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RESUMO

Neste trabalho, a espectroscopia Raman foi utilizada para identificar compostos
presentes em diferentes estagios de maturagdo do exocarpo de jilo, de dois cultivares de
banana (‘prata’ e ‘nanica’), de pimentdes, de diversas variedades de pimentas da familia
Solanaceae, de pimenta rosa (Anacardiceae) e de pimenta-do-reino branca e preta
(Piperaceae). Também foram caracterizadas por espectroscopia Raman as substancias
presentes em bracteas de Euphorbia pulcherrima. As andlises espectrais Raman dos
exocarpos de jil6 e bananas mostraram bandas atribuidas a acidos fendlicos, flavonoides,
carotenoides e acidos graxos. Durante a maturacdo do jil6, alteracdes no perfil espectral
foram observadas principalmente no conteudo de carotenoides. A chalcona naringenina e
0 PB-caroteno foram sugeridos como responsaveis pela cor vermelho-alaranjada do jild
maduro. Na banana, variagdes na composi¢ao quimica foram mais evidentes no cultivar
‘prata’, principalmente quanto ao contetido de flavonoides e 4cidos fendlicos. A analise
in situ de pimentas da familia Solanaceae revelou bandas caracteristicas de compostos
fendlicos, carotenoides, acidos graxos e alcaloides, como a capsaicina. Nas pimentas
malagueta, habanero, biquinho e karneval vermelha, foi observado deslocamento das
bandas de estiramento v(C=C) dos carotenoides para menores nimeros de onda e
intensificagdo das bandas durante o amadurecimento. Nos pimentdes, o estagio de
maturacao impactou significativamente o perfil espectral, independentemente do método
de cultivo. Na pimenta rosa, as analises das cascas e sementes em diferentes estagios de
maturagdo ndo mostraram mudangas significativas. No entanto, foram observadas bandas
atribuidas as antocianinas, como a pelargonidina, sugerindo que esses flavonoides sao
responsaveis pela coloragdo das cascas. As analises da pimenta-do-reino preta e branca
revelaram bandas caracteristicas principalmente atribuidas a piperina. O assinalamento
das bandas Raman foi proposto através de comparacao com dados da literatura e com os
espectros obtidos pelo método da Teoria do Funcional de Densidade (DFT). A soma dos
espectros teoricos foi utilizada para simular o perfil espectral e a contribui¢ao de cada
substancia nos espectros experimentais. Nas bracteas de Euphorbia pulcherrima, foram
identificadas bandas caracteristicas de polifenois, carotenoides e acidos graxos. As
bracteas verdes apresentaram maior intensidade das bandas atribuidas aos carotenoides,
enquanto as bracteas vermelhas, rosas e amarelas apresentaram bandas de polifenois mais

intensas. As bracteas brancas mostraram auséncia de bandas caracteristicas dos



carotenoides. As cianidinas e pelargonidinas foram identificadas como as principais
antocianinas, responsaveis pela variacdo na coloragdo das bracteas. Além disso, a
composi¢ao quimica dos extratos brutos das bracteas verdes e vermelhas interferiu na
eficacia das nanoparticulas de prata (AgNP) sintetizadas, destacando a importancia da
espectroscopia Raman na deteccao de compostos bioativos para o desenvolvimento de

metodologias sustentaveis e inovadoras na nanotecnologia.

Palavras-chave: espectroscopia Raman; pigmentos vegetais; carotenoides; flavonoides.



ABSTRACT

In this work, Raman spectroscopy was used to identify compounds present in
different stages of ripening of the exocarp of scarlet eggplant, two banana cultivars
(‘prata’ and ‘nanica’), bell peppers, various varieties of peppers from the Solanaceae
family, pink pepper (Anacardiceae), and white and black pepper (Piperaceae). Raman
spectroscopy was also used to characterize the substances present in bracts of Euphorbia
pulcherrima. Raman spectral analyses of j scarlet eggplant and banana exocarps showed
bands attributed to phenolic acids, flavonoids, carotenoids, and fatty acids. scarlet
eggplant ripening, changes in the spectral profile were observed mainly in the carotenoid
content. Naringenin chalcone and 3-carotene were suggested to be responsible for the red-
orange color of ripe scarlet eggplant. In bananas, variations in chemical composition were
more evident in the ‘prata’ cultivar, mainly regarding the content of flavonoids and
phenolic acids. In situ analysis of peppers from the Solanaceae family revealed
characteristic bands of phenolic compounds, carotenoids, fatty acids, and alkaloids such
as capsaicin. In malagueta, habanero, biquinho, and red karneval peppers, a shift of the
v(C=C) stretching bands of carotenoids to lower wavenumbers and band intensification
was observed during ripening. In bell peppers, the ripening stage significantly impacted
the spectral profile, regardless of the cultivation method. In pink pepper, analyses of the
peel and seeds at different ripening stages did not show significant changes. However,
bands attributed to anthocyanins, such as pelargonidin, were observed, suggesting that
these flavonoids are responsible for the color of the peel. Analyses of black and white
pepper revealed characteristic bands mainly attributed to piperine. The assignment of
Raman bands was proposed by comparison with literature data and with spectra obtained
by the Density Functional Theory (DFT) method. The sum of the theoretical spectra was
used to simulate the spectral profile and the contribution of each substance in the
experimental spectra. In Euphorbia pulcherrima bracts, characteristic bands of
polyphenols, carotenoids, and fatty acids were identified. Green bracts showed a higher
intensity of bands attributed to carotenoids, while red, pink, and yellow bracts showed
more intense polyphenol bands. White bracts showed the absence of characteristic bands
of carotenoids. Cyanidins and pelargonidins were identified as the main anthocyanins,
responsible for the variation in bract color. Furthermore, the chemical composition of the

crude extracts of green and red bracts interfered with the efficacy of synthesized silver



nanoparticles (AgNP), highlighting the importance of Raman spectroscopy in the
detection of bioactive compounds for the development of sustainable and innovative

methodologies in nanotechnology.

Keywords: Raman spectroscopy; plant pigments; carotenoids; flavonoids.
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1 INTRODUCAO

Esta tese ¢ dividida em cinco capitulos, e apds um breve capitulo introdutério
sobre os carotenoides, polifendis, em especial os flavonoides, e sobre a espectroscopia
Raman, técnica utilizada em todo o trabalho, os demais capitulos descrevem estudos
particulares com diferentes amostras de vegetais, e englobam, portanto, artigos cientificos
jé publicados em periddicos ou em fase de finaliza¢do e submissao.

Desse modo, o Capitulo 2 descreve a investigagao por espectroscopia Raman dos
compostos presentes em diferentes estdgios de maturagdo do exocarpo de jild e de dois
cultivares de banana (‘prata’ e ‘nanica’). No Capitulo 3, tem-se o estudo dos compostos
presentes em pimentdes e diversas variedades de pimentas da familia Solanaceae, pimenta
rosa ¢ pimenta-do-reino preta e branca. O Capitulo 4 envolve a caracterizagdo por
espectroscopia Raman das substancias presentes em bracteas de diferentes coloragdes de
Euphorbia pulcherrima e a utilizagdo do extrato bruto das bracteas para sintese verde de
nanoparticulas de prata.

Ao final destes capitulos, conclusdes gerais sobre estes trabalhos sao abordadas,
e apos ¢ listado o conjunto de referéncias usado para suportar esta tese. Nos apéndices A

e B estdo contidas as informagdes suplementares dos Capitulos 2 e 3, respectivamente.

1.1  AMARUDECIMENTO DOS VEGETAIS

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) aponta o consumo de vegetais como um
fator importante de protecdo e prevencao de doencgas cronicas nao transmissiveis (OMS,
2003, 2014). Tal fator pode ser atribuido a compostos bioativos presentes nos vegetais,
como por exemplo, acido ascdrbico, dcidos graxos poli-insaturados, terpenos, compostos
fenolicos, carotenoides, além de serem fontes de minerais, fibras e macronutrientes
(Adefegha et al., 2022; Hallmann & Rembial kowska, 2012; Rodriguez, 2001).

O amadurecimento de vegetais ¢ um fenomeno altamente coordenado,
geneticamente programado e irreversivel, que envolve diversas alteragdes, como na
textura, sabor, aroma e aparéncia e esta relacionado a uma série de processos bioquimicos,
estruturais e fisiologicos (Prasanna et al., 2007). Um exemplo é a modifica¢do na cor do
vegetal durante o amadurecimento, que ocorre devido ao aumento ou diminui¢do na

sintese de pigmentos, como clorofila, betalainas, carotenoides e flavonoides (Martin &
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Li, 2017). A cor ¢ a parte mais atraente dos alimentos, pois indica frescor e seguranga,
além disso, representa indices de valores sensoriais ¢ aumenta a aceitabilidade do
alimento pelo consumidor. A principal fonte de cores s3o os pigmentos, encontrados

principalmente nas plantas, mas também em outros organismos (Nabi et al., 2023).

1.2 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdo os pigmentos naturais mais difundidos e geralmente sdo
responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelha de diversos vegetais, como frutos,
raizes, tubérculos, caules e hortalicas (Rodriguez, 2001; Saini et al., 2015, 2022).

A Dbiossintese dessas moléculas ¢é realizada por algumas bactérias nao
fotossintéticas, diversos fungos e todos os organismos fotossintéticos, entretanto os
animais apenas os acumulam e/ou convertem precursores ingeridos através dos alimentos
que os contenham (Saini et al., 2022). Nas plantas, os carotenoides sdo sintetizados nos
plastidios por mediagdo enzimatica, por duas vias, do 4cido mevalonico ou do piruvato e
3-fosfoglicerato (3-PGA) (Peres, 2009). Sao formados pela condensagdo de duas
moléculas de geranilgeranil disfosfato Cyo (GGPP-Geranylgeranyl diphosphate),
precursor biossintético de diversos terpenos (Milani et al., 2017). A combinagdo de duas
moléculas de GGPP, formam o fitoeno (3 insaturagdes conjugadas), o primeiro
carotenoide da via biossintética, seguindo até a formagdo do licopeno (11 ligagdes
insaturadas), que se torna o precursor de outros carotenoides (Nagarajan et al., 2017).

Os terpenos sdo classificados de acordo com nimero de unidades Cs, sendo os
carotenoides classificados como tetraterpenos (Cao), constituidos de 40 atomos de
carbono. (Adefegha et al., 2022; Saini et al., 2022). Além disso, quimicamente, esta classe
de substancias pode ser dividida em dois grandes grupos: os carotenos, que sao
hidrocarbonetos lineares ou ciclizados, como licopeno e B-caroteno (Figura 1.1), e as
xantofilas, que sdo os derivados oxigenados de carotenos (grupos epoxi, hidroxi, metoxi,
aldeidicos, cetdnicos e carboxilicos), como por exemplo, zeaxantina e violaxantina
(Figura 1.1). As diferentes modificagdes na estrutura basica, que podem ocorrer através
de processos como, hidrogenagao, desidrogenacao, ciclizacao, isomerizagdo, rearranjo,
migragao de dupla ligagdo, faz com que este grupo de compostos tenham uma diversidade
enorme em suas estruturas. Estima-se que 1117 carotenoides tenham sido identificados

em fontes naturais (Saini et al., 2022; Yabuzaki, 2017).
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Figura 1.1- Estruturas quimicas dos carotenos, licopeno e B- caroteno, e

xantofilas, zeaxantina e violaxantina.

=N R e VS T T W N

Licopeno

-caroteno : ;
B HO Violaxantina

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Em 1831, a cenoura (Daucus carota) foi identificada como a primeira fonte de
caroteno, sendo essa a origem do nome dos carotenoides. Geralmente, os carotenoides mais
comuns tem seus nomes triviais designados pela sua origem biologica, como por exemplo, a
zeaxantina, identificada no milho (Zea mays) (Crupi et al., 2023). No entanto, ha a
nomenclatura sistematica recomendada pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC). Pela regra basica, o nome ¢ formado adicionando duas letras gregas como prefixos,
que indicam os dois grupos terminais da molécula (Figura 1.2), ao nome “caroteno”, sendo
colocadas sempre em ordem alfabética: 3 (beta), y (gama), € (épsilon), k (kappa), ¢ (phi),
y (chi), y (psi). A primeira ¢ separada da segunda por uma virgula e o segundo ¢ conectado
ao nome radical por um hifen (IUPAC, 1965). No Quadro 1.1 sdo apresentados alguns

exemplos de carotenoides com seus nomes triviais e respectivos nomes sistematicos.

Figura 1.2- Designacdo e numeracdo dos grupos finais.

18 17 16

(E)

7 15
E= \‘\53 o \““-u..m 1““% ];"‘x.

L3 2 14

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Quadro 1.1 - Nomes triviais e sistematicos de alguns carotenoides..

Nomes triviais | Nomes sistematicos

a-caroteno B,e-caroteno
B-caroteno B,B-caroteno
Licopeno y,y—caroteno

Zeaxantina | B,B-caroteno-3,3’diol

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Nutricionalmente, os carotenoides podem ser classificados como provitamina A,
como B-caroteno e B-criptoxantina, € nao provitamina A, como licopeno e luteina (Saini
et al., 2022). Além disso, desempenham outro papel importante na dieta humana devido
a sua atividade antioxidante, protegendo as células de danos oxidativos provocados por
radicais livres e espécies reativas de oxigénio. Desse modo, previnem doengas associadas
ao processo de estresse oxidativo, como por exemplo, cancer, catarata e diabetes (Milani
et al., 2017; Saini et al., 2015, 2022). Em um estudo de revisdo, verificou-se que o
consumo de tomate, rico em licopeno e outros carotenoides, foi inversamente associado
a mortalidade por doenga coronariana, cerebrovascular e cancer gastrico e de prostata
(Campos et al., 2022; N. Li et al., 2021). Outro estudo investigou os efeitos de alguns
carotenoides em parametros inflamatdrios selecionados, como PCR (proteina C reativa)
e IL-6 (interleucina-6). Os resultados indicaram que os carotenoides individuais,
astaxantina, luteina, zeaxantina e B-criptoxantina diminuiram significativamente os niveis
de PCR, e apenas o licopeno levou a uma diminui¢do significativa na IL-6 (Hajizadeh-
Sharafabad et al., 2022). Uma dieta rica em carotenoides também foi avaliada com relacao
a incidéncia de diabetes tipo 2, e constatou-se que a ingestdo de -caroteno ou o-caroteno
¢ favoravel a redugao de diabetes tipo 2 em homens e mulheres (Sluijs et al., 2015).

A principal atividade antioxidante dos carotenoides ¢ a de desativagdo do oxigénio
singleto, que ¢ uma espécie altamente reativa do oxigénio molecular, o qual apresenta dois
elétrons de spins opostos ocupando orbitais diferentes ou nao. A variagao na capacidade de
reacao dos diferentes tipos de carotenoides com o oxigénio singleto estd correlacionada,
principalmente, ao nimero de ligagdes duplas conjugadas que varia entre 3 a 15 ligagdes
(Rodriguez, 2001; Valduga et al., 2009) e, em menor grau de importancia, ao tipo de grupos

substituintes nas posi¢des terminais da molécula (Mortensen et al., 2001).
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As cores, caracteristicas notaveis dessas moléculas, sdo provenientes das ligagdes
duplas conjugadas, responsaveis pela absor¢do da luz na regido do visivel. A variagdo no
nimero de insaturagdes conjugadas, faz com que o carotenoide absorva em regides
diferentes, resultando em pigmentos com coloragdes distintas, sendo que apenas carotenoides
com 7 insaturagdes ou mais, apresentam cor. Os precursores, fitoeno e fitoflueno, com 3 e 5
insaturacdes conjugadas, respectivamente, sao incolores (Campos et al., 2022; Rodriguez,
2001).

Os carotenoides possuem um alto e crescente potencial de mercado (Saini et al.,
2022). Sao utilizados, por exemplo, como aditivos na alimentacao de peixes, como o
salmao e aves, com a finalidade de prover coloragdo a sua carne e as gemas dos ovos,
respectivamente. Os mais usados sdo as xantofilas, pois sdo absorvidos e acumulados no
organismo. A industria de cosméticos tem usado o B-caroteno como intensificador e
prolongador do bronzeado, devido ao seu acumulo no tecido hipodérmico, o que confere

coloracdo dourada bronzeada a pele (Mesquita et al., 2017).

1.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Assim como os terpenos, os compostos fendlicos sdo produtos do metabolismo
secundario das plantas. S3o substancias abundantes em nosso cotidiano, que conferem
sabor, odor e coloracdo a diversos vegetais (Peres, 2009).

Do mesmo modo que os carotenoides, essas moléculas ndo sdo biossintetizadas
por animais, sendo adquiridas através da alimentagdo (K. Jash, 2023; S. Kumar & Pandey,
2013). Sao sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas principais: a via do acido
chiquimico e a menos significativa, do acido mevalonico, a qual também ¢ compartilhada

com os terpenos (Figura 1.3) (Peres, 2009).

Figura 1.3- Principais vias do metabolismo secundario e suas interligacdes.

Piruvato +3 PGA —)p | Terpenos

Via do
mevalonato Fenois
Via do acido Aminodacidos
chiquimico aromaticos

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Do ponto de vista quimico, possuem em sua estrutura um anel aromatico com uma
ou mais hidroxilas, englobando diversas substancias com caracteristicas estruturais
quimicas heterogéneas. Além da importancia desses compostos na protecdo das plantas
contra fatores ambientais e bioticos adversos, a grande maioria dos fendlicos apresentam
uma grande diversidade de atividades bioldgicas, como agdes antioxidantes, anti-
inflamatorias e anticancerigenas (M’rabet et al., 2017; Mwamatope et al., 2020; Peres,
2009; Ruiz-Ruiz et al., 2017). A capacidade antioxidante dessas moléculas esta
relacionada sobretudo ao numero e arranjo dos grupos hidroxila presentes em suas
estruturas. Atuam doando dtomos de hidrogénio ou elétrons aos radicais livres,
produzindo radicais intermediarios estaveis ¢ menos disponiveis para promover a auto
oxidag¢do. Nos alimentos, impedem a oxidagdo de varios ingredientes, particularmente de
lipidios (Hu et al., 2021; Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

Com base em sua estrutura, os compostos fenolicos podem ser divididos em
diferentes subgrupos, de acordo com o numero de anéis fendlicos e os elementos
estruturais que ligam esses anéis uns aos outros. Tem-se os 4acidos fendlicos e cumarinas,

que contém uma unidade fenolica, e as ligninas, lignanas, estilbenos taninos e

flavonoides, considerados “polifendis” por conterem mais de uma unidade fenolica (Gan
et al., 2019; H. Al Mamari, 2022). Na Figura 1.4 observam-se alguns subgrupos dos
compostos fendlicos e algumas substancias representativas.

Diante da diversidade estrutural, os compostos fendlicos também podem ser
subdivididos simplesmente em ndo flavonoides e flavonoides (Bié¢ et al., 2023; Di
Lorenzo et al., 2021; Singla et al., 2019). Os principais representantes dos nao flavonoides
sdo os acidos fenolicos, predominantemente os derivados do acido hidroxibenzoico, como
os acidos vanilico e galico, e do 4acido hidroxicinanico, como acido fertlico e cafeico (Di

Lorenzo et al., 2021; Singla et al., 2019).
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Figura 1.4- Subgrupos de compostos fendlicos e algumas substancias
representativas.

| COMPOSTOS FENOLICOS |

Fenélicos simples Pollfenms

Acndos fendlicos w ‘ Ligninas ‘ Estilbenos | ‘ Lignanas ‘ Tanmﬁg
Acidocafeico i huhoncumalma Resveratrol i Naringenina chalcona
a HE & 2 o, [ HO._ OH OH

o O

OH S
" Acido tanico
H

H o om
J‘J-J\ Q

L OH !
Segmento de lignina Matairesinol

OH

OH

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os flavonoides serdo tratados com mais detalhes na se¢do seguinte, devido ao

interesse deste trabalho em pigmentos naturais.

1.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sao responsaveis pela maior parte da coloragao laranja, roxa e azul
dos tecidos vegetais, flores e sementes (Paauw et al., 2019). A estrutura basica dos
flavonoides, conhecida também como nucleo flavilium, consiste em um anel heterociclico
com atomo de oxigénio (anel C), que contém dois anéis benzénicos (anéis A e B) (Figura
1.5). A classe dos flavonoides se divide em outras subclasses, dependendo da variagdo
em sua estrutura, sendo as principais: chalconas, antocianinas, flavonois, flavonas,
flavandis e isoflavonas (Figura 1.5) (Ekalu & Habila, 2020; Falcone Ferreyra et al., 2012;
K. Jash, 2023).
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Figura 1.5- Estrutura geral dos flavonoides e suas principais subclasses.

Flavonol

Estrutura geral dos flavonowdes

O ““‘-\

Q
Chalcona

Flavona

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A atividade bioldgica, o metabolismo e a biodisponibilidade dos flavonoides
dependem da sua configuragdo estrutural, ou seja, dos grupos funcionais presentes em sua
estrutura (Krysa et al., 2022; S. Kumar & Pandey, 2013). O grande interesse por essas
substancias também se da pelos seus potenciais beneficios a saude, como por exemplo, a
atividade antioxidante desses compostos. As hidroxilas funcionais presentes em suas
estruturas, atuam eliminando radicais livres e quelando ions metalicos. A atividade
redutora de colesterol, anticancer, antidiabética, antidepressiva e antitumoral de alguns
flavonoides, como a miricetina, apigenina, luteolina, quercetina e naringenina, ja foi
amplamente descrita (Ekalu & Habila, 2020; R. Kumar et al., 2017; NK, 2017; Rao &
Kiran, 2017).

1.4 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia estuda a interacdo entre a radiagdo eletromagnética e a matéria,
sendo a determinacdo dos niveis de energia de atomos ou moléculas sua finalidade
principal. Nos espectros observamos a diferenca entre os niveis, ou seja, as transigdes. A
regido espectral onde sdo observadas as transi¢des, no caso de moléculas, depende da
energia dos niveis envolvidos: eletrdnico, vibracional ou rotacional. Diversas técnicas
permitem a obtencdo de informagdes sobre estrutura molecular, ligagdes quimicas,

caracterizacdo de compostos, entre outras propriedades (Sala, 2008).
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Na espectroscopia vibracional, informacdes sobre as ligacdes quimicas sao
adquiridas compreendendo o movimento vibracional através da aproximagao do oscilador
harmoénico, obtendo entdo as constantes de forca e os valores das frequéncias
vibracionais. Para isso, é necessario o entendimento sobre o conceito de coordenadas
normais, onde uma molécula € pensada como um conjunto de osciladores acoplados, € o
que se faz ¢ desacoplar esses osciladores em modos normais e tratd-los como osciladores
harmoénicos simples. Além disso, consideram-se as propriedades de simetria e teoria de
grupo para a atribui¢do de modos normais de vibracao correspondentes a molécula (Sala,
2008).

Para a identificacdo de uma molécula com N 4tomos no espago, € necessario 3N
coordenadas, ou seja, trés coordenadas cartesianas para cada atomo ou trés graus de
liberdade. Das 3N coordenadas, trés sao usadas para descrever o centro de massa do
sistema, € o movimento ao longo destas trés coordenadas caracteriza a translagdo do
centro de massa da molécula, ou seja, os graus de liberdade translacionais. Além do mais,
uma molécula linear necessita de duas coordenadas para descrever a rotagdo sobre seu
centro de massa e trés coordenadas para uma molécula ndo linear, caracterizando assim,
os graus de liberdade rotacionais. As coordenadas restantes, 3N-5 para moléculas lineares
e 3N-6 para moléculas ndo lineares, representam os graus de liberdade resultantes do
movimento vibracional (Sala, 2008). Logo, para uma molécula nao linear, com 3 dtomos,
como a molécula de agua, por exemplo, tem-se 3 movimentos vibracionais.

Na Figura 1.6 sdo exemplificados alguns dos possiveis modos de vibragdao em
moléculas poliatomicas, onde tem-se vibragdes de estiramento (stretching), que ocorrem
quando os atomos se movem ao longo do eixo da liga¢do quimica, alterando a distancia
internuclear, e de deformag¢ao angular (bending), que envolvem mudangas dos angulos
entre as ligagdes ou, como nos modos de deformagao fora do plano, alteragdes do angulo

entre o plano que contém as ligacdes e um plano de referéncia (Castro, 2015).
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Figura 1.6- Modos de vibragdao molecular. Os sinais + e - indicam movimentos

para dentro e para fora do plano da figura, respectivamente.

Symmetrical stretching (v,) Asymmetrical stretching (v,,) Wagging (m,w)
.“ ." q‘ P -I-.‘ b’ -
Rocking(p) Scissoring (5) Twisting (1)

Elaborado pela autora (2024).

Para a andlise das transi¢des vibracionais, a espectroscopia Raman, técnica
principal usada neste trabalho, se destaca, sendo a sua natureza ndo destrutiva e ndo
invasiva, algumas das principais vantagens, especialmente para materiais bioldgicos
(Maia, L. F.; Oliveira, V. E. de; Oliveira, 2017; Sala, 2008).

Na espectroscopia Raman, ocorre o espalhamento inelastico da radiagdo
eletromagnética que interage com as moléculas. A interagdo do campo elétrico da
radiagdo incidente com a distribuicdo da nuvem eletronica molecular, gera uma
polarizacdo induzida na molécula. A atividade do efeito Raman, esta diretamente

relacionada a essa variacao da polarizagcdo induzida, onde a intensidade do momento de

dipolo induzido (ﬁ), ¢ um produto vetorial do campo elétrico incidente (E) € uma

propriedade intrinseca da molécula, a polarizabilidade (o). Portanto:

ol
I
Q
S 1

(1)

A polarizabilidade (a) pode ser compreendida como a facilidade com que a

molécula tem sua nuvem eletronica distorcida na interagdo com um campo elétrico (E ).
Considerando as vibragdes das moléculas, os movimentos nucleares induzem
modifica¢des na polarizabilidade, com frequéncias correspondentes aos modos normais
de vibragao. Isto ¢, na presenca da radiacao eletromagnética, a polarizabilidade tera seu
valor modulado pela frequéncia da radiacdo e pelas frequéncias das vibragdes

moleculares.
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Temos entdo, para moléculas diatomicas, que a polarizabilidade pode ser
desenvolvida por série de Taylor em funcdo da coordenada interna q, que descreve os

deslocamentos das ligagdes ou dos angulos entre as ligagdes de uma molécula:

da

a= a0+(ﬁ

) g+ @)

O primeiro termo da equacao (2) se refere a polarizabilidade na posicao de

equilibrio e o segundo termo, a variacdo da polarizabilidade com a coordenada q em

relagcdo a posicao de equilibrio. Além disso, a coordenada q e o vetor campo elétrico E

podem ser descritos por:
q = qo cos(2mv,t); E= EO cos(2mv,t) (3)

Onde v, se refere a frequéncia da radiagdo incidente e v,, corresponde a uma das
3N-6 frequéncias vibracionais de uma molécula.
Substituindo as equagdes (2) e (3) na equacao (1), temos que o momento de dipolo

induzido sera:

P = ayE, cos(2mv,t) +%<Z—Z>O qoEo{cos[2n(vy + v,)t] + cos[2m(vy — v)t] } (4)

De acordo com a previsdo classica, temos, portanto, trés componentes do
momento de dipolo induzido. O primeiro termo contém apenas a frequéncia da radiacdo
incidente e magnitude proporcional a polarizabilidade inerente da molécula (ay),
chamado espalhamento Rayleigh (elastico). No segundo termo observa-se radiagdes com
frequéncia v, + v, (espalhamento anti-Stokes) e vy — v,, (espalhamento Stokes). Embora
a equagao (4) tenha sido obtida classicamente, sdo fornecidas informacdes importantes a
partir dela. Para que ocorra contribuicdo dos dois ultimos termos, ou seja, o espalhamento
Raman, ¢ necessario que (da/dq) # 0, em outras palavras, que aconte¢a uma variagao
da polarizabilidade com o pequeno deslocamento da coordenada q em torno da posi¢do
de equilibrio. Além disso, (da/dq) pode variar significativamente para diferentes

moléculas, gerando amplas variagdes na intensidade do espalhamento Raman.
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No espectro Raman entdo, temos simetricamente em relacdo a linha Rayleigh,
uma banda do lado de frequéncias mais baixas, a Stokes, e uma de frequéncias mais altas,
a anti-Stokes. De acordo com o modelo classico, as duas deveriam ter a mesma
intensidade, no entanto, o que se observa € que a Stokes € mais intensa que a anti-Stokes,
uma vez que, a populacao dos estados excitados que originam as bandas anti-Stokes, sdo
menores que a populagdo do estado fundamental. Tal relagdo pode ser confirmada pela
relacdo de distribuicdo da populacdo de estados de Boltzmann, onde, para condi¢des de
temperaturas medianas, tem-se que a medida que o nivel de energia aumenta, sua
populacdo correspondente diminui (Sala, 2008).

