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Detection of capsaicin in extract of green and ripe fruits
of Capsicum baccatum L. by methods of thin layer
chromatography and histochemistry.
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ABSTRACT

“Girl’s finger” pepper (Capsicum baccatum L.) is a species used worldwide for its spicy flavor and has many medici-
nal activities. These activities are due to a group of substance in the species from capsaicinoids class, mainly capsa-
icin. Also, can be found other compounds such as tannins, flavonoids, vitamin C, among others. The aim of this study
was to evaluate the presence of capsaicin in extracts of green and ripe fruits of Capsicum baccatum L. by thin layer
chromatography method. The extracts were prepared with acetone. Chromatography was performed on silica gel G4
plates, eluted with hexane: ethyl acetate (60:40) and revealed with Dragendorff reagent. Capsaicin could detected only
in immature stage (green) fruit of Capsicum baccatum L.

Keywords: pepper, capsaicin, Capsicum, histochemistry

RESUMO

A pimenta dedo-de-moga (Capsicum baccatum L.) é uma espécie utilizada no mundo inteiro pelo seu sabor picante
e por possuir inimeras atividades medicinais. Essas atividades farmacologicas sdo proporcionadas por um grupo de
substancias presentes, os capsaicinoides, além de taninos, flavonoides, vitamina C, entre outros. Dos capsaicinoides
presentes, a capsaicina possui especial importancia. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a presenga da cap-
saicina nos extratos dos frutos verdes e maduros de Capsicum baccatum L. pelas metodologias de cromatografia em
camada delgada e histoquimica. Os extratos foram preparados com acetona. A cromatografia foi realizada com placas
de silica gel G4, eluida com hexano:acetato de etila (60:40) e reveladas com reagente de Dragendorff. A capsaicina
pode ser detectada somente no estagio imaturo (verde) dos frutos de Capsicum baccatum L. pela metodologia de cro-
matografia em camada delgada e pelo teste histoquimico.

Palavras chave: pimenta, capsaicina, Capsicum, histoquimica
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INTRODUCAO

As pimentas vermelhas do género Capsicum per-
tencem a familia Solanaceae e sdo consideradas especia-
rias utilizadas no mundo inteiro por suas propriedades de
sabor, cor e pungéncia. O género Capsicum compreende
cerca de 30 espécies conhecidas ao redor do mundo; en-
tretanto, somente 4 a 5 espécies sdo cultivaveis (1).

A espécie Capsicum baccatum L. é geralmente
distinta das outras espécies pelas manchas amarelas ou
marrons na corola de suas flores e pelas anteras ama-
relas. Essa espécie ¢ cultivada na Argentina, Coldmbia,
Equador, Peru, Bolivia ¢ Brasil. Na América do Norte
seu crescimento ¢ limitado e na California € conhecida
sob o nome de Mild-Italian e em Nevada como Chileno
2.

As plantas sdo altas, possuem caules multiplos,
eretos e tendem a expansdo. Contudo, quando cultiva-
das em jardins, tendem a ficar como pequenas arvores.
Seu periodo de crescimento ¢ de 120 dias ou mais, ¢ as
plantas podem produzir mais de 40 frutos. As folhas sdo
largas e cor verde-escuras medindo cerca de 17 cm de
comprimento por 10 cm de largura. Os frutos sdo firmes,
tipicamente compridos, com sementes cor creme, me-
dindo entre 8 cm a 15 cm de comprimento por 1,8 cm
a 2,5 cm de largura. De forma geral iniciam-se eretos e
tornam-se pendentes quando maduros, de cor vermelho-
-alaranjada ou amarela e marrom em algumas varieda-
des (3).

As pimentas do género Capsicum, dentre clas a
espécie Capsicum baccatum L. sdo reconhecidas por
um grupo de substancias quimicas, tais como a vitamina
C, os flavonoides, taninos, carotenoides, terpenoides e
capsaicinoides. O grupo dos capsaicinoides [/] possui
substancias responsaveis por varias atividades medici-

nais das pimentas vermelhas.
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Os capsaicinoides [1] presentes nessas espécies
sdo representados por nornorcapsaicina, norcapsaicina,
homocapsaicina, nornordiidrocapsaicina, capsaicina [2],
hordiidrocapsaicina, diidrocapsaicina [3] e homodii-
drocapsaicina (4). O metaboélito mais importante desse
género ¢ a capsaicina [2], sendo conhecida por trés pro-
priedades principais, sendo elas anti-inflamatoria, antio-
xidante e potencial liberador de endorfina (5,6).
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A sintese da capsaicina ocorre a partir dos ami-
noacidos fenilalanina ou valina pela rota dos fenilpro-
panoides, por meio da acdo de multiplas enzimas (7). O
actimulo de capsaicinoides nos frutos da espécie Capsi-
cum baccatum L., dentre eles a capsaicina, varia com a
idade, tamanho e estagio de desenvolvimento dos frutos
e a concentragao de carotenoides (8).

