidos fenodlicos.
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Figura 6 - Férmula estrutural dos principais compostos fenélicos

Dentre os compostos fendlicos, as antocianinas sdo uma classe de
metabolitos associados as cores vermelho, azul e roxo e sdo sintetizados em muitos
tecidos vegetais (WU e PRIOR, 2005). A propriedade de cor e o potencial
antioxidante das antocianinas tem sido relacionada a atracdo de polinizadores e
dispersores de sementes bem como a resisténcia do tecido a foto-oxidagdo (AZA—
GONZALEZ, et al., 2012). Na salude humana, esses compostos tém sido
investigados pelas propriedades antioxidante e anti-inflamatoria (WANG et al.,
1999). Em Capsicum spp., antocianinas pigmentam flores, folhas e frutos
(BOROVSKI et al., 2004; SADILOVA et al., 2006).
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3.4 Metabolémica

Pimentas e seus compostos tém sido investigados pelo potencial
farmacoldgico, e sdo cada vez mais reconhecidas como fonte de compostos
relacionados a saude, como por exemplo, pela presenca de &cido ascérbico
(vitamina C), carotenoides (provitamina A - xantofilas), tocoferéis (vitamina E),
flavonoides e capsaicinoides (HOWARD e WILDMAN, 2007). A presenca e
guantidade desses compostos podem variar dependendo da espécie e das
condi¢Bes de clima e solo. Fatores bibticos e abidticos podem interferir diretamente
no comportamento da planta, no entanto a possibilidade de caracterizagao
metabdlica € uma alternativa para selecionar espécies com maior potencial de
producdo de compostos de interesse e caracteristicas para producdo in natura e
industrializagdo. A estratégia de analise por metabolémica inclui etapas como
preparo de amostras (criosecagem, moagem), extracdo dos metabdlitos (solventes
com diferentes polaridades), separacdo dos metabdlitos (cromatografia liquida ou
gasosa), deteccdo (UV, FID, MS) e tratamento de dados (CEVALLOS-CEVALLOS et
al., 2009).

A analise metabolébmica surgiu como uma importante técnica de identificacéo
e comparacdo de um vasto numero de compostos em sistemas biologicos. No
entanto, as plantas sdo seres especialmente complexos, compostos por grande
diversidade de metabdlitos o que torna impossivel a qualquer método analitico a
extracdo e deteccdo simultanea de todos os compostos presentes na matriz (DE
VOS et al., 2007).

A aplicacdo da metaboldbmica em uma matriz vegetal consiste na
caracterizacdo e quantificacdo do total de compostos presentes no extrato (BINO et
al., 2004). Tal avaliagdo do perfil metabdlico, direcionada ou ndo, tem sido utilizada
entre outras aplicagdes, para obter-se a informacgéo da variabilidade metabdlica de
germoplasmas, tanto em nivel de comparacao entre espécies de um género, como
para estabelecer o local de origem de diferentes individuos (TIKUNOV et al., 2005;
KEURENTJES et al., 2006).

Zorb et al. (2006) avaliaram o perfil metabdlico de graos de trigo cultivados
sob sistemas de produgdo organica e convencional nas mesmas condi¢des de solo
e clima, e observaram que ndo houve diferengas na composicdo de metabdlitos em

funcéo do sistema empregado. Wahyuni et al. (2013) avaliaram a biodiversidade de
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32 acessos de pimentas (Capsicum spp.) e observaram uma identificacdo de 88
metabolitos semi-polares, onde destacaram-se compostos flavonoides com
diferentes combinacdes de acucares na porcdo aglicona. No perfil de compostos
volateis, Wahyuni et al. (2013) observaram correlacao positiva entre a pungéncia
das amostras e o teor de ésteres de acidos graxos de cadeia ramificada e sugeriram
associacdo com a atividade da enzima aciltransferase da via de formacdo dos
capsaicinoides que também catalisa a esterificacéo de acidos graxos.

A metabolébmica é uma técnica com potencial aplicacdo no controle de
qualidade de alimentos, uma vez que o acumulo de dados pode servir como base
para definir a qualidade metabdlica de matrizes alimentares. Nesta tendéncia,
adulteracdes podem ser identificadas pelo aparecimento de picos incomuns nas
amostras. Esta técnica quando bem adaptada a amostra pode possibilitar uma
deteccdo relativamente rapida e evitar o uso de protocolos dispendiosos e muito
especificos (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009).

A metaboldmica tem sido amplamente aplicada em alimentos, para
denominacdo de origem, para diferenciar espécies de um género, examinar a
influéncia de diferentes condi¢cdes de cultivo, alteracfes genéticas, contaminacdes
ou adulterac@es e veracidade de rétulos. No entanto, ndo tem sido baseada apenas
na separacdo e quantificacdo dos compostos, mas também se tem aplicado a
identificacdo de tantos compostos quando possivel ou os que mais interferem para o
desfecho dos resultados (TIKUNOV et al., 2005; KEURENTJES et al., 2006; ZORB
et al., 2006; CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009; WAHYUNI et al., 2013).

Para a aplicacdo da estratégia metabolémica, diversos equipamentos tem
sido usados nas etapas de separacao (cromatografia liquida ou gasosa) e deteccéo
(UV, FID, MS) dos metabdlitos (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009) (Figura 7). A
cromatografia € a principal técnica de separacdo de compostos em metabolémica,
onde podem ser separados por polaridade (cromatografia liquida) e volatilidade
(cromatografia gasosa). Por cromatografia gasosa, apenas compostos volateis e
termicamente estaveis poderéo ser analisados. Alternativamente se pode derivatizar
0S compostos com o0 objetivo de aumentar sua volatilidade. Usualmente essa etapa
de preparo de amostra inclui uma reacdo de oximacdo que converte aldeidos e
cetonas a oximas e tem a funcdo de evitar a isomerizagdo, principalmente em
monossacarideos. Outra reagdo comumente empregada € a sililacdo, que aumenta

a volatiidade de grupos como hidroxilas, ti6is e aminas por redugdo da
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hidrofilicidade adicionando um substituinte trimetilsilil. Este reagente de derivatizagao
também esta relacionado a rapida reacdo com temperaturas relativamente baixas e
sem grandes mudancas estruturais nos compostos, facilitando sua identificacédo
(GULLBERG et al., 2004).