Para explicar este comportamento das intensidades das bandas Raman ¢
necessario recorrer ao modelo quantico, onde, nas transi¢des entre os estados vibracionais
m e n devem ser considerados as integrais dos componentes do tensor polarizabilidade

(@ij)mn, sendo i € j correspondente as coordenadas X, y € z. Para que transi¢do vibracional

Raman seja permitida, uma das seis componentes do momento de transi¢ao precisa ser

diferente de zero:

(aij)mn = J-l’Umaijl‘UndT (5)

Combinando as equacgdes (2) e (5), obtém-se:

da; ;
(aij)mn = (aij)O f lpmlpnd'l' + (d_C;]> f lI—’mquJndT (6)
0

Para se observar o espalhamento Raman, pelo menos uma das integrais da equagao
(6) deve ser diferente de zero. O primeiro termo ¢ igual a zero devido a ortogonalidade
entre ¥, e ¥,. Logo, para o segundo termo ser diferente de zero € preciso atender a duas
condi¢cdes. A primeira ja foi discutida anteriormente, onde, (6a/8q), # 0, deve ocorrer
uma variacao da polarizabilidade com o pequeno deslocamento da coordenada q em torno

da posi¢ao de equilibrio. J4 a segunda condigao:

jll’mqll—’ndr #0 (7)
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O produto ¥,,,q¥, deve ser uma fung¢ao par, e como q € uma fungdo impar, as duas
fungdes de onda devem ter paridades distintas. Além disso, isto implica em uma regra de
selecdo importante, valida dentro da aproximacao harmdnica, onde a variacao do nimero
quantico vibracional deve ser igual a Av = £1. Assim sendo, o0 modo vibracional sera
ativo no espectro Raman (Sala, 2008).

A intensidade das bandas Raman depende entao da probabilidade de transigao,
que ¢ dado pelo quadrado do tensor polarizabilidade e depende da quarta poténcia da

frequéncia da radiagdo de excitagdo:

1672 . "
on = (5o ) Tov* )" ) el (®
J

i

Na Figura 1.7 estdo ilustrados esquematicamente o espalhamento elastico
(Rayleigh) e os espalhamentos ineldsticos (Stokes e anti-Stokes). No espalhamento
Rayleigh (espalhamento elastico), ocorre a interagcao do foton com a molécula, e apos, ela
volta a0 mesmo nivel de energia inicial e o foéton ¢ espalhado sem modificagao de
frequéncia. No espalhamento Raman, a molécula ¢ excitada pelo foton incidente,
ocorrendo assim a perturbagdo de todos os niveis de energia, como se houvesse um estado
intermediario (virtual) de energia. Em seguida, no espalhamento Stokes, a molécula decai
para um estado vibracional excitado e o foton espalhado tem menor energia que o
incidente. J4 no anti-Stokes, o féton encontra a molécula ja num estado excitado e apos a
interagdo, a molécula decai para o estado fundamental, onde a diferenca de energia ¢

cedida ao féton, que € espalhado com energia maior que a incidente (Sala, 2008).
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Figura 1.7 Ilustragao dos espalhamentos (A) Rayleigh e Raman (B) Stokes e (C)
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Na espectroscopia Raman, deve-se considerar a participagdo de dois fotons, sendo

que a diferenca entre ambos (foton incidente e foton espalhado), de acordo com a

conservagao de energia, deve ser igual a diferenga de energia de dois autoestados

moleculares. Assim, a energia individual do foton incidente e do foton espalhado, ndo

corresponde a diferenca de energia entre quaisquer autoestados da molécula. As

transi¢des que nos ¢ de interesse sdo as vibracionais, no entanto, elas podem ser também

entre estados rotacionais, eletronicos, entre outros (Ando, 2009). Na Figura 1.8 observa-

se uma representacao de uma transi¢ao vibracional Raman.

Figura 1.8- Representacdo de uma transi¢ao vibracional Raman.
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Fonte: Ando

(2009).
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Vale ressaltar que o espalhamento nao pode ser considerado como um processo
sequencial de absorcao e emissdo, como ¢ a fluorescéncia, por isso o foton incidente (hvo)
e o foton espalhado (hv’) ndo devem ser considerados separadamente (Ando, 2009).
Como a escala de tempo envolvida no espalhamento Raman ¢ da ordem de
femtossegundos (1071° s), a energia do estado virtual (ou intermediario) niio precisa
satisfazer o principio de conservacdo de energia, de acordo com a relagdo de incerteza
AE.At > h/2. Justamente por este motivo, este estado recebe este nome, por ndo
corresponder a nenhum dos estados estacionarios da molécula e sim a um autoestado do
sistema molécula + radiacao (Ando, 2009).

O efeito Raman envolve entdo, como foi discutido, a transi¢gdo entre estados
vibracionais inicial e final, e um conjunto de estados virtuais, cujas energias ndo possuem
valor limite, o que representa uma dificuldade para se calcular as intensidades Raman, ja
que necessitariamos levar em consideracao a contribui¢ao de infinitos estados virtuais
para a polarizabilidade eletronica. A teoria da polarizabilidade do efeito Raman foi
publicada em 1934, por G. Placzek (Placzek, 1934), com o intuito de contornar essa
situagdo. Em seu desenvolvimento, a intensidade Raman depende apenas da
polarizabilidade do estado eletronico fundamental, e nessa aproximacgdo a energia do
foton de excitagdo ¢ muito menor que a energia minima para a transi¢ao eletronica mais
baixa da molécula. Tal condi¢@o pode ser satisfeita, utilizando excitagdo no infravermelho
proximo ou visivel, por exemplo, se a transi¢ao da molécula esta na regido do ultravioleta.
Assim sendo, a intensidade do efeito Raman passa a ser uma propriedade apenas do estado
eletronico fundamental, correspondendo ao também chamado efeito Raman normal ou
ordinario (de Oliveira, 1991). Essa denominacao ¢ utilizada para fazer a diferencia¢ao do
efeito Raman ressonante ou pré-ressonante, onde a energia do foton de excitagdo ¢
comparavel, ou até mesmo coincidente, com a energia de transi¢do eletronica, o que
invalida a aproximacao de Placzek.

Por fim, no efeito Raman normal a expressdo para a polarizabilidade de transicao
[0]mn,, pode ser expressa do seguinte modo (Ando, 2005; de Oliveira, 1991; Placzek,
1934):

Hnr + Wrm Hnr + Urm
Qmn +
h Vrm — Vo Vrn + Vo

9)
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Onde h ¢ a constante de Planck, v,,, e v,, correspondem as frequéncias dos
estados denotados por m e n, v, ¢ a frequéncia da radiacao incidente, r descreve um
conjunto de estados que pertence a molécula nao perturbada, € W, € WUy S30 0S
momentos de transicao.

Quando a energia do foton de excitacdao € proxima da energia de uma transigao
permitida, o denominador do primeiro termo diminui e o termo aumenta, causando grande
aumento de a,,,, € consequentemente, produz uma intensificagdo do sinal Raman,
gerando condigdes de ressonancia ou pré-ressonancia. Para o entendimento dessas
mudangas torna-se necessario a utilizacao do formalismo vibronico para o efeito Raman
introduzido por A. C. Albrecht (Tang & Albrecht, 1970), onde uma transi¢do Raman entre
dois estados inicial (i) e final (f) em um sistema espalhador, a intensidade da luz (Is) pode

ser expressa da seguinte maneira (Clark & Dines, 1986):

7T2 4 *
If; « 80—2(1/0 ivﬁ) Eo[a]fi[a]fi (10)

Onde, Eo ¢ amplitude do campo elétrico da radia¢do incidente, vo 0 nimero de onda
da radiagdo incidente, vi: nimero de onda da transicido Raman final e inicial, &
permissividade no vacuo e [a]s ¢ 0 momento de polarizabilidade de transigao.

Por fim, a expressdo para [a]s € obtida através da teoria da perturbacao de segunda
ordem e ¢ conhecida como equagdao de dispersdo de Kramers-Heisenberg-Dirac (de

Oliveira, 1991), podendo ser expressa do seguinte modo:

1 Z [p‘p]fr + [MU]”' [IJ'O']fT + [p-p]n-
+ (11)

a .=
[ pa]fl he Vei— Vo +iNT v — vo+iNT

r

Onde h ¢ a constante de Planck, ¢ ¢ a velocidade da luz, vo é a frequéncia da
radiagdo incidente, r descreve um conjunto de estados que pertence a molécula ndo
perturbada, vii e vir correspondem as frequéncia dos estados i e f, e iVr é o fator de
amortecimento, introduzido por Dirac, para prevenir que a expressao se tornasse infinita
quando vy se aproximasse ou se igualasse a vo. O numerador do primeiro termo entre
colchetes corresponde a passagem do estado inicial 1 para um estado intermediario r, €

deste para o estado final f. Em condi¢des de ressonancia, ou seja, quando se utiliza uma
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radiacdo excitante vo proxima de uma transicao eletronica vii, os momentos de transi¢ao
Wrm € Uyn S30 descritos utilizando a aproximagao de Born-Oppenheimer, onde € feita a
separacgdo das func¢des de onda em vibracionais e eletronicas. A contribui¢do dos estados
excitados ¢ representada pela soma de varios termos, conhecidos como A, B, C e D. A
polarizabilidade de transicdo pode ser representada pela soma de cada um destes termos

(Clark & Dines, 1986):

[“m]gn,gm =A+B+C+D (12)

Onde o termo A ¢ o termo mais importante, contendo o termo de Franck-Condon
e a participagdo de estados vibracionais totalmente simétricos (Clark & Dines, 1986).

Outro efeito de intensificagdo do sinal Raman ¢ o espalhamento Raman
intensificado por superficie ou efeito SERS (do inglés, Surface-enhanced Raman
scattering), que ¢ um fenomeno onde ocorre a intensificagdo do sinal Raman de analitos
que estdo proximos a nanoestruturas metalicas em varias ordens de grandeza (M. Fan et
al., 2020). Para explicar essa intensificagdo, sdo aceitos dois modelos, o quimico e o
eletromagnético. O mecanismo quimico esta relacionado com a interagdo da molécula
com a nanoestrutura plasmonica, formando um complexo de superficie, o que gera a
alteracdo de energia dos estados da molécula, ocasionando em transferéncia de carga e
mudanga de polarizabilidade e dos modos vibracionais (Langer et al., 2020). Ja o
eletromagnético este relacionado com um fendmeno denominado ressonancia de plasmon
de superficie localizado- LSPR (do inglés, Localized Surface Plasmon Resonance) e a
intensificagdo do campo eletromagnético proximo a superficie das nanoparticulas
plasmonicas quando excitadas por uma fonte de radiacdo com frequéncia adequada
(Langer et al., 2020; Moskovits, 2005). Trabalhos de revisao podem ser encontrados em

M. Fan et al., 2020, Langer et al., 2020 e Moskovits, 2005.
1.5 PIGMENTOS NATURAIS E A ESPECTROSCOPIA RAMAN

O papel dos flavonoides e carotenoides na natureza ¢ essencial, pois possuem
importantes fungdes ecologicas e fisioldgicas, como prote¢do contra foto-oxidacao,
sinalizagdo sexual, defesa quimica, além de serem precursoras de fitormdnios (Cazzonelli

& Pogson, 2010; Falcone Ferreyra et al., 2012).



37

Do ponto de vista estrutural, carotenoides e flavonoides possuem uma cadeia de
carbono contendo ligacdes insaturadas conjugadas, com elétrons m altamente
polarizaveis. Devido a essa caracteristica, a espectroscopia Raman, uma técnica baseada
no espalhamento ineldstico da luz, ¢ uma 6tima ferramenta para analise dessas substancias
(Maia et al., 2021).

O espectro vibracional dos carotenoides ¢ caracteristico e pode ser utilizado para
distinguir polienos de acordo com o comprimento de suas cadeias insaturadas conjugadas.
Suas principais bandas vibracionais ocorrem entre 1570-1500 cm™ devido ao modo
vibracional de estiramento v(C=C) e entre 1170-1150 cm™ relacionado ao modo de
estiramento v(C-C) (Baranski et al., 2005; Maia et al., 2021). Com o aumento do numero
de insaturagdes conjugadas, a banda referente ao modo vibracional v(C=C) se desloca
para menores nimero de onda. Tal caracteristica esta correlacionada com o forte efeito
de deslocalizagdo eletronica presente nos carotenoides. Portanto, com o aumento do
numero de conjugagdes, ocorre uma diminui¢do da diferenca de energia da transi¢ao
eletronica. Além disso, os grupos metilicos que caracterizam unidades isoprénicas
fornecem bandas adicionais na regido de 1000-1020 cm™, que sdo referentes ao modo
vibracional de deformacdo angular do grupo CH3 p(C-CHs) ligado ao polieno (Schulz &
Baranska, 2007). As bandas relacionadas a compostos fenodlicos, como os flavonoides, sdo
aquelas atribuidas ao estiramento v(C=C) do anel fenila na faixa entre 1630-1550 cm™ e
aos modos de deformagcdo angular §(C-OH) do grupo fenol em torno de 1360-1300 cm’!
(Aguilar-Hernandez et al., 2017; C.-H. Wang et al., 2020), que sdo diferentes dos
carotenoides e podem ser identificados concomitantemente em matrizes complexas.

Como ja mencionado, uma das principais vantagens da técnica, especialmente
para materiais biologicos, € sua natureza ndo destrutiva e ndo invasiva, o que significa
que as amostras ndo sao danificadas durante a andlise. Além disso, o tempo de andlise ¢
relativamente curto e ndo requer tratamento prévio da amostra, permitindo a anélise in
situ (Maia et al., 2021; Sala, 2008). Dadas essas vantagens, muitos estudos tém utilizado
a espectroscopia Raman para monitorar diferentes estagios de maturagao de frutos, como
tomate, manga e pimentdo (Campos et al., 2022; KolasSinac et al., 2021; Qin et al., 2011;
Ullah et al., 2019).

A procura por alimentos que contenham estas substancias tem aumentado, devido
aos seus possiveis beneficios para a saude, uma vez que existem evidéncias de que o
consumo de alimentos de origem vegetal, especialmente frutas e outros legumes frescos,

esta inversamente relacionado com o risco de doengas cronicas, tais como como
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obesidade, doengas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e alguns tipos de cancer (Martin &
Li, 2017). Portanto, estudos que visam ampliar o conhecimento a cerca dessas substancias
nos alimentos contribuem para o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento
natural e produgdo de nutracéuticos. Além disso, a identificacio de metabodlitos
envolvidos no processo de amadurecimento pode fornecer algum feedback bioquimico
sobre a biossintese e revelar qual estagio € mais adequado para a obtencdo de um
metabolito de interesse.

Neste contexto, o presente trabalho utilizou a espectroscopia Raman para
caracterizar os principais pigmentos, como carotenoides e flavonoides, presentes em
diferentes vegetais, e em diferentes estagios de maturagdo, como bananas, jilo, pimentas

e pimentdes e em vegetais que ndo produzem frutos, como a Euphorbia pulcherrima.

1.6  OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo principal a caracterizagdo por espectroscopia
Raman de pigmentos presentes nos diferentes estagios de maturagdao de diversas fontes
vegetais. Além disto, tem-se como objetivos especificos:

- Caracterizar por espectroscopia Raman moléculas marcadoras em diferentes estagios de
maturagdo presentes nos exocarpos dos frutos de banana, jil6, pimentas e pimentdes
provenientes de cultivo organico e convencional;

- Caracterizar por espectroscopia Raman os pigmentos responsaveis pela coloragao de
bracteas (folhas modificadas) de vegetais que ndo produzem frutos, como a Euphorbia
pulcherrima,

- Obter calculos de frequéncia vibracional dos principais constituintes das pimentas,
utilizando o método da Teoria do Funcional de Densidade (DFT), com o intuito de propor

as atribui¢des vibracionais das bandas Raman experimentais.
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2 PROCESSO DE AMADURECIMENTO EM EXOCARPOS DE JILO
(SOLANUM AETHIOPICUM) E BANANA (MUSA SPP.) INVESTIGADOS POR
ESPECTROSCOPIA RAMAN

Um grande ntimero de frutas e vegetais coloridos biossintetizam pigmentos
bioativos e uma vasta gama de outros compostos, como fendlicos, polifenois, alcaloides,
sacarideos, fibras alimentares, vitaminas e enzimas, tanto na polpa comestivel
(endocarpo), quanto na casca nao comestivel (exocarpo) (Hussain et al., 2022; A. Kumar
et al., 2023). Além do valor nutricional, a coloracdo do exocarpo ou casca ao longo dos
diferentes estdgios de maturagdo ¢ um importante atributo sensorial que aumenta a
aceitabilidade pelo consumidor e estd associado a qualidade. A mudanca de cor do
exocarpo ocorre progressivamente entre o estagio verde e o estagio totalmente maduro
(Gonzali & Perata, 2021) devido ao aumento ou diminui¢do na sintese de pigmentos,
como clorofila, carotenoides e flavonoides (Martin & Li, 2017).

Como ja mencionado, na dieta humana, sabe-se que os carotenoides e flavonoides
promovem beneficios a saude, uma vez que hé evidéncias de que o consumo de alimentos
de origem vegetal, especialmente frutas e vegetais frescos, esta inversamente relacionado
ao risco de doengas cronicas, como obesidade, doengas cardiovasculares doenca, diabetes
tipo 2 e alguns tipos de cancer (Martin & Li, 2017). No entanto, uma parcela significativa
desses compostos ¢ perdida quando sementes e cascas de frutas e vegetais sdo descartadas
durante o preparo e processamento, resultando em residuos, ou seja, subprodutos
(Hussain et al., 2022).

Os residuos alimentares provenientes da agricultura, como 0s exocarpos, sao uma
fonte de fitonutrientes, com potencial de aplicacdo nas industrias cosmética,
farmacéutica, alimentar e de bebidas, como no desenvolvimento de filmes comestiveis,
probidticos, nanoparticulas, pontos de carbono, meios microbianos, biocarvao e
biossorventes (Ben-Othman et al., 2020; H. Kumar et al., 2020). Por outro lado, as perdas
e residuos provenientes das cozinhas domésticas e do processamento nas industrias estao
a tornar-se graves problemas nutricionais, economicos € ambientais (Sagar et al., 2018).
No cendrio atual, uma solugdo sustentavel para a gestao de residuos de frutas e vegetais
tornou-se uma tarefa importante nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Por
exemplo, a banana ¢ a quarta cultura basica mais importante a nivel mundial (Voora et
al., 2020), consequentemente, a plantacdo gera enormes quantidades de residuos apos

cada época de colheita e durante o processamento para obter polpas de banana. O uso
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potencial de cascas de banana tem sido sugerido na literatura (Mohd Zaini et al., 2022),
mas cascas de culturas menos lucrativas, como o jild, tém sido negligenciadas (Plazas et
al., 2014; Sanchez-Mata et al., 2010). O jil6 é amplamente cultivado na Africa, no Brasil
e no sul da Italia (Sunseri et al., 2010). O crescente interesse por esta espécie esta
relacionado a diversificacdo de culturas, sustentabilidade agricola, melhoramento
genético e beneficios nutricionais e medicinais (Aguessy et al., 2021; Han et al., 2021).

Ambos possuem habitos de consumo distintos associados aos estagios de
maturacao € ao seu sabor. O jilé (Solanum aethiopicum) também conhecido como
berinjela africana, ovo de jardim e tomate amargo (Han et al., 2021), ¢ uma fruta colhida
com coloragdo verde intensa e sabor amargo e geralmente perde valor comercial a medida
que amadurece, tornando-se laranja avermelhado (Mendes, 2013). Por outro lado, a
banana (Musa spp.) € colhida com coloragao verde, mas ganha valor comercial quando
amadurece, atingindo coloragdo amarela e sabor adocicado (Maduwanthi & Marapana,
2021). Embora o jil6 (eudicotiledoneas) tenha divergido morfologicamente das bananas
(monocotiledoneas) bem no inicio da evolugdo das angiospermas, ambos compartilham
um conjunto biossintético semelhante na produgdo de carotenoides e flavonoides (Zhang
etal., 2021).

Independentemente do estagio de maturacao, a celulose ¢ particularmente valiosa
para consumo e aplicacdo industrial, no entanto, as cascas sao descartadas como residuos
(H. Kumar et al., 2020). Um exemplo classico ¢ a casca de banana, a por¢ao nao
comestivel da fruta que representa cerca de 35% do peso total da fruta, que tem sido
tradicionalmente usada como remédio para tratar doengas comuns como tosse,
queimaduras e inflamagdes, bem como para controlar anemia e diabetes (Ben-Othman et
al., 2020). Em relagao ao jilo, o teor de residuos tem sido pouco explorado (Ben-Othman
et al., 2020), apesar da atividade anti-inflamatéria (Anosike et al., 2012), e das
propriedades inibidoras do 6xido nitrico (NO) (Plazas et al., 2014). Recentemente, o
aproveitamento desses residuos horticolas de baixo custo tem ganhado atengdo, uma vez
que muitos dos compostos bioativos encontrados na casca podem ser aproveitados pelas
industrias alimenticia, téxtil, cosmética e farmacéutica (Dorta & Lobo, 2022; Khawas &
Deka, 2016; H. Kumar et al., 2020).

A espectroscopia Raman ja foi utilizada em diversas amostras de frutas e vegetais
para a analise in situ de diferentes carotenoides e flavonoides, ja que a analise pode ser
feita de forma rapida e nao destrutiva, uma vantagem essencial para compostos naturais.

Dadas essas vantagens, muitos estudos t€ém utilizado a espectroscopia Raman para
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monitorar diferentes estagios de maturagdo de frutos, como tomate, manga e pimentao
(Campos et al., 2022; Kolasinac et al., 2021; Qin et al., 2011; Ullah et al., 2019). Assim,
estudos que monitoram compostos ao longo do amadurecimento do fruto podem revelar
qual estagio ¢ mais adequado para extrair um metabolito selecionado. Neste sentido, os
carotenoides e polifenois (flavonoides e nao flavonoides) presentes em jilos € bananas
(Figura 2.1) s3o compostos alvo, devido a sua notéavel atividade antioxidante que estdo

presentes em diferentes concentragdes nas cascas ao longo do processo de maturagao.

Figura 2.1- Estruturas de alguns dos carotenoides, acidos fendlicos e flavonoides

biossintetizados em jilds e bananas.
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Neste trabalho utilizamos a espectroscopia Raman, uma técnica rapida e confiavel
que detecta compostos in situ € em uma unica etapa para investigar a composi¢ao quimica
dos exocarpos ao longo do amadurecimento do jil6 (Solanum aethiopicum) e de dois
cultivares de banana (Musa spp), 'prata’ e 'nanica’.

As andlises foram realizadas in sifu € com extratos brutos que monitoraram acidos
fendlicos/flavonoides e carotenoides ao longo do processo de maturagao de cada fruto.
Além disso, a andlise in situ demonstrou ser util como guia na selecdo de compostos
bioativos sob demanda. A caracterizagdo in situ de moléculas bioativas presentes em
partes ndo comestiveis de frutas, como cascas de jild e banana, ¢ um tema de pesquisa
emergente. A valorizagdo dos residuos e subprodutos alimentares pode ser uma solugdo
para melhorar a sustentabilidade econdmica e ambiental. Além disso, compreender o
mecanismo de maturagdo dos frutos ¢ crucial para melhorar a vida 1til e a duragao do

armazenamento (Wee et al., 2023).
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2.1 MATERIAIS E METODOS

Todas as amostras utilizadas neste trabalho foram adquiridas no mercado local, na

cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais (MG), Brasil.

2.1.1 Preparo das amostras e desenho experimental

As amostras de jilo (Solanum aethiopicum), adquiridas em julho de 2021 e 2022,
foram selecionadas em diferentes estagios de maturagdo, por inspec¢do visual do grau de
maturacao, sendo E1 a mais verde e E4 a mais madura, para analise dos compostos
produzidos em cada estdgio de maturacdo. Os exocarpos das amostras de jil6 foram
analisados em duas linhas de excitag@o diferentes, com trés réplicas em 1064 nm (Figura
2.2A; Apéndice A) e uma em 532 nm (Figura 2.2B). Os dois cultivares de bananeira
(Musa spp.), ‘prata’ e ‘nanica’, foram adquiridas em junho de 2023, e os exocarpos foram
analisados em dois estagios de maturagao diferentes, verdes e maduros. Os exocarpos de
quatro réplicas de banana ‘prata’ e quatro de ‘nanica’, em seus respectivos estagios de
maturagdo, também foram analisados em duas linhas de excitagdo distintas, com trés
replicadas de cada cultivar em 1064 nm (Figura 2.2C; Figura2.2D; Apéndice A), e uma
réplica de cada cultivar em 532 nm (Figura 2.2E; Figura 2.2F).

Figura 2.2- Jil6 em cada um dos quatro estdgios de maturagdo, analisados em

(A) 1064 nm e (B) 532 nm; bananas analisadas em 1064 nm (C) 'prata’, (D) nanica' e
532 nm (E) 'prata’ e (F) 'nanica'.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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2.1.2 Extracao

Os exocarpos das amostras de jil6 e bananas foram submetidos a extracdo com
etanol para obtengao de carotenoides e flavonoides. Para o jilo, foram obtidos trés extratos
diferentes de acordo com os estagios de maturagdo (E1-Et, E2-Et, E3/E4-Et), para as
bananas, dois extratos para cada variedade ('prata’ e 'nanica') de acordo com o estagio de
maturagdo: verde (verde) e maduro (amarelo). As amostras foram higienizadas e os
exocarpos removidos. Em seguida, 100 ml de etanol a 25°C foram adicionados aos
exocarpos (aproximadamente 100g) e triturados com auxilio de um triturador por cerca
de 10 minutos. Este processo foi repetido mais duas vezes (Miamoto et al., 2020). A
solugdo foi filtrada e o solvente foi removido sob pressio reduzida e analisados

posteriormente com linha de excitagdo a 1064 nm.