A utilizagdo segura de plantas medicinais ¢ o de-
senvolvimento da industria de fitoterapicos no Brasil
dependem do desenvolvimento de metodologias ade-
quadas, que estabelecam o controle de qualidade destes
medicamentos. A seguranga dos produtos de origem ve-
getal estd diretamente relacionada a qualidade quimica
dos mesmos (9). Na literatura consultada, sdo citados
métodos de controle da qualidade utilizando cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (10, 11), croma-
tografia gasosa (CG) (12, 13, 14), e cromatografia em
camada delgada (CCD) (15, 16) como eficientes para
confirmar a presenca de principios ativos ou marcadores
quimicos e garantir a qualidade quimica de produtos far-
macéuticos acabados (9).

A qualidade do material vegetal a ser utilizado pela
populagdo ou em pesquisas precisa ser assegurada para
alcangar os efeitos ¢ resultados esperados. E diversas
pesquisas utilizando técnicas histoquimicas tém sido
utilizadas com o intuito da caracterizagdo quimica de
materiais vegetais. (17).

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver
metodologia analitica qualitativa por meio de cromato-
grafia em camada delgada (CCD) e histoquimica visando
confirmar a presencga da capsaicina nos extratos acetonicos
dos frutos verdes e maduros de Capsicum baccatum L.

METODO

Coleta do material vegetal

O material vegetal foi coletado no distrito de Ama-
rantina, municipio de Ouro Preto, MG, localizado a 23
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km da sede do municipio. A identificagdo foi realizada
pelo botanico Professor Doutor Jodo Renato Stehmann
da Universidade Federal de Minas Gerais e o material-
-testemunha foi depositado no Herbario Professor José
Badini da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP)
sob a denominagdo OUPR23178. A espécie utilizada foi
Capsicum baccatum L.

Os frutos da pimenta dedo-de-moga foram coleta-
dos em dois diferentes estagios de matura¢do imaturo
(verde) e maduro (vermelha).

Caracterizacio histoquimica dos frutos

A caracterizag@o microscopica de Capsicum bac-
catum L. foi realizada utilizando a regido apical de fru-
tos imaturos (verdes) e maduros (vermelhos) (Figura 1).

Figura 1: Regides do fruto de Capsicum baccatum L, utilizadas para
a analise histoquimica (Ap) e para a obtencdo dos extratos (Pl)

A partir dos frutos totalmente expandidos, foram
realizados cortes transversais a mao livre com o auxi-
lio de lamina cortante. Os cortes mais finos foram se-
lecionados com a ajuda de um pincel n° 2 e montados
em agua glicerina 30% (laminas semipermanentes). Os
exemplares selecionados foram submetidos as reagdes
de coloragdo com Reagente de Dragendorff (18) para a
detecgdo de alcaloides. As imagens foram analisadas no
Microscopio Leica DMS000B e capturadas em progra-
ma Leica Application Suite.

Preparo dos extratos

Os extratos organicos de Capsicum baccatum
L. foram obtidos de acordo com a metodologia de
Perucka e Oleszek (2000). Os frutos imaturos ¢ ma-
duros foram selecionados, higienizados, partidos, as
sementes retiradas ¢ as placentas maceradas em ace-
tona P.A. A metodologia de extragdo utilizada foi a
maceracdo exaustiva, pelo periodo de 7 dias (19). Os
extratos obtidos foram filtrados e concentrados em
evaporador rotativo (BUCHI R-114) a 40°C até a se-
cura, ¢ dessecados a temperatura ambiente. O rendi-
mento do extrato foi calculado a partir da relagdo do
peso deste com o peso da droga vegetal expresso em
porcentagem [(g extrato seco x 100)/g droga vegetal
= % rendimento].

Cromatografia em camada delgada (CCD)

A caracterizacdo da amostra foi realizada utili-
zando, para fins comparativos, o marcador quimico.
A amostra e o marcador quimico foram aplicados em
igual volume (10 pL) em placas cromatograficas de
silica gel G4 (Merck) em aparelho manual com 0,025
mm de espessura e ativadas em estufaa 110 °C por 2
horas, utilizando como fase mdvel hexano:acetato de
etila (60:40). O marcador quimico usado para a pes-
quisa foi a capsaicina (SIGMA ALDRICH) aplicada
na concentragdo de 2 mg/100 pL em triplice aplica-
¢do. Todos os extratos foram eluidos com quatro re-
peticdes para cada estagio de maturacdo e aplicados
na mesma concentragdo que o marcador quimico.
Apos a elui¢do, os cromatogramas foram expostos
a luz ultravioleta, as bandas cromatograficas foram
analisadas e, em seguida, reveladas por reagente de
Dragendorff. Para todas as bandas foi calculado o Rf
e em seguida as imagens foram digitalizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Capsaicinoides ¢ a denominagdo dada ao grupo
de compostos presentes em representantes do género
Capsicum responsaveis pela maior parte das atividades
bioldgicas atribuidas a essas espécies (20). Dentre as
atividades biologicas da capsaicina podem ser citadas a
protecao contra processos carcinogénicos ¢ mutagénicos
(21), atividade nematicida (22), tratamento topico da dor
neuropatica (23), dentre outros.

