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Resumo: A pimenta-do-reino é uma das especiarias mais consumidas mundialmente, sendo
suscetivel a contaminagdo por diversos microrganismos patogénicos como a Salmonella
spp. e micotoxinas ao longo da cadeia de producdo. Nesse contexto, o presente estudo teve
como objetivo desenvolver e avaliar métodos rapidos e ndo destrutivos para a identificagdo
da presenca de microrganismos patogénicos pertecetes a familia das Enterobacteriaceae,
como a Salmonella em amostras de pimenta-do-reino, utilizando espectroscopia no
Infravermelho Médio (MIR) associada a ferramentas quimiométricas. As amostras de
pimenta foram previamente caracterizadas por método microbiol6gico convencional e,
posteriormente, submetidas as analises espectroscopicas de MIR. Os dados espectrais
obtidos foram tratados e analisados por meio de técnicas multivariadas. Os resultados
evidenciaram diferencas relevantes entre as amostras com auséncia e presenca de
Salmonella. As analises exploratérias demonstram tendéncia de separacéo entre as classes,
embora com certa sobreposicao, possivelmente relacionadas a complexidade da matriz. De
modo geral, os resultados indicaram que a espectroscopia NIR e MIR, associada a métodos
quimiométricos, apresentam elevado potencial para a identificacdo rapida da presenca
microrganismos patogénicos presentes na pimenta-do-reino. Além disso, a abordagem
proposta mostra-se promissora para aplicacdo na deteccdo dessas bactérias, contribuindo
para o desenvolvimento de metodologias alternativas as técnicas convencionais.
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INTRODUGAO O Brasil ocupa posicéo de destaque na produgéo dessa

A pimenta-do-reino (Piper nigrum), pertencente a
familia Piperaceae, é uma das especiarias mais antigas
e amplamente comercializadas no mundo, com
relevancia histérica, econbmica e tecnolégica. Embora
seu uso inicial tenha sido associado as propriedades
sensoriais, especialmente pungéncia e aroma, diversos
estudos evidenciam os seus efeitos bioldgicos,
relacionados a presenca de metabdlitos secundarios
bioativos, com destaque para a piperina (Silva et al.,
2021).

A piperina é considerada como principal alcaloide
presente na pimenta-do-reino, além de outros
compostos fenolicos e terpenoides existentes na
espécie que exibem atividades antioxidante, anti-
inflamatoria, antimicrobiana e moduladora de vias
metabdlicas, sendo investigados quanto ao potencial
quimiopreventivo e neuroprotetor (Mayr et al., 2021).
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especiaria, sendo um dos principais paises produtores
e exportadores considerando o cendrio global. De
acordo com dados da Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FDA, 2025), o
Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de
pimenta-do-reino, ficando atras apenas do Vietna, o
que evidencia a relevancia dessa cultura para o
agronegdcio brasileiro.

A produgdo de pimenta-do-reino é realizada por
sistemas de agricultura familiar, exercendo importante
funco socioecondmica ao contribuir para a
permanéncia da mdo de obra no meio rural e para a
geracdo de renda nas comunidades produtoras. No
entanto, a cadeia produtiva dessa especiaria ainda
apresenta limitagGes relacionadas a padronizacdo das
etapas de producdo, abrangendo desde a colheita,
debulha e secagem at¢é o beneficiamento,
armazenamento e distribuicdo. Essa falta de
uniformidade favorece a ocorréncia de variagdes nas
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caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do
produto final (Vinha et al., 2025).

A contaminagdo microbiolégica de especiarias, como
a pimenta-do-reino, constitui uma preocupacao
constante para os 6rgdos reguladores e para a inddstria
de alimentos. Entre os principais microrganismos de
importdncia sanitaria relatados nesse produto
destacam-se  Salmonella spp., Bacillus cereus,
bactérias do grupo dos coliformes e Escherichia coli,
cuja presenca pode comprometer a seguranga
microbioldgica e a qualidade do alimento.

