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RESUMO

Com uma grande variedade de espécies em diversos géneros botanicos, as
pimentas e sua importancia permeiam a humanidade, seja na gastronomia, Histéria,
paisagismo, cosmetologia, farmacologia e medicina. O objetivo principal deste
trabalho consistiu em analisar exemplares de variedades de pimentas secas e in
natura, comumente utilizadas na regiao do Tridngulo Mineiro para obtengao de seus
respectivos Oleos essenciais/oleoresinas por meio de dois métodos de extracao:
Soxhlet e Clevenger. As pimentas estudadas foram: pimenta-da-Jamaica (Pimenta
dioica), pimenta-do-reino-branca (Piper nigrum), pimenta-do-reino-preta (Piper
nigrum), pimenta-rosa (Schinus terebinthifolius), pimenta-dedo-de-moca (Capsicum
baccatum), pimenta-biquinho (Capsicum chinense), pimenta-bode (Capsicum
chinense) e pimenta-malagueta (Capsicum frutescens). Posteriormente, foram
realizados bioensaios para verificacdo de atividades antifungicas contra Aspergillus
niger, Candida albicans e Penicillium sp., assim como para atividade antibacteriana
contra Bacillus cereus, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os Oleos
essenciais/oleoresinas com melhores resultados nos bioensaios foram
quimicamente analisados por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas. Tendo em vista a atividade antimicrobiana, dentre as oleoresinas obtidas
por Soxhlet, todas as amostras extraidas foram ativas contra B. cereus, ja contra E.
coli e S. aureus, somente os de P. dioica, P. nigrum (b), P. nigrum (p) e S.
terebinthifolius. Dentre os Oleos essenciais obtidos por Clevenger, somente as
amostras de P. dioica, P. nigrum (b), P. nigrum (p) e S. terebinthifolius apresentaram
atividades. Em relag&o a atividade antifungica, os éleos essenciais/oleoresinas de P.
nigrum (b), P. nigrum (p), C. chinense (b), C. chinense (bq), C. baccatum e C.
frutescens nao apresentaram inibigdo. Os 6leos essenciais/oleoresinas de P. dioica
apresentaram atividades contra todos o0s microrganismos e o0s Oleos
essenciais/oleoresinas de S. terebinthifolius, ndo apresentaram atividade somente
contra A. niger. Isto posto, a aplicabilidade biotecnolégica dos Oleos
essenciais/oleoresinas bioativos mostra-se interessante, com grande importancia na

area farmacologica.

Palavras-chave: Pimenta. Oleos Essenciais. Cromatografia Gasosa.



ABSTRACT

With a wide variety of species in several botanical genera, peppers and their
importance permeate humanity, whether in gastronomy, history, landscape,
cosmetology, pharmacology and medicine. The main objective of this study was to
analyze samples of dried and fresh pepper varieties, commonly used in the Triangulo
Mineiro region, to obtain their respective essential oils by two extraction methods,
namely Soxhlet and Clevenger. The peppers studied were: pimenta-do-reino-branca
(Piper nigrum), pimenta-do-reino-preta (Piper nigrum), pimenta-da-Jamaica (Pimenta
dioica), pimenta-rosa (Schinus terebinthifolius), pimenta-dedo-de-moga (Capsicum
baccatum), pimenta-bode (Capsicum chinense), pimenta-biquinho (Capsicum
chinense) and pimenta-malagueta (Capsicum frutescens). Subsequently,
experiments were conducted to check antifungal activity against Asperqillus niger,
Candida albicans and Penicillium sp., as well as antibacterial activity against Bacillus
cereus, Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Essential oils/oleoresins with
better results in bioassays were chemically analyzed by Gas Chromatography Mass
Spectrometry. Considering the antimicrobial activity, among oleoresins obtained by
Soxhlet extracted samples all were active against B. cereus, against E. coli and S.
aureus, only P. dioica, P. nigrum (b) P. nigrum (p) and S. terebinthifolius. Among the
essential oils obtained by Clevenger, only samples of P. dioica, P. nigrum (b), P.
nigrum (p) and S. terebinthifolius presented activities. With respect to antifungal
activity, the essential oils/oleoresins P. nigrum (b), P. nigrum (p), C. chinense (b), C.
chinense (bq), C. baccatum and C. frutescens showed no inhibition. Essential
oils/oleoresins of P. dioica showed activity against all microorganisms and essential
oils/oleoresins of S. terebinthifolius did not show activity only against A. niger. That
said, the biotechnological applicability of bioactive essential oils/oleoresins proves to

be interesting, with great importance in the pharmaceutical area.

Keywords: Pepper. Essential Oils. Gas Chromatography.
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1 INTRODUGAO

Desde os primoérdios da humanidade, os Seres Humanos vém utilizando os
vegetais em sua alimentagédo. Por meio de experimentagéo, verificou-se que alguns
vegetais, além de saciarem sua fome, também possuiam efeitos benéficos para a
saude. Seja como auxiliar ao combate de infec¢des, curativos, revigorantes, entre
outros, a humanidade sempre langou mao da utilizagdo de plantas medicinais
(ALICE et al., 1995; ROCHA; ROCHA, 2006).

Para Correa, Batista e Quintas (2011), a civilizagdo pbde através da
observagéo e estudo, concluir que as propriedades farmacoldgicas poderiam advir
de diversos lugares dos vegetais, dentre os quais se destacam os 6leos essenciais.

Os dleos essenciais sdo metabdlitos secundarios das plantas, podendo estar
presentes em diversas estruturas morfolégicas (folha, flor, fruto, semente, resina,
caule, glandulas, ductos, pelos, tricomas, canais secretores e bolsas secretoras,
etc.), dependendo do espécime estudado (BURNIE, 1997).

O metabolismo é o conjunto de reagdes quimicas que continuamente estao
ocorrendo em cada célula. A presenca de enzimas especificas garante certa diregao
na produgdo dos compostos formados, sendo denominadas rotas metabdlicas ou
rotas biossintéticas. Os compostos formados sdo denominados de metabdlitos
(CARVALHO, 2002).

Momesso (2010) explicita que partindo de um composto do metabolismo
primario denominado fosfoenolpiruvato, pode se originar através da via do
chiguimato, os fenilpropandides (metabolismo secundario) e através da via do
acetato, os terpendides (metabolismo secundario) (Figura 1).

Conseguinte, os Oleos essenciais caracterizam-se por serem compostos
volateis complexos e por possuirem odor e sabor, o que atribui caracteristicas
especificas a diversos vegetais. Dessa forma, podem ser de grande valor para
industrias de alimentos, farmacos, defensivos agricolas, entre outras (McMURRY,
2011).
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Figura 1 — Rotas metabdlicas
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Fonte: Momesso, 2010
Derivados do metabolismo primario e metabolismo intermediario, os fenilpropandides e terpendides
originam-se por meio das rotas metabdlicas secundarias.

Segundo Silva e Bastos (2007), os Oleos essenciais podem apresentar
diferentes composi¢des de acordo com as condigdes climaticas, estresse, estagio de
desenvolvimento e localizacdo na planta. Os 6leos essenciais sdo em sua maioria,
hidrocarbonetos, alcodis e éteres volateis, formados quimicamente por misturas
complexas de substancias terpénicas (COSTA; DIAS; GUIMARAES, 2004).

Os constituintes principais dessas misturas sdo os monoterpenos. Essas
substancias apresentam geralmente odores agradaveis e interessantes
propriedades bioldgicas. Sdo insoluveis em agua e podem ser extraidos das plantas
por diversos métodos, dentre os quais se destaca a hidrodestilagao e a extragao por
solventes (McMURRY, 2011).

Segundo Gomes e Oliveira (2001), para entdo evidenciar a presenga ou nao
de dleos essenciais, torna-se necessaria a extragdo natural destes, seguida de sua

separacao e posteriormente, uma identificacdo por meio de processos quimicos.
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Corroborando para tal afirmacéo, em Collins, Braga e Bonato (1997) é
relatado que para extracdo de dleos essenciais pode-se utilizar diversas técnicas,
desde as mais simples, como cromatografia em coluna ou camada fina, até as mais

sofisticadas, como a espectrometria de massas, que exigem aparelhagem complexa.

Em Reifschneider (2000) é descrito que as pimentas sao largamente
utilizadas em diversas culturas e desta forma, sdo denominados os frutos e
condimentos que quando ingeridos provocam sensacado de ardéncia e pungéncia.
N&o existe uma unica classe boténica para classifica-las, ja que em diversas familias
ocorrem o aparecimento dessas caracteristicas. Comumente, sdo denominadas
pimentas as sementes de alguns espécimes da Familia Piperaceae, os frutos da
Familia Solanaceae do género Capsicum, os frutos de algumas espécies da Familia
Myrtaceae e da Familia Anacardiaceae. Neste trabalho, serdo utilizadas variedades
das Familias Piperaceae, Solanaceae e Myrtaceae.

Com aproximadamente 3.000 espécies, a Familia Piperaceae atualmente é
distribuida em oito géneros. Ocorrem no Brasil cerca de 470 espécies, dentre estas
as mais comuns sao aquelas as quais foram introduzidas ainda na época da
colonizagédo. A Familia apresenta espécies importantes como fontes de substancias
com atividades farmacoldgicas, especialmente do género Piper, 0 mais estudado e
conhecido do ponto de vista quimico. Tal Familia compreende as variedades de
pimentas-do-reino (REIFSCHNEIDER, 2000).

Em Di Stasi et al. (2002), é descrito que a Familia Solanaceae possui cerca
de 3.000 espécies divididas em 10 géneros e sendo o género Solanum apresenta-se
com o maior numero de espécies e envolve quase a metade do total das espécies.
Facilmente encontrados na América do Sul por sua alta adaptabilidade ao ambiente
tropical ou andino. De grande importancia econdmica, por abranger cultivares

alimentar (batatas, tomates, pimentas, berinjelas, pepinos, tabaco, dentre outros).

Ja em Ferreira (1998), é descrito que a Familia Myrtaceae esta dividida em
aproximadamente 130 géneros, com aproximadamente 3500 espécies, de porte
arbustivo a arvores de grande porte. Muitas sao frutiferas (jambo, jabuticaba, goiaba,
pitanga, etc.) e de grande interesse econémico (eucaliptos e melaleucas).
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Na ultima década, esta familia esteve em grande destaque devido a
possibilidade de sua utilizacao, principalmente das variedades de eucaliptos, para
obtengdo de créditos de carbono de acordo com o Protocolo de Kyoto
(NASCIMENTO et al., 2011).