2.1.3 Analises espectroscopicas

Nesta se¢do serdo apresentados os parametros instrumentais utilizados nas

analises de espectroscopia Raman e na regido ultravioleta/ visivel.

2.1.3.1 Espectroscopia Raman

As analises realizadas diretamente nos exocarpos das amostras de jilo e de banana
(in situ) e nos respectivos extratos brutos, foram registradas em instrumento FT-Raman
Bruker RFS 100, com laser Nd:YAG operando a 1064 nm, com resolugdo espectral de 4
cm!, com nimero de onda que varia de 4000 a 50 cm’!. Para as amostras de banana,
foram utilizadas poténcia de laser de 300 mW e 1024 varreduras, enquanto para as
amostras de jilo foram utilizadas 250 mW e 512 varreduras, e para os extratos brutos 80
mW e 512 varreduras.

A analise Raman in situ das amostras de jil6 usando comprimento de onda de
excitacdo a 532 nm foi registrada em um Renishaw in Via Reflex equipado com uma
camera CCD resfriada por Peltier e acoplada a um microscopio Leica (DM2500 M), com
objetiva de trabalho 20x. Uma boa relagao sinal-ruido foi obtida com o tempo de

aquisicao de 10s e 2 adicdes.
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A anélise Raman in situ das bananas usando comprimento de onda de excitagao
a 532 nm foi registrada em um instrumento de microscopio dispersivo Raman Bruker
SENTERRA equipado com um detector CCD, com o feixe de laser incidente focado na
amostra usando um microscOpio com uma objetiva de trabalho de longa distancia 50x.
Uma boa relagdo sinal-ruido foi obtida utilizando uma poténcia de laser de 10 mW, com
tempo de aquisi¢do de 2s e 5 coadicdes.

Os espectros foram obtidos em duplicata para confirmar a integridade da amostra
com base na posicao e intensidade das bandas observadas. Os espectros Raman foram
processados pelo pacote de software Bruker Opus versdo 6.0, e a correcao da linha de
base Raman e o ajuste da curva foram realizados usando o programa Origin 2018
(OriginLab Corporation, n.d.). A deconvolu¢do de bandas largas foi realizada usando o
software PeakFIT e Origin 2018 para identificar sinais sobrepostos, usando uma fungao

de resposta gaussiana com um algoritmo de deconvolugao/filtragem de Fourier.

2.1.3.2  Espectroscopia UV/Visivel (Uv/Vis)

Os extratos obtidos foram analisados em espectrometro Ocean Optics, entre 200
e 1100 nm. As amostras foram diluidas em etanol e adicionadas a uma cubeta de quartzo
com caminho 6ptico de 10 mm para obtencao dos espectros eletronicos. Os espectros
foram processados pelo pacote de software Ocean View, e o ajuste da curva foi realizado
usando o programa Origin 2018. A deconvolugdo de bandas largas foi realizada usando
o software PeakFIT e Origin 2018 para separar sinais sobrepostos, usando uma fungao de

resposta gaussiana com um algoritmo de deconvolugao/filtragem de Fourier.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do serao apresentados e discutidos os resultados obtidos das analises dos
exocarpos das amostras de jilo e bananas, que fazem parte do artigo publicado: “Ripening
process in exocarps of scarlet eggplant (Solanum aethiopicum) and banana (Musa spp.)
investigated by Raman spectroscopy”. Mais detalhes sobre o artigo podem ser

encontrados no “Apéndice C- Sumula curricular”.
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2.2.1 Analise Raman in situ do exocarpo de jil6 em diferentes estagios de

maturaciao

Analisando os espectros Raman in situ dos quatro estagios de maturagdo das
amostras de jilo (Figura 2.2A) obtidos com linha de excitacdo em 1064 nm, pode-se
observar bandas principais caracteristicas de polifenois e carotenoides (Figura 2.3A;
Apéndice A). Bandas de polifenodis observadas em torno de 1630-1554 cm™ foram
atribuidas a v(C=C), 1370-1340 cm™ a v(C-0), 1360-1300 cm™ a §(COH) e 1270-1250
cm™! a §(OH)V(C-0O) (Tabela 1) (Aguilar-Hernandez et al., 2017; Gonzalez Moreno et
al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang et al., 2020). As bandas
atribuidas aos carotenoides estdo na faixa de 1527-1521 cm™! atribuida a v(C=C), 1159-
1155 cm™ a v(C-C) e 1008 cm™! atribuida a p(C-CH3) (Tabela 1) (V. E. de Oliveira et al.,
2009; Koyama, Kanaji, et al., 1988; Maia et al., 2021; Saito & Tasumi, 1983). Bandas de
acidos graxos também sdo observadas, principalmente nos estidgios E1 e E2, como
aquelas em 1656 v(C=C), 1444 §(CH,), 1305 §(CH>), 1274 §(=CH), e 1065 cm™! v(C-C)
(Beattie et al., 2004; Popovi¢-Djordjevi¢ et al., 2023; Windarsih et al., 2023).

Os quatro diferentes estagios de maturacdo do jilo apresentaram algumas
diferengas no perfil espectral para as bandas atribuidas aos compostos fenolicos e
carotenoides. O espectro Raman obtido em 1064 nm da amostra no estagio E1 sugeriu a
presenca de flavonoides/fendlicos devido as bandas em 1633, 1608, 1580, 1556 ¢ 1170
cm!, e carotenoides devido as bandas em 1527, 1158 e 1000 cm™. Do estagio de
maturacdo E2 (amarelo) ao E4 (laranja), foi observado um deslocamento Raman para
menores nimeros de onda da banda v(C=C) em ambas as classes de compostos (Figura
2.3A, Apéndice A e Tabela 1). Bandas em 1627, 1608, 1560 v(C=C) e 1170 cm™! v(C-C)
foram atribuidas ao flavonoide chalcona naringenina, previamente identificado em tomate
(Campos et al., 2022); e a banda larga na faixa de 1523-1521 v(C=C), 1158 v(C-C) e 1008
cm™' p(C-CH3) para carotenoides com 9 insaturagdes conjugadas (Campos et al., 2022;
V. E. de Oliveira et al., 2009). As bandas atribuidas aos fenolicos apresentaram diferencas
na intensidade e posi¢ao apenas dos estagios E1 a E2 (Figura 2.3A; Tabela 1). Por outro
lado, os carotenoides apresentaram deslocamento Raman de v(C=C) (1527 a 1521 cm™)
ao longo de todos os estagios (E1 a E4) sugerindo variacdo estrutural. No estagio E2,
quando o fruto é amarelo, as bandas atribuidas a chalcona naringenina sdo mais intensas
que as bandas dos carotenoides, indicando que este flavonoide contribui para a

pigmentagao (Figura 2.3A; Apéndice A). Comparando-se as razdes de intensidade da
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banda de v(C=C) -carotenoides/flavonoides (Ivc.1527-1521/Ivei60s-1606) nos estagios El
(Ivlic/lvlf= 0,35), E2 (Ivlc/Ivlif= 0,33), E3 (Ivlc/Ivif= 0,79) e E4 (Ivlc/Ivlif= 0,74)
verificou-se que os fendlicos predominam sobre os carotenoides. Considerando as bandas
correspondentes aos carotenoides, observa-se o aumento na intensidade da banda
centrada em 1518 cm™ v(C=C), o que sugere um aumento do seu contetido nas cascas ao
longo do amadurecimento do fruto.

A Figura 2.3B mostra espectros Raman obtidos em linha de laser de 532 nm de
outro conjunto de amostras de jil6 em quatro estagios de maturacao (Figura 2.2B) para
avaliar a influéncia da linha /aser na caracterizagdao do fruto. No estdgio El, apenas
bandas atribuidas aos carotenoides sdo observadas em 1523 v(C=C) e 1156 v(C-C) cm!
(Figura 2.3B; Tabela 1). Nos estagios subsequentes (E2, E3 e E4) também sao observadas
bandas de flavonoides, porém a intensidade das bandas de carotenoides predomina sobre
os flavonoides, devido a pré-ressondncia com as transi¢coes eletronicas dos carotenos
(entre 270 e 550 nm) (Figura 2.3B; Tabela 1) (Campos et al., 2022; Rodriguez, 2001).
Conforme relatado anteriormente por Campos et al. (2022), as andlises realizadas com
linha laser em 1064 nm s3ao mais adequadas para caracterizar tanto os pigmentos
carotenoides, quanto os flavonoides produzidos nas diferentes fases de maturagdo dos

frutos (Campos et al., 2022).

Figura 2.3- Espectros Raman médio de cada um dos quatro estagios de

maturagao do jilé (E1 a E4), obtidos com linha de excitacao em (A) 1064 nm e (B) 532

nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 1- Tentativa de atribui¢ao das bandas Raman observadas nos quatro

estagios de maturacao do jilo, obtidas linha de excitacdo em 1064 nm e 532 nm.

Bandas (cm™)

1064 nm 532 nm Tentativa de

atribuicao

El E2 E3 E4 El | E2 | E3 | E4

1724f | 1726f v(C=0)
1633f | 1627f | 1624f | 1624f 1625f | 1620f | 1625f | v(C=C)aa”
1608i | 1608i | 1607i | 1606i 1606f | 1606f | 1603f |  v(C=C)aia”
1589f | 1587f | 1587f 1588f | 1583f V(C=C)gia”

1554f | 1560m | 1554f | 1554f 1556f | 1556f V(C=C)fiar”
1527f | 1523f | 1521m | 1521m | 1523f | 1519i | 1519i | 1518i | W(C=C)ca®
14401 | 14421 | 1442f | 1442f 1445f | 1445f | 1449f | p(C-H)fav/ca>
1305f | 1309f | 1313f | 1313f 1311f | 1311f p(C-H)?
1170m | 1169f | 1169f 1168f | 1168f V(C-O)giar”
1159f | 1159f | 1157m | 1157m | 1156f | 1155i | 1155i | 11551 | w(C-C)ear®
1008f | 1008f 1007f | 1007f | 1005f | p(C-CH3)car®

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca, 1-larga. flav: Flavonoides; car: Carotenoides.
Referéncias: a: (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevic¢ et al., 2023); b: (Aguilar-Herndndez et
al., 2017; Gonzélez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang
et al., 2020); c: (Koyama, Takatsuka, et al., 1988; Saito & Tasumi, 1983).

2.2.2 Analises espectrais vibracionais e eletronicos de extratos etanoélicos de jilo

O extrato bruto das cascas de jild no estagio E1 (E1-Et) apresentou perfil espectral
Raman semelhante ao obtido na analise in situ (Figura 2.3A e Figura 2.4; Tabela 2).
Bandas vibracionais atribuidas a fendlicos/flavonoides podem ser observadas em torno
de 1630, 1607, 1574, 1167 cm’'; carotenoides foram identificados devido a uma banda
larga na faixa de 1540-1516 v(C=C), e em 1157 cm™ v(C-C) (Figura 2.4). Bandas
adicionais em 1659, 1446, 1306, 1268, 1065 cm™! podem ser atribuidas a dcidos graxos
(Figura 2.4; Tabela 2). O extrato bruto E2-Et apresentou espectro Raman semelhante aos
estagios E3/E4, onde as bandas dos flavonoides ocorreram em 1624, 1607, 1597, 1557 ¢
1170 cm’!, e a banda larga dos carotenoides centrada em 1518, 1170 e 1018. cm™'. Assim
como na analise in situ foram observadas diferengas na composicao quimica durante o
processo de maturagio devido ao deslocamento Raman da banda v(C=C) de 1630 cm™!

(E1-Et) para 1624 cm™ (E2-Et, E3-Et/E4-Et) juntamente com o aumento de intensidade
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das bandas em torno de 1557 e 1170 cm™!, que sdo algumas das bandas marcadoras da

chalcona naringenina.

Figura 2.4- Espectros Raman médios dos extratos etandlicos, dos quatro estagios

de maturacao (E1 a E4) do jilo, obtidos com linha de excitacdo em 1064 nm.
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Tabela 2-Tentativa de atribui¢ao das bandas Raman observadas nos extratos

etandlicos de jild, obtidos com linha de excitacdo em 1064 nm.

Bandas (cm™) | Tentativa de
E1-Et |E2-Et[E3/E4-Et atribuicio
1659f V(C=C)
1630m  [1624m| 1624m | v(C=C)aa®
1607i |1606i| 1607i | W(C=C)fa®

1597f V(C=C)gia”
1574f V(C=C)gia”

1554m| 1557m | v(C=C)aa®
1540f V(C=C)car®
1527m |1518f] 1514f | w(C=C)ca
14461 | 1443f| 1441f p(C-H)avicar™®
1306f |1314f] 1314f | p(C-H)*
1167f [1170m| 1170m | v(C-C)iar®
1157f V(C-C)ear®
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1018f| 1018f | p(C-CH3)car®
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca, 1-larga. flav: Flavonoides; car: Carotenoides.
Referéncias: a: (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevi¢ et al., 2023); b: (Aguilar-Hernandez et
al., 2017; Gonzélez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang
et al., 2020); c: (Koyama, Takatsuka, et al., 1988; Saito & Tasumi, 1983).

A analise UV-Vis foi utilizada como técnica complementar para monitorar os
principais pigmentos presentes nos diferentes estagios de maturagdo, com base na faixa
de absorcao dos extratos brutos em comparacao com amostras padrao da literatura. Os
espectros eletronicos dos diferentes extratos brutos confirmaram as alteragdes na
composicao quimica observadas nas analises Raman; o estagio E1-Et mostrou uma banda
larga com absor¢ao maxima em 330 nm e um ombro em 300 nm (Figura 2.5 2.5), que sao
caracteristicos de acidos fendlicos (Kowalski & Kowalska, 2005; Martin et al., 2017),
mas também sao tipicos de alguns flavonoides (K. Jash, 2023; Tsimogiannis et al., 2007).
Bandas muito fracas em 420 e 667 nm podem ser atribuidas as clorofilas (Matti Linnanto,
2022). No entanto, o estagio E2-Et apresentou uma banda larga com absor¢do maxima
em 330 nm, um ombro em 300 nm e em 369 nm; este ultimo foi atribuido ao flavonoide
chalcona naringenina (Figura 2.5) (Gonzalez Moreno et al., 2021). Por outro lado, os
estagios E3/E4 apresentaram um ombro em torno de 315 nm e uma banda larga centrada
em 371 nm (Figura 2.5). A banda crescente atribuida a chalcona naringenina observada
nos espectros eletronico ¢ Raman sugere a contribuicao de flavonoides na coloracao da
casca. Embora os espectros Raman tenham mostrado bandas de carotenoides em todos os
estagios (Figura 2.4; Figura 2.5), os espectros eletronicos (UV-Vis) mostraram uma banda
muito fraca em torno de 422 nm revelada pela deconvolugdo das bandas de absor¢ao no

UV-Vis (Figura 2.5), que poderiam ser atribuidas a carotenoides (Rodriguez, 2001).
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Figura 2.5- Espectro eletronico dos extratos etanolicos dos quatro estagios de

maturacdo (E1 a E4) do jilo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

0 ;il6 € um fruto pertencente a familia Solanaceae, assim como o tomate, a batata,
o pimentao e outros. O jilé compartilha o mesmo género das espécies Solanum melongena
e Solanum macrocarpon (Han et al., 2021). O valor comercial do jil6 se da pela sua cor
verde e sabor amargo; portanto, os frutos sdo colhidos com colora¢do verde intensa
(Mendes, 2013). Os dados espectrais Raman obtidos em 1064 ¢ 532 nm mostraram que o
conteudo de carotenoides aumenta a medida que o fruto amadurece, mas os
fenolicos/flavonoides ndo parecem mudar muito (Figura 2.4; Figura 2.5). Ambas as
classes de compostos atuam como antioxidantes, no entanto, os flavonoides também sao
de alta relevancia para o mecanismo de defesa das plantas (Mierziak et al., 2014) e podem
transmitir amargor desagradavel (Danton et al., 2018; Roland et al., 2013) como relatado
para compostos derivados da chalcona naringenina (Danton et al., 2018; Mierziak et al.,
2014; Peterson et al., 2006; Roland et al., 2013). Entre os tecidos dos frutos testados por
Faraone et al. (2022), o extrato da casca de S. aethiopicum demonstrou a melhor atividade
antioxidante (Faraone et al., 2022), além disso S. aethiopicum demonstrou baixa
suscetibilidade a pragas e doengas (Han et al., 2021).

O jil6 contém quantidades substanciais de flavonoides (Chinedu et al., 2011;
Eletta et al., 2017). Faraone et al., 2022 relataram a ocorréncia de nove compostos
fenolicos (3 acidos hidroxicinamicos, 4 flavanonas e 3 flavanoéis), que foram identificados
a partir do extrato etanolico da sua casca utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo linear de diodos (em inglés, HPLC-DAD)
(Faraone et al., 2022). Observou-se um teor significativamente maior de fenélicos totais

na casca em comparagdao ao endocarpo (Faraone et al., 2022). Além disso, outros
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flavonoides e acidos fendlicos ja foram identificados em amostras de jil6, como rutina,
catequina, kaempferol, acidos clorogénico, siringico, sinapico, ferulico, p-cumarico,
elagico e salicilico (Faraone et al., 2022; Seal et al., 2016). A chalcona naringenina, como
pigmento amarelo das frutas, desempenha um papel importante nas mudancas de
coloragdo nos estagios de maturagdo da berinjela roxa (Solanum melongena) (X. Wang
et al., 2022), tomate (Lycopersicon esculentum) (Ballester et al., 2009; Campos et al.,
2022) e pimentdo (Capsicum baccatum L.) (Zhang et al., 2022).

O conteudo de carotenoides dos extratos de jilo (casca, polpa e fruto inteiro)
relatado por Faraone et al. (2022), apontou que eles estdo concentrados na casca e o mais
abundante ¢ o B-caroteno, seguido pelo a-caroteno, luteina e licopeno, porém, outros
estudos mostraram que a composic¢ao dos carotenoides pode variar entre variedades de S.
aethiopicum, bem como estagios de maturacao (Msogoya et al., 2014). Na maioria dos
vegetais, a composi¢ao e concentragdo de carotenoides determinam a intensidade e o tipo
de cor. Fatores como genoétipo, fase de maturagdo, cultivo e condi¢des climaticas, bem
como praticas pos-colheita e de processamento influenciam o contetido e os tipos de
carotenoides em frutas e outros vegetais. A composicao dos carotenoides em fontes ricas
em carotenoides ¢ uma caracteristica determinada pela espécie (KolaSinac et al., 2021;
Msogoya et al., 2014). O B-caroteno, além do a-caroteno e das xantofilas, é responséavel
pela cor amarelo-laranja, enquanto a cor dos frutos laranja pode ser atribuida a
criptoxantina e a zeaxantina (KolaSinac et al., 2021; Saini et al., 2015), no entanto , ndo
parece ser o caso do jilo. Os resultados obtidos, juntamente com dados da literatura
(Ballester et al., 2009; Mutalib et al., 2016), sugerem que o principal flavonoide
encontrado no jil6 ¢ a chalcona naringenina, que pode ser responsavel pela cor amarela
do fruto e, juntamente com P -caroteno, principal caroteno do jilo, determinam a cor

laranja escura da fruta (Faraone et al., 2022; Seal et al., 2016).

2.2.3 Analises Raman in situ do exocarpo da banana em diferentes estagios de

maturaciao

Os espectros Raman obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm a partir das
cascas de dois diferentes estagios de maturagao de banana ‘prata’ (Figura 2.2C) e ‘nanica’
(Figura 2.2D) sdo apresentados nas Figuras 2.6A, 2.6B e Apéndice A, respectivamente.
Nos estagios verdes e maduros podem ser observadas bandas em torno de 1740 v(C=0),

1672-1662 cm™ v(C=C), 1462 cm! §(CHa), 1300 5(CHa) 1270 §(=CH) e 1060 cm! v(C-
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C), que podem ser atribuidos aos modos vibracionais dos acidos graxos (Beattie et al.,
2004). Bandas em 1630 e 1600 v(C=C), 1350 v(C-0), 1325 §(COH) e 1270-1250 cm™
O(OH)/v(C-0O) foram atribuidas a modos vibracionais de compostos fenolicos (Machado
et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang et al., 2020). Bandas referentes a
carotenoides na faixa de 1527-1521 v(C=C), 1159 v(C-C) e 1006 cm™! p(C-CHj3), sdo
tipicas de modos vibracionais de polienos conjugados, como carotenos C9 (V. E. de
Oliveira et al., 2009; Koyama, Takatsuka, et al., 1988; Maia et al., 2021; Saito & Tasumi,
1983). A tentativa de atribuigdo para as principais bandas Raman observadas nos

ical, - Vi .
espectros das bananas 'prata’ e 'nanica', respectivamente, pode ser vista na Tabela 3

Figura 2.6- Espectros Raman médios dos dois estdgios de maturagdo da banana:

(A) ‘prata’- verde (E-VP) e madura (E-MP), e (B) ‘nanica’- verde (E-VN) e madura (E-

MN), obtidos com linha de excitagao em 1064 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 3- Tentativa de atribui¢ao das bandas Raman observadas nos espectros das

cascas de banana 'prata’ e 'nanica’, obtidos com linha de excitacdo em 1064 e 532 nm.

Bandas (cm™)
1064 nm 532 nm Tentativa de
‘Prata’ ‘Nanica’ ‘Prata’ ‘Nanica’ atribuigéo
E-VP | E-MP | E-VN | E-MN | E-VP | E-MP | E-VN | E-MN
1662f | 1668m | 1668m | 1672f v(C=C)*
1630m | 16370 1641f | 1635f 1632m V(C=C)par®
16001 | 1608m | 1602m | 1604m | 1612f | 1604m V(C=C)par®
1562f | 15710 1570f | 1570f V(C=C)a”
1556f 1547f V(C=C)car’
1521m | 15271 15231 15271 | 15251 | 15251 | 15251 | 15251 V(C=C)car®
1460m | 1462m 1458f 1462m 6(C-Hy)?
1448f 1440f | 1440m | 1442f | 1442f | p(C-H)aaviea®
1298m | 1300f | 1302f | 1296f 12961 p(C-H)
1180f | 1194f | 1192m | 1196f v(C-C)
1154m | 1159m | 1160m | 11591 | 11581 | 11581 | 11581 | 11581 V(C-O)ear®
1006f | 1014f | 1006f | 1006f | 1006f | 1006f | 1006f p(C-CH3)car®

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca, l-larga, o-ombro. flav: Flavonoides; car:
Carotenoides. Referéncias: a: (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevi¢ et al., 2023); b: (Aguilar-
Hernandez et al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007;
C.-H. Wang et al., 2020); c: (Koyama, Takatsuka, et al., 1988; Saito & Tasumi, 1983).

Os espectros dos dois estagios de maturacao das bananas 'prata' (E-VP, E-MP) e
'manica' (E-VN, E-MN) apresentaram perfis espectrais semelhantes. Durante o processo
de maturacdo foi observado um pequeno aumento nas intensidades das bandas de
carotenoides em relagdo aos acidos fenolicos apenas na variedade ‘prata’. No estagio de
maturacao verde, onde as bananas apresentavam coloracao verde, as principais bandas da
‘prata’ foram observadas em 1747, 1714, 1706, 1662, 1630, 1600, 1556, 1521, 1460,
1379, 1298 e 1154 cm™ e para 'nanica' em 1710, 1668, 1635, 1602, 1571, 1547, 1523,
1448, 1347, 1302, 1160, 1064 e 1014 cm™ (Figura 2.6A, Figura 2.6B e Apéndice A;
Tabela 3). No estagio maduro, com as bananas quase totalmente amareladas, as bandas
ocorreram em 1743, 1705; 1668, 1637, 1608, 1562, 1527, 1462, 1383, 1300, 1159 ¢ 1006
cm’! para 'prata’ e 1751, 1693, 1672, 1635, 1604, 1570, 1527, 1458, 1369, 1296, 1159 ¢
1006 cm™! para 'nanica’' (Figura 2.6A, Figura 2.6B e Apéndice A; Tabela 3). Comparando
o estagio de maturagao verde com o maduro da 'prata’, pode-se observar um aumento na

intensidade das bandas caracteristicas dos carotenoides em torno de 1527 e 1159 cm™,
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enquanto as bandas dos acidos fendlicos ndo apresentaram aumento perceptivel. Do
estdgio de maturacdo verde ao maduro da 'nanica’, ndo foram observadas diferengas
significativas na intensidade dos 4cidos fenolicos e das bandas de carotenoides.
Espectros Raman de outro conjunto de E-VP, E-MP (Figura 2.2E) ¢ E-VN, E-MN
(Figura 2.2F) na linha de excita¢ao de 532 nm também foram apresentados (Figura 2.7A,
Figura 2.7B; Tabela 3). A analise dos espectros Raman da 'prata’ mostrou um aumento na
intensidade das bandas atribuidas tanto aos fenolicos quanto aos carotenoides, a medida
que as bananas mudam dos estagios verdes para os maduros (Figura 2.7A). Ao mesmo
tempo, para ‘nanica’ foi observada uma intensificacdo de bandas atribuidas apenas aos

carotenoides (1525, 1158 e 1006 cm™) (Figura 2.7B; Tabela 3).

Figura 2.7- Espectros Raman médios dos dois estagios de maturagdo da banana: (A)
‘prata’- verde (E-VP) e madura (E-MP), e (B) ‘nanica’- verde (E-VN) e madura (E-

MN), obtidos com linha de excitagdo em 532 nm.
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2.2.4 Analises espectrais vibracionais e eletronicos de extratos etandlicos de

banana

Os espectros Raman dos extratos etanolicos das cascas verdes e maduras da 'prata’
(Et-VP, Et-MP) e 'nanica' (Et-VN, Et-MN) também apresentaram as principais bandas
vibracionais atribuidas a fenélicos e carotenoides. Para Et-VP foram observadas bandas
em 1618, 1529, 1456, 1155¢ 1008 cm™' e para Et-MP bandas em 1645, 1608, 1529, 1456,
1155 ¢ 1014 cm™ (Figura 2.8A; Tabela 4). Durante o processo de maturacdo, observou-
se diferengas nos espectros Raman e eletronico principalmente no teor de acidos
fenolicos, sugerindo alteragdes na composicao quimica desses compostos (Figura 2.8A e
Figura 2.9A). Uma banda Raman larga centrada em 1618 cm™ em Et-VP aparece como
um ombro no Et-MP, juntamente com bandas médias em 1608 cm™ e 1645 cm™. Do
estagio verde para o maduro, pode-se observar uma diminui¢do na intensidade das bandas
Raman atribuidas aos acidos fendlicos quando comparados aos carotenoides, mas
nenhum deslocamento Raman foi observado na banda centrada em 1529 cm’', tanto nos
estagios verdes quanto nos maduros (Figura 2.8A).

O espectro eletronico de Et-VP mostrou uma banda com Amax em 233, 265 nm e
ombros em 301 e 357 nm que podem ser atribuidas a acidos fendlicos e flavonoides
(Figura 2.9A) (Kowalski & Kowalska, 2005; Martin et al., 2017; Tsimogiannis et al.,
2007). Bandas fracas em 427, 470 e 660 nm podem ser atribuidas a carotenoides (427 ¢
470 nm) (Rodriguez, 2001) e clorofilas (427 e 660 nm) (Matti Linnanto, 2022). No
entanto, alteragdes no perfil espectral eletronico do estdgio verde para o maduro
indicaram diferengas na composicao quimica dos flavonoides/ acidos fenolicos € um
aumento no conteudo de carotenoides devido as bandas em 421, 442, 470 nm (Figura 2.9
A).