/_\;L\. - Derivatizacéo
—o—s—cns d0S compostos

CHa (Compostos termicamente
o o intveis e/ou ndo voldteis
- " em cromatografia gasosa)
Amostra e/ou Extracéo dos C—O-Si—CHs !
preparo de amostra metabdlitos CHs
(liofilizar, triturar, diluir, outros) (direcionada ou ndo)
%
. . — Andlise
Andlise™ = 4. instrumental | l
‘' dedados Lok M T ———
_ e Separagdo
J _'-___\' bt (cromatografia liquida miz

oY 7
L T D) A
Y

€ gasosa) / Detecgdo
<::| | (UV, EM, RMN}

Anilise estatistica
(PCA, ANOVA, PLS)

Figura 7 - Esquema do processo de analise em metabolémica

Fonte: Adaptado de CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009.

A comparacao do tempo de retencdo dos cromatogramas de padrées puros
aos da amostra é uma maneira para a confirmacdo dos compostos, mas para a
metabolémica o elevado numero de compostos torna inviavel a identificacdo e
quantificacdo de todos os compostos por padrao externo. Frente a isso, utilizam-se
padrdes internos para a quantificacao e para identificacdo técnicas mais avancadas
como a espectrometria de massas.

Na cromatografia o uso de padréo interno possibilita quantificar compostos
estruturalmente semelhantes ao padrdao que deve ser inerte e estar ausente na
matriz a ser analisada. Para a quantificacdo adiciona-se uma quantidade conhecida
do padréo e por comparacdo de area obtém-se a concentragdo do composto no
extrato e a partir dai, na amostra (RIBANI et al., 2004).

A técnica de deteccao por espectrometria de massas permite a identificacao
de um composto pela comparagédo de seu espectro de massas a uma biblioteca ou

por identificagcdo da estrutura a partir de seus fragmentos. O principio da
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espectrometria de massas € a ionizacdo de uma molécula, onde seus ions sao
separados pela razdo massa/carga (m/z) e cada fracdo numérica é registrada em um
espectro (PRESTES et al., 2009).

Acoplado ao cromatdografo gasoso pode-se utilizar o espectrdmetro de
massas com ioniza¢do por impacto de elétrons (El), que consiste no bombardeio das
moléculas vaporizadas com um feixe de elétrons de alta energia (geralmente 70 eV
— elétron volt), que propicia a formacéo de ions positivos que séo registrados em um
espectro pela sua relagdo m/z (CHIARADIA et al., 2008).

O tratamento de dados em metabolémica é feito geralmente pela aplicacédo de
andlises estatisticas multivariadas que tendem a agrupar as informacdes. Para
melhores resultados, autores tem sugerido a normalizacdo dos dados antes da
aplicacdo da analise multivariada, com o intuito de corrigir desvios instrumentais
como os de tempo de retencdo (SON et al., 2008). As estratégias de analise de
dados devem estar de acordo com o objetivo do estudo e para tratamento de dados
metabolémicos podemos classifica-las como discriminativas, preditivas e
informativas. A analise metabolémica informativa objetiva a caracterizacdo da
amostra a partir da identificacdo e quantificacdo do perfil de compostos do extrato,
ao contrario das técnicas discriminativa e preditiva, que ndo necessariamente
exigem a identificacdo dos compostos. Seja em estratégia alvo ou ndo, esta técnica
de andlise busca obter caracteristicas intrinsecas, ou seja, composicdo metabdlica
da amostra e suas informacgfes tém sido utilizadas na formacdo e atualizacdo de
bases de dados de metabdlitos (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009).

A aplicacdo de Minimos Quadrados Parciais ou PLS (do inglés Partial Least
Squares), por exemplo, € uma analise estatistica multivariada preditiva que
possibilita prever a variavel envolvida em determinada caracteristica pela reducéo da
dimensionalidade dos dados e maximizacdo da correlagdo entre as variaveis e tem
sido muito aplicada para a predicdo dos compostos envolvidos na determinada
caracteristica de interesse (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009).

PCA (do inglés Principal Component Analysis) ou Analise de Componentes
Principais € uma estratégia discriminativa que possibilita distinguir em grupos o total
de dados analisados. Tem o intuito de gerar representacédo linear dos dados de
maneira a reduzi-los graficamente com o minimo de perda de informagbes. O
agrupamento das amostras € obtido quando se cria uma ortogonal das variaveis

vetoriais (componentes principais). Na pratica, esta analise de dados agrupa os
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individuos pelo conjunto de variaveis que definem suas caracteristicas, ou seja, as
amostras avaliadas tem muitas caracteristicas em comum, mas 0 que as separa em
grupos sao as variaveis proprias aquele agrupamento (VARELLA, 2008;
CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009).
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4 Materiais e métodos

4.1 Material vegetal

Foram analisados 61 acessos de Capsicum dos quais 34 acessos foram da
espécie C. baccatum, 13 acessos de C. annuum, 12 acessos de C. chinense e 1
acesso de C. frutescens (Tabela 1). As amostras foram obtidas do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de Capsicum da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. Os
acessos analisados séo variedades obtidas a partir de doagédo de sementes por
agricultores dos estados do Mato Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, formando um BAG com grande variabilidade genética, apresentando
frutos com diferentes tamanhos, formatos, cores, pungéncias e potencial tecnolégico
como € possivel observar nos trabalhos de Neitzke (2008), Neitzke (2012),
Vasconcelos (2012), Acunha (2013), Dambros (2014) e Padilha (2014).

Os frutos foram coletados no periodo da manhd em estado completo de
maturacdo, definido por avaliacdo visual da coloracdo. Foram coletados no campo
experimental da Embrapa Clima Temperado, diferentes acessos do género
Capsicum entre os meses de fevereiro a maio nas safras de 2012/2013/2014. Apos
a coleta, os frutos foram transportados até o laboratério para separacdo de frutos
com lesbes, folhas, peddnculos e outras partes da planta. Os frutos sadios
selecionados foram devidamente identificados (nimero da planta e do acesso) e
congelados a -18°C.