Dentre os diversos metabdlitos obtidos nas pimentas em geral, dois
destacam-se: a piperina e os capsaicindides (Figura 2). Dentre as propriedades
farmacoldégicas da capsaicina destaca-se a agdo mucolitica, termogénica e
analgésica. Atua sobre a fisiopatologia da dor, principalmente nos mediadores
quimicos que induzem analgesia (PEREIRA et al., 2015; GREGIO et al., 2008).

Figura 2 — Estrutura quimica das moléculas de piperina e de capsaicina

() P

| |

Piperina Capsaicina

Fonte: Do Autor, 2015

Em Pereira et al. (2015), é descrito que os capsaicindides sao encontrados
em grande abundéancia nas pimentas vermelhas, nas nervuras e sementes de seus
frutos (Figura 3). Ja a piperina é encontrada principalmente nos frutos e sementes

de pimentas-do-reino.

Figura 3 — Corte longitudinal de um fruto de pimenta-dedo-de-moga

Fonte: Ruka’'s Pepper, 2014
Em destaque, nervuras e sementes ricas em capsaicinodides.
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Agem como vasodilatadores locais, pois aumentam o fluxo sanguineo, de
nutrientes e de oxigénio e desta forma elevam as atividades anti-inflamatdrias e
imunoldgicas. Estimulam também as papilas gustativas e as ramificagées nervosas,
portanto causam grande pungéncia. Além desses efeitos, os frutos de pimentas séo
muito ricos fibras, em vitaminas A, E, C, &acido fdlico, zinco e potassio
(REIFSCHNEIDER, 2000).

Assim, o presente estudo apresenta uma revisdo bibliografia referente a
utilizacdo dos diversos tipos de pimentas através da Histéria, com énfase nas
variedades utilizadas neste trabalho, além de contextualizar sobre 6éleos
essenciais/oleoresinas e seus diversos métodos de extragdo. Ademais, por meio da
revisdo bibliografica, explicita-se os microrganismos utilizados nos bioensaios, para
em seguida, detalhar a metodologia de trabalho, com posterior apresentagéo e
discusséao dos resultados obtidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve como objetivo realizar a extracdo dos 6éleos
essenciais/oleoresinas de oito tipos de pimentas in natura e em graos obtidos pelos
métodos Soxhlet e Clevenger, assim como avaliar a atividade antimicrobiana e

antifungica desses 6leos.

Tendo em vista a escassez de estudos referentes as atividades dos éleos
essenciais/oleoresinas de pimentas e suas aplicabilidades biotecnoldgicas, bem
como verificar seu potencial farmacolégico, este trabalho configura-se como uma

importante ferramenta para futuros processos industriais.

Neste estudo, a classificacdo para o estudo das variedades foi realizada por
duas formas de apresentacdo: em graos e in natura, e com base na ordem
alfabética, os nomes cientificos das variedades (THE INTERNATIONAL PLANT
NAMES INDEX, 2005).

Variedades de pimentas em gréos (Figura 4):

e Pimenta-da-Jamaica (Pimenta dioica L. Merr., 1947 - Myrtales:
Myrtaceae);

¢ Pimenta-do-reino-branca (Piper nigrum L., 1753 — Piperales: Piperaceae);

¢ Pimenta-do-reino-preta (Piper nigrum L., 1753 — Piperales: Piperaceae);

e Pimenta-rosa (Schinus terebinthifolius Raddi, 1820 - Sapindales:

Anacardiaceae).

Variedades de pimentas in natura (Figura 5):

¢ Pimenta-dedo-de-moga (Capsicum baccatum L., 1831 — Solanales:
Solanaceae);

¢ Pimenta-biquinho (Capsicum chinense Jacq., 1776 - Solanales:
Solanaceae);

¢ Pimenta-bode (Capsicum chinense Jacq., 1776 — Solanales: Solanaceae);
e Pimenta-malagueta (Capsicum frutescens L., 1753 - Solanales:
Solanaceae).



Figura 4 — Fotos das pimentas em graos estudadas
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Graos de pimenta-da-Jamaica, ja preparados Graos de pimenta-do-reino-branca, ja
como condimento preparados como condimento

Fonte Kress, 2006 - Fonte: Knapp, 2012

Gréaos de pimenta-do-reino-preta, ja preparados Frutos de pimenta-rosa
como condimento

Fonte Starr e Starr, 2004 '

Fonte: Knapp, 2012
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Figura 5 — Fotos das pimentas in natura estudadas

Frutos de pimenta-dedo-de-moga Frutos de pimenta-biquinho

-

Frutos de pimenta-bode Frutos de pimenta-malagueta

Fonte: Knapp, 2012

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

e Realizar a extragdo dos O6leos essenciais de pimenta-da-Jamaica
(Pimenta dioica), pimenta-do-reino-branca (Piper nigrum), pimenta-do-reino-preta
(Piper nigrum), pimenta-rosa (Schinus terebinthifolius), pimenta-dedo-de-moga
(Capsicum baccatum), pimenta-biquinho (Capsicum chinense), pimenta-bode
(Capsicum chinense) e pimenta-malagueta (Capsicum frutescens), pelos métodos de
Soxhlet e Clevenger;

e Comparar a eficiéncia, rendimento e qualidade das oleoresinas e 6leos

essenciais obtidos através dos dois métodos de extragao utilizados;
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o Verificar qual (is) pimenta (s) apresenta (m) melhor (es) eficiéncia de

extragao de 6leos essenciais;

e Avaliar a atividade antimicrobiana e antifungica dos &leos essenciais
extraidos frente aos microrganismos abaixo citados, tendo como base sua
taxonomia e a ordem alfabética de seus nomes cientificos (KIRK, 201-?; EUZEBY,
1997):

Reino Monera

Bactéria Gram-negativa:
e Escherichia coli T. Escherich, 1885 (Enterobacteriales:

Enterobacteriaceae);

Bactérias Gram-positivas:
e Bacillus cereus Frankland and Frankland, 1887 (Bacillales: Bacillaceae);
e Staphylococcus aureus Rosenbach, 1884 (Bacillales:

Staphylococcaceae).

Reino Fungi

o Aspergillus niger Tiegh, 1867 (Eurotiales: Trichocomaceae);
e Candida albicans (C. P. Robin) Berkhout, 1923 (Cryptococcales:
Cryptococcaceae);

e Penicillium sp. Link, 1809 (Eurotiales: Trichocomaceae).

e Analisar quimicamente por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas o0s Oleos essenciais das pimentas com melhores

resultados nos bioensaios.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

De acordo com Balbach e Boarim (1992), os diversos tipos de pimentas
possuem alto valor histérico, culinario, medicinal, nutricional e também consistem em
fonte de estudos para desenvolvimento de diversos produtos. Sua importancia
remonta desde a medicina oriental, passando pelo império romano, as grandes

navegacgoes e o estabelecimento de novas rotas comerciais.

3.1 AS PIMENTAS E A HUMANIDADE

Segundo Perry et al. (2007), a domesticagdo das pimentas da Familia
Solanaceae teve seu inicio ha mais de 6000 anos, como comprovam achados
arqueolégicos nas regides que compreendem Bahamas, México e Andes. Sua
propagacao pelo mundo se deu por meio das grandes navegacgdes, nas quais 0s
navios espanhodis e portugueses levaram tais condimentos para a Europa e
subsequentemente, as suas colénias na Africa, Asia e Oceania. Teve como principal
personagem o navegador Cristovao Colombo, que as denominou como “pimentas”
devido ao seu sabor e ndo a aparéncia, com as pimentas-do-reino, especiaria muito

refinada na época.

De acordo com Reifschneider (2000), as pimentas da Familia Piperaceae,
em especial a Piper nigrum (as variedades de pimenta-do-reino), condimentam a
culinéria e auxiliam a medicina ha milhares de anos. Documentos da medicina
indiana Ayurveda, datada de mais de 4000 anos, relatam a utilizacdo destes frutos
para amenizar os efeitos de febres. Na Grécia antiga, Hipdécrates a recomendava

como combate as doencas estomacais.

Foi levada a Europa por volta do Século X pelos muculmanos em rota
comercial com Génova e Veneza, mas em volume bem discreto. Ao longo do tempo,
sua utilizacdo mostrou-se util também para a conservagao de alimentos, em especial
de carnes durante longas viagens, pois aumentavam sua durabilidade e disfar¢ava o

gosto quando comegavam a se decompor (ALBUQUERQUE et al., 2005).

Mas, assim como a disseminacao da Familia das Solanaceae, a pimenta-do-

reino teve seu auge na época das grandes navegagdes do século XV, quando houve
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uma verdadeira corrida entre as poténcias europeias para descobrirem “o caminho
das Indias” e estabelecer uma rota comercial nesta regido. Anteriormente com sua
area de distribuigcao restrita ao subcontinente indiano, ja era bastante conhecida e
utilizada até mesmo no Império Romano (LE COUTEUR; BURRESON, 2006).

Os portugueses, primeiros a descobrirem uma rota mais curta rumo as
indias, a denominaram em homenagem ao seu reino (em paises de Lingua
Portuguesa), pois o mesmo tornara-se o maior vendedor desta especiaria. Nos
paises de Lingua Inglesa, é conhecida simplesmente como black pepper (pimenta-
preta) (ALBUQUERQUE et al., 2005).

Na época, a especiaria chegou a ser utilizada como dinheiro, tendo seu peso
comparado ao ouro, onde por meio da utilizagao do trabalho escravo nas colénias foi
possivel 0 aumento significativo de sua produgao, conforme comprovam pinturas da
época (Figura 6). Assim, também ficou conhecida como “ouro negro da india”.
Atualmente, o unico paralelo consideravel cujo produto natural movimenta tanto a
economia mundial, é o petréleo. Sua disseminagéo pelo mundo se completou com o
advento das Companhias das indias Orientais Holandesa, Britanica e Francesa, do
século XVI ao XVIII, quando grandes frotas realizavam as rotas comerciais da
Europa para as indias e Américas, transformando pequenas cidades em
movimentados portos (Figura 7) (LE COUTEUR; BURRESON, 2006).

Figura 6 — Cultivo de pimenta-do-reino durante a época das Grandes Navegagbes
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Fontes: Bibliotheque Nationale de France, 2012 (A); Cruz, 2015 (B)

A visdo do navegador Marco Polo durante a colheita de pimenta-do-reino nas indias (A). O trabalho
escravo do transporte de pimenta-do-reino para os grandes navios, durante o Brasil Col6nia (B).
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CALECHVT CELERRRRI:
MVM INDILA EMPORIVM,

Fonte: Sanghi, 2010

Em suma, biogeograficamente pode-se estabelecer que o bergo do cultivo
das Solanaceae a na América Central e o das Piperaceae, ocorreu no sul do
continente asiatico (Figura 8).

