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Efeito da secagem natural e artificial da biomassa foliar de Piper

hispidinervum na composicao quimica do oleo essencial

Effect of the natural and artificial drying of leaf biomass Piper

hispidinervum on the chemical composition of the essential oil

Marilia Pereira Machado!"; Celso Luis Bergo?; Cicero Deschamps?;
Humberto Ribeiro Bizzo*; Luiz Antonio Biasi®

Resumo

Piper hispidinervum C.DC. ¢ uma planta nativa da Amazdnia, produtora de 6leo essencial rico em safrol.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes métodos de secagem da biomassa folia
de pimenta longa (P. hispidinervum), cultivada em Morretes (PR), na composi¢do quimica do 6leo
essencial. Os tratamentos avaliados foram: folhas frescas; secagem natural por 6 ¢ 12 dias; secagem
em estufa a 40°C por 6 e 12 dias. O 6leo essencial foi extraido por hidrodestilag@o a partir de amostras
de 50 g de cada tratamento em triplicata. A determinac¢do da composi¢ao quimica do 6leo essencial foi
realizada por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (GC/MS). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com trés repetigdes e quatro plantas por parcela. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia. O tipo e tempo de secagem alteram a constituicdo
quimica do 6leo essencial de pimenta-longa. A secagem em estufa a 40°C durante 12 dias reduziu a
quantidade de constituintes do éleo essencial, porém com aumento do teor de safrol.

Palavras-chave: Piperaceae, pimenta longa, hidrodestilagdo

Abstract

Piper hispidinervum C.DC. is a plant native to the Amazon region, produces an essential oil rich in
safrole. The aim of this study was to evaluate the effect of different methods of drying biomass in
chemical composition of the essential oil of P, hispidinervum cultivated in Morretes (PR). The treatments
were: fresh leaves; natural drying for 6 and 12 days; oven drying at 40°C for 6 and 12 days. The essential
oil was extracted by hydrodistillation from samples of 50 g of each treatment in triplicate. The chemical
composition of essential oil was performed by gas chromatography coupled to mass spectrometer (GC/
MS). The experimental design was completely randomized design with three replication and four plants
per plot. Data were subjected to analysis of variance. The type and drying time changes the chemical
composition of the essential oil of P. hispidinervum. The dried at 40°C for 12 days reduce the amount of
essential oil components, but with increasing content of safrole.
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Piper hispidinervum C.DC., pertencente a
familia Piperaceae e popularmente conhecida como
pimenta longa, ¢ uma planta nativa da Amazonia
que possui porte arbustivo, podendo alcancar até
sete metros de altura (VAN DEN BERG, 1983).
E considerada uma planta ristica, muito exigente
em agua ¢ luz e aparece com frequéncia em areas
de capoeira (EMBRAPA, 2009). Apresenta grande
potencial para produg@o de 6leo essencial com teor
médio de 2 a 5% em relagdo a matéria seca (RIVA
et al., 2011), demonstrando ter efeito inibitorio no
crescimento in vitro dos fitopatégenos Bipolaris
sorokiniana, Fusarium oxysporum, Colletotrichum
gloeosporioides (ZACARONI et al, 2009) e
Alternaria alternata (NASCIMENTO et al., 2008).

O oleo essencial extraido da pimenta longa
apresenta um teor de 82% a 98,12% de safrol
(MAIA et al., 1987; LIMA et al., 2009). O safrol
(4-alil-1,2-metilenodioxibenzeno) ¢ éter
fendlico do grupo dos anilpropanoides, com férmula
molecular C H O,, peso molecular de 162,18
g ¢ densidade a 20°C de 1,096 (ROCHA; MING,
1999), com ponto de ebulicao de 323°C — 235°C,

e que solidifica a uma temperatura de 11°C. E um

um

liquido levemente amarelo de odor caracteristico,
insoluvel em agua e soluvel em solventes organicos,
tais como alcool, cloroformio e éter etilico. Embora
apresente comprovada atividade carcinogénica
in vitro, ¢ de grande importancia cientifico-
tecnologica como precursor de uma variedade de
compostos, especialmente, firmacos, bioinseticidas
biodegradaveis, fixadores de aroma e, mais
recentemente, de drogas antitromboticas e auxinas
endodlicas (ROSA et al., 2000; PIMENTEL, 2000).
E usado pelas industrias quimicas para fabricacio
de heliotropina (fixador de aroma) e butdxido de
piperonila, que é utilizado em inseticidas e pesticidas
naturais (PIMENTEL, 2000). A ag¢ao inseticida do
safrol foi comprovada em teste de laboratério para a

lagarta Spodoptera frugiperda (LIMA et al., 2009).

