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RESUMO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) € uma das especiarias mais consumidas
e comercializadas no mundo, sendo cultivada em varias regides tropicais,
principalmente no Vietna, Indonésia, Brasil e india. A avaliagdo da qualidade da
pimenta-do-reino esta relacionada principalmente ao seu sabor e odor, bem como pela
presenga de contaminantes. O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade da
pimenta-do-reino em relagdo ao teor de piperina, composi¢cao do 6leo essencial e
composic¢ao elementar nas amostras de pimenta-do-reino cultivadas no Espirito Santo
(ES), Brasil. A influéncia do tipo de secagem e o periodo da colheita também foi
estudada. Amostras de outras localidades: Equador, Vietna, Malasia, Indonésia, india
e Sri Lanka foram utilizadas para comparagao. Para a determinagdo do teor de
piperina, foi realizada uma extragao solido-liquido com etanol assistido por ultrassom
e o extrato foi analisado por HPLC-DAD, apés a validagao da metodologia. A avaliagao
da composicao volatil da pimenta-do-reino, foi obtido o 6leo essencial pelo método de
hidrodestilagdo com auxilio de um aparelho Clevenger. O material destilado foi
analisado por GC-MS, onde foi obtido o perfil cromatografico. Por fim, a avaliacdo da
composi¢cado elementar, as amostras foram secas e em seguida foi realizada uma
decomposicdo acida assistida por radiacdo micro-ondas, os analitos foram
determinados por ICP OES e ICP-MS. Foi observado que o periodo da colheita tem
pouca interferéncia no teor de piperina nas pimentas-do-reino. Entretanto, a
campanha 2 (Nov/17) apresentou alteragcbes na composi¢cdo do 6leo essencial e
reducao de macronutrientes Ca, K, Mg e S e do micronutriente B, inferindo que nesta
campanha houve modificagdo no metabolismo secundario do vegetal. As secagens
mecanicas (com fogo direto e fogo indireto) provocaram alteragées na composicao do
Oleo essencial, que estao relacionadas a exposicao a altas temperaturas durante o
processamento. Adicionalmente, observou-se incremento de Fe e Cr em secagem
mecéanica com fogo direto, em consequéncia de contato direto com estruturas
metalicas e com o material particulado proveniente da queima. Além disso,
independentemente do tipo de secagem ou campanha de coleta foi encontrado
concentragcdes de As e Pb acima dos limites maximos estabelecidos para algumas
amostras, com valores maximos encontrados de 0,46 e 0,56 mg kg™! excedendo os
limites seguros para o consumo humano de acordo com a legislagéo brasileira. Nesse
estudo também foi possivel observar que as amostras cultivadas no ES apresentam
caracteristicas marcantes comparadas com as amostras das outras localidades,
sendo possivel garantir a origem geografica da pimenta-do-reino utilizando o perfil
multielementar e a composigao do o6leo essencial juntamente com a analise de
componentes principais.

Palavras-chave: Pimenta-do-reino; Efeitos da secagem; Variagdo Sazonal; Piperina;
Composicao do 6leo essencial; Composicao elementar.



ABSTRACT

Black pepper (Piper nigrum L.) is one of the most widely consumed and
commercialized spices in the world, and it is grown in several tropical regions, mainly
Vietnam, Indonesia, Brazil, and India. The evaluation of the quality of black pepper is
mainly related to its flavor and odor, as well as the presence of contaminants. The aim
of this study was to assess the quality of black pepper in terms of piperine content,
essential oil composition, and elemental composition in black pepper samples grown
in Espirito Santo (ES), Brazil. The effect of drying type and harvest period was also
investigated. For comparison, samples from Ecuador, Vietnam, Malaysia, Indonesia,
India, and Sri Lanka were used. To determine the piperine content, an ultrasound-
assisted solid-liquid ethanol extraction was performed, and the extract was analyzed
by HPLC-DAD, after validation of the methodology. The essential oil of black pepper
was extracted using the hydrodistillation method with the aid of a Clevenger apparatus
to evaluate its volatile composition. The chromatographic profile was obtained after
GC-MS analysis of the distilled material. Finally, the elemental composition was
evaluated by drying the samples and then performing an acid decomposition assisted
by microwave radiation. The analytes were determined using ICP OES and ICP-MS.
It was observed that the harvest period has little influence on the piperine content of
black peppers. Campaign 2 (Nov/17), on the other hand, showed changes in the
composition of the essential oil as well as a reduction in macronutrients Ca, K, Mg, and
S as well as micronutrient B, implying that there was a change in the plant's secondary
metabolism during this campaign. Mechanical drying (with direct and indirect fire)
caused changes in the composition of the essential oil, which are related to exposure
to high temperatures during processing. Furthermore, as a result of direct contact with
metallic structures and particulate material from burning, an increase in Fe and Cr was
observed in mechanical drying with direct fire. Furthermore, regardless of the type of
drying or collection campaign used, As and Pb concentrations were found to be higher
than the maximum limits established for some samples, with maximum values of 0.46
and 0.56 mg kg’ found to be higher than the safe limits for human consumption
established by Brazilian legislation. In this study, it was also possible to observe that
the samples cultivated in ES have remarkable characteristics when compared to
samples from other locations, and it is possible to guarantee the geographic origin of
black pepper using the multi-element profile and essential oil composition, as well as
the analysis of main components.

Keywords: Black pepper, Drying effects; Seasonal variation; Piperine, Essential oil
composition, Elementary composition.
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INTRODUCAO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) € uma das especiarias mais consumidas
e comercializadas no mundo, sendo cultivada em varias regides tropicais,
principalmente no Vietna, Indonésia, Brasil e india, sendo que desde 2018, o Brasil se
tornou o segundo maior produtor, ficando apenas atras do Vietna (FAO, 2021). Essa
especiaria € amplamente utilizada no preparo e processamento de alimentos como
condimento e, por apresentar componentes bioativos em seus frutos, a pimenta-do-
reino também é utilizada na industria farmacéutica na producao de principios ativos,
capazes de auxiliar no tratamento ou combate a doengas (Nair, 2011; Tasleem et al.,
2014).

No Brasil, segundo dados da Produgao Agricola Municipal divulgados pelo
IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), a produgao em 2019 foi de 109
mil toneladas, sendo os principais estados produtores de pimenta-do-reino o Para,
que foi o maior produtor até 2017 e o Espirito Santo, que em 2018 se tornou, pela
primeira vez, o maior produtor de pimenta-do-reino nacional (IBGE, 2021).

A cultura da pimenta-do-reino tem assumido grande importancia social e
econdmica no Brasil e, consequentemente, no Espirito Santo, pois a maioria das areas
de plantio da pimenta-do-reino sdo de agricultura familiar. Por se tratar de um produto
de exportagao, a cultura também € uma das mais rentaveis para o Estado, alcangando
elevado prego no mercado internacional (Lemos et al., 2014).

Contudo, o mercado externo exige que a qualidade da pimenta-do-reino atenda
algumas especificagdes, a fim de assegurar que sejam ofertados aos consumidores,
produtos que apresentam o minimo de contaminantes, como elementos
potencialmente toxicos e residuos de pesticidas e, portanto, seguros ao consumo
humano (Chai & Elie, 2013; Jacxsens et al., 2016; Krause et al., 2020). Outra
especificacdo exigente pelo mercado externo para a avaliagdo da qualidade da
pimenta-do-reino é a avaliacdo do seu sabor e odor. Os principais componentes
responsaveis por essas caracteristicas da pimenta-do-reino sdo a piperina, um
alcaloide natural que contribui principalmente para sua pungéncia, e seus compostos
volateis, responsaveis pelo seu odor caracteristico (Peter, 2012).

A quantidade de piperina, assim como o0s compostos presentes no oleo

essencial, existentes na pimenta-do-reino, podem variar por diversos fatores, como o
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tipo de cultivar, o clima, as condi¢cbes de cultivo e processamento, o tempo de
estocagem e a localizagdo geografica (Gobbo-Neto & Lopes, 2007). No
processamento da pimenta-do-reino, a etapa de secagem é necessaria para a retirada
da umidade e, assim, prevenir deterioragdo por ag¢ado microbiana e,
consequentemente, producao de toxinas, além de minimizar o ataque de pragas e
facilitar o armazenamento e distribuicdo (Lemos et al., 2014). Entretanto, a etapa de
secagem pode provocar alteragdes fisico-quimicas na pimenta reduzindo sua
qualidade, como na aparéncia, principalmente na coloragdo, odor, modificagbes
qualitativas e quantitativas dos compostos volateis e incorporagbes de certos
contaminantes. Logo, o cuidado durante a etapa de secagem da pimenta-do-reino é
de fundamental importancia (Lopes, 2014).

No Brasil, a etapa de secagem da pimenta geralmente é realizada de duas
maneiras, natural ou artificial. A secagem natural € um processo de baixo custo, sendo
realizada ao sol, sob condigdes higiénicas para evitar a contaminagéo da pimenta por
fungos e bactérias. A secagem artificial ou mecanica é realizada em equipamentos,
tais como fornalhas, a partir dos quais é forgada a passagem de ar quente oriundo de
alguma fonte de calor. Essas fornalhas utilizadas podem ser de fogo direto ou com
aquecimento indireto. A secagem artificial tem a vantagem de reduzir o tempo do
processo, além de viabilizar esse processo em regides umidas e em periodos de
chuvas. Entretanto, se conduzida de forma inadequada, pode comprometer a
qualidade do produto (Nair, 2011; Serrano et al., 2008; Vinha & Lima, 2018).

Com o objetivo de contribuir com o conhecimento acerca da qualidade quimica
da pimenta-do-reino produzida no Espirito Santo, o presente estudo avaliou o teor de
piperina, o perfil do 6leo essencial e a composi¢cao elementar. Além de comparar com
as pimentas-do-reino provenientes de outras localidades. Dessa forma, a presente
tese foi estruturada em 7 capitulos, no primeiro € apresentado uma revisao
bibliografica dos principais temas abordados na tese, o segundo apresenta a area de
estudo, ou seja, uma descricdo das amostras, campanhas e local de coleta. Nos
capitulos 3, 4 e 5 apresentam aspectos relacionados as analises de piperina, do perfil
do dOleo essencial e da composi¢cao elementar, respectivamente. No capitulo 6 é
apresentado a conclusao geral do trabalho. E, por fim, no capitulo 7 sdo apresentadas

as referéncias bibliograficas utilizadas neste trabalho.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Aspectos gerais da Pimenta-do-Reino

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) (Figura 1) € uma das especiarias mais
consumidas e comercializadas no mundo, amplamente utilizada como condimento no
preparo e processamento de alimentos. Além disso, por apresentar componentes
bioativos em seus frutos, como os alcaloides e terpendides, a pimenta-do-reino
também ¢é utilizada na industria farmacéutica devido suas propriedades anti-

inflamatdrias e analgésicas (Nair, 2011; Tasleem et al., 2014).

Figura 1. Espiga de pimenta-do-reino. Fonte: Acervo Pessoal.

Nativa da costa do Malabar, no sudoeste da india, a pimenta-do-reino foi
introduzida inicialmente nas ilhas da Indonésia. Depois disso, foi levada para varias
ilhas do Pacifico, paises do sudoeste Asiatico, Africa tropical e América. Atualmente,
a pimenta é cultivada por volta de 26 paises (Ravindran, 2006).

No Brasil, foi introduzida no século XVII, no entanto, a pimenteira-do-reino foi
estabelecida como cultivo somente em 1933, quando imigrantes japoneses chegaram
ao estado do Para trazendo mudas da cultivar Kuching, que no Brasil denominou-se
Cingapura. Assim, iniciou-se a producdo comercial da pimenta-do-reino,
principalmente dos tipos preta e branca. O Brasil passou a ser autossuficiente na
producao de pimenta-do-reino em 1950 e, atualmente, € um dos maiores produtores
mundiais, junto com Vietna, Indonésia e india, ficando em segundo lugar no ano de
2018 (FAO, 2021; Ravindran, 2006).
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1.1.1. Botanica e Composic¢ao nutricional

A pimenteira-do-reino (Figura 2) € a espécie mais importante do género Piper
pertencente a ordem Piperales e familia Piperaceae. E uma planta tropical de espécie
perene, arbustiva e trepadeira. O caule é formado por duas partes distintas: a haste
central, que possui raizes adventicias e se originam nos nés, aderindo livremente no
suporte e as hastes laterais que s&o desprovidas de raizes aderentes e cujas gemas
originam as flores e frutos (EMBRAPA, 2004).

Figura 2. Pimenteira-do-reino. Fonte: Acervo pessoal

A pimenta-do-reino apresenta inflorescéncia em forma de espiga que pode
variar de 8 a 14 cm, e é composta de pequenas flores desprovidas de pétalas e
sépalas. O fruto € uma drupa, mas costuma ser chamada de baga. Quando maduro,
o fruto possui de 4 a 6 mm de didmetro e a casca adquire coloragdo avermelhada. A
semente apresenta o endosperma esbranquigado (EMBRAPA, 2004).

A espécie apresenta mais de 100 cultivares catalogadas na india. No Brasil,
hoje, ha apenas sete cultivares registradas e recomendadas para o plantio no Registro
Nacional de Cultivares (RNC) junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA): ‘Bragantina’, ‘BRS Apra’, ‘BRS lagard’, ‘BRS Kottanadan’,
‘BRS Kuthiravally’, ‘Cingapura’ e ‘Guajarina’. No estado do Espirito Santo, a
‘Bragantina’ ocupa a maior area plantada (Lemos et al., 2014; Ravindran, 2006).

A composigao nutricional da pimenta-do-reino, conforme o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2019), é apresenta na Tabela 1. Além de

apresentar alto teor de vitaminas e minerais, investigagdes fitoquimicas realizadas nas
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ultimas décadas tém revelado que esta especiaria possui uma ampla variedade de
metabolitos que se distribuem em diferentes classes de compostos:
amidas/alcaldides, propenilfendis, lignanas, terpenos, flavonas. Quando isolados,
esses metabdlitos tém apresentado importantes agdes bioldgicas, especialmente anti-
inflamatdria e antioxidante (N. Ahmad et al., 2012; Butt et al., 2013; Carnevalli &
Araujo, 2013).

Tabela 1. Composicdo Nutricional Média de 100 g de pimenta-do-reino. Fonte: Adaptado de: <
https://fdc.nal.usda.gov/fdc-app.html#/food-details/170931/nutrients >. Acesso em nov. 2019.

Composicdo Valores
Agua (g) 12,46
Valor Energético (kcal) 251
Proteina (g) 10,39
Gordura totais (g) 3,26
Carboidratos (g) 63,95
Fibras (g) 25,3
Acucares (g) 0,64
Calcio (mg) 443
Ferro (mg) 9,71
Magnésio (mg) 171
Fésforo (mg) 158
Potassio (mg) 1329
Sédio (mg) 20
Zinco (mg) 1,19
Tiamina (mg) 0,108
Riboflavina (mg) 0,180
Niacina (mg) 1,143
Vitamina B6 (mg) 0,291
Acido Félico (ug) 17
Vitamina A (ug) 27
Vitamina E (mg) 1,04
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1.1.2. Cultivo e Processamento da Pimenta-do-reino

Para o cultivo da pimenta-do-reino sdo necessarias algumas condicdes
propicias, como, clima quente e umido, temperatura variando de 23 a 28 °C,
precipitacdo volumétrica entre 1500 e 3000 mm/ano e umidade relativa do ar acima
de 80%, além de solos que apresentem boa drenagem. Por ser uma planta trepadeira,
a pimenteira requer suporte (tutores) como apoio para fixagdo das raizes adventicias
para que possam ser conduzidas. Os tutores podem ser mortos (estacas de caules)
ou vivos. Os tutores mortos sao os mais utilizados no ES, como a estaca de eucalipto
imunizada e estacas de Mimosa caesalpiniaefolia, conhecida como sansao-do-
campo. Ja os tutores vivos, como as arvores dliricidia (Gliricidia sepium) e nim
(Azadirachta indica) sdo mais empregados por pequenos e médios produtores (Duarte
et al., 2006; EMBRAPA, 2004).

E no inicio da estagdo chuvosa que ocorre a florada das pimenteiras, sendo o
pico entre os meses de janeiro e marg¢o. Ja a maturagado dos cachos da pimenteira
ocorre de seis a oito meses apods o pico da florada. Com isso, a colheita é realizada
em trés épocas do ano: entre junho e julho é feita a primeira colheita oriundos da
florada ocorrida em janeiro; entre agosto e setembro é feita a segunda colheita; e entre
outubro e novembro é realizada a terceira e ultima colheita proveniente da floracéo
tardia (Serrano et al., 2008).

Apo6s a maturacido, as espigas sdo colhidas manualmente, uma a uma, e
depositadas em sacos de aniagem ou de polipropileno trangcado. Em seguida os frutos
sao debulhados manualmente ou mecanicamente, para posterior etapa de
beneficiamento.

A pimenta-do-reino, dependendo do estado de maturagdo, pode ser
processada de quatro formas diferentes: a preta, a branca, a verde e a vermelha. A
pimenta-do-reino preta € a pimenta em gréao coletada antes da completa maturagéo.
Os graos apresentam casca enrugada de coloragdo preta, apds terem sido
submetidos a secagem natural ou artificial. A pimenta-do-reino branca é a pimenta
colhida madura, que € descascada antes de ser submetida a secagem. A pimenta-do-
reino verde é a pimenta em grao coletada no estagio imaturo, apresentando coloragao
verde e submetida ao processo de conservagao em salmoura. E a pimenta-do-reino
vermelha é a pimenta em grado coletada no estagio de maturagdo completa e

submetida a processo de conservacdao semelhante a pimenta-do-reino verde
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(EMBRAPA, 2004).

No processamento das pimentas-do-reino preta e branca, os frutos passam
pela etapa de secagem. Essa etapa pode ser realizada naturalmente ou por meio de
secagem artificial, utilizando secadores a lenha ou a diesel. Apds secos, 0s graos sao
submetidos a ventilagdo para remog¢ao das impurezas, galhos, poeira e pimenta
chocha (Lemos et al., 2014).

Em seguida, as pimentas secas devem ser embaladas em sacos de
polipropileno de 50 kg e armazenadas, preferencialmente, em locais de alvenaria
fechados, para evitar a entrada de animais, como ratos, morcegos e répteis. Além
disso, o local deve possuir boa ventilagdo e boas condi¢des de higiene (Lemos et al.,

2014). Na Figura 3 € apresentado o resumo do processo produtivo da pimenta.

Plantio

Tratos culturais e fitossanitarios

Colheita

Beneficiamento

Armazenagem

Figura 3. Resumo do processo de producdo de pimenta-do-reino. Fonte: Adaptado de: <
http://www.fao.org/3/a-aul48e.pdf>. Acesso em nov. 2019.

1.1.2.1. Etapa de secagem da pimenta-do-reino

A etapa de secagem realizada durante o beneficiamento € necessaria para a
retirada da umidade e, assim, prevenir deterioracdo por acao microbiana e,
consequentemente, produg¢ao de toxinas, minimizar o ataque de pragas e facilitar o
armazenamento e distribuicdo. Mas, € nessa etapa que a pimenta-do-reino pode
acabar sendo contaminada por Salmonella sp. e por coliformes fecais, tornando o

produto improprio para o consumo. A principal forma de contaminagao ocorre durante
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0 processo da secagem ao sol, se a pimenta ficar exposta diretamente ao chao, na
presenga de animais domésticos (como galinhas, porcos, cédes e gatos) e animais
silvestres, que podem contaminar por meio da urina, das fezes e das pisadas. Os
trabalhadores durante a etapa de secagem podem também ser agentes de
contaminagao, ao pisarem com sapatos inadequados (Lemos et al., 2014).

Para a prevengao dessas contaminagbes as boas praticas agricolas (BPA)
devem ser adotadas, além do controle durante a etapa de secagem. Outra forma, para
reduzir os contaminantes, € utilizar a etapa de branqueamento, adotado em muitos
paises. No branqueamento, as pimentas, antes da secagem, sdao mergulhadas em
agua fervente por alguns minutos. Esse processo limpa completamente o produto de
todas as particulas de poeira aderentes, excrementos de passaros e outras particulas
estranhas. E fornece também uma cor preta mais uniforme ao produto e acelera o
processo de secagem (Peter, 2012; Ravindran, 2006).

A qualidade da pimenta-do-reino pode ser avaliada pelo fator organoléptico e
suas caracteristicas fisicas. O odor e o sabor transmitidos pelo 6leo essencial da
pimenta-do-reino sdo de extrema importancia quando vendida para fins culinarios.
Entretanto, a etapa de secagem pode provocar alteragdes fisico-quimicas, quanto na
aparéncia da pimenta, reduzindo sua qualidade, como na coloragdo, odor,
modificagdes qualitativas e quantitativas nos compostos volateis e incorporacdes de
certos contaminantes. Logo, o cuidado durante a etapa de secagem da pimenta-do-
reino é de fundamental importancia (Lopes, 2014).

A etapa de secagem da pimenta pode ser realizada de duas maneiras:
secagem natural ou artificial. A secagem natural, normalmente, € realizada em
terreiros abertos (NT) durante 3 a 5 dias, dependendo das condi¢des climaticas da
regido. A fim de obter um produto seco de qualidade, as pimentas ndo devem ser
secas diretamente no chdao, mas espalhadas sobre lonas de polietilieno ou areas
cimentadas (Figura 4). Neste processo ha grande risco de contaminagao por excretas
de animais e insetos devido ao local ser de facil acesso para esses desses vetores
(Nair, 2011; Serrano et al., 2008).
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Figura 4. Secagem Natural em Terreiro da pimenta-do-reino: (A) em lona; (B) — area cimentada. Fonte:
(A) <https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/108271/1/Folder-Colheita-Pimenta.pdf>.
Acesso em nov. 2019. (B) Acervo Pessoal.

