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RESUMO

Pimentel, Flavio Aratjo. Avaliacao fungitéxica e caracterizacdo quimica dos
oleos essenciais e extratos obtidos apos diferentes processos de extracio de
cip6 vick (Tanaecium nocturnum) e jodo-brandim (Piper piscatorum). 2007. p.
178. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.'

Este trabalho foi desenvolvido em quatro experimentos, visando a caracterizacao
quimica por IV, CG-EM e CG-DIC de 6leos essenciais e extratos obtidos por
diferentes processos de extragdo das espécies Piper piscatorum e Tanaecium
nocturnum, nativas do estado do Acre, e a avaliacdo da toxicidade sobre o
Aspergillus flavus. No primeiro, avaliou-se a eficiéncia de extracdo de raizes
frescas e secas de Piper piscatorum, empregando as técnicas de hidrodestilagdo,
técnicas de extracdo por refluxo e a frio com solventes de crescentes
polaridades; no segundo, trabalhando com a mesma espécie, avaliou-se a
eficiéncia de extragdo com folhas frescas e secas, utilizando CO, supercritico e
co-solventes (10 % etanol e 10 % metanol) a 40°C e 70°C e pressdo de 400 bar;
no terceiro caracterizaram-se quimicamente os o6leos essenciais obtidos por
hidrodestilagdes de folhas, caules e raizes frescos e secos (30 °C e 40°C) de
Tanaecium nocturnum; € no quarto, avaliaou-se a toxicidade do 6leo essencial
de folhas frescas de Tanaecium nocturnum sobre o Aspergillus flavus, isolado da
castanha-do-Brasil. Pelos resultados do primeiro experimento, verificou-se que
os principais componentes identificados no dleo essencial de Piper piscatorum
foram o selin-11-en-4-a-ol (57,63%) e benzoato de benzila.(16,32%), e no
extrato, o selin-11-en-4-o-ol (40,69%), tetradecanol (26,31%), piperovatina
(22,46%) e hidrocarbonetos (36,43%). Os maiores rendimentos de extratos
ocorreram com solventes polares sob refluxo. Os teores de piperovatina,
pipercallosidina e pipercallosina, com potencial anestésico, foram mais elevados
em extratos de raiz fresca, utilizando-se acetato de etila para as técnicas de
extracdo por refluxo e a frio. J4 no segundo, os maiores rendimentos (% p/p) do
extrato, piperovatina e pipercallosidina, foram obtidos de folhas frescas de Piper
piscatorum extraidas com CO, + etanol a 40°C. A secagem analisada nos dois
primeiros experimentos reduziu os rendimentos de 6leo essencial e do extrato,
exceto, para os ensaios com CO,, utilizando o etanol como co-solvente. Os
principais componentes identificados nesses extratos foram a piperovatina,
seguido de dcido palmitico, pentadecano e pipercallosidina. Devido a matéria-

' Comité Orientador: Maria das Gracas Cardoso - UFLA (Orientadora); Fabiana Queiroz
- UFLA; Luiz Roberto Batista — UFLA (Co-orientadores)



prima, esse tratamento promoveu modificagdes nas suas composicdes quimicas,
principalmente nas reducdes dos teores de amidas presentes. Os compostos
majoritarios encontrados nos 6leos essenciais da espécie Tanaecium nocturnum
foram benzaldeido, alcool benzilico e mandelonitrila. Para essas matérias-
primas, ocorreram perdas do O6leo essencial com modificacdes de suas
composi¢des quimicas, com é€nfase para a eliminacdo (folhas) ou redugdo
(caules e raizes) do teor de mandelonitrila, proporcionado pela secagem. Pelos
resultados da avaliacio de fungitoxidade desse O6leo essencial sobre o
Aspergillus flavus, realizado até 10 dias de incubagdo, constatou-se que a
inibicdo total do seu crescimento micelial ocorreu quando se utilizou o 6leo
essencial nas concentragdes de 0,5 LL/mL na técnica de contato e de 1,0 pL./mL
na técnica de fumigacdo. Em ambas as técnicas, essa essséncia inibiu a
esporulagdo a partir da concentragdo de 0,5 uL/mL.

ii



ABSTRACT

Pimentel, Fldvio Aradjo. Evaluation of fungitoxic activity and chemical
characterization of the essential oils obtained after different processes of
extraction of cipo vick (Tanaecium nocturnum) and joao-brandim (Piper
piscatorum). 2007. p. 178. Thesis (Doctorate in Food Science) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.!

The chemical characterization by IR, GC-MS and GC-FID of essential oils and
extracts obtained from Piper piscatorum and Tanaecium nocturnum, plant
species native to the state of Acre, by different extraction processes and the
evaluation of the toxicity to Aspergillus flavus were performed. The study
involved four experiments. In the first, the efficiency of the extraction of the
fresh and dried roots of Piper piscatorum was evaluated employing steam
distillation and extraction with hot and cold solvents of increasing polarity. The
second experiment involved the evaluation of the efficiency of supercritical
extraction of the fresh and dried leaves of the same species with CO7 and co-

solvents (10 % ethanol and 10 % methanol) at 40 °C and 70 °C and a pressure of
400 bar. The essential oils obtained by steam distillation of the fresh and dried
(30 °C and 40°C) leaves, stems and roots of Tanaecium nocturnum were
characterized chemically in the third experiment. In the fourth experiment, the
toxicity of the essential oil from the fresh leaves of Tanaecium nocturnum to
Aspergillus flavus isolated from Brazil nuts was evaluated. The prinicipal
components identified in the essential oil of Piper piscatorum were selin-11-en-
4-o-0l (40.69%), tetradecanol (26.31%), piperovatine (22.46%) and
hydrocarbons (36.43%). The highest yields of extracts were obtained with
refluxing polar solvents. The highest concentrations of piperovatine,
pipercallosidine and pipercallosine, which are potential anesthetics, were
encountered in extracts of fresh roots obtained by hot and cold extractions with
ethyl acetate. In the second experiment, the highest yields (% w/w) of extract,
piperovatine and pipercallosidine were obtained from fresh leaves of Piper
piscatorum extracted with CO7 + ethanol at 40 °C. Drying of the material lead to

a reduction in the yields of the essential oil and the extracts, except for the
assays with COp  using ethanol as the co-solvent. The principal component

identified in these extracts was piperovatine, followed by palmitic acid,
pentadecane and pipercallosidine. The treatment caused modifications in the

" Guidance Committee: Maria das Gracas Cardoso - UFLA (Major Professor); Fabiana
Queiroz — UFLA and Luiz Roberto Batista — UFLA
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chemical composition of the raw material, especially in the concentrations of the
amides. The main compounds encountered in the essential oil of Tanaecium
nocturnum were benzaldehyde, benzyl alcohol and mandelonitrile. Drying of the
plant material caused loss of the essential oil with modifications in the chemical
composition, with emphasis on the elimination (leaves) or reduction (stems and
roots) in the mandelonitrile content. Total inhibition of the micelliar growth of
Aspergillus flavus during 10 days of incubation was observed at an essential oil
concentration of 0.5 uL/mL in the contact test and 1.0 uL/mL in the fumigation
test. This oil inhibited sporulation in both techniques using a concentration of
0.5 pL/mL.

v



1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, as atencdes globais estdo voltadas para a
Amazb6nia, que apresenta como detentora de um dos maiores estoques da
biodiversidade do planeta. Entre os recursos naturais existentes, destaca-se a
castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) como uma das mais importantes
espécies de exploracdo extrativa da regido. O Brasil abastece 75% do mercado
mundial e produz, anualmente, cerca de 26.000 toneladas de castanha-do-brasil,
sendo predominante a exportacdo do produto “in natura”. Com participagdo
significativa na gerac¢do de divisas para a regido, com as exportacdes de seus
produtos para os mercados interno e externo, a castanha tem ocupado
importantes espacos na indudstria de cosméticos, e de forma mais acentuada, na
drea de alimentos (Miiller et al., 1995). No entanto, o baixo nivel tecnolégico
caracteristico da cadeia produtiva, associado as condicdes climdticas (umidade e
precipitacdo pluviométricas elevadas) no periodo de colheita (novembro a
mar¢o), tem favorecido a contaminacio das améndoas em casca, principalmente
por fungos produtores de aflatoxinas e, mais especificamente, pelo Aspegillus
flavus. Esses problemas dificultam a comercializagdo do produto, principalmente
no mercado externo, em decorréncia do rigoroso controle de paises europeus e
Estados Unidos em relacdo aos niveis de toxinas presentes nos alimentos.
Assim, os habitantes, juntamente com as institui¢gdes governamentais € nao-
governamentais, vém buscando alternativas que reduzam os riscos de
contaminagdes, sem que haja descaracterizacio da cadeia produtiva,
enfatizando, nesse sentido, a possibilidade de utilizacdo de substancias naturais
encontradas nas localidades de producio.

Outros recursos naturais existentes nessa regido tornam-se conhecidos

gradativamente, a medida que a pesquisa cientifica € intensificada e os



resultados apresentam-se disponiveis para a sociedade. Pelo que foi identificado
até o presente, tem-se um amplo diagndstico das possibilidades da Regido
Amazo6nica, como uma reserva de recursos genéticos, capaz de interferir na
balanca comercial do pais e, sobretudo, na economia mundial. Nesse caso,
citam-se o 6leo essencial do pau-rosa (Aniba duckei e A. rosaeodora); o 6leo-
resina de copaiba (Copaifera duckei, C. reticulata e C. multijuga) e
recentemente a pimenta-longa (Piper hispidinervum). Esta vem despertando
grandes interesses nacionais e internacionais, com perspectivas de tornar o
Brasil produtor mundial de safrol (Maia et al., 1993).