Triturou-se 50 frutos congelados de pimenta, que foram liofilizados (Liobras,
L101) e macerados em moinho de bola (Marconi, MA350) com auxilio de nitrogénio
liquido, ap6s foram novamente liofilizados para retirar totalmente a agua. Esse

procedimento foi realizado para todos os acessos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Acessos de Capsicum do Banco Ativo de Germoplasma

da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS

Acesso Espécie Acesso Espécie
P14 C. baccatum P284 C. baccatum
P25 C. baccatum p287 C. baccatum
P27 C. baccatum P294 C. baccatum
P34 C. baccatum P46 C. annuum
P49 C. baccatum P76 C. annuum
P50 C. baccatum P100 C. annuum
P59 C. baccatum P122 C. annuum
P61 C. baccatum P134 C. annuum
P71 C. baccatum P136 C. annuum
P79 C. baccatum P137 C. annuum
P87 C. baccatum P189 C. annuum
P89 C. baccatum P203 C. annuum
P92 C. baccatum pP221 C. annuum
P101 C. baccatum P258 C. annuum
P102 C. baccatum P259 C. annuum
P103 C. baccatum P290 C. annuum
P108 C. baccatum P116 C. chinense
P117 C. baccatum P135 C. chinense
P120 C. baccatum P171 C. chinense
P169 C. baccatum P191 C. chinense
P179 C. baccatum P200 C. chinense
P197 C. baccatum pP228 C. chinense
P213 C. baccatum P236 C. chinense
P219 C. baccatum pP242 C. chinense
P239 C. baccatum P245 C. chinense
P241 C. baccatum P246 C. chinense
P270 C. baccatum P247 C. chinense
P274 C. baccatum p272 C. chinense
P278 C. baccatum P82 C. frutescens
P280 C. baccatum P291 C. sp.

P283 C. baccatum

4.2 Perfil metabdlico por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas

A analise de perfil metabdlico nos frutos de Capsicum ocorreu segundo
metodologia proposta por Lisec et al. (2006). Para extracdo, pesou-se 30mg de
amostras liofilizadas de pimentas em tubos de 2mL e adicionou-se 1.400uL de
metanol grau HPLC pré-resfriado a -20°C, posteriormente adicionou-se 60uL de

Ribitol (0,2mg.mL™* em H,O-ultrapura), 10uL de Antrona (1mg.mL™ em cloroférmio
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grau HPLC) e aplicou-se agitacdo por vortice durante 10 segundos. Agitou-se em
termomisturador (Eppendorf, termomixer 5436) por 10 minutos a 70°C e 900rpm. As
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 11.000 x g e o sobrenadante foi
coletado em tubos de 15mL e adicionado de 1.500uL de agua ultrapura refrigerada a
4°C, 750uL de cloroférmio grau HPLC pré-resfriado a -20°C e voértice durante 10
segundos. Centrifugou-se (Sorvall, RC5C) por 15 minutos a 22.000 x g, transferiu-se
150uL da fragao superior (metanol e agua — fracao polar A) para tubos de 1,5mL e
650uL da fracao inferior (cloroféormio — Fracdo polar B) para frascos de 1,5mL.

No processo de derivatizagao, a fragdo A (150uL) foi concentrada por arraste
aplicando-se nitrogénio gasoso. Adicionou-se 40uL de reagente de metoxiaminagao
(cloridrato de metoxiamina a 20mg.mL™ em piridina) e agitou-se por 2 horas a 37°C
em termomisturador. Apds, adicionou-se 70uL de MSTFA [N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida] e agitou-se durante 30 minutos a 37°C. A reacao foi transferida
para frascos com inserts de 250uL e injetadas imediatamente no CG-EM.

Para analise de ambas as fracbes (A e B), utilizou-se equipamento Shimadzu
GC-MS QP2010 Ultra com autoinjetor AOC-20i e biblioteca de espectro de massas
NIST 2011. Os parametros de injecdo, cromatografia e espectrometria de massas
foram segundo Lisec et al. (2006). Injetou-se 1uL de amostra com temperatura do
injetor a 230°C, com razédo de split para injecdo de 1:50 para a fracdo A e aplicacéo
no modo splitless para a fracao B. Utilizou-se hélio como gas carreador com fluxo de
2mL.min™ e velocidade linear como modo de controle de fluxo. A coluna capilar
utilizada foi Rtx-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um), com programagao isotérmica por 2
minutos a 80°C, rampa de temperatura de 15°C por minuto até 320°C ao qual
permaneceu por 6 minutos. Para os parametros de espectrometria de massas, as
temperaturas da fonte de ions e interface foram de 250°C, faixa de massa de 70-
600m/z e 0,2 varreduras por segundo. O tempo de corte do solvente foi definido a
partir de cada fracao injetada. Para determinacdo do indice de tempo de retencéo
utilizou-se ésteres metilicos de &acidos graxos (FAME C8-24), calculado

automaticamente pelo software do equipamento.
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4.3 Tratamento dos dados

4.3.1 Desvio padréo relativo

ApGs a integracdo dos picos, os dados foram normalizados de acordo com o
padrao interno de cada fracdo antes de serem combinados e listados. A
reprodutibilidade foi avaliada calculando a porcentagem do Desvio Padrdo Relativo
(DPR%) utilizando quatro amostras como controle de qualidade escolhendo ao
acaso um acesso representante para cada espécie (C. baccatum, C. annuum, C.

chinense e C. frutescens) (Figura 8).

2\ 34 Acesso : Pxxx
Pxxx A
1 / H 15 Repeticio do acesso
A |l (| 6 7 A B c
— ‘3‘4 B " 1 1 1 DP CV% (DPR)
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Figura 8 — llustragdo do preparo dos cromatogramas para obtengéo do percentual d? Desvio Padréo
Relativo (DPR%) em extratos de Capsicum spp., °° desvio padrao, cveh percentual do
coeficiente de variacdo

4.3.2 Anadlise de componentes principais

A andlise de componentes principais (PCA) foi realizada utilizando o software
online gratuito “Xcms Online” (link de acesso: https://xcmsonline.scripps.edu/). O
software permite a analise de cromatogramas fornecendo um conjunto de dados e
também possibilita a definicho dos parametros instrumentais utilizados para a
aquisicdo dos dados, para isso é necessario criar uma conta de usuario a partir de
um e-mail pessoal. Para a obtencdo da PCA, criou-se um trabalho de multiplos
grupos selecionando os conjuntos de dados previamente carregado software em

formato .mzXML. Criou-se um conjunto de dados para cada espécie, onde foram
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inseridas 3 repeticdes (cromatogramas) dos acessos pertencentes a cada espécie.
Nenhum conjunto de dados foi definido para a opgédo Conjunto de dados de controle
de qualidade (QC Dataset). Os parametros instrumentais foram GC/quadrupolo
simples, GC-EI espectrometria de massas quadrupolo simples, formato do tempo de
retencdo em minutos e polaridade positiva e posterior submissdo para analise. O
programa comunicou via e-mail o término do processamento dos dados. Nao foram

alterados os parametros dos graficos gerados pelo software para PCA.
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5 Resultados e discusséo