A maior concentracdo do o6leo essencial da
pimenta longa estd presente nas folhas, em torno
de 98%, seguida dos ramos jovens. Folhas e ramos

jovens apresentam de 50 a 60% de umidade, que
deve ser reduzida logo apos a colheita para evitar
fermentacdo da biomassa antes da destilagdo, cujo
efeito ¢ prejudicial ao teor e a qualidade do 6leo
essencial (FIGUEIREDO et al., 2004). O excesso
de umidade em matérias-primas vegetais também
permite a acdo de enzimas, podendo acarretar a
degradacdo de constituintes quimicos, além de
possibilitar o desenvolvimento de fungos e bactérias
(FARIAS, 2007). Segundo Simdes e Spitzer (2007),
em Piperaceae o 6leo essencial ocorre em células
parenquimaticas diferenciadas. Assim, no processo
de secagem das folhas, além da redugdo do excesso
de umidade, supoe-se que as estruturas das células
vegetais sdo danificadas, facilitando a extracao do
oleo essencial.

O processo de secagem da pimenta longa é a etapa
mais importante pos-colheita, pois a extragao de 6leo
essencial da biomassa fresca ndo permite a obtengao
do teor minimo de safrol (90%) exigido pelos
mercados consumidores para a comercializacao.
Durante a secagem, a fracdo quimica mais volatil
do oleo essencial ¢ eliminada pelo arraste do
vapor d’agua, elevando a concentracdo do safrol
(PIMENTEL; MIRANDA, 2001).

A secagem de um produto pode ser realizada
empregando-se ar ambiente ou ar movimentado
artificialmente, sendo estes métodos classificados
como
respectivamente.

secagem natural e secagem artificial,

Considerando a demanda mundial por Odleos
ricos em saftrol, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar diferentes métodos de secagem da biomassa
no teor de safrol do 6leo essencial de pimenta longa
(P. hispidinervum).

Foram coletadas sementes de 40 plantas de
pimenta longa (Piper hispidinervum) provenientes
do banco de germoplasma da Embrapa Acre
(9°58°22” 'S, 67°48°40” W). A espécie foi
identificada e depositada no Herbario do Museu
Botanico Municipal de Curitiba, sob nimero de
registro 347747.
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Para a coleta e preparo das sementes foram
realizados os procedimentos segundo Cavalcante
(2002), em que as espiguetas maduras foram
coletadas manualmente e imersas por 24 horas
em agua ¢ em seguida amassadas em peneira de
polietileno de 230 mesh para liberagao das sementes
e retirada da mucilagem. Apoés, as sementes foram
secas sobre papel ao ar livre, em local sombreado
e ventilado durante 72 h, e armazenadas em
recipientes da cor ambar, hermeticamente fechados,
a 10 °C até o momento da semeadura.

As mudas foram produzidas em condigdes de
casa de vegetagdo, sendo a semeadura realizada a
lango em bandejas plasticas de 40 x 30 x 10 cm,
contendo substrato comercial, em abril de 2007. As
bandejas permaneceram sob irrigacdo intermitente,
com trés periodos de rega: 15 s a cada 15 min, das
08:00 h as 17:00; 15 s a cada hora, das 17:00 h as
23:00 h; e 15 s acada 3 h, das 23:00 h as 08:00 h.

Apbés 70 dias da semeadura, as plantulas,
com aproximadamente 3,0 cm de altura, foram
transplantadas para tubetes de 280 cm® de volume.
As mudas permaneceram em casa de vegetacdo com
irrigacao didria manual, durante o periodo de quatro
meses.