Por outro lado, uma comparagdo entre Et-VN e Et-MN mostrou grandes
diferencas espectrais nos espectros eletronicos, uma vez que os espectros Raman nao
mostraram qualquer mudanga na posicao das bandas. No fruto verde, as bandas principais
ocorrem em 1658, 1604, 1558, 1527, 1444, 1303, 1270, 1159, 1005 cm™, e no fruto
maduro em 1654, 1604, 1527, 1444, 1302, 1273,1159 e 1006 cm™' (Figura 2.8B, Tabela
4).

Os espectros eletronicos de Et-VN mostraram uma mistura complexa que pode
ser atribuida a acidos fenolicos e flavonoides devido as bandas com Amax em 282, 312,

332 nm e um ombro em torno de 380 nm. Bandas em 433 e 467 nm podem ser atribuidas
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a carotenoides (Figura 2.9B) (Rodriguez, 2001) e bandas em 665 nm a clorofilas (Matti
Linnanto, 2022). A medida que o fruto amadurece, sio observadas mudangas na maioria
das bandas, especialmente nas bandas de absor¢ao em 422, 442 e 470 nm, que sdo tipicas

da luteina. (Figura 2.9B).

Figura 2.8- Espectros Raman médios dos extratos etandlicos nos dois estagios de
maturacdo da banana: (A) ‘prata’- verde (E-VP) e madura (E-MP), e (B) ‘nanica’- verde
(E-VN) e madura (E-MN), obtidos com linha de excitagao em 1064 nm.
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Figura 2.9- Espectro eletronico dos extratos etandlicos dos dois estagios de

maturacdo da banana: (A) ‘prata’- verde (E-VP) e madura (E-MP), e (B) ‘nanica’- verde

(E-VN) e madura (E-MN)).
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Tabela 4- Tentativa de atribui¢ao das bandas Raman observadas nos extratos etandlicos

das cascas de bananas ‘prata’ e ‘nanica’, obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.

Bandas (cm™)
Prata Nanica Tent.atiYa~de
atribuicao
Et-VP | Et-MP | Et-VN | Et-MN
1658f | 1654f V(C=C)*
1645f V(C=C)ga®
1618i V(C=C)gia”
1608f | 1604f | 1604f | v(C=C)ga®
1529m | 1529m | 15271 | 15271 | W(C=C)ca®
1456m | 1456i 8(C-Hy)?
1444f | 1444f | p(C-H)fray/car™®
1155f | 1155f [ 1159m | 1159m | v(C-C)ea®
1008f | 1014f | 1005f | 1006f | p(C-CH3)ea®

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca. flav: Flavonoides; car: Carotenoides.
Referéncias: a: (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevic et al., 2023); b: (Aguilar-Hernandez et
al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang
et al., 2020); c: (Koyama, Takatsuka, et al., 1988; Saito & Tasumi, 1983).
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A casca da banana ¢ uma fonte abundante de fibra alimentar, proteinas, lipidios,
pectina, aminodcidos essenciais, acidos graxos poli-insaturados e micronutrientes, além
de outros compostos bioativos (Ibiyinka et al., 2021; Khawas & Deka, 2016; Naksing et
al., 2021). Independentemente do tipo de fruto (climatérico, que continua a amadurecer
ap6s ser colhido, ou ndo climatérico, para de amadurecer apos ser colhido), o
amadurecimento dos frutos acaba levando a transformagdes como amolecimento da
parede celular, acimulo de acgtcares e compostos fenodlicos, alteragdes de cor (acumulo
de antocianinas e carotenoides) e formagdo de aroma e compostos volateis. Durante o
amadurecimento pos-colheita da banana ocorre degradacao da clorofila e acimulo de
carotenoides na casca da fruta. A casca madura da banana ¢ mais rica em carotenoides
totais em comparagdo com outras partes da banana, independentemente do estidgio de
maturacao (Aquino et al., 2018). Os carotenoides contribuem para a cor da banana em
maior grau em comparagao com os flavonoides, o que ¢ atribuido as suas propriedades e
distribuicao nas células da casca (Fu et al., 2018).

A composicao fenolica da banana ¢ dependente de varios fatores, como regiao de
producao, método de cultivo (organico e nao organico), variedade (Sidhu & Zafar, 2018;
Vu et al., 2019), mas entre os principais flavonoides encontrados nas bananas estdo
quercetina, miricetina, kaempferol e cianidina (Kevers et al., 2007). Em um estudo onde
investigou-se os perfis fendlicos de nove cultivares de banana nas polpas e cascas,
constatou-se que os acidos hidroxicinamicos sao dominantes nas polpas e, nas cascas,
predominam os glicosideos flavonol, sendo a rutina a mais abundante (Passo Tsamo et
al., 2015). Vu et al. (2019) relataram que o teor de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante aumentaram durante a maturagdo dos frutos de banana, o que esta de acordo
com os resultados do presente estudo sobre a ocorréncia tanto do teor de fendlicos quanto
de carotenoides.

Os principais carotenoides relatados na casca da ‘prata’ e da ‘nanica’ sdo o a-
caroteno, -caroteno e a luteina como o mais abundante (Aquino et al., 2018), o que esta
de acordo com outras frutas que possuem casca amarela quando madura, como maracuja
e melao (dos Reis et al., 2018; Tuan et al., 2019). Foi relatado que a luteina constitui 58,6-
74,2% do contetido de carotenoides no tecido da casca de diferentes variedades de banana
(Fu et al., 2018). Porém, sabe-se que a concentragcdo desses metabolitos varia de acordo
com a cultura e o estdgio de maturacdo (Aquino et al., 2018; Fu et al., 2018; Sidhu &
Zafar, 2018; Vu et al., 2019). Vu et al. (2019) relataram uma diminui¢ao no teor de

clorofila em cerca de 90% e um aumento no teor de carotenoides e flavonoides em até
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50% e 27%, respectivamente, durante a maturagao da banana. A luteina foi o carotenoide
dominante na casca verde e madura de 15 cultivares brasileiras (incluindo ‘prata’ e
‘nanica’), e seu conteido ndo diferiu muito entre os dois estdgios na maioria das
cultivares. Além disso, foi observada uma pequena diminui¢do do a- e B-caroteno na
casca durante a maturagao dos frutos. O teor de a-caroteno variou notavelmente entre
cultivares, enquanto em ‘prata’ e ‘nanica’ foi observado maior teor de B-caroteno em
comparagdo com o-caroteno (Aquino et al., 2018).

Na espectroscopia Raman, a concentragao e a intensidade sdo lineares, no entanto,
¢ importante ressaltar que a intensidade absoluta para cada um dos constituintes de uma
matriz complexa, como um vegetal, ndo é tdo simples e depende também de uma
caracteristica intrinseca da molécula, a polarizabilidade. Nesse sentido, mesmo que a
concentracdo de carotenos em algumas amostras seja baixa, como o jilo6 e banana, a
intensidade do sinal Raman é muito alta, como estd bem estabelecido na literatura de
investigacdes Raman de carotenos (V. E. de Oliveira et al., 2009). Além disso, também
deve-se levar em consideracado a linha de excitagdo, pois a intensidade das bandas Raman
devido a ressonancia ou pré-ressonancia com as transi¢des eletronicas pode variar em
cada um dos constituintes, como flavonoides (entre 240 e 400 nm) e carotenoides (entre

270 e 550 nm).

2.3 CONCLUSOES

A espectroscopia Raman foi utilizada pela primeira vez para caracterizar os
processos de amadurecimento de amostras de jil6 e de duas variedades de banana, ‘prata’
e ‘nanica’. Os dados Raman indicaram que a coloracdo amarela em cada tipo de fruta tem
uma origem distinta, apesar de ambas as espécies serem ricas fontes das mesmas classes
de compostos, tais como acidos fendlicos, flavonoides e carotenoides. Diferengas na
composicao de carotenoides e acidos fendlicos/flavonoides entre as duas espécies foram
demonstradas por analises espectrais Raman e eletronica. Uma combinacao de
flavonoides e carotenoides pode ser responsavel pela coloragdo do jilo e da banana.
Baseado em dados Raman e na regido do ultravioleta-visivel, o pigmento laranja do jilo
maduro ¢ a chalcona naringenina associada ao B-caroteno, que foi previamente relatado
como o principal carotenoide na casca. Sabe-se que a cor amarela das bananas maduras ¢
devida ao carotenoide luteina e aqui, os espectros eletronicos dos extratos brutos de ambas

as variedades corroboram com a literatura.
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Os resultados ressaltam que a espectroscopia Raman in situ pode identificar e
rastrear os principais componentes presentes durante o processo de maturacdo de ambas
as espécies. A comparacao entre os estagios verdes e maduros de ambas as espécies indica
que o jil6 seja mais rico em acidos fenolicos/flavonoides do que a banana. Embora a
espectroscopia Raman tenha demonstrado bandas intensas de carotenoides na casca de
ambas as espécies, ela ndo pode ser correlacionada com a concentracdo. Porém, a
vantagem da técnica ¢ a detec¢do de pequenas quantidades dos carotenoides e flavonoides
bioativos em matrizes complexas, sob diferentes linhas de excitacdo e em estagios de
maturacao selecionados. As analises dos espectros eletronicos bem como dos dados
Raman dos extratos brutos ao longo do processo de maturacdo de ambas as espécies,
mostraram quao complexos sdo os perfis metabdlicos biossintetizados a partir de diversos
pools enzimaticos para produzir diferentes pigmentos, que conjuntamente sao
responsaveis pelas cores dos frutos.

Vale ressaltar que as cascas sdo subprodutos agroalimentares que tém sido
reconhecidas como uma fonte boa e barata de compostos fendlicos e carotenoides. A
identificacdo e caracterizagdo de moléculas bioativas presentes na casca fomentam as
pesquisas em andamento em todo o mundo no desenvolvimento de produtos de valor
agregado. Além disso, a valorizagdo de residuos/subprodutos pode impactar

positivamente os setores econdmico, social € ambiental.



61

3 CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA RAMAN DE PIMENTAS
E PIMENTOES

A pimenta € um ingrediente amplamente utilizado em varias cozinhas ao redor do
mundo devido aos seus sabores unicos, que podem ser picantes, doces ou azedos.
Também sdo tradicionalmente utilizadas como alimentos funcionais, que promovem
saude, devido ao seu alto teor de compostos bioativos, como carotenoides e polifendis
(Ghasemnezhad et al., 2011; G. P. Gomes et al., 2019; J. E. Oney-Montalvo et al., 2020).

As pimentas classificadas sob o género Capsicum, da familia Solanaceae, sdao
nativas de zonas tropicais e umidas das Américas Central e do Sul (Salgaco, 2019). O
Capsicum ¢ conhecido por suas cinco principais espécies domesticadas, C. annuum, C.
baccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens. Sua diversidade genética fornece
frutos com diferentes morfologias e perfis de metabolitos, como carotenoides, polifenois
e capsaicinoides, que aumentam o valor da pimenta do ponto de vista nutricional. Os
carotenoides das pimentas pertencentes ao género Capsicum compreendem,
principalmente, a capsantina e capsorubina (Figura 3.1), juntamente com B-caroteno, j3-
criptoxantina, luteina, zeaxantina, anteraxantina e violaxantina (Salgago, 2019). J4 os
flavonoides mais comuns sdo glicosideos de miricetina, quercetina, luteolina, kaempferol
e apigenina (Nascimento, 2012). A pungéncia ou ardéncia das pimentas desse género ¢
devido a presenca dos capsaicinodides, entres os quais se destaca a capsaicina (Figura 3.1),
que ¢ um alcaloide (Nascimento, 2012; Salgaco, 2019). Estudos ja evidenciaram o
potencial antidiabético, anti-inflamatdrio e cardioprotetor (Hernandez-Ortega et al., 2012;
Tundis et al., 2011, 2013; Voutilainen et al., 2006) das pimentas do género Capsicum.

Alguns dos tipos mais cultivados no Brasil sdo as pimentas “dedo-de-moga” (C.
baccatum), “malagueta” (C. frutescens) e “biquinho” (C. chinense) (Salgaco, 2019). A
pimenta BRS Moema (Capsicum chinense), conhecido como “biquinho”, tem destaque
no mercado nacional, e tem como principal caracteristica frutos aromaticos, crocantes,
sabor adocicado e ardéncia considerada fraca, além disso, quando madura possui
coloragdo avermelhada (Santos, 2018). Outra pimenta pertencente a espécie C. chinense,
¢ a habanero (Capsicum Chinense Jacq.), que diferentemente da pimenta “biquinho”,
pode apresentar frutos extremamente picantes, além de variabilidade de formatos,
tamanhos e coloragdo (Oboh et al., 2011). A pimenta malagueta (Capsicum frutescens),

possui frutos com coloragdo vermelha quando maduros, pouco aromaticos € com
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pungéncia que varia de média a alta, sendo muito utilizada em molhos, condimentos,
conservas e pastas (Reifschneider et al., 2015). O pimentdo (Capsicum annuum L.),
também pertencente a0 mesmo género, ocupa uma posicao de destaque entre os vegetais
comercializados no Brasil, com uma producao de 350.000 toneladas no ano de 2016
(Antoniali et al., 2012; Kist et al., 2019), sendo de cores amarela, laranja e vermelha
(Ghasemnezhad et al., 2011; Legner et al., 2021). A espécie C. annuum também € uma
das mais utilizadas como pimenteiras ornamentais, devido ao seu porte reduzido, frutos
de diferentes coloracdes, durabilidade, além de poderem ser consumidas in natura,
conserva, entre outros. Entre elas, tem-se a pimenta karneval (Capsicum annuum), que
também possui coloracdo amarela, laranja e vermelha (Régo et al., 2015).

Outra pimenta de destaque é a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), da familia das
Piperaceae, nativa da India, sendo este o principal produtor, juntamente com Brasil,
Indonésia, Malésia, Vietna e Sri Lanka (Dosoky et al., 2019; Salehi, Zakaria, et al., 2019).
A Piper nigrum ¢ conhecida por suas acdes farmacoldgicas, como antioxidante,
antitumoral, analgésico, anti-inflamatdrio, entre outros, além de ser umas das especiarias
mais utilizadas (Dosoky et al., 2019; R. Fan et al., 2020; Meghwal, Murlidhar; Goswami,
2012; Salehi, Zakaria, et al., 2019). A pimenta-do-reino ¢ encontrada em diferentes cores,
mas as mais conhecidas sdo a pimenta branca e preta. A pimenta preta ¢ produzida a partir
do fruto imaturo, secando-o até formar uma casca enrugada, ou seja, a pimenta preta € a
polpa e semente do fruto. J4 a pimenta branca ¢ processada a partir do fruto maduro, que
sao submersos em agua durante alguns dias, resultando no amolecimento da polpa do
fruto, levando a sua decomposicao. A pele € entdo removida e as sementes sdo secas (Y.
Li et al., 2020; Salehi, Zakaria, et al., 2019). Entre os compostos bioativos encontrados
em sua composicao, podemos citas os flavonoides catequina, quercetina, miricetina, € 0s
carotenoides, luteina e B-caroteno (Ashokkumar et al., 2020, 2021), além da piperina
(Figura 3.1), que ¢ o principal alcaloide encontrado na pimenta-do-reino e que contribui

para o seu aroma caracteristico e sabor picante (Milenkovi¢ & Stanojevic, 2021).
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Figura 3.1- Estruturas quimicas dos carotenoides (capsantina e capsorubina) e

alcaloides (capsaicina e piperina) presentes em pimentas.

HO Capsaicina

Piperina

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

o/

A pimenta rosa, também chamada de pimenta brasileira, ¢ o fruto de uma arvore
conhecida popularmente como aroeira-vermelha ou aroeira-da-praia (Schinus
terebinthifolius Raddi), da familia Anacardiaceae, a mesma da manga e¢ do caju. A
Schinus terebinthifolius R., originaria da América do Sul, nativa do Brasil, Paraguai,
Uruguai e leste da Argentina (Lorenzi, 1998; Picolotto et al., 2020), é conhecida como
uma planta medicinal. Cascas secas do caule, folhas, frutos e raizes sao utilizados em
remédios na medicina popular (Brasil, 2014; Macedo, 2018). Diversos estudos ja
descreveram atividades farmacoldgicas como, atividade antimicrobiana contra diferentes
cepas de microrganismos, anti-inflamatoria e atividade antioxidante, possivelmente
ligada aos constituintes quimicos dessa espécie, como compostos fenolicos e carotenoides
(Degéspari et al., 2005; dos Santos da Rocha et al., 2019; dos Santos Junior et al., 2010;
Heringer, 2009). Além disso, os frutos da pimenta rosa estdo listados na Relagao Nacional
de Plantas Medicinais de interesse ao Sistema Unico de Satude (ReniSUS, n° 60), pois é
uma das espécies de vegetais com potencial de gerar produtos de interesse ao Sistema
Unico de Satde (SUS) (Pinto et al., 2023). Entre seus constituintes, podemos citar, os

flavonoides quercetina, miricetina, catequina, naringenina, os acidos fendlicos, acido
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cafeico, acido siringico, acido p-cumarico, acido elagico, acido gélico, carotenoides,
como B-caroteno, e a capsaicina (L. J. Gomes et al., 2013; Macedo, 2018).

Embora a espectroscopia Raman seja muito utilizada para caracterizacdo de
diferentes metabolitos presentes nos mais diversos tipos de organismos, estudos com
pimentas s3o escassos. Baranski e colaboradores (2005) mostraram a composi¢do de
carotenoides em pimentdes vermelhos (C. annuum L.) presentes em trés estagios de
maturacao (Baranski et al., 2005). Zamora-Peredo e colaboradores (2018) analisaram
pericarpo imaturo € maduro de algumas variedades de pimentas habanero (C. Chinense
Jacq.) (Zamora-Peredo et al., 2018).

Assim, neste capitulo a espectroscopia Raman foi utilizada para identificar os
principais constituintes, como carotenoides, flavonoides e alcaloides, presentes em
diferentes estagios de maturagdo, de trés familias de pimentas: a rosa (Anacardiaceae),
pimentas e pimentdes do género Capsicum (Solanaceae) e pimenta-do-reino branca e
preta (Piperaceae). Além disso, calculos de frequéncia vibracional dos principais
constituintes foram realizados utilizando o método da Teoria do Funcional de Densidade
(DFT), com o intuito de propor as atribuigdes vibracionais das bandas Raman

experimentais observadas durante o amadurecimento das diferentes amostras analisadas.

3.1 MATERIAIS E METODOS

Todas as amostras utilizadas neste trabalho foram adquiridas no mercado local, na

cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais (MG), Brasil.

3.1.1 Preparo das amostras e desenho experimental

As pimentas frescas da familia Solanaceae, adquiridas em janeiro de 2024, foram
selecionadas em dois estdgios de maturagdo, por inspecdo visual do grau de maturacao,
para analise dos compostos produzidos em cada estagio de maturagao, sendo E1 a mais
verde e E2 a mais madura. Além disso, a pimenta “biquinho” madura também foi
analisada apds processamento, em conserva, em outubro de 2023. Os exocarpos das
pimentas malagueta (E1-MIl e E2-MI), habanero (E1-Hb e E2-Hb), “biquinho” (E1-Bq,
E2-Bq e E2-BgP) e karneval vermelha (E1-KrV e E2-KrV), laranja (E1-KrL e E2-KrL)
e amarela (E1-KrA e E2-KrA), foram analisados em duplicata e com linha de excitagdo

em 1064 nm (Figura 3.2; Apéndice B).
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Os pimentdes, provenientes de cultivo convencional (Figura 3.2G; Apéndice B) e
organico (Figura 3.2H; Apéndice B), foram adquiridos em marco de 2023. Os pimentdes
vermelhos e amarelos foram selecionados em dois estagios de maturacdo, através da
inspecao visual do grau de maturagdo, sendo o estigio E1 o menos maduro, com
coloragdo menos intensa € com mais pontos com coloracao verde, e o estagio E2 o mais
maduro, com coloragdo mais intensa € menos pontos verdes. Os exocarpos de pimentao
verdes, vermelho (E1-Ver, OE1-Ver, E2-Ver e OE2-Ver) e amarelos (E1-Am, OE1-Am,

E2-Am e OE2-Am) foram analisados com a linha de excitagao em 1064 nm.

Figura 3.2- Pimentas em dois estagios de maturacdo (A) malagueta, (B)
habanero, (C) “biquinho”, karneval (D) vermelha, (E) laranja, (F) amarela e pimentdes

(G) convencional e (H) organico, analisados com linha de excitacdo em 1064 nm.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

As amostras frescas de pimenta rosa, adquiridas em abril de 2024, também foram
selecionadas em dois estagios de maturacdo, sendo E1 a mais verde e E2 a mais madura.
A pimenta rosa no estagio E2 também foi analisada apds processamento (frutos secos),
em outubro de 2023. As analises foram feitas nos exocarpos do fruto (E1-Rs, E2-Rs e
E2-RsP) e nas sementes (E1-SRs, E2-SRs e E2-SRsP), em duplicata e com linha de
excitacdo em 1064 nm (Figura 3.3- Apéndice B).
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Por fim, as analises da pimenta-do-reino processadas, preta (PRB) (Figura 3.3B;
Apéndice B) e branca (PRB) (Figura 3.3C; Apéndice B), adquiridas em outubro de 2023,

foram realizadas nas sementes, com a linha de excitagao em 1064 nm.

Figura 3.3- Pimentas (A) Rosa em dois estagios de maturagdo, (B) preta e (C)

branca, analisadas com linha de excitagdo em 1064 nm.

o ®
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

3.1.2 Extrac¢ao da pimenta rosa

Os frutos inteiros de pimenta rosa processada, cascas e sementes, foram
submetidas a extragdo com etanol e acetona. A extragao com etanol teve como finalidade
a obtencao de um extrato com os dois pigmentos, carotenoides e flavonoides (Miamoto
et al., 2020), enquanto com acetona, a obtengdo de um extrato enriquecido apenas em
carotenoides (L. J. Gomes et al.,, 2013; Rodriguez, 2001). As amostras foram
higienizadas, em seguida, os frutos inteiros (aproximadamente 100g) foram umedecidos
com 100 ml de etanol/ acetona a 25°C e triturados com auxilio de um triturador por cerca
de 10 minutos. Este processo foi repetido mais duas vezes (L. J. Gomes et al., 2013;
Miamoto et al., 2020). A solugdo foi filtrada e o solvente foi removido sob pressao

reduzida. Os extratos foram analisados com linha de excitacdo a 1064 nm.

3.1.3 Metodologia teodrica

Com o objetivo de atribuir as principais bandas Raman dos espectros teoricos de

alguns dos constituintes presentes nas pimentas analisadas, célculos de frequéncia
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vibracional foram realizados. Os espectros vibracionais tedricos foram obtidos utilizando
o software Gaussian09, revisao D.01 e A.02. (Frisch, M. J., 2009). A otimizagao dos
pontos estaciondrios nas superficies de energia potencial e os calculos de frequéncia
vibracional foram realizados utilizando o método da Teoria do Funcional de Densidade
(DFT), com o funcional hibrido PBEPBE e funcao de base 6-311G(2d, p) (McLean &
Chandler, 1980; Perdew et al., 1996). Na Figura 3.4 pode-se observar as estruturas
otimizadas dos compostos fenolicos (quercetina, acido clorogénico e pelargonidina),
alcaloides (capsaicina e piperina), carotenoide (capsantina) e acido graxo (acido

linoleico).

Figura 3.4- Estruturas quimicas otimizadas dos compostos fenolicos (quercetina,
acido clorogénico e pelargonidina), alcaloides (capsaicina e piperina), carotenoide

(capsantina) e acido graxo (acido linoleico).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Apbs os célculos das frequéncias vibracionais (Vv;), suas atividades Raman (4;)
foram usadas para calcular a intensidade de cada ponto normal de vibragdo (I;), através

da equacao 13 (Collier et al., 1999; R. de Oliveira & Sant’Ana, 2023):
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4
—hcv; (13)

onde a = 10712, ¥,¢ o numero de onda/ frequéncia do laser (em cm™), h é a
constante de Planck, ¢ ¢ a velocidade da luz no vécuo, kg ¢ a constante de Boltzmann e
T ¢ a temperatura termodinamica. A largura a meia altura das bandas Raman nos espectros
tedricos foi ajustada para 10 cm™'. Por fim, com as intensidades calculadas, foi possivel
obter os espectros teoricos das bandas Raman pelo programa Origin (OriginLab
Corporation, n.d.). As atribui¢des vibracionais foram realizadas utilizando o software
VEDA 4 (Vibrational Energy Distribution Analysis 4) (Jamréz, 2013), e quando
necessario, com observacao dos modos normais de vibrag¢ao no sofiware GaussView 05.
As atribuigdes do software VEDA 4 sdo divididas em estiramento (v), deformag¢do no
plano (8) e deformacao fora do plano (t). Por fim, foi realizada uma comparagdo com os

dados experimentais obtidos.

3.1.4 Analises espectroscopicas

Nesta secdo serdo apresentados os parametros instrumentais utilizados nas

analises de espectroscopia Raman e na regido ultravioleta/ visivel.

3.1.4.1 Espectroscopia Raman

As analises realizadas diretamente no exocarpo (in situ) das amostras de pimentas,
pimentdes e extratos brutos de pimenta rosa, foram registradas em instrumento FT-Raman
Bruker RFS 100, com laser Nd:YAG operando a 1064 nm, com resolugdo espectral de 4
cm!, com niimero de onda que varia de 4000 a 50 cm™! e poténcia de laser que variou
entre 150 e 400 mw. O nimero de varreduras variou entre 256, 512 e 1024 varreduras.
Todos os espectros in situ foram obtidos em duplicada e em trés pontos (Figura 3.5), para
confirmar a integridade da amostra com base na posicdo e intensidade das bandas

observadas.
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Figura 3.5- Exemplo da posi¢ao dos pontos analisados in sifu na pimenta

karneval amarela (Solanaceae).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os espectros Raman foram processados pelo pacote de software Bruker Opus
versdo 6.0, e a correcdo da linha de base Raman e o ajuste da curva foram realizados

usando o programa Origin (OriginLab Corporation, n.d.).

3.1.4.2 Espectroscopia UV/Visivel (UV/Vis)

Os extratos obtidos da pimenta rosa foram analisados em espectrometro Ocean
Optics, entre 200 e 1100 nm. As amostras foram diluidas em etanol/ acetona e adicionadas
a uma cubeta de quartzo com caminho optico de 10 mm para obtengao dos espectros
eletronicos. Os espectros foram processados pelo pacote de software Ocean View, € o

ajuste da curva foi realizado usando o software Origin 2018.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos das analises das
amostras de pimentas agrupadas por familias, tais como Solanaceae (malagueta,
habanero, biquinho e karneval), Anacardiaceae (pimenta rosa) e Piperaceae (pimenta-do-

reino branca e preta).