Foram avaliados 61 acessos de quatro espécies de pimentas Capsicum
pertencentes ao BAG da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. Na tabela 1 &
possivel observar a disposicdo dos acessos entre as especies. A obtencdo dos
resultados se baseou no estudo de perfis metabdlicos em duas fracdes polares (A e
B) decorrentes de um extrato inicial. Na figura 9 € possivel observar o Desvio
Padrdo Relativo como demonstrativo do comportamento de variacdo dos resultados
frente as amostras e método analitico empregados. O desvio padrao relativo em
porcentagem, mais conhecido como coeficiente de variagdo € avaliado para
apresentar a precisdo do método (CASSIANO et al., 2009).

O DPR% na figura 9 (a), foi obtido a partir de 97 picos, e na figura 9 (b) 170
picos. Do total obtido na figura 9 (a), 48 picos tiveram um DPR% inferior a 10% e
apenas 5% dos picos excedeu os 50% de Desvio Padréo Relativo e na figura 9 (b)
67% dos 170 compostos compreenderam um DPR% né&o superior a 20%. Esses
resultados estdo de acordo com Zhou et al. (2011) que considerou o método
adequado para a determinacao de perfil metabdlico considerando valores proximos.
A determinacdo de um DPR% ideal requer conhecimento do comportamento do
material de estudo, ha autores como Stine et al. (2012) que consideram um DPR (%)

ideal quando a variacéo nao é superior a 15% (baixa dispersao dos dados).
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Figura 9 - Distribuicdo do Desvio Padrdo Relativo (DPR%) para o total de metabdlitos em quatro
amostras de controle de qualidade. Cada coluna do gréfico representa a porcentagem do
namero de picos dentro da faixa especificada para o DPR%. (a) Fragdo polar A (metanol +
agua). (b) Fracao polar B (cloroférmio, a partir da extragcdo metanolica)

Dos acessos estudados, 34 eram de espécie C. baccatum, 12 acessos de C.
chinense, 13 pertencentes a C. annuum, 1 de C. frutescens e 1 acesso de Capsicum
sp. (ndo identificada). Na tabela 2, pode-se observar a variagdo intra-espécie dos
teores de metabdlitos das classes estudadas, evidenciando a necessidade de
caracterizacdo individual dos acessos do BAG. Fatores genéticos e ambientais
influenciam nas respostas metabdlicas das plantas e podem estar associados a
variagcdo de compostos nos individuos de mesma espécie. Teores totais das classes

de compostos podem ser observadas para os diferentes acessos nas figuras 10 e
11.
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Tabela 2 — Conteudo total de diferentes classes de metabdlitos em frutos de 4

espécies de pimentas (Capsicum)

Fracdo Polar A
Aminoacidos Acucares Acidos organicos
Espécie  Média DP CV (%) Média DP CV  Média DP Cv

C. baccatum 6,7 19 28% 136,1 205 15% 10,0 3,1 31%
C. chinense 82 30 37% 126,7 27,4 22% 105 1,7 16%
C. annuum 81 28 35% 1004 40,2 40% 10,8 2,3 21%
C. frutescens 4,1 - - 64,2 - - 10,8 - -
Fracédo Polar B
Hidrocarbonetos Esteres Capsaicinoides

Espécie  Média DP CV (%) Média DP CV  Meédia DP Ccv

. baccatum 29 3,1 107% 7,7 53 68% 13,6 115 84%

. chinense 24 1,1 47% 76 94 124% 66,1 56,7 86%

. annuum 30 31 106% 1,7 16 92% 31,9 198 62%

. frutescens 0,9 - - 2,6 - - 544 - -

Média - mg.g” massa seca. DP - desvio padrdo da média. CV - coeficiente de

O0O000

variacao.

A figura 10 demostra o total de trés classes de compostos para cada acesso,
decorrentes do perfil metabdlico da Fracdo polar A. Entre a classe dos aminoéacidos,
predominou para o género Capsicum a asparagina, sendo majoritario em 47 dos 61
acessos estudados, sua contribuicdo média foi de 27% nos acessos em que
predominou e seus teores variaram de 0,7mg.g™ até 6,17mg.g™’. Para os acessos
que ndo tiveram esse comportamento, 0 aminoacido norvalina se mostrou
predominante em 10 acessos, C. baccatum: P219 (1,09mg.g™), P274 (1,29mg.g™),
P280 (1,03mg.g"), P287 (1,44mg.g?"), P294 (1,71mg.g?); C. chinense: P236
(0,61mg.g), P247 (1,06mg.g™"); C. annuum: P136 (1,16mg.g™), P189 (1,88mg.g™);
C. frutescens: P82 (1,14mg.g™). Nos acessos P14 e P108 (C. baccatum), P46 e
P290 (C. annuum) os aminoacidos predominantes foram respectivamente isoleucina
(2,25mg.gl), serina (0,76mg.g’ e 1,63mg.gl) e prolina (1,78mg.g™).
Minoritariamente também foi observada a presenca dos aminoacidos alanina, valina,
tirosina, glutamina, fenilalanina, teonina, lisina, cisteina, glicina, acido aspartico e
acido glutamico (Figura 10 a). A média de aminoacidos para as espécies estudadas
foi 6,7mg.g* (C. baccatum), 8,2mg.g* (C. chinense), 8,1mg.g* (C. annuum) e

4,1mg.g* para o acesso de C. frutescens.
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A frutose foi 0 agucar mais abundante nos acessos estudados, representando
em média 49% do total de acucares para a espécie C. baccatum, 55% para C.
chinense, 53% C. annuum e 44% no acesso de C. frutescens. O teor minimo e
maximo de frutose variou entre (55,8 — 85,4mg.g™), (40,0 — 93,3mg.g™), (28,6 —
84,9mg.g™) e (27,8mg.g™), respectivamente para as referidas espécies (Figura 10
b).