Um outro método de secagem natural é por meio de uma estufa (NE). Esta
possui uma estrutura em madeira com cobertura de plastico transparente ao qual a
temperatura interna pode chegar a ser 35°C mais alta que a do ambiente externo,
facilitando assim a secagem. Como pode ser visto na Figura 5, dentro da estufa o
produtor pode dispor as pimentas-do-reino na altura do chao, sob lona de polietileno
ou cimento, reduzindo o risco de contaminagao por excretas de animais e insetos
diversos. Porém, ainda pode haver contaminacao da pimenta a partir dos calgados ou

pés dos trabalhadores, como na secagem em terreiro (Brandéo, 2008).

Figura 5. Secagem natural em estufa da pimenta-do-reino. Fonte: Acervo Pessoal.
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Para eliminar o problema da contaminacéao pelos cal¢cados dos trabalhadores e
0 acesso de animais, alguns produtores optam pela utilizagdo do jirau, estrutura que
consiste em uma tela de sombreamento de malha estreita suspensa a cerca de 80 cm
do solo ou uma adaptagédo da mesma, com estrutura de madeira e forro de plastico
ou lona (Figura 6). O jirau pode ser utilizado a céu aberto (conhecido como terreiro
suspenso) ou em estufa. Entretanto, ndo é muito utilizado pelos produtores de
pimenta-do-reino (EMBRAPA, 2004).

Figura 6. Secagem natural em estufa com estrutura de jirau adaptada. Fonte: Captura de tela do video
disponivel em <https://www.youtube.com/watch?v=elwsDe_bldk>. Acesso em nov. 2019.

Em relagdo a secagem artificial ou mecanica, é realizada em equipamentos a
partir dos quais é forcada a passagem de ar quente oriundo de alguma fonte de calor,
como inducgao elétrica ou queima de diesel ou lenha. As fornalhas utilizadas podem
ser de fogo direto ou com aquecimento indireto (Serrano et al., 2008; Silva et al.,
2014).

Na secagem mecanica com fogo direto (MFD), o ar quente presente na fornalha
junto com a fumaga proveniente da queima de diesel ou lenha é direcionado para o
secador sem a presenca de filtros (Silva et al., 2014). Na Figura 7 temos um exemplo

da estrutura necessaria para este método de secagem.

Figura 7. Secador para método de fogo direto da pimenta-do-reino. Fonte: Acervo Pessoal.
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Na secagem mecanica com fogo indireto (MFI), a fumaga proveniente da
gueima da lenha ou combustivel € eliminada por uma chaminé com saida para a parte
externa do ambiente onde estd o maquinario. Dessa forma, a fumaga ndo entra em
contato com os graos presentes no secador. O aquecimento dos graos é feito de forma
indireta, ou seja, o ar de secagem é forgado para dentro dos dutos através de uma
turbina e na parte externa destes dutos é feita a passagem do ar quente proveniente
da queima da fornalha. As paredes dos dutos funcionam como trocadores de calor,
aquecendo o ar de secagem sem a presenga de contaminantes da fumaca (Serrano
et al., 2008; Silva et al., 2014). A estrutura utilizada neste método esta demonstrada

na Figura 8.

Figura 8. Secador para método de fogo indireto da pimenta-do-reino. Fonte: Acervo Pessoal.

A secagem por meio de secadores tem a vantagem de reduzir o tempo de
secagem, viabilizando-a mesmo em regides umidas e em periodos de chuvas,
reduzindo a interferéncia de condigbes climaticas sobre o processo. Contudo, se
conduzida de forma inadequada, pode comprometer a qualidade do produto. Em
secadores, principalmente os que usam o sistema de aquecimento direto, devem-se
atentar para a temperatura de secagem, visto que a temperatura do ar pode
ultrapassar 120°C e, com isso, pode ocorrer a perda da qualidade final do produto. O
ideal € que a temperatura dos graos permanecga entre 40 e 70°C até que os mesmos
atinjam o grau de umidade necessario para o armazenamento (Serrano et al., 2008).

Conforme a norma da Associagdo Americana de Comeércio de Especiarias
(ASTA), o teor maximo de umidade deve ser de 12% (m m-') para evitar que as
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pimentas apresentem crescimento bacteriano e fungico durante a etapa de

armazenamento e transporte (ASTA, 2016).

1.1.3. Conjuntura econémica e produtiva da pimenta-do-reino

A cultura da pimenta-do-reino tem assumido grande importancia social e
econdmica no Brasil, pois a maioria das areas de plantio da pimenta-do-reino séao de
agricultura familiar. Por se tratar de um produto de exportagéo, a cultura também é
uma das mais rentaveis para o estado alcangando elevado pre¢o no mercado
internacional (Lemos et al., 2014).

Em 2019 os maiores produtores mundiais de pimenta-do-reino foram Vietna
com 264 mil toneladas, seguido do Brasil com 109 mil toneladas, Indonésia com 88
mil toneladas e em quarto lugar a india com 66 mil toneladas (FAO, 2021).

Segundo dados da Producdo Agricola Municipal divulgados pelo IBGE, a
producao nacional em 2019 foi de 109 mil toneladas, sendo os principais estados
produtores de pimenta-do-reino o Para, que foi o maior produtor até 2017 e o Espirito
Santo, que em 2018 se tornou, pela primeira vez, o maior produtor de pimenta-do-
reino do Brasil (Figura 9) (IBGE, 2021).

120000 —&—Brasil Pari —&— Espirito Santo
100000
80000

60000
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200820092010201120122013201420152016201720182019

Figura 9. Histérico da producéo de pimenta-do-reino no Brasil no periodo de 2008 a 2019. Fonte: IBGE,
2021.

No Espirito Santo, os plantios se concentram na regidao norte do estado, sendo
o0 municipio de Linhares o pioneiro no cultivo e 0 municipio de Sdo Mateus o maior
produtor estadual, respondendo por aproximadamente 40% da producao total. Por

isso a necessidade de estudos envolvendo a pimenta-do-reino, principalmente
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relacionado a sua qualidade, como o teor de piperina, a composi¢ao do 6leo essencial

e composicao elementar.

1.2. Piperina

A amida natural piperina (Figura 10), classificada como uma piperamida, esta
presente em diferentes espécies do género Piper, sendo mais abundante na Piper
nigrum L. E o principal metabdlito secundario (alcaloide) da pimenta-do-reino,
encontrado tanto nas folhas e caules quanto nos frutos, onde ocorre em maior
proporgdo. Quando extraida, apresenta rendimentos de 1,7 — 7,4% (m m™), a partir
dos frutos secos da planta e € o principal responsavel pela pungéncia da pimenta-do-
reino. O teor de piperina, como a maioria das substancias produzidas pela planta,
também ¢ influenciado por muitos fatores ambientais, como clima, local de origem e

as condicdes de crescimento (Peter, 2012).

senaas

Figura 10. Estrutura quimica da piperina

A piperina foi isolada pela primeira vez em 1819 pelo quimico e fisico Hans
Christian Oersted, como uma substancia cristalina amarela com um ponto de fuséo
de 128 - 130°C (Ravindran, 2006). Foi identificada posteriormente como
piperilpiperidina, com férmula quimica C17H19NOs e com nome IUPAC 1-[5-(1,3-
benzodioxo-5-ila)-1-0x0-2,4-pentadienila] piperidina (Gorgani et al., 2017a).

A piperilpiperidina existe como quatro estruturas isoméricas: piperina (frans-
trans), isopiperina (cis-trans), chavicina (cis-cis) e a isochavicina (trans-cis).
Entretanto, os trés isbmeros geométricos da piperina praticamente ndo apresentam
pungéncia e juntos contribuem com cerca de 1% para o conteudo total dos isbmeros
de piperina nas pimentas-do-reino (Kozukue et al., 2007). Posteriormente, cinco novos
alcaloides foram identificados em extratos de pimenta apresentando um certo grau de
pungéncia, sao eles piperetina, piperilina, piperoleina A e B e piperanina. No entanto,
a contribuigdo geral desses alcaloides para a pungéncia da pimenta é muito pequena,

assim o teor de piperina é tomado como uma medida da pungéncia total da pimenta
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(Ravindran, 2006).
Além da pungéncia, a piperina apresenta propriedades biolégicas importantes
que possibilita o seu uso da pimenta-do-reino para fins medicinais, como apresentado

a sequir.

1.2.1. Atividades biolégicas da piperina

Na medicina tradicional chinesa e indiana, a pimenta-do-reino € descrito como
uma substancia ativa devido suas diversas propriedades farmacolégicas. Em forma
de cha foi utilizada para aliviar a artrite, nauseas, febre, enxaqueca, ma digestao,
infeccbes na garganta e até mesmo coma (Parthasarathy et al., 2008). Também foi
usada para melhorar a circulagdo do sangue, aumentando o fluxo de saliva e
estimulando o apetite, e como um antidoto contra picada de cobra e escorpido (Nair,
2011). Esses efeitos benéficos da pimenta-do-reino sdo atribuidos principalmente,
mas nao exclusivamente, a presenga do seu composto majoritario, a piperina.

Investigagbes mostraram que a piperina possui diversas atividades biologicas,
como antimicrobiana (Reddy et al., 2004), anti-inflamatéria (Pradeep & Kuttan, 2004),
antiparasitaria (doenga de Chagas e leishmaniose) (Ferreira et al., 2011; Ribeiro et al.,
2004), anticarcinogénico (Vellaichamy et al., 2009), entre outras (Gorgani et al.,
2017a).

Considerando outros aspectos farmacoldgicos, a literatura descreve o aumento
da biodisponibilidade de diversos farmacos, tais como o propranolol e fenitoina (Bano
et al., 1991), nevirapina (Kasibhatta & Naidu, 2007) e nimesulida (Gupta et al., 2000)
na presenca de piperina. Ou seja, a utilizagdo de espécies Piper spp., seja na dieta
tradicional bem como em formulagdes a base de plantas associado aos farmacos

podem ser responsaveis pelo aumento da biodisponibilidade de farmacos.

1.2.2. Determinagao do teor de piperina

Devido a importancia da piperina no uso culinario e sua ampla atividade
biolégica, a sua determinacdo por meio de um método simples, preciso, exato e de
baixo custo é necessario para a industria alimenticia e farmacéutica.

Em 2007, Nobuyuki Kozukue e colaboradores determinaram o teor da piperina
e de seus isdbmeros em amostras de pimenta-do-reino moidas originaria dos Estados
Unidos da América e da Coréia. Os compostos foram extraidos com etanol assistidos

por ultrassom. Os niveis de piperina entre os produtos foram bastante semelhantes,
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variando de 10,17 a 11,68% (m m') (Kozukue et al., 2007).

Em 2009, Xiaoji Cao e colaboradores desenvolveram um método de extracao
assistida por ultrassom baseado em liquido idnico (ILUAE) para a extragéo da piperina
a partir de pimenta-do-reino branca em p6é comprada em uma loja local (Hangzhou,
China). Comparado com a extragao convencional de refluxo térmico e com extragao
assistida com ultrassom utilizando metanol como solvente, a abordagem otimizada
obteve a maior eficiéncia de extragao (de 1,950% para 3,577%) (Cao et al., 2009).

Em 2014, Sachin S. Rathod e colaboradores desenvolveram um método para
aumentar o rendimento de piperina usando extragao assistida por ultrassom (EAU) a
partir de frutos de Piper longum comprados no mercado local (Mumbai, india) de
especiarias. Os efeitos de varios fatores como solvente, tempo de extracio, relagao
soélido/solvente, ciclo de trabalho, frequéncia de ultrassom, poténcia de ultrassom e
temperatura no rendimento de piperina foram investigados e otimizados. O rendimento
maximo de piperina (5,8 mg g') de Piper longum em pé foi obtido em condigdes de
EAU otimizadas, com etanol utilizado como solvente de extragcdo. Os resultados
experimentais revelaram a vantagem da EAU sobre os métodos tradicional de
extracdo em solvente por batelada e extragcdo com aparato Soxhlet. O tempo de
extracdo foi reduzido em 8h de extragao por solvente em batelada e 4h extragdo com
aparato Soxhlet para 18 min nos EAU, com aumento do rendimento de extracao de
piperina. Os rendimentos de extracdo da piperina obtidos a partir dos métodos de
extracao por solvente em batelada e extracado com aparato Soxhlet foram de 1,67 mg
g' e 0,98 mg g, respectivamente, que foram muito inferiores aos resultados
otimizados dos EAU (Rathod & Rathod, 2014).

Em 2016, Sayantani Dutta e Paramita Bhattacharjee otimizaram, a partir de um
planejamento experimental, a extragcado supercritica de dioxido de carbono assistida
por enzimas (a-amylase) para a obtengéo de um extrato com maior teor de piperina.
As amostras de pimenta-do-reino foram compradas do Conselho de Especiarias
(Cochin, india). As condigdes otimizadas obtidas foram: 20 g de pimenta-do-reino,
diametro médio de particula de 0,42 mm, 300 bar, 60°C, tempo de extracdo de 45
minutos e vaz&o de 2 L min-' de CO2 gasoso, extraindo 1,32 + 0,06 mg g-' de pimenta-
do-reino (Dutta & Bhattacharjee, 2016).

Em 2017, Leila Gorgani e colaboradores utilizaram a abordagem de extracao

sequencial assistida por micro-ondas/ultrassom para a extragdo da piperina em
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amostras de pimenta-do-reino compradas no mercado local (Mashhad, Ird). Foi
considerado o efeito de varios fatores, tais como solvente de extracdo, tamanho de
particula de pimenta, relacdo solvente/solido, poténcia e tempo de micro-ondas e
temperatura e tempo de ultrassom para um melhor rendimento de extracdo da
piperina. O rendimento maximo de extracéo foi de 46,6 mg g-', que foi obtido usando
etanol como solvente no tamanho de particula de 0,15 mm, relacdo solvente para
sélido de 20:1, poténcia de micro-ondas de 100 W por 1 min e temperatura
ultrassénica de 50 °C por 30 min. Este rendimento de extragao foi maior do que
aqueles obtidos por extragdo Soxhlet (39,1 mg g'), assistida por micro-ondas (38,8
mg g') e assistida por ultrassom (37,0 mg g*') (Gorgani et al., 2017b).

Em 2018, Olusegun Abayomi Olalere e colaboradores avaliaram os parametros
de otimizacdo na extragdao em refluxo por micro-ondas de piperina em pimenta-do-
reino. As amostras foram compradas no mercado local (Sarawak, Malasia). O efeito
do tempo de irradiagao, nivel de poténcia de micro-ondas, tamanho de particula da
amostra e raz&o amostra/solvente foram testados. Os resultados obtidos colocaram a
condi¢ao 6tima de extragao em 90 min de tempo de irradiagdo, 350 W de poténcia de
micro-ondas, 0,1 mm de tamanho de particula e 1:12 de relagcdo amostra/solvente.
Sob esta condigéo 6tima, o teor maximo de piperina extraido foi de 5,64 + 0,01% (m
m) (Olalere et al., 2018).

Diante da revisdo acima, é possivel observar que a maioria dos estudos
envolvendo a determinagao do teor de piperina em amostras de pimenta-do-reino faz
uso de métodos de extracao solido-liquido assistida por ultrassom, utilizando etanol
como solvente. E possivel observar também a variagdo no teor de piperina nas
amostras analisadas e a falta de trabalhos publicados de determinagao do teor de

piperina nas amostras de pimenta-do-reino do Brasil.

1.3. Oleos essenciais

Oleos essenciais também chamado de odleos volateis, dleos éteres ou
esséncias sao produtos do metabolismo secundario dos vegetais. Sao misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, liquidas e odorificas. Em geral, ndo sédo
muito estaveis, principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais
(SIMOES et al., 2010). De acordo com a ISO 9235:1997 (International Standard
Organization), os 6leos essenciais sao produtos obtidos de parte de plantas por meio
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de destilagdo por arraste com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por
compresséao dos pericarpos de frutos citricos (1ISO, 1997).

Oleos essenciais sdo abundantes em angiospermas dicotiledéneas, tais como
nas familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Myristaceae,
Piperaceae, Rutaceae, entre outras. Eles podem estar estocados e,
consequentemente, ser extraidos em certos 6rgaos, como nas flores (laranjeira),
folhas (capim-limao e eucalipto), cascas dos caules (canela), madeira (pau rosa),
raizes (vetiver), frutos (pimenta-do-reino), rizomas (curcuma e gengibre) ou sementes
(noz-moscada) (SIMOES et al., 2010).

Os compostos volateis desempenham multiplas fungdes nas plantas,
conferindo fortes caracteristicas adaptativas na selecdo ambiental para a sua
sobrevivéncia, como atrair agentes polinizadores. Muitas vezes a emissao destes
compostos volateis € maxima quando o pdlen estd maduro e pronto para ser
dispersado. Por outro lado, certos compostos podem afastar animais herbivoros,
fazendo com que estes percam o apetite pela planta (SIMOES et al., 2010).

Devido as frequentes atividades biologicas, os 6leos essenciais despertam
interesse em diversas industrias, tais como alimenticia, farmacéutica, cosmeéticos,
perfumaria, higiene e limpeza. Na area de alimentos, tém sido utilizados para controle
microbiolégico e de patdbgenos e no aumento da vida util do alimento, além de conferir
sabor e odor. Na farmacéutica é utilizada como matéria-prima para diversos
medicamentos. Sao utilizados na composicao de perfumes e em produtos de higiene
e de limpeza. Os 6leos esséncias também sao utilizados “in natura” em aromaterapia,
na medicina alternativa, e até mesmo para aromatizagéo de ambientes (Preedy, 2016).

A composicao dos 6leos é determinada por fatores genéticos, porém os fatores
ambientais podem causar variagdes significativas em seus contribuintes, como a
etapa do ciclo vegetativo em que o vegetal se encontra, o quimiotipo (raga quimica)
da planta, época da colheita, altitude, temperatura, umidade relativa, tempo de
exposicao solar, grau de hidratacdo do solo, a presenga de micronutrientes e até
mesmo o modo de secagem do material vegetal, dentre outros fatores, podem
influenciar a composicéo e o teor do 6leo produzido (SIMOES et al., 2010).

O numero de compostos de um 6leo essencial costuma variar de 20 a 200,
sendo classificados de acordo com a sua concentragdo: constituintes majoritarios (de

20 a 95%), constituintes secundarios (1 a 20%) e componentes-trago (abaixo de 1%).
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Dentre eles, hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas,
cumarinas e até compostos com enxofre. E, geralmente, os componentes majoritarios
determinam as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais (Betts, 2001; Pichersky
et al., 2006; SIMOES et al., 2010).

A grande maioria dos Oleos essenciais € constituida principalmente de
derivados de terpenoides ou fenilpropanoides, sendo que os primeiros prevalecem.
Os terpenos sao biossintetizados a partir de metabdlitos primarios por duas rotas
diferentes (Figura 11): a rota do acido mevalbnico, trés moléculas de acetil-CoA séo
ligadas, a partir de uma série de etapas da rota, para formar este acido e,
posteriormente, origina o difosfato de isopentenila (IPP); e através da rota do
metileritriol-4-fosfato (MEP), onde o gliceraldeido 3-fosfato e piruvato levam a
formagao do difosfato de dimetilalila (DMAPP). Esses dois precursores irao sofrer
condensacgao, originando diferentes classes de terpenoides, que costumam
apresentar um numero de carbono multiplo de 5. Sendo os monoterpenos (C10) e
sesquiterpenos (C15), formados pela juncdo de duas e trés unidades isoprénicas,

respectivamente, sdo os principais terpenoides presentes nos oleos.
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Figura 11. Esquema simplificado da biossintese de terpenos nas plantas. Fonte: (Taiz & Zeiger, 2002)

1.3.1. Oleos essenciais da pimenta-do-reino

Os graos da pimenta-do-reino sao utilizados principalmente para conferir sabor
aos alimentos, enquanto os Oleos essenciais da pimenta-do-reino (OE) séao
empregados nos processamentos de alimentos, saude e nutricdo. No processamento
de alimentos tém como fung¢do impedir ou retardar a degradacédo dos alimentos,
devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas. S&o utilizados também
como ingredientes medicinas na industria farmacéutica, na produgao de perfume e até
como inseticidas (Meghwal & Goswami, 2012).

O teor de OE na pimenta-do-reino pode variar por diversos fatores, tais como a
variedade da pimenta, o tipo de processamento ao qual o material foi submetido
(moagem e secagem), além da época de colheita, tempo de estocagem e localizagéao
geografica (SIMOES et al., 2010). Dentre as principais cultivares plantadas no Brasil,

a Cingapura é que apresenta o menor teor de OE, de 2,37% e a Kuthiravally € a que
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apresenta o maior teor de OE, de 5,70% (Lemos et al., 2014). Menon e colaboradores
(2000) avaliaram o teor e a composicéo de 4 cultivares populares da india 'Karimunda',
'‘Kalluvally', 'Arakulam munda' e 'Thommankody' por um periodo de trés anos.
'Karimunda' apresentou o maior teor de OE (4,1 - 4,6%), seguido da 'Arakulam munda'
com 3,5 - 4,2%. "Kalluvally" teve o menor teor de 6leo (1,7 - 2,2%). E "Thommankody'
apresentou de 2,1 a 4,1% de dleo. A explicacdo para a variagdo do OE em cada
cultivar durante os anos foi devido as variagdes nas condi¢des agroclimaticas (Menon
et al., 2000).

Em 2020, Li e colaboradores avaliaram a composi¢ao quimica e o teor de OE
de pimenta-do-reino de 5 provincias do sul da China, para posteriormente avaliar a
atividade biolégica desses O6leos. Os resultados desse estudo demonstram que
existem diferengas consideraveis nas composic¢des e teor de OE, variando de 0,538%
a 2,079%, e exibiram atividades antioxidantes e antifungicas notavelmente diferentes
(Li et al., 2020).

