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RESUMO

MASSANGO, Handina da Graga Lurdes Langa, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, agosto de 2024. OZONIZACAO DE GRAOS DE PIMENTA-PRETA:
DESCONTAMINACAO DE Salmonella, EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL E
CARACTERISTICAS DE QUALIDADE. Orientadora: Leda Rita Dantonino Faroni.
Coorientadores: Ernandes Rodrigues de Alencar, Maria Cristina Dantas Vanetti e
Alessandra Aparecida Zinato Rodrigues Teixeira.

Os objetivos desse estudo foram: (i) avaliar a eficiéncia do gas ozbnio, aplicado em
fluxo e a baixas pressdes, na descontaminacdo de Salmonella nos gréaos de
pimenta-preta; (ii) avaliar o efeito do pré-tratamento ultrassénico associado a
hidrodestilacdo como uma alternativa promissora para a extragao do 6leo essencial
e sua aplicacdo em amostras de pimenta-preta ozonizadas. Amostras de pimenta-
preta contaminadas com um coquetel de Salmonella foram expostas ao gas o0zdnio
em fluxo e a baixas pressdes nas concentragbes de 16 e 60 mg L', nas vazdes
volumétricas de 0,5 e 1,0 L min™', respectivamente. Para os experimentos com
aplicagdo de oz6nio em fluxo foram utilizadas amostras de 1,5 kg e para os
experimentos com aplicagdo de 0z6nio a baixas pressdes foram utilizadas amostras
de 3,5 kg de pimenta-preta. Nos experimentos com aplicacdo de 0z6nio em fluxo o
gas oz6nio foi reumedecido passando por uma solugcéo de cloreto de sédio 40 %
m/v. As andlises microbioldgicas e fisico-quimicas dos graos foram realizadas depois
de 2, 4 e 8 h de exposicdo ao ozdnio em fluxo e de 10, 15 e 20 injegdes,
respectivamente, para a ozonizacao a baixa pressao. Na segunda etapa otimizou-se
0 processo de extracdo do 6leo essencial de pimenta-preta em amostras expostas
ao gas oz6nio ndo reumedecido e ao gas 0zb6nio que passou pelo processo de
reumedecido por 24, 48, 72 e 96 h de aplicagcdo emfluxo. O método de extracao foi
otimizado em funcgao do tempo de sonicagéo, com uma frequéncia operacional de 40
kHz (20 min) e da massa da amostra (60 g). A qualidade, os compostos bioativos
dos graos e os compostos majoritarios do éleo essencial foram determinados.
Constatou-se a auséncia de Salmonella em 25 g da amostra de pimenta-preta
ozonizada por 8 h com reumedecimento do gas em solucao de cloreto de sodio. Por
sua vez, as amostras ozonizadas a baixa pressdo registraram uma reducdo de
Salmonella de 10° UFC g'. Foram identificados os compostos majoritarios B-pineno
e limoneno e observou-se que a sua composicao quimica nao foi alterada pela
exposi¢cdo dos grédos ao ozb6nio. Foi verificado um aumento do rendimento de
extracao do 6leo essencial nas amostras expostas ao 0zénio associado ao processo
de reumedecimento do gas e os pontos de minimo foram atingidos apds 69 e 67 h
de exposicao ao 0z6nio



para o pH e acidez titulavel, respectivamente. Por outro lado, amostras expostas ao
gas oz6nio ndo reumedecido, nao registraram alteracbées no seu rendimento de
extracdo e na concentragdo dos compostos majoritarios. Mas, foi verificado o ponto
de minimo apds 1 h e 12 min de ozonizagao para o teor de fendlicos totais.

Palavras-chave: ozénio. ; piper nigrum. ; desinfeccdo microbioldgica. ; -pineno e
limoneno.



ABSTRACT

MASSANGO, Handina da Graca Lurdes Langa, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, August, 2024. OZONATION OF BLACK PEPPER GRAINS:
DECONTAMINATION OF Salmonella, EXTRACTION OF ESSENTIAL OIL AND
QUALITY CHARACTERISTICS. Adviser: Leda Rita Dantonino Faroni. Co-advisers:
Ernandes Rodrigues de Alencar, Maria Cristina Dantas Vanetti and Alessandra
Aparecida Zinato Rodrigues Teixeira.

The objectives of this study were: (i) to evaluate the efficiency of ozone gas, applied
in flow and at low pressures, in the decontamination of Salmonella in black pepper
grains; (ii) to evaluate the effect of ultrasonic pretreatment associated with
hydrodistillation as a promising alternative for the extraction of essential oil and its
application in ozonated black pepper samples. Black pepper samples contaminated
with a Salmonella cocktail were exposed to ozone gas in flow and at low pressures at
concentrations of 16 and 60 mg L, at volumetric flow rates of 0.5 and 1.0 L min™',
respectively. For the experiments with ozone application in flow, 1.5 kg samples were
used, and for the experiments with ozone application at low pressure, 3.5 kg samples
of black pepper were used. In the experiments with ozone application in flow, the
ozone gas was rehumidified by passing through a 40% m/v sodium chloride solution.
Microbiological and physicochemical analyses of the grains were performed after 2, 4
and 8 h of exposure to ozone in flow and after 10, 15 and 20 injections, respectively,
for ozonation at low pressure. In the second stage, the extraction process of black
pepper essential oil was optimized in samples exposed to non-rehumidified ozone
gas and to ozone gas that underwent the rehumidification process for 24, 48, 72 and
96 h of in-flow application. The extraction method was optimized according to the
sonication time, with an operating frequency of 40 kHz (20 min) and the sample mass
(60 g). The quality, bioactive compounds of the grains and the major compounds of
the essential oil were determined. The absence of Salmonella was verified in 25 g of
the black pepper sample ozonated for 8 h with gas rehumidification in sodium
chloride solution. In turn, the samples ozonated at low pressure recorded a reduction
of Salmonella of 108 CFU g'. The major compounds B-pinene and limonene were
identified and it was observed that their chemical composition was not altered by the
exposure of the grains to ozone. An increase in the extraction yield of the essential oil
was observed in the samples exposed to ozone associated with the gas rewetting
process and the minimum points were reached after 69 and 67 h of exposure to
ozone for pH and titratable acidity, respectively. On the other hand, samples exposed
to non-rewetted ozone gas did not record changes in their extraction yield and in the



concentration of the major compounds. However, the minimum point was observed
after 1 h and 12 min of ozonation for the total phenolic content.

Keywords: ozone.; piper nigrum.; microbiological disinfection.; -pinene and
limonene
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1. INTRODUCAO GERAL

A pimenta-preta (Piper nigrum L.) € uma das especiarias mais consumidas no mundo,
sendo popularmente usada como condimento alimentar (ZHANG, CHI et al, 2021). A sua
aceitacio estd relacionada a sua capacidade de realcar o sabor dos alimentos e seus potenciais
beneficios a saide (UMAPATHY et al., 2024; WEI et al.,2019). As especiarias geralmente t€m
um baixo teor de dgua, o que reduz o crescimento microbiano. Contudo, sua contaminacdo pode
ocorrer de forma deliberada, acidental ou natural, contribuindo expressivamente para infeccoes
e surtos alimentares (GURTLER; KELLER, 2019). Os casos de detecdo de Salmonella na
pimenta-preta aumentaram tanto a varejo quanto a granel, o que levou a uma rejeicdo massiva

das exportagoes (ZHANG, GUODONG et al., 2017).

O género Salmonella € pertencente ao grupo das bactérias Gram-negativas, nao
formadoras de esporos, em forma de bastonete e pertencentes a familia Enterobacteriaceae
(VENCIA et al., 2015). Duas espécies sao identificadas: S. enterica, classificada em seis
subespécies e S. bongori. Salmonella enterica subespécie enterica é um patdgeno que
compreende mais de 2.500 sorovares (GRIMONT e WEILL, 2007; BAKER e DOUGAN,
2007). Pesquisas indicam que alguns sorovares de Salmonella, como S. enterica sorovar
Enteritidis e S. enterica sorovar Typhimurium, sdo causadores de manifestacdes clinicas em
humanos (VENCIA et al, 2015). As bactérias do género Salmonella sdo responsiveis por
aproximadamente 1 mihdo de infecdes transmitidas por alimentos (SCALLAN et al., 2011;
HOFFMANN et al., 2015). Por esse motivo, hd uma necessidade de aprimoramento de técnicas
de descontaminacdo da Salmonella nos condimentos, para garantir a seguranga alimentar e

preservar a qualidade dos alimentos.

A ozonizagdo € uma tecnologia verde em ascensdo que utiliza o gds 0zonio. O ozbnio é
uma forma alotropica do oxigénio e se apresenta na forma gasosa, sendo altamente reativo com
um grande poder oxidativo e desinfetante (PANDISELVAM er al.,, 2020). Ele reage
instantaneamente e de forma eficiente em diferentes microrganismos (SIVARANJANI et al.,
2021). Devido a sua capacidade oxidante, o gis ozdnio € utilizado no setor alimenticio para
diversas aplicacdes incluindo a preservacdo de especiarias (PANDISELVAM et al., 2019).
Muitos alimentos como as especiarias sdo ricas em diferentes classes de compostos bioativos,
como polifendis (KAUR et al., 2022) e Oleos essenciais. O consumo de alimentos ricos em
compostos bioativos alivia o risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares, cancer,

diabetes e anormalidades funcionais (SIRIWARDHANA et al., 2013). Por esse motivo, as

13



aplicacdes de ingredientes bioativos abrangem os setores farmac€utico e nutracéutico, ndo se
limitando apenas a industria alimenticia (EHARIYA et al., 2021; ALLAQABAND et al., 2022;
M).

Estudos realizados indicam que a influéncia do 0zdnio nos compostos fendlicos envolve
duas teorias diferentes. Primeiro tem-se a ‘‘Teoria do Estresse Oxidativo’’, onde ocorre a
producdo dos compostos fendlicos pelas moléculas de ozdnio, devido a desintegracdo parcial
da estrutura celular. Modificagdes essas que podem aumentar a eficiéncia de extracdo e auxiliar
na liberacdo de alguns compostos fendlicos que sdo limitados no tecido vegetal (ALOTHMAN
etal.,2010; SACHADYN-KROL et al., 2016). Enquanto, a segunda teoria sugere que o 0zOnio
induz a variagdo nas atividades enzimdticas levando as mudancas nos compostos fendlicos
(RODONI et al., 2010). Por conseguinte, a concentracdo fmnal dos compostos fendlicos nos
alimentos tratados com ozonio € determinada pelo equilbrio entre os dois mecanismos (LV;

TAHIR; OLSSON, 2019).

Os Oleos essenciais, como todos os compostos organicos, sdo constituidos de uma
mistura complexa de terpenos, terpenoides, fenilpropanoides e varios compostos de baixo peso
molecular (WINSKA e al., 2019; NIKKHAH e HASHEMI, 2020; WANI e al., 2021). Oleos
essenciais sao compostos aromdticos volateis oleosos e hidrofébicos altamente concentrados
extraidos das raizes, caules, folhas, flores, cascas e sementes de matérias vegetais
(PALAZZOLO et al., 2013; HAN et al., 2017; AATI et al., 2022). Os 6leos essenciais e seus
componentes nido sO possuem aplicagdes farmacoldgicas, como também na industria de
cosméticos, alimenticia e no controle de insetos-pragas e microrganismos (MASSANGO et al.,
2017; MOURA et al., 2019; BOLOURI et al., 2022). O odor forte € uma das caracteristicas
evidentes dos dleos essenciais. A qualidade dos Oleos essenciais estd relacionada com a sua

composicdo quimica, portanto, o método empregado para a extracdo ndo deve influenciar na
qualidade (NORA e BORGES, 2017).

Apesar dos recentes estudos sobre a acdo antimicrobiana do gds 0zonio sobre a pimenta-
preta, seu efeito sobre a qualidade dos graos, uso da hidrodestilagdo assistida pelo ultrassom
para a extracdo dos Oleos essenciais, andlise de seus compostos majoritarios [-pineno e
limoneno, e informacdes sobre a eficiéncia do ozonio na eliminacdo da Salmonella sdo escassas.
Deste modo, objetivou-se com essa pesquisa (1) avaliar a eficiéncia do gds ozbnio, aplicado em

fluxo e a baixas pressdes, na descontaminacdo de Salmonella nos graos de pimenta-preta; (ii)
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avaliar o efeito do pré-tratamento ultrassonico associado a hidrodestilagdo como uma alternativa
promissora para a extragdo do Oleo essencial e sua aplicacdo em amostras de pimenta-preta

ozonizadas.
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Capitulo I

EFICIENCIA DO OZONIO APLICADO EM FLUXO E A BAIXAS PRESSOES NA
INATIVACAO DE Salmonella EM GRAOS DE PIMENTA-PRETA (Piper nigrum L.)

VICOSA — MINAS GERAIS 2024
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RESUMO

MASSANGO, Handina da Graga Lurdes Langa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto
de 2024. Eficiéncia do ozonio aplicado em fluxo e a baixas pressdes na inativacio de
Salmonella em graos de pimenta-preta. Orientadora: Léda Rita D’Antonino Faroni.
Coorientadores: Ernandes Rodrigues de Alencar, Maria Cristina Dantas Vanetti e Alessandra
Aparecida Zinato Rodrigues.

A contamina¢do de alimentos por Salmonella € um problema de satde publica e torna o produto
impréprio para o consumo. Objetivou-se com esse estudo avaliar a eficiencia do gas ozonio
(O3), aplicado em fluxo e a baixas pressdes na inativacdo de Salmonella em graos de
pimentapreta. Amostras de pimenta-preta foram contaminadas com um coquetel de quatro
sorotipos de Salmonella, e submetidas ao processo de ozonizagdo em fluxo e a baixas pressoes
em cAmara hipobdrica. No tratamento em fluxo, foi utilizada a concentragio de 16 mg L-! de
gas ozOnio, reumedecido ao passar por uma solucdo de cloreto de sédio 40% m/v, por 2, 4 e 8
h. Para o tratamento na cAmara hipobdrica, adotou-se a concentra¢do de entrada de 60 mg L
de Ozcom 10, 15 e 20 injecdes. Também foi avaliado um tratamento controle, que correspondeu
a amostras de pimenta-preta contaminadas com Salmonella ndo ozonizadas. Como parametros
de qualidade foram analisados o teor de fendlicos totais (TFT), antioxidantes (DPPH*), cor,
teor de dgua, potencial hidrogenidonico (pH), acidez total titulivel (ATT), rendimento de
extracdo e concentracdo dos componentes majoritdrios do Oleo essencial. Na ozonizacdo em
fluxo por 8 h foi constatada a auséncia de Salmonella em 25 g do produto. O 0zOnio aumentou
o pH, a ATT, a capacidade antioxidante, a luminosidade (L*), a saturacdo de cor (C*), 0 TFT e
0s compostos majoritdrios em todos os tratamentos. Na ozonizacdo a baixas pressdes, foi
observada presenca de Salmonella nas amostras submetidas aos tratamentos estudados,
resultando em alteragdo de diferenca de cor (AE*), teor de agua, ATT, DPPH*, L*, C*, pH,
TFT e na concentragdo dos compostos majoritdrios do Oleo essencial. O rendimento do dleo
essencial ndo foi alterado. A aplicacdo do ozOnio a baixas pressdes nas condicdes testadas,
embora tenha reduzido a contaminacdo com a Salmonella, ndo foi suficiente para eliminar a
contaminacdo. Entretanto, verificou-se que a aplicacdo do gds ozonio em fluxo foi eficiente na
inativacdo de Salmonella nos graos de pimenta-preta.

Palavras chave: Ozonizacdo; Piper nigrum; Desinfeccdo bacteriana; Oleos essenciais.
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1. INTRODUCAO

Ervas arométicas e especiarias constituem uma parte essencial da nutricdo humana desde
os primordios da humanidade. Elas t€m sido utilizadas hd milhares de anos para acentuar o
sabor, a cor e 0 aroma dos alimentos e também sdo reconhecidas por suas caracteristicas
conservantes e propriedades medicinais (JIANG, 2019; BHAMU e DABI, 2022). A pimenta-
preta (Piper nigrum L.), também conhecida como ‘‘o rei das especiarias’ € o condimento de
maior importancia econdmica entre as especiarias comercializadas no mundo (NAIR, 2020). A
producdo mundial de pimenta-preta varia ao longo do ano em fun¢do do periodo de safra dos
principais paises produtores (US e SPICES, 2018). O Brasil € o segundo maior produtor e
exportador mundial de pimenta-preta, ficando atrds apenas do Vietnam (FAO, 2022).