AcUcares e acidos organicos sdo compostos importantes nas caracteristicas
de sabor e o valor nutricional em frutas (LUGING et al., 1994). Navarro et al. (2006)
relataram diminuicdo de sacarose até teores indetectaveis em frutos de Capsicum
conforme o estadio de maturacdo. Para determinacdo do perfil metabdlico nos 61
acessos, foram utilizados apenas frutos totalmente maduros, assim ja eram
esperadas baixas concentracdo de sacarose nestes acessos, em média a sacarose
representou entre 1 e 7% do total de acuUcares. A média de mono e dissacarideos
em Capsicum spp. foi de 106,9mg.g™.

O acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico, também conhecido como acido
citrico foi o acido organico predominante para todos os acessos das espécies C.
chinense e C. annuum e sua concentracdo variou de 3,65mg.g* até 8,31mg.g*
representando em média 56% do total de acidos organicos para a espécie C.
chinense, para C. annuum esses valores foram de 4,38mg.g™" até 11,32mg.g™,
representando em média 66% do total de acidos organicos para este espécie. O
acesso P82 (C. frutescens) apresentou 8,3mg.g" de &cido succinico (acido
butanodidico) equivalente a 77% do total de acidos organicos observados para esse
acesso, 0 mesmo composto foi predominante para os acessos P27 (2,41mg.g™),
P71 (2,85mg.g™%), P108 (1,93mg.g™) e P197 (1,59mg.g™) da espécie C. baccatum.
Os demais acessos dessa espécie também tiveram o &cido citrico como de maior

teor, atingindo valores até 10,18mg.g™* (P280).
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pimentas (Capsicum spp.) do BAG da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. (a)

ao gra
hidrocarbonetos, (b) ésteres e (c) capsaicinoides

Hidrocarbonetos apresentaram teores entre 0,2 e 14,6mg.g™* ms, as maiores

(C. baccatum) e P290 (C. annuum) e as menores concentragdes para os acessos P

concentracbes foram encontrados para os acessos P49, P108, P169, P270 e P274
200 (C. chinense), P291 (C. sp.), P280, P283, P284, P161 e P34 (C. baccatum).

Figura 11 - Representag
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O total de ésteres na Fracéo polar B variou entre 0,4 e 32,8mg.g™* (média de
6,28mg.g™ de fruto em massa seca), de maneira geral, 0 composto mais abundante
foi 1,3-dihidroxipropan-2-il hexadecanoato, e representou em média 30% para 0s
acessos em que estava presente, seus teores variaram de no minimo 0.32mg.g™
(P134) até o maximo de 6,57mg.g™ (P116).

Os compostos responsaveis pela pungéncia dos frutos de Capsicum sao 0s
capsaicinoides, esses alcaloides sdo sintetizados a partir da transcricdo e traducéo
do gene Punl que controla a rota biossintética da capsaicina. Nessa rota, a
aciltransferase € responsavel pela transferéncia de um radical acila para o radical
vanilil-amida resultando na por¢cdo aromatica da estrutura da capsaicina e
posteriormente ha a adicdo de um &cido graxo (Figura 3) (MAZOUREK et al., 2009).
Mutacbes e perda da funcdo no gene resulta na producdo de capsaicinoides em
teores abaixo do limiar de percepcdo ou auséncia de pungéncia por nao producgéo
desses compostos, 0 que ocorre na maioria das pimentas doces e pimentdes
(MAZOUREK et al., 2009; WAHYUMI et al., 2013). Esse fator pode estar relacionado
aos resultados observados nos acessos P14, P27, P50, P89, P108, P179, P197 e
P278 (C. baccatum), P116, P135, P242 e P272 (C. chinense) e P46 e P76 (C.
annuum) conforme mostra a figura 11 (c).

Quando presente, a capsaicina foi 0 capsaicinoide predominante na maioria
dos acessos, e representou em média 59% do total de capsaicinoides entre os
acessos. Juntas a capsaicina e a dihidrocapsaicina representaram em média 89%
do total de capsaicinoides entre os acessos, estes valores estdo de acordo com a
literatura que estima que 90% dos capsaicinoides sdo de capsaicina e
dihidrocapsaicina (NWOKEM et al., 2010). Seus teores variaram entre 0,17mg.g” e
0,06mg.g* (P116) e 140,40mg.g* e 31,80mg.g* (P236) para capsaicina e
dihidrocapsaicina, respectivamente (Figura 11 c).

Acunha (2014) também avaliou o teor de capsaicinoides nos acessos do BAG
de Capsicum da Embrapa Clima Temperado, dos quais 34 estdo em comum com 0
presente estudo. Os acessos que se destacaram nos teores de capsaicina e
dihidrocapsaicina para a autora foram P236 e P246 (C. chinense), condizentes com
os resultados observados para teor de capsaicinoides totais na figura 11 c. No
entanto, os acessos P171, P191, P200, P245, P247 (C. chinense) que também se
destacaram no presente estudo por apresentarem maiores teores compostos

capsaicinoides, ndo foram avaliados no trabalho de Acunha (2014). Ainda
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considerando o trabalho desenvolvido por Acunha (2014), menores teores desses
compostos foram observados para os acessos P14, P27, P34, P89, P169 e P197 (C.
baccatum), P46 e P76 (C. annuum) e P116 (C. chinense), em conformidade aos
resultados obtidos na fracdo polar B, nesse estudo (Figura 11 c). Entre as espécies,
observou-se maior concentracdo de capsaicinoides nos frutos de Capsicum
chinense, seguido pela espécie C. frutescens (tabela 2), no trabalho de Acunha
(2014) a espécie C. chinense também predominou quanto ao teor de capsaicinoides.

Nas tabelas 3 e 4 estdo descritos 90 compostos das fracdes polares A e B
obtidas de frutos de Capsicum. A confirmacdo dos compostos foi feita por
comparacdo do espectro de massas da amostra com a biblioteca NIST 2011.
Também estdo disponiveis os indices de tempo de retencdo (IK) calculado
automaticamente pelo software a partir da série homologa de ésteres metilicos de
acidos graxos (C8-C24). indice de tempo de retencido ou indice de Kovats € um
modelo matemético utilizado para converter o tempo de retencdo dos compostos a
variaveis independentes da programacao no equipamento (RICKWOOD e HAMES,
1993).