3.2.1 Analise Raman in situ das pimentas e pimentdes da familia Solanaceae

A anélise dos espectros Raman in situ de dois estagios de maturagao das amostras
de pimentas da familia Solanaceae, obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm,

demonstrou bandas principais caracteristicas de diferentes classes de compostos, como
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os fenolicos, carotenoides, dcidos graxos e também alcaloides, como a capsaicina (Figura
3.6 a3.9; Apéndice B; Tabela 5). No geral, as bandas atribuidas aos 4cidos graxos podem
ser observadas em torno de 1656 v(C=C), 1440-1460 6(CH>), 1303 8(CH>), 1265 6(=CH),
e 1090cm™ v(C-C) (Tabela 5) (Beattie et al., 2004; Popovié-Djordjevié¢ et al., 2023;
Windarsih et al., 2023). Além disso, bandas em torno de 1660 e 1610 cm™' também podem
ser atribuidas ao estiramento do anel v(C=C) da capsaicina (Tian et al., 2018). Bandas
dos compostos fendlicos sdo observadas em torno de 1630-1554 cm™ v(C=C), 1380-1340
cm™! v(C-0), 1360-1300 cm™ a §(COH) e 1270-1250 cm™ a §(OH)/v(C-O) (Tabela 5)
(Aguilar-Hernandez et al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013;
Teslova et al., 2007; C.-H. Wang et al., 2020). Por fim, as bandas caracteristicas dos
carotenoides estdo na faixa de 1527-1516 cm™ atribuida a v(C=C), 1163-1155 cm™ a v(C-
C) e 1008 cm™ atribuida a p(C-CH3) (Tabela 6) (V. E. de Oliveira et al., 2009; Koyama,
Kanaji, et al., 1988; Maia et al., 2021; Saito & Tasumi, 1983).

Na Figura 3.6 (Apéndice B; Tabela 5) observam-se os espectros Raman in situ dos
dois estagios de maturacdo da pimenta malagueta (C. frutescens) (E1-MI e E2-Ml).
Comparando os dois estagios, ¢ possivel notar diferencas no perfil espectral. No estagio
E1-Ml, as bandas atribuidas aos fendlicos/flavonoides (1631 e 1606 cm™) e de 4cidos
graxos (1658,1458-1442 e 1269 cm™) sdo mais intensas que no estagio E2-MI. Além
disso, observa-se um deslocamento da banda de estiramento v(C=C), caracteristicas dos
carotenoides, para menores numeros de onda, de 1527 cm™! (E1-Ml) para 1517 cm™ (E2-
Ml), sugerindo uma variagdo estrutural dessa classe de substancias durante o

amadurecimento (Campos et al., 2022).
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Figura 3.6- Espectros Raman dos dois estagios de maturagdao da pimenta

malagueta (E1-MI e E2-M1), obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os espectros in situ dos dois estdgios de maturagdo da pimenta habanero (C.
chinense Jacq.) podem ser observados na Figura 3.7 (Apéndice B; Tabela 5). Assim como
na pimenta malagueta, nota-se diferengas entre os estagios de maturacao, onde as bandas
referentes aos fenolicos/flavonoides (1635 e 1610 cm™) e 4cidos graxos (1662,1458 e
1269 cm™) sdo mais intensas no estagio E1-Hb. Estudos que avaliaram a composi¢do de
acidos graxos em variedades de pimentas do género Capsicum, incluindo a habanero,
utilizando Cromatografia Gasosa (CG) com Detector por Ionizacao de Chama (em inglés,
GC-FID), constataram-se que o acido graxo majoritario foi o linoleico (Silva, 2017; Sora
et al., 2015). Além das bandas em 1662,1458 e 1269 cm’, caracteristicas dos acidos
graxos, também observa-se uma banda mais intensa em torno de 1086 cm™ em E1-Hb,
que em conjunto com as demais, ¢ caracteristica do acido linoleico (Martini et al., 2017)
(Apéndice B). Com relacdo as bandas dos carotenoides, além do deslocamento da banda
de estiramento v(C=C) para menores de niimero de onda (1525 para 1517 cm™), também
se observa um aumento da intensidade das bandas caracteristicas desta classe de

substancias (1517 cm™ v(C=C), 1157 cm™ a v(C-C) e 1008 cm™! p(C-CH3)), sugerindo o
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aumento dos carotenoides totais com o amadurecimento (Campos et al., 2022; Gémez-

Garcia & Ochoa-Alejo, 2013; Zhuang et al., 2012).

Figura 3.7- Espectros Raman dos dois estagios de maturacao da pimenta

habanero (E1-Hb e E2-Hb), obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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A pimenta biquinho, outra variedade da espécie C. chinense, foi analisada em dois
estagios de maturagao (E1-Bq e E2-Bq) e também processada como conserva (E2-BqP),
devido ao seu consumo ser bastante apreciado desta maneira (Santos, 2018). Os espectros
das analises in situ podem ser observados na Figura 3.8 (Apéndice B; Tabela 5). O estagio
E1-Bq apresentou perfil espectral distinto dos demais, pode-se observar as bandas
caracteristicas dos carotenoides com menor intensidade (1527, 1160 ¢ 1007 cm™") quando
se comparada as bandas dos fenélicos, como as em torno de 1631 e 1604 cm™, e em 1656
e 1458 cm! de 4acidos graxos. O estagio E2-Bq apresentou bandas predominantes dos
carotenoides (1516, 1159 e 1008 cm™), além de um deslocamento da banda em 1516 cm’
'v(C=C) para menor nimero de onda quando se comparada ao estagio verde (E1-Bq). O
perfil espectral da pimenta biquinho processada como conserva (E2-BqP) ¢ semelhante
ao estagio E2-Bq, no entanto, as bandas atribuidas ao fenolicos em 1631, 1604, 1442 cm”
e dos 4cidos graxos em 1656, 1308 e 1192 cm™! sdo um pouco mais intensas. Em um

estudo onde se avaliaram-se, por espectroscopia eletronica, compostos fenolicos e
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carotenoides em pimentas do género Capsicum spp. ap0Os tratamentos térmicos, verificou-
se que a pimenta biquinho cozida possuia mais compostos fenolicos totais quando se
comparado in natura, no entanto, o inverso foi observado para os carotenoides totais

(Salgaco, 2019).

Figura 3.8- Espectros Raman dos dois estagios de maturagao da pimenta biquinho (E1-

Bq, E2-Bq e E2-BgP), obtidos com linha de excitacdo em 1064 nm.
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A anélise das pimentas karneval (C. annuum) foi realizada em trés diferentes
coloragoes, vermelha, laranja e amarela, e em dois estdgios de maturagdo. Os espectros
podem ser observados na Figura 3.9 (Apéndice B; Tabela 5). Assim como nas demais
pimentas analisadas, pode-se observar que nos estagios verdes das variedades vermelha
e laranja (E1-KrV, E1-KrL), as bandas caracteristicas dos fendlicos/ flavonoides, em
torno de 1633 e 1608 cm™ sio mais intensas do que as dos carotenoides. Com o
amadurecimento, percebe-se que o perfil espectral da variedade vermelha (E2-KrV) € o
que mais se modifica, com bandas predominantes dos carotenoides, além do
deslocamento da banda de estiramento v(C=C) para menor de numero de onda, de 1525
cm’! para 1518 cm™'. Para a variedade laranja, observa-se um aumento da intensidade das

bandas caracteristicas dos carotenoides e um deslocamento de 1527 cm™ para 1519 cm™.
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No entanto, para a variedade amarela, o inverso ¢ observado, no estagio E2-KrA, tem-se
a diminui¢do da intensidade das bandas atribuidas aos carotenoides (1527 cm™ v(C=C),

1157 cm™ a v(C-C) e 1008 cm™! p(C-CH3)).

Figura 3.9- Espectros Raman dos dois estagios de maturagao da pimenta
Karneval vermelha (E1-KrV e E2-KrV), laranja (E1-KrL e E2-KrL) e amarela (E1-KrA
e E2-KrA), obtidos com linha de excitacdo em 1064 nm.
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Durante o amadurecimento, assim como a maioria dos vegetais, os frutos das
pimentas do género Capsicum sofrem diversas modificagdes morfologicas, fisioldgicas e
metabolicas, em especial, no contetdo e composicdo dos pigmentos. Os tipos e
concentracdes dos carotenoides nos frutos durante o amadurecimento sao determinados
por dois processos metabolicos, a transformacao dos pigmentos ja existentes e a
biossintese de novos carotenoides, podendo aumentar de 2 a 60 vezes nos frutos maduros
quando se comparado aos imaturos (Goémez-Garcia & Ochoa-Alejo, 2013; Zhuang et al.,
2012). Geralmente a luteina ¢ mais abundante nos estagios verde, enquanto o -caroteno
tem sua concentragdo constante durante o amadurecimento. As cores amarelas e

alaranjadas normalmente sdo atribuidas ao acumulo dos carotenoides a- e B-caroteno,
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zeaxantina e -criptoxantina, enquanto a capsantina e capsorubina sdo responsaveis pelas
cores vermelhas (Goémez-Garcia & Ochoa-Alejo, 2013).

O perfil e conteudo de polifendis em pimentas esta principalmente relacionado
com o gendtipo da planta, mas o grau de maturidade também desempenha um papel
importante. A quercetina, catequina, luteolina e acido clorogénico, parecem contribuir
mais para o conteudo total de fenolicos tanto nos estdgios imaturos, quanto nos maduros

(Nascimento, 2012; J. Oney-Montalvo et al., 2020; Ribes-Moya et al., 2020).
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Tabela 5- Tentativa de atribui¢do das bandas Raman observadas nos estagios de maturagdo dos diferentes tipos de pimentas da familia

Solanaceae, obtidas com linha de excitagdo em 1064 nm.

Bandas (cm™)

Tentativa de

E1-MI1 | E2-MI | E1-Hb | E2-Hb | E1-Bq | E2-Bq | E2-BqP | E1-KrA | E2-KrA | E1-KrL | E2-KrL | E1-KrV | E2-KrA | atribui¢do
1658f | 1658f | 16620 | 1661f | 1656f 1656f | 16580 1656f 1656f | 1656f v(C=C)*¢
1631f 1635i | 1631f | 163Im 1631f 1633f | 16270 1635f | 1627f 1637f 1629f | w(C=C)nn®
1606m | 1604f | 1610i | 1604f | 1604i | 1604f | 1604f | 1606m | 1606i 1608i | 1606m | 1608i 1604f | v(C=C)aa®
1527i | 1517i | 1525¢€ | 1517i | 1527f | 1516 | 1521i | 1527m | 1529 1527i 1519i 1525i 15181 | W(C=C)ea®
14580 1458i | 1461f | 14580 14590 1458m 8(C-Ha)®*
1442m | 1446f | 14400 | 1444f | 1442i | 1448f | 1442m | 1444m | 1442i | 1446m | 1440m | 1446m | 1446f H)E((/:b
1386f 1380f | 1390f | 1375f 1381f 1381f 1381 1392f | V(C-O)a®
1305f | 1303f | 1303f | 1304f | 1304f | 1300f | 1305f 1305f 1307f 1303f | 1304f 1298f 8(C-H)
1269f | 1265f | 1269m | 1265f | 1273f | 1265f | 1272f 1265 | 1267f | 1263f 1255¢ 1265f S(=CH)*;
1187f | 1190f 1187f 1190f | 1192f 1196f 1186f | 1192f 1186f 1189f v(C-C)?
1159i | 1157i | 1155¢ | 1157i | 1163f | 1157i | 1157 1157f | 1159m | 1157i 1157i 1157i 1157i V(C-C)ear®
1087f 1086i | 1081f | 1088i 1087i 1086i 1089f 1088i 1093f 1087f v(C-C)?
1007f | 1008f | 1022f | 1008f | 1007f | 1008f | 1008f 1005f 1007f | 1007f | 1008f 1005f 1008f | p(C-CH3)ea®

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca, o-ombro. flav: Flavonoides; car: Carotenoides. Referéncias: a: (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevic et al., 2023); b:
(Aguilar-Hernandez et al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang et al., 2020); ¢: (Koyama, Takatsuka, et al., 1988;

Saito & Tasumi, 1983); d: (Tian et al., 2018).
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O intuito de se analisar pimentdes de diferentes cultivos (convencional e
organico), ¢ verificar possiveis diferencas espectrais, visto que produgdes organicas sao
caracterizadas por um maior teor de compostos biologicamente ativos, além de ndo
conterem residuos de pesticidas (Hallmann & Rembial kowska, 2012).

As andlises Raman in situ realizadas com linha de excitagdo em 1064 nm, a partir
dos exocarpos de pimentdo convencional (Figura 3.2G) e organico (Figura 3.2H), em
diferentes estagios de maturagdo, podem ser observadas nas Figuras 3.10A e 3.10B,
respectivamente. Em ambos os cultivos e estdgios, tem-se bandas atribuidas aos
polifenois na faixa de 1632-1578 cm™ v(C=C), 1370-1340 cm™! a v(C-0), 1360-1300 cm™
1'a 8(COH) e 1270-1250 cm™ a §(OH)/v(C-0) (Aguilar-Hernandez et al., 2017; Gonzélez
Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang et al., 2020),
e aos carotenoides nas faixas 1528-1518 cm™! atribuida a v(C=C), 1159-1157 cm™ a v(C-
C) e 1007-1003 cm! atribuida a p(C-CH3) (V. E. de Oliveira et al., 2009; Koyama, Kanaji,
et al., 1988; Maia et al., 2021; Saito & Tasumi, 1983). A tentativa de atribuicdo das
principais bandas estd na Tabela 6.

Comparando-se o perfil espectral dos dois tipos de cultivo, para os mesmos
estagios de maturagdo, verde (verde e O-verde), vermelho (E1-Ver, OE1-Ver e E2-Ver,
OE2-Ver) e amarelo (E1-Am, OE1-Am e E2-Am, OE2-Am), percebe-se que ndo ha
muitas variagdes (Figura 3.10A; Figura 3.10B; Tabela 6). Andlise do contetdo de
flavonoides de 14 variedades de pimentas organicas e nao organicas, utilizando-se CLAE,
em dois estagios de maturagdo (verdes e maduras), verificou-se que a contribuicdo do
gendtipo e do estdgio de maturagdo foram mais significantes, enquanto o sistema de
cultivo teve menor influéncia no contetido dessa classe de substancias (Ribes-Moya et al.,
2020).

Analisando os espectros Raman dos pimentdes em diferentes estagios de
maturagdo, nos dois tipos de cultivo, observa-se alteracdo do perfil espectral (Figura
3.10A; Figura 3.10B; Tabela 6). Nos pimentdes verdes, tem-se uma maior intensidade
das bandas atribuidas aos fenolicos quando comparado com as bandas dos carotenoides.
Nos pimentdes vermelhos, percebe-se que a medida que o pimentao amadurece (E1 para
E2), as bandas dos carotenoides se intensificam, enquanto nos amarelos, parece nao
ocorrer mudangas significativas com o amadurecimento (E1 para E2). Além disso, nos
pimentdes verdes e amarelos, a banda de estiramento v(C=C) atribuida aos carotenoides
estd na faixa entre 1528-1526 cm™!, enquanto nos pimentdes vermelhos esta banda ocorre

na faixa de 1520-1518 cm™! (Baranski et al., 2005; Campos et al., 2022; Maia et al., 2021).
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Em um estudo, realizado por Baranski et al. (2005), com pimentdes verdes e vermelhos,

a banda Raman em 1526 c¢cm’!

¢ atribuida a luteina presente em pimentdes verdes,
enquanto em 1518 cm™ a capsantina nos pimentdes vermelhos, que é biossintetizada a

medida que o fruto amadurece (Baranski et al., 2005).

Figura 3.10- Espectros Raman dos pimentdes em diferentes estagios de

maturagdo de cultivo (A) convencional e (B) orgéanico, obtidos com linha de excitagdo

em 1064 nm.
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Tabela 6- Tentativa de atribui¢ao das bandas Raman observadas nos pimentdes

em diferentes estagios de maturacdo de cultivo convencional e organico, obtidos com

linha de excitacao em 1064 nm.

Bandas (cm™) Tentativa
Verde El- E2- El- E2- O- OE1l- | OE2- | OEl- | OE2- de
Ver Ver | Am | Am | Verde | Ver Ver | Am | Am | atribuicio
1632m | 1632f | 1632f | 1632f | 1630f | 1632m | 1632f | 1630f | 1630f | 1630f V(C=C)ﬂavb
1607i | 1605f | 1605f | 1605f | 1605f | 1607i | 1607m | 1605f | 1605f | 1605 | v(C=C)siav®
15850 | 15850 | 1582f 15850 | 15850 | 1578f V(C=C)ﬂavb
1526m | 15201 | 1518i | 1528i | 15281 | 1526f | 1522i | 15181 | 1528i | 15281 | V(C=C)car’
1441m | 1441m | 1443f | 1443f | 1441f | 1441m | 1441m | 1443f | 1443f | 1441f H)s((/j- be
1304f | 1306f | 1304f | 1304f | 1302f | 1306f | 1306f | 1304f | 1304f | 1304f | o(C-H)?
1159m | 1158 | 1158i | 11581 | 11581 | 1157f | 11581 | 11581 | 11581 | 11581 | V(C-C)ear®
1003f | 1007f | 1007f | 1007f | 1007f | 1003f | 1007f | 1007f | 1007f | 1007f CI[?I(S- c

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca, o-ombro. flav: Flavonoides; car: Carotenoides.
Referéncias: a: (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevic¢ et al., 2023); b: (Aguilar-Hernandez et
al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang
et al., 2020); c: (Koyama, Takatsuka, et al., 1988; Saito & Tasumi, 1983).

Os espectros Raman calculados de alguns compostos presentes nas pimentas da
familia Solanaceae (quercetina, acido clorogénico, dacido linoleico, capsaicina e
capsatina), estdo apresentados na Figura 3.11A, além disso, foi realizado a soma dos
espectros tedricos com o intuito de simular os espectros in situ das pimentas. Em
“Solanaceae 17, a soma foi realizada multiplicando-se a intensidade Raman do espectro
teorico do carotenoide capsantina por 0,1, do 4cido linoleico por 20, e os demais
(quercetina, acido clorogénico e capsaicina) por 10, na tentativa de simular o espectro in
situ de uma pimenta no estagio de maturacao verde. Em “Solanaceae 2” foi realizada
simplesmente a soma da intensidade Raman de todos os espectros tedricos, com o
objetivo de simular o espectro in situ de uma pimenta no estagio de maturacao maduro.
A tentativa de atribui¢do dos espectros calculados pode ser observada na Tabela 7 e as
bandas Raman experimentais da pimenta malagueta em dois estdgios de maturagdo
(Figura 3.6 e Figura 3.11B), E1-MIl e E2-MI, também foram atribuidas a partir dos
espectros calculados, como forma de comparagdao. As atribuicdes realizadas pelo
programa VEDA (Jamréz, 2013) sdo divididas em estiramento (v), deformagao no plano

(0) e deformacao fora do plano (7).
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Comparando-se a soma dos espectros calculados “Solanaceae 1” (Figura 311A;
Tabela 7) com o espectro experimental das pimentas da familia Solananeae no estagio de
maturagdo verde, em especial o da pimenta malagueta E1-MI (Figura 3.6 e Figura 3.11B),
percebe-se que o perfil espectral ¢ semelhante, com bandas atribuidas a diferentes
compostos. Para isso, foi necessario diminuir significantemente a contribui¢dao da
intensidade Raman do espectro do carotenoide capsantina. Entretanto, em “Solanaceae
2” (Figura 3.11A; Tabela 7), onde cada intensidade Raman foi simplesmente somada,
percebe-se que o perfil espectral se assemelha ao de uma pimenta da familia Solanaceae
no estagio maduro, como a pimenta malagueta E2-MI (Figura 3.6 e Figura 3.11B). Tal
observagdo demonstra como os carotenoides sdo altamente polarizaveis e
consequentemente, bons espalhadores de luz, e sugere que durante o amadurecimento dos
frutos ocorre o aumento significativo de tais metabolitos. Além disso, como sé temos a
contribuicao do espectro tedrico de um carotenoide, ou seja, ndo existe uma variagdo
estrutural de tais moléculas como se tem em uma amostra vegetal, ndo é observado o
deslocamento da banda de vC=C (1483 cm™"), como ocorre de E1-MI para E2-M1 (1527-
1517 em™) (Campos et al., 2022; Gémez-Garcia & Ochoa-Alejo, 2013; Maia, L. F.;
Oliveira, V. E. de; Oliveira, 2017; Zhuang et al., 2012).

Figura 3.11- Espectros Raman (A) calculados de alguns compostos presentes nas
pimentas da familia Solanaceae e duas diferentes somas dos espectros e (B) dois
estagios de maturagao da pimenta malagueta (E1-Ml e E2-MI), obtidos com linha de

excitacdo em 1064 nm.
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Tabela 7- Tentativa de atribui¢ao das bandas Raman dos espectros calculados de

alguns compostos presentes nas pimentas da familia Solanaceae, duas diferentes somas

dos espectros e bandas Raman experimentais da pimenta malagueta em dois estagios de

maturagdo, E1-Ml e E2-ML.

Bandas (cm™)

Ac

Ln

Cap

Cp

Si1

SI2

E1-Ml

E2-Ml

Atribuicao

1700

vC=0

1679

1678

1678

1658f

1658f

vC=C

1640

vC=0;
vC=C;
6HOC

1631

1631

1631f

vC=C

1608

vC=C

1604

1602

1606m

1604f

vC=0;
vC=C;

1587

1588

vC=C;

1569

1568

vC=0;
vC=C;

1559

1559

vC=C;

1483

1483

1483

15271

15171

vC=C;

1469

0HOC;
OHCC;
6CCC

1436

0HCH;
THCOC

1433

14580

SHCH

1429

1429

1429

1442m

1446f

OHCH

1421

0HOC;
OHCCO

1396

vC=C;
OHOC

1391

1386f

vC-0O;
vC=C;

1376

OHCC

1344

OHCC

1334

1334

vC-C;
0HOC;
oCCO

1326

1329f

0HCO;
THCCC

1300

SHCO

1295

1294

vC-C;

1285

1305f

1303f

SHCC
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1273

OHCC;
THCCN

1260

1261

1269f

1265f

SHCC

1249

1248

vC-0O;
OHCC;
OHCC

1213

OHOC;
SHCC
THCCC

1206

OHCN;
TtHCCC

1187

1187f

1190f

vC-C;
O0HOC

1180

vC-0O;
dHOC;
OHCC

1167

1166

1166

1166

11591

11571

vC-C

1153

1153

1153

vC-C

1144

1141

OHOCG;
OHCC

1118

1119

vC-C; vC-
O; SHCC;
00CO

1096

1087f

vC-C;
tHCCC

1087

d0CCC;
OHCC;
dCCC

1067

vC-C

1052

1041

vC-C

990

vC-C

987

987

987

1007f

1008f

OHCH

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca. Qr: quercetina; Ac: acido clorogénico; Ln:
acido linoleico; Cap: capsaicina; Cp: capsantina; Sl1: Solanaceae 1; S12: Solanaceae 2.

3.2.2 Analise Raman in situ e extratos brutos da pimenta rosa (Anacardiceae)

As analises Raman in situ obtidas com linha de excitacdo em 1064 nm, a partir

das cascas da pimenta rosa (Figura 3.3A), em dois estagios de matura¢ao (E1-CRs e E2-

CRs) e ap6s processamento (E2-CRsP), e as respectivas sementes (E1-SRs, E2-SRs e E2-

SRsP), sdo apresentadas na Figura 3.12 (Apéndice B) e a tentativa de atribuicdo das

principais bandas pode ser vista na Tabela 8.
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Nas cascas (Figura 3.12A; Tabela 8; Apéndice B), podemos observar bandas
principais em torno de 1710, 1610, 1575, 1521, 1442, 1334, 1250 ¢ 1176 cm’!, que
poderiam ser atribuidas a uma mistura de substancias, como compostos fenolicos e a
capsaicina (Tabela 8) (Aguilar-Hernandez et al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021;
Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; Tian et al., 2018; C.-H. Wang et al., 2020).
Percebe-se que o perfil espectral das cascas em diferentes estagios de maturagdo e
processada ¢ semelhante. Nao se observam bandas caracteristicas dos carotenoides, no
entanto, podemos observar bandas de menor intensidade em torno de 1521 v(C=C) e 1176
v(C-C) cm’!, que podem ser atribuidas as antocianinas, como a pelargonidina (C.-H.
Wang et al., 2020), identificada anteriormente em frutos da pimenta rosa por CLAE
acoplada a Espectrometria de Massas (MS) (em inglés, HPLC-MS) (V. S. de Oliveira et
al., 2020; Siebeneichler et al., 2022).

As sementes (Figura 3.12B; Tabela 8; Apéndice B) apresentaram perfil espectral
diferente das cascas, com bandas principais caracteristicas de polifendis em torno de
1633-1606 cm’! atribuidas a v(C=C), 1360-1300 cm™ a §(COH) e 1270-1250 cm™ a
0(OH)/V(C-0). Algumas bandas relacionadas a acidos graxos também sdao observadas,
como na faixa 1460-1444 cm™ §(CHa), 1316 §(C-H) e 1090 cm™! v(C-C), sendo os 4cidos
linoleico, oleico, palmitico e palmitoleico os principais identificados em frutos de
pimenta rosa por V. S. de Oliveira et al. (2020), utilizando-se CG (Beattie et al., 2004; V.
S. de Oliveira et al., 2020; Martini et al., 2017; Popovi¢-Djordjevic et al., 2023; Windarsih
etal., 2023).

Diversos flavonoides ja foram identificados nas cascas de pimenta rosa, como a
naringenina, hesperidina, quercetina, kaempferol, rutina, além de 4cidos fenolicos como
o acido galico e clorogénico (Carneiro, 2022; V. S. de Oliveira et al., 2020; Kim et al.,
2021; Siebeneichler et al., 2022). Em um estudo sobre compostos fenolicos nas cascas,
sementes e Oleos de pimenta rosa, verificou-se que a casca possui maiores valores de
acidos fendlicos, flavonois, flavanois e antocianinas, bem como maior capacidade

antioxidante (Carneiro, 2022).
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Figura 3.12- Espectros Raman das (A) cascas (E1-CRs, E2-CRs E2-CRsP) e (B)
sementes (E1-SRs, E2-SRs E2-SRsP) da pimenta rosa em dois estdgios de maturagao,

obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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Os extratos brutos realizados com acetona e etanol das amostras de pimenta rosa
processada (Figura 3.13; Tabela 8) apresentaram perfil espectral semelhante entre si.
Podem ser observadas bandas vibracionais atribuidas aos fenolicos em 1645, 1610, 1583
cm’!' e também bandas atribuidas aos acidos graxos em 1666, 1444, 1307, 1250 e 1068
cm! (Aguilar-Hernandez et al., 2017; Beattie et al., 2004; Machado et al., 2013; Martini
et al., 2017; Popovi¢-Djordjevi¢ et al., 2023; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang et al.,
2020). As bandas em 1666 ¢ 1610 cm™ também poderiam ser atribuidas ao v(C=C) do
anel aromatico, presente na capsaicina (Tian et al., 2018).

A extragdo com etanol foi realizada com o intuito de se obter um extrato com as
duas classes de pigmentos, carotenoides e flavonoides (Miamoto et al., 2020), enquanto
com acetona, um solvente mais apolar, a obtencao de um extrato com substancias mais
apolares como os carotenoides (L. J. Gomes et al., 2013; Rodriguez, 2001). Analisando
os espectros Raman dos dois extratos, observa-se que no extrato acetonico (Ac-(E2RsP))
h4 bandas de baixa intensidade em 1521 cm™ v(C=C), 1160 v(C-C) e 1010 cm™! p(C-

CH3), caracteristicas dos carotenoides (V. E. de Oliveira et al., 2009; Koyama, Kanaji, et
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al., 1988; Maia et al., 2021; Saito & Tasumi, 1983), entretanto ndo foi conclusivo, apesar
de tais substancias ja terem sido caracterizadas anteriormente em frutos de pimenta rosa
por espectroscopia na regido do UV-Vis (V. S. de Oliveira et al., 2020; L. J. Gomes et al.,
2013; Pagani et al., 2014). Tal observacao sugere que os pigmentos majoritarios na
pimenta rosa e consequentemente responsaveis pela coloracdo das cascas, sao
flavonoides, como as antocianinas (Carneiro, 2022; V. S. de Oliveira et al., 2020;
Siebeneichler et al., 2022).