A pimenta-preta € utilizada principalmente no preparo de alimentos, como também na
industria farmacé€utica para producdo de cosméticos, perfumes (NAIR, 2020) e como inseticida
natural (SINHA e RAY, 2021). Seu uso no preparo de alimentos pode ser uma fonte de
contaminacdo por patdogenos, resultando em problemas de saide para os consumidores
(LUCIANA et al., 2017). As contaminacdes podem ocorrer em funcdo do manejo inadequado
durante a colheita, pds-colheita e processamento do produto, interferindo diretamente na
qualidade e vida util dos alimentos onde esse condimento for adicionado (VINHA et al., 2017).
Na poés-colheita de pimenta-preta, os graos também estdo sujeitos a contamina¢des durante a

secagem, sendo altamente susceptiveis a contamina¢des por poeiras, fezes de animais e
microrganismos (DHAS e KORINKATHIMATH, 2001; ASTA, 2017; VINHA et al., 2017).

A bactéria Salmonella representa uma ameaca para a cadeia produtiva da pimenta-preta
e apds a contaminagdo, pode sobreviver por longos periodos em condicdes de baixa atividade
de 4gua (RISTORI 1., 2007; KELLER et al., 2013). A medida que a atividade de dgua reduz, as
bactérias do género Salmonella demonstram resisténcia térmica crescente, o que torna sua
mativacdo mais dificil (LIU et al, 2018). O género Salmonella é composto por diversos
sorotipos e, € um dos principais patdégenos envolvidos em doencgas bacterianas em humanos,
pela ingestdo de alimentos contaminados. A maioria dos sorotipos desse género € patogénica ao
homem e apresenta diferenca de sintomatologia em decorréncia da variagdo no mecanismo de
patogenicidade, além da idade e da resposta imune do hospedeiro (SHINOHARA et al., 2008;
ENG et al., 2015).
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Portanto, para a descontaminacdo microbiana de condimentos, cujos principios ativos
sdo suscetiveis ao efeito de temperaturas altas, tem sido utilizado a wrradiacdo gama, que resulta
em especiarias limpas e de melhor qualidade (SONG et al., 2014). No entanto, apesar de ser
regulamentada em muitos paises, a irradiacdo ainda ndo encontrou aceitacdo por parte do
consumidor, devido a possibilidade de redu¢do da composicao nutricional de alguns alimentos
(FARKAS, 2006; SCHWEIGGERT et al., 2007, RAHMATI et al., 2022). Como alternativa,
ttm sido realizadas investigacOes cientificas para encontrar tratamentos inovadores para a
descontaminacdo microbiana de condimentos, sendo a utilizagdo do gis ozonio uma dessas

opg¢oes (GIBSON et al., 2019).

O ozonio (O3) é um poderoso agente oxidante encontrado na natureza
(CUERDACORREA et al., 2019; CATTEL et al., 2021). Mesmo quando aplicado em pequenas
concentracdes € apontado como agente retardador do crescimento de bactérias, fungos
filamentosos, leveduras, parasitas e virus (PANDISELVAM et al, 2019; MOHAMED e
BARBARA, 2021). No entanto, pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de melhorar a
tecnologia de aplicacio (UZOMA et al., 2024). O ozdnio apresenta um tempo de meia-vida de
20 a 50 min na pressao atmosférica (KELLS et al., 2001) e, por esse motivo, sua aplicacio em
graos ¢ feita por meio de movimentacdo forcada do ar (MENDEZ et al., 2002; HARDIN et al.,
2010; GRANELLA et al., 2018; UZOMA et al., 2024).

Outra estratégia de aplicacdo do gds ozOnio para o controle de microrganismos seria a
aplicacdo a baixas pressoes (SILVA et al., 2022). Efeitos positivos da aplicacdo do ozbnio a
baixas pressdes ja foram estudados em miho de pipoca (Zea mays everta) e feijjao comum
(Phaseolus vulgaris) para o controle de insetos e fungos (SILVA et al., 2022; SITOE et al.,
2024). Portanto, € esperado que ao associar 0 uso do 0zonio com um sistema de aplicagdo a
baixas pressoes, ele seja mais estdvel e atinja maiores niveis de eficicia no controle de bactérias
como Salmonella principalmente em produtos embalados. Contudo, os efeitos do o0zOnio

aplicado a baixas pressdes em pimenta-preta ainda ndo foram investigados.

Para a utilizacio do O3z na descontaminagdo microbiolégica, tanto em fluxo quanto em
sistemas de injecdo a baixas pressoOes, seus efeitos sobre a qualidade dos graos devem ser
compreendidos. Portanto, objetivou-se avaliar aeficiéncia do gis ozonio, aplicado em fluxo e a

baixas pressoes, na descontamina¢do de graos de pimenta-preta contaminados com Salmonella.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencao e caraterizacao inicial da matéria-prima

A pimenta-preta foi adquirida na Temperart Industria e Comércio de Produtos Alimenticios
LTDA em Sdo Paulo, Brasil. Antes da ozonizacdo, foram retiradas amostras e realizada a
avaliacdo de qualidade para caracterizagdo inicial dos graos. O teor de dgua dos graos foi de
9,99 % (b.u), o potencial hidrogenidnico e acidez titulivel foram 5,7 e 0,16, respectivamente.
No que se refere a cor dos graos, a luminosidade, diferenca de cor e saturacdo de cor foram,
47,26, 1,98 e 2,23, respectivamente. As amostras para este estudo foram acondicionadas em
sacos de polipropileno trancado e armazenadas a temperatura ambiente até a data do inicio dos
experimentos. O armazenamento ndo alterou a qualidade dos graos. Foram utilizadas amostras

de pimenta-preta do mesmo lote para todos os experimentos realizados.
2.2. Preparo das amostras de pimenta-preta contaminadas
2.2.1. Culturas microbianas e condicoes de cultivo

Um coquetel de Salmonella, composto por quatro culturas de S. enterica (S. Enteritidis
PT4, Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e
Salmonella Choleraesuis) foi preparado e utilizado para inocular as amostras de pimenta-preta.
A ativagdo das culturas foi realizada a partir da cultura estoque de cada estirpe mantida a — 80
°C imediatamente antes de realizar a inoculagao das amostras. Um volume de 100 pL de células

bacterianas de cada estirpe foi inoculada em tubo de ensaio contendo 3 mL de caldo Triptona

Soja (TSB). Os tubos foram incubados por 24 h a 35 °C em B.O.D.
2.2.2. Preparacao do coquetel do indculo e inoculacao da pimenta-preta

Para a inoculagdo da pimenta-preta, foram retiradas aliquotas de 1 e 2,5 mL de cada
uma das quatro culturas ativas para a inoculacdo de 10 e 25 g de amostras de pimenta-preta para
os testes quantitativos e qualitativos, respectivamente. O indculo foi uniformemente distribuido
nas amostras acondicionadas em sachés de organza. Foram inoculados cerca de 106 UFC g'! de
pimenta-preta. Para a confrmacdo da populacdo bacteriana, amostras de pimenta-preta
previamente contaminadas com um coquetel de Salmonella foi semeada em placas de petri

contendo 4gar Salmonella Shighela e incubadas invertidas por 48 h a 35 °C em B.O.D.
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2.3. Aplicacao do gas ozonio em fluxo

Foi construida uma coluna cilindrica em policloreto de vinila (PVC) com 0,5 m de
comprimento e 0,15 m de largura, para a ozonizacdo em fluxo das amostras de pimenta-preta.
Na base da coluna cilindrica foi colocado uma tela metdlica na altura de 0,10 m em relacdo ao
fundo do cilindro para a formacdo de um plenum. A tela metdlica tinha como objetivo promover
a sustentacdo dos grios e realizar a distribuicdo uniforme do gis ozonio pela coluna de graos.
Na base e no topo da coluna cilindrica foram instaladas conexdes para a entrada e saida do gés
ozonio. Amostras de 1,5 kg de grios de pimenta-preta foram expostas ao gids O3 na
concentragdo de 16 mg L'! e vazio volumétrica de 0,5 L min'!, por 2, 4 e 8 h. Para ajuste da
umidade relativa e reumedecimento, o gis 0zonio passou poruma a solucdo saturada de cloreto
de s6dio 40%, m/v. As condi¢Oes ideais para a realizacdo do experimento foram determinadas
a partir de testes preliminares. Na Figura 1 é apresentado o esquema do procedimento

experimental para a aplicacdo do 0zdnio em fluxo.

Ozbnio ' |
residual ]
i —]
© e ° @ p—
Gerador de O3 Solugdo de Proto6tipo
NaCl 40%
Cilindro de O2

Figura 1. Esquema do procedimento experimental para aplicacdo do ozonio em fluxo.

O ozonio foi gerado pela técnica de descarga de corona, utilizando um gerador portétil
modelo 0&L 3.0 RM (Ozone & Life, Sao José dos Campos, SP, Brasil), alimentado por um
cilindro de oxigénio industrial (99,9% de pureza). O 0zonio gerado foi quantificado pelo método
iodométrico descrito por Rakness et al. (1996), que consistiu no borbulhamento do gas 0zonio
gerado em um frasco erlenmeyer contendo 50 mL da solu¢do deiodeto de potéssio 2% e titulado

com tiossulfato de sédio (0,1 e 0,001 mol L'1).
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Foi adotado delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés tratamentos (2, 4 e
8 h) e trés repeticdes. Cada repeticdo foi constituida por trés sachés de organza contendo 10 g
de pimenta-preta contaminada com Salmonella e utilizada no teste quantitativo. Enquanto, para
o teste qualitativo da pimenta-preta, foram utillizados 25 g de amostra contaminada por um
coquetel de Salmonella por saché. Os sachés de organza contendo amostras contaminadas foram
colocados no meio da massa de graos. Para o tratamento controle, a pimenta-preta foi
contaminada com Salmonella, apés isso, foi deixada em condigdes ambientais por 2, 4 e 8 h,

seguida de andlises microbiologicas.
2.4. Aplicacao do gas ozonio no sistema fechado a baixas pressoes

O oz6nio foi obtido através do gerador de ozonio industrial modelo M10i (myOZONE
M10i, Jaguariina, Sao Paulo, Brasil). O gés foi gerado a partir de oxigénio obtido por um
concentrador de oxigénio modelo Mark 5 Plus (NIDEK Medical, Birmingham, Alabama, EUA).
Foi utilizada uma camara hipobérica modelo CV10 (myOZONE, CV10, Jaguariina, Sao Paulo,
Brasil) com capacidade volumétrica de 70 L (Figura 2) para a ozonizagdo dos graos de pimenta -
preta. Com o auxilio de uma bomba de vicuo modelo VP 260ND (TIPI — Professional
Refrigeration, Rio Grande do Sul, Caxias, Brazil) a pressdo interna da cdmara foi reduzida a
350 hPa. O gés ozbnio foi injetado a uma vazio volumétrica de 1,0 L min'! até atingir a pressdo
de 1.000 hPa, empregando a metodologia descrita por Silva et al. (2022). Foi utilizada uma
concentra¢io de entrada de 60 mg L', tendo sido adotado um delineamento inteiramente
casualizado, com trés tratamentos (10, 15 e 20 mjegdes do gas) e trés repeticdes. As mnjecOes
foram realizadas em intervalos regulares de 47 min, tempo necessirio para que a pressdao de
1.000 hPa no mterior da camara hipobarica fosse atingida. Para o tratamento controle foi

utilizada pimenta-preta contaminada e deixada em condi¢des ambientais por 2,4 e 8 h.
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Gerador de ozénio
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Camara hipobarica
Bomba de vacuo

Figura 2. Esquema do procedimento experimental adotado para aplicacdio do ozonio a baixas

pressoes.

Foram realizados testes preliminares para determinar o tempo de meia-vida e o tempo
necessdrio para o o0zOnio atingir a pressdao de 1.000 hPa. O tempo de rea¢do do 0zonio na massa
de grios foi de 38 min, que correspondia ao tempo de meia-vida do 0zdnio na pimenta-preta.
Para o tratamento com 0z6nio na camara hipobdarica, uma massa de 3,5 kg de graos de pimenta -
preta foi acondicionada em embalagens de polipropileno trancado (0,15 m x 0,50 m). Sachés de
organza contendo 10 ge 25 g de pimenta-preta, contaminada com um coquetel de Salmonella

foram distribuidas na massa de grdos na base, meio e topo da embalagem.

2.5. Analises microbiologicas
2.5.1. Teste quantitativo para analise de Salmonella e contagem de bactérias meséfilas

Amostras de pimenta-preta contaminadas com um coquetel de Salmonella, expostas e
ndo expostas ao gds ozonio foram submetidas a andlise microbiolégica por plaqueamento em
profundidade (Pour-plate), em duplicata, no meio de cultura Salmonella Shigella Agar (SSA)
conforme os critérios da American Public Health Association (APHA) e International Standards
Organization (ISO), nimeros 4833-1:2013 e 21527-1/2:2008. As amostras de 10 g de pimenta-
preta foram diluidas em 90 mL de solucdo salina (0,8%) peptonada (0,1%) esterilizada e
enriquecida com Oleo de milho a 2% (JEAN-GILLES BEAUBRUN et al., 2016), esterilizado
por filtragdo. Em seguida, foram pipetadas aliquotas de 1 mL a partir de cada diluicdo seriada

nas placas de Petri esterilizadas. Foram vertidos sobre as amostras diluidas, cerca de 15 a 20
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mL de meio de cultura SSA (para a andlise de Salmonella) e PCA (Plate Count Agar, Kasvi,
Brasil), para a contagem de bactérias meséfilas, fundido e resfriado em banho-maria a 48-50
°C. Apds serem agitadas em movimentos circulares para promover a homogeneizacdo e a
secagem do meio, as placas foram incubadas de forma nvertida em estufa a 35 + 2 °C por 48
h.

Ap6s o tempo de incubagdo, foi realizada a contagem do nimero de colonias com o
auxilio de um contador de colonias manual (Phoenix Luferco CP-608). Para as duplicatas que
apresentaram ndmeros entre 25 e 300 UFC (para Salmonella) e 25 a 250 UFC (para meséfilos),
foi feita a média aritmética e multiplicada pelo respetivo fator de diluicdo e os resultados foram

expressos em UFC g'!.

2.5.2. Teste qualitativo (presenca/auséncia em 25 g da amostra) para analise de Salmonella

Para avaliar a presenca ou auséncia de Salmonella na pimenta-preta ozonizada em
fluxo e a baixas pressoes, foram adicionados assepticamente 25 g da amostra de pimenta-preta
contaminada e exposta ao gds ozdnio, a 225 mL de TSB. As amostras foram deixadas em
repouso a temperatura ambiente por 1 hora, seguidas de incubacdo em B.O.D. a 37 °C por 24
h. Nenhum ajuste de pH foi realizado. O enriquecimento seletivo e isolamento de Salmonella
foram realizados transferindo 100 pL da amostra pré-enriquecida para um tubo de ensaio
contendo 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis (RV) e 1 mL da mesma amostra foi transferida
para um tubo contendo 10 mL de caldo Tetrationato (TT). Ambos foram incubados a 37 °C por
24 h. Apés 24 h de incubacdo, alcas cheias de culturas foram semeadas em placas de dgar
Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD), Hektoen Enteric e Salmonella Shigella (SS). As placas
foram incubadas em B.O.D. a 37 °C por 24 h e verificadas quanto a presenca de colonias tipicas

de Salmonella.
2.6. Analise dos compostos bioativos e de qualidade da pimenta-preta

Para avaliar os compostos bioativos e a qualidade da pimenta-preta foram utilizadas amostras
ndo contaminadas por Salmonella, ozonizadas em fluxo por 2, 4 e 8 h e a baixas pressdes por
10, 15 e 20 mjecdes. Para o tratamento controle foram usados grdos ndo ozonizados e ndo

contaminados.



2.6.1. Preparo dos extratos de pimenta-preta para os compostos bioativos

Para o preparo dos extratos, foram pesados e identificados 1 g de cada amostra de
pimenta-preta triturada e adicionados 20 mL de solu¢@o extratora constituida por metanol, dgua
e dcido acético nas proporcdes de 70, 30 e 5 v/v. A mistura foi agitada em um agitador orbital
(Shaker SL — 222) por 20 min a 240 rpm. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 2.000 rpm
por 20 min a 25 °C em uma centrifuga para tubos (modelo: 0222TM2, QUIMIS aparelhos
cientificos LTDA, Diadema — Sido Paulo — Brasil). O sobrenadante foi reservado em tubos

falcon para andlises posteriores.