Em 2004, Orav e colaboradores avaliaram o efeito do armazenamento na
composicao de OE de frutos de Piper nigrum L. em diferentes estados de maturacao.
A pimenta verde obtida por um método de secagem por sublimagao apresentou maior
quantidade de éleo (12,1 mg g'') do que a pimenta verde seca ao ar (0,8 mg g™'). Para
pimenta-do-reino em grdo seca ao ar a quantidade obtida foi de 0,6 mg g-'. Apos 1
ano de armazenamento das amostras de pimenta em um recipiente de vidro a
temperatura ambiente, a quantidade do dleo da pimenta-do-reino em grao diminuiu
para 0,5 mg g'. Ja para as amostras de pimenta-do-reino moida, apés um ano de
armazenamento, a quantidade de 6leo diminuiu cerca de duas vezes. Essas
mudang¢as mostram que a evaporagao de compostos mais volateis, oxidagcao e outros
processos de mudangas quimicas podem ocorrer durante o armazenamento da
pimenta-do-reino moida (Orav et al., 2004).

Foram identificados cerca de 135 compostos constituidos por monoterpenos,
sesquiterpenos, entre outros nos OEs da pimenta-do-reino. A composi¢cao desses
constituintes no OE pode ser afetada durante a producéo, principalmente pelo método
de extragdo empregado (Polovka & Suhaj, 2010). Quando os OEs de pimenta-do-reino
sdo destilados a vapor geralmente contém cerca de 70 a 80% de hidrocarbonetos
monoterpenos, 20 a 30% hidrocarbonetos sesquiterpenos € menos de 4% de

constituintes oxigenados. Os 6leos quando extraidos por destilagdo a vacuo diferem
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por conter menos hidrocarbonetos monoterpenos e mais hidrocarbonetos
sesquiterpenos e constituintes oxigenados. Segundo o autor, a baixa abundéancia de
hidrocarbonetos de sesquiterpenos e constituintes oxigenados nos 6leos destilados a
vapor ocorre provavelmente devido ao resultado de uma destilagdo incompleta e com
isso uma menor recuperagcdo desses constituintes com alto ponto de ebulicao
(Parthasarathy et al., 2008). Ou seja, além da variedade da composi¢éo do dleo devido
a fatores genéticos e ambientais, o0 método de extragdo também pode afetar sua
composi¢ao.

A Erro! Fonte de referéncia nao encontrada. apresenta algumas estruturas

dos principais componentes encontrados no OE da pimenta-do-reino (Preedy, 2016).
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Figura 12. Estruturas quimicas dos principais compostos encontrados no 6leo essencial da pimenta-

do-reino. Fonte: Adaptado de (Adams, 2017)



Em 2017, Morshed e colaboradores determinaram as caracteristicas fisico-
quimicas do 6leo essencial da pimenta-do-reino cultivada em Bangladesh. A extragéo
do oleo essencial foi realizada usando o aparelho Clevenger. Os compostos quimicos
foram determinados por GC-MS e algumas caracteristicas fisico-quimicas do 6leo
essencial foram determinadas de acordo com os métodos padrdo. Os principais
componentes do 6leo essencial foram cariofileno (19,12%), limoneno (9,74%) e
canfeno (8,44%), B-pineno (8,00%) e 3-Careno (7,08%) (Morshed et al., 2017).

Em 2018, Wang e colaboradores investigaram amostras de 6leo extraidas por
destilacdo a vapor de sementes de pimenta-do-reino para comparar o perfil quimico
de amostras originarias de nove principais paises produtores, Malasia (n=1), Sri Lanka
(n=2), Madagascar (n=1), Equador (n=1), india (n=4), Vietna (n=1), Indonésia (n=1),
Brasil (n=3), China (n=3) e 6 amostras adquiridas em estabelecimento comercial sem
identificacdo de origem e identificar potenciais marcadores quimicos para avaliagao
da qualidade. Os terpenos dominantes foram - carofileno (14,7 - 52,5%), 3-careno
(0,8 - 21,1%), limoneno (4,4 - 18,7%), a- pineno (1,5 - 7,3%) e B-pineno (1,7 - 9,4%),
que apareceu em concentracoes significativas em todas as amostras de 6leo
analisadas. Sabineno foi encontrado em muitas amostras (1,0 - 15,9%), com a
excegao das amostras chinesas e malaias (<0,2%). Nenhum composto pode ser
claramente identificado como marcadores quimicos para distinguir amostras de
diferentes paises ou aplicar para fins de autenticidade e avaliagcdo da qualidade (M.
Wang et al., 2018).

Em 2019, Jayatunga e colaboradores investigaram os parametros operacionais
de secador de leito de jorro, como temperatura de secagem, velocidade do ar e altura
estatica do leito na cinética de secagem. As amostras foram coletadas em fazendo
localizadas no distrito de Gampaha, Sri Lanka. E para avaliar a qualidade da pimenta-
do-reino, extrairam e analisaram o O6leo essencial para identificar a melhor
temperatura de secagem. A analise do 6leo essencial de pimenta-do-reino seca m
ostrou que a variagdo do rendimento do 6leo com a temperatura de secagem é
significativa para temperaturas de secagem de 45 °C a 75°C, sendo 65°C selecionada
como a melhor temperatura para a secagem de pimenta-do-reino no secador
convencional de leito de jorro. Sob esta investigagdo, os 10 componentes mais
abundantes do 6leo essencial de pimenta-do-reino foram: cariofileno (14,792%), d-
limoneno (13,724%), 6xido de cariofileno (11,531%), a-copaeno (8,191%), (1R)-a-
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pineno (6,982%) , a-Pineno (6,854%), a-cubebeno (6,435%), L-B-pineno (5,715%),
sabineno (5,608%) e 83-p-menteneno (4,827%) (Jayatunga & Amarasinghe, 2019).

Em 2020, Yong-xin Li e colaboradores avaliaram a composi¢do quimica e as
atividades antioxidantes e antifungicas dos 6leos essenciais de pimenta-do-reino preta
e branca de cinco provincias diferentes da China. Os 6leos foram analisados por GC-
MS sendo identificados 19 compostos, entre eles cariofileno (25,58 - 62,23%), 3-
careno (n&o detectado — 26,84%), d-limoneno (4,39 - 25,83%), oxido de cariofileno
(0,96 - 8,17%), copaeno (0,92 - 5,04%) e humuleno (1,26 - 4,13%). Os resultados
deste estudo demonstram que existem diferengas consideraveis nas composi¢des dos
oleos das cincos provincias da China (Li et al., 2020).

Em 2021, Barata e colaboradores avaliaram a composi¢cao quimica das folhas
e frutos de oito cultivares de pimenta-do-reino cultivadas no Estado do Para, Brasil. A
hidrodestilagcdo e GC-MS foram empregadas para extrair e analisar os compostos
volateis, respectivamente. Nos frutos foram identificados ao todo 104 compostos,
representando 99,45% da composic¢ao total do 6leo. Hidrocarbonetos monoterpénicos
(média de 76,1%) foram predominantes em todas as cultivares, como a-pineno (6,91
- 10,67%), B-pineno (22,61 - 35,05%) e limoneno (21,0 - 31,77%). E o hidrocarboneto
sesquiterpénico predominante foi o 3-cariofileno (2,22 - 7,84%) (Barata et al., 2021).

Diante da revisdo acima, € possivel perceber uma escassez de estudos
relacionado a composicdo do Oleo essencial da pimenta-do-reino de amostras
localizadas no Brasil e consequentemente relacionando a sua qualidade sensorial.
Além de poucos trabalhos publicados sobre a variagdo da composicdo do dleo
essencial em fungédo dos diferentes tipos de secagem durante o processamento da

pimenta-do-reino.

1.4. Composicao elementar na pimenta-do-reino

A composicao elementar na pimenta-do-reino esta relacionada tanto ao aporte
nutricional da planta, que auxilia na sintese dos metabolitos secundarios, quanto a
uma possivel contaminag¢ao, que pode consequentemente ocasionar a perda de sua
qualidade. Assim, conhecer a composi¢ao elementar da pimenta é importante para
controlar a qualidade e a seguranga do consumo.

Alguns elementos quimicos, além de serem componentes naturais da planta,

também podem ser originados em fungéo de atividades antropicas. Isso ocorre porque
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as plantas absorvem do solo os elementos quimicos disponiveis, sem distingao,
podendo ser um nutriente ou um elemento potencialmente téxico. Quando
incorporados ao ambiente, o potencial toxico desses elementos é devido suas
diferentes formas quimicas, estados de oxidagao, concentragdes e nivel de exposi¢cao
(Kennish, 1997).

Para as plantas, os elementos podem ser classificados como essenciais € ndo
essenciais. Um elemento essencial é definido como aquele cuja auséncia impede uma
planta de completar seu ciclo de vida. Recebendo esses elementos, assim como a
energia da luz solar, as plantas poderao sintetizar todos os compostos necessarios
para o crescimento normal. Os elementos minerais essenciais sdo geralmente
classificados como macronutrientes ou micronutrientes, de acordo com sua
concentracao relativa no tecido vegetal (Taiz & Zeiger, 2002).

Os macronutrientes sao os nutrientes absorvidos pelas plantas em maiores
quantidades, sua concentragdo é normalmente expressa em g kg-' de matéria seca,
sdoeles: N, P, K, Ca, Mg e S. Eles também podem ser divididos como macronutrientes
primarios: N, P e K, e macronutrientes secundarios: Ca, Mg e S. Ja os micronutrientes
sao aqueles nutrientes absorvidos pelas plantas em menores quantidades, expresso
em mg kg' de matéria seca, séo eles: Fe, Mn, Zn, Cu, B, Cl e Mo (Prado, 2010).

Outra forma de classificagdo dos elementos essenciais é a partir do seu papel
bioldgico e funcgao fisiolégica nas plantas, sendo dividido em quatro grupos basicos:
os elementos que formam os compostos organicos da planta, como N e S; os que séo
importantes nas reagdes de armazenamento de energia ou na manutencdo da
integridade estrutural, como P, Si e B; os que estao presentes como ions livres ou ions
ligados a substancias como cofatores enzimaticos e na regulagdo de potenciais
osmoticos, como K, Ca, Mg, Cl, Mn e Na; e o quarto grupo sao elementos que estao
envolvidos em reacéo redox, como Fe, Zn, Cu Ni e Mo (Taiz & Zeiger, 2002).

Os elementos ndo essenciais podem ser considerados benéficos ou
potencialmente toxicos. Os elementos benéficos, como o Co, Na, Ni, Se e Si, sdo
elementos que podem estimular o crescimento e o desenvolvimento dos vegetais, mas
ndo sédo absolutamente necessarios. Sua auséncia nao é considerada um fator
limitante (Prado, 2010).

Os elementos potencialmente téxicos sdo aqueles que ndo se enquadram

como um nutriente ou como elemento benéfico, como Al, As, Cd, Cr, Hg e Pb. Esses
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elementos, mesmo em concentracdes traco, podem apresentar alto potencial maléfico
ao vegetal, como a inibicdo de diversos sistemas enzimaticos, diminuicdo do
crescimento, atrofia radicular e até levar o vegetal a morte. Os elementos essenciais
podem também, sob certas condi¢cdes, serem considerados potencialmente toxicos, a
depender da concentragao na qual eles se apresentam e do nivel de exposi¢ao a qual
estdo sujeitos os seres vivos (Prado, 2010).

Diante disso, é crescente o numero de estudos visando a determinagao
elementar em amostras de materiais vegetais, tais como especiarias, ervas e plantas
medicinais, inclusive em amostras de pimenta-do-reino, como sera apresentado no
item 1.4.2.

1.4.1. Contaminantes inorganicos na pimenta-do-reino

Contaminagdes por elementos quimicos podem ocorrer durante o
desenvolvimento da pimenteira-do-reino, devido ao uso de solos e agua de irrigacéo
contaminados (de Santiago-Martin et al., 2020), além do uso de agrotoxicos e
fertilizantes (Nunes et al., 2014; Qian et al., 2019). As etapas de processamento dos
graos, como secagem e armazenamento, quando realizados de forma inadequada
(Darko et al., 2014; Krause et al., 2020), também podem incorporar contaminantes a
planta.

A Resolucdo RDC 42, de 29 de agosto de 2013, que dispde sobre o
Regulamento Técnico MERCOSUL sobre Limites Maximos de Contaminantes
Inorganicos em Alimentos, estabelece os parametros de qualidade de acordo com a
categoria do alimento. Como n&o existe uma categoria especifica para a pimenta-do-
reino, foi adotada como referéncia nesse trabalho, a categoria Legumes (sementes
secas das leguminosas), exceto soja, quanto as concentragcoes de arsénio (As),
cadmio (Cd) e chumbo (Pb) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2013). Os

valores de referéncia sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Limites Maximo de Contaminantes Inorganicos (arsénio, cadmio e chumbo) em Legumes
(sementes secas das leguminosas) exceto soja. Fonte: (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2013)

Contaminante Inorganico Concentragao
Arsénio 0,1ug g™
Cadmio 0,1ug g™
Chumbo 02ug g’
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1.4.2. Determinacgao elementar em amostras de pimenta-do-reino

Em 2000, Abou-Arab e Abou Donia determinaram as concentragdes de Pb, Cd,
Cr, Ni, Sn, Zn, Mn, Cu e Fe de 20 tipos de especiarias egipcias e plantas medicinais.
Foram analisadas 303 amostras coletadas de areas de exportacédo no Egito. As
amostras de pimenta-do-reino apresentaram os menores teores de Pb, Cd, Cr e Fe
se comparado as outras especiarias. Os resultados revelaram que os teores dos
elementos presentes em plantas medicinais e especiarias dependem da espécie e
que em parte das amostras analisadas, alguns elementos excederam os niveis
maximos permitidos pela legislagéo local. Isso foi atribuido ao uso de agua de irrigagao
contaminada, a adi¢cao de alguns fertilizantes e herbicidas e a contaminag&o ocorrida
durante o seu transporte. Neste trabalho foi sugerido que os residuos domésticos,
atividades industriais, combustivel e pneus de automével também podem ser fontes
significativas de alguns elementos (Abou-Arab & Donia, 2000).

Em 2007, Krejpcio e colaboradores determinaram os teores de Pb, Cd, Zn e Cu
nas especiarias e ervas mais frequentemente utilizadas na culinaria polonesa. As
amostras foram obtidas de mercados locais da regido de Wielkopolska, Polonia. Os
resultados foram comparados com os limites maximos permitidos pelo ministério da
saude local. Quantidades excessivas de Pb foram encontradas em 40% das amostras
de manjericéo, 42% de canela, 25% de segurelha-anual e 6% de cebola desidratada.
Niveis aumentados de Cd foram detectados em 20% de manjericado, 25% de amostras
de segurelha-anual e 42% de canela. Todas as amostras de pimenta-do-reino
apresentaram valores dentro dos limites permitidos (Suliburska et al., 2007).

Em 2013, De La Calle e colaboradores determinaram as concentragdes de P,
K, Ca, Mn, Fe, Cu e Zn em amostras de ervas e especiarias, incluindo pimenta-do-
reino, utilizando extragéo assistida por ultrassom em combinag¢ao com a Fluorescéncia
de Raios X por reflexdo total. A analise de discriminante linear juntamente com as
concentracdes elementares obtidas de 19 plantas permitiu a diferenciacdo das
amostras comerciais correspondentes a flores, frutas e folhas (De La Calle et al.,
2013).

Em 2015, Soliman determinou as concentragdes de As, Cu, Fe e Zn em
amostras de especiarias e ervas compradas diretamente dos mercados locais do
Egito. Os resultados mostram que os elementos estdo presentes em diferentes

concentracbes em especiarias e ervas, e que em alguns casos ultrapassaram os
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limites maximos permitidos pela legislacdo. Para a pimenta-do-reino, o valor de Fe
encontrado (452,13 ug g') esta acima do recomendado pela Organizagdo Mundial da
Saude. Os autores sugeriram que esse fato pode estar relacionado a moagem de
especiarias em moinhos comerciais que podem contaminar as amostras devido ao
desgaste das pecas da maquina. E que a verificagdo de rotina e a analise frequente
de alimentos sdo necessarias para evitar a ingestdo além dos limites de tolerancia
(Soliman, 2015).

Em 2016, Jawad determinou as concentragdes de Pb, Cd, Cr, Fe, Mn e Cu em
amostras de especiarias e ervas medicinais utilizadas no Iraque. Foram adquiridas
270 amostras diretamente em diferentes mercados localizados em Bagda, Iraque. Os
resultados mostraram que a pimenta-do-reino apresentou as maiores médias de Mn
(81,55 + 1,33 ugg') e Cu (11,61 £ 0,91 pug g'') se comparada as outras especiarias.
Em relagdo aos elementos potencialmente toxicos, o teor de Pb nas amostras de
pimenta-do-reino foi de 5,97 + 1,09 ug g™' e o teor de Cd foi de 2,22 + 0,47 ug g
(Jawad, 2016).

Em 2019, Ahmad e colaboradores determinaram as concentracdes de K, Ca,
Mg, Mn, Fe, Cr, Ni, Ti, Cu, Se, Mo, Co, Sr, Ba, Pb, Pt, Sb e Y nas amostras de pimenta-
do-reino do Vietna, Paquistdo e india com o intuito de avaliar a toxidade e os riscos
associados ao processamento dessas amostras de alimento. Foi observado que a
amostra do Vietna exibiu um maior teor de macronutrientes (K>Ca>Mg>Mn) e dos
micronutrientes Fe, Cr, Ni, Ti e Cu. Os micronutrientes, Co, Mo e Se apresentaram
maiores médias para a amostra do Paquistdo. Em relagdo aos elementos traco, o
Vietna apresentou o maior teor de Sr, Ba e Pb, enquanto Pt, Sb e Y foram novamente
abundantes na amostra do Paquistdo (R. Ahmad et al., 2019).

Em 2020, Krause e colaboradores determinaram as concentragdes de Cd, Co,
Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Ti, V, Fe e Zn em pimentas-do-reino em grédo e moida
comercializadas na regido da grande Vitéria, Espirito Santo, Brasil. A analise dos
resultados mostrou que o processo de moagem afetou significativamente a
concentragdo dos elementos Fe, V e Pb nas amostras de alguns dos fabricantes,
inferindo que o acréscimo destes elementos pode ser proveniente da forma como é
feito o processamento da pimenta-do-reino. Em algumas amostras a concentragao de
Pb encontrada pelo autores (0,947 ug g') estava acima dos limites permitidos em

alimentos para consumo humano, pela legislagao brasileira vigente (Krause et al.,
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2020).

Em 2020, Potorti e colaboradores determinaram elementos com concentracao
maior, menor e traco em diversas especiarias da Sicilia (ltalia) e Mahdia (Tunisia). A
partir da composigao elementar, os autores buscaram avaliar possiveis semelhangas
de acordo com a origem botanica e origem geografica, além de avaliar a qualidade e
seguranga nutricional relacionado ao consumo desses produtos alimentares. As
amostras de pimenta-do-reino foram obtidas apenas da Tunisia. Foi observado que o
Mn apresentou o teor médio maior para a pimenta-do-reino (307 + 60,5 ug g™') se
comparado com as outras especiarias. Em relacdo a seguranga alimentar, as
concentragdes de Pb foram mais baixas nas amostras de pimenta-do-reino (0,0631
0,0085 ug g') e as concentragbes de As e Cd estavam abaixo do limite de
quantificacao (Potorti et al., 2020).

Diante da revisdo anteriormente apresentada, € possivel perceber que, de
modo geral, os estudos de determinac¢ao elementar em amostras de pimenta-do-reino,
envolvem a comparagdo entre diferentes especiarias, muitas vezes obtidas em
mercados locais, onde ndo ha garantia de sua origem geografica. Trabalhos que
envolvem a determinagao elementar em amostras de pimenta-do-reino especificas do
Brasil sdo escassos e ndo permitem uma boa caracterizagdo das pimentas locais.
Também faltam trabalhos que correlacionam o processamento da pimenta-do-reino
com a sua composicao elementar. A Tabela 3 mostra as concentragdes de alguns
elementos obtidas em amostras de pimenta-do-reino em estudos realizados
anteriormente, além da localidade de onde as amostras foram obtidas em cada

estudo.
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Tabela 3. Comparacéo da composicdo elementar em amostras de pimenta-do-reino de diferentes paises (concentracdo média + desvio padrao).