Tratando-se dos métodos de deteccdo, para a
Salmonella e outras bactérias pertencentes a familia
das Enterobacteriaceae, técnicas tradicionais se
baseiam majoritariamente em métodos
microbiolégicos, devido a sua capacidade de
identificar células vidveis do patégeno apos etapas
sequenciais de enriquecimento e isolamento em meios
seletivos. Estes métodos, frequentemente
padronizados por normas como a I1SO 6579-1 (ISO,
2017), permanecem obrigatérios em  muitos
programas de vigilancia sanitiria apesar do maior
tempo de andlise e necessidade de infraestrutura
especializada, o que tem motivado a adogdo de
abordagens que possam reduzir o tempo de resposta

A espectroscopia no infravermelho MIR destaca-se
como uma abordagem promissora, para a detecgdo de
contaminantes como a Salmonella spp. e micotoxinas,
uma vez que possibilita a identificagdo indireta desses
contaminantes por meio das alteragdes bioquimicas e
estruturais provocadas na matriz alimentar. A
presenca de microrganismos ou metabodlitos fungicos
pode modificar o perfil molecular do alimento,
refletindo variagdes nas bandas espectrais associadas
principalmente a proteinas, lipidios, carboidratos e
outros constituintes quimicos.

Técnicas vibracionais, como a espectroscopia
baseadas no MIR, quando integradas a ferramentas
quimiométricas e modelos multivariados, permitem a
extracdo de padrGes espectrais complexos e a
construcdo de modelos discriminatorios capazes de
identificar a presenga de Salmonella ou micotoxinas
com rapidez e sem necessidade de preparo extensivo
da amostra. Essas técnicas, além de ndo serem
destrutivas, apresentam potencial para aplicacdo em
sistemas de triagem rapida, monitoramento em linha e
controle de qualidade, configurando-se como uma
alternativa estratégica aos métodos de analise
convencionais, baseados em cultura microbioldgica
ou cromatografia (Moreirinha et al., 2018).

Nesse sentido, 0 presente estudo tem como objetivo
avaliar a utilizagdo da espectroscopia MIR, através de
ferramentas quimiométricas para identificacdo de
patdgenos presentes na pimenta-do-reino, com foco na
detec¢do da presenca de Salmonella.
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MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas 20 amostras de pimenta-do-reino
(Piper nigrum). Para realizacdo das analises 50g das
amostras foram moidas, em moedor de grdos (Bene
Casa, Santa Catarina, Brasil) por aproximadamente 30
segundos, com o objetivo de promover a
homogeneizagio da matriz. Entre o processamento de
cada amostra, o equipamento era devidamente
higienizado e submetido a sanitizagdo com solugdo de
alcool 70%, a fim de evitar contaminagdo cruzada
entre as amostras.

A pesquisa da presenca ou auséncia da Salmonella
spp., foi realizada através da ISO 6579-1 (1SO, 2017),
por meio do método enzimatico cromogénico
Compact Dry  SL®(Shimadzu Diagnostics
Corporation, Tokyo, Japao).

Os resultados obtidos foram expressos de forma
qualitativa, quanto a presenca ou auséncia do agente.
A presenca do microrganismo foi indicada pelo
desenvolvimento de coldnias com coloragdo variando
de preto a esverdeado, podendo apresentar-se isoladas
ou fundidas, além da formacéo de halo amarelado no
meio ao redor das coldnias, caracteristicas sugestivas
de Salmonella. Emcontrapartida, resultados negativos
foram caracterizados pela auséncia de alteragdo na
coloragdo do meio de cultura ou observagdo da
ocorréncia de colbnias roxas, vermelhas ou
avermelhadas, ndo sugestivas da presenca do
patégeno.

Através da andlise microbioldgica foram obtidos
resultados utilizados como método de referéncia para
a classificagdo das amostras, servindo como base para
0 desenvolvimento e avaliagdo dos modelos
qguimiométricos aplicados aos dados espectroscopicos
obtidos por MIR.

Os espectros de MIR foram obtidos usando
espectroscopia de infravermelho médio de reflexdo
total atenuada por transformada de Fourier MIR-ATR
(Cary 630 FTIR, Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, Califérnia, Estados Unidos) no modo
absorbancia, usando uma faixa espectral de 4000 a 650
cm, com uma resolucédo de 4 cm-1 e 64 varreduras.
A leitura foi realizada em um cristal de diamante com
uma superficie de amostragem de 1mm de diametro,
onde aproximadamente 0,1g das amostras foram
colocadas no cristal de ATR, cada espectro foi obtido
em aproximadamente 30 segundos, em duplicata.
Entre cada coleta, o cristal foi limpo com &lcool
isopropilico (Merck, Darmstadt, Alemanha).