2.6.2. Compostos fenoélicos totais

O método Folin-Ciocalteu foi adaptado e utilizado para determinar os compostos
fendlicos totais das amostras, conforme descrito por Singleton e Rossi (1965). Foram utilizados
0,6 mL de cada amostra, e adicionados a 3 mL do reagente Folin-Ciocalteu (diluido 1:5). Apds
3 min foram adicionados 2,4 mL de carbonato de sédio (Na2COsz) a 7,5 %, e a mistura
permaneceu em repouso por 60 min em ambiente escuro. As leituras das absorbancias foram
feitas utiizando um espectrofotdmetro (Femto — Cirrus 80 ST) a 760 nm de comprimento de
onda. A reacdo foi realizada em sextuplicata. A curva padrio foi obtida utilizando &cido gélico
(200 mg L), A partir da curva padrio, o teor de fendlicos totais foi determinado, e os resultados
foram expressos em mg de 4cido gdlico 100 g'! da amostra. O célculo do teor dos compostos

fendlicos totais foi feito a partir da Equagdo 1.

TFT (mg de 4cido galico 100 g-'da amostra)= D.oxtrat
.extrato

Onde:
TFT — teor de fendlicos totais

EAG —equivalente em é4cido gilico (obtido através da curva padrio)

D.extrato — diluicdo do extrato ou da amostra (gramas)

2.6.3. Atividade antioxidante (DPPH%*)

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de eliminagdo do radical livre
DPPH* (2,2-difenil- 1-picrilhidrazil), utilizando a metodologia adaptada de Brand-Williams et
al. (1995). Foram adicionados 150 pL de cada amostra devidamente diluida, em tubos falcon, a

5,850 mL da solugdo de uso de DPPH*. A mistura permaneceu em repouso por 15 min em
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ambiente escuro. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Femto Cirrus 80 ST) em
comprimento de onda de 515 nm. O élcool etilico foi utilizado como branco. As andlises foram
realizadas em sextuplicatas. A curva de calibragdo foi construida com Trolox (2 umol L1). Os
resultados foram expressos em uM de Trolox Equivalente por grama da amostra (uM de TE g!

da amostra) e a atividade antioxidante foi calculada utilizando a Equacdo 2.

[X]Trolox (umol) X Volme total do extrato mL  (Eq.2)
Massa da amostra (g)

DPPH (uM de TE g!'da amostra)=

2.7. Potencial Hidrogenionico (pH)

A afericdo de potencial hidrogenidnico foi realizada por imersdo de um eletrodo em
solucdo resultante da imersdo de 5 g de pimenta-preta em 50 mL de dgua deionizada (0,5 mS
m!), deixada em repouso por 30 min 2 temperatura ambiente e decantada, utilizando um

medidor de pH digital portatil (modelo K39-0014PA, Kasvi, Sao José dos Pinhais, Brasil).

2.8. Acidez total titulavel (%)

A acidez total titulivel (ATT) expressa em porcentagem, foi determinada pelo método
titulométrico com solu¢do de hidréxido de sédio (NaOH 0,1 molV/L) padronizada com biftalato
de potéssio, segundo as normas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Foram adicionados 50
mL de dgua destlada a 5 g de grdos inteiros de pimenta-preta. Em seguida, realizou-se a
titulacdo com NaOH 0,1 molL,, em triplicata, e com o auxilio de um pHmétro digital portatil
(modelo K39-0014PA, Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Brasil) mediu-se o pH da pimenta-preta até
atingir 8,2. O volume de NaOH gasto na titulacio foi usado para fazer o célculo da acidez total
titulivel (Equacdo 3).

‘ Vxfx10 3
Acido citrico (% 100g!) = yxmxv (Eq. 3)

Em que:
V — volume de hidréxido de sddio gasto na titulagdo (mL)
f — fator de correcdo

m — massa da amostra (g).



2.9. Cor

As medicdes de cor das amostras foram feitas utilizando um colorimetro (modelo CR
—410, Konica Minolta, Osaka, Japao). A avaliacdo da cor foi realizada através da reflectincia
das coordenadas L* (intensidade de branco e preto), a* (vermelho e verde) e b* (amarelo e
azul). As amostras foram colocadas em sacos plasticos transparentes. A cor de cada amostra foi
medida em quatro locais selecionados aleatoriamente. A partir dos valores de L*, a* e b*, foram
determinadas a diferenca de cor (AE*) e a saturacdo de cor ou chroma (C*) com base nas

equacgdes 4 e 5, respectivamente.

AE* = (L= Ly)? + (a" — a3)? + (b* — bg)? (Eq. 4)

C' =vVa2+b" (Eq. 5)

Onde Lo*, ao*, e bo* sdo as coordenadas antes do tratamento com gds 0zonio.

2.10. Teor de agua

O teor de dgua dos graos de pimenta-preta foi determinado pelo método gravimétrico, a
105 °C £ 3 °C por 24 h, conforme referenciado pela Association of Official Analytical Chemist
(AOAC, 2002). O teor de agua foi expresso em base umida (% b.u.).

2.11. Extracio do dleo essencial de pimenta-preta

O ¢6leo essencial de pimenta-preta foi extraido por hidrodestilacio. A pimenta-preta
exposta ao gas ozonio e ndo contaminada com Salmonella, foi triturada em um liquidificador
(modelo OLIQ601, Oster), com o tempo de 2 min. Apds a trituragdo, os graos foram peneirados
em uma peneira de malha de 1,0 mm. Em seguida, 60 g de pimenta-preta e 500 mL de agua
destilada foram colocados em um balio volumétrico de 1.000 mL conectado ao aparelho
Clevenger e aquecidos com manta de aquecimento (Warmnest). Foram realizadas trés
repeticdes para cada tratamento. Com o intuito de aumentar a eficiéncia e reduzir o tempo de
extracdo, foi feito um pré-tratamento com ultrassom (Quimis, modelo Q335D) por 20 min. O
tempo de extracdo foi iniciado quando a primeira gota de Oleo essencial foi condensada e
colocada no sistema de extracdo de dleo. Apds a extragcdo, o Oleo essencial de pimenta-preta foi

coletado e armazenado atemperatura de 4 °C. O rendimento do 6leo essencial de pimenta-preta

extraido foi calculado pela Equagdo 6.
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Quantidade de OE obtida (g) (Eq.6)
Rendimento do OE de pimenta-preta (%)= (. )X 100
Quantidade de pimenta-preta (g)

Em que:

OE - 6leo essencial
2.11.1. Identificacao de compostos majoritarios do 6leo essencial de pimenta-preta

A identificacdo dos compostos majoritdrios foi feita por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa (GCMS-QP2010) usando o cromatégrafo Simadzu (Kyoto, Japao),
com um sistema de injecdo automdtica (AOC-20i, Kyoto, Japao). As condicOes analiticas
otimizadas para a separacdo cromatografica dos analitos incluiram uma coluna capilar (30 m x
0,25 mm x 0,25 um, SH-Rtx-5MS) com fase estaciondria composta por 5% de fenila e 95% de
dimetilpolissiloxano e hélio como gis de arraste com pureza de 99,999% (White Martins, Rio
de Janeiro, Brasil) com fluxo de 1,17 mL min!. A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C,
com um aumento de 3 °C min'! até 150 °C, mantida por 10 min, e aquecida novamente a uma
taxa de 20 °C min’! até atingir temperatura maxima de 260 °C, permanecendo por 10 min. O

tempo total de andlise foi de 59,83 min.

A temperatura do injetor foi mantida a 220 °C, da interface no detector a 300 °C e nas
fontes de ionizacdo a 230 °C. Um volume de 1 pL de amostra diluida em etanol foi injetado no
cromatdgrafo, usando arazdo de split de 1:100. O espectrdmetro de massa foi operado no modo
SCAN, onde os espectros de massas foram obtidos por impacto de elétrons a 70 eV, com
varredura de 35 a 500 (m/z). A identificacdo dos analitos foi realizada por meio da comparagdo
dos indices de retenc@o (IR) obtidos pela injecdo de padrdes de hidrocarbonetos (C7 a Cao), com
banco de dados do equipamento (biblioteca NIST-14) e com dados de literatura (Adams, 2007).
O percentual relativo de cada composto foi calculado através da razio entre a area cada pico e

a drea total de todos os constituintes da amostra.
2.11.2. Quantificacao dos compostos majoritarios do dleo essencial de pimenta-preta

A quantificacdo dos compostos majoritiarios do 6leo essencial de pimenta-preta foi feita
utilizando um cromatégrafo a gds (Shimadzu, modelo GC-2014) equipado com um detetor de
ionizagdo de chama (GC-FID). Foram utilizadas as seguintes condi¢des: coluna capilar DB-5
de 30 m, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e espessura de filme de 0,25



um (DB-5, Shimadzu, Japao), onde a temperatura inicial do forno foi 45 °C (2 min), com
aumento de 30 °C min'! até 260 °C. A temperatura do injetor foi ajustada para 240 °C e do
detector para 280 °C. O nitrogénio (Air Products, 99,999 %, Brasil) foi usado como gis de
arraste com fluxo de 1,3 mL min"!, com razio de split de 1:50 e tempo total de execugdo de

13,83 min.

Para o processo de otimizacdo, as amostras dos 6leos essenciais foram diluidas por 1000
vezes no solvente etanol. Os compostos foram identificados comparando os tempos de retengao
dos picos obtidos para os extratos das amostras com os dos padrdes. A concentragdo do -pineno
e limoneno foi obtida por GC-FID a partir das curvas analiticas de cada analito. A curva analitica
de B-pineno e limoneno foi construida utilizando-se concentragdes de ambos compostos, que

variaram de 10 a 200 mg L-!.

2.12. Analises estatisticas

Aos dados referentes as andlises microbiologicas foram analisados com base na
estatistica descritiva. Os dados dos compostos bioativos, cor, pH, acidez total titulivel e teor de
dgua, rendimento de extracdo e composi¢cdo do Oleo essencial foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e regressao. Os modelos de regressdo foram selecionados de acordo com
a significancia dos coeficientes de regressdo, utilizando-se o teste “t” de Student a 5 % de
probabilidade e pelo coeficiente de determinagdo (r?> ou R?). Para realizar os procedimentos

estatisticos, foi utilizado o programa computacional SAEG versao 9.1 (2007).
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3. RESULTADOS
3.1. Ozonizacao em fluxo

3.1.1. Desinfeccao microbiolégica

O efeito da exposi¢do ao gds ozOnio em fluxo na descontaminacdo de graos de pimenta-
preta pode ser verificado na Tabela 1. O gds ozdnio reumedecido com solucdo de cloreto de
sodio quando aplicado em fluxo reduziu os niveis de contaminacdo por Salmonella nos
diferentes tempos de exposicdo até a sua total descontaminagdo. A reducdo de patdgenos
aumentou com o aumento do tempo de exposicdo ao gds ozonio, tendo sido constatada a
auséncia de Salmonella em 25 g de pimenta-preta ozonizada por 8 h em fluxo. Por outro lado,
nos tempos de exposicdo de 2 e 4 h o teste qualitativo indicou a presenga de Salmonella em 25
g da amostra e no teste quantitativo a populacdo de patogenos estava abaixo do limite de detecdo
(<1,0 UFC g'"). Em relacdio a contagem de bactérias meséfilas observou-se redugdo de

contagem igual a 3,01 log UFC g'! para o tratamento com exposi¢do por 2 horas e uma redu¢do

igual a 2,17 log UFC g'! para o tratamento com exposi¢do por 8 horas.

Tabela 1. Valores obtidos apds o tratamento com gis 0zonio umedecido com solucdo de cloreto
de s6dio em fluxo nos diferentes tempos de exposi¢do e tratamento controle na descontamina¢ado

de Salmonella e meséfilos em pimenta-preta.
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Determinagdo de Salmonella Contagem de bactérias

Tratamentos , 1
— — mesofilas (log UFC g')?
Quantitativo (log UFC g')®  Qualitativo (UFC 25 g™)

Controle/0 h 3,87+0,26 * 8,37+0,02
Controle/2 h 4,21 +0,06 - 8,38+ 0,04
16 mgL'/2h <1,0 Presente 5,37+0,04
Controle/4 h 3,13+0,11 - 8,38+0,06
16 mgL'/4 h <1,0 Presente 8,23+ 0,06
Controle/8 h 4,62+0,07 - 8,41+0,08
16 mgL'/8 h <1,0 Ausente 6,24+ 0,04

? Representa a média e o desvio padrio para cada tratamento.
* Andlise qualitativa ndo realizada



3.1.2 Teor de fendlicos totais, atividade de eliminacdo de radicais DPPH* e anilises de

qualidade

A Tabela 3 apresenta as equagdes de regressdo ajustadas e os coeficientes de
determinacdo (r?/R?) que descrevem o teor de compostos fendlicos totais (mg de 4cido gélico
100 g'! da amostra), atividade antioxidante pelo método de eliminagdo de radicais DPPH* (uM
de Trolox), teor de agua (%), potencial hidrogenidonico, acidez titulavel (%) e cor (AE*, L* e
C*), nos tratamentos de com géas ozOnio aplicado em fluxo. As varidveis que ndo apresentaram
efeitos significativos foram descritas pela média geral. Foi observado efeito linear para o teor
de compostos fendlicos totais, potencial hidrogenidnico, acidez titulivel e um comportamento

descrito por uma fun¢do do tipo raiz quadrada para a atividade antioxidante, luminosidade e

saturacdo de cor.

Foram obtidas reducdes médias a cada hora de exposicdo ao ozonio, de 25,475 mg de
dcido gilico 100 g'! da amostra dos compostos fendlicos totais. Por outro lado, foi observado
um valor de 45,8853 puM de Trolox na atividade antioxidante quando o tempo de ozonizagao
atingiu o ponto critico de 9 h e 55 min. Enquanto para a luminosidade e saturacdo de cor os
valores de 46,4745 e 1,2836 foram observados quando se atingiu os pontos criticos de 52,26
min e de4 h e 58 min de ozonizagcdo, respectivamente. Porém, a diferenca de cor ndo apresentou

variacdo significativa apds o tratamento com ozOnio, com média de 2,06.

O tratamento com o 0zOnio aumentou o potencial hidrogenidnico dos graos de pimenta-
preta em 0,0695 a cada hora de ozonizagdo. Por sua vez, o nivel de acidez titulivel das amostras
também aumentou com o incremento do tempo de exposicdo dos graos ao ozonio. Na Tabela 3
¢ apresentada a matriz de correlacdo de Pearson entre os parametros de qualidade da pimenta-
preta. Nao € observada correlagdo significativa entre os parametros de qualidade estudados,

exceto para o pH e acidez tituldvel, onde foi verificada uma correlagdo negativa.

Tabela 2 - Equacdes de regressdao ajustadas do teor de fendlicos totais (TFT), atividade
antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH*, teor de &gua, potencial
hidrogeni6nico (pH), acidez total titulivel (ATT), luminosidade (L*), diferenca de cor (AE*) e
saturacdo de cor (C*) em graos de pimenta-preta ozonizados em fluxo, em funcdo do tempo de

exposicdo (te) e os respectivos coeficientes de determinacio (r?/ R?).
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Variaveis Tipo do modelo Equacoes r’/ R?
TFT Linear yi=1126,65 — 25,475%te 0,8916
DPPH* Raiz quadrada yi=43,7272 + 0,8146*te'> — 0,1293%te 0,9952
Teor de dgua - yi=10,01 -

pH Linear Vi= 15,6266 + 0,0695**te 0,9697
ATT Linear ¥i=0,1507 + 0,0115%*te 0,9767
L Raiz quadrada Yi= 47,26 — 1,8129**te!/2 + 0,9713**te 0,9998
AE ; Pi= 2,06 ;

C Raiz quadrada yi=2,2138 — 0,5379te!? + 0,1206"te 0,9212
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** Significativo a 1 % de probabilidade pelo teste t, * significativo a 5 % de probabilidade pelo teste t, ©

significativo a 10 % de probabilidade pelo teste t, *

significativo a 20 % de probabilidade pelo teste t.

Tabela 3. Matriz de correlacio de Pearson entre os parametros de qualidade dos grdos de

pimenta-preta ozonizados em fluxo

Teor de

Variaveis TFT: DPPH®> pH ATT (%) L* AE* C*
agua (%)

TFT 1,000  -0,130 0,239 0,163 -0,204 -0,373 -0,021  -0,356
DPPH* 1,000 -0,307 -0,477 0,287 -0,024 0,198  -0,325
Teor de agua 1,000 -0,412 0,484 0,279 0,386 -0,048
pH 1,000 -0,922*  -0,260 -0,275 -0,117
ATT 1,000 0,251 0,316 0,042
L* 1,000 0,036 0,313
AE* 1,000  -0,388
C* 1,000

* Significativo a 5% de probabilidade

! Expresso em mg de écido galico 100 g™' da amostra

2 Expresso em uM de Trolox

3.2. Aplicacdo de ozonio em sistema fechado a baixas pressoes

3.2.1. Desinfeccao microbiologica

A Tabela 4, mostra os resultados do efeito do 0zonio na pimenta-preta embalada, quando
aplicado a baixas pressdoes na camara hipobdrica. Estima-se redu¢do maior do que trés ciclos
log de Salmonella, quando o niimero de injecdes foi de 10, sendo que com o aumento para 15 e
20 injegdes, observaram-se contagens abaixo do limite de dete¢do (< 1,0 UFC g!). No
tratamento controle a populacio de células de Salmonella que se conseguiu recuperar pela
técnica de contagem em placas foi de 10° UFC g'! (Tabela 1). No teste qualitativo, foi observada

a presenca de Salmonella em 25 g das amostras submetidas a todos os nimeros de injecdes de

significativo a 15% de probabilidade pelo teste t, °
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ozonio estudados. Em relacdo a contagem de bactérias mesdfilas, ndo foi observada nenhuma
reducdo quando o gds ozbnio foi aplicado em sistemas de injecdo a baixas pressoes.