A andlise dos espectros eletronicos na regido do UV-Vis foi utilizada como anélise
complementar. Apesar dos extratos apresentarem o perfil espectral Raman semelhante
(Figura 3.13), os espectros eletronicos (Figura 3.14) demonstraram alteracdes na
composicao de cada extrato. O extrato acetonico (Figura 3.14) apresenta apenas uma
banda com intensidade maxima em 335 nm, atribuidas a acidos fenodlicos e flavonoides
(Kowalski & Kowalska, 2005; Martin et al., 2017; Tsimogiannis et al., 2007). No extrato
etanolico, além de um ombro em torno de 330 nm, observa-se uma banda com absor¢ao
maxima em 270 nm, caracteristicas de acidos fenolicos (Kowalski & Kowalska, 2005;
Martin et al., 2017) e da capsaicina (Ciar et al., 2023; Koleva Gudeva et al., 2013). Além
disso, bandas com baixa intensidade sdo observadas em 476, 506, 536, ¢ 664 nm, em
ambos os extratos, que podem ser atribuidas a carotenoides (476 e 506 nm) (Rodriguez,

2001) e clorofilas (664 nm) (Matti Linnanto, 2022).



86

Figura 3.13- Espectros Raman dos extratos brutos dos frutos de pimenta rosa,

etandlico (Et-(E2-RsP)) e acetonico (Ac-(E2-RsP)), obtidos com linha de excitacdo em

1064 nm.
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Figura 3.14- Espectro eletronico dos extratos brutos dos frutos de pimenta rosa,

etandlico (Et-(E2-RsP)) e acetonico (Ac-(E2-RsP)).
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Tabela 8- Tentativa de atribui¢do das bandas Raman observadas nas cascas (E1-
CRs, E2-CRs E2-CRsP), sementes (E1-SRs, E2-SRs E2-SRsP) e extratos etandlico (Et-
(E2-RsP)) e acetonico (Ac-(E2-RsP)) de pimenta rosa, obtidos com linha de excitacao

em 1064 nm.
El- | E2- | E2- Efandaiz(zc-m ) B2 | Et(E2- | Ac(Ez. | lentativade
CRs | CRs | CRsP | SRs | SRs | SRsP | Rs) Rs) atribuigao
1666i 1666i v(C=C)*4
1655f | 1650f | 1650f 1645i 1645i v(C=C)ga”
16360 | 16340 | 1633i V(C=C)frar®
1607i | 1607i | 1608i | 1615i | 1617i | 16160 | 1610i 1610i V(C=C)giay™¢
1606i V(C=C)frar®
15800 | 15800 | 15750 1583m 1579m V(C=C)ga”
1524f | 15190 | 1521f | 1526f 1520f 1523f | v(C=C)fiavicar™*
1462m | 1462m | 1462i 3(C-Hy)*
1455F | 1445f | 1442f | 1441m | 1441f | 14440 | 1444 14421 | p(C-H)fav/ca>
1366f | 1368f | 1368f | 1374m | 1372m | 1378m | 1382f 1382f V(C-O)fiay®
13161 | 1314i | 1317 3(C-H)*
1243f | 1243f | 1243f 1257f 1250m §(=CH)™?
1175f | 1180f | 1178f 1180f 1184f v(C-C)?*
1156f 1160f V(C-C)ear®
1013f 1010f 1010f | p(C-CH3)car®

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca. flav: Flavonoides; car: Carotenoides.
Referéncias: a: (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevi¢ et al., 2023); b: (Aguilar-Hernandez et
al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang
et al., 2020); c: (Koyama, Takatsuka, et al., 1988; Saito & Tasumi, 1983); d: (Tian et al., 2018).

Na Figura 3.15A observa-se os espectros de alguns dos compostos presentes na
pimenta rosa (quercetina, acido clorogénico, acido linoleico, capsaicina e pelargonidina),
e a soma de todas as intensidades Raman, denominada de “Anacardiceae”. O perfil
espectral da soma dos espectros calculados (Figura 3.12A) ¢ semelhante ao espectro
Raman experimental das sementes e, em especial das cascas, de pimenta rosa (Figura
3.12A e Figura 3.15B). A tentativa de atribui¢do das bandas Raman pode ser observada
na Tabela 9, assim como as bandas Raman experimentais da casca e semente da pimenta
rosa no estagio de maturacdo maduro (E2-CRs e E2-SRs). Pode-se notar que a unica

diferenca entre os espectros “Solanaceae 17/ “Solanaceae 2” e “Anacardiceae” ¢ a
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auséncia do espectro teorico do carotenoide capsantina e a adi¢ao do espectro tedrico do
flavonoide pelargonidina. O que corrobora com o observado em outros estudos, e também
neste, que os pigmentos que mais contribuem para a coloragdo da casca da pimenta rosa
sao os flavonoides (Carneiro, 2022; V. S. de Oliveira et al., 2020; Siebeneichler et al.,

2022).

Figura 3.15- Espectros Raman (A) calculados de alguns compostos presentes na
pimenta rosa e a soma dos espectros e das (B) cascas (E1-CRs, E2-CRs E2-CRsP) da

pimenta rosa em dois estdgios de maturacao, obtidos com linha de excitacao em 1064

nm.
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Tabela 9- Tentativa de atribui¢ao das bandas Raman dos espectros calculados de

alguns compostos presentes na pimenta rosa, soma dos espectros e bandas Raman

experimentais da casca e semente da pimenta rosa no estagio de maturagdo maduro.

Bandas (cm™)

Qr

Ac

Ln

Cap Pl An

E2-CRs

E2-SRs

Atribuicao

1700

1700

vC=0

1679

1678 1678

vC=C

1640

1650f

vC=0; vC=C;
O0HOC

1631

1635 | 1630

16340

vC=C

1608 | 1616

16071

16171

vC=C

1604

1602

vC=0; vC=C;

1587

1570 | 1570

15800

vC=C;

1569

vC=0; vC=C;

1519

15190

vC=C;

1503

SHCC

1469

1469

1462m

0HOC; 6HCC;
dCCC

1467

vC=C; oHCC

1436

SHCH; tHCOC

1433

1445¢

1441f

OHCH

1421

dHOC; BHCCO

1396

1405 | 1404

vC=C; 6HOC

1391

1368f

1372m

vC=0; vC=C;

1376

vC=C; 6HOC

1334

1336 | 1334

1332f

1343m

vC-C; 8HOC;
dCCO

1326

13141

dHCO; tHCCC

1300

1299

dHCO

1295

vC-C;

1285

OHCC

1273

1243f

SHCC; tHCCN

1260

OHCC

1249

1232 | 1232

vC-O; 6HCC

1213

OHOC; 8HCC
THCCC

1206

SHCN; tHCCC

1187

1185

1180f

vC-C; 3BHOC

1180

vC-0O; 6HOC;
OHCC

1169

vC-C; 6HCC;
dSHOC

1167

vC-C
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1144 | 1141 1141 OHOC; 8HCC

vC-C; vC-O;
1118 1118 SHCC: 50CO

1096 vC-C; tHCCC

0CCC; 6HCC;

1087 SCCC

1067 vC-C

1052 | 1041 vC-C

990 vC-C

vC-C; vC-O;
074 0CCC

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca. Qr: quercetina; Ac: acido clorogénico; Ln:
acido linoleico; Cap: capsaicina; Pl: pelargonidina; An: Anacardiceae.

3.2.3 Analise Raman in situ da pimenta-do-reino branca e preta (Piperaceae)

Os espectros in situ das pimenta-do-reino preta (PRP) (Figura 3.3B) e branca
(PRB) (Figura 3.3C) estao apresentados na Figura 3.16 (Tabela 10; Apéndice B). Apesar
da pimenta preta e branca serem processadas de modo distinto, o perfil espectral de ambas
¢ semelhante. Analisando os espectros, podemos observar bandas em 1637, 1624, 1601
v(C=C) e v(N-C=0), 1448, 1295, 1255 §(CHz), 1155 v(C-C), 1135 e 1120 cm! atribuidas
a piperina, anteriormente descrita na literatura (Schulz et al., 2005). As bandas na faixa
de 1637-1601 v(C=C), 1448 p(C-Ha) e 1360 v(C-O) cm™' também podem ser atribuidas
aos polifendis e flavonoides, como acido clorogénico, galico, cafeico e quercetina,
kaempferol, apigenina, luteolina, anteriormente identificados por técnicas
cromatograficas nos frutos da pimenta-do-reino (Al-Khayri et al., 2022; Milenkovi¢ &
Stanojevi¢, 2021). Bandas adicionais de acidos graxos, como linoleico, palmitico,
miristico e oleico, sdo observadas em 1448 p(C-H), 1295 6(C-H) e 1255 6(=CH) (Liu et
al., 2018; Milenkovi¢ & Stanojevi¢, 2021).
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Figura 3.16- Espectros Raman da pimenta-do-reino preta (PRP) e branca (PRB), obtidos

com linha de excitagdao em 1064 nm.
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Tabela 10- Tentativa de atribui¢do das bandas Raman observadas nas pimenta-do-reino

preta (PRP) e branca (PRB), obtidos com linha de excitagdao em 1064 nm.

Bandas (cm) Tentativa de
PRP PRB Atribuicao
1635m | 1637m |  v(C=C)>¢; v(N-C=0)°
1624m | 1624m | v(C=C)>%; v(N-C=0)°
1601i | 1602i | v(C=C)>%; v(N-C=0)°
1448f | 1448f p(C-H)*b¢
1367f | 1360f v(C-0)°

1296f | 1296f 3(C-H)%; §(CHa)*
1255f | 1255f 3(=CH)?*; 8(CH,)°
1153f | 1159m v(C-C)°

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca. flav: Flavonoides; Referéncias: a: (Beattie et
al., 2004; Popovi¢ Djordjevi¢ et al., 2023); b: (Aguilar-Hernandez et al., 2017; Gonzalez Moreno
et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang et al., 2020); c: (Schulz et al.,

2005).

Os espectros calculados de alguns dos compostos presentes na pimenta-do-reino

(quercetina, acido clorogénico, acido linoleico e piperina) ¢ a soma dos espectros,
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denominada “Piperaceae”, estao apresentados na Figura 3.17A e a tentativa de atribuigao
e comparacdo com as bandas Raman experimentais da pimenta-do-reino preta (PRP)
(Figura 3.16 e Figura 3.17B) podem ser observadas na Tabela 11. Assim como nos
espectros experimentais (Figura 3.16), pode-se observar que o perfil espectral da soma
dos espectros calculados (“Piperaceae”) ¢ semelhante ao do alcaloide piperina, com

menores contribuigdes dos demais constituintes (Schulz et al., 2005).

Figura 3.17- Espectros Raman (A) calculados de alguns compostos presentes na
pimenta-do-reino e a soma dos espectros, (B) da pimenta-do-reino preta (PRP) e branca

(PRB), obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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Tabela 11- Tentativa de atribui¢ao das bandas Raman dos espectros calculados

de alguns compostos presentes na pimenta-do-reino, soma dos espectros ¢ banda Raman

experimental da pimenta-do-reino preta.

Bandas (cm™)

Ac

Ln

Pp

Pip

PRP

Atribuicao

1700

vC=0

1679

vC=C

1648

1646

1635m

vO=C-N; vC=C

1640

vC=0; vC=C; 6HOC

1631

vC=C

1604

1600

1624m

vC=0; vC=C;

1587

vC=C;

1581

1581

16011

vC=0-N; vC=C

1569

vC=0; vC=C;

1469

1470

SHOC; sHCC; 6CCC

1438

1437

1448f

vC=C; 6HCC

1433

OHCH

1421

OHOC; 3HCCO

1396

vC=C; 6HOC

1391

1367f

vC-0O; vC=C;

1363

1363

vC=C

1334

1335

vC-C; 6HOC; 6CCO

1326

dHCO; tHCCC

1300

SHCO

1295

vC-C;

1285

1296f

SHCC

1282

1282

vC=C; sHCC

1260

1255¢

SHCC

1249

vC-O; 6HCC

1213

OHOC; 8HCC tHCCC

1187

1184

vC-C; 6HOC

1180

vC-0O; 6HOC; 6HCC

1145

1145

1153f

vC-C

1144

1141

OHOC; 6HCC

1118

1120

vC-C; vC-0O; o0HCC;
60CO

1096

vC-C; tHCCC

1087

dCCC; SBHCC; 8CCC

1081

1081

dCCC

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca. Qr: quercetina; Ac: acido clorogénico; Ln:

acido linoleico; Cap: capsaicina; Pp: piperina; Pip: Piperaceae.
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3.3 CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir da analise dos espectros Raman in situ das amostras
de pimentas da familia Solanaceae, em diferentes estagios de maturacao, revelaram
informagdes sobre a composi¢do quimica e suas variagdes ao longo do amadurecimento.
As andlises demonstraram a presenca de bandas caracteristicas de compostos fenolicos,
carotenoides, acidos graxos e alcaloides, como a capsaicina. Nos espectros Raman das
pimentas malagueta, habanero, biquinho e karneval vermelha foi possivel observar
deslocamento das bandas de estiramento v(C=C) atribuidas aos carotenoides para
menores numeros de onda, além da intensificacao, evidenciando a variagao estrutural e
um aumento significativo no contetido de carotenoides durante o amadurecimento. As
pimentas karneval apresentaram perfis espectrais distintos entre as diferentes coloragdes
e estdgios de maturagdo, reforcando a diversidade quimica entre as variedades e as
mudangas quimicas associadas ao processo de amadurecimento. Além disso, a
predominancia das bandas Raman dos fendlicos nos estdgios verdes e o aumento da
intensidade das bandas Raman de carotenoides nas fases maduras indicam uma
transformagdo na composi¢ao dos pigmentos ao longo do tempo. Os espectros dos
pimentdes convencionais € organicos mostraram que, embora nao haja muitas variagdes
entre os métodos de cultivo, o estdgio de maturagdo impacta significativamente o perfil
espectral.

A andlise Raman in situ das cascas e sementes de pimenta rosa em diferentes
estagios de maturagdo e apds processamento revelou informagdes sobre a composi¢cdo
quimica, embora ndo tenha se observado mudangas significativas ao longo do
amadurecimento. Os espectros das cascas mostraram bandas principais atribuidas a
compostos fendlicos e a capsaicina, enquanto as bandas caracteristicas dos carotenoides
nao foram observadas. No entanto, a presenga de bandas atribuidas as antocianinas, como
a pelargonidina, sugere que esses flavonoides sdo os principais responsaveis pela
coloragdo das cascas da pimenta rosa. Nas sementes, os espectros revelaram um perfil
distinto das cascas, com bandas caracteristicas de polifendis e acidos graxos.

A andlise espectroscopica Raman in situ da pimenta-do-reino preta (PRP) e branca
(PRB) revelou perfis espectrais semelhantes, apesar das diferencas nos processos de

obtengdo das duas variedades. Ambos o0s espectros exibem bandas caracteristicas
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atribuidas principalmente a piperina, um alcaloide bioativo predominante na pimenta-do-
reino, além de conterem uma variedade de polifenois, flavonoides e acidos graxos.

Os espectros Raman calculados dos compostos presentes nas pimentas, realizados
pelo método da Teoria do Funcional de Densidade (DFT), forneceram informagoes sobre
a contribui¢do de cada composto para os perfis espectrais observados experimentalmente.
Os carotenoides s3o os pigmentos predominantes nas pimentas e pimentdoes da familia
Solanaceae, enquanto os flavonoides sdo responsaveis pela coloracdo da pimenta rosa, ja
as pimentas-do-reino, tem como principal constituinte piperina.

Por fim, as analises das diferentes pimentas e pimentdes por espectroscopia
Raman indicam que a técnica pode ser usada para identificar compostos quimicos
importantes, como os carotenoides, flavonoides, acidos graxos e alcaloides, presentes
nessas amostras, além de apontar possiveis marcadores que podem ser usados para
identificar e diferenciar cada variedade de pimenta e pimentdes. Os resultados mostram
que os compostos responsaveis pela coloragdo variam significativamente entre as
espécies e a composicao quimica ¢ fortemente influenciada pelo estdgio de maturagdo e
pelo processamento. Estas informagdes sao fundamentais para a caracterizagdo dos
componentes bioativos das pimentas e podem contribuir significativamente para estudos
sobre qualidade nutricional, processos de maturacao e desenvolvimento de produtos
derivados, reforcando a relevancia da espectroscopia Raman como uma ferramenta

poderosa para a analise de alimentos.
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4 ANALISE DE Euphorbia pulcherrima POR ESPECTROSCOPIA RAMAN

A familia Euphorbiaceae destaca-se como uma das mais extensas entre as plantas
superiores, abrangendo mais de 300 géneros, dentre eles, o Euphorbia é o terceiro maior
entre os de plantas com flores e caracteriza-se pela producao de latex branco leitoso
(Vasas & Hohmann, 2014). Diversas espécies desse género sdo conhecidas e estudadas
por suas propriedades bioldgicas e manutengdo da saude. Tais propriedades sdo atribuidas
a metabolitos secundarios bioativos presente nessas plantas, como esteroides, compostos
fenolicos e terpenos (Aljohani et al., 2022; Benjamaa et al., 2022; Mahomoodally et al.,
2020; Salehi, Iriti, et al., 2019; Shi et al., 2008; Vasas & Hohmann, 2014). Além disso,
a presenca destes compostos bioativos nas plantas do género Euphorbia, fez com que
diversos estudos as utilizassem, com sucesso, para a sintese verde de nanoparticulas
(Nasrollahzadeh et al., 2015; Sajjadi et al., 2017; Sameena & Thoppil, 2022). As
nanoparticulas possuem diversas aplicacdes em variados campos, como na industria
alimenticia, farmacéutica, na agricultura. Por isso, a sintese verde, onde se utiliza extratos
de plantas, por exemplo, sao importantes, devido ao apelo ecoldgico, pois normalmente
geram menos residuos quimicos, sao de baixo custo, além de biocompatibilidade com
aplicagdes biomédicas e farmacéuticas (Almatroudi, 2020; Nasrollahzadeh et al., 2015;
Sameena & Thoppil, 2022; Soares et al., 2018).

A Euphorbia pulcherrima, também conhecida como Poinsétia e flor de Natal, teve
seu uso medicinal ja descrito (Aljohani et al., 2022; Dai et al., 2019; Yu et al., 2019)
Contudo, ¢ comumente utilizada como flor ornamental (Rehman et al., 2014). A variag¢ao
da cor das bracteas da planta ¢ um processo intrigante e pouco explorado por estudos,
especialmente por métodos nao destrutivos, como a espectroscopia Raman. Envolve a
degradacao e sintese de diversos metabolitos, como clorofila, antocianinas e carotenoides
(Gonzalez-Garcia et al., 2022; Radoti¢ et al., 2023). Embora a maioria das variedades
apresentem coloracdo vermelha intensa das bracteas, outras cores se tornaram populares
nos ultimos tempos, como rosa, branco, amarelo, ou até variedades bicolores,
marmorizados (Nitarska et al., 2018).

Assim, tendo em vista a relevancia das propriedades bioldgicas dos pigmentos,
utilizou-se a espectroscopia Raman como técnica principal para a caracterizagdo dos
compostos quimicos envolvidos no padrdo de coloragdo das bracteas de Euphorbia

pulcherrima, que se inicia com a cor verde e gradativamente vai alterando para outras
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cores. Além disso, buscou-se uma aplicabilidade para os extratos brutos obtidos das

brécteas, utilizando-os para a sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNP).

4.1 MATERIAIS E METODOS

As amostras analisadas foram adquiridas entre junho e dezembro de 2023, na

cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais (MG), Brasil.

4.1.1 Analise in situ das amostras de E. pulcherrima

As amostras foram adquiridas entre junho e dezembro de 2023, na cidade de Juiz
de Fora, Minas Gerais (MG), Brasil. As analises foram realizadas nas bracteas com
coloracdo verde, vermelha, rosa, amarela e branca (Figura 4.1), em no minimo duas
bracteas e em dois pontos, de cada coloracdo. Além disso, utilizaram-se duas linhas de

excitacdo, com comprimento de onda em 1064 nm e 532 nm.

Figura 4.1- Bracteas de E. pulcherrima analisadas in situ.

it

F onfé: Elaborado pela autora (2024).
4.1.2 Métodos de extracao

As bracteas verdes, vermelhas e amarelas de E. pulcherrima foram submetidos a
extragdo com diferentes solventes. Com o intuito de favorecer a extracdo dos
carotenoides, utilizou-se acetona (Rodriguez, 2001) e para um extrato mais abundante em
compostos fenodlicos, como as antocianinas, utilizou-se a mistura de etanol/metanol/agua
(1:1:1 v/v), com a adi¢do de 1 ml de 4cido acético para a estabilizacdo do cation flavilium

(Paludo et al., 2019; Tena & Asuero, 2022). Cerca de 5g de bracteas foram misturados
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com 50 ml da mistura de solventes a 25°C e trituradas com o auxilio de um mixer por
aproximadamente 10 minutos. Esse processo foi reproduzido por mais duas vezes. A
solugdo foi filtrada e os solventes removidos sob pressao reduzida (Miamoto et al., 2020).

Os extratos acetonicos foram denominados de Ac-Vd (bractea verde), Ac-V
(bractea vermelha) e Ac-A (bractea amarela). Os extratos obtidos com a mistura de
solventes etanol/metanol/agua (1:1:1 v/v) foram denominados de EtMeH>O-Vd (bractea

verde), EtMeH>O-V (bractea vermelha) e EtMeH>O-A (bractea amarela).

4.1.3 Sintese de AgNP com extrato de E. pulcherrima

Para a sintese verde de AgNPs foram utilizados os extratos secos das bracteas de E.
pulcherrima verdes (Ac-Vd e EtMeH,0-Vd) e vermelhas (Ac-V e EtMeH,0-V). As
solugdes estoques dos extratos de E. pulcherrima foram preparadas utilizando 10 mg dos
extratos secos em 10 ml de etanol 70% (v/v) e depois colocada no ultrassom por 10
minutos. Para sintese de AgNPs por sintese verde, 10 pl de solucdo estoque de E.
pulcherrima foram adicionadas a 990 pl de solucdo de nitrato de prata (3x107* mol/L), em
temperatura ambiente e em seguida, levadas ao ultrassom por 10 minutos (Soares et al.,
2018). As solucdes mudaram de coloracdo verde/ vermelha para amarela. Para confirmar
a formacao das AgNPs, medi¢des de extingdo dos coloides resultantes foram realizadas

imediatamente apOs a mistura.

4.1.4 Analises espectroscopicas

Nesta secao sera apresentado os parametros instrumentais utilizados nas analises

de espectroscopia Raman e na regido ultravioleta/ visivel.

4.1.4.1 Espectroscopia Raman

As analises Raman in situ das bracteas de diferentes coloragdes de E. pulcherrima
e dos extratos brutos das bracteas verdes, vermelhas e amarelas, foram realizadas em um
instrumento FT-Raman Bruker RFS 100, com laser Nd:YAG operando em 1064 nm, com
resolugdo espectral de 4 cm™ e nimero de onda variando de 4000 a 50 cm™'. Os espectros

foram obtidos com 1024 e 512 varreduras. As analises Raman in situ das bracteas em
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diferentes coloragdes também foram realizadas com comprimento de onda de excitagdo
em 532 nm, em um instrumento de microscopio dispersivo Raman Bruker SENTERRA
equipado com um detector CCD, com o feixe de laser incidente focado na amostra usando
um microscopio com uma objetiva de trabalho de longa distancia 50x. Uma boa relagao
sinal-ruido foi obtida utilizando uma poténcia de laser de 2 mW, com tempo de aquisi¢ao

¢ namero de onda

de 5 segundos e 5 coadigdes, com resolucao espectral de 3 cm’
variando de 1700 a 300 cm™.

Todos os espectros foram obtidos no minimo em duplicata para confirmar a
integridade da amostra com base na posicao e intensidade das bandas observadas. Os
espectros Raman foram processados pelo pacote de software Bruker Opus versdo 6.0 e

ajuste da curva foi realizado usando o software Origin 2018.

4.1.4.2 Espectroscopia SERS

Para a obtengao dos espectros SERS das AgNP, sintetizadas a partir dos extratos
de E. pulcherrima (Ac-Vd, EtMeH,0-Vd, Ac-V e EtMeH>0-V), 200 puL do coloide
fresco foi adicionado em porta amostra e analisado em seguida. A atividade SERS da
AgNP fabricada com o extrato de E. pulcherrima que se mostrou mais eficiente nesta
sintese (Ac-V), foi avaliada através da analise SERS de cristal violeta (CV). Nesta etapa,
190 pl do coloide de AgNP foi adicionado a 10 pl de solugdo aquosa 1,0 x 10 mol/L de
CV (concentragio final de CV= 5,0 x 10 mol/L), e a mistura foi entdo deixada em
repouso por 3h para maior adsor¢do do corante, ja que a superficie das nanoparticulas de
prata esta majoritariamente recoberta com moléculas provenientes dos extratos. Apds este
tempo, o volume total da mistura foi adicionado em porta amostra e em seguida analisada.

Nas analises SERS das AgNP puras foram utilizados tempos de integragao de 20
segundos, e 20 a 25 coadigdes. J4 nas analises SERS do CV, tempo de integragdo de 15
segundos e¢ 20 acumulagdes. Ambas as analises foram realizadas no microscopio
dispersivo Raman Bruker SENTERRA equipado com um detector CCD, e o laser de He-
Ne com comprimento de onda de excitagdo de 632,8 nm foi utilizado, operando com

poténcia nominal de 20 mW.
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4.1.4.3 Espectroscopia Uv/Visivel (UV/Vis)

Os extratos brutos obtidos e os coloides resultantes da sintese verde foram
analisados em espectrometro Ocean Optics, entre 200 e 1100 nm. As amostras foram
diluidas nos respectivos solventes e adicionadas a uma cubeta de quartzo com caminho

optico de 10 mm para obtengdo dos espectros eletronicos.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos das anélises das

bracteas de E. pulcherrima.

4.2.1 Analise Raman in situ das bracteas de E. pulcherrima

Na Figura 4.2 observamos os espectros Raman in situ das bracteas de E.
pulcherrima em diferentes coloragdes. Nos espectros obtidos com linha de excitacdo em
1064 nm (Figura 4.2A), podemos observar bandas principais que sdo caracteristicas de
duas classes de substancias: polifenois nas faixas em torno de 1610-1500 cm™ v(C=C),
1370-1340 cm™ a v(C-0), 1360-1300 cm™ a §(COH) e 1270-1250 cm™ a §(OH)/v(C-O)
(Tabela 72) (Aguilar-Hernandez et al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021; Machado et
al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang et al., 2020), e aos carotenoides na faixa de
1527-1513 v(C=C), 1158-1157 cm™ a v(C-C) e 1005 cm" atribuida a p(C-CH3) (Tabela
12) (V. E. de Oliveira et al., 2009; Koyama, Kanaji, et al., 1988; Maia et al., 2021; Saito
& Tasumi, 1983). Bandas de 4cidos graxos também estdo presentes, na faixa de 1655-
1646 v(C=C) e 1315-1307 8(C-H>) (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevic et al., 2023).