Figura 8 — Biogeografia das pimentas pelo mundo

Fonte: Adaptado de Wieczorek, 2014 e Dalby, 2002
As “pimentas vermelhas” originadas ao norte da América do Sul e América Central; a pimenta-do-
reino, originaria da regido sul da India.
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3.2 AS ESPECIES ESTUDADAS

3.2.1 Pimenta-da-Jamaica (Pimenta dioica)

Pertencente a Familia Myrtaceae, esta pimenta possui diversos nomes
populares, entre eles, pimenta-siria, pimenta-da-Jamaica, pimenta-de-coroa, etc.
Sua arvore pode chegar aos quinze metros, sendo nativa da regidao central da
Américas e ilhas do Caribe. A madeira € muito utilizada em construgdes e as flores,
como base para producdo de mel. Seus frutos sdo pequenos, e possuem duas
sementes em seu interior (Figura 9) (RAO; NAVINCHANDRA; JAYAVEERA, 2012).

Apds beneficiados os frutos, as sementes secas sao utilizadas na culinaria e
possuem sabor levemente picante, que lembram noz-moscada, cravo-da-india e
canela (DALBY, 2002).

Segundo Jiang et al. (2013), os principais compostos de seu 6leo essencial

sao o eugenol, o B-cariofileno e o esqualeno.

Figura 9 — Pimenta-da-Jamaica com gr&os imaturos

Fonte: Schopke, 2004
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3.2.2 Pimenta-do-reino (Piper nigrum)

De acordo com Lorenzi (2009), a pimenta-do-reino (Piper nigrum) pertence a
Familia Piperaceae e caracteriza-se como uma planta trepadeira, originaria das
florestas tropicais no sul da india e pode chegar a aproximadamente trés metros de
altura. Seu plantio é realizado em estacas verticais para o crescimento adequado da
planta. O fruto desenvolve-se dentro de bagas, comumente denominadas espigas,
conforme evidenciado na Figura 10, apresenta a cor verde quando imaturas e

vermelhas quando maduras.

Os principais compostos obtidos em seu 06leo essencial sdo a piperina e a
isobutilamidas (ROMAO et al., 2008; KAPOOR et al., 2009).

Figura 10 — Pimenta-do-reino com gréos imaturos

Fonte: Schopke, 2004

Em Dalby (2002), é descrito o processo de obten¢cédo das quatro variedades
de condimentos de Piper nigrum, onde nota-se que a diferenciagdo no estagio de

desenvolvimento dos frutos de uma mesma planta € o que se utiliza para a
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preparacao dos diferentes tipos de condimentos desta espécie: pimenta-do-reino

verde, vermelha, preta e branca (Figura 11).

Figura 11 — Variedades de condimentos p_reparados com frutos de pimenta-do-reino

Fonte: Ansari, 2015

Em Dalby (2002), é explicado os tipos de processamentos:

¢ Pimenta-do-reino-verde: sdo os frutos colhidos antes de atingirem seu
total desenvolvimento (cerca de 2/3), consumidos na forma de conservas ou apos

processados;

¢ Pimenta-do-reino-preta: os frutos sédo colhidos ainda imaturos, mas com
seu desenvolvimento totalmente completo, geralmente com tonalidade verde-claro
ou amarelado. Posteriormente, sdo levados a secagem, podendo ter sido
debulhados ou ndo. Apds a separagao das bagas, sao deixados para secar sob o sol

ou em secadores mecanicos movidos a diesel ou lenha;

¢ Pimenta-do-reino-branca: sdo colhidos apds o amadurecimento total dos
frutos, quando apresentam coloracdo amarelada ou vermelha, sao levados para
maceragdo em salmoura, ainda em bagas. Apds determinado periodo (que varia de
um a trés dias), € descascada e levada para a secagem sob o sol. Secadores
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mecanicos ndo sdo muito utilizados, para nao perder a qualidade e caracteristica do

produto processado;

¢ Pimenta-do-reino-vermelha: colhidos logo apés o ponto de
amadurecimento, quando a baga apresenta casca lisa e coloragdo avermelhada.
Apds ser realizada a colheita e ser descascada, é processada de forma semelhante

a pimenta-do-reino-verde.

De acordo com Dalby (2002), apesar destacarem-se como 0s maiores
produtores de pimenta-do-reino, diversos paises asiaticos e também o Brasil,
realizam o processamento dessas pimentas, por muitas vezes de maneira artesanal
(Figura 12).

Figura 12 — Processamento das variedades de pimenta-do-reino
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Fonte: Morris, 2011
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3.2.3 Pimenta-rosa (Schinus terebinthifolius)

Segundo Lorenzi (2009), é o fruto da arvore conhecida popularmente como
aroeira-vermelha, o qual quando utilizado como condimento, recebe esta
denominagédo. Schinus terebinthifolius pertence a Familia Anacardiaceae e também
€ conhecida como aguaraiba, aroeira, aroeira-branca, aroeira-da-praia, aroeira-do-
brejo, aroeira-do-campo, aroeira-do-Parand, aroeira-mansa, aroeira-negra, aroeira-
pimenteira, aroeira-precoce, aroerinha-do-iguapé, cambui, coragao-de-bugre,
corneiba, fruto-do-sabia e poivre-rose.

Lorenzi e Matos (2008) caracterizam-na como uma arvore de estatura
pequena a médio porte, geralmente com altura por volta de sete a dez metros
(Figura 13), possui caule tortuoso de até 60 cm de didmetro, com flores pequenas e
amareladas, folhas compostas, imparipinadas, de aproximadamente 15 cm e frutos
globosos pequenos e avermelhados, agrupados em forma de cachos.

Trata-se de uma planta nativa do Brasil, mas pode ser encontrada em
grande parte da América do Sul, onde se adaptou aos mais diversos climas. Mostra
ser resistente a climas secos, geadas e estiagens, sendo muito utilizada no
paisagismo urbano (LORENZI, 2009).

Conforme Sigrist (2014), a aroeira-vermelha possui valor comercial para
producdo de cosméticos e farmacos e podem ser utilizadas diversas partes da
anatomia da planta. Madeira excelente para mourdes, lenha e carvdo. Como
condimento, pode ser utilizado o fruto maduro inteiro, levemente picante e adocicado

ou o fruto seco e moido, que se assemelha a pimenta-do-reino.

Em geral, possui como constituintes quimicos: resinas, saponinas
esteroidais, taninos, flavondides, alcalbides, esterdéides, monoterpenos, triterpenos e
sesquiterpenos, sendo estes trés ultimos mais encontrados nos frutos (BENDAOUD
et al.,, 2010; MARTINS et al., 2014).
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Figura 13 — Espécime de aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius)

Fonte: das Intas, 2015

3.2.4 Pimenta-dedo-de-mog¢a (Capsicum baccatum)

Pertencente a Familia Solanaceae, a variedade pendulum, popularmente
conhecida como pimenta-dedo-de-moga, chifre-de-veado, pimenta-vermelha ou
calabresa, figura-se como uma das mais comuns nas feiras e nos pratos brasileiros

seja in natura, em conserva, seca ou moida em flocos (REIFSCHNEIDER, 2000).

Lorenzi (2009) a descreve como uma planta arbustiva, a qual pode chegar a
aproximadamente dois metros de altura, que desenvolve frutos longos de
aproximadamente 7 cm, de cor verde-escuro quando imaturos e variando sua
coloragado entre verde claro, amarelo e somente quando amadurecidos, um tom
vermelho vivo. Trata-se de uma planta muito utilizada devido a sua beleza
paisagistica, sendo de facil manejo dentro de residéncias, em vasos ornamentais

(Figura 14).
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Seus principais constituintes quimicos sao carotenoides, capsaicindides e
compostos fendlicos, dentre os quais se destacam a capsaicina e a piperina
(MORAES et al., 2012).

Figura 14 — Vaso ornamental de pimenta-dedo-de-moga

Fonte: Horto Botanico Paisagismo, 2014

3.2.5 Pimenta-biquinho (Capsicum chinense)

Conhecida como pimenta-de-bico, pimenta-bico ou pimenta-biquinho, € uma
variedade bastante apreciada na regido sudeste do Brasil, principalmente no Estado
de Minas Gerais. Inicialmente utilizada somente como decoracao, atualmente é
muito utilizada principalmente por possui ardéncia muito baixa e ainda assim, manter
o sabor caracteristico das pimentas vermelhas, muitas vezes é consumida in natura
e inteira, como aperitivo (REIFSCHNEIDER, 2000).

Trata-se de um arbusto relativamente pequeno e que atinge um metro de
altura (Figura 15). Seus frutos maduros sdo de um tom vermelho vivo intenso e

possuem aproximadamente 2,5 cm, sendo que apresentam um prolongamento em
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sua parte inferior com aproximadamente 0,5 cm, caracteristica que originou seu
nome popular (LORENZI; MATOS, 2008).

Pertence a Familia Solanaceae e possui como principais constituintes

quimicos a capsaicina e a piperina (DOMENICO et al., 2012).

Fonte: Sado Paulo, 2010

3.2.6 Pimenta-bode (Capsicum chinense)

Conforme Linguanotto Neto (2007), a variedade comumente conhecida

como pimenta-bode, é largamente utilizada na culinaria de Goias.

Lorenzi (2009) a descreve como uma planta arbustiva pertencente a Familia
Solanaceae, geralmente possui uma estatura de aproximadamente dois metros de
altura e apresenta frutos verdes (imaturos), amarelo ou vermelho (maduros), com

cerca de 2 cm, arredondados ou achatados, muito semelhante a pitanga (Figura 16).

Possui como principais constituintes quimicos a capsaicina e a piperina
(DOMENICO et al., 2012).
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Nessa espécie, existem duas variedades hibridas muito famosas, uma
denominada Bhut Jolokia, Naga Jolokia ou pimenta-fantasma, de origem na india e a
outra, Trinidad Scorpion Moruga, de Trinidad e Tobago. Ambas ja constaram no livro
Guinness de recordes mundiais, como as pimentas mais ardidas do mundo, mas
hoje, ocupam o terceiro e o segundo lugar, respectivamente, de acordo com a
Escala de Scoville (LINGUANOTTO NETO, 2007).

Figura 16 — Planta de pimenta-bode
ST [T

Fonte: Planeta Sementes, 2014

3.2.7 Pimenta-malagueta (Capsicum frutescens)

Com cultivo amplamente disseminado no Brasil, a planta da pimenta-
malagueta atinge aproximadamente dois metros (Figura 17). Seu frutos podem
atingir até 3 cm de didmetro e 7,5 cm de comprimento, mas apesar de seu tamanho,
possuem poucas sementes nestes (DALBY, 2002).