Tabela 4. Valores obtidos apds o tratamento com 0zOnio no sistema fechado de baixa pressdo na

descontaminacdo de Salmonella e meséfilos em pimenta-preta.

Contagem de bactérias mesdfilas

Determinacao de Salmonella
(log UFC g) *

Tratamentos
Quantitativo Qualitativo
(log UFC* g) 2 (UFC 25¢g™1)
0 injecdes 3,87+0,26 - 8,37+0,02
10 injecdes 3,25+0,104 - 8,18+0,11
15 injecdes <1,0%* Presente 8,30+ 0,033
20 injecOes <1,0%* Presente 8,12 +0,038

- Representa a média e desvio padrdo de trés repeticdes. *UFC-unidade formadora de colonia. ** Abaixo do
limite de deteccdo da técnica.

3.2.2 Teor de fendlicos totais, capacidade antioxidante pelo método de eliminacao do
radical DPPH* e andlises de qualidade

As equagoes de regressdo ajustadas e os respectivos coeficientes de determinagdo (r>/R?)
que descrevem os comportamentos dos compostos fendlicos totais (mg de dcido galico 100 g!
da amostra), atividade antioxidante pelo método DPPH* (uM de Trolox), teor de agua (%),
potencial hidrogenionico, acidez total tituldvel (%) e cor (AE, L* e C*) da pimenta-preta
submetida a ozonizacdo a baixa pressdo, sdo apresentadas na Tabela 5. Foi observado efeito
linear para a atividade antioxidante, efeito quadritico na acidez titulivel, diferenca de cor e

saturacdo de cor e raiz quadrada nas demais varidveis.

O sistema de injecdo do ozonio a baixas pressdes alterou os compostos bioativos da
pimenta-preta, onde, pela equacdo y: = 1119,69 — 97,8567* ni /> + 82652° ni estimou-se que o
ponto critico seria com 35 injecdes com uma concentragio de 589,3262 uM de Trolox g! da
amostra de teor de fendlicos totais. Por sua vez, os antioxidantes registraram um increme nto
médio de 0,1259 uM de Trolox g' da amostra a medida em que se aumentou o nimero de
injecoes de ozbnio na camara hipobdrica. Enquanto, os valores de teor de 4gua, potencial
hidrogenidnico e acidez titulivel, foram de 14,2765 %, 4,7565 e 0,2456 %, quando os pontos

de minimo foram estimados em 30, 10 e 11 inje¢des de ozonio, respectivamente.
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Por outro lado, a cor (luminosidade, diferenca de cor e saturacdo de cor) apresentou
valores de 46,0474; 2,4079 e 1,4201, nos pontos de minimo de 2, 8§ e 0,002 injecdes,
respectivamente. A Tabela 6 indica que houve uma correlagdo positiva entre os antioxidantes
pelo método de sequestro do radical DPPH e o teor de dgua (0,906), teor de dgua e acidez
tituldvel (0,708) e correlacdo negativa entre os antioxidantes pelo método de sequestro do
radical DPPH e o pH (-0,753), teor de dgua e pH (-0,917) e entre pH e acidez tituldvel (-0,842).

As demais varidveis avaliadas nio se correlacionaram significativamente.

Tabela 5. Equacdes de regressdo ajustadas de teor de fendlicos totais (TFT),

antioxidantes pelo método de sequestro do radical DPPH*, teor de d&gua, potencial
hidrogeniénico (pH), acidez total titulivel (ATT), luminosidade (L*), diferenca de cor (AE*) e
saturacdo de cor (C*) em graos de pimenta-preta embalados, ozonizados num sistema fechado
de baixa pressdo, em funcdo do nimero de injecdoes (ni) e os respectivos coeficientes de

determina¢do (r?/R?).

Variaveis Modelo Equacoes r’/R?

TFT Raiz quadrada $; =1119,69 —97,8567* ni /> + 8,2652° ni 0,9992
DPPH# Linear ;= 55,5732 + 0,1259%* ni 0,9922
Teor de 4gua  Raiz quadrada $:=9,9903 + 0,8536** ni /2 —0,0773* ni 0,9999
pH Raiz quadrada $i=5,6652 — 0,3431° ni /2 + 0,0545° ni 0,9835
ATT Quadratico $;=0,1565 + 0,0158** ni - 0,0007** ni 2 0,9996
L* Raiz quadrada $,=47,2132-1,2412°ni /2 + 0,4312° ni 0,5762
AE* Quadratico $,=1,9399 + 0,1185° ni - 0,0075° ni > 0,7379
Cx* Quadritico $:i=2,2280 - 0,0557* ni + 0,0009* ni 0,9993

** Significativo a 1 % de probabilidade pelo teste t, * significativo a 5 % de probabilidade pelo teste t, ©
significativo a 10 % de probabilidade pelo teste t.

Tabela 6. Matriz de correlacio de Pearson entre os parametros de qualidade dos graos de

pimenta-preta ozonizado a baixa pressao

Varidveis TFT DPPH ;g‘ﬁ(;r(%)de pH ATT (%) L AE C
TFT 1,000 0,182 0,304 -0,135 0,271 -0,330 0,224 -0,491
DPPH* 1,000 0,906* -0,753* 0,479 0,457 -0,029 -0,031
Teor de dgua

(%) 1,000 -0,917* 0,708* 0,353 -0,100 0,002
pH 1,000 -0,842% -0,236 0,040 -0,126
ATT (%) 1,000 0,174 0,081 0,038
L 1,000 -0,370 0,384

AE 1,000 -0,353



C 1,000
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* Significativo a 5% de probabilidade
! Expresso em mg de 4cido galico 100 g*' da amostra
2 Expresso em uM de Trolox

3.3. Rendimento de extracio e composicio dos constituintes do 6leo essencial de pimenta-

preta ozonizada em fluxo e a baixas pressoes

Os comportamentos observados de rendimento do 6leo essencial e quantificagdo de -
pineno e limoneno, sdo descritos pela Tabela 5, que apresenta as equagdes de regressdo e os
coeficientes de determinagio (R?). As varidveis que ndo apresentaram efeitos significativos do
numero de injecdes foram descritas pela média geral. Os resultados mostram que o rendime nto
do 6leo essencial de pimenta-preta ozonizada em fluxo e a baixas pressdes ndo foi influenciado
significativamente (P > 0,05) pelo tratamento com ozOnio. Isto indica que ndo houve
interferéncia dos tempos de ozonizacdo (2, 4 e 8 h) e do nimero de injecdes (10, 15 e 20

mjecdes) no rendimento de extragdo do dleo essencial.

Da mesma forma, na composicdo dos constituintes principais do 6leo essencial de
pimenta-preta nido foram observadas alteragdes significativas (P > 0,05) pelo tratamento dos
graos em fluxo. Por outro lado, o tratamento da pimenta-preta na camara hipobdrica alterou a
composicdo quimica dos componentes [-pineno e limoneno, observando-se efeito raiz quadrada
e quadratico respectivamente. Por sua vez, a exposicdo dos graos de pimenta-preta ao gis
ozdnio por 2, 4 e 8 h, ndo apresentou diferengas significativas (P > 0,05) para o rendimento do
Oleo essencial de pimenta-preta (Tabela 5). Foram observados valores médios de rendimento

de extracdo, B-pineno e limoneno, de 0,7368, 117,99 e 90,34, respectivamente.

Tabela 7. Equacdes ajustadas do rendimento de extracdo, B-pineno e limoneno do dleo essencial

de pimenta-preta ozonizada em fluxo e a baixas pressdes, em fungdo do tempo de exposicdao, do

nimero de injecdes e os respetivos coeficientes de determinagdo (R?).

Variaveis Modelo Equacoes R?
Fluxo

Rendimento - yi=0,7368 -

B-pineno - yi=117,99 ;

Limoneno - ¥i=90,34 -

Camara hipobarica

Rendimento - yi=0,7868 -



B —pineno Raiz quadrada yi= 131,08 — 29,2906°T""? + 4,9403°T 0,9058
Limoneno Quadratico Yi=97,9042 — 5,587*T + 0,2651*T? 0,9887
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Significativo a 5 % de probabilidade pelo teste t, © significativo a 10 % de probabilidade pelo teste t.



4. DISCUSSAO
4.1. Ozonizacio em fluxo

4.1.1. Desinfecc¢iao microbiolégica

A eficicia do ozonio em fluxo, durante 8 horas, na descontaminacdo dos graos de
pimenta-preta contammnados com Salmonella pode estar associada ao uso da solucdo de cloreto
de sédio para umedecimento do gis durante o processo de ozonizacdo e ao tempo de exposi¢cao
dos graos. A presenca da solugdo de cloreto de s6dio reumedecendo o gés evitou o ressecamento
dos grios, tendo mantido o teor de 4gua em 10,01 %, durante o tratamento, sem comprometer
o teor de dgua ideal para o armazenamento, tornando a Salmonella mais suscetivel ao tratamento
(GRUZDEV; PINTO; SELA, 2011). AlEm disso, a solucdo de cloreto de sédio pode ter

melhorado a solubilidade e aumentado a reatividade do o0zonio, o que facilitou a sua penetragdao

causando a ruptura da membrana celular e levando a morte bacteriana.

Pesquisas apontam que a inativacdo microbiana por ozonio envolve dois mecanis mos.
Primeiro ocorre a oxidacdo sulfidrila de grupos de aminodcidos de enzimas, em seguida ocorre
a oxidacdo de 4cidos graxos polinsaturados da parede celular (PANDISELVAM et al., 2017;
AFSAH-HEJRI et al., 2020). E importante salientar que outros estudos mencionam outros
modos de a¢do indicando que o ozOnio pode influenciar na polaridade global da superficie
bacteriana (FENG et al., 2018) e envolvendo mecanismos de peroxidacdo lipidica (GIRGIN et
al., 2019). A eficiéncia do uso da solucdo salina no reumedecimento do gds ozOnio durante a
inativacdo de Salmonella, pode estar relacionada ao fato de o gds ozdnio reumedecido ndo

reduzir o teor de d4gua das amostras de pimenta.

O processo de geragdo do gas 0zonio por descarga de barreira dielétrica requer uma fonte
de ar livre de umidade e rica em oxigénio. Associado a isto, em fun¢do das descargas elétricas
que ocorrem para a formacdo do ozbnio existe ainda um aumento na temperatura do gis
(JODZIS ¢ BARCZYNSKI, 2019). Estes fatores podem contribuir para que o gis 0zonio
apresente um potencial de secagem. Portanto, o reumedecimento permite controlar a umidade
relativa de aplicacdo do gds ozOnio e atingir maiores niveis de eficiéncia. Ao controlar a

umidade relativa de aplicacdo, o gds ndo altera o teor de dgua dos graos.

Como j4 fo1 evidenciado por outros autores, o gas ozobnio aplicado em produtos com
maiores teores de dgua apresenta maiores niveis de eficiéncia em relacdo a descontaminagao

microbiolégica (ZHAO e CRANSTON, 1995; RAILA et al., 2006 e Ql et al., 2016). Zhao e
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Cranston (1995) observaram uma reducdo de 3 ciclos log em grios de pimenta-preta
umedecidos antes do tratamento com o ozOnio. Estes autores relataram que quanto maior foi o
teor de dgua dos graos, maior foi areducdo de Salmonella. O aumento do teor de dgua dos graos,
umidade relativa e temperatura de tratamento tende a promover a morte microbiana pelo gés
ozonio (WU et al., 2006). Isto porque, existe uma correlacdo positiva entre o aumento da

umidade relativa e a toxicidade do gds ozonio (OZKAN et al., 2011).

A reducdo de cerca de 99,9 a 99,99 % no nimero de Salmonella moculada na pimenta-
preta observada com o tratamento com gis 0zonio umedecido com cloreto de sédio em fluxo,
por 2, 4 e 8 h, demonstra a efetividade do método para a desinfeccdo deste grao contaminado
por este patégeno. Valores aproximados de reducdo foram encontrados utilizando outros
métodos de desinfeccdo. Gabriel er al. (2020) verificaram uma redugdo de 99,86 % de
Salmonella enterica em graos de pimenta-preta irradiados com UV-C. Song e Kang (2022)
relataram uma reducdo de 4,52 log UFC g'!' (99,99 %) ao descontaminarem pimenta-preta e
pimenta vermelha contaminadas com Salmonella Typhimurium utilizando o vapor de peréxido

de hidrogénio.

Kim et al. (2023) em seu estudo ao empregarem métodos combinados de radiagcdo
ultravioleta de lampada de amilgama a vicuo e o aquecimento por radiagdo infravermelha
proxima na descontaminacdo de pimenta-preta contammada com Escherchia coli O157H7 e
Salmonella enterica sorovar Thyphimurium, observaram uma reducio de mais de 5 log (99,999
%). Entretanto, com a utilizacdo de o0zbnio, os valores de reducdo no nimero de células de
Salmonella encontrados foram menores. Foi relatada reducdo de 1,57 e 1,66 log (97 %) em
pimenta-vermelha tratada com ozdnio gasoso de alta concentragdo curto tempo de exposicdo e
baixa concentracdo longo tempo de exposicdo, respectivamente, sobre a populagdo do patogeno
e a concentracdo de aflatoxina Bi, respectivamente (OZEL e KARACA, 2024). Por sua vez, El
Darra et al. (2021) observaram a auséncia de Salmonella em 25 g de pimenta-preta tratada com

ozonio aplicado em leito fluidizado.

4.1.2. Teor de fendlicos totais, atividade de eliminacdo de radicais DPPH* e analises de

qualidade de pimenta-preta ozonizada

Os compostos fendlicos possuem atividade antioxidante e propriedades anti-
inflamatdrias, anticancerigenas, antimicrobianas, antitumorais e antidlceras (ALENISAN et al.,

2017). Portanto, os compostos fendlicos nas plantas podem atuar como antioxidantes. Alothman
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et al. (2010) relataram uma reducdo do teor de compostos fendlicos totais no tratamento controle
em frutas tropicais frescas cortadas, de 178,51 + 3,60 mg EAG 100 g'! para 167,96 + 0,12 mg
GAE 100 g, 145,78 + 0,12 mg GAE 100 g! € 96,51 + 0,12 mg EAG 100 g' ap6s 10, 20 e 30
min de exposicdo ao ozdnio, respectivamente. Por outro lado, Nagy et al. (2015), ao estudarem
os compostos fendlicos de diversas especiarias incluindo a pimenta-preta, observaram
concentragdo de 338 mg EAG 100 g'! da amostra de fendlicos totais na pimenta sem aplicagdo

de nenhum tratamento.

Por sua vez, Shelake et al., (2023) observaram um aumento do teor de fendlicos totais
em bulbos de cebola de 57,71 + 0,09 mg EAG 100 g'! (controle) para 59,98 + 0,12 mg EAG
100 g'! na amostra tratada com ozOnio gasoso numa concentracdio de 400 ppm. Os mesmos
autores, verificaram que a exposicdo dos bulbos a concentracdes de ozonio de 600 e 900 ppm
levou a degradacdo dos compostos fendlicos. Fato que pode ser atribuido a capacidade que o

ozonio tem de promover a producdo de vdrios radicais livres, como radicais hidroperoxil,
hidroxil e superdxido (HOIGNE; BADER, 1983), que eliminam os compostos fendlicos dos
produtos bdésicos, quando aplicado em concentragdes elevadas (ALOTHMAN ez al., 2010).

Resultados similares aos deste estudo foram observados por Liu et al., (2021), tendo
verificado que a exposi¢do do alho a 5 ppm de 0zonio por 15 min, induziu a um aumento da
acidez total tituldvel para 13,87% apds 10 dias de armazenamento em compara¢do com O
controle (12,38%). A acidez é um pardmetro fundamental na conservacdo de produtos
alimentares, pois quando ocorre um processo de decomposicdo do mesmo por hidrélise,

fermentacdo ou oxidagcdo, a alteracdo é quase sempre notada na concentracdo de fons de

hidrogénio (IAL, 2003).