Al (ug g™) As (g g7) B (ug g7) Ba (ug g™) Ca(ng g™) Cd (ug g™) Localidade* Referéncia
- - - - - 1,16 £ 0,55 Egito (Abou-Arab & Donia, 2000)
- - - - - - india (Singh & Garg, 2006)
167,67 + 31,13 3,62 £ 0,91 2636,97 + 302,43 0,79 £ 0,30 Turquia (Gzcan & Akbulut, 2007)
- - - - - 0,04 Polbnia (Suliburska et al., 2007)
- 0,028 - 29,77 3140 ND Turquia (Karadas & Kara, 2012)
- - - - 4967 £ 491 - Espanha (De La Calle et al., 2013)
- - - - - 2,22+0,47 Iraque (Jawad, 2016)
- - - - - ND Arabia Saudita (Seddigi et al., 2016)
- - - - - 0,093 + 0,050 Iraque (Matloob, 2016)
1770 £ 17 0,143 + 0,004 - - 5570 + 330 0,060 + 0,031 Bangladesh (Rahman et al., 2018)
- - - 12,13 £ 4,21 1023,96 £ 15,25 - Paquistao (R. Ahmad et al., 2019)
- - - 12,94 £ 5,43 988,09 + 19,81 - india
- - - 21,27 £ 4,97 1688,78 £ 12,06 - Vietna
- ND - - 6370 + 640 ND Tunisia (Potorti et al., 2020)
Co (ug g”) Cr(ug g”) Cu (ug g™ Fe (g g7) K(ug g”) Mg (ug g”) Localidade* Referéncia
- 11,19+ 1,16 8,4+2,18 26,96 + 4,14 - - Egito (Abou-Arab & Donia, 2000)
0,033 ND ND 76 14600 - india (Singh & Garg, 2006)
5,27 + 0,24 4,78 + 0,59 89,24 + 11,43 10006,04 + 497,46 1486,94 + 215,76 Turquia (Ozcan & Akbulut, 2007)
- - 5,44 - - - Polbnia (Suliburska et al., 2007)
0,131 0,71 10,19 158 - 1380 Turquia (Karadas & Kara, 2012)
- - 124 1264 + 216 17797 £ 1749 - Espanha (De La Calle et al., 2013)
- 2,11£019 11,61 +£0,91 481,28 +2,37 - - Iraque (Jawad, 2016)
ND 0,3+0,09 10,5+0,2 144 £ 9,2 - - Arabia Saudita (Seddigi et al., 2016)
0,412+0,136 1,044 + 0,424 8,09+ 1,34 194,1 + 39,03 - - Iraque (Matloob, 2016)
0,492 + 0,018 3,04 £ 0,29 - 1160 £ 132 18800 + 959 - Bangladesh (Rahman et al., 2018)
1,07 £ 0,69 3,57 £ 0,22 5,04 + 0,51 135,57 £ 8,73 2353,24 + 19,42 662,31 £ 17,75 Paquistao (R. Ahmad et al., 2019)
0,78 + 0,65 3,09+ 0,89 9,05 + 8,87 113,67 £ 9,48 1910,36 + 14,51 579,65 + 11,21 india
1,00 + 0,66 64,8145 12,83 + 5,47 699,82 + 2,11 2774,37 £ 0,5 1015,72 + 16,43 Vietna

0,171 £ 0,033 0,317 £ 0,024 15,2+ 4,2 163 + 12 20300 + 720 2770 + 40 Tunisia (Potorti et al., 2020)

(Continua)
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Mn (ug g™) Mo (ug g™) Na (ug g) Ni (ug g) P (ug g) Localidade* Referéncia
118,5 £ 6,35 - - ND - Egito (Abou-Arab & Donia, 2000)
73,3 ND 300 - 1930 india (Singh & Garg, 2006)
129,66 + 22,76 1892,12 + 279,46 474 £ 117 3266,91 + 311,47 Turquia (Ozcan & Akbulut, 2007)
- - - - - Polénia (Suliburska et al., 2007)
164,7 - - 4,04 - Turquia (Karadas & Kara, 2012)
310 £ 21 - - - 2571+ 133 Espanha (De La Calle et al., 2013)
81,55+ 1,33 - - - - Iraque (Jawad, 2016)
64,8 £ 11,9 - - 2,0 £ 0,01 - Arabia Saudita (Seddigi et al., 2016)
189,1 + 53,22 - - 4,904 + 1,618 - Iraque (Matloob, 2016)
25319 - 777 £ 25 0,271 + 0,051 - Bangladesh (Rahman et al., 2018)
52,62 + 4,44 1,71 +1,74 - 6,23 £ 1,07 - Paquistao
41,76 £ 6,44 1,23 £ 1,51 - 4,69 + 1,01 - india (R. Ahmad et al., 2019)
99,89 + 4,02 0,85+ 0,53 - 35,92+ 1,0 - Vietna
307 £ 60,5 - 256 + 83,3 0,417 £ 0,08 - Tunisia (Potorti et al., 2020)
Pb (ug g) Sr (ug g) V (ug g™) Zn (ug g) Localidade* Referéncia
1,1+0,6 - - 35+3,2 Egito (Abou-Arab & Donia, 2000)
- 51,8 - 37,1 india (Singh & Garg, 2006)
0,88 £ 0,14 12,17 £ 2,64 6,28 + 1,37 9,25+ 0,87 Turquia (Ozcan & Akbulut, 2007)
0,32 - - 7,15 Polbnia (Suliburska et al., 2007)
- 19,49 - 22 Turquia (Karadas & Kara, 2012)
- - - 155 Espanha (De La Calle et al., 2013)
5,97+1,09 - - 9,99 + 6,21 Iraque (Jawad, 2016)

ND - - 75+0,6 Arabia Saudita (Seddigi et al., 2016)
0,317 £ 0,157 - - 9,06 + 0,89 Iraque (Matloob, 2016)
0,602 + 0,143 - 2,59+0,18 13,8+ 1,7 Bangladesh (Rahman et al., 2018)

3,25+ 0,59 12,73 +£1,73 - - Paquistao
2,72 £ 0,99 12,85+ 9,39 - - india (R. Ahmad et al., 2019)
5,15+ 2,26 20,61 + 3,65 - - Vietna

0,0631 + 0,0085 - - 16,1+ 3,3 Tunisia (Potorti et al., 2020)

ND: ndo detectado/ *Local da obtengédo das amostras, nao necessariamente produzidas na mesma localidade.
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CAPITULO 2: AREA DE ESTUDO

Para a realizagao deste estudo, foram coletadas 48 amostras de pimenta-do-
reino em graos de produtores de pimenta-do-reino da regido norte do Espirito Santo
apos o processo de secagem. As amostras de pimenta-do-reino foram secas de
acordo com o procedimento de cada produtor e coletadas em quatro campanhas, a
primeira (C1) foi realizada em julho de 2017, a segunda (C2) em novembro de 2017,
a terceira (C3) em fevereiro de 2018 e a quarta (C4) em julho de 2018. As campanhas
de coleta C1 e C4 foram realizadas no periodo seco (S) e as campanhas de coleta C2
e C3 foram realizadas no periodo chuvoso (C) com os seguintes parametros
ambientais: precipitagdo media (S, 44 mm; C, 139 mm), temperatura (S, 21 °C; C, 25
°C), radiagéo solar (S, 1189 KJ/m?; C, 1301 KJ/m?) e umidade relativa (S, 87%; C,
86%).

Os produtores de pimenta-do-reino foram identificados de acordo com método
de secagem utilizado. Os quatro métodos de secagem escolhidos foram: Natural em
Terreiro (NT), Natural em Estufa (NE), Mecanica com Fogo Direto (MFD) e Mecéanica
com Fogo Indireto (MFI). Foram selecionadas trés propriedades para cada tipo de
secagem, sendo que dois produtores apresentam dois diferentes métodos de
secagem, com isso totalizando 10 propriedades produtoras de pimenta-do-reino. Na
Tabela 4 apresenta as coordenadas geograficas de cada produtor com os respectivos
cbédigos das amostras. E na Figura 13 encontra-se a localizagdo dos produtores. As
amostras foram embaladas em sacos plasticos, identificadas e armazenadas em
temperatura ambiente. E antes de cada analise, todas as amostras foram preparadas

de acordo com o método utilizado.
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Tabela 4. Coordenadas Geogréficas, tipo de secagem de cada produtor de pimenta-do-reino e codigo
das amostras.

Produtores Coordenadas Geograficas Cédigo

P1 18°40.006' S;40°15.312' W NT1

P2 18°43.652' S;40°14.374' W NT2

P3 18°43.203' S;40°08.342' W NT3

P4 18°42.039' S;40°02.117' W NE1 e MFI3
P5 18°40.331' S;40°03.769' W NE2

P6 18°43.348' S;40°13.376' W NE3

P7 18°48.077' S;40°17.163' W MFD1 e MFI1
P8 18°48.185' $;39°57.790' W MFD2
P9 18°43.094' S;40°08.169' W MFD3
P10 18°41.031' S;40°03.819' W MFI2

Pontos de coleta 128 Legenda
® Produtores
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Figura 13. Localizacéo dos produtores de pimenta-do-reino.

Também foram obtidas, diretamente de estabelecimentos comerciais amostras
de pimenta-do-reino de diferentes paises, a saber: Equador (em graos), Vietna (em
graos), Malasia (em grdos), Indonésia (em grdos), india (em grdos) e Sri Lanka
(moida), como forma de comparagcdo com as amostras coletadas nos produtores do
ES. Os rétulos de cada amostra garantem o cultivo da pimenta-do-reino nas regides
acima mencionadas. As amostras foram embaladas em sacos plasticos, identificadas

e armazenadas em temperatura ambiente.
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CAPITULO 3: DETERMINAGAO DO TEOR DE PIPERINA EM
PIMENTAS-DO-REINO CULTIVADAS NO ESPIRITO SANTO

3.1. OBJETIVO
3.1.1. Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método para determinagcdo de piperina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-
DAD) em pimenta-do-reino e fazer a determinagao nas amostras cultivadas na regiao
norte do estado do Espirito Santo (ES), avaliando a tendéncia de distribuicdo deste
composto em fungdo do método de secagem utilizado e das campanhas de coleta e

comparar com pimentas-do-reino provenientes de outras localidades.

3.1.2. Objetivos Especificos

e Otimizar o procedimento de extracdo solido-liquido assistido por radiagao
microondas da piperina nas amostras de pimenta-do-reino.

e Otimizar as condigbes operacionais do HPLC-DAD para a determinagao da
piperina em amostras da pimenta-do-reino.

¢ Validar o método analitico desenvolvido por HPLC-DAD.

e Determinar o teor de piperina nas amostras de pimenta-do-reino.

e Avaliar o teor de piperina em relacdo ao método de secagem utilizado e da
campanha de coleta realizada nas amostras do ES.

e Avaliar o teor de piperina das amostras de pimenta-do-reino cultivadas no ES

em relagao as amostras de pimenta-do-reino de diferentes localidades.

3.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1. Padroes e reagentes

Para o preparo da amostra foi utilizado etanol grau HPLC (Riedel de Haen,
Alemanha). Apds a extragdo as amostras foram filtradas com um filtro Nylon Millipore®
de 0,20 ym (Macherey-Nagel, Alemanha).

Nas analises cromatograficas foi utilizado acetonitrila grau HPLC (Merck,
Alemanha) e agua ultrapura tipo 1+ (PURELAB Ultra Mk 2, resistividade 18,2 MQ cm,
Elga, Reino Unido).

Os padrdes de calibragéo de piperina foram preparados em etanol grau HPLC
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(Riedel de Haen, Alemanha) com diluicbes adequadas a partir do padrao de piperina
de pureza = 97% (Sigma - Aldrich, USA).

3.2.2. Instrumentacao

Para o preparo das amostras foi utilizado balanga analitica (Sartorius,
Alemanha) modelo ED224S com preciséo de +0,0001g e banho ultrassénico (Elma,
Alemanha) modelo S40H de 37KHz.

As analises foram realizadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos modelo Agilent 1260 Infinity LC System (Agilent, EUA),
composto por uma bomba quaternaria modelo 1260 (G1311 B), termostato (G1330 B),
injetor automatico modelo 1260 Hip ALS (G1367 E) e um detector por arranjo de
diodos (DAD) modelo 1260 VL+ (G1315 C). O equipamento foi gerenciado pelo
software Chemstation versao C.01.07. Foi utilizada uma coluna de fase reversa ACE®
3 C18 (150 x 4,6 mm e tamanho de particula de 3 um) e temperatura de forno de 35°C.

A fase mével foi constituida de agua ultrapura tipo 1 (solvente A) e acetonitrila
grau HPLC (solvente B) no modo eluigdo por gradiente conforme a Tabela 5. A vazéo
da fase movel foi de 0,7 mL min-', o volume injetado de amostra foi de 10 uL e os

cromatogramas foram monitorados nos comprimentos de onda de 260 e 343 nm.

Tabela 5. Gradiente da fase mével do método desenvolvido para determinacao de piperina em pimenta-
do-reino.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 50 50
1 50 50
11 40 60
16 30 70
21 15 85
22 0 100
25 0 100

3.2.3. Preparo de amostras
Primeiramente as amostras foram trituradas usando grau e pistilo de vidro e
peneiradas até obter um didmetro menor que 0,25 mm. Para a extragao da piperina,

0,500 £ 0,005 g de pimenta-do-reino em p6 foram misturados com 10 mL de etanol
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grau HPLC (razdo 1:20) em um vaso de vidro fechado e mantidos em banho
ultrassénico por 18 min com temperatura de 50 °C, utilizando ciclo de trabalho de 80%
(48 s em 12 s desligado) (Gorgani et al., 2017b; Rathod & Rathod, 2014).

Apos a extracédo, 1 mL do sobrenadante foi entao filtrado através de um filtro de

Nylon Milliporede 0,20 um e diluido 1:100 em etanol grau HPLC para posterior analise.

3.2.4. Validagao Analitica

A validagcao do método foi realizada com base no DOC-CGRE-008, revisdo 09
e a segunda edi¢cdo do guia “A adequagao ao objetivo dos métodos analiticos —
EURACHEM” (The Fitness for Purpose of Analytical Methods — EURACHEM), por se
tratar de um método ndo padronizado e desenvolvido pelo laboratorio. A abordagem
para a validacdo do método foi o de laboratério unico, ou seja, sem a abordagem de
comparacgao interlaboratorial, mas garantindo que o método é adequado ao uso
pretendido. As caracteristicas de desempenho investigadas e o quao detalhada foram
essas investigacdes estdo com base no objetivo do método desenvolvido (INMETRO,
2020; Magnusson & Ornemark, 2014).

Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade, limite de deteccéo,
limite de quantificacao, exatidao e precisdo. Apds a validagao todas as amostras foram
extraidas em duplicata e analisadas e os resultados foram reportados como média +

desvio padrao.

3.24.1. Seletividade

Um método é seletivo quando ele é capaz de quantificar o analito de interesse
na presencga de outros analitos e matrizes sem interferéncias de outros componentes
de comportamento similar (Magnusson & Ornemark, 2014). Em HPLC-DAD pode-se
afirmar que o método é seletivo quando ndo ha sobreposi¢ao de picos ou a coeluicido
de interferentes com o analito de interesse. A seletividade do método foi avaliada
comparando o cromatograma obtido do extrato da pimenta-do-reino e do extrato da
pimenta-do-reino fortificado e foi realizada a quantificacdo em dois comprimentos de

onda diferentes.

3.2.4.2. Limite de detecgao (LD) e Limite de quantificagao (LQ)
O limite de detecgao do método (LD) é definido como a menor concentragao do

analito presente em uma amostra que pode ser detectada, porém, néo
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necessariamente quantificada, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. Ha
diferentes maneiras de estabelecer o limite de deteccado de um método, uma delas é
a estimativa pelo desvio padrdo do branco com adicdo da menor concentracio
aceitavel do analito, (INMETRO, 2016) calculado da seguinte forma:

LD =0+ t_11-a) XS

Sendo:
t: abscissa da distribuicdo de Student, dependente do tamanho da amostra e
do grau de confianga;

s: desvio padrao amostral de 10 leituras do branco da amostra com adigao.

Ja o limite de quantificacdo do método (LQ) é definido como a menor
concentracado do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao e
exatidao aceitaveis sob as condi¢gdes experimentais estabelecidas, sendo calculado
pela equacgao:

LQ=0+ 10xs

Onde:

s: desvio padrao amostral de 10 leituras do branco da amostra com adigao.

3.2.4.3. Faixa de trabalho

A faixa de trabalho € o intervalo onde o método fornece resultados com uma
incerteza aceitavel, apresentado resultados que sejam diretamente proporcionais a
concentracdo de um analito em uma amostra. Os niveis de concentragdes utilizados
no método proposto foram escolhidos para cobrir toda a faixa de interesse (Tabela 6),
sendo preparados com suas respectivas diluicdes do padrao de piperina em etanol
grau HPLC.
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Tabela 6. Niveis de concentracao utilizados para a elaboracao da curva analitica.

Niveis Piperina (ug mL™")

1 4,95
9,90
19,80
29,70
39,60
49,50

o a h~h WO N

3.24.4. Exatidao

A exatiddo do método expressa o grau de concordancia entre os resultados
obtidos pelo método e o valor de referéncia aceito como valor verdadeiro. Existem trés
abordagens para a determinagdo da exatiddo do método: analise de materiais de
referéncia certificados (MRC), comparagao de resultados obtidos com outro método e
estudos de recuperacao. A exatidao foi avaliada através de testes de recuperacdo em
trés niveis de concentracao diferentes (baixa, média e alta) e com 6 replicatas em

cada nivel de concentracao.

3.2.4.5. Precisao
A precisdo € um termo geral que expressa a disperséo dos resultados obtidos
entre ensaios independentes, repetidos numa mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, sob condicbes definidas. A precisdo € expressa
quantitativamente na forma de desvio padrao (s) ou desvio padréao relativo (DPR).
Para a validacao do método da piperina em pimenta-do-reino, a precisao foi

avaliada por meio da repetibilidade e da precisao intermediaria.

3.2.4.5.1. Repetibilidade

A repetibilidade expressa o grau de concordancia ou dispersao dos resultados
de ensaios executados sob as mesmas condi¢gdes, como o0 mesmo procedimento de
medicdo, os mesmos operadores, o mesmo sistema de medicdo, as mesmas
condi¢cdes de operacado e o mesmo local. As repeticdes devem ser independentes, ou
seja, incluir todas as etapas de preparo do processo de medicio. E é importante testar
as concentracdes baixa, média e alta da faixa de trabalho. Foram utilizados 3 niveis

de concentragdo ao longo da faixa de trabalho e 6 repetigcbes para cada nivel de
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concentracao.

3.24.5.2. Precisao Intermediaria

A precisao intermediaria refere-se a precisdo avaliada sob condi¢gdes que
compreendem o mesmo procedimento de medigdo, o0 mesmo local e medigdes
repetidas em condi¢gdes variadas, tais como: diferentes analistas, diferentes
equipamentos e diferentes tempos. O método para avaliagdo segue as mesmas
recomendacgdes para a repetibilidade, sendo expressa como desvio padrao relativo
(DPR) ou coeficiente de variagcdo (CV). Esse parametro foi avaliado analisando
amostras em 3 niveis de concentragdo ao longo da faixa de trabalho e 5 repeti¢gdes

para cada nivel de concentracdo em trés dias diferentes

3.2.4.6. Incerteza de medigao
O calculo de incerteza de medicdo foi realizado de acordo com o Guia
EURACHEM/CITAC - Determinando a Incerteza na Medicéo Analitica.

3.2.5. Analise estatistica
Foi realizado um teste ANOVA com post-hoc Tukey (p<0,05) para comparagao
das médias do teor de piperina entre cada tipo de secagem, campanha de coleta e

entre as diferentes localidades.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Validacao Analitica
3.3.1.1. Seletividade

A Figura 14 apresenta o cromatograma obtido do extrato da pimenta-do-reino
e do extrato da pimenta-do-reino fortificado, onde o tempo de retencéo da piperina é
de 8,67 minutos e comparando o espectro ultravioleta (UV) do padréo de piperina com
0 pico correspondente obtido na analise do extrato da amostra (Figura 15). Assim,
pode-se observar que nas condi¢des otimizadas, o tempo de retencéo de 8,67 minutos

apenas o analito esta presente.
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Figura 14. Cromatogramas obtidos em 343 nm pelo método desenvolvido [A] da pimenta-do-reino e [B]

da pimenta-do-reino com adicdo de 10 ug mL* de padrao de piperina.
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Figura 15. Espectro UV da piperina obtido [A] da amostra de pimenta-do-reino e [B] do padrdo de

piperina.

Outra forma de avaliar a seletividade foi quantificar as amostras em outro

comprimento de onda (260 nm). Foi realizada quantificagdo em em 260 nm e 343 nm

e os valores obtidos, apresentado na Tabela 7, foram concordantes frente ao teste t-

Student (p<0,05), indicando que o método cromatografico € seletivo para a

determinacao de piperina em pimenta-do-reino.
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Tabela 7. Concentracao de piperina no extrato de pimenta-do-reino em 260 nm e 343 nm.

Comprimento de onda Area (mAU*s) Piperina (ug mL™")
260 nm 2362,1 £ 37,2 11,74 £ 0,19
343 nm 6137,2 £ 105,7 11,37 £ 0,19

Com o objetivo de obter maior area, ou seja, maior sensibilidade e,
consequentemente menores limites de detecc¢ao, foi escolhido o comprimento de onda
343 nm para a quantificagdo da piperina, como utilizado por Ahmad (2019) (R. Ahmad
et al., 2019) e Wang (2017) (B. Wang et al., 2017).

3.3.1.2. Limite de detecgao (LD) e Limite de quantificagao (LQ)

Como a piperina € o composto maijoritario da pimenta-do-reino, com teor
variando de 17,0 a 74,0 mg g™', ndo houve a necessidade de desenvolver um método
com baixo nivel de detecg¢do. Assim, a adi¢ao realizada no branco da amostra foi de
1 ug mL-'. Na Tabela 8 estdo apresentados os dados de LD e LQ calculados para o

método desenvolvido e o LQ na amostra.

Tabela 8. Limite de detecc¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ) em pg mL?* do método desenvolvido,
0 LQ na amostra em mg g* e o limite de quantificacé@o praticado (LQP) na amostra em mg g.