Existem centenas de espécies utilizadas artesanalmente para diferentes
aplicabilidades na medicina popular, culindria e conhecidas popularmente com
0s mais variados nomes. Na Amazonia, essas plantas t€ém sido consumidas em
sua maioria sem nenhum conhecimento fitoquimico e com pouco ou nenhuma
comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas. A falta dessas informagdes
tem dificultado as pesquisas fitogenéticas, além de proporcionar pouco ou
nenhum retorno econdmico para a populacdo local. A utilizagdo de plantas
nativas com atividades precursoras e/ou inseticida, fungicida, bactericida, e
medicinal insere-se nesse contexto. Como exemplos, tém-se o “cipd vick
(Tanaecium nocturnum)” com agdes bactericida, inseticida e sendo utilizado
externamente pela populacdo como analgésico, e o “jodo-brandim (Piper
piscatorum)”, usado principalmente como anestésico nas formas de emplastro,
infus@o ou pelo uso direto no combate a dores em geral, com destaque para os
problemas odontolégicos (Ming, 1995).

Com base nesses aspectos, objetivou-se neste trabalho: a) caracterizar
quimicamente os constituintes fixos e volateis de Tanaecium nocturnum e Piper
piscatorum; b) analisar diversos processos de extracdo para essas espécies e c)
avaliar in vitro a toxicidade do dleo essencial do Tanaecium nocturnum sobre o

Aspergillus flavus isolado da castanha-do-brasil .



CAPITULO I

REVISAO DE LITERATURA



REVISAO DE LITERATURA

1 Problema da pesquisa a ser investigada

A diversidade da flora brasileira apresenta imenso potencial para a
producdo de compostos primdrios e secundarios. Esses tém sido, nessa dltima
década, demandados continuamente pela industria devido ao incremento da
utilizacdo de produtos naturais na agropecudria (Pletsch et al., 1995).

Estima-se em 250.000 o numero de espécies vegetais usadas na
medicina popular em todo o mundo. Menos de 10% delas tém sua atividade
farmacolégica e bioquimica estudada. Compostos ativos descobertos em
produtos naturais podem ser otimizados por meio da quimica. Foi o caso da
artemisinina (ginghaosu), potente antimaldrico obtido da planta Artemisia
annua, de uso milenar na China. A artemisinina alterada quimicamente resultou
em moléculas de baixa toxicidade, eficazes no tratamento da maléria grave pelo
Piper falciparum resistente aos antimaldricos, inclusive na forma cerebral
(Krettli, 2007).

Até o inicio da década de 80, foi estimado que menos de 1% das
espécies da flora brasileira eram conhecidas quanto aos seus constituintes
quimicos (Gottlieb & Mors, 1980). Apesar de terem ocorrido incrementos
significativos a partir desse percentual nas ultimas duas décadas, ha,
evidentemente, uma grande lacuna de conhecimento da flora brasileira a ser
preenchida (Shapiro, 1991).

Na América Latina, o Brasil é grande produtor e exportador de dleos
essenciais e de alguns de seus componentes puros. As esséncias mais produzidas
no pais sdo os 6leos citricos, os de menta, eucalipto, geranim, citronela, vetiver,
palma rosa e cravo. As substincias puras mais importantes obtidas desses 6leos

sdo citral, citronelal, mentol, eucaliptol, geraniol e eugenol (Keifer, 1986).



Até 1989, a pauta comercial de produtos amazodnicos, no que diz
respeito a 6leos essenciais e extratos, restringia-se a producio de 6leo essencial
de pau-rosa, extrato de copaiba e da extracdo de sementes de cumaru. A forma
de exploracdo desses produtos caracterizava-se como extrativismo grosseiro,
levando o pau-rosa, como exemplo, a quase extin¢do (Maia et al., 1993).

Na Amazonia, a maioria dos 6leos essenciais é pouco comercializada, e
sdo extraidos de plantas aromdticas silvestres de maneira rudimentar. A
populagdo nativa da Regido Amazoénica também extrai de maneira rudimentar
diversos 6leos essenciais e extratos, os quais sdo utilizados popularmente sem
atender a qualquer padrdo de qualidade para aproveitamento em outros
mercados. A utilizacdo dos 6leos essenciais atende as mais diferentes areas, tais
como indudstria quimica de perfumaria, farmacologia, inseticidas, alimentos,
bebidas, fumos, anti-sépticos, estimulantes, etc. Por essa razio, vem crescendo,
mesmo de forma lenta, o nimero de estudos sobre a constitui¢do e propriedades
bioldgicas dessas esséncias, bem como os fatores taxondmicos, ambientais e de
cultivo que levam a variacdo tanto na quantidade como na qualidade desses
compostos (Maia & Milchard, 1987; Simdes et. al., 2004).

Entre as 119 drogas desenvolvidas de plantas, 74% devem-se a estudos
cientificos idealizados para avaliar os usos de plantas bem conhecidas na
medicina popular. O que falta em recursos materiais € humanos para fazer
pesquisas sobre plantas medicinais na Amazdnia, sobra em riqueza da flora
medicinal e sabedoria popular sobre sua utilizagdo. Contudo, um limitado
nimero de ervas ja apresenta comprovagdo cientifica de suas propriedades,
habilitando-as a agroindustrializacdo ou ao uso “in natura” (Cerri, citado por
Silva Junior et al., 1994).

Segundo Martins et al. (1994), em pelo menos metade das espécies
vegetais existentes no Brasil pode ser encontrada alguma propriedade

terapéutica util a populacio; entretanto, menos de 1% dessas espécies foi motivo



de estudos adequados. A pesquisa avancada com plantas medicinais pode
conduzir as drogas revoluciondrias e a comprovacdo de eficiéncia de chds de
custo irrisério a populacio carente.

Em pesquisas etnofarmacoldgicas realizadas no Estado do Acre,
verificou-se que 52% das plantas medicinais ou utilizadas para outros fins sdo de
ocorréncia espontdnea, e encontradas em florestas primdria e secundéria (Ming
& Ferreira, 1992). Nessas pesquisas, constatou-se que centenas de espécies sao
utilizadas pelas comunidades de colonos, seringueiros e indigenas, sem nenhum
conhecimento das suas composi¢des quimicas ou da manipulacdo adequada da
matéria-prima. Entre essas manipuladas, destacam-se o jodo-brandim (Piper
piscatorum) pertencente a familia Piperaceae, predominante na regido, e o cipd
vick (Tanaecium nocturnum), pertencente a familia Bignoniaceae. As raizes e
folhas do Jodo-brandim vém sendo utilizadas principalmente como anestésico
nas formas de emplastro, infusdo ou pelo uso direto, no combate a dores em
geral, com destaque para os problemas odontoldgicos (Ming, 1995). Entre outras
aplicacdes, a populacdo utiliza a planta no combate a cefaléia e como
antitérmico. As folhas do cip6 vick sdo utilizadas externamente pela populacdo
como analgésico. Os indios da aldeia de Gotira, localizada as margens do rio
Fresco, afluente do rio Xingu, usam esse cipd para combater abelhas e formigas
(sadva) e como descongestionante nasal.

Outro recurso natural da Amazonia de importancia econdmica é a
castanha-do-brasil. Produzida de forma extrativista, tem participagdo
significativa na gera¢do de divisas para a regido, com as exportacdes de suas
sementes para os mercados interno e externo (Miiller et al., 1995).

Na agroinddstria, a castanha em casca € armazenada a granel ou em
sacos de polipropileno ou aniagem em galpdes de alvenaria, por periodo superior

a seis meses, quando é submetido ao processo de beneficiamento (Souza, 2004).



O Brasil abastece 75% do mercado mundial e produz, anualmente, cerca
de 26.000 toneladas de castanha-do-brasil, sendo predominante a exportagdo do
produto “in natura”. Durante o periodo de 1996 a 2001, os estados do Acre,
Amazonas e Para exportaram 54.000 toneladas de castanha “in natura” (com
casca) e 15.000 toneladas de castanha beneficiada. Da produgdo nacional,
apenas de 10% a 20% foram consumidos pelo mercado interno (Cavalcante,
1996).

Segundo Pereira (2004), o Brasil produz quase 30 mil toneladas de
castanha-do-brasil por ano, sendo parte exportada para os Estados Unidos e
Europa, sobretudo Italia e Alemanha. Os negdcios geram R$ 30,3 milhdes na
economia da regido norte, beneficiando especialmente as comunidades
extrativistas formadas por seringueiros, povos indigenas e ribeirinhos. S6 no
Acre, mais de 15 mil familias tém na castanha um dos componentes na formagao
da renda familiar.

Produtos a base da castanha-do-brasil t€m ocupado importantes espagos
na inddstria de cosméticos, pecas e equipamentos de informética e, de forma
acentuada, na inddstria de alimentos. Entre os produtos alimenticios de maior
uso, estdo as améndoas descascadas, utilizadas em snacks, coberturas de
sorvetes, producdo de biscoitos e bombons, e farinhas de elevado teor protéico.
Essas ultimas sdo largamente empregadas em alimentos destinados a mercados
institucionais, como a merenda escolar ou como complemento/suplemento
alimentar, além de dleos para uso na culindria (Cavalcante, 1996).