A perda da cor em pimenta-preta durante o processo de descontaminacdo € um fator
importante para a aceitacdo dos graos pelo consumidor (DOGU-BAYKUT e GUNES, 2022).
Neste estudo foram observados valores de 46,4745 e 1,2836 nos pontos de minimo de 52,26
mn e 4 h e 58 min de exposicdo ao gis ozOnio, para a luminosidade e saturacdo de cor,
respectivamente. Resultados contrarios foram encontrados por Wang et al. (2016) que ao
avaliarem a cor da farinha de trigo tratada com 0zOnio, observaram um incremento do valor da
luminosidade de 93,64 + 0,12 (tratamento controle) para 94,25 + 0,02 apdés 30 min de
ozonizacao da farinha de trigo. Por outro lado, Sharma et al. (2022), ao trabalharem com farinha

de milheto rabo-de-raposa (Setaria italica), observaram que houve um incremento do brilho
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com o aumento do tempo de ozonizacdo. A cor mais clara das amostras de pimenta-preta
tratadas com ozbnio pode ser atribuida a acio branqueadora do ozdnio, devido ao seu potencial
de atuar como um forte oxidante. Por sua vez, Dogu-Baykut e Gunes (2022) ndo verificaram

diferencas significativas nos valores de luminosidade em pimenta-preta tratada com 0zOnio.

Neste estudo, o teor de dgua de 10,01 % observado em graos de pimenta-preta, para
todos os tratamentos, encontra-se abaixo do maximo permitido pela Instrucio Normativa n° 10,
de 15 de maio de 2006 (BRASIL, 2006), que estabelece 14% como valor miaximo de umidade
aceitivel em pimenta-preta. Este teor de dgua, ndo favorece o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis que possam ocasionar futuras contaminacdes, que coloquem em
risco a saude do consumidor. O teor de dgua ndo altera somente a qualidade, como também a
seguranca da pimenta-preta, pois a resisténcia e a atividade microbiana variam com a atividade

da agua (WEI et al., 2019).

4.2. Aplicacao de ozonio em sistema fechado a baixas pressoes

4.2.1. Desinfecciao microbiolégica

A injecdo de ozbnio a baixas pressdes € uma técnica que vem sendo estudada para o
tratamento e descontaminacdo microbioldgica em produtos embalados (SILVA et al., 2022;
SITOE et al., 2023). Nao h4 registros de pesquisas relatando a eficiéncia do ozonio no controle
de bactérias quando aplicado em sistemas de injecdo a baixas pressdes em produtos embalados.
O presente trabalho € o primeiro a apresentar resultados sobre o efeito do tratamento com 0z0nio
em camara hipobdrica na descontamina¢do de Salmonella em pimenta-preta. Foi observado que
a partir de 15 injecdes houve uma reducdo expressiva nas contagens de Salmonella pelo teste
quantitativo (Tabela 4). A populacdo de patégenos esteve abaixo do limite de deteccdo pela
técnica de plaqueamento por pour plate. O niimero baixo de células sobreviventes pode ter sido
resultante do aumento da concentracdo do gds no interior da massa de grios. Apesar das
reducdes observadas no teste quantitativo, o teste qualitativo indicou presenca de Salmonella
em 25 g de amostra mesmo quando foram adotadas 20 inje¢des (Tabela
4).

Para atingir maiores niveis de eficiéncia e estabelecer uma condicio de auséncia de
contaminacdo por Salmonella em 25 g da amostra, sugere-se a utilizacdo de um maior nimero
de injecdes e uma maior reducdo da pressdo interna da cAmara hipobdrica. Neste trabalho, a

pressdo interna da camara foi reduzida para 350 hPa, entretanto Silva et al. (2022) quando
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investigaram a ac@o do ozdnio injetado a baixas pressdes no controle de Sitophilus zeamais em
milho de pipoca reduziram a pressdo interna da camara para 250 hPa. Quanto maior o gradiente
de pressao estabelecido entre o ponto de injecdo de gds ozOnio e o interior da camara hipobdrica,
maiores niveis de concentracdo serdo atingidos no interior da embalagem e consequentemente
maior serd a eficiéncia do tratamento. A grande vantagem do tratamento com inje¢do de 0zOnio
a baixas pressoes se refere a possibilidade de tratar produtos embalados sem manipulagdo. Esta
pode ser uma estratégia de aplicacdo em centros de distribuicio onde os produtos ja se
encontram embalados. Neste contexto, esta estratégia de aplicacdo necessita de mais
investigacdes cientificas para o aprimoramento desta tecnologia na descontaminacao

microbioldégica de condimentos.

4.2.2. Teor de fendlicos totais, capacidade antioxidante pelo método de eliminacao do

radical DPPH* e analises de qualidade

O aumento no teor de fendlicos totais e nos antioxidantes pode ser atribuido a capacidade
que o gis ozOnio tem de quebrar ligacdes covalentes presentes e liberar antioxidantes e
polifen6is de polimeros (OBADI et al., 2018). Os antioxidantes t€ém uma grande importancia
na neutralizacdo dos radicais livres que levam a deterioracio das moléculas biologicas

(BOATENG et al., 2008).

Foi observado um aumento no teor de dgua que pode ser explicado pelo fato de que todo
o gés que foi injetado na camara hipobdrica permaneceu em seu interior, fato que evitou a perda
de umidade dos grios (SILVA et al., 2022). A auséncia de perda de umidade também foi
observada em outros estudos, como no tratamento de feifjdo comum (Phaseolus vulgaris), fejjao-
caupi (Vigna unguiculata L.), milho (Zea mays L.), arroz em casca (Oryza sativa), arroz polido
e milho pipoca (Zea mays everta) tratados com ozonio aplicado em baixas pressoes (SILVA et

al., 2022; SITOE et al., 2023).

Verificou-se um aumento da luminosidade e saturacdo de cor com o aumento do nimero
de injecoes. Enquanto a diferenca de cor registrou uma reduc@o a cada injecio de ozOnio na
camara hipobdrica. Este resultado contraria aos achados na literatura, que indicaram ndo ter
havido alteracdo na diferenca de cor de graos de feifjdo comum, feijao-caupi, miho, arroz em
casca, arroz polido e em milho pipoca embalados e expostos ao gas ozonio (SILVA et al., 2022;
SITOE et al., 2023).
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4.3. Rendimento de extracio e composicdo dos constituintes do déleo essencial de pimenta-

preta ozonizada em fluxo e em baixa pressao

Neste estudo, o processo de hidrodestilacdo com o ultrassom (20 min) como pré-
tratamento, antecedido pela utilizacdo do 0zdnio como agente oxidante, ndo foram suficientes
para promover a quebra das glandulas que contém os 6leos essenciais localizadas no exocarpo

do grio, e consequentemente, ndo favoreceu a liberacdo dos compostos volateis.

O tratamento da pimenta-preta na camara hipobdrica ndo interferiu no rendimento de
extragdo do 6leo essencial, mas alterou a composicdo quimica dos componentes [-pineno e
limoneno. Esta alteracdo pode ter sido causada pelo fato de o ozOnio possuir uma grande
capacidade oxidativa, que contribuiu para a degradacdo dos componentes majoritarios do 6leo
essencial. Ouf e Ali (2021) em seu estudo, observaram um aumento do principal constituinte
biologicamente ativo atribuido as propriedades médicas da flor de camomila e uma degradagdo
por oxidacdo em compostos de baixo peso molecular da hortela-pimenta, apds a exposicdo a 3
ppm de 0zonio por 280 min. Além disso, Zhao e Cranston (1995) apontaram que o tratamento
com 0zOnio em pimenta-preta triturada levou auma pequena oxidacdo dos constituintes volateis
do dleo essencial. O oz6nio influenciou os constituintes volateis do éleo extraido, tendo alterado

cerca de 8,33 % para B-pineno e 3,05 % para limoneno.

Na presente pesquisa, a ozonizacdo em fluxo com umedecimento do gds 0zonio com o
uso da solugdo de cloreto de sédio mostrou-se eficiente, pois evitou a perda de dgua da pimenta-
preta, apresentando desempenho superior tanto na descontaminacdo quanto na preservacao dos
atributos fisicos-quimicos dos graos. Por outro lado, a aplicacdo do ozbnio a baixas pressoes

ndo foi eficiente na inativacdo da Salmonella nos graos de pimenta-preta.
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5. CONCLUSOES

O tratamento da pimenta-preta com gis ozonio reumedecido com solucdo de cloreto de
s6dio em fluxo, por 8 h, demostrou ser a condicio de aplicacio mais eficiente para a
descontaminacdo de pimenta-preta contaminada com Salmonella e para a preservacdo da
qualidade fisico-quimica dos grdos. Nas condicOes testadas, o sistema de injecdo a baixas

pressdes apesar de ter atingido reducdes nas contagens de bactérias, nio atingiu a condicdo de

auséncia de contaminagdo por Salmonella em 25 g de amostra.
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Capitulo II

PRE-TRATAMENTO ULTRASSONICO ASSOCIADO A HIDRODESTILACAO: UMA
ALTERNATIVA PROMISSORA PARA A EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL E SUA
APLICACAO EM AMOSTRAS DE PIMENTA-PRETA OZONIZADAS
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RESUMO

MASSANGO, Handina da Graga Lurdes Langa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto
de 2024. Pré-tratamento ultrassonico associado a hidrodestilacio: uma alternativa
promissora para a extracao do oleo essencial e sua aplicacio em amostras de pimenta-
preta ozonizadas. Orientadora: L[&da Rita D’Antonino Faroni. Coorientadores: Ernandes
Rodrigues de Alencar, Maria Cristina Dantas Vanetti e Alessandra Aparecida Zinato Rodrigues.

O dleo essencial de pimenta-preta (Piper nigrum L.) € um dos componentes que contribui para
o aumento do seu valor no mercado de condimentos e pode ser extraido por diversas técnicas.
O presente trabalho, objetivou otimizar e validar o processo de extracdo do 6leo essencial de
pimenta-preta pela associagdo de técnicas de ultrassom e hidrodestilacio. Na etapa de
otimizagdo foi utilizado um planejamento experimental Doehlert, onde um maior rendimento
do oleo essencial e concentracdo dos seus principais compostos fenolicos (B-pineno e o
limoneno) foram alcangados empregando 60 g de pimenta-preta moida e o tempo de 20 min de
sonica¢do. A identificacdo dos constituintes voldteis do Oleo essencial e a sua quantificagao
foram realizados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e
cromatografia gasosa com detector por ionizacgdo em chama (GC-FID), respectivamente. O
desempenho do método foi avaliado por meio do estudo de seletividade, linearidade, limites de
deteccao (LD), de quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo. O método validado foi aplicado em
amostras de pimenta-preta ozonizadas em fluxo com reumedecimento do gds por uma solu¢do
de cloreto de sédio (40 % m/v) e sem o uso da solu¢do de cloreto de sodio por 24, 48, 72 € 96
H e em amostras controle (sem tratamento). Apds os tratamentos foram avaliados os parametros
de qualidade como teor de fendlicos totais (TFT), capacidade antioxidante (DPPH*), cor, teor
de 4gua, potencial hidrogenidnico (pH) e acidez total titulivel (ATT). Os valores de LD e LQ
para B-pineno e limoneno foram de 0,7 e 2,33 mg L'!, respectivamente. Os coeficientes de
determinacdo (r?/R?) foram superiores a 0,99 e os coeficientes de variagdo <20. No tratamento
com gas ozonio reumedecido com solucdo de cloreto de sédio (40% m/v) o ponto de minimo
para o pH foi de 4,5663 e para a ATT foi de 0,4141, atingidos com 69 e 67 h de ozonizagao,
respectivamente, sem causar alteracdo nos demais parametros estudados nos graos de pimenta-
preta. Contudo, foi observado um aumento significativo no rendimento de extracdo do dleo
essencial. Por sua vez, a ozonizacdo sem o reumedecimento pela solucdo de cloreto de sédio
alterou a concentracio do TFT e do teor de dgua dos grios de pimenta-preta, mas ndo foram
verificadas  diferencas significativas no rendimento de extracdo do Oleo essencial e na
concentracdo de B-pineno e limoneno.

Palavras-chave: Piper nigrum; B-pineno; Limoneno; Hidrodestilagdo; método de extragdo e
matriz de Doehlert
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1. INTRODUCAO

A pimenta-preta (Piper nigrum L.), pertencente a familia Piperaceae, é nativa do Sul
da India e é uma das especiarias mais populares e utiizadas em todo mundo (TURRINTI;
SESTILI; FIMOGNARI, 2020). O aroma forte e a pungéncia da pimenta-preta sao
caracteristicas marcantes atribuidas, principalmente, a piperina e aos Oleos essenciais
(SRINIVASAN, 2007). Devido a sua composicdo quimica, pode ser usada para diferentes
propositos, na dieta humana, na medicina, como conservante, como aromatizante e como agente

de biocontrole (DAMANHOURI, 2014; CHANDRAN et al., 2017).

O d6leo essencial de pimenta-preta tem uma grande importancia na inddstria alimentar,
pois além de agregar valor aos produtos processados, serve como agente ativo para prolongar a
vida util dos alimentos, sem alteracdo das suas caracteristicas iniciais (MELO et al., 2021).
Dentre os compostos majoritarios presentes no Oleo essencial da pimenta-preta destaca-se
Bpmeno e o limoneno (ASHOKKUMAR et al., 2021). Os efeitos terapéuticos do B-pineno e
do limoneno t€m sido extensivamente estudados, comprovando efeitos anti-inflamatorios,
antioxidantes, anticancerigenos, antidiabéticos, anti- hiperal gésicos, antivirais e
gastroprotetores, entre outros efeitos benéficos a saide (VIEIRA et al., 2018; SALEHI et al.,
2019). O limoneno € um dos principais ingredientes dos 6leos essenciais de vdrias plantas, e a
sua atividade antbacteriana ja foi demonstrada em estudos (O’BRYAN et al., 2008;
GAMBINO et al., 2022).

A qualidade do 6leo essencial esté relacionada a sua composi¢do quimica e a escolha de
um método de extracdo adequado € de extrema importancia (DALLA NORA e BORGES,
2017). O método aplicado ndo deve influenciar negativamente a composicdo, evitando a
decomposicdo dos compostos de interesse, a fim de preservar a qualidade do produto final
(DJOUAHRI; BOUDARENE; MEKLATI, 2013) e proporcionar rendimentos maximos
(ULLAH; WILFRED; SHAHARUN, 2019). Assim, o processo de extracdo desempenha um
papel importante tanto no rendimento, quanto na qualidade dos O6leos essenciais,

particularmente devido a sua baixa quantidade nas plantas.

Técnicas como a hidrodestilacdo, destilacdo a vapor e extracdo por solventes sdo o0s
métodos convencionais mais aplicados para a extracdo de dleos essenciais de especiarias
(ROOHINEJAD et al., 2017). A hidrodestilacio tem sido apresentada como o método mais

comum para a extracdo de Oleos essenciais de especiarias e plantas medicinais (ROBERTS et
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al., 2022). No entanto, esse método apresenta desvantagens devido ao longo tempo de extracdo.
Novas abordagens, como extracio assistida por micro-ondas (MARKOVIC et al., 2019),
extracdo com solvente pressurizado (WANG e WELLER, 2006), extracdo com fluido
supercritico (XIONG; CHEN; SHEN, 2019) e extracdo assistida por ultrassom (CHEMAT, et
al., 2017), tém sido estudadas com intuito de melhorar o tempo e possivelmente o rendime nto
de extracdo. Nos ultimos anos, com o desenvolvimento do conceito de ‘‘Quimica verde’’,
técnicas de extracdo verdes e ecologicamente sustentiveis sdo cada vez mais atraentes, que
normalmente sdo caraterizadas por maior taxa de extragdo, menor consumo de tempo e energia,

menor uso de solventes e facil transferéncia de massa e calor (WANG et al., 2018).

O uso do ultrassom como pré-tratamento de 6leos essenciais tem se mostrado como uma
técnica promissora, pois além de contribuir para a diminui¢do do tempo médio de extracdo,
também evita o uso de solventes nas extracdoes (DALLA NORA e BORGES, 2017). A sonicagao
por ultrassom também resulta no aumento da extracio de componentes e extratos mais puros
em menor tempo e temperatura (CHEN er al., 2021). O aumento do rendimento de extracdo se
d4 apds a interacdo das ondas de ultrassom com material vegetal, alterando as suas propriedades
fisicas e quimicas e seu efeito cavitacional facilita a liberacdo de compostos extraiveis
melhorando o transporte de massa com o rompimento das paredes celulares do tecido vegetal
(CHEMAT, et al., 2017). Hashemi et al. (2018) e Morsy (2015) utilizaram o ultrassom como
pré-tratamento seguido de hidrodestilacdo, para a extracdo de dleos essenciais de Aloysia
citriodora Palau em sementes de cardamomo. Para a extracdo de 6leo essencial, a eficiéncia do
processo pode ser afetada significativamente pelos parametros de extragdo. Assim, aotimiza¢ao

de condicOes ideais de extracdo para cada matriz deve ser realizada (CHEN et al., 2021).