LD (ug mL") LQ (ug mL") LQ (mg g™) LQP (mg g™)
Piperina 0,011 0,050 0,101 10,00
3.3.1.3. Faixa de trabalho

ApOs a escolha da curva de calibragéo (Tabela 6), para a validagdo do modelo
foram analisadas aleatoriamente 5 replicatas independentes de cada nivel da curva
em ordem aleatdria e, antes de calcular a equagao da regressao linear, foi verificada
a auséncia de outliers para cada nivel de concentracao pelo teste de Grubbs (Gcalculado
< Gtabelado). Em seguida, foi avaliada a homocedasticidade dos dados, ou seja, a
homogeneidade da variancia dos residuos pelos testes de Cochran (Cecalculado <
Ctabelado). Para a equagado da regressao linear foi aplicado o método dos minimos
quadrados ordinarios nao ponderados. A validacdo do modelo e a significancia
estatistica da curva foi obtida por meio da analise de variancia (ANOVA), como pode

ser visto na Tabela 9.
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Tabela 9. Tabela de analise da variancia para ajuste do modelo pelo método dos minimos quadrados.

Fonte Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica
Modelo 2439777434 1 2439777434
Residual 1031802 28 36850
Falta de Ajuste 294957 4 73739
Erro Puro 736844 24 30701
Total 2440809237 29 84165835

O teste F foi aplicado para verificar a falta de ajuste do modelo desenvolvido.
Para a falta de ajuste obteve-se o valor do teste Fcaic. (MQfaj / MQep) menor que o Ferit,
(Fcalc. = 2,4 < Ferit. = 2,78; p<0,05), indicando que o modelo esta bem ajustado. O teste
F também foi aplicado para avaliar a significancia da regressao, obtendo o valor do
teste Fcaic (MQreg/MQr) maior que 0 Ferit, (Fcaic. = 66208,18 > Forit. = 4,20; p<0,05),
indicando que a regressao € significativa. Portanto, como demonstrado, o modelo é
adequado para quantificar a piperina em amostras de pimenta-do-reino.

A Figura 16 mostra a curva analitica utilizada na validagdo do modelo (R? =
0,9996) e o grafico de residuos, em fungao da concentragao distribuido aleatoriamente

(varidncia homogénea entre os residuos).
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Figura 16. Curva analitica [A] para a determinagdo da piperina em pimenta-do-reino e gréafico de
residuos [B] em fungdo da concentracao da faixa linear de trabalho.
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3.3.1.4. Exatidao

Os resultados obtidos para a avaliagdo da exatiddo estdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10. Resultados de recuperacéo da piperina em porcentagem do método desenvolvido.

Recuperagéao
Conc. adicionada (ug mL"") Conc. encontrada (ug mL™") %
4,95 4,91+ 0,63 99,13
19,8 20,49 £ 0,30 103,5
34,65 35,14 + 0,60 101,4

Os valores de recuperagao encontrados se encontram dentro da faixa aceita
pela Associagao Oficial de Quimica Analitica (AOAC) que é de 80-110% para os niveis
de concentracdo em estudo (AOAC, 2016).

3.3.1.5. Precisao

3.3.1.5.1. Repetibilidade
O resultado da repetibilidade em desvio padrao relativo (%) esta descrito na
Tabela 11.

Tabela 11. Resultados da repetibilidade do método desenvolvido na faixa baixa, média e alta.

Repetibilidade

Faixa Baixa Faixa Média Faixa Alta
Concentragdo média (ug mL™) 11,28 31,52 46,30
DPR (%) 3,29 0,88 1,38

Para a avaliagdo da repetibilidade deve-se avaliar a variabilidade intrinseca
considerando a concentracao de trabalho e as concentragdes do analito da amostra.
Dessa forma, foi utilizado o critério da AOAC para fins de aceitagdo do DPR
encontrado. Assim, para a faixa de 10 a 100 ug mL™" é preconizado o valor de até 5,3%
de DPR, todas as faixas em estudo foram aceitas (AOAC, 2016).
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3.3.1.5.2. Precisao Intermediaria

O resultado da precisao intermediaria é apresentado na Tabela 12.

Tabela 12. Resultados da precisao intermediaria do método desenvolvido na faixa baixa, média e alta.

Precisao Intermediaria

Conc. no Dia 1 (ug mL™")
Conc. no Dia 2 (ug mL")
Conc. no Dia 3 (ug mL™)
Conc. média (ug mL™")
DPR (%)

p-valor

Faixa Baixa Faixa Média
11,28 32,72
11,92 32,19
11,52 31,97
11,57 32,25
4,42 1,69
0,154 0,083

Faixa Alta
46,30

47,03
46,30
46,55

1,54

0,207

Os critérios para a avaliacido da precisao intermediaria sdo os mesmos de

repetibilidade, aceitando valores de até 5,3% de DPR, portanto todas as faixas foram

aceitas. Foi realizado também a anadlise de variancia (ANOVA) para avaliar se ha

diferenca significativa entre os valores encontrados em dias diferentes, dado que

p>0,05 em todas as faixas, nao rejeitamos a hipétese de que o efeito do fator dia seja

nulo ao nivel de significancia de 5%, isto &, as médias obtidas entre os dias sao

equivalentes.

3.3.1.6. Incerteza de medigao

A incerteza de medigao foi obtida empregando o conceito de propagacao de

erro. A relacdo das variaveis de entrada no calculo do mensurando € demostrada

através da Equacéo:

Onde,

C é a concentragéo do analito na amostra (em mg/g),

C_(C’fosz)

" Vixmx 1000

C’ é a concentracdo do analito encontrada na solugao analisada (em pg/mL),

Vf é o volume final apds a diluicdo da amostra (em mL),
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Vs é o volume da amostra (em mL),
m € a massa pesada da amostra (g),

Vi é a aliquota utilizada na diluicdo da solugao (em mL).

A representagao das fontes e componentes de incerteza estao apresentadas
no diagrama de Ishikawa na Figura 17. A linha horizontal central € o mensurando o
qual se deseja obter a estimativa da incerteza, ou seja, a concentracédo da piperina
em mg/g. As ramificagdes da linha principal sdo fontes e componentes que afetam a
incerteza do mensurando. Informacdes mais detalhadas sobre os calculos de

incerteza estao disponiveis no Apéndice A.

C’ \%i Vs

Incerteza Incerteza

MicropipetaT i _

Resolugéo Temperatura Resolucdo Temperatu ra

. -1
» C(mgg™)
Incerteza Incerteza
I\/Iicropipeta Ba'anga
Temperatura

vi R |
Precisao esolucéo Resomgao

Incerteza
Micropipeta B\
Curva
analitica

Figura 17. Diagrama de Ishikawa das fontes de incerteza associadas baseado no modelo matemético
do mensurando.

Ap0s o calculo da incerteza de cada uma das fontes de incerteza foi obtido uma
incerteza no limite de quantificagdo praticado de 10,00 + 1,13 mg g'', fator de

abrangéncia (k) de 2,03 e graus de liberdade efetivo (Veff) de 91.

3.3.2. Avaliagao do teor de piperina em amostras de pimenta-do-reino cultivadas
no ES

Apo6s a validagdo do método, o procedimento analitico foi realizado em
duplicata nas 48 amostras de pimenta-do-reino coletadas. As amostras foram
preparadas depois de um ano apds a C4, nesse periodo foram armazenadas em

temperatura ambiente. O teor de piperina, de todas as amostras, foi determinado e os
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valores encontrados estavam na faixa de 17,65 a 35,30 mg g*' (1,76 a 3,53% m m™),
valores os quais se encontram dentro do descrito na literatura que é de 1,70 a 7,40%
m m-' de piperina na pimenta-do-reino (Peter, 2012). Todavia, devido ao tempo de
armazenamento, pode ter ocorrido redugao no teor de piperina. De acordo com Waje
e colaboradores (2008), o armazenamento de pimenta-do-reino moida a temperatura
ambiente por 6 meses determinou uma redugéo de 36% no teor de piperina (Waje et
al., 2008). Contudo, os resultados obtidos para as amostras cultivadas no ES indicam,
mesmo que tendo sido armazenas por um ano, apresentaram teor de piperina dentro
dos padrdes.

A fim de avaliar se a campanha de coleta influenciaria no teor de piperina, ja
que as campanhas foram realizadas em épocas do ano diferentes, foi construido um
grafico com as concentragbes médias da piperina nas quatro campanhas de coleta
(Figura 18) e a comparacao das médias do teor de piperina por campanha foi realizada
apo6s aplicagdo de ANOVA com post-hoc Tukey. A C2 apresentou a menor média
(25,15 + 4,20 mg g') de concentragdo de piperina, porém nao foi diferente de C4
(26,94 + 4,68 mg g'). Nao houve diferenga entre C1, C3 e C4, sugerindo que a
sazonalidade tem pouca interferéncia no teor de piperina nas pimentas-do-reino.
Contudo, quando o teor de piperina nas amostras € avaliado para cada produtor em
funcdo das campanhas (Figura 19), é possivel observar diferencas entre as
campanhas de forma especifica para cada produtor, isto €, nao foi possivel observar
uma tendéncia central de aumento ou redugao no teor de piperina em funcédo da
campanha. Logo, considera-se a hipotese que as variagdes entre os produtores tém
maior influéncia no teor de piperina, sobrepondo as variagdes sazonais, ou seja, a
forma de como cada produtor realiza o beneficiamento da pimenta-do-reino pode
influenciar no teor da piperina, ja que as propriedades estdo na mesma regiao, sujeitas
ao mesmo clima e intempéries. Collings e colaboradores (2018) observaram
resultados semelhantes quando avaliaram o teor de piperina de pimenta-do-reino, em
duas campanhas de coleta, uma no inicio da safra e outra no final da safra, ndo foram
observadas diferengas na concentragéo de piperina nas amostras testadas (Collings
et al.,, 2018).
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Figura 18. Concentracdo média (mg g?) de piperina por campanha de coleta. Letras iguais entre
colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a p<0,05.

Na Figura 20 estdo apresentadas as concentragcbes meédias da piperina nos
quatro tipos de secagem comparadas apds ANOVA e post-hoc Tukey. O teor de
piperina ndo apresentou diferenga entre os tipos de secagem quando utilizados os
dados de todos os produtores, sugerindo que, assim como nas comparagdes entre
campanhas, as variagdes entre os produtores que utilizam o mesmo tipo de secagem
podem ter atenuado as diferengas entre os tipos de secagem.

Resultados semelhantes foram reportados por Wei e colaboradores (2017) que
avaliaram o teor de piperina em Piper borbonense apds diferentes processos pos-
colheita (branqueamento, processo umido e secagem) e concluiram que estes nao
tiveram impacto sobre a concentracao de piperina (Weil et al., 2017). Por outro lado,
Suresh, Manjunatha e Srinivasan (2007) avaliaram o teor de piperina em pimenta-do-
reino apos tratamento térmico em processos domeésticos (ebuligdo e cozimento sob
pressao) relatando reducéo de 16% a 34% de piperina, com perda maxima observada
no cozimento sob pressao (Suresh et al., 2007). Todavia, os procedimentos foram
executados em condi¢cbes controladas de laboratério, o que nao representa as
variagcbes de temperatura as quais as amostras deste estudo foram sujeitas.
Adicionalmente, é importante ressaltar que durante o processo de secagem dos
produtores, ndo é possivel um controle rigido de temperatura, tempo de exposicao,
umidade, intensidade luminosa (no caso de secagem natural) e precipitagbes
ocasionais. Estes fatores determinam a perda de piperina através de varios processos
que, devido a dificuldade de controle pelos produtores, podem resultar em grandes

variagdes nos resultados, ou seja, variagdes entre os produtores com o mesmo tipo
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de secagem e variagdes entre os produtores com secagem diferentes, dificultando o

controle durante o beneficiamento.
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Figura 19. Concentragdo média (mg g*) de piperina por campanha de coleta de cada produtor.
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Figura 20. Concentracdo média (mg g!) de piperina nas amostras de pimenta-do-reino classificada por
tipo de secagem. Letras iguais entre colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey, a p<0,05.

Quando o tipo de secagem foi avaliado em cada campanha (Figura 21), n&o foi
possivel observar uma tendéncia. Em C1 ndo houve diferenga no teor de piperina nas
amostras submetidas aos diferentes tipos de secagem. Em C2 e C4, MFD apresentou
menor concentragao de piperina em relagdo a NE e MFI, respectivamente. Em C3,
MFI apresentou menor concentragdo em relacédo a NT. Logo, destaca-se que, mais
uma vez, o teor de piperina pode ser influenciado por muitos fatores, além de uma
possivel falta de padronizacdo no beneficiamento da pimenta-do-reino, ou seja,
mesmo com tipos de secagem iguais, a forma de manejo de cada produtor determina
variagdes significativas, sendo maiores se comparadas as variagbes dos tipos de

secagem.
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Figura 21. Concentragdo média (mg g*) de piperina nas amostras de pimenta-do-reino por tipo de
secagem em cada campanha de coleta. NT: Natural Terreiro, NE: Natural Estufa, MFD: Mecénica Fogo
Direto e MFI: Mecanica Fogo Indireto. Letras iguais entre colunas nao diferem entre si pelo teste de
Tukey, a p<0,05.

3.3.3. Avaliagao do teor de piperina em amostras de pimenta-do-reino cultivadas
no ES em relagao as amostras de pimenta-do-reino de diferentes localidades.

Como a piperina confere qualidade a pimenta-do-reino pela sua pungéncia, foi
comparado o teor de piperina nas amostras do ES com amostras de diferentes
localidades. Essas amostras foram obtidas diretamente de estabelecimentos
comerciais, onde os rotulos de cada amostra garantem o cultivo da pimenta-do-reino
nas regides mencionadas.

O procedimento analitico otimizado foi aplicado nas oito amostras de pimenta-
do-reino comerciais. A Figura 22 mostra a concentracdo meédia de piperina de cada
localidade e a comparacgao das médias do teor de piperina por localidade foi realizada
ap6s aplicacdo de ANOVA com post-hoc Tukey. E possivel observar que o teor de
piperina ndo apresentou diferenga entre os paises, exceto para o Sri Lanka que
apresentou o maior teor de piperina (48,84 mg g') entre as amostras avaliadas. A
pimenta-do-reino do Sri Lanka é conhecida por apresentar altos teores de piperina e
com isso pelo seu sabor bem marcante. Collings e colaboradores (2018) reportaram
valores semelhantes (48,59 mg g') de piperina em amostra de pimenta-do-reino do

Sri Lanka (Collings et al., 2018) e Rathnawathie e Buckle (1983) encontram valores

73



de até 49,7 mg g' de piperina nas amostras de pimenta-do-reino do Sri Lanka

dependendo do estagio de maturagao do fruto (Rathnawathie & Buckle, 1983).
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Figura 22.Concentragdo média (mg g*) de piperina nas amostras de diferentes localidades. Letras
iguais entre colunas nédo diferem entre si pelo teste de Tukey, a p<0,05

3.4. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi estabelecido um método para determinagao de piperina em
amostras de pimenta-do-reino por HPLC-DAD. Na etapa de validagado da metodologia,
a exatidao por meio do teste de recuperagao variou de 99,1 a 103,5%. O coeficiente
de determinacao obtido demonstra excelente relagdo entre as areas dos picos e as
concentragdes (R? = 0,9996) e o método alcangou precisdao de 1,54 a 4,42%. A
incerteza obtida foi 10,00 + 1,13 mg g ', sendo adequado para a determinagdo de
piperina em pimenta-do-reino.

O teor de piperina nas 48 amostras coletadas no ES em 4 campanhas de
coletas, ficaram na faixa de 17,65 a 35,30 mg g' (1,76 a 3,53% m m-') nas amostras,
dentro do descrito na literatura e a sazonalidade apresentou pouca influéncia na
variagao do teor de piperina.

Ao avaliar a forma de secagem no pds-coleita, foi possivel observar que nao
houve influéncia na concentracao final de piperina nas amostras analisadas.

Por fim foi comparado o teor de piperina nas amostras de pimenta-do-reino
cultivadas no ES com as amostras comercializadas em diferentes localidades, onde
foi possivel observar que o teor de piperina ndao apresentou diferenca significativa
entre os paises, exceto para o Sri Lanka, que apresentou maior concentracao.

Diante do exposto, pode-se concluir que a pimenta-do-reino produzida no ES

possui uma boa qualidade em relagao ao teor de piperina.
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CAPITULO 4: AVALIAGAO DO PERFIL DO (")LEO ESSENCIAL DAS
PIMENTAS-DO-REINO CULTIVADAS NO ESPIRITO SANTO

4.1. OBJETIVO
4.1.1. Objetivo Geral

Identificar a composicdo quimica dos 6leos essenciais de amostras de pimenta-
do-reino cultivadas na regiao norte do estado do Espirito Santo, avaliando a tendéncia
de distribuicao destes compostos em fungédo do método de secagem utilizado e das
campanhas de coleta e comparar com pimentas-do-reino provenientes de outras

localidades.

4.1.2. Objetivos Especificos

e Extrair os 6leos essenciais das amostras de pimenta-do-reino empregando a
técnica de hidrodestilagao.

e Calcular o rendimento dos 6leos essenciais obtidos.

e Identificar a composicdo quimica dos O6leos essenciais através da
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS).

e Avaliar as alteragdes dos compostos presentes no 6leo essencial em relagao
ao meétodo de secagem utilizado e da campanha de coleta realizada nas
amostras do ES.

e Avaliar as alteragdes dos compostos presentes no 6leo essencial das amostras
cultivadas no ES em relacdo as amostras de pimenta-do-reino de diferentes
localidades.

e Realizar um estudo estatistico utilizando a analise de componentes principais

(PCA) com os compostos presentes no 6leo essencial.

4.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.2.1. Extracao dos 6leos essenciais

Primeiramente as amostras de pimenta-do-reino foram trituradas em grau e
pistilo de vidro. Os 6leos essenciais foram obtidos pelo método de hidrodestilagdo em
um aparelho de Clevenger, durante 2,5 horas. Nas extragdes foram utilizadas cerca
de 30,0 £ 0,5 g de pimenta-do-reino moidas em aproximadamente 300 mL de agua
ultrapura tipo | (PURELAB Ultra Mk 2, resistividade 18,2 MQ cm, Elga, Reino Unido)
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em balao de fundo redondo de 500 mL. O hidrolato foi armazenado a uma temperatura
menor que 0 °C para remocéo da agua. Apos o congelamento da agua, foi retirado o
Oleo extraido com auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro, transferido para um frasco
ambar e novamente estocado no freezer até a analise.

Apos a remogao da agua, o calculo do rendimento foi realizado através da

equacao:

m,
Rendimento (%) = %0 %100

mamostra

Onde:
Msleo = Massa de Oleo obtida (em gramas);

Mamostra = Massa da amostra de pimenta-do-reino (em gramas).

4.2.2. Analise da composicao dos dleos essenciais

As amostras de 6leo essencial extraidas foram submetidas a analise para
identificacdo dos seus compostos utilizando cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS), modelo Trace GC 1310 acoplado a 1SQ
Spectrometrer (Thermo Fisher Scientific) com amostrador automatico: Triplus RSH
(Thermo Fisher Scientific). A coluna cromatografica utilizada é do tipo capilar DB-5MS
(30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 uym) (J&W Scientific, Folson Califérnia, USA), com
temperatura de 60°C até 246°C, sendo aumentada de forma linear de 3 °C min-",
permanecendo por 5 min na temperatura final. O gas de arraste utilizado foi o hélio a
uma vazao constante de 1 mL min-', temperatura do injetor foi mantida em 220 °C e a
temperatura da interface (GC-MS) foi mantida em 240 °C. Os 6leos foram diluidos em
diclorometano grau HPLC (10 mg mL-") e o volume injetado foi de 1,0 yL com o injetor
no modo split com razéo 1:20. O detector de massas foi operado no modo de ionizagao

por elétrons (+70 eV), utilizando o modo de varredura, realizada de 41 a 415 m/z.

4.2.3. Identificagdo dos componentes dos 6leos essenciais

Os indices de retengao foram obtidos por meio da injecdo de uma mistura de
n-alcanos de cadeia linear (Cs-Cs2) utilizando as mesmas condigdes nas quais foram
injetados os Oleos essenciais extraidos. Para o calculo dos indices de Kovats (IK),
utilizou-se os tempos de retencdo dos compostos em questado e dos alcanos eluidos
antes e depois do respectivo componente a ser determinado, conforme a equagao

abaixo:
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IK (x) = 100P, + 100[(log RT, — log RTp ) + (log RT(p,+1) — log RTp )]

Onde,

X = € 0 composto identificado

Rz = o numero de atomos de carbono da mistura de n-alcanos anterior ao
composto x

Rz+1 = 0 numero de atomos de carbono da mistura de n-alcanos posterior ao
composto x

RT = o tempo de retencéo

RT (Pz) < RT(x) < RT(Pz+1)

Aidentificacdo dos compostos foi realizada por comparacdes dos espectros de
massas obtidos com os da literatura (NIST 2005; Adams, 2017) e pela comparagao
com o IK. A concentragdo dos constituintes foi calculada através da area integral de
suas respectivas bandas, relacionada com a area total de todos os constituintes da

amostra, obtida pela analise utilizando o cromatografo gasoso.

4.2.4. Analise estatistica

Foi realizado um teste ANOVA com post-hoc Tukey (p<0,05) para comparagao
das médias das classes terpénicas encontradas no 6leo essencial entre cada tipo de
secagem e campanha de coleta. Devido ao grande numero de compostos
encontrados no 6leo essencial, uma PCA foi aplicada para reconhecer padrdes e
assim identificar semelhangas entre as amostras analisadas. A matriz de dados
originais X (N x M), apresenta N amostras e M variaveis (Wold, Esbensen, & Geladi,
1987). Antes da constru¢do do modelo PCA, os dados foram auto-escalonados, uma
vez que as variaveis que compdem a matriz X apresentam ordens de diferentes
magnitudes. Os calculos foram realizados usando o software MATLAB versao 9.0
R2016a (The MathWorks Co., EUA) e o pacote computacional PCA_Toolbox versao
1.4 (Ballabio, 2015).
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Extracao e rendimento do 6leo essencial das amostras de pimenta-do-
reino cultivas no ES

A hidrodestilagao das amostras de pimenta-do-reino coletadas no ES resultou
em 48 o6leos essenciais e o rendimento das extragdes variou de 0,89 a 1,44%. As
extracdes exaustivas, utilizando tempos maiores de destilacdo podem levar a extragao
de compostos com maiores pesos moleculares, como € o caso dos sesquiterpenos,
entretanto tempos mais elevados na hidrodestilagdo podem ocasionar a perda de
compostos menores, por degradagao ou volatilizagdo, como os monoterpenos. Como
o maior rendimento do 6leo essencial ocorre na primeira hora de extracdo, o tempo
utilizando na hidrodestilacao foi de 2,5h (Cannon et al., 2013; Dourado, 2012).