O baixo nivel tecnoldgico caracteristico da cadeia produtiva, bem como
as condi¢des inadequadas de manejo e manuseio da castanha-do-brasil, t€m
favorecido a constituicdo de pontos de contaminagdo, com conseqiiente risco a
satde do consumidor e perdas econdmicas comuns em todas as etapas. Entre os
principais problemas identificados na produgdo da castanha-do-brasil, estd a

elevada contaminacdo por bactérias do grupo coliforme, devido a sua



prolongada exposicdo a fatores ambientais e as condi¢des de manipulacdo na
industria, além da contaminacio por fungos produtores de aflatoxinas, sendo a
contaminacio por Aspergillus flavus a mais acentuada. Essa é encontrada em
mais 90% dos isolados obtidos de lotes importados. Esses problemas tém
constituido em forte entrave para a comercializacdo do produto, principalmente
no mercado externo, dado o rigoroso controle de paises europeus e dos Estados
Unidos em relagdo aos niveis presentes nos alimentos (Souza, 2004).

No Brasil, as aflatoxinas sdo as Unicas micotoxinas cujos niveis
méiximos em alimentos estdo previstos na legislagdo. A resolucdo (34/76) do
Ministério da Sadde, da Comiss@o Nacional de Normas e Padrdes para
Alimentos, publicada no Didrio Oficial em janeiro de 1977, estabelece o limite
méaximo de 30 pg/Kg de aflatoxinas B1 e G1. Ja a Portaria n°® 183, do Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), publicada no Didrio Oficial
da Unido em marc¢o de 1996, fixou o limite maximo das aflatoxinas B1, B2, G1
e G2 em 20 ng/Kg. Esse limite é comparével aos estabelecidos por outros paises
e recomendado pela Organizacdo Mundial da Satdde e pela Organizacdo para
Alimentac¢do e Agricultura (OMS/FAQ) (Batista, 2000; Caldas et al., 2002).

No Brasil, a Instrucdo Normativa N° 12, de 27 de maio de 2004, do
MAPA, estabelece que a exportacdo de castanha-do-brasil com casca e
descascada fica sujeita a certificacio sanitdria especifica referente ao controle de
contaminantes, quando exigida pelos paises importadores, expedida com base
em regulamentos técnicos, critérios e procedimentos utilizados pelos drgdos
técnicos competentes do MAPA. O certificado sanitdrio serd documento
indispensavel ao licenciamento de exportagdo, bem como a autorizagdo de
embarque do lote (Brasil, 2004).

De acordo com Batista (2000), no Mercosul, uma legislagdo comum a
todos os integrantes destina um limite de 20 ppb de aflatoxinas totais (B1, B2,

Gl e G2) para milho, farelo de milho, amendoim e para grdos em geral. Na



Unido Européia, para todos os membros, a legislagdo estimula o valor de 5 ppb
de aflatoxinas totais para cereais, amendoim, nozes e produtos processados para
consumo humano direto.

Diante dessas demandas, faz-se necessdria a realizacdo de pesquisas com
métodos extrativos, visando a caracterizacdo quimica e testes bioldgicos para o
controle do Aspergillus flavus, principalmente com espécies amazdnicas pouco

domesticadas, entre essas o cipd vick e o jodo-brandim.

2 Caracterizacio botanica das espécies

2.1 Piper piscatorum

2.1.1 Sinonimia: Joao-brandim, raiz-de-muela, raiz-de-mato.

Classificada como Piper piscatorum e pertencente a familia Piperaceae,
0 jodo-brandim é um subarbusto fortemente nodoso. Suas folhas sdo do tipo
subcoredceas, verde opacas e ovadas e acuminadas no dpice. Apresenta
espigueta erecta de cor verde, bricteas florais circulares, com fruto globoso,
ovoide tetrdgono. Na floresta, as plantas sdo encontradas em bosques umidos

(Rangel, 2002).

2.2 Tanaecium nocturnum

2.2.1 Sinonimia: Cipé vick, cipé-carimbo

Identificada botanicamente como Tanaecium nocturnum, essa planta
pertence a familia Bignoniaceae. Trata-se de uma espécie trepadeira alta, de
ramos flexuosos, estriados longitudinalmente, folhas opostas, pecioladas,

biofoliadas, foliolos peciolulados e elipticos. Apresenta flores brancas, muito



grandes, aromdticas, de célice espontineo irregularmente bifendido, corola de 16
cm, igualmente glanduloso-punctuada na parte interna, dispostas em racimos no
dpice dos ramos, geralmente sobre as folhas das drvores em que a péia (Correa,

1931; Gottlieb & Mors, 1980).

2.3 Bertholletia excelsa

2.3.1 Sinonimia: castanha-verdadeira, castanha-do-para, -castanheira,

castanha-do-brasil.

Pertencente a familia Lecythidaceae, a castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa HB.K.) é uma espécie de grande porte, podendo atingir até 50 m de
altura. Entre as plantas adultas, podem ser encontrados individuos com idade
estimada entre 800 a 1200 anos. O fruto, conhecido como ourico, € uma capsula
indeiscente (que ndo se abre espontaneamente), com casca lenhosa muito dura e
de formato esférico ou levemente achatado. Contém, em seu interior, cerca de
dezoito sementes, cujas améndoas sdo altamente nutritivas. As sementes t€m
formato triangular-anguloso, comprimento entre 4 € 7 cm e casca bastante dura e
rugosa. O peso do fruto varia de 200 gramas até 1,5 quilograma, com peso
médio de aproximadamente 750 gramas. As sementes representam cerca de 25%
do peso dos frutos e as améndoas (sementes sem casca), 13%. O peso médio de
uma semente gira em torno de 8,2 gramas (Frank & Betancourt, 1981; Miiller et

al., 1995).
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3 Caracterizacao do habitat natural

3.1 Piper piscatorum e Tanaecium nocturnum

3.1.1 Condicoes Edafoclimaticas

O tipo de clima dominante nas 4reas de populacdes nativas das espécies
€ AW, caracterizado pela ocorréncia de temperatura média do més mais frio
superior a 18 °C e uma estacdo seca de pequena duragdo. O regime térmico é
caracterizado por temperatura média anual em torno de 24,3°C. Os meses mais
quentes sdo setembro, novembro e dezembro, com temperaturas médias em
torno de 25°C. O periodo mais frio estd compreendido pelos meses de junho e
julho, com temperaturas médias de 22,9°C e 22°C, respectivamente. E freqiiente
a queda brusca de temperatura, pela ocorréncia de ondas de frio, que pode
atingir até 4°C, com durag@o de 3 a 8 dias. O regime pluviométrico da regido
caracteriza-se por um periodo chuvoso de 7 meses, de outubro a abril, sendo os
meses de dezembro a mar¢o os mais chuvosos. A precipitagdo média anual na
regido situa-se em torno de 1.950 mm, correspondendo o periodo chuvoso ao
periodo mais quente do ano. O trimestre mais chuvoso, janeiro, fevereiro e
margo, é responsdvel por cerca de 40% da precipitacdo total anual. O periodo
seco prolonga-se por 5 meses, de maio a setembro, com precipitacdo média que
varia de 11 mm a 83 mm ao més. O solo foi classificado como Argissolo
Vermelho Distréfico tipico. A classe de textura € de média/argilosa (Embrapa,
2001).

Nas Figuras 1 e 2, verifica-se a localizagdao do habitat natural das

espécies Piper piscatorum e Tanaecium nocturnum.
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FIGURA 1. Mapa de localizacdo do habitat natural de Piper piscatorum e
Tanaecium nocturnum (A. Estado do Acre na América do Sul, B.
Campo Experimental da Embrapa Acre, C. Reserva Florestal da
Embrapa Acre) (Embrapa, 2001).

12



FIGURA 2. Fotografia aérea vertical do habitat natural de Piper piscatorum e
Tanaecium nocturnum (Embrapa, 2001).

3.2 Castanha-do-brasil

3.2.1 Condicoes Edafoclimaticas

A castanha-do-brasil € encontrada em estado nativo na Amazonia,
localizando-se as maiores concentragdes na porgdo brasileira, principalmente no
planalto que separa a bacia formada pelos afluentes do baixo Amazonas, alto
Tocantins e alto Moju, e em terras altas ao norte do rio Jari, no estado do Pard e
nos estados do Amazonas e Acre, Peru, até o alto Beni na Bolivia. Desenvolve-
se bem em terra firme, em solos argilosos ou argilo-arenosos, com temperatura
média anual que varia entre 24,3 e 27,2 °C, com maximas de 30,6 a 32,6 °C e

minimas de 19,2 a 23,4 °C. Nas regides de producio, a umidade relativa varia
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entre 79% a 86 % e a precipitacdo total anual oscila de 1400mm e 2800 mm

(Miiller et al., 1995; Souza, 2004).

4 Metabolitos secundarios e biossintese

Os organismos vegetais s30 um universo rico € complexo de compostos
organicos, com indimeros centros estereogénicos que participam ativamente no
seu crescimento e desenvolvimento. Tais compostos, definidos como
metabdlitos secunddrios, sdo originados por vias biossintéticas alternativas e
podem ser caracterizados como elementos de diferenciacdo e especializacdo
celular, atuando, por exemplo, na defesa contra herbivoros e microorganismos,
na protecdo contra os raios UV, em atracdo de polinizadores ou de aninais
dispersores de sementes, além de sua participacdo em alelopatias (Harbone,
1993; Wink, 1990).

Embora qualquer tecido ou célula vegetal tenha a capacidade de
biosintetizar metabdlitos secunddrios, isso tem ocorrido somente em alguns
tecidos ou mesmo em células especiais, em razdo do grau de diferenciagdo e
desenvolvimento deles. Em alguns casos, a producdo pode estar restrita a um
estagio especifico do desenvolvimento do vegetal ou a determinadas condigdes
ecoldgicas ou ambientes. Os tipos de metabdlitos secundérios sdo especificos de
algumas espécies e/ou familias (Wink, 1990).