Analisando o perfil espectral de cada bractea, nota-se que ocorrem variagdes com
a mudanca da coloragdo. Nas bracteas verdes, observa-se uma maior intensidade das
bandas atribuidas aos carotenoides (1527, 1157 e 1005 cm™) em comparagdo com as
atribuidas aos polifenois (1610 e 1570 cm™). J4 nas demais coloragdes de bracteas, o
inverso ¢ observado, sendo as bandas dos polifendis mais intensas. Além disso, também
se observa que a intensidade das bandas dos carotenoides ¢ maior para as bracteas
amarelas, seguido da vermelha e rosa, respectivamente. Diferente do observado durante
o amadurecimento da maioria dos frutos, onde ocorre o aumento dos carotenoides totais

e uma diminui¢cdo simultanea da clorofila (Baranski et al., 2005; Campos et al., 2022; Fu
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et al., 2018; Ullah et al., 2019). Estudos anteriores realizados com bracteas de poinsétia
revelaram que durante a senescéncia foliar de algumas espécies, a perda de clorofila ¢
acompanhada por uma diminuicao dos carotenoides (Ayala-Arreola et al., 2008). Para a
bractea branca, no entanto, ndo se observa as trés bandas caracteristicas dos carotenoides,
apenas bandas pouco intensas em 1513 cm™ e em 1000 cm™!. Medig¢des de fluorescéncia
in situ foram usadas para investigar quantidades relativas de pigmentos e suas
distribuicdes em bracteas brancas e verdes de E. pulcherrima, e verificou-se que as
concentragdes de clorofila ¢ carotenoides nas bracteas brancas sao cerca de 20 vezes
menores do que em bracteas totalmente verdes (Radoti¢ et al., 2023).

Embora a banda em torno de 1527 cm™ v(C=C), em conjunto com as demais
bandas caracteristicas (1157 cm! v(C-C) e 1005 cm p(C-CH3)), seja normalmente
atribuida a carotenoides com 9 insaturagdes conjugadas, o conjunto de bandas em torno
de 1570 e 1527 cm’!, observadas nos espectros Raman das bracteas vermelhas, rosas e
amarelas, também podem ser atribuidas a cianidina e pelargonidina (Campos et al., 2022;
C.-H. Wang et al., 2020). Sabe-se que as antocianinas podem conferir diversas coloragdes
as bracteas da poinsétia. Além disso, muitas plantas tendem a acumular mais de um tipo
de antocianina ou mesmo uma mistura com outros pigmentos, como flavonas e flavonois,
originando combinag¢des que proporcionam uma maior varia¢ao de cor (Lozoya-Gloria et
al., 2023).

Estudo sobre sintese de pigmentos por CLAE, feitos com quatro cultivares de E.
pulcherrima, revelou que em bracteas com tons de vermelho, a antocianina do tipo
cianidina, com dois grupos hidroxilas no anel B, ¢ mais dominante. Entretanto, as
antocianinas do tipo pelargonidina, com um grupo hidroxila no anel B, também estdo
presentes. Em bracteas com cores laranja- avermelhada a pelargonidina ¢ majoritaria.
Tracos de delfinidina, com trés grupos hidroxilas no anel B, também foram encontrados
nas cultivares (Nitarska et al., 2018). Em resumo, o padrao de hidroxilacdo do anel B dos
precursores das antocianinas, parece determinar o tipo de antocianina que serd acumulado
pela planta, sendo os diidroflavonois, com um grupo hidroxila (diidrokaempferol), os
precursores dos pigmentos laranja-avermelhados (tipo pelargonidina), com dois grupos
hidroxila (diidroquercetina), pigmentos vermelhos e rosa (tipo cianidina) e, com trés
grupos hidroxila (diidromiricetina), pigmentos roxos a azuis (tipo delfinidina) (Nitarska
et al., 2018).

O conteudo de antocianina e clorofila durante o desenvolvimento das bracteas de

trés cultivares de poinsétia em cores distintas, branca, rosa e vermelha, foi determinado
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utilizando HPLC-MS e espectroscopia na regido do UV-Vis, respectivamente (Slatnar et
al., 2013). Foram identificados onze pigmentos derivados das antocianinas, como as
cianidinas, pelargonidinas e delfinidinas. Na variedade rosa foram detectadas as mesmas
antocianinas encontradas na variedade vermelha, mas, em menor quantidade,
aproximadamente trés vezes menos que a vermelha. Curiosamente, a variedade branca
continha as mesmas, embora em concentracdes muito baixas, aproximadamente 150
vezes menos. Por fim, verificou-se que os niveis de contetido de antocianina aumentaram
expressivamente com a transi¢ao das bracteas parcialmente para totalmente pigmentadas
em todas os cultivares analisadas, e sua acumulacao coincidiu com o fim da sintese dos
pigmentos fotossintéticos (Slatnar et al., 2013).

Na Figura 4.2B (Tabela 12) tem-se os espectros Raman in situ das bracteas,
obtidos com linha de excitagdo em 532 nm. Analisando-os, percebe-se a predominancia
das bandas principais atribuidas aos carotenoides (1522, 1156 e 1005 cm™') para as
bracteas verdes, vermelhas e amarelas. Isso se deve a condi¢do de pré-ressonancia das
transi¢oes eletronicas dos carotenoides (entre 270 ¢ 550 nm) com a linha de excitagao
(532 nm) (Campos et al., 2022; Rodriguez, 2001). Para a bractea branca e rosa, observam-

se apenas as bandas que podem ser atribuidas aos polifendis (1610 e 1567 cm™).

Figura 4.2- Espectros Raman in situ das bracteas de E. pulcherrima em diferentes
cores (verde, vermelha, rosa, amarela e branca), obtidos com linha de excitagdo em (A)

1064 nm e (B) 532 nm.
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Tabela 12- Tentativa de atribui¢ao das bandas Raman das bracteas de E. pulcherrima, obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.

Bandas (cm™) Tentativa de
Verde Vermelha Rosa Amarela Branca atribuicio
1064 532 1064 532 1064 532 1064 532 1064 532
1648f 1651f 1646f 1651f 1654f 1655f v(C=C)?
1606f 16101 16121 1601f 16141 1610f 16101 16101 V(C=C)gia”
1568m 1570m 1569f | 1568m 1567f | 1569m 15671 V(C=C)gia”
15271 | 1525i 1523f | 15251 1527f 1525¢f 1523i 1513f V(C=C)car”
1498f 1496f 1500f V(C=C) fi®
1440f 1442f 1440f 1442f 1446f p(C-H)ftav/car™
1359f 1365f 1363m 1365f 1365f V(C-O)fiay®
1315f 1307f 1307f 1309f 1310f O(C-H)*
1190f | 1188f | 1182f 1176f 1182f 1193f V(C-C)frav™®
1157m | 1157m | 1158f | 1157m 1157f 1158f 11571 1157f V(C-C)ear’
1005f | 1004f | 1005f | 1008f 1004f 1005f 1006f 1004f p(C-CH3)car”

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca. flav: Flavonoides; car: Carotenoides. Referéncias: a: (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevi¢ et
al., 2023); b: (Aguilar-Hernandez et al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang et al., 2020);
c: (Koyama, Takatsuka, et al., 1988; Saito & Tasumi, 1983); d: (Tian et al., 2018).
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4.2.2 Analise espectrais vibracionais e eletronicas dos extratos brutos de E.

pulcherrima

As bracteas verdes, vermelhas e amarelas de E. pulcherrima foram submetidas a
duas extragoes com diferentes solventes, com o intuito de se extrair e identificar as
diferentes classes de pigmentos naturais presentes em cada coloragdo. Os extratos brutos
realizados com acetona podem ser observados na Figura 4.3A, e com a mistura de
solventes (etanol/ metanol/ H>O) na Figura 4.3B, e a tentativa de atribuicao das bandas
Raman pode ser observada na Tabela 13. Os extratos brutos das bracteas verdes (Ac-Vd
e EtMeH»0-Vd) apresentaram perfil espectral semelhante, com bandas principais
atribuidas a polifendis (1616-1606 e 1570 cm™) e a carotenoides (1527, 1159 e 1006 cm”
). As bracteas de coloragio vermelha (Ac-V e EtMeH,O-V) e amarela (Ac-A e
EtMeH>0-A), apresentaram extratos brutos com perfil espectral distintos. Para os extratos
acetonicos, as bracteas vermelhas (Ac-V) apresentaram bandas majoritarias atribuidas aos
carotenoides (1527, 1159 e 1007 cm™), enquanto nas bracteas amarelas (Ac-A), tais
bandas sdo de menor intensidade, além disso, observa-se também bandas mais intensas
dos polifendis (1618, 1570 cm™). Para os extratos feitos com etanol/ metanol/ H>O, o
perfil espectral das bracteas vermelhas (EtMeH,0O-V) e amarelas (EtMeH>O-A) sao

semelhantes entre si, com bandas principais atribuidas aos polifenéis (1610, 1570 cm™).

Figura 4.3- Espectros Raman dos extratos das bracteas de E. pulcherrima
(verdes-Vd, vermelhas-V e amarelas-A), com diferentes solventes (A) acetona (Ac) e

(B) etanol/metanol/agua (1:1:1 v/v) (EtMeH»0), obtidas com linha de excitacao em

1064 nm.
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Tabela 13- Tentativa de atribuicdo das bandas Raman das bracteas de E.

pulcherrima, obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.

Ac EtMeH20 Tentativa de
Verde | Vermelha | Amarela | Verde | Vermelha | Amarela atribuicao
1669vw v(C=C)*
1641w 1652w 1649w 1652w v(C=C)*
1616vw |  1616s 1616s | 1606w | 1610s 1610s V(C=C)par®
1570w 1569m 1570m 1569m V(C=C)par’
1527s 1529s 1527w | 1531w | 1523w 1513vw | v(C=C)ea®
1500vw 1498w 1500w v(C=C)ga”
1462w 1467w 8(C-Hy)?
1442w 1442 1444w 1442w H)S(C/:b
1363w 1363w V(C-O)fia®
1307w 1307w 8(C-H)?
1189w | 1182w 1184w 1182w 1182w | v(C-C)aav™®
1159m 1158m 1159w 1159w V(C-C)ear’
1006w | 1005w 1005w | 1003vw p(C-CH3)car®

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Intensidades Raman: i- intensa, m- media, f-fraca. flav: Flavonoides; car: Carotenoides.
Referéncias: a: (Beattie et al., 2004; Popovi¢ Djordjevic et al., 2023); b: (Aguilar-Hernandez et
al., 2017; Gonzalez Moreno et al., 2021; Machado et al., 2013; Teslova et al., 2007; C.-H. Wang
et al., 2020); c: (Koyama, Takatsuka, et al., 1988; Saito & Tasumi, 1983); d: (Tian et al., 2018).

A analise UV-Vis foi utilizada como técnica complementar para monitorar os
principais pigmentos presentes nas bracteas verdes, vermelhas e amarelas de E.
pulcherrima.

Os espectros eletronicos dos extratos acetdonicos (Ac) das bracteas verdes,
vermelhas e amarelas apresentaram uma banda com absor¢do maxima em Amax= 350 nm
(Figura 4.4), que pode ser atribuida a acidos fendlicos (Kowalski & Kowalska, 2005;
Martin et al., 2017), mas também a alguns flavonoides (K. Jash, 2023; Tsimogiannis et
al., 2007). Além disso, o extrato acetonico das bracteas verdes (Ac-Vd), bandas de menor
absor¢ao em 430 e 660 nm podem ser atribuidas as clorofilas (Matti Linnanto, 2022). Nos
extratos acetonicos das bracteas vermelhas (Ac-V) e amarelas (Ac-A), podemos observar
bandas de menor intensidade (450, 470, 525 e 535 nm) que podem ser atribuidas tanto

para carotenoides (Rodriguez, 2001) quanto para antocianinas (K. Jash, 2023).
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Os extratos EtMeH»0 apresentaram bandas em Amax= 235, 270 e 330 nm para as
bracteas verdes e em torno de 235, Amax= 270 e 350 nm para as vermelhas e amarelas,
que sdo bandas caracteristicas de acidos fendlicos e alguns flavonoides (K. Jash, 2023;
Kowalski & Kowalska, 2005; Martin et al., 2017; Tsimogiannis et al., 2007).

Em um estudo onde analisaram-se os polifenois dos extratos (metanol/ agua, 80:20
v/v) de cinco variedades de E. pulcherrima, por CLAE, verificou-se que entre os acidos
fendlicos analisados, a concentragdo do 4cido galico e siringico foram as mais altas,
também se quantificou os acidos cafeico, clorogénico, p-cumarico e ferulico (Gonzélez-
Garcia et al., 2022). Entre os flavonoides quantificados, a rutina apresentou a maior
concentragdo para trés variedades, enquanto a floridzina para as outras duas. Miricetina,
galangina e floretina também foram quantificados (Gonzélez-Garcia et al., 2022). Em
outro estudo, a capacidade de inibi¢ao de radicais livres e o contetido total de polifendis
dos extratos etandlicos das bracteas verdes e vermelhas de E. pulcherrima foram
avaliados, e constatou-se que as bracteas vermelhas possuem cerca de trés vezes mais
conteudo total de polifendis e maior capacidade de eliminacdo de radicais livres,
sugerindo que a coloragdo das bracteas afetam seu conteudo fenolico e consequentemente
sua capacidade antioxidante (Muliasari et al., 2023). Moustaka (2020) observou o mesmo,
onde as bracteas de poinsétia vermelhas possuiram maior atividade antioxidante e
mecanismos de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e fotoprotetores mais

eficazes, comparado as bracteas verdes (Moustaka et al., 2020).
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Figura 4.4- Espectros na regido do UV-Vis dos extratos das bracteas de E.
pulchérrima (verdes, vermelhas e amarelas), com diferentes solventes, acetona (Ac) e

etanol/metanol/agua (1:1:1 v/v) (EtMeH>0).
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4.2.3 Utilizagao dos extratos brutos de E. pulcherrima para sintese verde de AgNP

A Figura 4.5 apresenta os espectros de absor¢ao/extingdo das tentativas de sinteses
verdes de AgNP com os extratos de E. pulcherrima, confirmado através do aparecimento
de banda de LSPR caracteristica de nanoestruturas de prata. Como observado nos
espectros, as sinteses utilizando extratos EtMeH>O se mostraram eficientes na formagao
de AgNP, mas provavelmente em menor quantidade devido a baixa intensidade da banda
LSPR verificada (430 e 413 nm). O extrato acetonico das bracteas vermelhas mostrou-se
muito eficiente na formacao de AgNP, visto a grande intensidade da banda LSPR (423
nm) (Figura 4.5), no entanto extrato em acetona das bracteas verdes ndo favoreceu a
formagao de nanoparticulas. De acordo com os resultados sugere-se que AgNP formadas,
sejam particulas pequenas, devido ao maximo das bandas LSPR se apresentarem na faixa
de 410 a 420 nm. Os dados obtidos sdo semelhante aos das sinteses de AgNP onde se
usou ions citrato como agente redutor (Wan et al., 2013). Adicionalmente, grande

distribuicao de tamanhos de particula ¢ observado para as trés sinteses que se mostraram



108

eficiente (Ac-V, EtMeH»0-V e EtMeH>0-Vd), dado o perfil alargado da banda LSPR e
extensdo da extingdo até comprimentos de onda acima de 500 nm (Lu et al., 2009). A
maior eficiéncia de formagdo de AgNP dos extratos com as bracteas vermelhas, em
especial o em meio de acetona, possivelmente da-se pelo seu maior conteudo de
fitoquimicos, como os carotenoides e compostos fenolicos, € consequentemente maior
acdo redutora dos extratos, em comparagcdo aos extratos com as bracteas verdes
(Moustaka et al., 2020; Muliasari et al., 2023; Sameena & Thoppil, 2022). Sajjadi et al.
(2017) ao produzir AgNP com extratos de Euphorbia peplus, apontou os flavonoides e
outros polifendis como os principais responsaveis pela reducao do ion de prata (Sajjadi

etal., 2017).

Figura 4.5- Espectros de absor¢ao/extingao das tentativas de sinteses verdes de

AgNPs com os extratos de E. pulcherrima.

Ac-Vd.AgNPs Ac-V.AgNPs

423

Absorbancia
Absorbancia

T T T T T T T
200 2é0 360 350 460 450 560 5éo 600 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda/ nm Comprimento de onda/ nm

EtMeH,0O-Vd.AgNPs EtMeH,O-Vd.AgNPs

Absorbancia
Absorbancia

413
430

T T T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600200 250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda/ nm Comprimento de onda/ nm

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Na Figura 4.6 observam-se os espectros SERS das tentativas de sinteses verdes de
AgNP com os extratos de E. pulcherrima, sem nenhuma etapa de purificagio, realizados
com linha de excitacdo em 633 nm. Pode-se notar que o perfil espectral das trés sinteses
que se mostraram eficiente (Ac-V, EtMeH>O-V e EtMeH>O-Vd) ¢ semelhante, com
bandas principais em 1455 6(C-Hz), 1085 v(C-C), 1048 v(C-C), 1018 v(C-C) e 880 p(C-
H,) cm™!, que podem ser atribuidos a presenca de acidos graxos (Beattie et al., 2004; De
Gelder et al., 2007). Comparando os espectros Raman (Figura 4.3) e SERS (Figura 4.6)

dos extratos, percebe-se que a intensificagdo das bandas atribuidas aos acidos graxos ¢é
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favorecida frente aos compostos fenolicos e carotenoides, que sdo observados no Raman,
evidenciando a agdo desses compostos como agentes redutores. Para a sintese mais

! sem atribuicdo

eficiente (Ac-V) verifica-se banda adicional em torno de 616 cm"
definida. Para sintese que nao se mostrou eficiente (Ac-Vd), percebe-se um perfil
espectral diferente das demais, com bandas principais em 1455 6(C-Hz), 1085 v(C-C),
1048 v(C-C), 990 p(C-H>) e 880 p(C-Hz) cm™, que também sdo atribuidas aos 4cidos

graxos (Beattie et al., 2004; De Gelder et al., 2007).

Figura 4.6- Espectros SERS das tentativas de sinteses verdes de AgNPs com os

extratos de E. pulcherrima, obtidos com linha de excitagdo em 633 nm.

0 1 0 ©
< [eXeoNe) @
— - = - [e0]

EtMeH,O-Vd.AgNPs

W \/ Ac-Vd.AgNPs

— — % — 3(OH),q

EtMeH,O-V.AgNPs

Intensidade Raman

1800 1600 1400 1200 1000 ., 800 600 400
Numero de onda/ cm
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Com a finalidade de averiguar a aplicagao da AgNP sintetizada na espectroscopia
SERS, foi realizada a analise da solucao de CV, corante com intensa atividade Raman e
SERS reportada na literatura (Kneipp et al., 1997). Nesta analise foi utilizada somente a
sintese que se mostrou mais eficiente na formacao das nanoparticulas de prata (Ac-V),
conforme observado pela banda LSPR mais estreita e intensa (Figura 4.5). Na Figura 4.7
observa-se o espectro Raman ressonante intensificado por superficie SERRS (do inglés,
Surface-enhanced resonance Raman scattering) caracteristico do CV em coloides de

AgNP, obtido com linha de excitagdo em 633 nm. Observam-se bandas principais em
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1619, 1450, 1370, 1293, 1176, 918, 804 ¢ 441 cm™'. A tentativa de atribuicio pode ser
observada na Tabela 14. Nao se observa ainda a presenca de nenhuma banda das
moléculas provenientes da extragdo das bracteas, quando se compara com os espectros
Raman e SERS (Figura 4.3; Figura 4.6), indicando que a sintese realizada ¢ eficiente na

intensifica¢do do CV.

Figura 4.7- Espectro Raman ressonante intensificado por superficie SERRS do

cristal violeta.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 14- Tentativa de atribuicao das bandas SERRS do cristal violeta.

Bandas (cm™) Tentativa de atribuicdo?
1619 V(CC)anel
1450 V(CanelN) + 65(CH3)
1370 Vas(CanelCCanel) + 8(CC)anel + 6(CH) + v(CanelN)
1293 Vas(CanelCCanel) + 8(CC)anet + 3(CH)
1176 Vas(CanelCCanel) + 6(CH)
918 O(CanelCCanel) + V(CC)anel
804 Y(CH)anet
441 S(CN) + Sas(CanelCClanel)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

v: estiramento; vs: estiramento simétrico; v, estiramento assimétrico; &: deformagao
no plano; d.s:deformagdo assimétrica; y: deformacao fora do plano
Referéncias: a: (R. de Oliveira & Sant’Ana, 2024).
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O CV ¢ um corante sintético pertencente ao grupo dos
corantes triarilmetano catidnicos, muito utilizado no tingimento de tecidos nas industrias
téxteis e na fabricagdo de tintas de pintura e impressdo. Além de seu uso bem estabelecido
como corante, também ¢ wusado na medicina veterindria como agente
bacteriostatico e inibidor do crescimento de fungos e parasitas na aquicultura e na
alimentac¢do de aves (Ali et al., 2016; Chowdhury et al., 2013; R. de Oliveira & Sant’Ana,
2024). (Alietal., 2016; Chowdhury et al., 2013; R. de Oliveira & Sant’Ana, 2024). O uso
do CV em sinergia a uma AgNP sintetizada por rota verde, pode ter uma aplicagao
biologica promissora € menos invasiva, dada a atividade bioldgica tanto do CV como da
AgNP (R. de Oliveira & Sant’Ana, 2024; Soares et al., 2018).

Embora ndo se tenha verificado atividades bioldgicas para as AgNP sintetizadas
neste trabalho, acredita-se que elas podem possuir grande potencial, visto que diversos
estudos ja demonstraram a bioatividade das nanoparticulas de prata sintetizadas a partir
dos extratos de diferentes espécies do género Euphorbia. O extrato de folhas secas
de Euphorbia hirta foi usado para criar nanoparticulas de prata, e estas
demonstraram a¢ao antibacteriana eficaz contra Bacillus cereus e Staphylococcus aureus
(Elumalai et al., 2010). Em outro estudo, as nanoparticulas de prata desenvolvidas a partir
do extrato da planta Euphorbia hirta apresentaram propriedades larvicidas contra o vetor
da maléria Anopheles stephensi (Priyadarshini et al., 2012). Nanoparticulas de prata feitas
a partir do extrato de Euphorbia rothiana mostraram grande potencial antibacteriano
contra Enterococcus fecais Gram-positivo e também atividade larvicida contra o vetor da
dengue Aedes aegypti (Banumathi et al., 2017). Os extratos metandlicos e aquosos de
AgNP feitos utilizando Euphorbia prostrata apresentaram alta atividade parasitaria
contra Haemaphysalis bispinosa e Hippobosca maculata (Zahir & Rahuman, 2012).

Avancos na nanotecnologia sao importantes pois podem gerar diversas aplicagdes
nas mais variadas areas, como na producao de novos medicamentos e biopesticidas, e o
uso de extratos de plantas, como o da E. pulcherrima, podem ajudar a evitar efeitos
negativos dos procedimentos tradicionais, além de criar metodologias sustentaveis

(Sameena & Thoppil, 2022).

43  CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir das analises por espectroscopia Raman das bracteas

de Euphorbia pulcherrima revelaram informagdes sobre sua composi¢ao, sendo possivel
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a identificacdo de bandas caracteristicas dos polifendis, carotenoides e acidos graxos,
além da obtenc¢do de informagdes sobre os pigmentos e suas variagdes de acordo com a
coloracdo das bracteas. Nas analises in situ, foi possivel observar que as bracteas verdes
apresentam maior intensidade das bandas atribuidas aos carotenoides em comparacao aos
polifendis. Para as bracteas vermelhas, rosas e amarelas, observa-se que as bandas dos
polifendis s3o mais intensas em comparagdo aos carotenoides, com a intensidade das
bandas dos carotenoides sendo maior nas bracteas amarelas, seguida das vermelhas e
rosas. As bracteas brancas mostram auséncia das bandas caracteristicas dos carotenoides.
Os resultados corroboram com estudos anteriores que indicaram a diminuicdo dos
carotenoides durante a senescéncia foliar e a predominancia das antocianinas em bracteas
coloridas. Assim como em outros estudos, os resultados sugerem que as cianidinas e
pelargonidinas sdo as principais antocianinas encontradas nas bracteas analisadas, sendo
sua concentragdo e combinagdo com outros pigmentos presentes, os fatores determinantes
que causam a variacao na coloragdo das bracteas.

As andlises dos espectros eletronicos em conjunto com os dados Raman dos
extratos com diferentes solventes das bracteas verdes, vermelhas e amarelas, mostraram
como as variedades possuem um perfil de pigmentos caracteristico, que juntos sao
responsaveis pelas cores das bracteas. Além disso, verificou-se que composi¢ao quimica
dos extratos influenciou na eficicia das AgNP sintetizadas. Possivelmente, a maior
presenca dos carotenoides e flavonoides nas bracteas vermelhas resultou em uma maior
acdo redutora, facilitando a formagao de AgNP. Esta correlagdao destaca a importancia de
entender-se a composi¢do quimica das diversas matrizes bioldgicas, destacando a
espectroscopia Raman como uma técnica que detecta compostos bioativos mesmo em
pequenas quantidades, como os carotenoides e polifendis, para o desenvolvimento de
metodologias sustentaveis e inovadoras na nanotecnologia, com potencial impacto em

diversas areas.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Esta tese demonstrou, pela primeira vez, a aplicagdo da espectroscopia Raman
para caracterizar os processos de amadurecimento de amostras de jilds, de duas
variedades de banana (‘prata’ e ‘nanica’) e de diferentes familias de pimentas
(Solanaceae, Anacardiaceae e Piperaceae), frutos amplamente consumidos e compostos
por diversas moléculas com atividade antioxidante. Os dados obtidos dos exocarpos de
jilés e bananas imaturos e maduros revelaram que a coloracdo amarelada caracteristica
dos frutos maduros em cada tipo de fruta tem origem distintas, entretanto ambas as
espécies sdo ricas em acidos fenolicos, flavonoides e carotenoides. As diferengas na
composicao desses compostos entre as duas espécies foram evidenciadas através de
analises dos espectros Raman e eletronicos, indicando que uma combinagdo de
flavonoides e carotenoides pode ser responsavel pela coloragdao do jilé e da banana. O
pigmento laranja do jil6 muito maduro foi identificado como chalcona naringenina
associada ao B-caroteno, enquanto a cor amarela das bananas maduras foi atribuida ao
carotenoide luteina, conforme corroborado pelos espectros eletronicos dos extratos brutos
de ambas as variedades. Por meio da espectroscopia Raman foi possivel identificar e
rastrear os principais componentes sintetizados durante o processo de maturagdo das
frutas, mostrando que o jil6 apresenta um maior conteudo de acidos fenolicos e
flavonoides em comparagao com a banana.