Originaria da América Central € amplamente utilizada na culinaria na
preparagao de pratos, também ¢é utilizada em conservas de azeite ou vinagre.
Possui um grau de ardéncia mediano (LINGUANOTTO NETO, 2007).
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Pertence a Familia Solanaceae e possui como principais constituintes

quimicos a capsaicina e a piperina (DOMENICO et al., 2012).

Figura 17 — Planta de pimenta-malagueta

Fonte: Sdo Paulo, 2010

3.3 METODOS DE EXTRAGCAO

Atualmente, com o grande avango tecnoldgico, existe uma gama bem
variada de métodos de extragcdo para os Oleos essenciais. Dentre os diversos
processos utilizados para a obtencdo de oleoresinas ou O6leos essenciais dos
vegetais, 0 que pode variar é o tipo de produto que se espera obter ou se 0 mesmo

pode sofrer degradagéo sob altas temperaturas ou mediante utilizagao de solventes.

A diferenca entre oleoresinas e Oleos esséncias é que o primeiro € um
extrato bruto, que pode conter ou nao O6leo essencial e outros compostos
(pigmentos, acidos graxos, etc.). Ja o dleo essencial € o composto obtido por meio
de destilagdo por arraste a vapor, hidrodestilagdo ou métodos derivados desse,
como o método Clevenger (HOARE, 2010).
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3.3.1 Destilagao por arraste a vapor

Configura-se como o método mais utilizado para a extragdo de Oleos
essenciais. E um processo simples, cuja matéria vegetal é submetida a acdo do
vapor d’agua, extraindo substancias pelo arraste de vapor (Figura 18). O vapor
d’agua passa pela amostra vegetal, arrastando as moléculas de éleo essencial. Ao
passar pela serpentina de condensagéao, o vapor se resfria e condensa. Em seguida,
€ possivel a separagdo da agua e do dleo obtido por extragdo com solvente
(NOGUEIRA, 2003).

Figura 18 — Esquematizacdo de um processo de destilacdo por arraste a vapor
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fonte de calor —— ) J | oleo essencial

Fonte: Hoare, 2010

3.3.2 Hidrodestilagao

Neste método, o material vegetal é totalmente mergulhado na agua (Figura
19). A amostra vegetal fica mergulhada em contato direto com a agua no baldo de
destilagdo, sendo que com o aumento da temperatura, ocorre a evaporacdo das
moléculas de 6leo essencial, em temperatura inferior a de ebulicdo da agua. Ao
passar pelo condensador, o vapor se resfria e retorna ao estado liquido, o qual
escorre para o reservatorio final. Possibilita-se assim, a obtencdo de substancias

sensiveis a alta temperatura (CUNHA, 2009).
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Figura 19 — Esquematizagao de um processo de hidrodestilacdo
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Fonte: Fogacga, 2013

Conforme Simdes et al. (2007), o método Clevenger € uma variagdo da
Hidrodestilagdo, em que somente a aparelhagem é diferenciada (Figura 20).

Figura 20 — Esquema da vidraria utilizada para o método Clevenger
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[
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Fonte: Constantino, Silva e Donate, 2004
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3.3.3 Micro-ondas

A radiacao absorvida pelos materiais causa aumento de sua temperatura
devido ao movimento molecular do mesmo e pela interacdao da radiacdo
eletromagnética com os ions da amostra. Dessa forma, a energia gasta para o
aquecimento através de micro-ondas € muito menor que a energia necessaria para
romper as ligagbes das moléculas organicas mais comuns em outras formas de
aquecimento (Figura 21) (NEAS; COLLINS, 1989).

Figura 21 — Digestdo de amostras por radiacdo micro-ondas
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Fonte: Fernandes, 201-?

Todas as amostras sdo submetidas as mesmas condi¢des de temperatura e pressédo. As células séo
rompidas de dentro para fora, expondo seu interior ao meio extracelular, juntamente com as
moléculas de 6leos essenciais.

3.3.4 Digestao de amostras (extragao por solventes)

Alguns constituintes vegetais podem ser degradados quando submetidos a

temperaturas mais elevadas. Dessa forma, para a extracio, faz-se necessaria a

utilizagdo de um método menos agressivo as moléculas, com a utilizagdo de
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solventes como o hexano, éter de petréleo, entre outros. Pode ser feita com a
utilizagédo de almofariz com pistilo, através dos métodos de maceragao,
esmagamento, trituragéo, entre outros (Figura 22) (ROBBERS; SPEEDIE, 1997).

Figura 22 — Almofariz e pistilo com pimentas em graos

Fonte: Baumel, 2013

3.3.5 Soxhlet

Forma de extracdo continua na qual se utiliza um solvente quente. Em tal
método, faz-se 0 uso de uma quantidade relativamente pequena de solvente e nota-
se que tal método apresenta bons resultados. A extragdo ocorre normalmente por
centenas de ciclos, o que corresponde, as vezes, em varios dias de trabalho. O
principio ativo desejado é resgatado da solucéo final do baldo, a qual € concentrada
em evaporador rotativo, a baixa pressdo (CONSTANTINO; SILVA; DONATE, 2004).

Para sua extracao por arraste a vapor, utiliza-se o extrator Soxhlet (Figura
23) que funciona ciclicamente de forma que, quando o solvente condensado
ultrapassa certo volume, este escoa de volta para o baldo, onde é aquecido, e
novamente evaporado. Os solutos sao concentrados no baldo. O solvente, quando
entra em contato com a fase sélida, esta sempre puro, pois vem de uma destilagao
(COSTA,; DIAS; GUIMARAES, 2004).
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No reservatorio do extrator é colocada a amostra vegetal envolta em papel
de filtro ou coberta por algodao. No balao, fica o solvente e no condensador, ha fluxo
de agua para resfriamento. O baldo é aquecido com uma manta elétrica de modo
que o solvente entre em ebuligdo. O vapor condensa e goteja sobre o cartucho, o

qual solubiliza o éleo essencial para extragao.

O extrator Soxhlet possui um sifao que permite o refluxo continuo do
solvente. Quando o reservatdrio enche e atinge a altura do sifao, este transborda
levando o solvente e o extrato para o baldo (CUNHA, 2009).

Figura 23 — Esquematizacédo de um extrator Soxhlet

Fonte: Guidotti, 2013

3.3.6 Ultrassom

Processo que utiliza a energia de ondas sonoras para criar vibragdes, que
variam a pressao nas moléculas, causam cavitagéo (a combinagao entre a pressao,
a temperatura e a velocidade resulta na liberagdo de ondas de choque e microjatos

altamente energéticos, causando a apari¢do de altas tensées mecanicas e elevagao
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da temperatura, que entdo separa as moléculas) e dessa forma, libera os Oleos

essenciais para extracéo (LUZ, 1998).

3.3.7 Extracado com fluido supercritico

Fluido supercritico € o estado denominado em que um gas é submetido a tal
temperatura e pressdo, que fica em um estado intermediario entre gas e liquido
(Figura 24). Dessa forma, se difunde como gas e dissolve materiais como liquidos,
podendo separar ou incorporar outras moléculas, agindo assim como solventes
(MAUL; WASICKY; BACCHI, 1996).

Do ponto de vista ambiental, possui impacto minimo devido a utilizagao de
gases menos nocivos ou até mesmo inertes (no caso do COy), além de possuir

menor custo e ser biocompativel (FILIPPIS, 2001).

Figura 24 — Diagrama de fases para CO, em estado supercritico
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Fonte: Universidade de Sao Paulo, 201-?
A area na qual se delimita “fluido supercritico” apresenta pressdo e temperaturas ideais, que
permitem a utilizagdo de CO, como solvente.
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3.4 MICRORGANISMOS ESTUDADOS

Os microrganismos selecionados para este estudo foram especialmente
escolhidos, devido a incidéncia de contaminacdo alimentar oriunda destes, ou
mesmo pela grande ocorréncia de casos clinicos. Serdo aqui apresentados por
ordem alfabética (excetuando as figuras), de acordo com seu Filo e nomenclatura.

Foram alvos do presente estudo:

e As bactérias Bacillus cereus, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(Figura 25);

e Os fungos Aspergillus niger, Candida albicans e Penicillium sp. (Figura
26).

Figura 25 — Bactérias utilizadas nos bioensaios

Escherichia coli

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2015

Bacillus cereus

Fonte: AIIén-Gentry, 20l12




48

Figura 26 — Fungos utilizados nos bioensaios

Candida albicans

—
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Fonte: Microbewiki, 2007 Fonte: Visagie, 2014

3.4.1 As Bactérias estudadas

3.4.1.1 Bacillus cereus

Pertencente a Familia Bacillaceae, B. cereus é uma bactéria Gram-positiva
comumente encontrada em forma de esporos no solo. Assim, causam grande
contaminagdo principalmente em vegetais, durante a colheita (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005).

Possuem cepas benéficas, sendo utilizadas como probidticos em nutricdo
animal. As cepas patogénicas causam intoxicagdes alimentares, podendo acarretar

intensos quadros de vOmitos e diarreias. Em casos extremos, pode levar a morte.
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O preparo e armazenamento correto dos alimentos consiste na principal medida

profilatica para se evitar contaminagao por B. cereus (WINN et al., 2008).

3.4.1.2 Escherichia coli

E. coli pertence a Familia Enterobacteriaceae e trata-se de uma bactéria
bacilo Gram-negativa que vive normalmente e de forma inofensiva na microbiota
humana da flora intestinal, mas algumas cepas podem causar graves infecgées em
caso de infeccdo, a qual determina dores abdominais severas, nauseas, vomitos e
diarreias com sangramentos. Em casos mais graves, pode levar a faléncia renal e

até mesmo a morte (INDU et al., 2006).

A contaminagao com cepas mais agressivas se deve a ingestdo de agua ou
alimentos improéprios para o consumo devido a contaminagéo por fezes, seja pela
manipulacdo ou por descuidos no momento do preparo. Nas mulheres, também
pode haver contaminacao urinaria devido a proximidade do anus e da uretra.
Também €& possivel a contaminacdo através de contato direto com ambiente
contaminado (MURRAY, 2002).

A maneira mais eficiente de prevencgdo é a higienizagdo durante o preparo
dos alimentos, bem como a devida sanitizagao dos alimentos a serem consumidos
crus (VERMELHO et al., 2006).