Em vdrias espécies, o local da biossintese estd restrito a um 6rgdo, ao
passo que os produtos sdo acumulados em toda a planta ou em 6rgdos diferentes,
devido a um sistema de transporte intercelular. Nas células, certos mecanismos
bioquimicos garantem a conducdo dos compostos aos compartimentos de
estocagem apropriados: os hidrofilicos tendem a ser armazenados nos vacuolos,

e os lipofilicos acumulam-se em ductos de células mortas ou ligam-se aos
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componentes celulares lipofilicos, como membranas, ceras cuticulares e lignina
(Wink, 1990).

Sdo bem conhecidos,alguns casos em que a compartimentalizagcdo é de
fundamental importancia para a sobrevivéncia do vegetal. Por exemplo, os
glicosideos cianogénicos sdo estocados nos vacuolos das células epidérmicas;
portanto, encontram-se isolados de hidrolases, localizadas nos tecidos do
mesofilo adjacente. Somente nas situagcdes em que os tecidos sdo danificados
(por exemplo, durante a mastigacdo) € que os glicosideos cianogénicos e as
hidrolases interagem, havendo liberacio de HCN. Assim, a prdpria planta
produtora fica protegida e utiliza essa estratégia em caso de ataque de herbivoros
(Simodes, 2004).

De acordo com Simdes et al. (2004), a origem de todos os metabdlitos
secunddrios pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois
intermedidrios principais: o 4cido chiquimico e o acetato (Figura 3). O 4cido
chiquimico origina os aminodcidos aromdticos, precursores da maioria dos
metabdlitos secunddrios aromaticos. O acetato fornece as unidades acetila, que
compdem o intermedidrio reativo, acetil-tio-coenzima A (acetil-ScoA ou acetil-
CoA), o verdadeiro precursor de vdrios grupos de substancias, tais como 0s
aminodcidos alifdticos (e os alcaldides deles derivados), terpendides, esterdis,
dcidos graxos e triglicerideos. Os aminodcidos alifdticos originam-se no ciclo do
acido citrico, ao passo que os demais metabdlitos derivam do mevalonato ou da
condensacao de unidades de acetato.

No ciclo do 4cido citrico, sao originados o aspartato e a glutamina, além
de seus derivados (em vegetais superiores) lisina e ornitina, respectivamente
(Figura 3). Esses derivados vdo dar origem a uma série de alcaldides
(pirrolidinicos, tropanicos, etc.). Além dos alcaldides, outros compostos

nitrogenados com fungao protetora sao encontrados nos vegetais.
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O mevalonato € formado da condensacdo de uma unidade da acetoacetil-
CoA com uma molécula da acetil-CoA (Figuras 3 e 4). Apds a condensacdo
alddlica, ocorre uma hidrdlise, originando a 3-hidréxi-3-metilglutaril-CoA, que é
reduzida a mevalonato, numa reagdo irreversivel. O mevalonato €, entdo,
convertido em isopentenil-pirofosfato (IPP), ou isopreno ativo, a unidade bdsica
na formagdo dos terpenos e esterdides. A polimerizagdo do melavonato vai
originar moléculas de cadeias carbonadas crescentes de cinco em cinco dtomos
de carbono. A molécula de isopentenil-pirofosfato e seu isdmero dimetilalil-
pirofosfato (DMAPP) formam o trans-geranil-pirofosfato (GPP), a partir do qual
formam os demais terpenos. Novas ligacdes cabeca-cauda entre trans-geranil-
pirofosfato e isopentenil-pirofosfato resultardo em sesquiterpenos (C;s) e
diterpenos (Cy). A ligagdo cabeca-cabeca entre duas moléculas de farnesil-
pirofosfato (FPP) dari origem ao esqualeno, o precursor da maioria dos
triterpenos e esterdides. Mono e sesquiterpenos sdo as principais substancias que
compdem as misturas chamadas de 6leos essenciais.

De acordo com Deschamps (2005), uma rota via 1-deoxi-D-xilulose-5-
fosfato (DXPS), de ocorréncia nos plastidios, vem sendo discutida. Nessa rota, o
piruvato e o D-gliceraldeido—3-fosfato, produzidos no metabolismo primadrio,
formam o 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato, que apds sucessivas reagdes, formam
tanto o IPP como o DAPP (Figura 5). A partir da formacio desses isoprendides,
segue o mesmo processo de biossintese de terpendides discutido para via do

mevalonato.
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FIGURA 3. Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios (Simoes et al.,
2004).
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5 Atividades bioldogicas de metabdlitos secundarios

Os mebdlitos secunddrios de maior atividade bioldgica sdo os 4cidos
organicos, alcaldides, flavondides, cumarinas, taninos, Oleos essenciais,
saponinas, mucilagens, glicosideos e amidas, e recebem a denominagdo de
principios ativos quando induzem respostas fisiolégicas em outros organismos.
A existéncia e a distribuicdo desses compostos sdo bastante varidveis nas
espécies vegetais, dependendo de fatores hereditirios, ontogénicos (etapas de
desenvolvimento) e ambientais (solo, clima, microorganismos, etc) (Robbers et
al., 1997).

Segundo Putman (1983), a comunicagdo quimica entre os seres vivos
representa um campo de atividade desafiante, de grande valor cientifico e de
enorme aplicagdo. Substancias alelopdticas, tais como canfora, psoraleno e
florizina, que participam da guerra quimica entre 0s organismos vivos, podem
ser isolados de plantas, microorganismos e solos. Para Almeida, citado por
Braz-Filho (1994), todos os seres vivos sintetizam substincias alelopdticas,
porém, as plantas sdo responsdveis pela maior quantidade e diversidade desses
compostos.

Certos O6leos essenciais, comumente usados como fragrancias e
aromatizantes na indudstria de perfumes e alimentos, t€ém sido relatados como
repelentes a insetos (Isman, 2000). Em recentes investigacdes em varios paises,
constatou-se que alguns 6leos essenciais de plantas ndo agem apenas como
repelentes a insetos, mas possuem acao inseticida fumigante (Lee et al., 2001),
acdo fungicida contra alguns importantes patégenos de plantas (Miiller-Riebau
et al., 1995) e contra ervas daninhas (Kohli et al., 1998). Pode ser verificado em
vérios trabalhos que os 6leos essenciais de eucalipto, gengibre, tomilho, erva-
doce, alecrim e laranja-amarga reduziram a produgdo de aflatoxina Bl

desenvolvida por Aspergillus (Rao et al., 1983). Da mesma forma, o dleo
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essencial de Azadirachta indica tem reduzido significativamente a sintese de
aflatoxina em graos de milho armazenados (Bankola, 1997).

Em vdrias pesquisas publicadas sobre Piperaceaes, ralata-se o potencial
anestésico de amidas encontradas em espécies utilizadas na medicina popular.
Entre esses constituintes identificados, estdo a pipercallosina (Piper darienesis),
piperovatina (Ottonia corcovadensis, Piper piscatorum, Ottonia martiana e
Ottonia frutescens), pipercallosidina (Piper piscatorum) e cefaradiona (Piper

auritum) (Cunico et al., 2003; Makapugay, 1983; Mcferren & Rodriguez, 1998).

6 Caracteristicas da microbiota encontrada na castanha-do-Brasil

Entre as espécies flingicas encontradas em castanha-do-brasil, destacam-
se Aspergillus flavus, A. ninger, A. fumigatus, A. clavatus, Penicillium
verrucosum, P. viridicatum, P. citrinum, Fusarium sacchari, F. oxysporum, F.
verticillioides e Alternaria alternata, todas reconhecidamente capazes de
produzir micotoxinas, entre elas as aflatoxinas, ocratoxina A, citrinina, 4cido
ciclopiazdnico, desoxinivalenol, fumonisina, zearalenona, toxina T-2, altenueno
(ALT), alternariol (AOH), alternariol monometil éter (AME), altertoxina I e
4cido tenuazonico (Freire et al., 2000).

As aflatoxinas (B1, B2), micotoxinas mais comuns na castanha-do-
brasil, sdao metabdlitos altamente téxicos, conhecidos por seu efeito
carcinogénico, teratogénico e mutagé€nico, produzidos por varias estirpes de
Aspergillus, em diversos produtos. Essas além de comprometerem 6rgaos vitais,
atacam o sistema imunoldgico e causam disfun¢do do sistema nervoso. A
aflatoxina B1 € considerada uma das mais potentes substincias carcinogénicas
conhecidas, havendo evidéncias de que causa cancer hepdtico em seres humanos
(Freire et al., 2000). Quimicamente pertencem a classe dos compostos

denominados furanocumarinas, possuindo um nicleo associado ao furano e a
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lactona, havendo quatro tipos mais importantes, designados pela cor da
fluorescéncia sob a luz ultravioleta (B1 e B2, luz azul) e (G1 e G2, luz verde). A
aflatoxina € toxica para a maioria dos animais, com valor de LD5, =0,5 mg/Kg.
A forma de lesdo mais comum é o excessivo crescimento de células do figado.
Essa é a forma de cancer iniciada pela aflatoxina, reconhecida como o
carcinogé€nico mais potente, e seus principais receptores sao as proteinas e os
dcidos nucléicos. A aflatoxina é facilmente absorvida pelo trato intestinal.