As mudas com aproximadamente 20 cm de altura
foram estabelecidas no Municipio de Morretes —
PR (25°25°51,3” S, 48°52°37,7” W), em novembro
de 2007. O clima da regido ¢ classificado segundo
a classificagdo de Kdepen como Cfa. O solo da
regido ¢ classificado como Cambissolo fluvico Tb
Distréfico tipico (EMBRAPA, 2006). O solo, na
profundidade 0 a 20 cm, em analise quimica e fisica
prévia possuia pH CaCl,= 5,4; A= 0,0 cmol_dm
> H'+AI = 2,3 cmol _dm™; C= 2,20 cmol dm?;
Mg"= 0,60 cmol dm?; K*= 0,1 cmol_dm?; P =30
mg dm; saturagdo por bases = 52% e teor de argila
=250 gkg'.

As mudas foram plantadas em espacamento 1,0
x 1,0 m, com uma densidade de 10.000 plantas ha'!
(BIASI; DESCHAMPS, 2009). Em junho de 2009,
nove meses apos o corte da primeira rebrota, folhas

e ramos finos foram coletados de 12 plantas e, as
amostras foram homogeneizadas.

Asecagemnatural foi realizadadispondo as folhas
em camadas finas a temperatura ambiente. Durante
o periodo de secagem as folhas foram reviradas trés
vezes por dia, segundo recomendagdes de Rocha
Neto et al. (2001), para evitar fermentacao. Para
a secagem artificial, as amostras de folhas foram
secas em secador (FANEM — Mod. 320 SE) com
circulacdo de ar forgada.

A extragdo do O6leo essencial foi realizada
por hidrodestilacio em aparelho graduado tipo
Clevenger, com baldo volumétrico com capacidade
de 2 L, durante 4 h. As extragdes foram realizadas
a partir de amostras de 50 g, em triplicata, dos
seguintes tratamentos: folhas frescas (extragdo
realizada no mesmo dia da coleta do material);
folhas secas a temperatura ambiente durante 6 dias;
folhas secas a 40 °C durante 6 dias; folhas secas a
temperatura ambiente durante 12 dias; folhas secas
a 40 °C durante 12 dias.

A anélise dos constituintes do 6leo essencial
foi realizada por cromatografia em fase gasosa,
em equipamento Agilent 6890N, com detector de
ionizagdo por chama (DIC), operando a 280 °C
e uma coluna HP5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pm),
utilizando-se hidrogénio como gas de arraste (1,5
mL min?'). Foi injetado 1,0 pL de uma solugdo
com 1% de amostra em diclorometano em injetor
aquecido a 250 °C operando no modo com divisdo
de fluxo (1:20). A programagdo de temperatura
do forno foi de 60 °C a 240 °C, a uma taxa de
aquecimento de 3 °C min’'. Para a quantificacdo,
foram utilizados os valores de area normalizada,
expresso em porcentagem.

Os espectros de massas foram obtidos em
cromatografo Agilent 6890N acoplado ao detector
seletivo de massas Agilent 5973N, equipado com
coluna capilar HPSMS (30 m x 0,32 mm x 0,25 pum)
utilizando hélio como gas carreador (1,0 mL min™),
nas mesmas condicoes utilizadas anteriormente. O
detector foi operado no modo impacto eletronico,
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com energia de ionizacdo de 70 eV. Os indices de
retencdo para o 6leo essencial foram calculados
apos a injecdo de uma série homologa de n-alcanos,
nas mesmas condi¢des utilizadas para as amostras. A
identificacdo dos constituintes do 6leo foi realizada
por comparagao dos indices de retencao calculados
com os valores da literatura (ADAMS, 2007) e pela
comparacao dos espectros de massas obtidos com
aqueles da biblioteca Wiley 6th ed (275.000).

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeti¢des e quatro plantas
por parcela util. As analises de variancia foram
realizadas utilizando-se o programa estatistico
ASSISTAT versdo 7.4 beta (SILVA; AZEVEDO,
2006). As variancias dos tratamentos foram testadas
quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett e as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Foram identificados de oito a 15 componentes no
o6leo essencial de P. hispidinervum, dependendo do
método de secagem utilizado, que corresponderam
a 100% do total do o6leo analisado (Tabela 1). O
método e o tempo de secagem da biomassa alterou
a composi¢do do 6leo essencial de pimenta longa.
No 6leo essencial extraido das folhas frescas foram
identificados os constituintes mirceno e limoneno +
B-felandreno, os quais nao foram observados no dleo
extraido das folhas secas dos demais tratamentos.
O constituinte a/lo-aromadendreno esteve presente
apenas no oleo extraido das folhas secas em estufas
a 40 °C por 6 dias (Tabela 1).