3.4.1.3 Staphylococcus aureus

Pertencente a Familia Staphilococcaceae, S. aureus é uma bactéria coco
Gram-positiva. Presente na microbiota natural em mais de 25% da populacao
saudavel, € comum na pele, garganta, olhos, ouvidos e narinas, nem sempre sendo
prejudicial ao seu hospedeiro. Quando patogénica, é devido a liberagado de enzimas
téxicas ao organismo hospedeiro, que podem causar infecgbes de pele, abscessos,
sinusites, amidalites, conjuntivites, gastroenterites, endocardites, pneumonias,
septicemia, etc. em casos mais graves, pode levar a morte (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2005).
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Pelo fato de possuir diversos fatores especificos, como meios para driblar o
sistema imunoldgico do hospedeiro, atualmente existem cepas altamente resistentes
a varios tipos de antibidticos, sendo denominadas superbactérias. A prevencido da-
se pelo processo de higienizagdo, principalmente das maos, com produtos
higienizantes ou sanitizantes (MURRAY, 2002).

A infeccdo para estes microrganismos pode ocorrer pelo contato com
fémites (objetos contaminados), alimentos manipulados de maneira indevida ou com
armazenagem incorreta, em ambientes com pessoas infectadas, ou mesmo através
do ar por meio de particulas de salivas expelidas no momento de tosses ou espirros
(WINN et al., 2008).

3.4.2 Os fungos estudados

3.4.2.1 Aspergillus niger

Pertencente a Familia Trichocomaceae, A. niger € um fungo muito comum
no ambiente e possui conformagdo em longa haste com pedunculo em sua
extremidade, de coloracdo escura, popularmente denominado como mofo-preto.
Grande contaminante em alimentos, pois sdao decompositores destes e trata-se de
um organismo que necessita de umidade para se desenvolver, mas pode tolerar
temperaturas extremas, sem prejudicar suas estruturas ou reprodugao (LACAZ et al.,
2002).

Como agente patogénico, pode causar desde reagbes alérgicas, infecgdes
pulmonares, afeccdes na pele e em casos extremos, disseminagao invasiva em

diversos sistemas do organismo (XAVIER et al., 2008).

3.4.2.2 Candida albicans

Pertencente a Familia Cryptococcaceae, C. albicans € um fungo que pode
se apresentar na forma de levedura, filamentosa ou pseudo-hifa (LACAZ et al.,
2002).
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Muito comum na microbiota normal humana, ja que cerca de 80% da
populagdo humana possui este em seu trato digestério e/ou urindrio. Em niveis
normais, ndo causam infecgcdes. Mas com o crescimento excessivo destes no
organismo, podem causar micoses ou quadros de candidiases, caracterizados por
coceira, ardéncia, vermelhidao e/ou placas brancas, que podem ocasionar mau
cheiro e corrimento no local afetado (COUTO; CARLOS; MACHADO, 2011).

De acordo com Lacaz et al. (2002), por ndo possuir um quadro especifico
para sua propagagao, um conjunto de fatores propicia sua disseminagdo no
organismo. Baixa imunidade, relagdes sexuais, estresse, antibioticoterapia,
hormdnios, entre outros causam o descontrole dos niveis normais de Candida
albicans, principalmente em mulheres causando vulvovaginites (CHAVES; SANTOS;
CAJUEIRO, 2015).

Em casos especiais, como em doentes imunossuprimidos, transplantados,
pacientes em quimioterapia e doentes graves internados em CTls, os materiais
hospitalares como cateteres e sonda ficam suscetiveis a contaminacao por Candida
albicans através da formacao de biofilmes em sua superficie, podendo acarretar
uma infeccdo generalizada denominada candidemia, que se n&o tratada

adequadamente, pode deixar sequelas ou ocasionar a morte (FOX et al., 2015).

3.4.2.3 Penicillium sp.

Pertencente a Familia Trichocomaceae, os fungos do género Penicillium séao
decompositores de matéria organica. Comumente é conhecido como o bolor do péo,
mas pode ser encontrado no solo e em outros ambientes escuros e umidos. Muito
importante na agricultura, é grande responsavel por grandes perdas devido a ser
facilmente disseminado, principalmente em gréos estocados (LACAZ et al., 2002).

Algumas espécies podem ser benéficas, auxiliando o homem tanto no
desenvolvimento de medicamentos (penicilina), como no preparo de alimentos;
outras podem ser nocivas devido a producao de micotoxinas que podem causar
febres, anemias, problemas pulmonares e renais, podendo evoluir para morte
(SOUZA et al., 2004).
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3.5 DESCRICAO DO METODO DE CROMATOGRAFIA GASOSA (CG)

A cromatografia € um método de analise ou separagdo dos componentes de
uma amostra entre duas fases, sendo uma modvel e outra estacionaria. Durante a
passagem da fase mével através da fase estacionéaria, os componentes da amostra
sdo distribuidos entre as duas, de tal forma que alguns compostos terdo maior
afinidade pela fase moével, enquanto outros terdo maior afinidade pela fase
estacionaria. Obtém-se desta forma uma separacdo dos compostos da amostra
tendo-se migragdes diferenciais destes pela fase estacionaria (COLLINS; BRAGA,;
BONATO, 2006)

A Cromatografia Gasosa é utilizada para separagao e analise de compostos
volateis. Em CG, a fase mdével é um gas inerte (normalmente He) e a fase
estacionaria um polimero sob um sdlido inerte. Em CG vérios detectores podem ser
utilizados, mas a Espectrometria de Massas (EM) é a técnica mais utilizada para a
identificagdo dos componentes de 6leos essenciais. Na EM a amostra € ionizada e
detectam-se o pico do ion molecular, bem como os fragmentos obtidos dessa
ionizagdo. Os métodos de ionizagdo mais empregados em CG-EM sao ionizagao por
impacto de elétrons (IE) e a ionizagdo quimica (IQ) (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006)

3.6 CURIOSIDADES SOBRE PIMENTAS

Para classificar a ardéncia quando se ingere pimentas, o farmacéutico
Wilbur  Scoville (1865-1942) elaborou o experimento denominado Teste
Organoléptico de Scoville ou Procedimento de Diluicdo e Prova. Consistia em
verificar a taxa de concentracdo da capsaicina através da diluicdo do extrato da
pimenta pura em um copo de agua com agucar e entdo degustado por voluntarios.
Quanto mais agua com acgucar fosse necessario para que a ardéncia nao fosse
perceptivel ao paladar dos participantes, maior seria 0 grau na escala (DEWITT,
2003).

A Escala Scoville faz o calculo de quantas mil xicaras de agua sao

necessarias para diluir uma xicara de extrato puro de pimenta. Este grau varia de 0
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a 16 milhdes (Figura 27). Em resumo: 1 xicara de pimenta = 1000 xicaras de agua =
1 grau Scoville (DEWITT; BOSLAND, 1997).

Figura 27 — Representagao da Escala de Scoville
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Tuma (2015) denomina as pimentas com mais de 1 milhdo de graus como
“‘pimentas atébmicas”. Em frutos, atualmente se tem o grau 2,2 milhdes. Acima deste

valor, somente extrato puro de dleo essencial.

Atualmente, de acordo com o Guinness Book 2015, as quatro pimentas mais
ardidas do mundo (Figura 28) sao:

e 4.°lugar—7 Pot Douglah e variedades: de 1,06 a 1,3 milhées de graus;

e 3.°lugar — Bhut Jolokia e variedades: de 1,10 a 1,4 milhdes de graus;

e 2.°lugar — Trinidad Scorpion Moruga e variedades: de 1,40 a 2 milhdes de
graus;

e 1.°lugar — Carolina Reaper: até 2,2 milhdes de graus.

Em comparagéo, a pimenta com o menor indice na escala, assim como as
pimentas objetos do presente estudo (por grau de ardéncia) (DEWITT, 2003;
DEWITT; BOSLAND, 1997; GAHUNGU et al., 2011):
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e Pimentdo: 0 grau;

¢ Pimenta-biquinho: de 500 a 1.000 graus;

¢ Pimenta-dedo-de-mocga: de 1.000 a 1.500 graus;
¢ Pimenta-bode: de 15.000 a 30.000 graus;

e Pimenta-malagueta: 100.000 graus.
Por ndo possuirem capsaicina, a pimenta-do-reino, pimenta-da-Jamaica e

pimenta-rosa ndo foram mensuradas.

Figura 28 — As quatro pimentas mais ardidas do mundo, segundo o Guinness World
Records 2015
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 EXTRAGOES

As pimentas foram adquiridas em estabelecimentos comerciais de
Uberaba, MG. Essas foram limpas, secas e pesadas. Em seguida foi realizada a
extracao dos 6leos essenciais das especiarias pelos métodos Soxhlet e pelo método
Clevenger.

Para a extracao pelo método Soxhlet, as pimentas foram acondicionadas
no reservatorio do extrator Soxhlet envoltas em algodédo, separadamente. Como
solvente para a extragao, foi utilizado acetona. As extragdes tiveram pelo menos 2

horas de duracao.

Para a extracao pelo método Clevenger as pimentas foram acondicionadas
no baldo de destilacdo, juntamente com agua destilada. As extragbes tiveram 3
horas de duracao.

4.2 BIOENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIFUNGICA

Devido a grande quantidade de 6leos essenciais e microrganismos a serem
utilizados, foram empregadas duas técnicas: difusdo em disco de papel e

microdiluicdo. Os microrganismos avaliados neste estudo foram:

Bactérias:

e Bacillus cereus (ATCC®11778™);

e Escherichia coli (ATCC®35218™).

e Staphylococcus aureus (ATCC®20213™).

Fungos:
o Asperqgillus niger (Cepa ambiental);
e Candida albicans (ATCC®10231™);

e Penicillium sp. (Cepa ambiental).
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4.2.1 Difusao em disco de papel

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais foi obtida primeiramente
pelo método de difusdo de disco de papel (NCCLS, 1997).

A suspensédo de microrganismos testados foi espalhada sobre as placas de
Petri de 60 x 15 mm contendo meio sélido de Mueller-Hinton. Os discos de papel de
filtro (6 mm de didametro) foram embebidos com 15 pl de 6leo essencial ou
oleoresina, separadamente e colocados sobre as placas inoculadas. Em seguida, as
placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas para as bactérias, sendo entéo os
didmetros dos halos de inibicao aferidos em milimetros. Quando o didmetro do halo

de inibigao era menor ou igual a 6 mm, a amostra testada foi considerada nao ativa.