Os principais fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos em
graos estocados sio a umidade, incluindo a atividade de 4gua (a,), temperatura,
tempo de estocagem, grau de contaminagdo do grdo antes de ser estocado,
quantidade de material estranho e atividade de insetos e dcaros (Christensen &
Kaufmann, 1969). Segundo Moreau (1979), a temperatura tem papel dominante
no crescimento do micélio, bem como na formacao e germinagdo dos esporos. A
temperatura 6tima para o crescimento do fungo e producdo de aflatoxinas em
Aspergillus flavus varia entre 24°C e 30°C, sendo a temperaturas minima 12°C e
méxima 42°C para a producdo de micotoxinas. Em relacdo ao pH, as aflatoxinas

tém crescimento 6timo na faixa de 5 a 7 (Samson et al., 1995).

7 Técnicas de extracio

7.1 Extracao por fluido supercritico

Fluidos supercriticos (FSC) apresentam meios bastante atrativos para o
processamento de produtos de ocorréncia natural devido a vdrias caracteristicas
distintas, tais como, facilidade de recuperacdo do soluto e reciclagem do
solvente, com a simples manipulacdo de temperatura e/ou pressdo; a
possibilidade de direcionar a separacdo pela escolha a priori das condi¢des

termodindmicas de temperatura e/ou pressao e, com isso, a sintonia do poder de
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solvéncia do fluido usado na extracdo para uma determinada extracdo e/ou
separacdo e o controle da seletividade do processo pela escolha apropriada do
solvente e da combinacao solvente/co-solvente utilizados (Mohamed, 1997).
Atualmente o CO, supercritico € um dos métodos de opcao para extraciao
industrial de 6leos essenciais, pois permite recuperar os aromas de varios tipos,
ndo somente de Oleo essencial, de modo mais eficiente. Esse método também
tem sido empregado nas extragdes de plantas medicinais, devido a instabilidade
térmica dos principios ativos e também ao elevado grau de pureza com que esses
sdo obtidos. Para a referida extracdo, o CO, é primeiramente liquefeito por
compressdo a 31°C. Nessa temperatura, o CO, atinge um quarto estado, no qual
sua viscosidade é analoga a de um gds, mas sua capacidade de dissolucio &
elevada como a de um liquido. Uma vez efetuada a extragcdo, faz-se o CO,
retornar ao estado gasoso, resultando na sua total eliminagdo. Uma desvantagem
do uso de CO, supercritico é a sua baixa polaridade, fazendo a extragdo de
compostos polares mais dificeis. Contudo, com o uso de co-solventes
adequados, pode-se elevar a seletividade e solubilidade do CO, supercritico em
solutos polares, como por exemplo, a adicdo de etanol, metanol ou dgua em

baixas temperaturas (Fajardo, 1997; Kopcak, 2003; LI & Hartland, 2002).

7.2 Arraste por vapor d’ agua

Segundo Martins (1994), o processo mais utilizado para realizar as
extragdes € o arraste com vapor d’dgua, que além de apresentar bom rendimento,
apresenta a facilidade de execucio e baixo custo.

Para a obtengdo de dleos essenciais, hd trés tipos de extra¢des distintas
de arraste por vapor d’ 4gua, amplamente utilizadas pelas industrias dessa
esséncia. A distincdo entre os tipos € feita pela forma na qual se estabelece o

contato entre a amostra e a dgua, na fase liquida ou de vapor. O primeiro é
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chamado de hidrodestilacdo, em que a amostra fica imersa na 4gua contida numa
caldeira. No segundo, chamado de destilacio pela dgua e vapor, a amostra
permanece contida em um recipiente logo acima da dgua da caldeira, ficando,
assim, separada da 4dgua. No terceiro, chamado propriamente de destilagao pelo
vapor de dgua, a amostra é mantida em um recipiente separado e o vapor de dgua

que flui provém de um gerador préprio independente (Chaar, 2000).

7.3 Extracio por solventes orginicos

7.3.1 A frio

E’uma técnica de baixo custo e consiste em pdr a amostra em contato
com a quantidade de solvente preestabelecida, a temperatura ambiente, em
recipiente fechado, durante 2 a 14 dias. E um processo seletivo que resulta num
equilibrio de concentragdo entre a amostra e o solvente, e ¢ influenciado por
fatores que dependem da amostra (sua natureza, tamanho de particula, grau de
umidade e quantidade em peso) e do solvente (sua seletividade e quantidade em
volume). A velocidade com que se obtém o equilibrio € fungdao do tamanho da
particula e do grau de inchamento das células, bem como da viscosidade e da
polaridade do solvente. Esse método tem sido escolhido quando os principios
ativos podem sofrer alterag@o pelo calor ou pelo ar e s@o soliveis a temperatura
ambiente, em um solvente que ndo deve ser tio volatil. Entre as desvantagens do
processo, estdo a lentiddo, a impossibilidade de extrair totalmente os principios
ativos da amostra e a possibilidade de contaminagdes, quando se empregam
solventes com grande quantidade de dgua. Esse processo € bastante utilizado
para a extragcdo em pequena escala, tanto por quimicos quanto por farmacéuticos

(Farmacopéia Brasileira, 1996).
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7.3.2 Sob refluxo

E considerado um método continuo (lixiviagdo) e de baixo custo. E um
método muito utilizado na extragdo de compostos orgdnicos. Apresenta
restricoes ligadas ao elevado tempo de extragdo, que pode variar de 1 a 72 horas
(Chaar, 2000). Nesse processo, o solvente extrai o material organico retido na
amostra, na sua temperatura de ebulicdo. Dependendo da temperatura, podem
ocorrer transformagdes quimicas nos componentes extraidos. Na maioria dos
casos, o processo de extracdo ndo € seletivo e, basicamente, a temperatura de
extracdo e a natureza do solvente determinam o poder de dissolucdo (Synder et

al., 1979; Vale, 1997).
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CAPITULO 1T

CARACTERIZACAO QUIMICA E AVALIACAO DE RENDIMENTOS
DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATOS DE RAIZES DE Piper piscatorum
(TREL. YUNC.) OBTIDOS POR DIFERENTES METODOS DE
EXTRACAO.
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RESUMO

Pimentel, Fldvio Aradjo Caracterizacio Quimica e Avaliacio de
Rendimentos do Oleo Essencial e Extratos de Raizes de Piper Piscatorum
(Trel. Yunc.) Obtidos por Diferentes Métodos de Extraciao. 2007. P. 178.
Tese (Doutorado Em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal De Lavras,
Lavras, MG"

Neste trabalho, foi avaliada a eficiéncia de extracdo de raizes frescas e secas de
Piper piscatorum, empregando as técnicas de hidrodestilacdo, bem como as de
refluxo e a frio com solventes de crescente polaridades. Os 6leos foram
caracterizados quimicamente, por IV, CG-EM e CG-DIC. Os principais
componentes do o6leo essencial foram o selin-11-en-4-a-ol e benzoato de
benzila, e do extrato o selin-11-en-4-0-ol, seguido de tetradecanol, piperovatina
e hidrocarbonetos. Os maiores rendimentos dos extratos ocorreram com
solventes polares sob refluxo. Os teores de amidas foram mais elevados em
extratos de raiz fresca, utilizando acetato de etila sob refluxo. A secagem da
matéria—prima reduziu os rendimentos de O6leo essencial e dos extratos,

modificando as suas composi¢des quimicas.

Palavras chaves: Piper piscatorum; técnicas de extracdo, anestésico natural.

* Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientadora); Fabiana Queiroz
- UFLA; Luiz Roberto Batista — UFLA (Co-orientadores)
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ABSTRACT

Pimentel, Flavio Aradjo. Chemical Characterization And Evaluation Of The
Yields Of The Essential Oil And Extracts Of The Roots Of Piper Piscatorum
(Trel. Yunc.) Obtained By Different Extraction Methods. 2007. p. 178.
Thesis (Doctorate in Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil.”

The efficiency of the extraction of fresh and dried roots of Piper piscatorum was
evaluated employing steam distillation, as well as cold extraction and refluxing
with solvents of increasing polarity. The oils were characterized by IR, GC-MS
and GC-FID. The principal components of the essential oil were selin-11-en-4-
a-ol and benzyl benzoate. The principal component of the extract was selin-11-
en-4-a-ol, followed by tetradecanol, piperovatine e hydrocarbons. The highest
yields of extract were obtained with refluxing polar solvents. The amide contents
were highest in extracts of fresh roots obtrained with refluxing ethyl acetate.
Drying of the raw material reduced the yields of the essential oil and those of the

extracts with changes in their chemical compositions.

Keywords: Piper piscatorum; extraction techniques, natural anesthetic

* Guidance Committee: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Major Professor); Fabiana
Queiroz — UFLA and Luiz Roberto Batista — UFLA
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1 INTRODUCAO

Nos tltimos anos, tém-se constatado elevados aumentos nos paises em
desenvolvimento e desenvolvidos, para o consumo de produtos a base de fontes
naturais. Entre essas, destaca-se o uso de plantas medicinais. Além de
comercializadas em farmdcias e lojas de produtos naturais, as plantas medicinais
tém sido utilizadas como fontes para o desenvolvimento de grande parte dos
medicamentos disponiveis no mercado mundial. Entretanto, no Brasil, essas
plantas t€m sido consumidas na sua maioria sem nenhum conhecimento
fitoquimico e com pouco ou nenhuma comprovagdo de suas propriedades
farmacoldgicas (Maciel, 2002; Veiga & Pinto, 2005; SBQ, 2007). Na Amazo6nia,
onde se encontra a maior biodiversidade do planeta, a falta dessas informagdes
também tem dificultado as pesquisas fitogenéticas e fitotécnica, além de nao
proporcionar retorno econémico para a populacdo local (Ming, 1995).