O safrol, que representa o constituinte mais
importante do 6leo de pimenta longa, foi 0 composto

majoritario encontrado nos Oleos essenciais

extraidos. Sendo as maiores porcentagens desse
constituinte observadas no 6leo extraido das folhas
secas por um periodo de 12 dias, tanto para a
secagem a temperatura ambiente (90,1%), quanto
em estufa a 40 °C (92,6%). Utilizando-se os mesmos
métodos de secagem por um periodo menor (6
dias) os teores de safrol foram menores, obtendo-
se 85,6% para secagem a temperatura ambiente
e, 79,5% para secagem em estufa a 40 °C, ndo
atingindo o minimo exigido para a comercializag@o.
Em outro estudo com pimenta longa, Figueiredo
et al. (2004), observaram que o prolongamento do
tempo de secagem da biomassa reduziu o teor de
safrol apds o quarto dia de secagem, discordando
com os resultados encontrados no presente estudo.
No o6leo extraido das folhas frescas apenas 78,2%
de safrol foi encontrado (Tabela 1).

As
observadas entre os métodos de secagem estudados

diferencas na porcentagem de safrol,
neste trabalho, se devem ao fato de que, durante
a secagem a fragdo quimica mais volatil do 6leo
essencial ¢ eliminada pelo arraste do vapor d’agua,
elevando a concentragdo do safrol (PIMENTEL;
MIRANDA, 2001). Por isso, quando o material
vegetal foi seco a temperatura ambiente e a 40 °C,
durante 12 dias, a porcentagem de safrol foi elevada

para 90,1% e 92,6%, respectivamente (Tabela 1).

De acordo com os resultados obtidos conclui-
se que o tipo e tempo de secagem alteram a
constituicdo quimica do 6leo essencial de pimenta
longa. A secagem em estufa a 40 °C durante 12 dias
reduz os constituintes do 6leo essencial, porém com
aumento do teor de safrol.
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Tabela 1. Valores médios dos teores dos compostos do 6leo essencial de pimenta longa (P. hispidinervum), em fungio

do método de secagem. Curitiba, 2008.

Tratamentos de secagem

N Componentes do 6leo R 1 2 3 1 5

1 o-Pineno 937 0,1£0,2 0,2+0,2 0,1+0,2 - 0,2+0,2
2 Mirceno 992 0,2+0,3 - - - -

3 Delta-3-Careno 1012 0,6+0,3 0,4+0.4 0,4+0,4 0,2+0,2 -

4 Limoneno+f-Felandreno 1032 0,2+0,4 - - - -

5  (£)-B-Ocimeno 1040 1,3+0,3 0,5+0,5 0,9+0,4 - -

6  (E)-B-Ocimeno 1051 3,3+0,7 1,4+0,8 2,1+0,8 0,3+0,3 -

7  Terpinoleno 1090 7,114 3,5+1,7 5,4+1,7 0,8+0,1 -

8  p-Cimen-8-ol 1187 - 0,3+0,5 - 1,0+0,1 1,1+£0,3
9  Safrol 1291 78.2+7 85,6£10 79,512 90,1+2 92,6+4
10 (E)-Cariofileno 1417 1,0+0,6 0,9+0,8 1,1+1,0 0,9+0,4 0,6+0,5
11 Allo-Aromadendreno 1459 - - 0,2+0,4 - -

12 o-Muuroleno 1479 1,1+0,7 0,7+0,6 1,1£1,0 0,2+0,3 0,2+0,3
13 Biciclogermacreno 1494 5,2+3.2 3,6£2.5 6,7+4.5 2,6+1,0 1,8+1,2
14 n-Pentadecano 1499 - 1,2+1,0 1,3%1,1 1,2+0,1 1,1£0,9
|5 Germacreno D-dol 1575 1,7+1,0 1,7+1,6 13412 2.440,1 24410

+Espatulenol
Total identificado 100 100 100 100 100

1- Folhas frescas. 2- Secagem natural por 6 dias. 3- Secagem em estufa a 40°C por 6 dias. 4- Secagem natural por 12 dias. 5-
Secagem em estufa a 40°C por 12 dias. Dados representam médias + desvio padrdo. IR = Indice de Reteng@o. Médias + desvio

padrao.
Fonte: Elaboragao dos autores.
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