O rendimento dos extratos em acetona produzidos
a partir dos frutos verdes e vermelhos dos frutos fres-
cos da pimenta Capsicum baccatum L. estao descritos
na Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento dos extratos em acetona
dos frutos imaturos e maduros da espécie
Capsicum baccatum L.

Estagio de maturacao Rendimento (%)

Imaturo 4,17
Maduro 3,18

Na pesquisa de alcaloides foram realizados
cortes transversais dos frutos verdes e vermelhos
de Capsicum baccatum L., tratados com reagente de
Dragendorff. O desenvolvimento de coloragdo cas-
tanho-avermelhada caracterizou rea¢do positiva para
essa classe de substancia nos frutos verdes e reacdo
negativa nessa classe de substancia nos frutos ver-
melhos (Figura 2).
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Figura 2: Analise histoquimica de frutos de Capsicum baccatum
L. (A) Fruto maduro (controle); (B) fruto maduro apés reacao de
Draggendorff; (C) Fruto verde (controle); (D) fruto maduro apés
reacao de Draggendorff;

As pimentas, em sua maioria, possuem sabor pun-
gente caracteristico, devido a presenca do alcaloide cap-
saicina /2] na placenta ¢ nas sementes. Essa substancia
pode ser encontrada, em menor grau, no pericarpo do
fruto maduro (24).

A andlise histoquimica dos frutos imaturos de
Capsicum baccatum L. revelou a presenca de alcaloides
na placenta dos frutos. Essa classe de substancias ¢ co-
mumente relatada como fazendo parte do metabolismo
das espécies do género Capsicum em diferentes graus de
concentragdo, sendo produzidos em glandulas localiza-
das na placenta dos frutos (25, 26).

Segundo Stark (2008) quanto maior o grau de ma-
turagdo da pimenta, maior sera o conteudo de capsaicina
nos frutos. Entretanto, os resultados encontrados para a
pesquisa histoquimica mostraram que a capsaicina pode
ser detectada nos frutos imaturos e nao nos frutos ma-
duros (24).

O padrdo escolhido no desenvolvimento da cro-
matografia em camada delgada foi a capsaicina (Sigma
Aldrich), por ser uma das moléculas responsaveis pela
acao biologica e por ser encontrada em maior concentra-
¢do nas espécies do género Capsicum (24).

Os cromatogramas produzidos a partir do extrato
acetonico dos frutos verdes da espécie Capsicum bacca-
tum L. mostraram o mesmo perfil quimico do marcador
capsaicina, sendo suficiente para estabelecer o controle
de qualidade qualitativo desse extrato. Os valores dos
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fatores de retencdo (Rf) para a capsaicina e os extratos
estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores do fator de retengdo (Rf) de
capsaicina em extratos acetonicos de Capsicum
baccatum L. em dois diferentes estagios de maturagdo

Estagios de Rf capsaicina | Rf extrato
maturacao
Imaturo 0,328 0,325
Maduro 0,318 =

Nos cromatogramas do extrato acetonico do fruto
maduro nido foram observadas bandas que correspon-
dessem a capsaicina. Esse fato pode ter ocorrido pela
inexisténcia ou menor concentracao dessa substancia no
estagio de maturacao especificado.

No extrato acetdonico dos frutos imaturos, foram
detectadas bandas cromatograficas com valores de Rf
semelhantes ao padrdo aplicado (diferenga menor que
0,05) em trés das quatro repeti¢des realizadas, caracteri-
zando a presenca desse capsaicinoide.

Os resultados confirmaram os dados observados
na analise histoquimica, demonstrando a presenga de
capsaicina no extrato dos frutos imaturos ¢ auséncia des-
sa substancia no extrato dos frutos maduros.

Segundo Topuz & Ozdemir (2007) a concentragao
de metabolitos secundarios encontrados em espécies de
Capsicum sofre influéncia do genoétipo e do grau de ma-
turagdo dos frutos (23).

Os componentes responsaveis pelo sabor e pela
pungéncia das pimentas do género Capsicum sao
sintetizados pela via do &cido cinamico e eles sdo degra-
dados, conforme a maturago, por a¢cdo das enzimas pe-
roxidases. A concentracdo de capsaicina nos frutos das
espécies do género Capsicum, dentre elas a espécie Cap-
sicum baccatum L. aumenta durante a maturacdo dos
frutos, sofrendo um rapido decréscimo no estagio madu-
ro. Isso ocorre devido a presenga da enzima peroxidase
na placenta dos frutos (26,27). Esse fato pode justificar a
observacdo da capsaicina no extrato dos frutos verdes da
pimenta Capsicum baccatum L. pelas metodologias de
cromatografia em camada delgada e histoquimica.

CONCLUSAO

A metodologia por cromatografia em camada del-
gada permitiu visualizar a presen¢a do alcaloide capsai-
cina no extrato acetonico de frutos verdes de Capsicum
baccatum L., também caracterizados na histoquimica
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vegetal dos frutos. Estas analises de facil execugdo
podem ser utilizadas como técnicas rapidas a serem
utilizadas no controle da qualidade de extratos e/ou
da matéria-prima vegetal, validando, nestas condi-
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