Para a obtencdo de dados em cromatografia gasosa h& necessidade de
estabilidade térmica a injecdo no equipamento e volatilidade dos compostos. Etapas
com reacdes como a silicacdo proporcionam a estabilidade térmica para os
compostos por adicdo de um radical trimetilsii como substituinte de hidroxilas,
aminas e tiois, também podem ser citadas etapas de acilacdo, oximacdo e
alquilacdo (RICKWOOD e HAMES, 1993). Autores relatam que a etapa de oximacao
€ uma maneira de evitar formacdo de isbmeros de aclUcares e consequente
formacdo de mais de um pico para cada composto (ZAIKIN e HALKET, 2003).
Isbmeros sdo compostos que apresentam o mesmo conjunto de atomos, mas
arranjados de maneira diferente e a diluicdo de aclcares em &agua propicia a
formacao de até 4 isébmeros (HALKET e ZAIKIN, 2003; ZAIKIN e HALKET, 2003;).
Como utilizou-se agua na etapa de fracionamento do extrato (fracdo polar A e B),
houve a formagcdo de um meio propicio a isomerizagdo e com isso as repeticdes de

compostos observadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Descricdo dos principais metabdlitos da fracdo polar A encontrados por CG-EM em 61 acessos de frutos de Capsicum

Nome do Tempo de Massa ] indice de
N° COmMDbosto Classe rete?] 50 molecular lons de referencia* tempo de
P & derivatizada retencao**
1 Alanina Aminoécido 4.55 233 73 (46); 116 &fog;gél(lgz); 147 (15); 780
2 Valina Aminoécido 5.80 261 73 (57); 144 &805;614(182); 218 (18); 901
3 Leucina Aminoacido 6.37 275 73 (38); 102 &9;@8(91?0); 159 (14); 956
4 Isoleucina Aminoacido 6.59 275 73 (53); 158 (“}20)2;7155(21()14); 218 (19); 977
5 Prolina Aminoécido 6.62 259 73 (40); 142“/(&0%)5;91‘(‘31()13); 147 (6); 981
6 Glicina Aminoacido 6.71 291 73 (48): 86 (21); 147 (26); 174 (100); 989
7 Serina Aminoécido 7.23 321 73 (94); 100 (25); 204 (100); 218 (61); 1046
8 Treonina Aminoacido 7.49 335 73 (100); 117 (44); 218 (51); 219 (44); 1075
9 Norvalina Aminoécido 7.01 273 73 (21), 82 (32);217732 ((jf)o); 173 (15); 1123
- Acido 73 (100); 147 (48); 233 (17); 245 (9);
10 Acido butanodidico organico 8.36 350 M+. 350 (<1) 1174
11 Acido L-aspartico  Aminoécido 8.63 349 73(98); 100 Sj)ﬁzz(ﬁlf)’o); 233 (21); 1202
12 Prolina Aminoécido 8.66 273 73 (85); 147 IEﬂlf)é%%G(ii())O); 157 (12); 1209
. - Acido 73 (51); 147 (37); 174 (100); 304 (28);
13 Acido butanoico Organico 8.70 319 M+ 319 (<1) 1214
14 Acido Glutamico  Amino4cido 9.41 363 73 (69); 128 (39); 147 (22); 246 (100); 1305

M+. 363 (3,28)
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

Fenilalanina

Asparagina
(isbmero 1)

Xilose

Asparagina
(Isbmero 2)

Xilitol
Meso-Eritritol

Glutamina

Acido 1-ciclohexeno-

1-carboxilico
Frutose

(isbmero 1)

Acido 1,2,3-

propanotricarboxilico

Frutose (isbmero 2)

NI

Frutose (isbmero 3)
Frutose (isbmero 4)
D-Allose (isbmero 1)

Talose (isomero 1)

Aminoécido
Aminoécido
AcuUcar
Aminoécido
Acucar
AcuUcar
Aminoécido
Acido
organico
Acucar
Acido
organico
Acucar
Acido
organico
Acucar
Acucar
Acucar

Acucar

9.50

9.53

9.79

9.83

10.30

10.43

10.58

10.83

10.88

10.95

11.00

11.28

11.38

11.44

11.51

11.56

309

420

463

348

512

410

362

462

540

480

540

569

569

569

569

73 (100); 100 (292); 192 (69); 218 (94);

M+. 309 (<1)

73 (100); 147 (22); 188 (66); 216 (28);
M+. 420 (<1)

73 (100); 103 (86); 217 (55); 307 (26);
M+. 463 (<1)

73 (100); 116 (70); 132 (31); 231 (34);
M+. 348 (<1)

73 (100); 103 (45); 147 (44); 73 (100);

73 (100); 147 (67); 205(41); 217 (39);

73 (94); 155 (38); 156 (100); 245 (23);
M+. 362 (1,32)

73 (67); 147 (21); 204 (100); 205 (20);
M+. 462 (1,13)

73 (100); 147 (23); 217 (69); 437 (18);

73 (100); 147 (56); 273 (94); 347 (20);
M+. 480 (<1)

73 (100); 147 (30); 204 (73); 217 (26);
M+. 540 (<1)

73 (99); 147 (34); 255 (42); 345 (100);

73 (100); 103 (98); 217 (70); 307 (42);
M+. 569 (<1)

73 (100); 103 (87); 217 (70); 307 (42);
M+. 569 (<1)

73 (100); 147 (40); 205 (49); 319 (51);
M+. 569 (<1)

73 (100); 147 (48); 205 (59); 319 (64);

1317

132

1353

1359

1421

144

146

1496

1503

1513

1521

156

1574

1584

1594

16

51



31 Talose (isbmero 2)
32 Tirosina

33 Glucitol

34 3-a-Manobiose
35 Maltose

36 D-Glicose

37 D-Allose (isdbmero 2)
38 D-(+)-Manose
39 Acido D-Glicurénico
40 Sacarose

41 Lactose (isdmero 1)
42 Galactinol

43 Melibiose

44 B-Gentiobiose

45 Lactose (isdmero 2)

AcuUcar
Aminoécidos
Acucar
Acucar
Acucar
Acucar
Acucar
Acucar
A(Eidp
organico
Acucar
Acucar
Aclcar
Aclcar
Acucar