Em concordiancia com a Associacdo Europeia de Especiarias (ESA, 2011), dentre
distintos indicadores de qualidade, a contaminacdo microbiolégica, a cor, a composicdo e a
concentracdo do 6leo essencial de especiarias desempenham um papel importante. A aplicagdo
do ozbnio € tida como uma técnica promissora, pois ndo deixa residuos (PANDISELVAM et
al., 2019) e € ecologicamente correta, em compara¢do com outros métodos desenvolvidos para
a descontaminacdo microbioldégica de especiarias (TORLAK; SERT; ULCA, 2013). No
entanto, o ozOnio possui alto poder oxidante (PANDISELVAM et al., 2019) que poderiam
causar a degradacdo dos componentes do 6leo essencial de especiarias quando usado por um

longo periodo e/ou em altas concentragdes.
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Assim, este trabalho objetivou otimizar e validar um método para extracdo de Oleo
essencial de pimenta-preta ozonizada utilizando o pré-tratamento ultrassonico combinado a

hidrodestilacao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem

As amostras de pimenta-preta (Piper nigrum L.) foram adquiridas da empresa Temperat
Indistria e Comércio de Produtos Alimenticios LTDA em Sao Paulo, Brasil. Foram
acondicionadas em sacos de polipropileno trangado e armazenadas a temperatura ambiente até
o inicio das atividades. Os experimentos de ozonizacdo e moagem da pimenta-preta foram
realizados nos Laboratérios de Poés-colheita do Departamento de Engenharia Agricola, a
extracdo do oleo essencial foi feita no Laboratorio de Plantas Medicinais da EPAMIG e as
andlises da composicdo quimica do dleo essencial de pimenta-preta foram feitas no Laborat6rio
de Quimica Analitica Aplicada do Departamento de Quimica da Universidade Federal de

Vicosa.

2.2. Reagentes

O etanol (Sigma-Aldrich, 99,9%, Darmstadt, Alemanha) foi usado como solvente para o
preparo dos padroes analiticos de B-pineno e limoneno (Sigma-Aldrich, 99,9%) e diluicio das
amostras de 6leo essencial de pimenta-preta. A solucdo padrdo de alcanos (C7-C40) (49452U,
Supelco, 99,0%) também foi adquirida da Sigma-Aldrich e usada para a confirmacdo dos
compostos volateis. Para a lavagem do sistema clevenger foi utilizado o pentano (Sigma-
Aldrich). Solugbes de trabalho nas concentragdes apropriadas foram preparadas diretamente das
solugdes estoque dos padrdes e usadas para a construcdo de curvas analiticas do B-pineno e
limoneno. Solu¢des saturadas de cloreto de sodio, 40% m/v, foram usadas no processo de
ozonizacdo das amostras de pimenta-preta. Todas as solucdes padrdo foram armazenadas em

freezer (Consul, modelo 280, Sdo Paulo, Brasil) a temperatura de aproximadamente — 18°C.

2.3. Plane jamento experimental

A extracdo do 6leo essencial de pimenta-preta foi otimizada com o intuito de obter maior

rendimento do 6leo e maiores concentracdes dos compostos fendlicos. Assim, foi empregado
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um planejamento experimental baseado na matriz de Doehlert considerando duas varidveis
(massa da pimenta-preta e o tempo no banho de ultrassom). O planejamento foi realizado
considerando o método stepwise modificado (ANDRADE et al., 2016), onde, os termos nao
significativos foram omitidos na obtencdo de um novo modelo linear multiplo. Na Tabela 1,
X1, X2, Y1 e Y2 representam os valores codificados e reais da massa de pimenta-preta e tempo
de ultrassom, respectivamente. Pré-tratamento 0 min, corresponde ao tratamento controle (sem
exposicdo a ondas ultrassonicas). Foram realizados 7 pré-tratamentos, com 3 repeticdes cada,

totalizando 21 extracdes dos 6leos essenciais.

Tabela 1— Matriz Doehlert com valores codificados e reais dos parametros (massa de pimenta-

preta e tempo de sonicacao).

Parametros
Valores Codificados Valores reais

Xi X2 Yi Y2

-1,0 0,000 20,0 20.0
-0,5 -0,866 40,0 40.0
-0,5 0,866 40,0 0.0
0,0 0,000 60,0 20,0
0,5 -0,866 80,0 40,0
0,5 0,866 80,0 0.0
1,0 0,000 100,0 20.0

Y:= massa de pimenta-preta (g) e Y2 =tempo de sonicacio (min)

Assim, um método utilizando o pré-tratamento ultrassonico combinado com a
hidrodestilagdo foi desenvolvido para a extracdo do Oleo essencial de pimenta-preta. As
extracdes foram realizadas com o uso do aparelho tipo Clevenger, utilizando-se amostras com
massas de 20, 40, 60, 80 e 100 g de pimenta-preta moida. As amostras de pimenta-preta moidas
foram colocadas em um balao volumétrico de fundo redondo com capacidade para 1.000 mL e
adicionadas a 500 mL de dgua destilada. O baldao volumétrico foi colocado em um banho no
aparelho de ultrassom (Quimis model Q335D, Sao Roque, Sao Paulo, Brasil) sob poténcia
ultrassonica constante de 135 W (frequéncia operacional de 40 kHz) e as amostras foram
individualmente submetidas a tr€s diferentes tempos de sonicagdo (0, 20 e 40 min). Apds o
periodo estabelecido, o baldio contendo a mistura era removido e submetido ao método de
hidrodestilagao. O tempo de extragao dos dleos foi de 180 min, onde era contabilizado a partir
do inicio da ebulicio da mistura (4gua + pimenta-preta). Este tempo foi baseado em testes

preliminares e estudos da literatura (TRAN et al., 2019).
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Ap6s o processo de extragdo, o Oleo essencial de pimenta-preta era coletado, calculado
o seu rendimento e armazenado a uma temperatura de 8 °C. O rendimento do Oleo essencial
extraido foi realizado pela pesagem das amostras em balanga analitica com precisao de 0.001
g. O cédlculo do rendimento de extracdo foi realizado conforme a Equacdo 1, onde os resultados
foram expressos em porcentagem de 6leo essencial em relacdo a matéria seca do produto (% m.

s). Em que OE — 6leo essencial.

tidade de OE obtid
Quantidade de obtida (g) )XlOO (Eq.1)

Rendimento do OE de pimenta-preta (%)= <Quanti dade de pimenta-preta (g)

2.4. Identificacao dos componentes quimicos (perfil do éleo essencial)

A identificacdo e o teor dos constituintes voldteis do 6leo essencial de pimenta-preta
foram realizados em um cromatégrafo a gis acoplado ao espectrometro de massas tipo
quadrupolo (GCMS-QP2010) da Shimadzu (Kyoto, Japdao), com um sistema de inje¢ao
automdtica (AOC-20i, Kyoto, Japao). As condicdes analiticas otimizadas para a separagdo
cromatografica dos analitos incluiram uma coluna capilar (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, SHRtx-
SMS) com fase estaciondria composta por 5% de fenila e 95% de dimetil polissiloxano e hélio
como gas de arraste com pureza de 99,999% (White Martins, Rio de Janeiro, Brasil) com fluxo

de 1,17 mL min!.

A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C, com um aumento de 3 °C min"! até 150
°C, mantida por 10 min, e aquecida novamente a uma taxa de 20 °C min"! até atingir temperatura
maxima de 260 °C, permanecendo por 10 min. O tempo total de andlise foi de 59,83 min. A
temperatura do injetor foi mantida a 220 °C, da interface no detector a 300 °C e nas fontes de
ionizacdo a 230 °C. Um volume de 1 pL de amostra diuida em etanol foi injetado no
cromatdgrafo, usando arazio de split de 1:100. O espectrdometro de massa foi operado no modo

SCAN, onde os espectros de massas foram obtidos por impacto de elétrons a 70 eV, com
varredura de 35 a 500 (m/z).

A identificacdo dos analitos foi realizada por meio da comparacdo dos indices de
retencdo (IR) obtidos pela injecdo de padrdes de hidrocarbonetos (C7a Cao),com banco de dados
do equipamento (biblioteca NIST-14) e com dados de literatura (ADAMS, 2007). O percentual
relativo de cada composto foi calculado através da razio entre a drea cada pico e a drea total de

todos os constituintes da amostra.



2.5. Quantificacdo dos componentes majoritarios

Os compostos majoritdrios do 6leo essencial de pimenta-preta foram quantificados
usando um cromatégrafo a gis (Shimadzu, modelo GC-2014), equipado com um detector de
ionizacdo de chama (GC-FID). Foram utilizadas as seguintes condigdes: coluna capilar DB-5
de 30 m, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e espessura de filme de 0,25
pum (DB-5, Shimadzu, Japao), onde a temperatura inicial do forno foi 45 °C (2 min), com
aumento de 30 °C min'! até 260 °C. A temperatura do injetor foi ajustada para 240 °C e do
detector para 280 °C.

O nitrogénio (Air Products, 99,999 %, Brasil) foi usado como gis de arraste com fluxo
de 1,3 mL min'!, com razio de split de 1:50 e tempo total de execu¢do de 13,83 min. Para o
processo de otimizagdo, as amostras dos Oleos essenciais foram diluidas por 1000 vezes no
solvente etanol. Os compostos foram identificados comparando os tempos de retencdo dos picos
obtidos para os extratos das amostras com os dos padrdes. A concentracio do B-pineno e
limoneno foi obtida por GC-FID a partir das curvas analiticas de cada analito. A curva analitica
de B-pineno e limoneno foi construida utilizando-se concentracdes de ambos compostos, que

variaram de 10 a 200 mg L.

2.6. Validacao do método para a quantificacdo dos componentes majoritarios

Apos a etapa de otimizacdo, as melhores condigdes alcancadas para extracdo do Oleo
essencial de pimenta-preta foram utilizadas para validar o método proposto. A validagao da
analise de B-pineno e limoneno pela associacdo das técnicas de ultrassom e hidrodestilagdo e
andlise por GC-FID foi baseada nos seguintes parametros analiticos: seletividade, linearidade,
limite de deteccao (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo (intra e inter-dia) e comparacao
de métodos de detecgdo. O método validado buscou atender aos critérios estabelecidos pelos
orgdos regulamentadores: Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria, Resolucdo RDC n® 166/17
(ANVISA, 2017) e International Conference on Harmonization (ICH, 2022).

Para avaliar a linearidade do método, construiu-se uma curva analitica com oito niveis
de concentragdo dos padrdes analiticos em estudo, utilizando o intervalo entre 10 - 200 mg L
para os compostos B-pineno e limoneno. Apds a andlise cromatogrdfica dos extratos foram

construidas curvas analiticas, relacionando as &4reas dos analitos com as concentragdes
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mencionadas. Os limites de detec¢ao (LD) e de quantificacdo (LQ) do método proposto foram
determmados pela relagdo smalruido. Assim, amostras do Oleo essencial de pimenta-preta
foram diluidas de modo que a concentracdo proporcionasse um sinal superior ao ruido da linha
de base em 3 e 10 vezes, que foram estabelecidos como limite de detec¢do e de quantificacao,

respectivamente.

A precisio do método foi avaliada em termos de repetibilidade (precisdo intra-dia) e
precisdo intermedidria (precisdo inter-dias), determinando o coeficiente de variagdo (CV%).
Para a realizacdo dos ensaios de repetibilidade, amostras do 6leo essencial de pimenta-preta
foram extraidas pelo método proposto e analisadas pelo mesmo analista sob as mesmas
condi¢des de trabalho. Os ensaios foram feitos em quintuplicatas com tr€s concentragdes
distintas. Para tal, o 6leo foi diluido com etanol nas proporgdes de 1.000, 2.000 e 2.500 vezes e
as andlises realizadas no mesmo dia. J4 a precisdao intermedidria foi realizada em 3 dias
consecutivos, usando 5 replicatas da mesma concentracdo, onde as amostras de 6leo essencial

foram diluidas 2.000 vezes (n = 15).

2.7. Aplicacao do método validado em amostras de pimenta-preta ozonizadas

A fim de verificar o efeito da aplicacdo do gds ozonio (O3)nos graos de pimenta-preta,
a qualidade do Oleo essencial extraido e seu rendimento foram avaliados utllizando o pré-
tratamento ultrassonico combinado com a hidrodestilagdo. Para a ozonizacdo dos graos de
pimenta-preta em fluxo, foi utilizada uma coluna cilindrica construida em PVC com 0,5 metros
de comprimento e 0,15 metros de didmetro. Para sustentacdo dos grdos no interior do cilindro e
promover a distribuicdo uniforme do gis ozonio uma tela metdlica foi instalada na altura de
0,10 m do fundo do protétipo para a formacdo de um plenum. Uma massa de 1,5 kg de pimenta-
preta foi exposta ao gds O3 a uma concentragdo de 16 mg L-! e vazio volumétrica de 0,5 L min-
I determinados em testes preliminares. Foi aplicado gis ozonio reumedecido e sem
reumedecimento com solugdo de cloreto de sdédio 40 % m/v aos graos por 24, 48, 72 ¢ 96 h. O
mtuito de reumedecer o gis 0zonio com a solucdo de cloreto de so6dio era aumentar a umidade

relativa do gas e consequentemente aumentar as suas taxas de reacgao.
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O ozonio foi obtido pela técnica de descarga de corona, utilizando um gerador portatil
modelo 0&L 3.0 RM (Ozone & Life, Sao José dos Campos, SP, Brasil) alimentado por um
ciindro de oxigénio industrial O ozdnio gerado foi quantificado pelo método iodométrico
descrito por Rakness et al. (1996), que consistiu no borbulhamento do ozonio gerado em frasco
Erlenmeyer contendo 50 mL da solucdo de iodeto de potassio 2% e titulado com uma solugdo

padronizada de tiossulfato de sodio (0,1 € 0,01 mol L1).

Ap6s os diferentes periodos de exposicdo ao gas ozOnio, amostras de pimenta-preta
ozonizadas, juntamente com as amostras controle (ndo expostas ao gds 0zonio) eram recolhidas,
moidas em liquidificador (Oster-liquidificador, modelo OLIQ601) e armazenadas em ambiente
refrigerado com temperatura de 5 °C e umidade relativa de 87%. Posteriormente, o Oleo
essencial foi extraido das amostras utilizando o método proposto e analisado por GC-FID. Todas

as andlises foram realizadas em triplicatas.

2.8. Analise dos compostos bioativos dos grios de pimenta-preta

2.8.1. Preparo dos extratos de pimenta-preta

Foram pesados e identificados 1 g de cada amostra de pimenta-preta triturada e
adicionados 20 mL de uma solu¢do extratora que continha metanol, dgua e acido acético nas
proporcdes de 70,30 e 5 v/v. A mistura foi agitada em um shaker orbital (Shaker SL. — 222) por
20 minutos a 240 rpm. Em seguida a mistura foi centrifugada a 2.000 rpm por 20 minutos a 25
°C em uma centrifuga para tubos (modelo: 0222TM?2, QUIMIS aparelhos cientificos LTDA,
Diadema — Sao Paulo — Brasil). O sobrenadante foi reservado em tubos falcon para andlises

posteriores.
2.8.2. Determinaciao do contetddo fenélico total

Os compostos fendlicos totais foram mensurados pelo método colorimétrico Folin-
Ciocalteu descrito por Singleton e Rossi (1965), com pequenas modificacdes. Um volume de
0,6 mL de extrato de cada amostra foi adicionado a 3 mL do reagente Foli-Ciocalteu (1:5) e 2,4
mL de carbonato de sédio (7,5 %). A absorbancia foi lida a 760 nm, em um espectrofotometro
(Femto-Cirrus 80 ST), ap6s incubacdo no escuro por 60 min. Todas as reacdes foram realizadas
em triplicata. Os resultados foram expressos em mg de dcido gilico/100 g da amostra (mg EAG
100 g'! da amostra).



EAG X 100

TFT (mg de 4cido gélico 100 g-'da amostra)= D.extrato
.€X

Em que:

EAG —equivalente em é4cido gilico (obtido através da curva padrio)
2.8.3. Determinacao da atividade antioxidante (DPPH*)

A atividade de antioxidante foi determmada pelo método de eliminagdo de radicais DPPH*
(2.2-difenil- 1-picrilhidrazil) utilizando a metodologia descrita por Brand-Williams et al.,
(1995), com modificagdes. Uma aliquota de 150 pL da amostra foi adicionada a 5.850 mL da
solucdo de uso de DPPH*. Apés 15 min de incubagdo no escuro, as absorbancias foram lidas
em espectrofotdmetro (Femto Cirrus 80 ST), em um cumprimento de onda de 515 nm. As
andlises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em pM de Trolox
Equivalente por grama da amostra (uM de TE g! da amostra) e a atividade antioxidante foi

calculada usando a Equacgdo 2.