A andlise por espectroscopia Raman de pimentas da familia Solanaceae também
revelou diferencgas no perfil quimico ao longo do amadurecimento. Compostos fendlicos,
carotenoides, acidos graxos e alcaloides como a capsaicina foram identificados nos
exocarpos. Durante o amadurecimento das pimentas malagueta, habanero, biquinho e
karneval vermelha observou-se aumento do conteudo de carotenoides bem como
variacoes nos deslocamentos das bandas Raman referentes ao modo vibracional de
estiramento (vC=C) indicando variagdes estruturais. As analises espectroscopicas obtidas
de amostras de pimentdes proveniente de cultivo convencional e organico nos mesmos
estagios de maturagdo (verde e vermelho, respectivamente), mostraram perfil espectral
semelhante, entretanto para ambos os tipos de cultivo, os pimentdes verdes apresentaram
maior intensidade das bandas atribuidas aos fenolicos quando comparado com as bandas
dos carotenoides. Nos pimentdes vermelhos, as bandas dos carotenoides se intensificam

a medida que o pimentdo amadurece (E1 para E2), enquanto nos amarelos, parece nao
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ocorrer mudancas perceptiveis com o amadurecimento (E1 para E2). A andlise das
pimentas rosa e pimenta-do-reino preta e branca indicou a ocorréncia de compostos
fenolicos, polifenois, flavonoides, acidos graxos, e auséncia de carotenoides. As
contribuicdes de cada composto para os perfis espectrais observados foram propostas a
partir de calculos de Teoria do Funcional de Densidade (DFT) que complementaram as
analises experimentais.

Vale ressaltar que a utilizacdo de frutos tanto para consumo humano quando para
processos industriais gera residuos como cascas, sementes e caules. O aproveitamento
desses residuos de baixo custo principalmente de cascas tem crescido nos ultimos anos,
visto que muitos dos compostos bioativos encontrados nesse material podem ser
utilizados pelas industrias alimenticia, téxtil, cosmética e farmacéutica. A pesquisa que
visa a valorizagdo de residuos/subprodutos de origem vegetal pode impactar
positivamente os setores econdmico, social e ambiental.

Considerando-se a relevancia das propriedades bioldgicas dos pigmentos,
realizamos também um estudo sobre a caracterizagdo do padrao de coloracao das bracteas
de Euphorbia pulcherrima que se inicia com a cor verde e gradativamente vai alterando
para outras cores como branco, amarelo, rosa e vermelho. Os espectros Raman dos
diferentes espécimes com as cores citadas anteriormente revelaram a ocorréncia das
mesmas classes de substancias comuns aos frutos como polifendis, carotenoides e acidos
graxos, embora nao estejam relacionados a processo de amadurecimento. Os resultados
corroboram dados da literatura que indicaram a diminui¢ao dos carotenoides durante a
senescéncia foliar e a predominancia dos flavonoides em brécteas coloridas. O potencial
redutor e estabilizante de nanoparticulas de prata (AgNPs) conferido aos polifenois foi
confirmado através dos resultados obtidos com extrato brutos das bracteas vermelhas.

Em resumo, esta tese evidenciou a eficdcia da espectroscopia Raman na
caracterizacdo de pigmentos vegetais, destacando sua capacidade para identificar e
rastrear componentes quimicos em diferentes espécies e estagios de maturacdo. Os
resultados obtidos nao apenas contribuem para o entendimento dos perfis metabolicos das
espécies estudadas, mas também mostraram o potencial da técnica na identificagdao
molecular in situ de subprodutos agroalimentares. A espectroscopia Raman combinada
com a espectroscopia Raman Intensificada por Superficie podem ser técnicas de escolha
na caracterizacdo de nanoparticulas sintetizadas a partir de extratos de plantas, portanto,
contribuindo para o desenvolvimento de metodologias sustentaveis aplicaveis a ensaios

biologicos e sintese verde.
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APENDICE A - Capitulo 2

Figura A.1- Espectros Raman de duas réplicas de jilé nos quatro estagios de

maturacdo (E1 a E4), obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura A.2- Espectros Raman de duas réplicas da banana em dois estagios de

maturagdo: (A) ‘prata’- verde (E-VP) e madura (E-MP), e (B) ‘nanica’- verde (E-VN) e

madura (E-MN), obtidos com linha de excitacdo em 1064 nm.
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APENDICE B - Capitulo 3

Figura B.1- Espectros Raman dos dois estagios de maturacdo da pimenta

malagueta (E1-MI e E2-Ml), obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura B.2- Espectros Raman dos dois estagios de maturacdo da pimenta

habanero (E1-Hb e E2-Hb), obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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Figura B.3- Espectros Raman dos dois estagios de maturagao da pimenta

biquinho (E1-Bq, E2-Bq e E2-BgP), obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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Figura B.4- Espectros Raman dos dois estagios de maturagao da pimenta
Karneval vermelha (E1-KrV e E2-KrV), laranja (E1-KrL e E2-KrL) e amarela (E1-KrA
e E2-KrA), obtidos com linha de excitacdo em 1064 nm.
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Figura B.5- Espectros Raman dos pimentdes em diferentes estagios de

maturagdo de cultivo (A) convencional e (B) organico, obtidos com linha de excitagdo

em 1064 nm.
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Figura B.6- Espectros Raman das (A) cascas (E1-CRs, E2-CRs E2-CRsP) e (B)
sementes (E1-SRs, E2-SRs E2-SRsP) da pimenta rosa em dois estagios de maturagao,

obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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Figura B.7- Espectros Raman da pimenta-do-reino preta (PRP) e branca (PRB),

obtidos com linha de excitagdo em 1064 nm.
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Figura B.8- Espectro Raman do padrdo de acido linoleico, obtido com linha de

excitacdo em 1064 nm.
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Tabela 15- Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada do &cido clorogénico.

Numero Coordenadas cartesianas (A)
Elemento
do atomo X Y V4

1 C -5.8009770 | -1.2085780 | 1.0699690
2 C -4.4655470 | -0.9938220 | 0.7501650
3 C -4.0796680 | 0.0669800 | -0.0950910
4 C -5.0924780 | 0.9076650 | -0.6099120
5 C -6.4258850 | 0.6955110 | -0.2930960
6 C -6.7941340 | -0.3698430 | 0.5548120
7 H -6.1035600 | -2.0284190 | 1.7237580
8 H -3.7076640 | -1.6615200 | 1.1625090
9 H -4.8157870 | 1.7368940 | -1.2692860
10 O -7.4789660 | 1.4610340 | -0.7467690
11 H -7.1346190 | 2.1658010 | -1.3205800
12 0 -8.1002740 | -0.5812210 | 0.8696540
13 H -8.6155910 | 0.1111500 | 0.4109410
14 C -2.7006600 | 0.3362700 | -0.4634690
15 C -1.5907540 | -0.3393760 | -0.0898920
16 C -0.2722350 | 0.0831690 | -0.5801960
17 0 0.7035320 | -0.7463220 | -0.0806130
18 O -0.0391110 | 1.0234710 | -1.3265120
19 C 2.0463980 | -0.4559950 | -0.5319880
20 C 2.6678400 | 0.6568010 | 0.3332920
21 C 2.8558300 | -1.7460110 | -0.5217400
22 C 4.2221630 | 0.5695960 | 0.3841690
23 H 2.3385750 | 1.6267560 | -0.0638850
24 C 4.2291960 | -1.4721540 | -1.2054310
25 C 4.7719800 | -0.0396950 | -0.9153120
26 H 4.5134220 | 0.6352350 | -1.7457710
27 @) 3.0364150 | -2.3167020 | 0.7766010
28 H 3.5098700 | -1.6463120 | 1.3240990
29 H 1.9748820 | -0.0990500 | -1.5732880
30 H 2.3156880 | -2.5146270 | -1.0941370
31 H 5.8675730 | -0.1073800 | -0.8582320
32 H 4.0871140 | -1.5475990 | -2.2981150
33 0 5.1491500 | -2.4811100 | -0.8310930
34 H 4.7882180 | -2.8307370 | 0.0132470
35 H 2.2938240 | 0.5702410 | 1.3638520
36 O 4.6460690 | -0.2508360 | 1.4856130
37 H 4.9270290 | 0.3838450 | 2.1819050
38 C 4.7840180 | 1.9640440 | 0.6579960
39 0 4.6350700 | 2.8250910 | -0.3701920
40 H 5.0039480 | 3.6780600 | -0.0593460
41 O 5.2946370 | 2.2689250 | 1.7230270
42 H -2.5326150 | 1.1909000 | -1.1299240
43 H -1.6129940 | -1.2092390 | 0.5688870

Fonte: Elaborado pela autora (2024).



Tabela 16- Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada da quercetina.

Numero Coordenadas cartesianas (A)
Elemento
do atomo X Y Z
1 C 0.0851760 | 1.4923580 | -0.0001100
2 C 1.5303010 | 1.7449400 0.0000570
3 C 2.3822640 | 0.5721480 0.0000280
4 C 1.7678170 | -0.7034450 | 0.0001750
5 C -0.4471190 | 0.2279220 | -0.0002000
6 C 3.8063500 | 0.6035430 | -0.0001490
7 C 2.4947600 | -1.8965820 | 0.0002260
8 C 3.8836530 | -1.8240360 | 0.0002380
9 C 4.5411740 | -0.5797260 | -0.0000610
10 H 1.9840230 | -2.8582960 | 0.0001700
11 H 5.6357430 | -0.5383620 | -0.0002860
12 0 4.5727340 | -3.0024170 | 0.0001950
13 H 5.5247580 | -2.8019520 | -0.0000010
14 0 4.4095410 | 1.8195610 | -0.0002250
15 H 5.3728420 | 1.6756210 | -0.0000590
16 0 0.4163560 | -0.8530510 | -0.0000450
17 0 1.8826240 | 2.9455060 0.0002350
18 0O -0.6324650 | 2.6357960 | -0.0001500
19 H 0.1164600 | 3.3089410 0.0001170
20 C -1.8507020 | -0.1765700 | -0.0001890
21 C -2.1956580 | -1.5441160 | -0.0003580
22 C -2.8852420 | 0.7854390 0.0000410
23 C -3.5330320 | -1.9356450 | -0.0002730
24 H -1.4140960 | -2.3015490 | -0.0006140
25 C -4.2176490 | 0.3920220 0.0001010
26 H -2.6582730 | 1.8495750 0.0001540
27 C -4.5452790 | -0.9788820 | -0.0000070
28 H -3.7931440 | -2.9988470 | -0.0004150
29 0 -5.2054690 | 1.3360800 0.0002890
30 H -6.0537360 | 0.8530040 0.0002650
31 O -5.8937990 | -1.2612660 | 0.0001640
32 H -6.0116300 | -2.2260250 | -0.0001540

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 17- Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada do acido linoleico.

Numero Coordenadas cartesianas (A)
Elemento
do atomo X Y V4
1 C 7.2462700 2.3100510 0.1404340
2 C 5.8483390 1.8846670 -0.2921840
3 H 5.7724850 2.0112730 -1.3881840
4 H 5.1201290 2.5944700 0.1424650




5 C 5.5029690 0.4509060 0.1064780
6 H 5.6066150 0.3502070 1.1988680
7 H 6.2543170 -0.2292860 -0.3260150
8 C 4.0973120 0.0316240 -0.3313040
9 H 4.0019460 0.1458430 -1.4268370
10 H 3.3518960 0.7185230 0.1100050
11 C 3.7492320 -1.4090290 0.0573630
12 H 3.8504560 -1.5249920 1.1515780
13 H 4.4929970 -2.0943480 -0.3882200
14 C 2.3421400 -1.8363740 -0.3691710
15 H 1.5952700 -1.1650950 0.0896070
16 H 2.2349070 -1.7058930 -1.4618340
17 C 2.0132980 -3.2867950 -0.0030110
18 H 2.1498090 -3.4301690 1.0841890
19 H 2.7380070 -3.9605530 -0.4919890
20 C 0.5860970 -3.7201370 -0.3927780
21 H 0.5000350 -4.8101900 -0.2305560
22 H 0.4266670 -3.5512090 -1.4716510
23 C -0.4898330 | -3.0252710 0.3916180
24 H -0.4385370 | -3.1435620 1.4836540
25 C -1.4820300 | -2.2890370 -0.1229860
26 H -1.5483370 | -2.1718070 -1.2123850
27 C -2.5750220 | -1.6239450 0.6759360
28 H -2.3612870 | -1.7563360 1.7514530
29 C -3.9311520 -2.2063700 0.3594240
30 H -4.0315180 | -3.2718820 0.5960620
31 C -4.9837490 | -1.5862780 -0.1942650
32 H -5.8893110 -2.1849660 -0.3552150
33 C -5.1018760 | -0.1468410 -0.6064390
34 H -5.3215900 | -0.0993650 -1.6898250
35 H -4.1477050 0.3858420 -0.4651570
36 C -6.2192480 0.5990040 0.1459490
37 H -6.0070400 0.5672520 1.2287890
38 H -7.1733070 0.0592120 0.0079830
39 C -6.3865790 2.0528750 -0.3049780
40 H -5.4312490 2.5912010 -0.1646120
41 H -6.5900070 2.0783420 -1.3913420
42 C -7.4998740 2.8010890 0.4352130
43 H -8.4549110 2.2665630 0.2890420
44 H -7.2984040 2.7684060 1.5202850
45 C -7.6520150 4.2556300 -0.0154570
46 H -7.8865980 4.3169660 -1.0899180
47 H -8.4579990 4.7674450 0.5311920
48 H -6.7229220 4.8231010 0.1517460
49 O 7.5940380 3.5944440 -0.1947240
50 H 6.8467000 4.0079610 -0.6653890
51 O 8.0313490 1.6119230 0.7349460
52 H -2.5702700 | -0.5385150 0.4813760

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 18- Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada da capsaicina.

Numero Coordenadas cartesianas (A)
Elemento
do atomo X Y V4

1 C 4.2250380 | 0.4389330 | -1.8330880
2 C 3.2188590 | 0.6544340 | -0.8902090
3 C 3.0978210 | -0.2324750 | 0.1957540
4 C 3.9680380 | -1.3111530 | 0.3174120
5 C 4.9792110 | -1.5286910 | -0.6483350
6 C 5.0990710 | -0.6479980 | -1.7185970
7 H 4.3350900 | 1.1285510 | -2.6739120
8 H 2.3248620 | -0.0525350 | 0.9448820
9 H 5.8911170 | -0.8198240 | -2.4496360
10 @) 5.8325810 | -2.5854320 | -0.5204070
11 H 5.5681750 | -3.0487210 | 0.2989000
12 0 3.9639480 | -2.2447090 | 1.3291170
13 C 2.9900250 | -2.0857030 | 2.3603170
14 H 1.9670200 | -2.1457950 | 1.9532380
15 H 3.1550790 | -2.9116540 | 3.0615810
16 H 3.1189290 | -1.1241910 | 2.8841240
17 C 2.2477920 | 1.8093840 | -1.0479650
18 H 1.2914580 | 1.4419990 | -1.4494930
19 H 2.6530900 | 2.5143460 | -1.7970880
20 N 1.9723960 | 2.4896930 | 0.2102500
21 H 2.7734810 | 2.7205290 | 0.7973860
22 C 0.7749610 | 2.8899390 | 0.7555260
23 0 0.7437830 | 3.4380260 | 1.8566990
24 C -0.5068070 | 2.5984040 | -0.0187380
25 H -0.3598950 | 2.6550930 | -1.1094440
26 H -1.2061980 | 3.3990060 | 0.2618150
27 C -1.1102160 | 1.2364300 | 0.3686210
28 H -0.4124270 | 0.4244780 | 0.0946530
29 H -1.2111830 | 1.2021400 | 1.4665540
30 C -2.4710210 | 0.9794670 | -0.2833590
31 H -2.3690840 | 1.0223650 | -1.3827020
32 H -3.1706030 | 1.7878150 | -0.0097340
33 C -3.0852770 | -0.3735290 | 0.1190820
34 H -3.2057180 | -0.4121750 | 1.2151720
35 H -2.3690600 | -1.1746120 | -0.1457220
36 C -4.4057100 | -0.6450350 | -0.5421530
37 H -4.3957750 | -0.6938050 | -1.6401280
38 C -5.5703230 | -0.8132660 | 0.0945450
39 H -5.5837760 | -0.7614870 | 1.1934660
40 C -6.9008160 | -1.0785010 | -0.5591160
41 H -6.7414490 | -1.1091930 | -1.6519140
42 C -7.4651960 | -2.4399100 | -0.1155430
43 H -8.4329900 | -2.6428170 | -0.6001780
44 H -6.7750460 | -3.2585040 | -0.3664440
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45 H -7.6273920 | -2.4584180 | 0.9745370
46 C -7.8987470 | 0.0511670 | -0.2490790
47 H -8.0775430 | 0.1276520 | 0.8357800
48 H -7.5204650 | 1.0235040 | -0.5965090
49 H -8.8691870 | -0.1360750 | -0.7346600

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 19- Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada da capsantina.

Numero Coordenadas cartesianas (A)
Elemento
do atomo X Y Z

1 C 14.7377590 1.2429790 | 0.4158280
2 C 14.1686250 | 0.3854910 | 1.5286930
3 C 13.1433110 | -0.6527450 | 1.0296380
4 C 12.1300300 | -0.0041190 | 0.0582310
5 C 12.3709440 1.1922720 | -0.5500650
6 C 13.6048830 | 2.0165120 | -0.2528630
7 H 14.9890690 | -0.1263900 | 2.0577070
8 H 13.3339130 | 2.8581930 | 0.4146730
9 C 11.4673840 1.8176400 | -1.5812460
10 H 10.9074580 | 2.6725330 | -1.1617560
11 H 12.0694930 | 2.2254080 | -2.4101580
12 H 10.7370960 1.1111480 | -1.9941250
13 C 12.4190010 | -1.2117780 | 2.2737390
14 H 11.7364790 | -2.0354920 | 2.0200020
15 H 13.1575010 | -1.5963290 | 2.9949820
16 H 11.8299690 | -0.4278640 | 2.7729600
17 C 13.8701350 | -1.8186750 | 0.3184240
18 H 14.5701810 | -2.3096920 | 1.0131000
19 H 13.1606410 | -2.5839630 | -0.0302220
20 H 14.4382500 | -1.4712270 | -0.5560990
21 0 15.7123900 | 2.1157880 | 1.0034480
22 H 16.0876060 | 2.6508170 | 0.2834800
23 C 10.9289050 | -0.8064530 | -0.1858750
24 H 11.0884520 | -1.8896240 | -0.2387630
25 C 9.6424540 -0.3625500 | -0.2558510
26 H 9.4499380 0.7054580 | -0.1103150
27 C 8.4711280 -1.1848090 | -0.4503720
28 C 7.2341840 -0.5745270 | -0.4240350
29 H 7.2308060 0.5114640 | -0.2662520
30 C 5.9541900 -1.1813880 | -0.5616900
31 H 5.9063350 -2.2624380 | -0.7185620
32 C 4.7750080 -0.4771030 | -0.4941510
33 H 4.8398780 0.6064060 | -0.3349860
34 C 3.4548460 -1.0193230 | -0.6000920
35 C 2.3777630 -0.1531150 | -0.4918490
36 H 2.6211640 0.9054200 | -0.3364490

141



37 C 0.9982740 -0.4667810 | -0.5490550
38 H 0.6985580 -1.5096410 | -0.6981610
39 C -0.0084460 | 0.4688570 | -0.4204880
40 H 0.2874000 1.5127180 | -0.2715130
41 C -1.3861000 | 0.1450640 | -0.4629160
42 H -1.6217410 | -0.9168730 | -0.6072010
43 C -2.4708910 | 0.9994540 | -0.3371000
44 C -3.7829530 | 0.4341490 | -0.3926970
45 H -3.8341100 | -0.6520040 | -0.5383740
46 C -4.9743890 1.1131910 | -0.2755050
47 H -4.9494940 | 2.1961320 | -0.1277210
48 C -6.2374570 | 0.4637210 | -0.3335850
49 H -6.2089830 | -0.6229850 | -0.4811050
50 C -7.4935500 1.0288570 | -0.2238460
51 C -8.6275320 | 0.1516620 | -0.3091280
52 H -8.4258380 | -0.9155660 | -0.4599990
53 C -9.9425910 | 0.5019780 | -0.2242560
54 H -10.2315630 | 1.5435670 | -0.0790740
55 C -10.9989330 | -0.5253860 | -0.3291090
56 C 8.6501840 -2.6656950 | -0.6571850
57 H 9.2955610 -2.8652510 | -1.5276140
58 H 9.1413310 -3.1279440 | 0.2150340
59 H 7.6999210 -3.1872980 | -0.8181810
60 C 3.2902210 -2.5017350 | -0.8168670
61 H 3.7778060 -2.8170070 | -1.7533350
62 H 3.7635780 -3.0718810 | -0.0014710
63 H 2.2391300 -2.8068230 | -0.8696460
64 C -2.3224150 2.4861140 | -0.1391620
65 H -2.8443090 3.0410420 | -0.9351650
66 H -2.7691460 | 2.8021080 | 0.8173840
67 H -1.2751390 | 2.8089360 | -0.1413650
68 C -7.7225220 | 2.5032460 | -0.0198900
69 H -6.7884280 3.0756070 | 0.0223250
70 H -8.3353100 | 2.9195900 | -0.8356750
71 H -8.2732180 | 2.6883470 | 0.9166610
72 C -12.4836970 | -0.0808720 | -0.2445290
73 C -13.3657960 | -1.1371820 | -0.9692710
74 H -12.8028190 | -2.0805780 | -1.0261550
75 C -14.6037060 | -1.3464490 | -0.1116610
76 C -14.0327410 | -1.2742430 | 1.3033850
77 C -12.6794800 | 1.2916610 | -0.9186620
78 H -12.2341280 | 2.1266070 | -0.3605520
79 H -12.2264660 | 1.2815190 | -1.9225420
80 H -13.7509340 | 1.4977760 | -1.0395430
81 C -12.9812410 | -0.1286950 | 1.3032370
82 H -13.5383190 | -2.2355370 | 1.5236360
83 H -14.8067220 | -1.1243260 | 2.0755440
84 H -13.6272250 | -0.8291920 | -1.9923620
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85 O -10.7056930 | -1.7180700 | -0.4569650
86 C -11.8650490 | -0.4554560 | 2.3121780
87 H -11.3520140 | -1.3965630 | 2.0688390
88 H -11.1081320 | 0.3428950 | 2.3580380
89 H -12.2995970 | -0.5567480 | 3.3197220
90 C -13.6453230 | 1.1869360 | 1.7520270
91 H -14.4974340 | 1.4556300 | 1.1148610
92 H -14.0162180 | 1.0665120 | 2.7828090
93 H -12.9323780 | 2.0253700 | 1.7615030
94 H 13.6865400 1.0576770 | 2.2596350
95 H 13.9622960 | 2.4849140 | -1.1886000
96 H 15.2261130 | 0.5936100 | -0.3377100
97 O -15.5342180 | -0.2808950 | -0.3988050
98 H -16.2639790 | -0.3651220 | 0.2382250
99 H -15.0851690 | -2.3218650 | -0.3160570

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 20- Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada da pelargonidina.

Numero Coordenadas cartesianas (A)
Elemento
do atomo X Y Z
1 C 0.0427530 1.7497960 0.0000180
2 C -1.3414980 | 1.8647190 0.0000130
3 C -2.1683940 | 0.7320590 0.0000020
4 C -1.5520340 | -0.5439190 | -0.0000100
5 C 0.6412800 0.4571220 0.0000120
6 H -1.8040200 | 2.8556260 0.0000150
7 C -3.5972030 | 0.7751120 0.0000010
8 C -2.2581860 | -1.7345700 | -0.0000130
9 C -3.6564850 | -1.6533480 | -0.0000060
10 C -4.3238830 | -0.4043250 | -0.0000010
11 H -1.7575640 | -2.7013620 | -0.0000210
12 H -5.4173180 | -0.3746900 | 0.0000010
13 O -4.3260860 | -2.8224600 | -0.0000110
14 (0] -4.1450740 | 2.0122160 0.0000110
15 O 0.8587470 2.8355010 0.0000210
16 C 2.0352500 0.1001100 | -0.0000060
17 C 2.4039610 | -1.2768980 | 0.0000380
18 C 3.0790970 1.0649980 | -0.0000460
19 C 3.7245800 | -1.6660250 | 0.0000250
20 H 1.6292350 | -2.0419540 | 0.0000740
21 C 4.4056260 0.6755800 | -0.0000600
22 H 2.8438940 2.1247990 | -0.0000660
23 C 4.7445980 | -0.6907030 | -0.0000560
24 H 4.0060000 | -2.7197870 | 0.0000630
25 H 5.1938190 1.4329970 | -0.0000700
26 0] 6.0125630 | -1.1370980 | 0.0000340




27 H -5.2875030 | -2.6617650 | -0.0000120
28 H -5.1172170 | 1.9475000 | 0.0000180
29 H 0.3160090 | 3.6450710 | 0.0000210
30 H 6.6320940 | -0.3831380 | 0.0001550
31 O -0.1894260 | -0.6158520 | -0.0000100

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 21- Coordenadas cartesianas da estrutura otimizada da piperina.

Numero Coordenadas cartesianas (A)
Elemento
do atomo X Y Z
1 C 5.2771530 | -0.5208210 | 0.0254150
2 C 5.5085210 | 0.8515040 | -0.0785720
3 C 4.4639170 1.7609940 | -0.1345750
4 C 3.1640150 1.2423260 | -0.0865390
5 C 2.9064830 | -0.1414170 | 0.0180640
6 C 4.0037530 | -1.0452930 | 0.0762450
7 C 7.4859920 | -0.1932460 | -0.1368620
8 H 4.6507290 | 2.8324380 | -0.2134120
9 H 2.3266700 1.9395060 | -0.1378960
10 H 3.8378400 | -2.1204620 | 0.1614930
11 H 7.9261790 | -0.3405360 | -1.1401260
12 0 6.4782330 | -1.1923660 | 0.0961440
13 @) 6.8583060 1.1041750 | -0.0825070
14 H 8.2517450 | -0.2573020 | 0.6502760
15 C 1.5622940 | -0.6963940 | 0.0665370
16 H 1.5125030 | -1.7906460 | 0.1216420
17 C 0.3759630 | -0.0300130 | 0.0538790
18 H 0.3604700 1.0647590 | 0.0051890
19 C -0.8910280 | -0.6996140 | 0.1042210
20 H -0.8989520 | -1.7951030 | 0.1485850
21 C -2.1005990 | -0.0860260 | 0.0964040
22 H -2.1530220 | 1.0038220 | 0.0426000
23 C -3.3398260 | -0.9021000 | 0.1296250
24 0 -3.3006340 | -2.1413040 | 0.1125080
25 C -4.6767580 | 1.2396430 | 0.2170760
26 C -5.7785400 | -1.0101190 | 0.0616400
27 C -6.0987710 | 1.6318300 | 0.6251010
28 H -3.9636670 | 1.6492260 | 0.9477410
29 C -6.7709600 | -0.3177680 | -0.8729870
30 H -5.4807630 | -2.0007860 | -0.3048340
31 C -7.1519090 | 1.0936620 | -0.3603620
32 H -6.2906210 | 1.2390360 1.6367510
33 H -7.6656440 | -0.9484370 | -0.9868140
34 H -8.1340460 | 1.0730620 | 0.1370040
35 N -4.5454600 | -0.2240660 | 0.1693320
36 H -6.2291360 | -1.1618430 | 1.0608640
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37 H -6.3087130 | -0.2473140 | -1.8707410
38 H -7.2528110 | 1.7836370 | -1.2131880
39 H -6.1594400 | 2.7282490 | 0.7005710
40 H -4.4365340 | 1.6902330 | -0.7660520

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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