As informagdes foram organizadas com dimensao
mxn (linhas x colunas), em que m corresponde aos
tratamentos e n as variaveis de interesse (maximos de
absorbancia). Antes da analise, os dados originais
passaram por pré-processamento com o filtro de
Savitzky-Golay (janela de 50 pontos) (Savitzky;
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Golay, 1964) a fim de reduzir variagdes sistematicas
resultantes, por exemplo, de caracteristicas dos
instrumentos ou de fatores ambientais.

A Anélise de Componentes Principais (ACP) foi
realizada como método exploratério para encontrar as
principais fontes de variabilidade nos dados, detectar
valores discrepantes. Para construir os modelos, foram
utilizadas cerca de 20 absorbancias associadas a
comprimentos de onda entre 696 cm?® a 3291 cm!
considerando dados MIR. Essas absorbancias foram
usadas como varidveis de classe para amostras com
presenca e auséncia da Salmonella.

J& para identificar padroes de similaridade entre as
amostras de pimenta-do-reino com auséncia e
presenca de Salmonella, foi empregada a Analise de
Agrupamento Hierarquico (Hierarchical Cluster
Analysis - HCA) como técnica exploratéria. Essa
abordagem permitiu avaliar as relacdes de
similaridade e dissimilaridade entre as amostras
analisadas, possibilitando a visualizacdo da formacéo
de grupos com caracteristicas espectrais semelhantes
por meio do dendrograma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando os resultados obtidos pela analise
microbiologica de referéncia para identificacdo de
Salmonella spp., apenas 3 dentre as 20 amostras de
pimenta-do-reino analisadas foram negativas para a
presenca de microrganismos indicando uma elevada
frequéncia de contaminagéo no conjunto analisado.

Os resultados encontrados estdo em acordo com
demais estudos que também relatam a ocorréncia de
Salmonella em pimenta-do-reino e outras especiarias,
embora com ocorréncias geralmente inferiores as
observadas aqui, a exemplo, de estudo desenvolvido
por Tang (2025), ao realizarem uma analise
abrangente dos riscos microbioldgicos emespeciarias,
onde avaliaram produtos amplamente utilizados como
a pimenta-do-reino, pimenta-vermelha  (chili),
cdrcuma, cominho e canela. Os autores observaram a
presenca de microrganismos patogénicos, incluindo
Salmonella nessas matrizes, destacando que essas
especiarias, mesmo apresentando baixo teor de agua,
podem atuar como veiculos de contaminagdo e
representar uma preocupacdo relevante para a
seguranca alimentar em diversos mercados.

Os espectros MIR obtidos para as 20 amostras de
pimenta-do-reino sdo apresentados através da Figura
1. A variabilidade espectral indica a heterogeneidade
entre as amostras analisadas, com elevada
similaridade entre os grupos e algumas diferengas
sutis de intensidade, fator indicado pela presenca de
muitas regides contendo picos com sobreposicdes,
dificultando a diferenciacdo visual entre amostras com
auséncia e presenca da Salmonella.
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Figura 1. Espectros de absorvancia MIR das amostras
de pimenta-do-reino com auséncia e presenca de
Salmonella.

Para os espectros obtidos na regido do Infravermelho
Médio, observa-se aproximadamente trés regides
principais de absorcéo, associadas a diferentes grupos
funcionais presentes na matriz da pimenta-do-reino. A
primeira, esta relacionada ao estiramento do grupo O-
H, geralmente associado a presenca de agua, fendis e
carboidratos. A segunda regido espectral corresponde
ao estiramento das ligacBes C-H, caracteristicas de
compostos lipidicos e cadeias alifaticas presentes em
lipidios e compostos organicos. J& na regido entre
1700-1000 cml, observa-se um conjunto mais
complexo de bandas atribuidas a diferentes vibragoes
moleculares, incluindo C=0O (carbonilas de acidos
organicos, lipidios e proteinas), C=C e C=N
(compostos aromaticos e estruturas proteicas), N-H
(proteinas) e C-O/C-C (alcoois, éteres e carboidratos).
Essas bandas sdo caracteristicas de compostos
organicos presentes nas matrizes alimentares
(Mendes; Duarte, 2021).