DPPH (uM de TE g 'da amostra)=

Peso da amostra (g)

2.9. Acidez titulavel e potencial hidrogenionico

Foram pesados 5 g de grdos de pimenta-preta, acrescentado 50 mL de dgua destilada e
deixada de repouso por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, foram descartados os graos
e a solucdo resultante usada para as andlises subsequentes. A acidez titulavel dos graos foi
determinada por titulacio com solucdo padronizada de hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1 M e o
potencial hidrogenionico foi medido com um pHmetro de bancada (HANNA, modelo FT-P21),
segundo normas do Instituto Adolfo Lutz (LIMA, 1941).

2.10. Teor de agua

O teor de dgua das amostras de pimenta-preta foi determinado pelo método gravimétrico,
conforme referenciado pela Association of Official Analytical Chemist, método 925.10
(AOAC, 2022).
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[X]Trolox (umol) X Volme total do extrato mL  (Eq.2)
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2.11. Parametros de cor

A andlise de cor das amostras de pimenta-preta foi realizada utilizando um colorime tro
(modelo CR — 410, Konica Minolta, Osaka, Japdo), os parametros L*, a* e b* foram
determinados. Depois de calibrado, a cor foi medida em vérios locais diferentes de cada amostra.
A diferenca de cor (AE*) e o croma (C*) foram calculados com base nas Equacdes 3 e 4,

respectivamente.

AE* = (L= Ly)2 + (a* —a})? + (b* — b3)? (Eq. 3)
o=arr? (Eq. 4)

2.12. Analises estatisticas

Os dados experimentais do rendimento do dleo essencial, andlise dos compostos
bioativos, a acidez titulivel, o pH, o teor de dgua, e os parametros de cor foram submetidos a
andlise de varidncia (ANOVA) conjunta e foi aplicado o teste de Tukey a 5 % (SAEG 9.1) para
as médias. Os valores obtidos pelas curvas analiticas foram submetidos a ANOVA e andlide de
regressdo e os modelos foram selecionados de acordo com a significAncia dos coeficientes de
regressdo, utilizando-se o teste “t” de Student a 5 % de probabilidade e pelo coeficiente de
determinacdo (r? ou R?). Para avaliar a relacdo entre o tratamento os pardmetros de qualidade

dos graos de pimenta-preta, uma andlise de correlacio de Pearson foi usada.

Com auxilio do software Statistica®, os coeficientes da equacdo foram obtidos pelo
modelo de regressdo multipla dos dados experimentais usando uma variacdo da selecdo das

varidveis utilizando o método stepwise (ANDRADE et al., 2016).



3. RESULTADOS
3.1. Otimiza¢do da extracao do dleo essencial de pimenta-preta

Na Tabela 2 estdo ilustrados os resultados da otimizacdo do processo de extracao do dleo
essencial de pimenta-preta pela associacdo das técnicas de ultrassom e hidrodestilacdo e andlise
por GC-FID. Foi utilizado um planejamento de experimentos baseado na matriz Doehlert, a fim
de investigar os efeitos dos parametros (massa de pimenta-preta e tempo de ultrassom) sobre o
rendimento do 6leo essencial e das concentragcdes dos compostos majoritarios [-pineno e
limoneno. A matriz Doehlert com as varidveis codificados, varidveis reais € respostas

experimentais sao ilustrados na Tabela 2.

Tabela 2- Efeito do tempo de ultrassom e massa da pimenta-preta no rendimento do 6leo

essencial e concentracdo de B-pineno e limoneno.
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Parametros Respostas experimentais
Rn° Exp. Variaveis codificadas Variaveis reais Rendimento f-pineno Limoneno
do éleo

X1 X2 M T (%) (gL)* (gLhH*
1 -1,0 0,000 20,0 20,0 1,27 95,58 88,53
2 -1,0 0,000 20,0 20,0 1,42 99,40 96,20

3 -1,0 0,000 20,0 20,0 1,13 125,63 107,77

4 -0,5 0,866 40,0 40,0 0,98 103,13 115,99
5 -0,5 0,866 40,0 40,0 1,06 103,66 82,83

6 -0,5 0,866 40,0 40,0 1,06 124,61 100,89
7 -0,5 0,866 40,0 0,0 0.81 119,47 96,62
8 -0,5 0,866 40,0 0,0 0,92 95,15 87,92
9 -0,5 0,866 40,0 0,0 1,05 101,85 86,22
10 0,0 0,000 60,0 20,0 1,08 109,16 83,00
11 0,0 0,000 60,0 20,0 1.32 118,75 93,10
12 0,0 0,000 60,0 20,0 1,13 124,70 95,82
13 0,5 0,866 80,0 40,0 1,03 125,35 93,68
14 0,5 0,866 80,0 40,0 0,93 94,59 81,03

15 0,5 0,866 80,0 40,0 1,07 133,40 103,97
16 0,5 0,866 80,0 0,0 1,15 123,32 92,42
17 0,5 0,866 80,0 0,0 1,19 112,27 90,04
18 0,5 0,866 80,0 0,0 1,22 108,48 98,61

19 1,0 0,000 100,0 20,0 0,57 132,83 133,56

20 1,0 0,000 100,0 20,0 0.66 112,27 113,07
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21 1,0 0,000 100,0 20,0 0,63 113,23 122,84

M e x1 se referem a massa de pimenta-preta e T e X2, ao tempo de ultrassom, das varidveis reais e codificadas,
respectivamente; * concentragido do -pineno e limoneno presente no dleo.

A concentracdo de B-pineno foi influenciada pelo termo constante, termos lineares e
quadraticos da massa da pimenta-preta e pelo termo de interacdo entre as duas varidveis, com
desvio padrdo de 6,9 mg L-!. Para massas maiores, houve uma maior concentragdo do fB-pineno.
Essa avaliagao foi apresentada na forma de um modelo de Boltzmann (Figura 1). Observou-se
que os grupos apresentaram diferengas significativas (p < 0,05), podendo se afirmar que os dois
grupos apresentaram comportamentos distintos entre si. Essa quase descontinuidade observada
na massa pode estar associada a algum aspecto relacionado com o fluxo de vapor dentro do
extrator. A partir de uma certa quantidade, o proprio material auxiliou na homogeneizacdo e
extracdo. O modelo miiltiplo linear ndo foi capaz de identificar esse padrdo de comportamento,
uma vez que € baseado apenas no comportamento linear e quadritico, enquanto o modelo

necessdrio nao pode ser aproximado por nenhum dos dois.
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Figura 1. Comportamento de -pineno em funcfo da massa de pimenta-preta

Para massas menores ou iguais a 40 g, ndo houve influéncia do tempo de ultrassom (P
> 0,05). Por outro lado, para massas maiores, foi observado um efeito pouco significativo (R?
= 0,555 e P = 0,098), de diminui¢cdo da concentracio com o tempo de ultrassom. Devido a

dispersdao observada nas concentracdes de limoneno, ndo foi possivel identificar nenhuma



correlacdo com termos associados a massa de pimenta-preta ou ao tempo de ultrassom. A Figura
3, mostra que o modelo quadratico para a massa de pimenta-preta ndo apresentou diferenga

significativa (P > 0,05) em relacdo ao erro, de acordo com a andlise de varidncia do modelo.
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Figura 2. Comportamento da concentracdo de B-pineno em funcdo do tempo no banho de
ultrassom (M: massa de pimenta-preta maior que 40 g; [J: massa de pimenta-preta igual ou

menor que 40 g), determinado pelo modelo linear ponderado.
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Figura 3. Comportamento da concentragdo de limoneno em fun¢do da massa de pimenta-preta.

Assim, acondicdo 6tima encontrada para se obter um maior rendimento do 6leo essencial e
maior concentracdo de limoneno e B-pineno foram alcangadas empregando 60 g de pimenta-preta

moida e o tempo de 20 min de sonicagio.
3.2. Rendimento de extracio do dleo essencial de pimenta-preta

Os dados referentes ao rendimento (Tabela 3) mostram que, para a 0zonizagdo com 0O UsO
da solucdo de cloreto de s6dio, houve um aumento médio de 0,0035 % para cada hora de
exposicdo dos graos de pimenta-preta ao ozOnio. Para a ozonizacdo sem a solu¢do salina, ndo

foram verificadas diferencas significativas durante a exposi¢cdo dos grios ao 0zonio.

Tabela 3 — Equagdes de regressao ajustadas de rendimento, B-pineno e limoneno em funcdo do

tempo para os respectivos tratamentos e coeficientes de determinagdo (r?/R?).

Tratamento Variavel Modelo Equacoes ajustadas r2/R?
Ozonizagdo  Rendimento B- Linear Y =0,7693 + 0,0035*T 0,8653
com solugdo  pineno ¥ =129,02 )
salina Limoneno _
Raiz Y =97,279 — 9,1594* T2 + 1,4008**T 0,82251
quadrada
Ozonizacio  Rendimento B- Y=1,04 -
sem solucdio  pineno o _ )
salina Limoneno 3_{ 122,21
Y =100,04 -

** Significativo a 1 % de probabilidade pelo teste t, * significativo a5 % de probabilidade pelo teste.

3.3. Identificacio dos compostos majoritarios

A andlise cromatografica mostrou a presenca de 8 constituintes do dleo essencial de
pimenta-preta  (Tabela 4). As principais classes detectadas foram monoterpenos e
sesquiterpenos, com os principais monoterpenos compreendendo, limoneno e f-pineno, e o
principal sesquiterpeno o B-cariofileno. Devido as suas importantes atividades bioldgicas (CAI
et al., 2019; SALEEM et al., 2022), os compostos majoritarios [-pineno e limoneno foram

escolhidos para dar continuidade aos estudos.
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Tabela 4 — Composicdo quimica e porcentagem relativa dos compostos identificados no 6leo
essencial de pimenta-preta por meio da andlise por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC-MS).

Nimero Compostos TR (min) ILRcalculado ILRtabelado Area relativa (%)
a-pineno 6,9 933 932 4,18

2 Sabineno 6,9 972 969 7,49

3 B-pineno 6,9 974 974 11,04

4 Limoneno 10,6 1026 1024 14,37

5 A-copaeno 24,1 1375 1374 5,4

6 B-cariofileno 28,4 1419 1417 53,37

7 a-humuleno 28,4 1453 1452 2,43

8 Y-bisaboleno 32,5 1522 1528 1,73

RT - Tempo de reten¢do (min); ILR carcutado - Indice de retencdo linear calculado; ILRtabelado - Indice de retengdo
linear tabelado (ADAMS, 2007).

3.4. Validacao do método analitico
3.4.1. Seletividade

Uma das formas de se avaliar a seletividade quando os compostos a serem avaliados ja
fazem parte da matriz estudada é avaliacdo das amostras com detectores modernos como 0s
espectrometros de massas, que comparam o espectro do pico obtido na separagdo com o de um
padrdo e utiliza-se isto como uma indicagdo da presenca do composto puro (RIBANI et al,
2004). Desta forma, na Figura 4 estdo ilustrados os espectros de massa do B-pineno e limoneno
presentes nos padrdes analiticos e nas amostras de 6leo essencial de pimenta-preta. Pode se
observar nos espectros de massa uma coincidéncia dos picos entre os padrdes, amostra € 0s

dados disponiveis na biblioteca NIST 14, confirmando a seletividade do método.
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Figura 4. Espectros de massa obtidos através de amostras padrdo de -pineno e limoneno, dleo
essencial de pimenta-preta e dados obtidos na biblioteca Nist 14.

Fonte: A autora, 2024.



3.5. Limites de deteccao e quantificacado do método e linearidade

Ap6s as andlises cromatogréficas por GC-FID, o valor do limite de detec¢dao encontrado
para B-pineno e limoneno foi de 0,7 mg L' e o limite de quantifica¢do foi de 2,33 mg L'! (Tabela
3). A linearidade foi avaliada pelos coeficientes de determina¢do (r?) obtidos pela regressao
linear e pelos residuos das curvas analiticas. A curvas foram significativas (p <0,0001) para os
modelos lineares y =207,13x + 74,63 (B-pineno) e y = 213,8x — 755,0 (limoneno) (Figuras 5 e
6), respectivamente. O método apresentou linearidade de resposta adequada nos intervalos de
concentra¢do avaliada e coeficiente de determinacdo (r?)igual a 0,9994 ¢ 0,9985 para B-pineno

e limoneno, respectivamente.

Figura 5 — Curva analitica da resposta cromatografica em funcdo da concentracdo de B-pineno
em mg L.
Fonte: A autora, 2024.

70



71

Figura 6 — Curva analitica da resposta cromatogriafica em fun¢do da concentracdo de
limoneno em mg L.
Fonte: A autora, 2024.

3.6. Precisao do método

A precisdo intra-dia apresentou coeficiente de variagdo de 14,30 % para o B-pineno e 13,74
para o limoneno (Tabela 5). Enquanto a precisdo interdidria apresentou coeficientes de variagcao
de 13,15 e 14,87 % para B-pineno e limoneno (Tabela 5), respectivamente, indicando boa
precisdo interdidria dos dados. Em amostras complexas, coeficientes de variagdo de até 20 %

sdo geralmente aceitdveis, o que significa que este estudo demonstrou boa repetibilidade dos
dados (ANVISA, 2017).

Tabela S. Parametros de validacdo do método de extracdo do dleo essencial de pimenta-preta:
equacdes de regressdo, coeficientes de determinagdo, intervalo linear (mg L), limites de
detec¢do e quantificagdo, nivel de diluicdo, concentragdo (mg L-!) e coeficiente de variagdo

intra e inter-dia.

Composto linear ND (%)
R? (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
mg L!
y =
B-pineno 207,13x+ 10-200 0,7/2,331000 30991,82 19,39
74,63
0,9994 2000 18632,38 13,97 18131,42 13,05

2500 16151,04 18.27
. y=213,8x —
Limoneno 10-200 0,7/2,331000 28731,26 19,86
755,05
0,9985 2000 14890,2 7,83 15003,58 8,14
2500 13684,86 18,82
R? = coeficiente de determina¢do; DP= desvio padrdo; LD = limites de detec¢do; LQ= limite de quantifica¢io;
ND = nivel de diluicio, CV= coeficiente de variacdo e n= nimero de replicatas.

3.7. Comparacao de métodos de deteccao

Amostras de dleo essencial de pimenta-preta foram diluidas 2.000 vezes e injetadas no
GC-FID e GC-MS. Nao foi observada diferenca significativa entre os diferentes métodos de
detecgdo para B-pineno com médias de 90,24 e 89,84 mg L' para GC-FID e GC-MS,
respectivamente. Contudo houve diferenca significativa para o limoneno pelo teste Tukey, cuja

maior média (66,11 mg L) foi verificada para GC-FID.



3.8. Avaliacao da qualidade dos 6leos extraidos de amostras ozonizadas (aplicacao do

método)

Na Tabela 6 estdo ilustrados os valores médios do rendimento de extragcdo, concentragao
de B-pineno e limoneno, extraidos das amostras de pimenta-preta tratadas com 0zOnio nos
diferentes tempos de exposicdo (24, 48, 72 e 96 h) com e sem reumedecimento em solucdo de
cloreto de sédio. Foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras
ozonizadas com solu¢do de cloreto de s6dio e sem a solugdo por 24 h, para todas as varidveis
estudadas. Quando as amostras de pimenta-preta foram ozonizadas por 96 h com e sem solu¢cao
de cloreto de sddio, verificaram-se diferencas estatisticas (p < 0,05) nas concentracdes de
Bpineno e limoneno (Tabela 6). Nos demais tempos de ozonizagdo ndo foram verificadas

diferencas significativas entre os tratamentos nas varidveis estudas.

Tabela 6. Valores médios do rendimento dos dleos, concentragdo de B-pineno e limoneno para
as respectivas combinacdes de tratamento e tempos de ozonizacdo das amostras de Oleo

essencial de pimenta-preta.

Tempo de Rendimento Concentragdo de B-pineno Concentragfo de
exposicdo ao (mgL™) Limoneno (mg L")
ozdnio (h) —

Com solucdo deSem Com Sem Com Sem

NaCl solugdo de  solucdo de  solugdo de  solugdo de  solucdo de

NaCl NaCl NaCl NaCl NaCl

0 (controle) 0,78 a 0,78 a 131,63 a 129,59 a 98,47 a 97,24 a
24 0,88 b 1,36 a 94,19b 145,85 a 81,33b 118,01 a
48 0,85a 1,003 a 121,48 a 92,78 a 97,29 a 74,73 a
72 1,07 a 1,01a 158,85 a 137,93 a 137,25 a 115,79 a
96 I,L11a 1,04 a 138,98 a 104,89 b 132,44 a 94,42 b

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na linha para cada varidvel ndo diferem entre si ao nivel
de 5 % de probabilidade pelo teste de Tukey.