4.2.1 Microdiluigdao em caldo

Em uma segunda etapa do estudo, a atividade antifungica e antibacteriana,
bem como a concentragdo minima inibitéria (CMI) dos 6leos essenciais foi testada
contra os microrganismos estudados, conforme o método de diluicdo de caldo em
microplaca (meio de cultura BHI para fungos e meio de cultura Mueller-Hinton para
bactérias), conforme NCCLSM27-A2, M3 e Cleff et al. (2010).

Para a verificagdo da CMI contra os microrganismos estudados foram feitas
diluigbes dos Oleos essenciais entre 1,0 — 0,05%, em duplicata. Além disso,
controles positivos para cada bactéria e cada fungo e os controles negativos,

contendo somente o meio de cultura foram utilizados.

Apds 72 horas de crescimento a 27°C para os fungos e 24 horas a 37°C
para as bactérias, cada poco das microplacas foi observado individualmente. Em

caso de turbidez, a amostra foi considerada inativa.

43 ANALISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

Os o6leos esséncias de pimenta-rosa e de pimenta-da-Jamaica foram
analisados por CG-EM em colaboragdo com a empresa Ourofino Agrociéncia,

localizada em Uberaba, MG. Para a analise dos 6leos esséncias, esses foram
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diluidos em metanol na concentragdo de 1uL/mL e o equipamento utilizado foio
Shimadzu GC-MS 2010 acoplado a um detector quadropolo, com uma coluna VF-
5MS (30 m x 0.25 mm, 0.25 um de espessura do filme). Um pL de cada dleo foi
injetado separadamente no modo Split 1:20, a temperatura do injetor foi de 250°C, a
energia de ionizagao foi estabelecida em 70 eV, a temperatura do forno iniciou em
50°C e foi programada para 250°C a uma velocidade de 3°C/min e foi, entao,
mantida constante por 10 min. A identificacdo dos compostos foi feita com base na
comparacao de seus espectros de massas e seus indices de retencao relativos com
o National Institute of Standards and Technology Library (STEIN, 2015).

4.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Um breve estudo estatistico foi desenvolvido para fins de verificacdo do efeito
das variaveis independentes, tipo de pimenta e método de extracdo, sobre o
rendimento de extragdo. Para tanto, foi obtido um quadro de analise de variancias
(ANOVA). Nesta analise, pode-se verificar os efeitos dos tipos de pimenta, da
metodologia de extracdo e da interagao entre as variaveis método e pimenta sobre a

variavel resposta: o rendimento da extragao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 EXTRAGOES

Os dleos essenciais/oleoresinas das pimentas foram extraidos por dois
métodos diferentes de extracao para comparacao, tanto do rendimento percentual,
quanto da atividade bioldgica dos éleos essenciais/oleoresinas obtidos.

Os métodos Soxhlet e Clevenger foram escolhidos por serem os mais
utilizados para extragdo de 6leos essenciais de forma geral.

A partir da Tabela 1, observam-se os dados de extracdo dos oleos
essenciais e oleoresinas das pimentas em estudo utilizando-se Clevenger e Soxhlet
como métodos de extragao.

Observa-se a partir da Tabela 1 que as extragdes das pimentas em grao
geraram uma quantidade bem menor de oleoresina (método Soxhlet), como de dleo
essencial (método Clevenger) em comparagéo as pimentas in natura, o que é de se
esperar, visto que a quantidade de 6leo essencial nas pimentas em grao é realmente

muito pequena.

Entretanto, mesmo em menor quantidade, o rendimento percentual de 6leos

essenciais/oleoresinas obtidos para as pimentas em estudo foi satisfatorio.
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Tabela 1 — Dados sobre a extracdo de 6leos essenciais/oleoresinas das pimentas
estudadas

Oleos essenciais extraidos pelo método Clevenger

Massa Tempo de Massa de d6leo Rendimento

Pimentas inicial (g) extragao (min) essencial (g) Percentual (%)
P. dioica 37,28 120 1,02 2,74
P. nigrum (b) 40,12 120 0,6 1,50
P. nigrum (p) 40,21 100 0,75 1,90
S. terebinthifolius 36,09 120 0,61 1,70
C. baccatum 112,33 85 7,72 6,90
C. chinense (bq) 39,38 80 7,44 18,90
C. chinense (b) 40,12 120 0,61 1,52
C. frutescens 81,28 70 8,69 10,70

Oleoresinas extraidas pelo método Soxhlet

Massa Tempo de Massa de Rendimento

Pimentas inicial (g) extragao (min) oleoresina (g) Percentual (%)
P. dioica 35,96 120 2,49 6,92
P. nigrum (b) 30,14 100 3,60 11,95
P. nigrum (p) 60,20 100 4,91 8,16
S. terebinthifolius 30,06 125 4,11 13,70
C. baccatum 100,39 135 71,43 71,15
C. chinense (bq) 47,90 90 13,90 29,02
C. chinense (b) 75,51 135 48,48 64,20
C. frutescens 80,05 120 40,10 50,10

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2015

5.2 BIOENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, ANTIFUNGICA E
CONCENTRAGCAO MINIMA INIBITORIA

A partir da Tabela 2 observam-se os dados dos bioensaios de atividade
antibacteriana e antifungica dos oOleos essenciais e oleoresinas extraidos com o
método Soxhlet e com o método Clevenger das pimentas em estudo, pelo método

de difusdo em disco de papel.
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Tabela 2 — Dados dos bioensaios de atividade antibacteriana dos 6leos
essenciais/oleoresinas extraidos das pimentas estudadas

Oleos essenciais extraidos pelo método Clevenger

Pimentas B. cereus E. coli S. aureus
P. dioica 24,2 10,7 20,2
P. nigrum (b) 19 7,5 5
P. nigrum (p) 11,2 9,4 51
S. terebinthifolius 31,2 9,4 14,6
C. baccatum - - -
C. chinense (bq) 2,4 - -
C. chinense (b) - - -
C. frutescens - - -
Oleoresinas extraidas pelo método Soxhlet
Pimentas B. cereus E. coli S. aureus
P. dioica 14,4 10,9 10,1
P. nigrum (b) 33,6 9,4 8
P. nigrum (p) 20,0 7,6 12,7
S. terebinthifolius 17,9 28 14,6
C. baccatum 19,2 - -
C. chinense (bq) 14,6 4,9 -
C. chinense (b) 12,7 - -
C. frutescens 11,9 6,1 -

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2015

Através do método de difusdo em disco de papel, os melhores resultados das oleoresinas obtidas por
Soxhlet contra cada microrganismo: Bacillus cereus — Piper nigrum (branca) (33,6 mm), Escherichia
coli — Schinus terebinthifolius (28 mm), Staphylococcus aureus — Schinus terebinthifolius (14,6 mm).
Através do método de difusdo em disco de papel, os melhores resultados dos 6leos essenciais
obtidos por Clevenger contra cada microrganismo: Bacillus cereus — Schinus terebinthifolius (31,2
mm), Escherichia coli — Pimenta dioica (10,7 mm), Staphylococcus aureus — Pimenta dioica (20,2
mm).
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Segundo os dados de atividade bioldgica, observa-se que quanto ao controle
do microrganismo Bacillus cereus, a oleoresina de pimenta-do-reino-branca
(Soxhlet) e o 6leo essencial de pimenta-rosa (Clevenger), mostraram-se mais
eficientes com 33,6 e 31,2 mm de halo de inibigdo, respectivamente.

Ja para Staphylococcus aureus a oleoresina de pimenta-rosa (Soxhlet) e o
6leo essencial de pimenta-da-Jamaica (Clevenger) foram os mais ativos com 14,6 e
20,2 mm de halo de inibi¢ao, respectivamente.

Analisando-se os dados obtidos para Escherichia coli, observa-se que a
oleoresina de pimenta-rosa (Soxhlet) e o dleo essencial de pimenta-da-Jamaica
(Clevenger), apresentaram os resultados mais expressivos de atividade bioldgica
com 28 e 10,7 mm de halo de inibigdo, respectivamente.

De forma geral pode-se dizer que as oleoresinas (método Soxhlet) obtidas a
partir de pimenta-do-reino-branca e de pimenta-rosa, apresentaram os melhores
resultados frente aos microrganismos testados. Ja os 6leos essenciais (método
Clevenger), obtidos de pimenta-rosa e de pimenta-da-Jamaica, foram os que
apresentaram os melhores resultados de atividade antibacteriana contra as bactérias
testadas.

Os O6leos essenciais das pimenta-dedo-de-moga, pimenta-malagueta,
pimenta-biquinho e pimenta-bode ndo apresentaram atividade bioldgica através de
difusdo em disco de papel. J&4 as oleoresinas, utilizando a mesma técnica,
apresentaram atividade bioldgica contra Bacillus cereus. Como dentre o pesquisado
nao foram encontrados registros sobre a utilizagado dos 6leos essenciais/oleoresinas
destas pimentas para atividade antibacteriana e antifungica frente aos
microrganismos deste estudo, ndo foi possivel estabelecer um comparativo com
outras literaturas cientificas. Embora as oleoresinas dessas pimentas tenham

apresentado bioatividade por vezes discreta, esses sao dados muito relevantes.

Considerando o método de microdiluicido em caldo, no qual foi avaliada a
atividade antifungica das oleoresinas e 6leos essenciais obtidos pelos métodos de
Soxhlet e Clevenger e a concentracdo minima inibitéria (CMI), os resultados
observados foram dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Dados de Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) dos dleos
essenciais/oleoresinas para os fungos estudados
Oleos essenciais extraidos pelo método Clevenger

Pimenta A. niger C. albicans P. sp.
P. dioica 0,25% 0,25% 0,25%
P. nigrum (b) - 0,50% -
P. nigrum (p) - - -
S. terebinthifolius - 0,25% 0,25%

C. baccatum - - -
C. chinense (bq) - - -
C. chinense (b) - - 1,00%

C. frutescens - - -

Oleoresinas extraidas pelo método Soxhlet

Pimenta A. niger C. albicans P. sp.
P. dioica 0,10% 0,50% 0,25%
P. nigrum (b) - 0,50% -
P. nigrum (p) - - -
S. terebinthifolius - 0,25% 0,25%

C. baccatum - - -
C. chinense (bq) - - -
C. chinense (b) - - 1,00%

C. frutescens - - -

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2015

Através do método de microdiluigdo em caldo, os melhores resultados dos 6leos essenciais obtidos
por Clevenger contra cada fungo estudado, de acordo com as CMlIs obtidas: Aspergillus niger —
Pimenta dioica (25%), Candida albicans — Pimenta dioica e Schinus terebinthifolius (25% em ambas),
Penicillium sp. — Pimenta dioica e Schinus terebinthifolius (25% em ambas). Através do método de
microdiluicdo em caldo, os melhores resultados das oleoresinas obtidas por Soxhlet contra cada
fungo estudado, de acordo com as CMIs obtidas: Aspergillus niger — Pimenta dioica (10%), Candida
albicans — Schinus terebinthifolius (25%), Penicillium sp. — Pimenta dioica e Schinus terebinthifolius
(25% em ambas).