Estudos etnobotanicos que abordem plantas medicinais da Amazodnia, e
mais especificamente no Estado do Acre, permitiram levantar centenas de
espécies utilizadas pelas comunidades de colonos, seringueiros e indigenas com
nenhum conhecimento das suas composi¢des quimicas ou da manipulagio
adequada da matéria-prima. Entre as plantas manipuladas, destaca-se o jodo-
brandim (Piper piscatorum) pertencente a familia Piperaceae, predominante na
regido. As raizes dessa espécie vém sendo utilizadas principalmente como
anestésico nas formas de emplastro, infusdao ou pelo uso direto, no combate a
dores em geral, com destaque para os problemas odontolégicos (Ming, 1995)

Apesar dessa propriedade medicinal ser popularmente conhecida na
regido, e trabalhos publicados sobre Piper piscatorum nativo da Amazonia

Venezuelana (McFerren & Rodriguez, 1998) e de outras espécies da familia
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Piperaceae (Piper darienesis, Ottonia corcovadensis, Ottonia martiana, Ottonia
frutescens, e Piper auritum) associarem o efeito anestésico com a presenca das
amidas (pipercallosina, piperovatina, pipercallosidina e cefaradiona) (Gupta,
2004; Facundo et al., 2004; Cunico et al. 2003; Makapugay et al. 1983 e Lans,
2001), estudos fitoquimicos que envolvem a caracterizagdo quimica, processos
extrativos e tratamentos da matéria-prima com a espécie Piper piscatorum
nativa do Estado Acre sdo imprescindiveis para as futuras pesquisas
farmacoldgicas e genéticas.

No entanto, avaliagbes de métodos extrativos que levam em
consideracgdo a eficiéncia e seletividade sdo fatores importantes para extracio de
produtos naturais, pois a composi¢cdo quimica das plantas é extremamente
complexa e freqlientemente ocorre a extragdo concomitante de vérios tipos de
substancias, farmacologicamente ativas ou nao, desejadas ou nao. Da mesma
forma, devem ser avaliadas em que condi¢cdes a matéria-prima deve ser
consumida ou processada, ja que muitas das plantas medicinais sdo sensiveis ao
processo de secagem, podendo ocorrer variagdes nas concentragdes de seus
principios ativos Melo et al., 2004; Simdes et al., 2004).

Assim, como presente trabalho, objetivou-se efetuar a caracterizacio
quimica e avaliar a eficiéncia de extracdo de raizes frescas e secas de Piper
piscatorum, empregando as técnicas de hidrodestilacdo e de refluxo e a frio com
os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e metanol. Nos
processos extrativos, foram avaliados o rendimento do extrato (base seca) e a
sua composi¢do quimica. A utilizacdo dos referidos solventes com crescentes

polaridades teve como propdsito avaliar a seletividade para as amidas.
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2 MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

O material genético foi coletado de populacdio nativa de Piper
piscatorum (Trel. Yunc.), situada na Reserva Florestal da Embrapa Acre,
localizada no municipio de Rio Branco, AC. A colheita foi realizada no més de
janeiro/2005, entre 8-10 horas da manha, erradicando as plantas do solo. A
temperatura local encontrava-se em torno de 25°C. Apds essa etapa, as plantas
foram submetidas as operagdes de separacdo e selecao das raizes, descartando-se
os materiais atacados por praga ou doengas. Em seguida, o material vegetal foi
acondicionado em sacos plésticos e colocados em caixas de isopor, sob
refrigeracdo (gelo), sendo transportado via aérea para o Laboratério de Quimica
Organica, da Universidade Federal de Lavras, MG. O material foi armazenado
em geladeira a 2°C, até a utilizacdo nos experimentos. Para a confirmacdo da
autenticidade da espécie coletada, uma exsicata de nimero 10.473 foi submetida
a identificagdo, cujo exemplar encontra-se arquivado no Herbdrio da

Universidade Federal do Acre (UFAC).

Condicoes Edafoclimaticas

O tipo de clima dominante nessa drea é AW, caracterizado pela
ocorréncia de temperatura média do més mais frio superior a 18°C e uma estagio
seca de pequena duracdo (EMBRAPA, 2001).

O regime térmico € caracterizado por temperatura média anual em torno
de 24,3°C. Os meses mais quentes sdao setembro, novembro e dezembro, com
temperaturas médias em torno de 25°C. O periodo mais frio estd compreendido

pelos meses de junho e julho, com temperaturas médias de 22,9°C e 22°C,
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respectivamente. E freqiiente uma queda brusca de temperatura, pela ocorréncia
de ondas de frio, que pode atingir até 4°C, com duracdo de 3 a 8 dias
(EMBRAPA, 2001).

O regime pluviométrico da regido caracteriza-se por um periodo chuvoso
de 7 meses, de outubro a abril, sendo os meses de dezembro a marco os mais
chuvosos. A precipitagdo média anual na regido situa-se em torno de 1.950 mm,
correspondendo o periodo chuvoso ao periodo mais quente do ano. O trimestre
mais chuvoso, janeiro, fevereiro e margo, € responsavel por cerca de 40% da
precipitacdo total anual. O periodo seco prolonga-se por 5 meses, de maio a
setembro, com uma precipitacio média que varia de 11 mm a 83 mm ao més
(EMBRAPA, 2001).

O solo foi classificado como Argissolo Vermelho Distréfico tipico. A

classe de textura é de média/argilosa (EMBRAPA, 2001).

Secagem

As raizes frescas de Piper piscatorum foram submetidas a desidratagcao
em secador de bandejas com circulagdo de ar, a temperaturas de 30°C e 40°C,

por um periodo de 6 dias (Barbosa & Barbosa, 2006).

Umidade

Para a determinacdo da umidade, utilizaram-se separadamente 5 gramas
de raizes frescas e secas picadas, emergidas em 50 mL de ciclohexano (C¢Hj»),
colocadas em baldao volumétrico com capacidade para 250 mL, acoplado a um
condensador, com coletor volumetricamente graduado. O aquecimento foi
realizado por meio de manta aquecedora, controlando-se a temperatura para
100£5°C. Apds o processo de destilagdo, realizado em 3 horas, quantificou-se o
volume de dgua presente nas raizes. A umidade foi calculada levando-se o teor
de dgua contido em 100 gramas da amostra (AAOCS, 1994; Pimentel et al.,
2006).
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Extracoes

Oleo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilacao, utilizando
um aparelho Clevenger modificado, acoplado a um baldo de 1 L. Nesse baldo,
foram colocadas separadamente 50 gramas de matérias-primas frescas e secas
(30°C e 40°C) picadas, juntamente com 500 mL de dgua destilada. O tempo de
extragdo, determinado por meio de testes preliminares, foi de 4 horas, contado a
partir do momento de ebulicdo. O dleo essencial foi separado da fase aquosa
utilizando-se diclorometano (3 x 30 mL). Reuniram-se as fra¢des organicas,
secou-se com sulfato de sdédio anidro, filtrou-se e removeu o solvente sob
pressdo reduzida em evaporador rotatério a 35°C. A massa do 6leo obtido foi
determinada por pesagem em balanca analitica com precisdo de 0,1 miligrama.
O 6leo obtido foi transferido para frascos de vidro com tampa rosquedvel (septo
de silicone) e armazenado em geladeira a 2°C, até o momento das andlises (

Barbosa & Barbosa, 2006; Craveirao et al., 1981).

Extratos

As extracOes foram realizadas por meio das técnicas de refluxo e a frio,
utilizando-se 30 gramas de matérias-primas frescas e secas (30°C), emergidas,
separadamente, em 250 mL de hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e
metanol. Para o refluxo, as amostras foram colocadas em baldo volumétrico com
capacidade para 500 mL, acoplado a um condensador, e aquecido por meio de
manta aquecedora, controlando-se a temperatura para o ponto de ebulicdo do
solvente. Deixou-se por 24 horas, filtrou-se e concentrou-se sob pressdao
reduzida em evaporador rotativo a 55°C. A massa do extrato foi transferida para
frascos de vidro e submetida a secagem em estufa a 40°C até a completa
evaporacdo do solvente. Em seguida, determinou-se a massa do extrato por

pesagem em balanca analitica com precisdo de 0,1 mg. Essa foi transferida para
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vidros com tampa rosquedvel e armazenada em geladeira a 2°C. Para a extracio
a frio, as amostras foram acondicionadas com os respectivos solventes, em
vidros ambar com tampa rosquedvel. Esse processo extrativo foi realizado a
temperatura ambiente, por um periodo de oito dias, seguindo os demais
procedimentos metodoldgicos, descritos para a extragdo sob refluxo (Matos,

1988).
Analises qualitativa e quantitativa

Andlises no infravermelho(IV)

Os extratos de Piper piscatorum proveniente de cada tratamento foram
submetidos a andlise por espectrofotometria no infravermelho, utilizando um
espectrofotdometro Digilab Excalibur, série FT'S 3000, equipado com acessorio
de reflectancia total atenuada (ATR), com cristal de seleneto de zinco de

reflexdo unica a 45°. Os espectros foram registrados na regido de 4000 e 600 cm’

1 = -1
com resolucdo de 4 cm’.

Andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectréometro de massa (CG-
EM) e gasosa (CG-DIC).