Bagheri e colaboradores encontram 2,16% como resultado da melhor condigéo
de extragcdo da cultivar Kuching (Bagheri et al., 2014b). Yu e colaboradores
encontraram valor de 1,77% de rendimento de pimenta-do-reino comprada em
mercado da China (Yu et al., 2017). Li e colaboradores encontraram rendimento de
0,538 — 2,079% de amostras de 5 provincias da China (Li et al., 2020). Deve-se
considerar que apesar desses resultados terem sido expressos na razao da massa
seca da planta em relacdo a massa do oleo, diferentes metodologias de extragao
foram utilizadas em espécies sob diferentes condi¢cdes de cultivo, o que justifica as
diferengcas observadas. Apesar dessas variagdes, os rendimentos obtidos neste

trabalho estdo dentro do esperado.

4.3.2. Avaliagao do perfil do 6leo essencial das amostras de pimenta-do-reino
cultivadas no ES

Os dleos essenciais das amostras de pimenta-do-reino foram analisados por
GC-MS e as condigdes operacionais foram de acordo com ADAMS, 2009 e os indices
de Kovats foram calculados a partir do padréo de hidrocarbonetos lineares (C8-C32).
Foram identificados ao todo 56 compostos, representando 99,23% a 99,90% total do
Oleo (Tabela 13). As principais classes encontradas foram os monoterpenos e os
sesquiterpenos, sendo que os principais monoterpenos identificados a partir do dleo
essencial de pimenta-do-reino foram o sabineno (max. 23,13%), B-pineno (Max.
21,06%) e limoneno (max. 22,7%) e entre os sesquiterpenos, o B-cariofileno (max.
31,7%) foi o principal. A composi¢cao encontrada foi semelhante aos descritos em
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estudos pretéritos e apresenta os principais compostos odorantes da pimenta (Bagheri
et al., 2014b; Jelen & Gracka, 2015; Liu et al., 2013). De acordo com T. Jagella e W.

Grosch (1999) (T & W, 1999), os principais compostos odorantes da pimenta-do-reino

preta sdo linalol, a-felandreno, limoneno, mirceno, a-pineno, 3-metilbutanal e

metilpropanal, os quais todos foram encontrados nas pimentas analisadas, com

excecao de 3-metilbutanal e metilpropanal, que podem ser especificos da cultivar

analisada, pois também nao foram descritos em outros estudos (Bagheri et al., 2014a;
Jelen & Gracka, 2015; Jirovetz et al., 2002; Kapoor et al., 2009; Liu et al., 2013; Menon
& Padmakumari, 2005; Orav et al., 2004).

Tabela 13. Identificacdo dos compostos dos 6leos essenciais de pimenta-do-reino do ES analisados

por GC-MS.
Numero dos Identificagdo dos Faixa da Area do
TR IKcal IKtab®

compostos Compostos? Pico (%)°

Monoterpeno
1 a-tujeno 0,70 - 4,03 4,50 929 930
2 a-pineno 4,71 -7,86 4,68 937 939
3 Canfeno 0,09-0,15 5,07 954 954
4 Sabineno 6,86 - 23,13 5,63 977 975
5 B-pineno 11,33 - 21,06 5,79 983 979
6 Mirceno 2,57 - 3,67 6,02 991 990
7 a-felandreno 0,17 - 1,00 6,53 1009 1002
8 5-3-careno ND - 0,66 6,60 1011 1011
9 a-terpineno 0,07-1,76 6,84 1020 1017
10 o-cimeno 0,04 - 0,57 7,08 1028 1026
11 Limoneno 10,86 - 22,7 7,28 1034 1029
12 B-felandreno 0,11 -2,33 7,32 1036 1029
13 E-B-ocimeno 0,11 -0,32 7,76 1049 1050
14 y-terpineno 0,10-2,76 8,16 1061 1059
15 cis-sabineno hidratado 0,10- 1,49 8,58 1073 1070
16 Terpinolene 0,22-0,78 9,10 1087 1088
17 Linalol 0,23-1,23 9,66 1101 1096
18 cis-p-2-mentenol 0,02 -0,41 10,54 1126 1121
19 trans-p-2-mentenol ND - 0,21 11,23 1145 1140
20 Terpinen-4-ol 0,17 - 4,32 12,73 1181 1177
21 o-terpineol 0,09 - 0,47 13,33 1195 1188

Sesquiterpeno
22 o-elemeno 0,17 - 0,59 19,08 1334 1338
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

a-cubebeno
Ciclossativeno
a-copaeno
B-cubebeno
B-elemeno
a-gurjuneno
R-cariofileno
B-copaeno
cis-muurola-3,5-dieno
a-humuleno
(E)-B-farneseno
(E)-cadina-1(6),4-dieno
9-epi-B-cariofileno
trans-cadina-1(6),4-dieno
y-muuroleno
Germacreno D
B-selineno
cis-B-guaieno
Isodauceno
B-bisaboleno
Cubebol
d-cadineno
B-bisaboleno
trans-cadina-1,4-dieno
NI
Elemol
Germacreno B
Espatulenol
Oxido de cariofileno
NI
NI
Epi-a-muurolol
a-murolol
NI

0,12-0,28
0,05 - 0,11
1,74 - 4,04
0,12-0,44
0,02 - 0,11
ND - 0,10
9,07 - 31,71
0,11-0,38
0,05- 0,19
0,41-3,15
ND - 0,10
0,02-0,12
0,02 - 0,11
0,11- 0,66
ND - 0,64
0,02- 0,10
0,12-0,93
0,16 - 0,86
0,05 - 0,44
1,13-4,98
0,18-2,13
0,72-2,96
0,27 - 1,42
0,02-0,12
0,02 - 0,11
ND - 0,11
ND - 2,28
ND - 0,17
0,16 - 2,13
0,02 - 0,26
0,04 - 0,49
0,05- 0,19
0,65 - 2,28
ND - 0,65

19,57
20,38
20,74
21,25
21,33
22,00
22,58
22,91
23,68
23,93
24,01
24,62
24,76
24,96
25,25
25,37

25,56

25,73
25,99
26,17
26,36
26,51
26,74
27,02
27,43
27,67
27,96
28,7
28,84
30,39
30,68
31,27
31,38
32,96

1346
1365
1373
1384
1386
1401
1417
1425
1445
1451
1453
1468
1472
1476
1483
1486

1490

1494
1500
1504
1510
1514
1520
1528

1545
1553
1571
1575

1639
1642

1351
1371
1376
1388
1390
1409
1419
1432
1450
1454
1456
1463
1466
1476
1479
1481

1490

1493
1500
1505
1515
1523
1529
1534

1549
1561
1578
1583

1642
1646

aCompostos maijoritarios listados na ordem de eluicao utilizando coluna DB-5MS. PFaixa da

area relativa encontrado em todos os compostos; “Tempo de Retencdo em minutos; ¢indice de Kovats

calculado através de dados obtidos por amostra de n-alcanos saturados (C8-C32); ¢indice de Kovats

tabelado.
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Devido ao grande numero de compostos presentes no Oleo essencial,
primeiramente foi realizado uma comparagao em relacéo as classes terpénicas, tanto
para as campanhas de coleta quanto para os tipos de secagem. Por meio da média
das areas relativas das classes terpénicas em cada campanha (Figura 23), apenas
em C2 foi observada diferenca, apresentando maior teor de monoterpenos e o menor
teor de sesquiterpenos. Os estudos que objetivam avaliar as variagdes na composi¢céo
do dleo essencial sdo restritivos em sua abordagem experimental, especialmente em
relagdo ao controle das espécies vegetais de forma a minimizar os fatores intrinsecos.
Assim, controla-se horarios e forma de colheita, a cultivar, a luminosidade, a
temperatura, a pluviosidade e, em geral, utilizam o mesmo individuo (Figueiredo et al.,
2008; Morais, 2009; Zachariah et al., 2010). Neste trabalho, o objetivo foi avaliar as
modificagdes no perfil volatil que sdo provenientes do processamento da pimenta-do-
reino considerando que este processamento contém etapas de blend entre varios
individuos com etapas de maturagdo distintas, isto é, grandes variagées no perfil
volatil poderiam ser esperadas, porém, dificilmente apresentariam diferengas frente a
testes estatisticos. Todavia, quando a média relativa de classes terpénicas foram
comparadas, C2 apresentou redugdao de sesquiterpenos e incremento de
monoterpenos em relagdo as demais, ou seja, embora todos os fatores que
determinam modificacbes na composi¢cao do 6leo essencial ndo fossem controlados,
ainda assim, foi possivel observar essa diferenca, indicando a possivel prevaléncia de
um fator sobre os demais. Como a colheita de novembro (C2) é proveniente da
floragao tardia (Serrano et al., 2008), sugere-se que ha diferenciagéo fenoldgica entre
os individuos podendo resultar em variagao da classe terpénica. Por outro lado, uma
alteracado no metabolismo secundario do vegetal devido a fatores abiéticos, como a
variacdo sazonal também poderia resultar nessa diferenga (Figueiredo et al., 2008).
Este comportamento também poderia explicar a tendéncia na reducao no teor de

piperina observado também em C2.
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Figura 23. Média das areas relativas das classes terpénicas: Monoterpenos (M) e Sesquiterpenos (S)
em relacdo as campanhas de coleta. Letras iguais em barras de mesma classe terpénica nao diferem
entre si pelo teste de Tukey, a p<0,05.

Na Figura 24 estdo apresentadas as médias das areas relativas das classes
terpénicas, onde nao foi encontrada diferenga entre os tipos de secagem, entretanto
foi possivel observar ligeira redugao (ndo evidenciada frente ao teste estatistico) nos
sesquiterpenos e aumento nos monoterpenos para as formas mecanicas. Uma
possibilidade é que devido a longa exposi¢cao as altas temperaturas, houve conversao
por degradagao de sesquiterpenos em monoterpenos, como também observado por
An e colaboradores (An et al., 2016). Dessa forma, uma suposigéo valida seria que,
em situagdes controladas de secagem conduzidas em laboratério, como observado
por Guclu e colaboradores, haveria diferenga estatistica entre as formas mecénica e
natural, entretanto durante o processamento da pimenta-do-reino, onde ha uma
grande variedade de fatores, nao foi possivel observar essa diferenca (Guclu et al.,
2021).
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Figura 24. Média das areas relativas das classes terpénicas: Monoterpenos (M) e Sesquiterpenos (S)
em relacéo os tipos de secagem. NT: Natural Terreiro, NE: Natural Estufa, MFD: Mecanica Fogo Direto
e MFI: Mecénica Fogo Indireto. Letras iguais em barras de mesma classe terpénica ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey, a p<0,05.
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Analise por componentes principais (PCA) foi realizada para tentar identificar
possiveis tendéncias de agrupamento relacionadas a composigéo do 6leo, ou seja,
dos compostos volateis com os quatro tipos de secagem e as quatro campanhas de
coleta. A Figura 25 corresponde ao grafico biplot de scores e loadings para a primeira
e a segunda componentes principais, representando respectivamente, 75,30% e
18,72% da variancia explicada, totalizando 94,02% das informagdes dos dados. De
maneira geral, o tipo de secagem da pimenta-do-reino ndo afetou a composigao dos
Oleos essenciais de forma significativa, apresentando apenas uma tendéncia de
agrupamento das secagens natural e das secagens mecanica. Os compostos que
apresentaram maior peso nessa separagao, entre as secagens natural e mecanica
foram os sesquiterpenos a-copaeno, -cubebeno, a-gurjuneno e Espatulenol (os
nimeros dos compostos sdo apresentados na Tabela 13). E possivel observar na
Figura 25 que as secagens naturais apresentaram maiores teores de sesquiterpenos,

corroborando com o que foi observado na Figura 24.
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Figura 25. Andlise de componentes principais: Gréafico de scores e loadings da composi¢cédo do 6leo
essencial em relacdo ao tipo de secagem das amostras de pimenta-do-reino. NT: Natural Terreiro, NE:
Natural Estufa, MFD: Mecénica Fogo Direto e MFI: Mecénica Fogo Indireto.

A Figura 26 corresponde ao grafico biplot de scores e loadings com trés
componentes principais, que juntos totalizam 74,25% das informacdes dos dados. E
possivel observar uma tendéncia de agrupamento em relagdo as campanhas de
coleta. C1 e C4 foram coletadas no inverno, no més de julho de 2017 e 2018, C2 foi
realizada na primavera e C3 no verao, portanto, a composicdo quimica sofreu

alteracdes conforme a estacdo do ano da coleta, além disso, é possivel observar que
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as variacbes na composicdo decorrentes do periodo da colheita se sobrepbéem as

variagdes induzidas pela secagem.
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Figura 26. Analise de componentes principais: (A) Graficos biplot de scores e loadings com 3
componentes principais da composicao do 6leo essencial em relacdo as campanhas de coleta (B) PC1
x PC2 (C) PC1 x PC3
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4.3.3. Avaliagao do perfil do 6leo essencial das amostras de pimenta-do-reino
cultivadas no ES em relagao as amostras de pimenta-do-reino de diferentes
localidades

Para avaliacao do perfil dos 6leos essenciais das amostras do ES comparou-
se com amostras de diferentes localidades. Essas amostras foram obtidas
diretamente de estabelecimentos comerciais, onde os rotulos de cada amostra
garantem o cultivo da pimenta-do-reino nas regides mencionadas.

Quando a extragcdo dos Oleos foi realizada, os rendimentos encontrados
variaram de 0,89 a 1,18%. Posteriormente a analise foi realizada nas oito amostras
de pimenta-do-reino comerciais. A Tabela 14 apresenta os 29 compostos principais
(teor acima de 1%) encontrados nas amostras do ES e nas amostras das outras
localidades. Esses compostos representam de 94% a 97% total do 6leo das amostras
do ES e 93 a 97% das amostras das diferentes localidades. E possivel observar que
diferente das amostras do ES, os principais monoterpenos identificados a partir do
oleo essencial de pimenta-do-reino das diferentes localidades foram o &-3-careno
(max. 21,32%), limoneno (max. 23,28%) e B-felandreno (max. 16,64%). Entre os
sesquiterpenos, o B-cariofileno (max. 25,75%) foi o principal, 0 mesmo observado nas
amostras do ES.

A PCA foi realizada com os dados obtidos dos compostos majoritarios (>1%)
dos Oleos essenciais das amostras de pimenta-do-reino do ES e das outras
localidades. A Figura 27 corresponde ao grafico biplot de scores e loadings com duas
componentes principais, que juntas explicaram 74,32% da variancia dos dados. E
possivel observar uma separacgao clara entre as amostras do ES com as demais. Os
compostos que apresentaram maior peso nessa separagao foram os a-tujeno,
Sabineno, B-pineno e Limoneno, que apresentam os maiores teores nas amostras do
ES. E a-felandreno, &-3-careno, o-cimeno, Terpinolene e Elemol que apresentaram
maiores teores nas outras amostras. Visto esses compostos monoterpenos, exceto o
Elemol, sugerindo que os monoterpenos variam mais em fungao da origem geografica.
Essa diferenga mostra que as amostras do ES apresentam caracteristicas distintas,
tendo assim a possibilidade de registro de Indicacao Geografica, agregando valor ao
produto e promovendo o desenvolvimento da regido. Isso também foi observado por
Liang e colaboradores (2021) que obtiveram uma classificagdo das amostras de

pimenta-do-reino de diferentes origens (india, Indonésia, Vietna e Brasil), entretanto a
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classificacao utilizada foi através do espectro de massa de ions totais do GC-MS, nao

indicando quais os compostos qualificadores (Liang et al., 2021).

Tabela 14. Identificacdo dos compostos majoritarios (>1%) dos 6leos essenciais de pimenta-do-reino

do ES e de diferentes localidades.

Numero dos

Identificagdo dos

Faixa da Area do Pico (%)®

TR IKcal IKtab®
compostos Compostos? ES Outras
localidades

Monoterpeno
1 o-tujeno 0,7 - 4,03 0,17-13 4,5 929 930
2 o-pineno 4,71 -7,86 3,99-6,76 4,69 938 939
3 Sabineno 6,86 - 23,13 0,84 - 9,66 5,66 977 975
4 B-pineno 11,33 - 21,06 7,01 -11,53 5,79 983 979
5 Mirceno 2,57 - 3,67 2,52 - 4,31 6,02 991 990
6 o-felandreno 0,17-1,0 0,21-2,24 6,54 1009 1002
7 6-3-careno ND - 0,66 13,47 - 21,32 6,60 1011 1011
8 a-terpineno 0,07 -1,76 0,14 - 0,51 6,85 1020 1017
9 o-cimeno 0,04 - 0,57 1,55 - 3,77 7,08 1028 1026
10 Limoneno 10,86 - 22,7 ND - 23,28 7,27 1035 1029
11 B-felandreno 0,11 -2,33 0,04 - 16,64 7,32 1036 1029
12 y-terpineno 0,10 - 2,76 0,34 - 0,94 8,17 1061 1059
13 Cis-sabineno hidratado 0,10 - 1,49 0,03-0,38 8,58 1073 1070
14 Terpinolene 0,22-0,78 0,79 - 1,59 9,10 1087 1088
15 Linalol 0,23-1,23 0,76 - 1,54 9,67 1101 1096
16 Terpinen-4-ol 0,17 - 4,32 0,19 - 2,01 12,75 1182 1177

Sesquiterpeno
17 o-elemeno 0,17 - 0,59 0,29 - 2,42 19,08 1334 1338
18 a-copaeno 1,75 - 4,04 0,88 - 2,27 20,73 1373 1376
19 R-cariofileno 9,07 - 31,71 12,49 - 25,75 22,58 1417 1419
20 o-humuleno 0,41-3,15 0,89 - 1,85 23,92 1451 1454
21 B-bisaboleno 1,13 - 4,99 0,17 -1,78 26,16 1505 1505
22 Cubebol 0,18-2,13 0,05-0,24 26,37 1510 1515
23 o-cadineno 0,72 -2,96 0,33-0,99 26,51 1514 1523
24 B-bisaboleno 0,27 -1,42 0,23 -1,26 26,73 1520 1529
25 Elemol ND - 0,11 0,02 -2,76 27,67 1545 1549
26 Germacreno B ND - 2,28 0,02-0,08 27,96 1553 1561
27 Oxido de cariofileno 0,16 -2,13 0,52 - 3,59 28,85 1575 1583
28 NI 0,04 - 0,49 0,22 - 2,61 30,68 -
29 a-murolol 0,65 - 2,28 0,10 - 0,68 31,39 1642 1646
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Figura 27. Andlise de componentes principais: Grafico biplot de scores e loadings para avaliagdo do
Oleo essencial em relacéo a localidade.

4.4. CONCLUSAO

Nesse trabalho foram obtidos 6leos essenciais de amostras de pimentas-do-
reino de produtores do norte do ES, nas quais foram determinados o rendimento e a
sua composicdo. O rendimento das extragdes variou de 0,89 a 1,44%. Foram
identificados ao todo 56 compostos e as principais classes encontradas foram os
monoterpenos e o0s sesquiterpenos, sendo que o0s principais monoterpenos
identificados foram o sabineno (max. 23,13%), B-pineno (max. 21,06%) e limoneno
(max. 22,7%) e entre os sesquiterpenos, o B-cariofileno (max. 31,7%) foi o principal.

Na avaliacdo em relacdo a sazonalidade, foi observado que a campanha 2
(Nov/17) apresentou alteragdes na composig¢ao do dleo essencial inferindo que nesta
campanha houve alteragdes no metabolismo secundario do vegetal, podendo estar
relacionada ao aporte nutricional ou as variag¢des climaticas do periodo de coleta.

Os tipos de secagens mecanicas (MFD e MFI) provocaram alteragdes na
composic¢ao do 6leo essencial, devido a altas temperaturas durante o processo.

Por fim foi comparado a composicdo do o6leo essencial nas amostras de
pimenta-do-reino cultivadas no ES com as amostras comercializadas em diferentes
localidades, onde foi possivel observar uma distincdo clara entre elas. Isto é, as
pimentas do ES apresentam caracteristicas uUnicas quanto a composi¢ao do 6leo

essencial que € um dos principais componentes odorantes da pimenta-do-reino.
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CAPITULO 5: AVALIAGAO DA COMPOSIQAQ ELEMENTAR DAS
PIMENTAS-DO-REINO CULTIVADAS NO ESPIRITO SANTO APOS
DETERMINACAO POR ICP OES E ICP-MS

5.1. OBJETIVO
5.1.1. Objetivo Geral

Determinar a composicao elementar das amostras de pimenta-do-reino
cultivadas na regido norte do estado do Espirito Santo, avaliando a tendéncia de
distribuicdo destes elementos em funcdo do método de secagem utilizado e das
campanhas de coletas e comparar com pimentas-do-reino provenientes de outras

localidades.

5.1.2. Objetivos Especificos

e Realizar a decomposi¢ao assistida por radiagao microondas das amostras de
pimenta-do-reino para posterior determinagdo dos elementos quimicos.