Com relagdo a CMI dos Oleos essenciais e oleoresinas das pimentas
estudadas frente aos trés fungos avaliados, observa-se que P. dioica, P. nigrum (b)
e S. terebinthifolius apresentaram CMI relevantes. Ainda assim, os Oleos essenciais
e oleoresinas de P. dioica contra todos os fungos e de S. terebinthifolius contra C.

albicans e Penicillium sp, foram as mais expressivas.
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Considerando o método de microdiluicido em caldo, no qual foi avaliada a
atividade antibacteriana das oleoresinas e 6leos essenciais obtidos pelos métodos

.....

observados foram dispostos na Tabela 4.

Tabela 4 — Dados de Concentragcdo Minima Inibitéria (CMI) dos O6leos
essenciais/oleoresinas para as bactérias estudadas
Oleos essenciais extraidos pelo método Clevenger

Pimenta B. cereus E. coli S. aureus

P. dioica 0,10% 0,50% 1,00%

P. nigrum (b) 0,25% - 1,00%

P. nigrum (p) 0,25% 1,00% 0,50%

S. terebinthifolius 0,10% 0,25% 0,50%
C. baccatum 0,25% - -
C. chinense (bq) 0,25% - -
C. chinense (b) 0,25% - -
C. frutescens 0,50% - -

Oleoresinas extraidas pelo método Soxhlet

Pimenta B. cereus E. coli S. aureus

P. dioica 0,25% 0,50% 0,25%
P. nigrum (b) 0,10% - -
P. nigrum (p) 1,00% - -

S. terebinthifolius 0,10% 0,10% 0,25%
C. baccatum 0,25% - -
C. chinense (bq) 1,00% - -
C. chinense (b) 0,25% - -
C. frutescens 0,25% - -

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2015

Através do método de microdiluigdo em caldo, os melhores resultados dos 6leos essenciais obtidos
por Clevenger contra cada bactéria estudada, de acordo com as CMIs obtidas: Bacillus cereus —
Pimenta dioica e Schinus terebinthifolius (10% em ambas), Escherichia coli — Schinus terebinthifolius
(25%), Staphylococcus aureus — Piper nigrum (p) e Schinus terebinthifolius (50% em ambas). Através
do método de microdiluigdo em caldo, os melhores resultados das oleoresinas obtidas por Soxhlet
contra cada fungo estudado, de acordo com as CMIs obtidas: Bacillus cereus — Piper nigrum (b) e
Schinus terebinthifolius (10% em ambas), Escherichia coli — Schinus terebinthifolius (10%),
Staphylococcus aureus — Pimenta dioica e Schinus terebinthifolius (25% em ambas).
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Ja a CMI dos dleos essenciais e oleoresinas das pimentas estudadas frente
as trés bactérias avaliadas, foram observados bons resultados frente a B. cereus,
com excecao das oleoresinas de P. nigrum (p) e C. chinense (bq). Entretanto,
apenas as oleoresinas e 6leos esséncias de P. dioica e S. terebinthifolius mostraram

resultados relevantes frente a todas as bactérias.

Comparando-se os dois métodos de bioensaios utilizados, ficou clara a
praticidade da técnica de microdiluicdo em caldo realizada em microplacas, quando
se fazem necessarias grandes volumes de analises e muitas amostras. Traduzindo-
se em numeros, ha ganho de tempo, de trabalho em laboratério, além do menor

impacto ambiental.

Quando se comparam os dois métodos de extragdo empregados, verifica-se
que o método Clevenger &, sem duvida, o melhor método para a extragao de 6leos
essenciais, principalmente para a aplicagdo biotecnolégica. Isso porque, apesar de
apresentar um baixo rendimento percentual a pureza do material obtido € muito
maior e, portanto, fundamental para a aplicagdo em bioprocessos que exijam
materiais de partida puros. Tal observagdo pode ser verificada inclusive pela

coloragao do mesmo.

Além disso, levando-se em conta custos e impactos ambientais, esse
também é o melhor método, uma vez que a extragdo € realizada com agua ao invés

de solvente organico, como acontece no método Soxhlet.

Entretanto, as oleoresinas obtidas pelo método Soxhlet, também podem ser

utilizadas em processos que nao exijam pureza do material de partida.

5.3 ANALISES POR CG-EM

Por meio de analises realizadas por CG-EM, as quais foram realizadas em
colaboragdo com a empresa Ourofino Agrociéncia, foi possivel identificar os
compostos que compdem os Oleos esséncias de pimenta-rosa e de pimenta-da-

Jamaica.
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A Figura 29-A mostra o cromatograma obtido para a analise do dleo
essencial de pimenta-rosa, a Figura 29-B mostra a expansdo do cromatograma na
regiao de 6-16min e a Figura 29-C mostra o espectro de Massas obtido para a

analise do d6leo essencial de pimenta-rosa.

Apds analise do cromatograma da Figura 29 pode-se observar a presenga
de 8 compostos no 6leo essencial de pimenta-rosa (Tabela 5). A identificacdo
desses compostos foi realizada por comparacdo com espectros de Massas do
National Institute of Standards and Technology (NIST) (STEIN, 2015).

Tabela 5 — Compostos identificados em o6leo essencial de pimenta-rosa (S.
terebinthifolius), por CG-EM

Composto Pico Tempo (min) Peso molecular
a-pineno 1.° 7,12 136
a-felandreno 2° 8,48 136
B-pineno 3.° 8,66 136
B-mirceno 4.° 9,09 136
trans-3-caren-2-ol 5.° 9,74 152
1-R-a-pireno 6.° 9,83 136
o-cimeno 7.° 10,46 134
(-)-limoneno 8.° 10,66 136

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2015
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Figura 29 — Cromatogramas e Espectro de Massas da andlise do éleo essencial de

pimenta-rosa (S. terebinthifolius) por CG-EM
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A Figura 30 apresenta o espectro de Massas do pico em 7,12 min (1.° pico)
obtido no cromatograma de separagdo do 6leo essencial de pimenta-rosa e a
identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenca do o-

pineno, cuja estrutura encontra-se na Figura 30.

Figura 30 — Espectro de Massas do pico em 7,12 min (1.° pico) obtido no
cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-rosa e a identificagdo do
composto a-pineno, realizada por comparagdo com o NIST
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A Figura 31 apresenta o espectro de Massas do pico em 8,48 min (2.° pico)
obtido no cromatograma de separagdo do Oleo essencial de pimenta-rosa a

identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da anadlise por CG-EM desse pico identificou-se a presenca do a-

felandreno, cuja estrutura encontra-se na Figura 31.

Figura 31 — Espectro de Massas do pico em 8,48 min (2.° pico) obtido no
cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-rosa e a identificagdo do
composto a- felandreno, realizada por comparacdo com o NIST
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A Figura 32 apresenta o espectro de Massas do pico em 8,66 min (3.° pico)
obtido no cromatograma de separagdo do 6leo essencial de pimenta-rosa e a
identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenga do -

pineno, cuja estrutura encontra-se na Figura 32.

Figura 32 — Espectro de Massas do pico em 8,66 min (3.° pico) obtido no
cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-rosa e a identificagdo do
composto B-pineno, realizada por compara¢gdo com o NIST
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A Figura 33 apresenta o espectro de Massas do pico em 9,09 min (4.° pico)
obtido no cromatograma de separagdo do 6leo essencial de pimenta-rosa e a

identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenga do -

mirceno, cuja estrutura encontra-se na Figura 33.

Figura 33 — Espectro de Massas do pico em 9,09 min (4.° pico) obtido no
cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-rosa e a identificagdo do
composto B-mirceno, realizada por comparagdao com o NIST
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A Figura 34 apresenta o espectro de Massas do pico em 9,74 min (5.° pico)
obtido no cromatograma de separagdo do 6leo essencial de pimenta-rosa e a
identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presencga do trans-
3-caren-2-ol, cuja estrutura encontra-se na Figura 34.

Figura 34 — Espectro de Massas do pico em 9,74 min (5.° pico) obtido no
cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-rosa e a identificagdo do
composto trans-3-caren-2-ol, realizada por comparagao com o NIST
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A Figura 35 apresenta o espectro de Massas do pico em 9,83 min (6.° pico)
obtido no cromatograma de separagdo do 6leo essencial de pimenta-rosa e a

identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenca do 1-R-o-

pireno, cuja estrutura encontra-se na Figura 35.

Figura 35 — Espectro de Massas do pico em 9,83 min (6.° pico) obtido no
cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-rosa e a identificagdo do
composto 1-R-a-pireno, realizada por comparagdo com o NIST
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A Figura 36 apresenta o espectro de Massas do pico em 10,46 min (7.° pico)
obtido no cromatograma de separagdo do 6leo essencial de pimenta-rosa e a
identificacdo do composto através de comparagcdo com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenga do o-

cimeno, cuja estrutura encontra-se na Figura 36.

Figura 36 — Espectro de Massas do pico em 10,46 min (7.° pico) obtido no
cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-rosa e a identificagdo do
composto o-cimeno, realizada por comparagao com o NIST
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A Figura 37 apresenta o espectro de Massas do pico em 10,66 min (8.° pico)
obtido no cromatograma de separagdo do 6leo essencial de pimenta-rosa e a

identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenga do (-)-

limoneno, cuja estrutura encontra-se na Figura 37.

Figura 37 — Espectro de Massas do pico em 10,66 min (8.° pico) obtido no
cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-rosa e a identificagdo do
composto (-)-limoneno, realizada por compara¢gdo com o NIST
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Martins et al. (2014) extrairam o 6leo essencial de uma espécie de pimenta-
rosa, avaliaram o mesmo através de CG-EM e avaliaram tanto a atividade
antioxidante quanto a atividade antimicrobiana desse 6leo. Os autores identificaram
16 componentes no 6leo essencial extraido. Entretanto, os compostos principais
foram a- e B-felandreno, B-mirceno, limoneno e a-pineno, mesmos compostos

identificados no 6leo essencial extraido de pimenta rosa no presente trabalho.

Provavelmente, a sazonalidade é um fator importante para a diferenciacao
da presenga de compostos nos 6leos essenciais de forma geral. Trabalhos futuros
serao realizados para verificar-se a composicao do 6leo essencial de pimenta-rosa

para comprovar-se tal hipotese.