3.9. Compostos bioativos e analises de qualidade da pimenta-preta

O efeito dos tempos de exposicdo da pimenta-preta ao 0zOnio com € sem
reumedecimento em solucdo de cloreto de s6dio para o teor de fendlicos totais (mg de éacido
gélico 100 g'! da amostra), antioxidantes pelo método de sequestro do radical DPPH*, teor de
agua, potencial hidrogenionico, acidez tituldvel total e cor (L*, AE* e C*)podem ser verificados

na Tabela 7. As varidveis em que o tratamento ndo apresentou efeito significativo foram
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descritas pela média geral. Para a pimenta-preta exposta ao gis ozonio reumedecido com uma
solucdo de cloreto de s6dio 40 % m/v foi observado efeito quadratico para o potencial
hidrogenidnico e acidez titulivel. Nas demais varidveis o tratamento com ozonio reumedecido
com uma solucio de cloreto de sédio a 40 % m/v ndo apresentou efeitos significativos pelo teste
t. Por outro lado, foi observado efeito quadritico para o teor de fendlicos totais (mg de 4cido

gilico 100 g'! da amostra), raiz quadrada para o teor de dgua e efeito ndo significativo para as

demais variaveis.

O tratamento com ozdnio em fluxo com o uso de solucdo de cloreto de sédio afetou
significativamente (p < 0,05) o potencial hidrogenidonico, tendo sido observado um valor de
4,5663 quando foi atingido o ponto de minimo de 69 horas. Enquanto, a acidez titulivel total
apresentou um valor de 0,4141 quando o ponto de minimo foi de 67 horas de ozonizagdo. Por
sua vez, na ozonizacdo da pimenta-preta sem o uso da solucdo de cloreto de sédio o teor de
fendlicos totais e o teor de dgua, apresentaram valores de 1713,2872 mg de 4cido gilico 100 g!
da amostra e 6,0294 % nos pontos de minimo de 1,1184 e 137,4006 horas de ozonizacio,

respectivamente.

Tabela 7 — Equacdes de regressdo ajustadas de teor de fendlicos totais (TFT), antioxidantes
pelo método DPPH*, teor de dgua, potencial hidrogenionico (pH), acidez total titulavel (ATT),
luminosidade de cor (L*), diferenca de cor (AE*) e saturagdo de cor (C*) em fungdo do tempo

de exposi¢do (te) para os respectivos tratamentos e os coeficientes de determinagdo (r>/R?).

Tratamentos  Varidveis Modelo Equagdes ajustadas r’/R?
TFT - Y =1875,82 -
DPPH - Y =34,97 -
Teor de dgua - Y =9,85 -
Ozonizagio  PH Quadrdtico Y =5,0424 - 0,0138°te + 0,0001°te? 0,8673
com Sﬁ‘:@ﬁo ATT Quadriatico Y =0,1896 + 0,0067*te — 0,00005*te? 0,9640
salina
L - Y =48,4160 -
AE - Y =3,5307 -
C - Y =1,5793 -
TFT Quadritico Y =1702,212 + 6,6019%te + 2,9514%te> 0,7623
DPPH - Y =32,6987 -
Ozonizagd0  Teor de dgua  Raiz quadrada Y =9,5295 —0,3119*te!’? + 0,0133°te 0,9661
sem solucao _
salina pH - Y =4,9533 ;
ATT - Y =0,2473 -

L - Y =49,7660 -
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AE - Y =2,8607 -

C - Y =1,6147 -
* significativo a 5 % de probabilidade pelo teste t, © significativo a 10 % de probabilidade pelo teste t, °
significativo a 15 % de probabilidade pelo teste t.

Foi possivel estabelecer uma andlise de correlacdo de Pearson entre os parametros de
qualidade dos graos de pimenta-preta expostos ao gas ozonio umedecido com uma solu¢do de
cloreto de sédio a 40% m/v e ao gds 0zonio nao umedecido (Tabela 8). Existe uma correlagdo
positiva entre o teor de fendlicos totais e os antioxidantes pelo método de sequestro do radical
DPPH (0,547), DPPH* e pH (0,736) e teor de dgua e acidez tituldvel (0,571), para as amostras
de pimenta-preta ozonizadas com o uso da solucdo de cloreto de sédio a 40% m/v para o

umedecimento do gas.

Contudo, nas mesmas amostras de pimenta-preta, foi verificada uma correlagdo negativa
entre teor de fendlicos totais e teor de dgua (-0,656), antioxidantes pelo método do sequestro do
radical DPPH e teor de dgua (-0,552) e entre teor de dgua e pH (-0,543). Por outro lado, nas
amostras de pimenta-preta expostas ao gias ozonio que nio foi reumedecido foi observada
correlacdo positiva entre os antioxidantes pelo método de sequestro do radical DPPH e pH
(0,580) e teor de fendlicos totais e acidez tituldvel. Correlacdo negativa foi verificada entre pH
e acidez titulivel (-0,557) e entre pH e luminosidade de cor (-0,663). Nao foi verificada

correlacdo significativa para as demias varidveis nos dois tratamentos avaliados.

Tabela 8. Matriz de correlacio de Pearson entre os parametros de qualidade dos graos de

pimenta-preta ozonizado em fluxo com e sem o uso da solu¢do de cloreto de s6dio 40% m/v

Trata Varidvel TFT DPPH  Teorde pH ATT L AE C
ment dgua (%) (%)
0
ogon TFT 1,000 0,547 -0,656* 0,422  -0294 -0266 -0,173 0,172
aca DPPH 1,000  -0,552*  0,736* -0,397 -0,399 -0,034  -0,166
o Teor de
o dgua (%) 1,000  -0,543* 0,571* 0,130 0,418 0,023
o pH 1,000 -0,306 -0,413 -0,451 -0,328
SOUE ATT (%) 1,000 0,279 0,098 0,163
SZﬁn L 1,000 0,100  -0,109
L AE 1,000 -0,050
C 1,000
?Zzo‘; TFT 1,000 0,045  -0,298 0,066 0,614* -0,142 -0,310 -0,209
09 DPPH 1,000 0,126 0,580* 0210 0300 -0,048 -0,019
Teor de
SS:E dgua 1,000 0,039  -0,389 -0,149 -0,083 0,091
¢ pH 1,000  -0,557* -0,663* 0,086 -0,565%

a0 ATT 1,000 0,384 0,025 -0,416



salin L
a AE
C

1,000

0,314
1,000

-0,451
-0,297
1,000

* Significativo a 5% de probabilidade
! Expresso em mg de 4cido galico 100 g™! da amostra

2 Expresso em pM de Trolox
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4. DISCUSSAO

4.1. Identificacdo dos componentes majoritarios

O B-pineno e o limoneno constituem 25,41% dos componentes majoritarios das amostras
de 6leo essencial de pimenta-preta estudado. Estes resultados estdo em parcial concordancia
com as descobertas de pesquisas anteriores sobre a composi¢cdo quimica dos dleos essenciais de
pimenta-preta. Em pesquisas realizadas por Milenkovi¢ et al. (2024), foi verificado que o f-
pineno e o limoneno constituiam 27,4% do 6leo essencial apds 15 minutos de hidrodestilagao,
resultados que estdo em concordancia com os obtidos em nosso estudo. Enquanto, Bhatia er al.
(2024) relataram a presenca de B-cariofileno, limoneno, B-felandreno, pineno, copaeno e a-

humuleno em 6leo essencial de pimenta-preta.

Por sua vez, Milenkovi¢ e Stanojevic (2021) ao estudarem a composi¢do quimica e
atividade biol6gica da pimenta-preta, observaram que f-cariofileno, limoneno e -pineno eram
os componentes mais abundantes do 6leo essencial de pimenta-preta por eles estudado. Estudos
realizados por Wang et al. (2019) demonstraram que 2 das 4 amostras de 6leo essencial de
pimenta-preta produzida em 4 paises (India, Brasil, Sri Lanka e China), continham J-
cariofileno. Os mesmos autores relataram que a pimenta-preta produzida no Brasil continha

quantidades relativamente maiores de B-cariofileno.

Por outro lado, Tran et al. (2019) quando estudavam o processo de extragdo e andlise de
componentes majoritirios em Oleos essenciais de sementes de pimenta-preta colhidas na
provincia de Gia Lai, Vietnam, descobriram que o 6leo era constituido majoritariamente por 3-
careno, D-limoneno, B-cariofileno e B-pineno. As mudangas no conteido dos dleos essenciais
podem ser devidas a fatores genéticos, origem geografica, condigdes climiticas, sazonalidade e
ao uso de diferentes métodos de extracdo do 6leo (BURT, 2004; BHATIA et al., 2024). Além
disso, o intervalo entre acolheita da matéria-prima e a extracdo do 6leo essencial desempenham

um papel fundamental na composicdo quimica do 6leo (BHATIA et al., 2023).

4.2. Seletividade e linearidade

Para os métodos cromatograficos, a seletividade € utilizada para garantir que o pico de
resposta do analto (avaliado no tempo de retengdo caracteristico) seja proveniente

exclusivamente do mesmo e ndo de outros compostos presentes na amostra. A seletividade ¢é
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avaliada através da andlise de interferéncias que podem ocorrer em uma matriz complexa
(PASCHOAL et al., 2008). A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em
uma mesma amostra (ANVISA, 2017). O método analitico usado nesse estudo apresentou uma
boa seletividade e linearidade, resultados que corroboram com os encontrados por Da Silva
Moura et al. (2020), que verificaram uma boa seletividade e linearidade do método analitico
validado, quando estudavam a extracdo 6tima do 6leo essencial de Ocimum basilicum pela
associacdo de ultrassom e hidrodestilacdo e seu potencial como biopesticida contra umas das

principais pragas de graos armazenados.

4.3. Comparacio de métodos de deteciao

A diferenca verificada entre os métodos de detec¢do para o limoneno pode ndo ter sido
devido a concentracdo dos volateis durante o procedimento de extragdo, visto que a
concentracdo de voliteis em ambos os métodos sao € realizada aplicando o mesmo processo.
Por outros lado, Aparicio-Ruiz et al. (2018) relataram que motivos como a seletividade e a
sensibilidade do detector GC-FID e GC-MS sdo possiveis razdes para as diferencas na precisao,

juntamente com uma maior variacdo na fonte de ionizacdo ao analisar voliteis.
4.4. Rendimento de extracio do 6leo essencial de pimenta-preta

A utilizacdo do cloreto de s6dio durante a ozonizacdo da pimenta-preta, bem como o
pré-tratamento com ultrassom, ndo favoreceu o acréscimo do rendimento do 6leo essencial nos
diferentes tempos de exposicdo (0, 24, 48, 72 e 96 h). Resultados contrarios aos nossos foram
verificados por Tran et al. (2019), onde observaram um aumento do rendimento de extragdo em
pimenta-preta emergida ao cloreto de sédio a 2% antes da extracdo do dleo essencial. Por sua
vez, Wang et al. (2018) observaram que o banho ultrassonico alterou positivamente o
rendimento de extracdo do 6leo essencial de pimenta-preta. Os provaveis beneficios do banho
de ultrassom sdo a mtensificacdo da transferéncia de massa, notdvel efeito térmico, ruptura
celular e efeitos de penetracdo aprimorados (CHEMAT, et al., 2017). Estudo comprova que a
extracdo assistida por ultrassom pode ser considerada como uma tecnologia verde e eficaz para
a extracdo do 6leo essencial de pimenta-preta, devido aos altos rendimentos e menor tempo de

extracdo sem o uso de solventes (WANG et al., 2018).
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4.5. Compostos bioativos e analises de qualidades da pimenta-preta

A ozonizacdo da pimenta-preta com reumedecimento em solucdo de cloreto de sédio
nos tempos de 24, 48,72 e 96 h, ndo alterou o teor de fendlicos totais dos graos. Por outro lado,
a ozonizacdo sem a soluc@o salina promoveu um aumento do teor de fendlicos totais nos graos
de pimenta-preta com o aumento do tempo de exposicdo. Uma possivel explicagdo para este
aumento, pode ser devido ao fato de o 0zonio ser considerado um forte agente oxidante capaz
de levar a ruptura da membrana celular, promovendo a liberagdo dos compostos fendlicos
(ALOTHMAN et al., 2010). No entanto, Tanino et al. (2019) observaram uma reducdo de
aproximadamente 30% de antioxidantes em graos de pimenta-preta tratados com plasma nio
térmico. Resultados similares foram obtidos por Liu et al. (2023), onde relataram uma reducio
de aproximadamente 8,5 % do poder antioxidante da pimenta-preta tratada com jato de plasma

de pressao atmosférica.

Por sua vez Kahar et al. (2024) observaram um aumento de 0,11 % do contetido fendlico
de pimenta-preta tratada com plasma frio atmosférico. Contudo, o aumento do teor de fendlicos
foi observado com o aumento do tempo de exposicdo dos graos ao ozonio. Os compostos
fendlicos, sdo considerados como um tipo de antioxidante natural, que preserva as células dos
tecidos contra danos causados por espécies reativas de oxigénio e espécies de nitrogénio (HOU
etal., 2019). A atividade antioxidante também ndo foi alterada pelo tratamento com 0z6nio. Ao
contrario das nossas observagdes, Kahar et al. (2024) verificaram uma perda de 6,76 % da
capacidade antioxidante dos graos de pimenta-preta tratada com 170 V de plasma frio

atmosférico por 10 min.

Foi verificada uma reducdo do teor de dgua nos graos de pimenta-preta ozonizados sem
a solucdo de cloreto de sédio. Essa diminuicdo pode ser atribuida ao ressecamento dos graos
durante o tratamento com ozonio. Os graos de pimenta-preta t€ém uma coloracao preta brilhante
e a cor é um atributo de qualidade muito importante, que contribui de forma vital para a sua
aceitagdo pelo consumidor (KAHAR; SHELAR; ANNAPURE, 2024). No presente estudo ndo
foi verificada a alteracdo dos valores de luminosidade, diferenca de cor e saturacdo de cor para
a ozonizagdo com e sem umedecimento em solucdo de cloreto de sodio. Por sua vez, Bang et
al. (2020) também verificaram ndo haver diferencas entre os parametros de cor da pimenta-preta
tratada em simultdneo com plasma frio e luz ultravioleta C. Enquanto, Kahar et al. (2024)

relataram haver alteracdo nos valores de luminosidade e diferenca de cor depois do tratamento
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de pimenta-preta tratada com plasma frio atmosférico. Por sua vez, Liu et al. (2023) também
relataram ndo haver diferencas significativas entre os valores de a* e b* com o aumento do
tempo de tratamento da pimenta-preta com jatos de plasma de pressdao atmosférica, mas o valor

de luminosidade diminuiu significativamente, resultando em pimentas mais escuras.

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com os observados por Dogu-
Baykut e Gunes, (2022) que verificaram ndo haver diferengas significativas nos parametros de
cor para pimenta-preta tratada com ozonio e luz UV-C, constituindo desta forma, evidéncias
complementares do potencial do gds ozOnio na manutencdo da qualidade dos graos de
pimentapreta. A correlacdo positiva (0,547) verificada entre o teor de fendlicos totais e a
atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH sdo contrdrios aos resultados
obtidos por Elhussein et al. (2018) que observaram uma correlacdo relativamente baixa (0,4877)
entre o conteddo fendlico e aatividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH
quando faziam a triagem das bebidas e especiarias mais consumidas quanto aos seus conteidos

de nutrientes nao bioativos.
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5. CONCLUSOES

Neste estudo as condicdes ideais (massa de 60 g e 20 min de banho de ultrassom) para
a extracdo do 6leo essencial de pimenta-preta por hidrodestilacio com o uso do ultrassom como
pré-tratamento foram otimizadas e validadas. Foram identificados 8 compostos no dleo
essencial de pimenta-preta, nos quais foram objeto de estudo B-pineno e limoneno. O método
de quantificacdo apresentou uma boa linearidade nas faixas de trabalho testadas, com bons
limites de detec¢do e quantificacdo. ApOs o tratamento com ozOnio dos graos de pimenta-preta

ndo foi verificado o aumento do rendimento de extracdo do d6leo essencial.

De igual modo, ndo foram observadas diferengas entre as concentracdes de f-pineno e
limoneno nos dois tratamentos estudados para diferentes tempos de exposicdo. Nao houve
impacto dos tratamentos no pH, acidez titulivel e parametros de cor, provando que nio houve
alteracdes prejudiciais na qualidade da pimenta-preta. Uma mudanca notdvel nos compostos
bioativos foi observada, devido a qual o teor de fendlicos foi aumentada, o que sugere que o
0zOnio podia ser mais usado nas industrias de extracdo para aumentar o rendimento do composto

bioativo desejado.
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