¢ Determinar as concentragdes dos elementos Al, B, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P, S, Si, Sr e Zn presentes nas amostras de pimenta-do-reino,
utilizando a técnica de espectrometria emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES).

e Determinar as concentragdes dos elementos As, Cd, Co, Mo, Ni, Pb, e V
presentes nas amostras de pimenta-do-reino, utilizando a técnica de
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

e Avaliar a tendéncia de distribuicdo destes elementos em fungdo do método de
secagem utilizado e da campanha de coleta realizada.

¢ Avaliar a tendéncia de distribuicao destes elementos em fungao do seu local de
origem.

e Fazer uma comparagdo dos resultados obtidos com os limites maximos
estabelecidos pela legislagao.

e Realizar um estudo estatistico das concentragdes obtidas usando a analise por

componentes principais (PCA).
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5.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.2.1. Instrumentacgao

Para o preparo das amostras foi utilizado estufa (Ethik Technology, Brasil)
modelo 402-D e balanga analitica (Sartorius, Alemanha) modelo ED224S com
precisdo de +0,0001g. Para a decomposi¢ao acida das amostras foi utilizado forno
micro-ondas (Anton Paar, Austria) modelo Multiwave GO.

Para as analises envolvendo a técnica de espectrometria de emissao Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) foi utilizado o espectrometro iCAP
6000 Series (Thermo Fisher Scientific, Inglaterra), equipado com amostrador
automatico, Cetac Autosampler ASX-520 (Thermo Fisher Scientific, Inglaterra)
pertencente ao Laborotorio Tommasi Ambiental. As condigbes operacionais do
equipamento utilizadas na analise estao descritas na Tabela 15. Foi utilizado para a
geragao/manutencéo do plasma, aspiragdo da amostra e gas auxiliar o gas argbnio

premier com pureza de 99,9992% fornecida pela Air Liquide (Espirito Santo, Brasil).

Tabela 15. Condi¢gBes Operacionais do ICP OES.

Condig¢oes Operacionais

Camara de nebulizagéo Ciclbnica
Nebulizador Concéntrico
Poténcia de radiofrequéncia 1200 W
Fluxo de gas de plasma 12 L min-!
Fluxo de gas de nebulizagdo 0,5 L min"*
Fluxo de gas auxiliar 0,5 L min"*
Taxa de aspiragdo da amostra 0,6 mL min-

Para as analises envolvendo a técnica de espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) foi utilizado o espectrémetro (Perkin Elmer,
Estados Unidos), modelo NexION™ 300D. As condigbes operacionais do
equipamento utilizadas na analise estao descritas na Tabela 16. Foi utilizado para a
geracao/manutencao do plasma, aspiracdo da amostra e gas auxiliar o gas argénio

premier com pureza de 99,9992% (White Martins Gases Industriais Ltda, Brasil).
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Tabela 16. Condi¢des Operacionais do ICP-MS NexION™ 300.

Condig¢6es Operacionais

Camara de nebulizacdo Ciclbnica de vidro com anteparo
Nebulizador Concéntrico

Cones Niquel

Poténcia de radiofrequéncia 1500 W
Fluxo de gas de plasma 16 L min™'
Fluxo de gas de nebulizagdo 1,0 L min-!
Fluxo de gas auxiliar 1,2 L min™!

Taxa de aspiracéo da amostra 20 rpm

5.2.2. Materiais e Reagentes

Todos os materiais utilizados nesse estudo passaram por um procedimento de
descontaminagédo, sendo deixados em banho de Extran MA 02 Neutro (Merck,
Darmstadt, Alemanha) por 24 horas, lavados com agua deionizada tipo 2 (PURELAB
Option, DV 35, Elga) e deixados em banho de HNO3 15% v v-! por no minimo 24 h.
Apos esse periodo, os materiais foram lavados com agua ultrapura, tipo 1+ (PURELAB
Ultra Mk 2, resistividade 18,2 MQ cm, Elga, Reino Unido), secos a temperatura
ambiente. A contaminacgao foi avaliada pelo controle do branco.

As solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura tipo 1+, peroxido de
hidrogénio (H202) 30% v v' (Proquimios Comércio e Industria Ltda, Brasil) e acido
nitrico (HNOs) (Neon Comercial Ltda, Brasil) purificado no destilador de acido
Subboiling Distillacid BSB939 IR (Berghof, Alemanha).

Os padroes de calibragao para todos os elementos foram preparados em HNO3
a 5% v v' com diluigbes adequadas de solugdes estoque contendo 1000 mg L
adquiridas da Absolute Standards Inc (Hamden, EUA). Para analise no ICP-MS foi
utilizado rodio (Rh) como padrao interno preparado a partir da diluigdo adequada de
uma solug¢ao padrao monoelementar (SpecSol, Brasil) que continha os elementos nas
concentragdes de 1000 mg L.

Como nao estdo comercialmente disponiveis material de referéncia certificado
com composic¢ao idéntica a da amostra em estudo, o MRC Agro C1003a — Folha de

tomate foi utilizado para a verificagao da exatiddo dos métodos utilizados.

5.2.3. Preparo das amostras

Inicialmente as amostras foram homogeneizadas e foi realizado o
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quarteamento e até que uma por¢ao adequada para a pesagem fosse alcangada, a
fim de se obter uma amostra representativa. Em seguida, as amostras foram trituradas
usando grau e pistilo de vidro e passaram por um processo de secagem em estufa a
60 °C por 72 h, sendo entdo armazenadas em frascos plasticos descontaminados.
Para o procedimento de decomposi¢ao das amostras de pimenta-do-reino ou
do material de referéncia certificado, pesou-se cerca de 200 mg em peso seco das
amostras nos frascos especificos para o uso em forno micro-ondas, onde foram
adicionados 1 mL de HNO3 concentrado, 1 mL de H202 30% v v'' e 6 mL de agua
ultrapura tipo 1+. Os frascos permaneceram abertos por 10 min para que fosse
realizada uma pré-digestdo das amostras. Em seguida, os frascos foram fechados e
a mistura foi submetida a aquecimento assistido por radiacdo micro-ondas conforme

0 programa descrito na Tabela 17.

Tabela 17. Programa de aquecimento utilizado na decomposicao 4cida assistida por radiagdo micro-
ondas.

Etapa trampa (Min) T (°C) tpermanéncia (Min)
1 10:00 100 10:00
2 10:00 180 10:00
Resfriamento - 50 -

Apos a decomposicao acida, as amostras foram transferidas quantitativamente
para tubos de polipropileno e o volume foi aferido para 15 mL. Para o preparo da curva
analitica, foi utilizado padrdes inorganicos em meio de HNO3 5% (v v-'). Os elementos
determinados por ICP OES foram Al, B, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S, Si,
Sr e Zn e por ICP-MS os elementos determinados foram As, Cd, Co, Mo, Ni, Pb, e V.

5.2.4. Analise estatistica

Foi realizado um teste ANOVA com post-hoc Tukey (p<0,05) para a composigao
elementar na pimenta-do-reino entre cada tipo de secagem e campanha de coleta.
Devido ao grande numero de elementos determinados, uma PCA foi aplicada para
reconhecer padrées e assim identificar semelhangas entre as amostras analisadas. A
matriz de dados originais X (N x M), apresenta N amostras e M variaveis (Wold et al.,
1987). Antes da constru¢do do modelo PCA, os dados foram auto-escalonados, uma

vez que as variaveis que compdem a matriz X apresentam ordens de diferentes
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magnitudes. Os calculos foram realizados usando o software MATLAB versao 9.0
R2016a (The MathWorks Co., EUA) e o pacote computacional PCA_Toolbox verséo
1.4 (Ballabio, 2015).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1. Caracteristicas de desempenho dos métodos

Antes da determinagao elementar por ICP OES e ICP-MS, foram verificadas as
caracteristicas de desempenho das metodologias utilizadas para assegurar a
confiabilidade dos resultados. Portanto, foram feitos estudos experimentais para
verificar se a linearidade, sensibilidade, limite de detec¢ao (LD), limite de quantificagéo

(LQ) e exatidao. Apos a verificagdo de cada método as amostras foram analisadas.

5.3.1.1.

Na Tabela 18 sao apresentados os comprimentos de onda, as faixas de

Caracteristicas de desempenho das analises por ICP OES

trabalho utilizadas, os coeficientes angular e de determinagéo de cada elemento (R?).
Como pode ser observado, os valores de R? s&o superiores a 0,999, o que demostra
que todos os analitos obtiveram uma boa linearidade na faixa de concentragao

avaliada.

Tabela 18. Comprimento de onda, faixa de trabalho e coeficientes angulares e de determinagédo dos

elementos determinados por ICP OES.

Comprimento de Faixa de trabalho  Coeficiente Angular Coeficiente de

Flementos onda (nm) (ug mL™) (Cps mL pg™) Determinagéo (R?)
Al 394,401 (1) 0,10-10,0 735,36 0,9996
B 249,678 (1) 0,010-1,0 1265,7 0,9997
Ba 455,403 (II) 0,0010-1,0 107695 0,9998
Ca 315,887 (ll) 0,10-10,0 2212,2 0,9999
Cr 267,716 () 0,0010-1,0 38807 0,9998
Cu 324,754 (1) 0,010-1,0 4325,2 0,9998
Fe 259,940 (1) 0,010-10,0 3187,9 0,9998
K 766,490 (1) 1,0-300,0 880,09 0,9998
Mg 279,079 (1) 0,10-10,0 469,65 0,9998
Mn 257,610 (1) 0,0010-1,0 18960 0,9999
Na 589,592 (1) 0,10-10,0 3182,6 0,9999
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213,618* (1) 0,10-10,0 1426,6 0,9999

S 182,034* (1) 0,10-10,0 689,33 0,9999

Si 251,611 (Il 0,010-10,0 819,87 0,9998

Sr 421,552 (Il) 0,0010-1,0 102924 0,9998

Zn 206,200* (11) 0,0010-1,0 20020 0,9999
*Visao Axial

Os valores obtidos para o LD do método e para o LQ na amostra, calculados a
partir do BEC estéo listados a seguir (Tabela 19), apresentando valores adequados

para determinagao dos elementos nas amostras de pimenta-do-reino.

Tabela 19. Limites de detec¢éo (LD) do método e limites de quantificagdo (LQ) na amostra dos analitos

determinados por ICP OES.

Elementos LD do método (ug mL™") LQ na amostra (ug g')
Al 0,018 4,49
B 0,0052 1,29
Ba 0,00019 0,05
Ca 0,0041 1,03
Cr 0,00022 0,05
Cu 0,0024 0,59
Fe 0,0014 0,36
K 0,029 7,31
Mg 0,012 3,12
Mn 0,00026 0,06
Na 0,0083 2,08
P 0,0014 0,35

0,0014 0,35
Si 0,0053 1,33
Sr 0,00015 0,04
Zn 0,000065 0,02

A exatidao do método foi avaliada através da andlise do material de referéncia
certificado (MRC) e dos testes de adicao e recuperagao. Os valores de concentragéo
encontrados e os certificados para o MCR (Tabela 20) foram concordantes entre si,
quando o teste de hipotese estatistico t-Student foi aplicado para um nivel de

confianca de 95%.
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Tabela 20. Comparacéo entre os valores encontrados e os certificados para o0 MRC de folha de tomate
- Agro C1003a (n = 3) dos analitos determinados por ICP OES.

Concentragio (média x DP ug g*')

Elementos
Valor certificado Valor encontrado

Al 1990 + 520 1527 + 37
B - -

Ba - -
Ca 27400 £ 4400 26543 + 786
Cr 6,7+1,5 5,27 £ 0,02
Cu 1130 £ 140 1124 £ 39
Fe 1120 + 190 956 + 43
K 43300 £ 3800 47080 £ 860
Mg 4110 + 360 3729 1+ 121
Mn 470 £ 69 438 +13
Na 2710 £ 840 3019 £ 106
P 4370 £ 740 5053 + 127
S - -

Si - -

Sr 154 + 49 1495
Zn 37,5+5,0 350,14

Para os testes de adicao e recuperacao (Tabela 21) durante as analises pela

técnica de ICP OES, foram realizadas adi¢cdes, na matriz em estudo, de diferentes

concentragdes (0,05, 0,50, 5,00 e 100,0 yg mL"') dependendo da faixa de

concentracao de cada analito, a fim de identificar possiveis perdas e/ou interferéncias

durante as analises. As porcentagens de recuperagao obtidas estdo de acordo com

os critérios de aceitagao sugeridos pela AOAC, que € de 80-110% para adi¢ao de até

10 yg mL" e de 90-107%, para adigéo até 100 ug mL-'. Diante disso, pode-se inferir

que os métodos propostos apresentam exatiddo adequada para a determinagao dos

elementos nas amostras de pimenta-do-reino.
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Tabela 21. Teste de adicdo e recuperacdo para avaliagdo da exatiddo dos analitos determinados por
ICP OES.

Teste de adigdo e recuperacgao (%)

Elementos

0,05 0,50 5,00 100,0
Al - 87,28 92,35 -
B 95,45 97,36 - -
Ba 100,6 100,2 - -
Ca - 90,23 96,78 -
Cr 92,06 95,64 - -
Cu 96,87 97,42 - -
Fe - 91,50 97,14 -
K - - 105,4 102,1
Mg - 88,56 90,31 -
Mn 90,13 96,12 - -
Na - 105,8 101,9 -
P - 108,7 104,2 -
S - 85,28 91,04 -
Si - 97,78 99,46 -
Sr 96,87 98,43 - -
Zn 99,78 100,39 - -

5.3.1.2. Caracteristicas de desempenho das analises por ICP-MS

Na Tabela 22 sao apresentados os isotopos, as faixas de trabalho utilizadas, os
coeficientes angular e de determinagcdo de cada elemento (R?). Como pode ser
observado os valores de R? sdo superiores a 0,999, o que demonstra que todos os

analitos obtiveram uma boa linearidade na faixa de concentracéo avaliada.
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Tabela 22. Faixa de trabalho, coeficientes angulares e de determinacao dos elementos determinados
por ICP-MS.

Isétopos Faixa de trabalho (ug L) Coeficiente Angular Coeficiente de
(Cps L pg™) Determinacéo (R?)
5As 0,050 - 2,0 3119 0,9998
12Cd 0,050 - 2,0 5001 0,9999
%Co 0,050 -2,0 32979 0,9998
%Mo 0,10 - 20,0 8151 1,0000
60N 0,10 - 20,0 7674 0,9999
208pp 0,010-2,0 17703 0,9998
SV 0,050-2,0 33766 0,9999

Os valores obtidos para o LD do método e para o LQ na amostra, calculados a
partir da IUPAC, estdo listados a seguir (Tabela 23), tendo sido obtidos valores

adequados para determinacido dos elementos nas amostras de pimenta-do-reino.

Tabela 23. Limites de detec¢éo (LD) do método e limites de quantificacdo (LQ) na amostra dos analitos
determinados por ICP-MS.

Is6topos LD do método (ug L) LQ na amostra (ug kg™')

SAs 0,00023 0,059
12Cd 0,000052 0,013

5Co 0,000056 0,014

%Mo 0,0042 1,05

60N 0,0017 0,42
208p} 0,00016 0,041

S1v 0,000067 0,017

A exatiddo do método foi avaliada através da analise do MRC e dos testes de
adicao e recuperacgao. Os valores de concentragao encontrados e os certificados para
o MCR (Tabela 24) foram concordantes entre si, quando o teste de hipotese estatistico
t-Student foi aplicado para um nivel de confianca de 95%.
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Tabela 24. Comparacéo entre os valores encontrados e os certificados para o0 MRC de folha de tomate
- Agro C1003a (n = 3) dos analitos determinados por ICP-MS.

Concentragio (média x DP ug g*')

Flementos Valor certificado Valor encontrado
SAs 19,0+2,8 18,59 £ 0,31
"2Cd 26,6 + 2,1 24,18 + 0,27
*Co 0,33+0,14 0,26 £ 0,01
98Mo - _
60N 3,16 £ 0,87 2,56 + 0,04
208pp 3,67 £ 0,55 3,62 £ 0,09

51\/ - -

Para os testes de adicao e recuperagao (Tabela 25) durante as analises no ICP-
MS, foram realizadas adi¢des de 0,5 e 1,0 ug L', exceto para *®Mo e °Ni que foram
realizadas adi¢des de 5,0 e 10,0 ug L', contendo os analitos de interesse, na matriz
em estudo a fim de identificar possiveis perdas e/ou interferéncias durante as analises.
As porcentagens de recuperagcdo obtidas estdo de acordo com os critérios de
aceitagdo sugeridos pela AOAC, que é de 40-120% para adigdo de 1 ug L' e de 60-
115%, para adicdo de 10 uyg L'. Diante disso, pode-se inferir que os métodos
propostos apresentam exatiddo adequada para a determinacdo dos elementos nas

amostras de pimenta-do-reino.

Tabela 25. Teste de adi¢cdo e recuperacdo para avaliagdo da exatiddo dos analitos determinados por
ICP-MS.

Teste de adigao e recuperagao (%)

Elementos
0,5ug L™’ 1,0 ug L™

SAs 75,05 96,38
"2Cd 80,46 83,53
%Co 91,36 101,30
9%Mo* 90,06 96,53
BONj* 76,65 98,46
208Pp 94,50 99,88
sty 87,02 109,64

*Adicao realizada foi de 5,0 e 10,0 pg L.
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5.3.2. Avaliagcao da composicao elementar em amostras de pimenta-do-reino
cultivadas no ES

Os elementos determinados foram Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Si, Sr, V e Zn. Sendo classificados como macronutrientes
(Ca, K, Mg, P e S), micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn) e elementos nao
essenciais (Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Na, Ni, Pb, Si, Sr e V) (Taiz & Zeiger, 2002). A
concentracdo média e a mediana de cada elemento presente nas 48 amostras sé&o

apresentadas na Tabela 26.

Tabela 26. Concentragdo média e mediana das amostras cultivadas no Espirito Santo.

Elementos Conc. (média * DP) Mediana
Al (ug g™) 191 + 254 111
As (ug g™) 0,10 £ 0,09 0,073
B (ug g 18,31 + 4,36 18,27
Ba (ug g”') 6,52 + 2,98 5,96
Ca (mg g") 4,57 +£0,72 4,59
Cd (ug g™) 0,011 + 0,008 0,010
Co (ug g™) 0,064 + 0,243 0,020
Cr(ug g™ 0,194 £ 0,375 0,109
Cu (ug g™) 8,55 + 2,05 7,91
Fe (ug g™) 238 + 644 72,9
K (mg g 13,95 + 2,12 14,24
Mg (mg g) 1,36 £ 0,18 1,37
Mn (ug g 63,49 + 28,46 58,59
Mo (ug g™') 0,438 + 0,238 0,377
Na (ug g 219 + 75,1 204
Ni (ug g™ 0,604 £ 0,235 0,535
P (mg g") 1,85 + 0,280 1,82
Pb (ug g") 0,076 + 0,093 0,046
S (mgg™) 1,36 + 0,110 1,38
Si (ug g™ 407 + 283 323
Sr (ug g) 455+ 11,7 45,9
V (ug g 0,121+ 0,120 0,081
Zn (ug g 12,9 + 14,6 10,3
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A Tabela 26 comparada com a Tabela 3 (Item 1.4.2) revela que em geral, as
concentragdes médias dos macronutrientes e micronutrientes presentes nas amostras
do ES s&o equivalentes as das amostras comercializadas em outros paises, sugerindo
que esses valores sao intrinsecos da pimenta-do-reino. Em relagdo aos elementos
nao essenciais, podemos destacar, Ba, Cr, Na, Pb, Cd, Co e V que apresentaram
concentracbes médias menores em relacdo aos teores encontrados em trabalhos
publicados anteriormente.

Em relagdo aos macronutrientes, € possivel observar que o K e o Ca foram os
elementos que apresentaram maiores concentragbes, seguido de P, S e Mg,
concordando com Veloso e Muraoka (1993) que mostraram que a ordem de
macronutrientes mais absorvidos pela pimenteira-do-reino e mais exportado pelos
frutos € K>Ca>Mg>S>P (Veloso & Muraoka, 1993). Quanto aos micronutrientes, as
amostras de pimenta-do-reino apresentam maiores teores de Fe e Mn, seguidos de
B, Zn e Cu e em menor quantidade, Mo. Esse resultado apresenta a composicéo
natural esperada para esta espécie segundo Veloso e colaboradores (1998), que
mostram que a ordem dos principais micronutrientes absorvidos pela pimenteira-do-
reino € Fe>Mn>Zn>B>Cu (VELOSO et al., 1998).