O o6leo essencial extraido por Martins et al. (2014), apresentou atividade
antioxidante significativa e propriedades antimicrobianas contra bactérias Gram + e
Gram -, além de fungos comumente encontrados na deterioragado de alimentos. Os
autores sugerem ainda que o 6leo essencial de pimenta-rosa tem potencial para uso

em biotecnologia, alimentos e / ou industria farmacéutica.
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A Figura 38-A mostra o cromatograma obtido para a analise do dleo
essencial de pimenta-da-Jamaica, a Figura 38-B mostra o espectro de Massas

obtido para a analise do 6leo essencial de pimenta-rosa.

Figura 38 — Cromatogramas e Espectro de Massas da andlise do 6leo essencial de
pimenta-da-Jamaica (P. dioica) por CG-EM
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Fonte: Do Autor, 2015

Apds analise do cromatograma da Figura 38 pode-se observar a presenga
de 8 compostos no 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica (Tabela 6). A identificagdo
desses compostos foi realizada pelo método de comparagcdo com espectros de
Massas do NIST (STEIN, 2015).
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Tabela 6 — Compostos identificados em 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica (P.
dioica), por CG-EM

Composto Pico Tempo Peso
(min)  molecular
B-mirceno 1.° 9,09 136
a-felandreno 2° 9,74 136
1-pentanona 3.° 10,46 176
(-)-limoneno 4.° 10,65 136
-pineno 5.° 13,67 136
y-terpineno 6.° 17,24 136
p-eugenol 7.° 24,89 164
biciclo [7,2,0]-undec-4-eno-4,11,11-trimetil-8-metileno 8.° 24,89 204

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2015
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A Figura 39 apresenta o espectro de Massas do pico em 9,09 min (1.° pico)
obtido no cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenga do (-

mirceno, cuja estrutura encontra-se na Figura 39.

Figura 39 — Espectro de Massas do pico em 9,09 min (1.° pico) obtido no
cromatograma de separacdo do Oleo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto 3-mirceno, realizada por comparagdo com o NIST
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A Figura 40 apresenta o espectro de Massas do pico em 9,74 min (2.° pico)
obtido no cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenca do o-

felandreno, cuja estrutura encontra-se na Figura 40.

Figura 40 — Espectro de Massas do pico em 9,74 min (2.° pico) obtido no
cromatograma de separacdo do Oleo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto a-felandreno, realizada por comparacdo com o NIST
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A Figura 41 apresenta o espectro de Massas do pico em 10,46 min (3.° pico)
obtido no cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica e a

identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenga do 1-

pentanona, cuja estrutura encontra-se na Figura 41.

Figura 41 — Espectro de Massas do pico em 10,46 min (3.° pico) obtido no
cromatograma de separacdo do Oleo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto 1-pentanona, realizada por compara¢gdo com o NIST
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A Figura 42 apresenta o espectro de Massas do pico em 10,65 min (4.° pico)
obtido no cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenga do (-)-

limoneno, cuja estrutura encontra-se na Figura 42.

Figura 42 — Espectro de Massas do pico em 10,65 min (4.° pico) obtido no
cromatograma de separacdo do Oleo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto (-)-limoneno, realizada por comparagao com o NIST
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A Figura 43 apresenta o espectro de Massas do pico em 13,67 min (5.° pico)
obtido no cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenca do B-

pineno, cuja estrutura encontra-se na Figura 43.

Figura 43 — Espectro de Massas do pico em 13,67 min (5.° pico) obtido no
cromatograma de separacdo do Oleo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto B-pineno, realizada por comparagao com o NIST
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A Figura 44 apresenta o espectro de Massas do pico em 17,24 min (6.° pico)
obtido no cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da anadlise por CG-EM desse pico identificou-se a presenga do y-

terpineno, cuja estrutura encontra-se na Figura 44.

Figura 44 — Espectro de Massas do pico em 17,24 min (6.° pico) obtido no
cromatograma de separacdo do Oleo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto y-terpineno, realizada por comparagdo com o NIST
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A Figura 45 apresenta o espectro de Massas do pico em 24,89 min (7.° pico)
obtido no cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presenga do p-

eugenol, cuja estrutura encontra-se na Figura 45.

Figura 45 — Espectro de Massas do pico em 24,89 min (7.° pico) obtido no
cromatograma de separacdo do Oleo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto p-eugenol, realizada por comparagdo com o NIST
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A Figura 46 apresenta o espectro de Massas do pico em 27,68 min (8.° pico)
obtido no cromatograma de separagao do 6leo essencial de pimenta-da-Jamaica e a

identificacdo do composto através de comparagao com o NIST.

Através da analise por CG-EM desse pico identificou-se a presencga do biciclo
[7,2,0]-undec-4-eno-4,11,11-trimetil-8-metileno, cuja estrutura encontra-se na Figura
46.

Figura 46 — Espectro de Massas do pico em 24,89 min (8.° pico) obtido no
cromatograma de separacdo do Oleo essencial de pimenta-da-Jamaica e a
identificacdo do composto biciclo [7,2,0]-undec-4-eno-4,11,11-trimetil-8-metileno,
realizada por comparacao com o NIST
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Segundo Rao et al. (2012), os principais constituintes do 6leo essencial dos
frutos de Pimenta dioica sao: limoneno,1,8 cineola, terpinoleno, B-cariofilleno, B-
selineno e metil eugenol. Ja os constituintes do 6leo essencial das folhas de Pimenta

dioica sao: eugenol, metil eugenol, B-cariofilleno e mirceno.

No presente trabalho também foram obtidos alguns daqueles compostos
obtidos de forma semelhante por Rao et al. (2012), porém a composigdo do déleo
essencial de pimenta-da-Jamaica (Pimenta dioica) estudada no presente trabalho,
ainda inclui outros compostos. Muito provavelmente, além da sazonalidade, o local
também influi na composi¢ao do 6leo essencial das plantas, como por exemplo, a

composicao do solo, clima, etc.

Ainda de acordo com Rao e colaboradores (2012), o 6leo essencial de P.
dioica apresenta um amplo espectro de atividade bioldgica, incluindo: atividade
anticancerigena, atividade antifungica, atividade antimicrobiana, atividade
antioxidante e ainda apresenta efeito antidiabético.

Jiang et al. (2013), também obtiveram uma composi¢ao diferente do dleo
essencial de P. dioica da obtida no presente trabalho. Os autores obtiveram 24
compostos na analise por CG do éleo essencial isolado e desses apenas o eugenol

e o terpineno foram comum aos compostos encontrados no presente trabalho.
5.4 ANALISES ESTATISTICAS DOS DADOS
A Tabela 7 traz, resumidamente, os resultados do teste ANOVA realizado

com os dados de extragdo de Pimenta dioica, Piper nigrum (branca), Piper nigrum
(preta) e S. terebinthifolius.

Tabela 7 — Quadro de ANOVA (two way)

Fator de Variagao GL SQ QM p
Media 1 1009.59 1009.59 0.000000
Método 1 246.27 246.27 0.000000
Pimenta 3 73.69 24.56 0.000127
Método*Pimenta 3 47.04 15.68 0.001302
Residuos 16 29.42 1.84
Total 23 369.42

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2015
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De acordo com a Tabela 7, onde foram apresentadas as somas dos
quadrados, seus graus de liberdade, variancia do quadrado médio e a estatistica p.,
considerando um nivel de significancia de 5% (p=0,05), observa-se que para a
variavel pimenta p < 0,05 dentro da regido de rejeicdo de Hy. Portanto, os tipos de
pimentas sao estatisticamente diferentes, ou seja, ocorre efeito desta variavel sobre

o rendimento da extragao.

Ainda olhando a Tabela 7, nota-se que a variavel tipo de método de extracao
influencia a variavel resposta (p < 0,05, dentro da regiao de rejeicédo de Hp), sendo
as duas metodologias estatisticamente diferentes.

Pensando no efeito de interagdo entre as variaveis pimenta e metodologia
de extragdo, observa-se na Tabela 7 que o valor de p < 0,05 (também dentro da
regiao de rejeicdo de Hp) denota que a interagdo entre estas varidveis tem
interferéncia sobre a resposta.
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Observa-se na Figura 47 que o grafico apresenta boa distribuigdo dos valores
em torno da reta identidade, evidenciando que o modelo possui boa qualidade para
0 ajuste aos dados.

Figura 47 — Valores preditos x Valores observados
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Fonte: Do Autor, 2015

De acordo com o quadro de ANOVA, pode-se afirmar que o rendimento é
funcao do tipo de metodologia de extragao, do tipo de pimenta e da interagdo entre
pimenta e tipo de extragcdo, pois estas foram as varidveis que estatisticamente
influenciaram. Isto pode ser comprovado pelos baixos valores de p obtidos para a
contabilizacao destes efeitos.
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Na Figura 48 estdo apresentados os rendimentos em fungdo das
metodologias de extracdo empregadas. Esta sugere que a metodologia Soxhlet
possui maior rendimento que a metodologia Clevenger para todos os tipos de

pimentas empregados nessa analise estatistica.

Figura 48 — Efeito da variavel “método de extracdo”
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A Figura 49 traz os rendimentos em fung¢ao do tipo de pimenta empregado.
Esta figura evidencia que os maiores rendimentos foram obtidos para as extragdes
em que fora empregada a pimenta S. terebinthifolius. Outrossim, suspeita-se que,
estatisticamente, as pimentas P. dioica e Piper nigrum (preta e branca) possuem

efeitos parecidos sobre o rendimento de extragao.

Figura 49 — Efeito da variavel “tipo de pimenta”
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Na Figura 50 estdo apresentados os rendimentos em fungédo da interagéo
entre as metodologias de extracdo empregadas e os tipos de pimentas. A figura
afirma que a metodologia Soxhlet associada a pimenta S. terebinthifolius

corresponde aos maiores rendimentos obtidos.

Figura 50 — Efeito da Interagao entre as varidveis: Tipo de Método*Tipo de Pimenta
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6 CONCLUSAO

A partir do trabalho realizado pode-se concluir:

e Em relagado as extragdes, conclui-se que no método Clevenger obtém-se
menores rendimentos percentuais, porém os 6leos esséncias sao visivelmente livres
de pigmentos e, portanto mais puros e com melhor valor para aplicagao
biotecnolégica;

e Emrelagdo aos bioensaios de atividade antimicrobiana e antifungica, bem
como de CMI conclui-se que as oleoresinas e 6leos essenciais de pimenta-rosa
(Schinus terebinthifolius) e a pimenta-da-Jamaica (Pimenta dioica), foram as que se

apresentam mais promissoras.
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