A presenca da banda larga entre 3500-3000 cm,
atribuida predominantemente ao estiramento O-H, é
associada a agua e as interacbes por ligacdo de
hidrogénio presentes na matriz. Essa faixa espectral é
sensivel ao estado de hidratacdo, refletindo diferencas
entre &gua livre e &gua ligada, bem como
reorganizacdes na rede de ligagGes intermoleculares.
Em sistemas microbioldgicos, variaces nessa regiao
tém sido relacionadas a alteragcBes no microambiente
hidrico decorrentes da presenca de biomassa
microbiana e/ou formagdo de biofilmes (Liu et al.,
2020).

Considerando a regido do fingerprint, as regides entre
1700 e 1500 cm™ sdo atribuidas predominantemente
as bandas de amida, relacionada ao estiramento C=0
da ligacdo peptidica, a deformacdo N-H e ao
estiramento C-N. As bandas de amida séo
particularmente sensiveis a estrutura secundaria das
proteinas, refletindo variagcbes conformacionais e
diferencas na composicdo proteica das amostras
(Baker et al., 2014).
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No contexto microbioldgico, altera¢fes na intensidade
ou no perfil dessas bandas podem estar associadas a
contribuicdo de carga bacteriana, uma vez que
proteinas estruturais e extracelulares compéem fracéo
significativa das células microbianas e de possiveis
biofilmes. Assim, o aumento de absorbancia
observado nas amostras com presenga de Salmonella
pode indicar modificacGes na fracdo proteica total
(Cordovana et al., 2022).

A regido entre 1200 e 900 cm é caracterizada por
vibracOes associadas principalmente a ligagdes C-O,
C-O-C e P-O, frequentemente relacionadas a
polissacarideos, fosfatos e outros constituintes
estruturais. Em bactérias Gram-negativas como a
Salmonella, essa faixa pode refletir contribuicbes de
Lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana
externa, além de componentes associados a
fosfolipidios, &cidos nucleicos e polissacarideos.
Diferencas nessa regido podem, portanto, indicar
variagdes estruturais e composicionais associadas a
presenca bacteriana ou a reorganizagdo da matriz total
(Cordovana et al., 2022).

A Figura 2 apresenta o grafico dos componentes
principais referentes as amostras pimenta-do-reino
comauséncia e presenca da Salmonella.
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Figura 2. Dispersdo dos Componentes Principais da
pimenta-do-reino com auséncia e presenca de
Salmonella, considerando dados do MIR.

A analise dos dados obtidos por MIR evidenciou uma
tendéncia de separagdo entre as amostras com
auséncia e presenca de microrganismos, observada
principalmente ao longo do primeiro Componente
Principal (CP1), responséavel por 82,41% da variancia
total. A distribuicdo das amostras contaminadas ao
longo desse eixo indica que CP1 concentrou as
variacbes espectrais mais relevantes para a
discriminacdo entre as classes.

A analise dos vetores revelou que CP1 esta associado
as variaveis localizadas predominantemente na regido
de 1500 a 900 cm-1, incluindo comprimentos de onda
como 1255, 1148, 1076, 1012 e 994 cm’, que
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correspondem & regido de impressdo digital,
caracterizada por vibragdes associadas principalmente
a ligagdes C-O, C-O-C, C-N e P-O, comumente
relacionadas a presenca dos polissacarideos, fosfatos,
fragBes nitrogenadas e componentes estruturais da
matriz organica (Kaavya et al., 2020).

Dessa forma, a associagdo do CP1 com o0s espectros
sugerem que a possivel separacdo observada pode
estar vinculada a variagcBes estruturais e
composicionais na fracdo de carboidratos das
amostras, possivelmente relacionadas a presenca
microbiana, visto que a contaminagdo por
microrganismos pode promover altera¢cGes na matriz
alimentar por meio da utilizacdo metabdlica de
acucares e polissacarideos disponiveis, além da
producéo de metabdlitos secundarios e componentes
celulares bacterianos, como proteinas, lipidios e
polissacarideos da parede celular. Essas modificacfes
podem resultar em mudangas nas vibragdes associadas
as ligagdes C-0O, C-O-C e C-N, presentes na regido
espectral  analisada, refletindo diferengas na
composicdo quimica da matriz da pimenta-do-reino
entre amostras contaminadas e ndo contaminadas.