Quando se observa as médias das concentracdes dos macronutrientes Ca, K,
Mg e S entre as diferentes campanhas (Figura 28 e Figura 29), a campanha C2
apresentou os menores valores. Paralelamente, o micronutriente B apresentou
comportamento semelhante, isto €, em C2 houve uma redugdo de macronutrientes
(Ca, K, Mg e S) e do micronutriente B, podendo indicar mesmo que de forma indireta
uma possivel alteragdo no metabolismo secundario do vegetal. Embora, o fruto seja
considerado um exportador dos nutrientes do solo, ndo podendo ser diretamente
relacionado com a deficiéncia nutricional da planta, observa-se neste trabalho que em
C2 houve alteragdes significativas no metabolismo secundario da planta. Essa
alteracdo foi vista de forma significativa na biossintese dos terpenos, ou seja, na
composicao de monoterpenos e sesquiterpenos. Como se sabe, elementos como K,
Mg e Mn, atuam como cofatores enzimaticos no metabolismo secundario dos vegetais
e com isso essa alteragao pode provocar alteragdao no aroma (Ribeiro-Filho et al.,
2021). Assim, verifica-se que em C2 a pimenta-do-reino sofreu alteragbes em suas
caracteristicas fisico-quimicas, podendo estar relacionadas de forma direta ou indireta

ao menor aporte de nutrientes do solo ou a variagdes climaticas.
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Figura 28. Concentracao de Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K e Mg obtidos nas amostras de pimenta-do-reino por ICP OES e ICP-MS
classificada por campanha de coleta. Para a,b,c p<0,05.
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Figura 29. Concentracdo de Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Si, Sr, V e Zn obtidos nas amostras de pimenta-do-reino por ICP OES e ICP-MS classificada por

campanha de coleta. Para a,b,c p<0,05.
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Devido ao grande numero de elementos, foi realizada uma PCA para visualizar
melhor os dados obtidos. A Figura 30 apresenta o grafico de scores e loadings com
duas componentes principais, que juntos totalizam 45,58% da variabilidade total dos
dados. Nela é possivel observar um comportamento semelhante ao encontrado para
a composicao do 6leo essencial em relagdo as campanhas de coleta, ou seja, a
composi¢cado elementar apresentou também uma tendéncia de agrupamento em
relacdo as campanhas de coleta: um grupo das campanhas realizadas no inverno (C1
e C4), um grupo da campanha realizada na primavera (C2) e entre elas, um grupo da
campanha realizada no verao (C3). Portanto, sugere-se uma relagdo entre a
composi¢ao elementar e a sazonalidade. Adicionalmente, C2 apresentou as menores
concentracdes, corroborando com os dados apresentados anteriormente que mesmo
de forma indireta essa reducao dos nutrientes provocou alteracdo do metabolismo

secundario do vegetal.
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Figura 30. Andlise de componentes principais: Grafico de scores e loadings da composigdo elementar
em relacdo as campanhas de coleta das amostras de pimenta-do-reino.

Em relagdo ao tipo de secagem, podemos destacar que Fe, Mn e Cr foram os
elementos que apresentam maiores médias para MFD em relagao as outras formas
de secagens (Figura 32 e Figura 33). Para os demais elementos, nao foram
observadas diferencgas significativas de forma expressiva como nos elementos Fe, Mn
e Cr. Esse resultado indica que para a composicao elementar, assim como no teor de
piperina, as variagcdes entre os produtores se sobrepbem as variagcdes entre os tipos

de secagem. Entretanto, as médias de Fe, Mn e Cr nas amostras secas por MFD
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foram muito superiores em relacdo aos outros tipos de secagem, isto é, esses
elementos poderiam estar sendo agregados a pimenta durante o processo, seja por
atrito com os recipientes metalicos nos secadores ou através da fumaca de secagem.
Em um estudo realizado anteriormente pelo mesmo grupo de pesquisar do presente
trabalho, Krause e colaboradores (2020), observaram que o processo de moagem
mecénica da pimenta determinou o aumento de Fe, Pb e V em amostras trituradas,
ou seja, estruturas metalicas podem agregar metais ao fruto por atrito (Krause et al.,
2020). Todavia, no presente trabalho foram encontrados incrementos significativos de
Fe, Mn e Cr que também podem ser agregados por contato com estruturas metalicas.
Em outras palavras, o atrito em maior (moagem) ou menor intensidade (secagem)
pode determinar transferéncia dos elementos que compdem a estrutura metalica para
a pimenta-do-reino. Por outro lado, esperava-se que as meédias em MFI também
fossem superiores em relacdo @ NT e NE, o que ndo foi observado. E importante
salientar que as estruturas metalicas utilizadas pelos produtores que aplicam secagem
do tipo MFI apresentavam estado de conservagcdo melhor do que as dos produtores
que utilizam MFD. Verificou-se que as secagens por MFD s&o realizadas em
estruturas em avancgado estado de oxidagao, enquanto MFI é realizada em estruturas

metalicas aparentemente mais novas e com menor estado de oxidac&o. (Figura 31).

Estes fatores podem ser determinantes para o incremento de Fe, Mn e Cr observados
em MFD.

Figura 31. Secadores dos produtores das amostras de pimenta-do-reino coletadas (A): Secagem
mecénica com fogo indireto (MFI); (B): Secagem mecénica com fogo direto (MFD). Fonte: Acervo
Pessoal.

Outra hipétese a ser considerada é a de que estes elementos sejam
provenientes da fumaca e/ou material particulado resultante da combustao incompleta
durante a etapa de secagem (Molnar et al., 2005; Ncube & Phiri, 2015). Como o
contato com a fumaga nao ocorre diretamente em MFI, o material particulado nao
entra em contato com a pimenta. Dessa forma, sugere-se que a fumaca também pode

explicar o aumento de Fe, Mn e Cr encontrado em MFD.
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Devido ao grande numero de elementos e melhor interpretagao dos dados, foi
realizada uma PCA da composicao elementar das pimentas-do-reino em relacéo aos
tipos de secagem. O Figura 34 apresenta ao grafico de scores e loadings com duas
componentes principais, que juntos totalizam 76,99% da variabilidade total dos dados.
O grafico indica que, de modo geral, o tipo de secagem da pimenta-do-reino néo
afetou a composigao elementar de forma significativa, como também observado no
teor de piperina e a composi¢cao do 6leo essencial. Ou seja, as variagdes provocadas
ao longo do cultivo e processamento da pimenta se sobrepbéem as variagdes

provocadas apenas pela secagem.
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Figura 34. Andlise de componentes principais: Gréfico de scores e loadings da composigdo elementar
em relacdo aos tipos de secagem das amostras de pimenta-do-reino.

Existem diferentes legislacbes em todo o mundo que estabelecem limites
maximos de varios tipos de contaminantes em alimentos. Em relagéo aos elementos
potencialmente toxicos, a Resolugdo RDC 42, de 29 de agosto de 2013, que dispde
sobre o Regulamento Técnico MERCOSUL sobre Limites Maximos de Contaminantes
Inorganicos em Alimentos, estabelece os parametros de qualidade de acordo com a
categoria do alimento. Como nao existe uma categoria especifica para a pimenta-do-
reino, nesse trabalho foi adotado como referéncia a categoria Legumes (sementes
secas das leguminosas) exceto soja. O limite maximo permitido para As, Cd e Pb é
0,10, 0,10 e 0,20 ug g, respectivamente (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
2013). Considerando estes limites, as concentragdes de Cd obtidas nas amostras de
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pimenta-do-reino estdo em conformidade com as legislagdes. No entanto, foram
encontrados teores de As acima do recomendado em 29% das amostras estudadas,
com valor maximo encontrado de 0,46 ug g'. Os teores de Pb acima do recomendado
foram encontrados em 21% das amostras, com valor maximo de 0,56 ug g, indicando
uma possivel contaminacgao, independente da forma de secagem ou campanha de
coleta. E importante notar que as orientacdes utilizadas como referéncia nao
apresentam limites especificos para as especiarias, incluindo a pimenta-do-reino e,
dessa forma, torna-se dificil fazer mais consideracdes sobre os teores encontrados
nas amostras estudadas. Esse fato, evidencia a necessidade de haver uma diretriz
especifica para as especiarias, pois alguns estudos tém mostrado que elementos
potencialmente toxicos podem ser facilmente absorvidos pelo organismo,
aumentando o risco de intoxicagdo desses elementos. Lin e colaboradores obtiveram
um valor médio de bioacessibilidade de Pb em uma mistura de especiarias igual a
49% e Gleason e colaboradores obtiveram uma bioacessibilidade média em curcuma
de 42,9% (Gleason et al., 2014; Lin et al., 2010). Na pimenta-do-reino, Cowell e
colaboradores encontraram um valor de biodisponibilidade do Pb de 70% (Cowell et
al., 2017). Ja Giacomino e colaboradores encontraram concentragao de As adsorvido
maior do que a ingestao diaria maxima admissivel para este elemento em formulagdes
ayurveda, enquanto, Hensawang e Chanpiwat que encontraram uma
bioacessibilidade do As de 43,0% e 44,4% em arroz polido e descascado,

respectivamente (Giacomino et al., 2015; Hensawang & Chanpiwat, 2018).

5.3.3. Avaliagao da composicao elementar em amostras de pimenta-do-reino
cultivadas no ES em relagdo as amostras de pimenta-do-reino de diferentes
localidades.

A analise de composigao elementar tem sido usada de forma muito eficaz para
determinar a origem geografica de diferentes agro produtos. A composi¢ao elementar
das plantas é principalmente afetada pelo solo em que sao cultivadas, e elementos
especificos estao intimamente relacionados a geoquimica do solo. Além do conteudo
mineral "natural" do solo e da capacidade da planta de absorver e acumular esses
elementos, existem outras variaveis, como contaminagcdo ambiental, praticas
agricolas ou no tipo de processamento do alimento, assim alterando a sua
composicao final (Zhao et al., 2021). Varios estudos correlacionam as plantas e seus

produtos com seus ambientes originais por andlise de composi¢do elementar, no
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entanto, estudos com pimenta-do-reino € escasso (Fett et al., 2020; Ocvirk et al., 2019;
Ranaweera et al., 2021; Richter et al., 2019).

O mesmo procedimento de preparo e analise das amostras do ES foi realizado
em triplicata nas oito amostras de pimenta-do-reino comerciais cultivadas em outras
localidades. A Figura 35 e a Figura 36 mostram a concentragdo média dos elementos
determinados nas amostras do ES e nas amostras das outras localidades e a
comparagao das meédias das concentragdes foi realizada apds aplicacao do teste de
hipotese estatistico t-Student para um nivel de confianga de 95%. Os elementos As,
B, Ba, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, S, Si e Sr apresentaram diferengas significativas
entre as amostras do ES e das outras localidades, indicando que esses elementos
podem ser bons indicadores da rastreabilidade da origem geografica de pimenta-do-
reino. Assim como, Zhao e colaboradores que avaliaram a composi¢ao elementar de
cereais, tubérculos e leguminosas e concluiram que Al, As, B, Ba, Cu, Fe, Ga, Li, Mg,
Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se, Sr e Ti variam significativamente entre as diferentes regides e
que Ba e Na sdo marcadores adequados para identificar a proveniéncia geografica se
a variedade das trés culturas nao precisar ser considerada (Zhao et al., 2021). Fett e
colaboradores utilizaram as concentragoes de P, Ca, Mg, Se e As como marcadores
para classificar a maconha brasileira (Fett et al., 2020). Ja Mufoz-Redondo e
colaboradores identificaram Cd, Se, Cs, As, Pb e Ba como os principais elementos
que tragam a origem das mangas espanholas e a combinagao com razdes de is6étopos
estaveis (8'°N, 580, §%*S) melhorou a discriminagao geografica (Mufioz-Redondo et
al., 2021).

Foi realizada uma PCA da composicdo elementar das amostras de pimenta-do-
reino do ES e das diferentes localidades. A Figura 37 corresponde ao grafico de scores
e loadings com duas componentes principais, que juntos totalizam 70,73% da
variabilidade dos dados. Os elementos B, Ba, Mg, Mn e Na foram os principais

responsaveis pela classificacdo das amostras de pimenta-do-reino.
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Figura 37. Andlise de componentes principais: Grafico de scores para avaliacdo da composicdo
elementar em relacdo a localidade.

5.4. CONCLUSAO

Os métodos utilizados para a determinacéo dos elementos nas amostras de
pimenta-do-reino apresentaram boa linearidade, sensibilidade e exatiddo. Foram
obtidos limites de deteccdo e quantificacdo adequados para a determinacdo dos
elementos em todas as amostras.

Em relagdo a sazonalidade, foi observado que a campanha C2 (Nov/17)
apresentou reducao de macronutrientes Ca, K, Mg e S e do micronutriente B, podendo
estar relacionada ao aporte nutricional ou as variagdes climaticas do periodo de
coleta.

Observou-se incremento de Fe, Mn e Cr em secagem MFD, em consequéncia
de contato direto com estruturas metalicas e/ou com o material particulado
proveniente da queima da madeira. Outro ponto importante observado é que ha
grande variagdo entre os produtores, muitas vezes se sobrepondo a fatores
classificadores como tipo de secagem.

Além disso, independentemente do tipo de secagem ou campanha de coleta foi
encontrado concentragdes de As e Pb acima dos limites maximos estabelecidos para
algumas amostras, com valores maximos encontrados de 0,46 e 0,56 mg kg
excedendo os limites seguros para o consumo humano de acordo com a legislagao

brasileira.
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Por fim foi comparado a composig¢ao elementar das amostras de pimenta-do-
reino cultivadas no ES com as amostras comercializadas em diferentes localidades,
onde foi possivel observar uma distingado clara entre elas, sendo B, Ba, Mg, Mn e Na

os elementos determinantes para essa distingao.
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CAPITULO 6: CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho foram analisadas 48 amostras de pimentas-do-reino de
produtores do norte do ES para avaliar a qualidade da pimenta produzido no estado.
Foram determinados o teor de piperina, a composicdo do Oleo essencial e a
composi¢cao elementar das amostras. Além disso, foram avaliados o efeito da
sazonalidade e do tipo de secagem.

Pode-se concluir que a pimenta-do-reino produzida no ES possui uma boa
qualidade em relagdo ao teor de piperina, apresentando valores semelhantes as
pimentas de diferentes localidades

Em relacdo a sazonalidade, foi observado que na campanha de Nov/17 houve
alteracbes na composi¢cao do oleo essencial e redu¢cao dos macronutrientes Ca, K,
Mg e S e do micronutriente B. Esses resultados, indicam que nesta campanha pode
ter ocorrido modificagdo no metabolismo secundario do vegetal, podendo estar
relacionada ao aporte nutricional ou as variag¢des climaticas do periodo de coleta.

Os tipos de secagens mecanicas (MFD e MFI) provocaram alteragdes na
composi¢ao do oleo essencial, que podem estar relacionadas a exposi¢cao a altas
temperaturas durante o processo. Adicionalmente, observou-se incremento de Fe e
Cr em secagem MFD, em consequéncia de contato direto com estruturas metalicas e
com o material particulado proveniente da queima da madeira. Outro ponto importante
observado é que ha grande variagao entre os produtores, muitas vezes se sobrepondo
a fatores classificadores como tipo de secagem. Todavia, foi possivel evidenciar que
as formas mecanicas podem determinar alteragdes na composicédo do 6leo essencial
e incremento de Fe e Cr.

Além disso, independentemente do tipo de secagem ou campanha de coleta foi
encontrado concentragdes de As e Pb acima dos limites maximos estabelecidos para
algumas amostras, com valores maximos encontrados de 0,46 e 0,56 mg kg
excedendo os limites seguros para o consumo humano de acordo com a legislagao
brasileira.

Por fim, esse estudo mostrou que as amostras cultivadas no ES apresentam
caracteristicas marcantes sendo possivel autenticar a pimenta-do-reino em termos de
sua origem geografica, utilizando o perfil multielementar e a composi¢cao do éleo

essencial juntamente com a analise de componentes principais.
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APENDICE A: CALCULO DE INCERTEZA DE MEDIGAO DO METODO DE DETERMINAGAO DO TEOR DE PIPERINA

Incerteza
. Incerteza de ) Distribuigdio de  Divisor  estimadana  Coeficiente de  Incerteza ~ N°de graus de  Contribuigdo S Célculo
Fonte de incerteza Componente Unidade ; . o . N Explicag&o/Fontes/Notas
P entrada [p(x;)] Probabilidade [K] unidade de  Sensibilidade [Cj] padréo liberdade [v] Relativa (%) picag de Vi
entrada
Incerteza da balanca m 3.00E-04 g t-Student 2.00 1.50E-04 -20 -3.00E-03 infinito 0.00% o valor da incerteza de entrada e o fator de abrangencia (k) foram obtidos do certificado da balanca 0
- valor da incert d trada foi estimad do 1/2 do ultimo digito significante da bal . Py t
Resolug&o da balanca m 5.00E-05 g retangular 173 2.89E-05 20 5.77E-04 infinito 0.009 o Yoraaincerteza de entrada fol estimada como sendo 1f do tiimo digito signilicante da balanca. Por apresentar 0
distribuigao retangular, k = V3
4
incerteza da micropipeta de 10mL Vs 1.00E-01 mL triangular 2.45 4.08E-02 1 4.08E-02 infinito 0.54% ﬁi\a/il;r”(;':\ ||l:c=er\t/gza de entrada foi estimada como sendo a resolug&o da micropipeta variavel. Por apresentar distribuicéo 0
resolugao da micropipeta de 10mL Vs 5.00E-02 mL retangular 173 2 89E-02 1 2 89E-02 infinito 0.27% o.val.or fiajncerleza de enirada foi estimada como sendo 1/2 do Gltimo digito significante da micropipeta. Por apresentar 0
distribuigéo retangular, k = V3
Efeito de variagdo da temperatura . L Variag&o da temperatura em relagéo a temperatura de calibragéo. A incerteza de entrada foi obtida pela formula:
Vs 5.00E-02 mL triangular 2.45 2.04E-02 1 2.04E-02 infinito 0.13%
sobre wolume 9 ° (ATxa)xVolume, onde a é 1x10° K™ para liquidos organicos. Por apresentar distribuigo triangular, k = V6 0
v
. . . . - o valor da incerteza de entrada foi estimada como sendo a resolugéo da micropipeta variavel. Por apresentar distribuigao
¥ ¥ ¥ 9
incerteza da micropipeta de 1mL A% 1.00E-03 mL triangular 2.45 4.08E-04 10 4.08E-03 infinito 0.01% triangular, k = V6 0
« . . - o valor da incerteza de entrada foi estimada como sendo 1/2 do dltimo digito significante da micropipeta. Por apresentar
¥ ¥ ¥ 9
resolugdo da micropipeta de ImL % 5.00E-04 mL retangular 1.73 2.89E-04 10 2.89E-03 infinito 0.00% distribuigo retangular, k = V3 0
Efeito de variagéo da temperatura X R o Variagéo da temperatura em relagéo a temperatura de calibragéo. A incerteza de entrada foi obtida pela formula:
sobre volume i 5.00E-03 mL triangular 245 2.04E-03 10 2.04E-02 infinito 0.13% (ATxa)xVolume, onde a é 1x10™ K™ para liquidos organicos. Por apresentar distribuig&o triangular, k = V6 0
¥
. . . . . - o valor da incerteza de entrada foi estimada como sendo a resolug&o da micropipeta varidvel. Por apresentar distribuic&o
- | - - - 0
incerteza da micropipeta de 10pL Vi 1.00E-04 mL triangular 2.45 4.08E-05 1000 4.08E-02 infinito 0.54% triangular, k = v6 0
~ . . . - o valor da incerteza de entrada foi estimada como sendo 1/2 do dltimo digito significante da micropipeta. Por apresentar
¥ X R E x 9
resolugdo da micropipeta de 10uL Vi 5.00E-05 mL retangular 1.73 2.89E-05 1000 2.89E-02 infinito 0.27% distribuico retangular, k = \3 0
Efeito de variagcé@o da temperatura . X L Variag&o da temperatura em relagdo a temperatura de calibragdo. A incerteza de entrada foi obtida pela formula:
Vi 5.00E-05 mL triangular 2.45 2.04E-05 -1000 -2.04E-02 infinito 0.13%
sobre wolume 9 ? (ATxa)xVolume, onde a é 1x10° K™ para liquidos organicos. Por apresentar distribuigo triangular, k = V6 0
- A incerteza de entrada foi calculada a partir da incerteza associada a interpolagéo na curva analitica ajustada pelo Método do
o - - - 0/
Incerteza da cuna analitica ¢ 1.708-01 Hg/mL normal 1.00 1.708-01 2 3.40E-01 29 37.34% Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO). Por apresentar distribui¢do normal dos residuos, k = 1 0.00046
s x Incerteza de entrada sendo o desvio padréo relativo das leituras, aplicado ao mensurando. Por apresentar distribuicdo normal
- - - 0/
Incerteza da precis&o C 3.91E-01 mglg normal 1.00 3.91E-01 1 3.91E-01 45 49.35% dos residuos, k = 1 0.00052
A extragdo raramente é completa e pode adicionar ou incluir interferentes. A incerteza foi obtida a partir do desvio padréo da
Recuperagéo C 1.87E-01 mg/g normal 1.00 1.87E-01 1 1.87E-01 18 11.29% média dos experimentos de recuperaggo, formula: Recuperagao/vniimero de experimentos. Por apresentar distribuigao 6.8E-05
normal, k = 1
Incerteza combinada (u.):| 0.557
Graus de liberdade efetivo (ves): 91
Fator de abrangéncia (k):[ 2.03
Incerteza expandida (U):| 1.130
Incerteza expandida relativa (U)%:| 11.30%
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Incerteza de entrada [u(xi)]: incerteza expandida de cada fonte de incerteza.

Distribuicdo de Probabilidade: distribuicdo de probabilidade que esta
associada a respectiva incerteza expandida.

Divisor [Kk]: k é o fator de abrangéncia e varia conforme a distribuicdo de
probabilidade.

Incerteza estimada na unidade de entrada: é a incenteza padrao dividida pelo
fator de abrangéncia de cada fonte de incerteza.

Coeficiente de Sensibilidade [ci]: € a derivada parcial do mensurando em
relacdo a cada fonte de incerteza, convertendo a incerteza padrdo de cada
variavel para a mesma unidade de medida do mensurando.

Incerteza padréo: € a incerteza estimada na unidade de entrada multiplicada
pelo coeficiente de sensibilidade.

N° de graus de liberdade [vi]: graus de liberadade associados a incerteza
expandida.

Contribuicéo Relativa (%): Contribuicdo das fontes individuais de incerteza em
porcentagem.

Veii: € 0 grau de liberdade efetivo. Calculada a partir da equagéo:

Hc4

S T
Vi

Equacdo da incerteza associada a interpolagédo na curva analitica:

Sy l1+1+ (C — %)2
H = 7 —t-otay T =
rete ™ p N n YV (x;—x)?

ﬂzl i —a—b x x;)? l
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