Acucar

11.68
11.74
11.76
11.92
12.06
12.39
13.09
13.12
14.41
15.87
16.42
17.55
16.71
16.76

16.77

569
397
614
918
947
540
627
627
554
918
918
990
918
947
918

73 (100); 147 (38); 205 (44), 319 (52),

73 (42); 218 (100); 219 (17); 280 (13);
M+. 397 (<1)

73 (88); 205 (78); 217 (65); 319 (100);
73 (100); 147 (21); 217 (66); 361 (240)
73 (100); 147 (19); 204 (28); 217 (68)
73 (99); 204 (100); 205 (23); 220 (22);
73 (100); 147 (40); 205 (51); 319 (81);

73 (100); 103 (36); 205 (38); 319 (58);

73 (100); 147 (31); 204 (60); 217 (64);
M+. 554 (<1)

73 (60); 217 (31); 661 (100); 662 (33);
73 (68); 204 (100); 205 (20); 217 (17);
73 (44); 191 (24); 204 (100); 217 (30);
73 (74); 204 (100); 205 (22); 217 (46);
73 (69); 204 (100); 205 (21); 361 (39);
73 (67); 204 (100); 205 (20); 217 (15);

162
1629
1632
1657
1679

173
1844
1849
2075
2357
2469
2695
2527
2536
2538

52

N

nao identificado.

" nimero. * biblioteca de espectro de massas NIST 2011, M* fon molecular. ** FAMEs C8-C24 (ésteres metilicos de acidos graxos), NI
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Tabela 4 — Descricdo dos principais metabdlitos da fracdo polar B encontrados por CG-EM em 61 acessos de frutos de Capsicum

- ~ Tempo de Massa . A Indice de

N° Identificacdo do compostos retencao molecular lons de referéncia* tempoNd(f*
retencao

1 Hidrocarboneto 6.428 - 70 (16); 71 (100); 85 (65); 99 (14); 956
2 Acido graxo 6.933 - 71 (43); 73 (100); 87 (24); 129 (62); 1009
3 Hidrocarboneto 7.631 - 122 (18); 137 ((11050));; 138 (11); 167 1088
4 Hidrocarboneto 8.068 - 70 (21); 71 (100); 85 (61); 89 (19); 1138
5 Hidrocarboneto 8.364 - 71 (100); 85 (78); 99 (23); 113 (17); 1172
6 Alcool 8.538 - 74 (7); 163 (6); 191 (100); 192 (14); 1192
7 Hidrocarboneto 8.731 - 71 (100); 85 (77); 99 (23); 113 (16); 1216
8 Hidrocarboneto 10.150 - 71 (32); 74 (100); 85 (18); 87 (61); 1398
9 Acido graxo 10.397 - 71 (35); 73 (100); 129 (52); 85 (27); 1433
10 Hidrocarboneto 10.675 - 71 (100); 83 (14); 85 (71); 99 (22); 1473
11 Hidrocarboneto 10.785 - 81 (65); 83 (91); 84 (66); 97 (100); 1489
12 Acido graxo 10.895 - 71 (53); 73 (100); 83 (35); 129 (47); 1504
13 Hidrocarboneto 11.047 - 70 (64); 73 (56); 83 (100); 97 (72); 1526



14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Hidrocarboneto
Ester
Ester

Acido graxo
Acido graxo
9,10-Antracenediona

Hidrocarboneto
Ester
Ester

Acido graxo

Hidrocarboneto

Hidrocarboneto

Hidrocarboneto
Ester

Hidrocarboneto

11.370

11.429

11.552

11.664

11.792

12.102

12.576

12.660

12.688

12.989

13.077

13.127

13.277

13.509

13.646

71 (100); 85 (69); 99 (24); 113 (17);
74 (96); 83 (100); 84 (80); 87 (72);
71 (20); 74 (100); 75 (19); 87 (70);
70 (56); 83 (100); 84 (70); 97 (74);

71 (46); 73 (100); 85 (32); 129 (48);

76 (47); 151 (33): 152 (66); 180 (85):
M-+. 208 (100)

70 (45); 83 (100); 97 (87); 111 (43);
81 (100); 82 (58); 95 (62); 96 (38);
74 (100); 83 (98); 84 (89); 97 (81);
81 (84); 82 (67); 83 (100); 97 (73);
83 (90); 84 (87); 88 (100); 97 (91);
79 (100); 81 (43); 93 (47); 95 (52);
72 (73); 73 (100); 86 (43); 114 (51);

84 (45); 98 (91); 104 (100); 117 (65);

72 (73); 73 (100); 86 (43); 114 (53);

1572

1581

1598

1615

1636

1685

1758

1772

1777

1826

1841

1849

1875

1915

1939
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29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

Alcool
Ester
Ester

Ester

Nonivamida
(Capsaicinoide)

Capsaicina (Capsaicinoide)

Dihidrocapsaicina
(Capsaicinoide)

Hidrocarboneto
Ester
Hidrocarboneto
y-Tocoferol (Fitosterol)
a-Tocopherol (Fitosterol)
Campesterol (Fitosterol)
Estigmasterol (Fitosterol)

y-Sitosterol (Fitosterol)

13.778

14.402

14.640

15.016

15.137

15.360

15.473

15.942

16.050

16.375

17.657

18.013

18.592

18.744

19.052

293

305

307

416

430

400

412

414

82 (43); 83 (100); 97 (90); 111 (47);
70 (34); 71 (29); 112 (25); 129 (100);
86 (41); 98 (93); 104 (100); 117 (64);

74 (74); 84 (73); 98 (100); 239 (57);

137 (100); 138 (12); 151 (16); 195
(14); M+. 293 (19)

122 (7); 137 (100); 138 (12); 152
(11); M+. 305 (6,6)

137 (100); 138 (14); 151 (16); 195
(15); M+. 307 (17)

81 (100); 82 (58); 95 (64); 98 (53);
71 (42); 74 (69); 84 (69); 98 (100);

72 (100); 83 (24), 97 (17); 126 (19),

150 (23); 151 (100); 191 (23); 417
(25); M+. 416 (81)
164 (39); 165 (100); 205 (11); 431
(25): M+. 430 (76)
81 (94); 95 (92); 105 (88); 107 (97);
M+. 400 (100)
81 (81); 83 (100); 97 (53); 133 (54);
M-+. 412 (50)
81 (97); 95 (90); 105 (82); 107 (100);
M-+. 414 (97)

1960

2073

2117

2187

2210

2255

2278

2372

2393

2459

2716

2787

2903

2934

2996

55
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(3 B)-9,19-Cyclolanost-24-en-3- 81 (74); 95 (100); 109 (83); 119 (64);
4 ol (Fitosterol) 19.512 426 M+. 426 (15)
" nimero. * biblioteca de espectro de massas NIST 2011, M™ fon molecular. ** FAMEs C8-C24 (ésteres metilicos de acidos
graxos).