As andlises qualitativas dos 6leos essenciais e extratos das raizes frescas
e secas de Piper piscatorum foram realizadas no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Vigosa, MG, por meio de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-EM), utilizando-se um equipamento
da marca Shimadzu, modelo GCEM-QP 5050A. Para a identificacdo dos
constituintes quimicos, foi empregada uma coluna DB-5, da marca J & W
Scientific, com 30 m de comprimento, d.i. de 0,25 mm, espessura do filme de
0,25 um, e hélio como gés carreador. As condicdes de operacdo do cromatégrafo
a gas foram: pressdes interna da coluna de 100 kPa (6leo essencial) e 121,2 kPa

(extrato), fluxo de gis na coluna de 1,8 mL min’', temperatura no injetor de
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220°C, temperaturas no detector ou na interface (GC-EM) de 240°C (6leo
essencial) e 300°C (6leoresina). As temperaturas iniciais da coluna foram de
40°C (6leo essencial) e 80°C (extrato) por 2 min, seguido de um incremento de
3°C min’', até atingirem 240°C (6leo essencial) e 300°C (extrato), sendo
mantidas constante por 25 min. A razio de split foi de 1:10. O espectrémetro de
massas foi programado para realizar leituras em uma faixa de 29 a 600 Da, em
intervalos de 0,5 s, com energia de ionizagdao de 70 eV. Foi injetado 1 uL da
amostra, nas concentracdes de 0,5% (extrato) e 1% (6leo essencial), dissolvida
em diclorometano, exceto, para os extratos extraidos com etanol e metanol, que
foram inicialmente submetidos a sililagdo. A derivatizacio consistiu de 2 mg do
extrato acondicionado em vidro c6nico, acrescido de 60 uL de piridina e 100 uL.
de N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) contendo 4% de
trimetilclorosilano (TMCS). A reacdo ocorreu sob agita¢do (agitador mecéanico)
seguida de aquecimento em banho de glicerina a 70°C por 30 min. Da solu¢do
obtida, apenas 1 pL foi injetada em duplicata no CG-EM (Sjostrom & Alén,
1998). A identificacdo dos componentes foi feita pela comparacdo de seus
espectros de massas com os disponiveis no banco de dados da espectroteca
Willey, 7* edicdo, com dados da literatura e também pelos indices de Kovats
(Adams, 1995). Para o dos indices de Kovats, foi injetada no cromatdgrafo uma
mistura de alcanos lineares (C9 a C26) (Thomazini & Franco, 2000).

A quantificacio dos componentes foi realizada no Laboratério de
Quimica Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Lavras, MG, utilizando-se um cromatégrafo a gis com detector de ionizagdo de
chamas (GC-DIC) de marca Shimadzu, mjodelo GC-17A. As andlises foram
realizadas nas mesmas condi¢Oes descritas para a identificacdo dos constituintes.
As andlises de dleos essenciais foram conduzidas em triplicata e as de extratos,

em duplicata.
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Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos com extrato e 6leo essencial foram conduzidos no
delineamento inteiramente casualizado, respectivamente, com 3 e 5 repeti¢des.
Para os extratos, os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial de 5 x 2 x
2, constituido dos fatores: solventes (hexano, cloroférmio, acetato de etila,
etanol e metanol), matérias-primas (folhas frescas e secas) e técnicas de extragio
(a frio e em refluxo). Para o 6leo essencial, utilizaram-se como tratamentos as
matérias-primas fresca e secas a 30°C e 40°C. Em ambos os experimentos, as
varidveis analisadas foram rendimentos de extrato e de O6leo essencial
(gramas/100 gramas da matéria-prima em base seca). Os dados obtidos foram
submetidos as andlises de variancias e aos testes de comparacdes muiltiplas de
médias (Tukey), utilizando o programa SISVAR (Ferreira, 2000). Nas andlises
da composi¢cdo quimica, foram determinados para cada constituinte a média e o

desvio-padrao.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As raizes frescas de Piper piscatorum apresentaram teor de umidade de
40+1%. Ap6s seis dias de secagem a 30°C e 40°C, sua umidade foi reduzida para
20,5 %.

Sdo mostrados na Tabela 1 os rendimentos de 6leos essenciais obtidos
de raizes frescas e submetidos a diferentes temperaturas de secagem. Pelos
dados, verificou-se a inviabilidade da secagem da matéria-prima para producio
desse 6leo essencial com perda de rendimento de 0,25% para 0,02% a partir de
30°C. Néao foram disponibilizados na literatura dados referentes a influéncia do
processo de secagem para a espécie Piper piscatorum. No entanto, em vdarias
pesquisas publicadas relatam-se os efeitos da secagem na perda de O6leos
essenciais. Entre os fatores descritos como causadores da reducdo estdo a
temperatura (= 40°C) e o tempo de secagem (acima de 48 horas) e caracteristicas
da estrutura celular em que possa estar armazenado o 6leo essencial. Entre as
espécies pesquisadas, tem sido encontradas redugdes com a desidratacdo de
Lippia alba (17%), Piper hispidinervum (25%), Cymbopogon citratus (44%),
Chamaemelum nobile (53 %) e Ailllanthus altissima (76%) (Barbosa & Barbosa;
2006; Braga, 2004; Costa et al., 2005; Lewinsohn et al., 1998; Mastelic &
Jerkoic, 2002. Omidbaigiet al., 2004; Radiins, 2004).

Nas Tabelas 2a e 2b, sdo apresentados os resultados de rendimentos dos
extratos das raizes frescas e secas de Piper piscatorum em que se utilizam as
técnicas de extracdo a frio e em refluxo, com o empregando de solventes de
crescente polaridade.

Na Tabela 2a, verifica-se, pelos dados, que a técnica de extragdo de
raizes frescas sob refluxo foi significativamente mais eficiente que a realizada a

frio, em todos solventes utilizados. Com raiz seca a 30°C, essa eficiéncia
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significativa ocorreu apenas para as refluxadas com acetato de etila (2,52%) e
etanol (6,20%). Com relagdo ao tipo de solvente, observa-se que o aumento da
polaridade elevou progressivamente o rendimento de extrato, tanto em relacio a
matéria-prima quanto a técnica utilizada, exceto nas extracdes com cloroférmio
e acetato de etila de raizes secas a frio e de ambas as matérias-primas em
refluxo, em que os seus rendimentos nao se diferenciaram significativamente.

O aumento do rendimento com a utilizacdo da técnica de refluxo tem
sido relatado por Snyder & Kikland (1979), os quais relacionaram o aumento do
poder de dissolu¢do do solvente promovido pelo aumento da temperatura de
extragcdo. Os menores rendimentos encontrados na extrag¢do a frio podem ter sido
ocasionados pela baixa velocidade de equilibrio entre as substancias e o solvente
(Farmacopéia..., 1996). A elevacdo do rendimento em funcdo do gradiente de
polaridade do solvente encontrado com as raizes de Piper piscatorum pode ser
atribuida, segundo Miranda & Cuellar (2001), a maior seletividade desses para
os constituintes predominantes da amostra.

Resultados semelhantes que mostram a superioridade da técnica de
refluxo em relacdo a técnica a frio, foram relatados com a obten¢do dos extratos
de flores Hibiscus tiliaceus (refluxo: hexano: 10,26%; acetato de etila: 17,54% e
metanol: 5,67%; a frio: hexano: 3,67%, acetato de etila; 1,20% e metanol:
3,67%) (Melecchi, 2005).

Pelos dados da Tabela 2b, observou-se que a secagem da matéria-prima
reduziu o rendimento do extrato para a maioria dos solventes e técnicas de
extracdo utilizadas. As reducdes significativas de rendimento de extrato
ocorreram nas extragcdes “a frio” com todos os solventes, sendo 2,22% para
1,77% em acetato de etila; 5,33% para 3,85% em etanol e 8,00% para 7,28% em
metanol. Na “técnica de refluxo”, observaram-se reducgdes de 8,00% para 6,20%
em etanol e de 9,15% para 7,43% em metanol. Constatou-se que ocorrerram

reducdes de rendimentos nio expressivos para os demais solventes em refluxo.
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Os unicos aumentos de rendimentos ocorreram nas extracoes “a frio” em hexano
(0,53% para 0,83%) e, de forma significativa, para o cloroférmio (1,42% para
2,23%). Entre os tratamentos avaliados, verificou-se que o maior rendimento de
extrato foi obtido de folhas frescas extraidas com metanol (9,15%), seguido de
etanol (8,00%) com a utilizacdo da “técnica de refluxo”. De acordo com Simdes
et al."', essas reducdes podem estar relacionadas com a perda de compostos
volateis, mostrada anteriormente, e com o aumento da compactagdo da estrutura
histolégica da raiz, ocorrida durante a secagem, dificultando a penetragdo do
solvente.

Pesquisadores trabalhando com espécie Piper piscatorum, mostraram
que na extracdo de raizes secas a frio com metanol, houve um rendimento de
extrato em torno de 3,75% (Mcferren & Rodriguez, 1998). Esse valor € inferior
ao encontrado neste trabalho para a referida técnica utilizada (7,28%).