Dessa forma, a associacdo do CP1 com o0s espectros
sugerem que a possivel separagdo observada pode
estar vinculada a variagcBes estruturais e
composicionais na fracdo de carboidratos das

amostras, possivelmente relacionadas a presenca
microbiana.

Para o CP2, responsavel por 7,26% da variancia, a
contribuicdo mais relevante foi relacionada a regido
em torno de 2077cm?, que pode estar associada a
combinagdes vibracionais envolvendo grupos O-H e
C=0 (Liu et al., 2020). Essa faixa & associada a
presenca de agua nas amostras, bem como as suas
interacfes intermoleculares, atuando como um eixo
complementar para descri¢do das diferencas espectrais
entre a matriz analisada.

Assim, em razdo da alta sensibilidade do MIR é
possivel obter uma maior especificidade bioquimica,
permitindo interpretacdo molecular mais direta das
alteracdes observadas nas amostras, de modo a atuar
como uma técnica promissora para a deteccdo
espectroscopica indireta de contaminagdo microbiana
em alimentos (Gong; Chen; Wu, 2024).

A Figura 3 apresenta os dendrogramas obtidos por
analise de Agrupamento Hierarquico (HCA) das
amostras de pimenta-do-reino, construidos a partir dos
dados espectroscdpicos de MIR, evidenciando 0s
padrdoes de similaridade entre as amostras com
auséncia e presenca de Salmonella, a identificacdo e
numeragdo dos grupos foi realizada a partir do lado
direito do dendrograma.
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Figura 3. Dendrogramas gerados pela Analise de
Agrupamento Hierarquico (HCA) a partir dos dados
espectrais de MIR.

A andlise de cluster consiste em uma técnica
multivariada que busca agrupar amostras com elevado
grau de similaridade entre si e maior dissimilaridade
em relagdo aos demais grupos, com base em medidas
de distancia ou similaridade entre o0s objetos
analisados. Dessa forma, possibilita a identificacdo de
estruturas naturais nos dados, permitindo a formagéo
de agrupamentos mais homogéneos internamente e
heterogéneos entre si.

Considerando os dados utilizados os resultados foram
responsaveis pela formacao de trés clusters. E possivel
notar que duas entre as trés amostras amostras com a
auséncia de patdgenos, concentradas no segundo
cluster, enquanto a restante foi distribuida no terceiro.

Assim, é possivel observar que os dendrogramas
obtidos revelaram a formacdo de diferentes
agrupamentos, indicando a existéncia de perfis
espectrais distintos entre as amostras analisadas.
Como se trata de uma técnica exploratéria e ndo
supervisionada, os clusters formados refletem
principalmente a similaridade quimica da matriz,
associada as variagdes naturais na composi¢do da
pimenta-do-reino.

Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que a
técnicas espectroscépica empregada foi capaz de
identificar padrbes espectrais entre as amostras,
contribuindo para a compreensdo da variabilidade
quimica presente no conjunto de dados analisado.

CONCLUSAO

Este estudo destaca o potencial da técnica
espectroscopicas baseadas em MIR, associadas a
ferramentas quimiométricas, para a identificacdo da
presenca de microrganismos, uma vez que essas
abordagens demonstraram ser capazes de captar
variagOes na composicao quimica da matriz alimentar
relacionadas a presenca do patdgeno.
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A aplicacdo de analises exploratdrias, como a ACP e
a HCA, permitiu a visualizacdo de tendéncias de
agrupamento e padrdes de similaridade entre as
amostras analisadas.

Assim é possivel notar que os avangos das técnicas
espectroscopicas demonstram seu elevado potencial
para aplicagbes em microbiologia, permitindo a
obtencdo de informagdes quimicas relevantes de
forma répida e ndo invasiva. A integracdo dessas
técnicas com ferramentas quimiométricas favorecem
0 desenvolvimento de métodos analiticos mais
robustos para a deteccdo e diferenciacdo de
microrganismos.
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