4 3088

N
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Figura 12 - Plotagem dos Scores (a) e Loadings (b) da andlise de componentes principais na Fracédo
polar A (metanol e agua) em 4 espécies de Capsicum oriundas do BAG Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, RS. PC (componentes principais)

A Andlise de Componentes Principais revelou a similaridade metabdlica de 61
acessos de Capsicum com base compostos das fracdes polares A e B (Figuras 12 e

15). Na amostragem da fracdo polar A (Figura 12), os dois primeiros componentes
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principais (PC), representaram juntos a variagao total de 52%. O PC 1 apresentou o
maior valor e representou 42% da variabilidade total no conjunto de dados. Os
acessos que mais se afastaram do grupo principal foram P116 (C. chinense), P46 e
P76 (C. annuum). O pico determinante para a separacdo do acesso P116 foi o de
tempo de retencédo de 15,9 minutos sua contribuicdo foi de 1,4% (Figura 12). Esse
composto foi identificado como sacarose ou no caso da estrutura derivatizada
1,3,4,6-tetrakis-O-(trimetilsilil)-B-D-frutofuranosil  2,3,4,6-tetrakis-O-(trimetilsilil)-a-D-
glicopiranosideo, com 97% de similaridade com o padrdo de fragmentacdo da
biblioteca do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST) 2011 e os principais
fons de referéncia foram 73 (51%); 217 (29%); 361 (100%); M* 918 (Figura 13). Foi
possivel observar que quanto mais préximo a 2,5M no eixo do componente principal
2 (Figura 12) menor foi a intensidade de area para este composto. Para 0s acessos
P46 e P76 o composto derivatizado da frutose apresentou-se como 0 mais
determinante, identificado como 1,3,4,5,6-pentakis-O-(trimetilsilil)-O-metiloxima D-
frutose, com tempo de retencéo de 11,4 minutos, com similaridade com o padrao de
fragmentacao da biblioteca NIST 2011 de 94%. O perfil de fragmentacao para este
composto foi 73 (99%); 103 (100%); 217 (85%); M™ 569 (<1%) (Figura 14). Menores
intensidades de area foram encontradas para esse composto quando mais proximo

a -5M no eixo do componente principal 1 (Figura 12).
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De cima para baixo: Cromatograma de ions totais, perfil de fragmentacdo do composto derivatizado da Sacarose e formula
estrutural do ion molecular e seus principais fragmentos.
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Na amostragem da fragcéo polar B (Figura 15), os dois primeiros componentes
principais (PC), representaram juntos a variagao total de 46%. O PC 1 apresentou 0
maior valor e representou 34% da variabilidade total no conjunto de dados. Os

acessos que mais se afastaram do grupo principal foram P221 (C. annuum) e P200
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(C. chinense). O pico determinante para a separacao desses acessos foi o de tempo
de retencdo de 15,5 minutos sua contribuicdo foi de 28,5%. Esse composto foi
identificado como dihidrocapsaicina com 91% de similaridade com o padrdo de
fragmentacao da biblioteca NIST 2011 e os principais ions de referéncia foram 137
(100%); 151 (22%); 195 (19%); M™ 307 (23%) (figura 16). Foi possivel observar que
qguanto mais proximo a OM no eixo do componente principal 1 (figura 15) menor foi a
intensidade de area para este composto.

A analise de componentes principais, que considerou a composi¢cao global
dos metabdlitos polares das fracdes A e B ndo resultou na separacdo de acessos de
diferentes espécies em grupos, indicando que para esses extratos a variabilidade
metabdlica ndo influencia na especiacao do género Capsiucm. No entanto, Wahyumi
et al. (2013) avaliavam o perfil metabdlico em 32 acessos de Capsicum das mesmas
espécies estudadas neste trabalho e observaram para metabdlitos semipolares e
para volateis ha influéncia dos compostos na distincao das espécies.
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De cima para baixo: Cromatograma de ions totais, perfil de fragmentacéo do composto Dihidrocapsaicina e férmula estrutural
do ion molecular e seus principais fragmentos.

63



64

6 Consideracdes finais

Através da estratégia metabolémica de andlise realizada por CG-EM nas
fracOes polares A e B, foi possivel evidenciar a variabilidade de metabdlitos entre os
diferentes acessos de Capsicum nas espécies estudadas. Esses resultados
contribuem ao Banco Ativo de Germoplasma com informacgdes ainda nao elucidadas
para esses acessos, como o perfil de aminoacidos, acucares, acidos organicos,
ésteres e hidrocarbonetos.

Na fracdo polar A, foram observados os teores totais de aminoacidos,
acucares e acidos organicos. O aminoacido L-asparagina predominou em 46
acessos dos 61 acessos estudados. A frutose representou em média mais de 50%
do total de acucares simples. O &cido citrico foi o principal acido organico em frutos
de Capsicum.

Na fracdo polar B, identificou-se compostos pertencentes as classes de
hidrocarbonetos, ésteres e capsaicinoides. A capsaicina e dihidrocapsaicina
representaram juntas 89% do total de capsaicinoides nos acessos avaliados,
maiores teores de capsaicinoides totais foram observados para o acesso P236 (C.
chinense). Os acessos P27 e P179 (C. baccatum), P135 (C. chinense) e P46 (C.
annuum) ndo apresentaram capsaicinoides.

A analise de metabolémica por CG-EM, nos extratos estudados, néo
discriminou as espécies de Capisicum, no entanto outliers foram observados.
Maiores teores de sacarose permitiram a diferenciacdo do acesso P116 (C.
chinense) na analise de componentes principais, 0 mesmo foi observado para os
acessos P46 e P76 (C. annuum) devido a frutose. P221 (C. annuum) e P200 (C.
chinense) distinguiram-se do grupo devido a maiores teores de dihidrocapsaicina.
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