Os componentes identificados dos 6leos essenciais obtidos de raizes
frescas e submetidas a diferentes temperaturas de secagem (Tabela 1), incluindo
as porcentagens e os indices de Kovats, encontram-se descritos na Tabela 3. No
6leo essencial de raizes frescas, foram identificados treze componentes, entre
monoterpenos, sesquiterpenos e ésteres, representando 87,65% da constituicao
volatil. Os principais constituintes detectados foram selin-11-en-4-o-ol (57,63%)
e benzoato de benzila (15,40%). Os tratamentos de secagem (30°C e 40°C)
contribuiram para varia¢Ges quantitativas da composi¢cdo quimica, com pequenas
oscilacdes nos teores dos componentes majoritarios selin-11-en-4-o-ol (raiz
fresca = 57,63%; raiz seca a 30°C = 53,95% e raiz seca a 40°C = 56,20%) e
benzoato de benzila (raiz fresca = 15,40%; raiz seca a 30°C =16,32°C e raiz seca
a 40°C = 15,04%). Maiores perdas foram detectadas nos constituintes
minoritarios, mais apolares com a secagem da matéria-prima a 40°C (timol e
trans-cariofileno). Apesar de ndo terem sido encontrados na literatura trabalhos

com a composicao quimica de 6leo essencial de Piper piscatorum, a maioria dos
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constituintes aqui identificados foi também encontrada, em outras espécies da
familia Piperaceae (Ottonia corcovadensis, Piper arboreum, Piper dilatatum)
(Cysne, 2005; Facundo et al. 2004; Machado et al., 1994).

Em vidrios trabalhos tém sido relatadas as osciliagdes da composicao
quimica ocorrida com a secagem de Piper piscatorum, mediante a desitradagio
de plantas aromaticas (Barbosa & Barbosa, 2006; Radiinz, 2004; Arabhosseini et
al, 2006; Martins et al, 2002). Com variacgdes significativas, tem-se reportado o
aumento dos teores de citral de Lipia alba e Cymbopogan citratus (10 a 15 %) e
redugdes para o o-muroleno (100 %) e linalol (74 %) em Ailanthus altissima
(Costa et al., 2005; Mastelic & Jerkoic, 2002; Nagao et al., 2005).

As investigacdes quimicas dos extratos produzidos por meio das
diferentes técnicas de extracdo (2a e 2b) iniciaram-se com as anélises
espectrofotométricas no infravermelho. Nas avaliacdes preliminares, verificou-
se elevada similaridade dos perfis dos extratos obtidos por ambos os tratamentos
de extragcOes avaliados. Os resultados do infravermelho dos extratos extraidos de
raizes frescas, com todos os solventes testados em refluxo, estdo apresentados
nas Figuras la, 1b, 1c, 1d e le. Em todos os espectros, observaram-se sinais
caracteristicos grupo carbonilico (amidas e ésteres), hidrocarbonetos, élcoois,
fendis. A presenca de amidas secunddrias € confirmada por uma banda larga
entre 3315 e 3400 cm™, caracteristica de vibracdes de deformacdo axial de N-H
livre de amidas secunddrias, por um sinal forte em 1640 cm’, correspondente a
vibrag¢des de deformacgdo axial de C = O, denominada de banda de amida I, por
outro sinal entre 1615 e 1515 cm™, que pode ser atribuida a vibragdes de
deformacdo angular de N-H, denominada de banda de amida II. Outros sinais
sd0 observados; em 1463 cm™,0 sinal pode ser atribuido a deformacao axial de
C-N; em 1250 cm™', banda resultante da interacdo entre deformacgdo angular de
N-H e a deformacdo axial de C-N; em 1255 cm’, 1046 cm™ e 928 cm’, a

presenca do grupo metilenodioxi; em 997 cm”, infere-se que seja do sistema
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dieno com configuracdo trans-trans conjugado com o grupo carboxila da amida;
e 722 cm’', correspondente 2 deformagio angular simétrica fora do plano de N-
H. Em razdo da presenga de bandas muito intensas em 2954, 2920 e 2849 cm’!
(estiramento de ligacdo C-H) e de menor intensidade em 1709 cm, 1710 cm™ e
1735 cm™  (estiramento de ligagio C = O) infere-se a presenca de compostos
alifiticos, principalmente de hidrocarbonetos e ésteres. O sinal em 1463 cm’
indica a presenca de hidrocarbonetos aromadticos (deformacio axial de C=C do
anel aromatico); em 1155 cm’ e 1250 cm™, podem estar relacionados com a
presenca de élcoois e fendis (vibragdes de deformacdo axial de C-O); e em 1155
cm’, esse pode ser atribuido a presenca de ésteres aromdticos (Pring, 1982;
Silverstein & Webster, 2000).

Pelas andlises realizadas em CG/EM e CG/DIC, pdde-se identificar e
quantificar 34 compostos, entre monoterpenos, sesquiterpenos, hidrocarbonetos,
ésteres, acidos, alcoois e amidas, conforme listado nas Tabelas 4a, 4b, 5a e 5b.
Nos extratos de raiz fresca obtidos em cada solvente a frio, foi possivel
identificar 21 compostos em (hexano), 28 (cloroférmio), 23 (acetato de etila), 24
(etanol) e 29 (metanol), totalizando, respectivamente, 85,85%; 91,36%, 97,73%,
63,22% e 73,74% da composicdo do extrato (Tabela 4a). Os componentes
majoritarios detectados nesses extratos foram selin-11-en-4-¢i-ol, piperovatina,
tetradecanol e hepatadecano. Os teores de amidas variaram com o tipo de
solvente utilizado na extracdo a frio de raizes frescas. Analisando-se os dados da
composi¢do quimica de extratos extraidos de raizes secas com solventes a frio
apresentados na Tabela 4b, verificou-se que a secagem contribuiu para
alteracdes quantitativas dos constituintes quimicos, com énfase para reducio de
compostos amidas em todos os solventes utilizados. As redugdes ocorreram com
piperovatina, com a pipercollosidina e para a pipercallosina.

Na investigacdo quimica dos extratos de raizes frescas, obtidos em cada

solvente refluxado (Tabela 5a), identificaram-se 23 compostos em (hexano), 30
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(cloroférmio), 24 (acetato de etila), 23 (etanol) e 25 (metanol), totalizando,
respectivamente, 88,12%; 83,22%; 89,88%; 76,14% e 73,61% da composicdo
quimica total. Com a utilizacio da técnica de refluxo, os componentes
majoritarios extraidos da matéria-prima fresca (Tabela 5a) para os diferentes
solventes foram selin-11-en-4-0i-ol, piperovatina, e tetradecanol. Com a técnica
de refluxo, os teores de amidas também variaram com o tipo de solvente
utilizado na extracdo de raiz. Comparando-se os dados das composi¢des
quimicas dos extratos apresentados nas Tabelas 5a e 5b (extragdo em refluxo),
verifica-se que, com a secagem da matéria-prima, os resultados de oscilagdes
quantitativas dos constituintes foram semelhantes as encontradas na extracio a
frio.

Os perfis cromatogrificos dos extratos obtidos em refluxo sdo
qualitativamente equivalentes aos dos produzidos na extracdo a frio (Tabelas 4a.
4b, 5a 5b). No aspecto quantitativo, observaram-se alteracdes na porcentagem
relativa entre os valores dos constituintes dos extratos, elevando-se
principalmente os teores da maioria dos compostos majoritirios, quando a
técnica de refluxo foi utilizada. Essas elevacdes de teores foram de raiz seca
Tabela 5b) para o selin-11-en-4-a-ol extraido em hexano (40,69%) e
tetradecanol em metanol (26,31%). Para a piperovatina, o aumento do teor foi
obtido de raiz fresca (Tabela 5a) em acetato de etila (22,46%).

Para as amidas nido majoritarias, os maiores teores (Tabela 4a) foram
obtidos de raizes frescas extraidas com acetato de etila a frio (pipercallosidina:
4,68% e pipercallosina: 10,37%).

Nas andlises da composicdo parcial do extrato, verifica-se a presenca da
maioria dos constituintes encontrados no 6leo essencial, com énfase para os
compostos majoritdrios selin-11-en-4-0-ol e benzoato de benzila. As variagdes
das constitui¢des quimicas dos extratos, ocorridas tanto com o tipo de solvente

como pela influéncia da secagem, foram proporcionadar pelos mesmos fatores
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discutidos nos rendimentos do 6leo essencial (perda de voldteis) e extrato
(aumento de dissolucdo e seletividade do solvente bem como pela compactagdo
da estrutura histolégica da raiz). As reducdes dos teores de amidas constatadas
durante o processo de secagem podem ter sido ocasionadas pela a autoxidagio
alfa a ligacdo dupla, formando hidroperéxidos, aldeidos, cetonas, etc, conforme
reacdes sugeridas para piperovatina na Figura 6. Os produtos da autoxidag@o nao

foram identificados neste trabalho.
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FIGURA 6. Mecanismo de auto oxida¢do das amidas.
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Dados complementares sobre a caracterizacdo quimica das amidas
identificadas e relatadas como principios ativos anestésicos de Piper piscatorum

serdo mostrados a seguir.

e
As amidas piperovatina, MeO/O/\/ \/\a)

. . “~0
e pipercallosina

pipercallosidina

apresentaram,
respectivamente, tempo de retencdo (Tr) de 54,623; 57,773 e 65,650 min no
cromatograma (CG-EM). A piperovatina, pipercallosidina e pipercallosina, de
férmulas moleculares correspondentes a C7H,3NO,, C1sHysNO; e CyHy7NO;,
revelaram fons moleculares em m/z 273 (18%), m/z 303 (15%) e m/z 329 (20%),
com picos bases em m/z 173 (100%), m/z 135 (100 %) m/z 135 (100%),
respectivamente, no CG-EM. O pico-base da piperovatina resultaria do
fragmento (M- 72) decorrente da perda de ‘NH-CH,-CH(CH;), do fon
molecular, seguido da perda de CO. Os picos bases da pipercallosidina e da
pipercallosina ocorreriam mediante quebra na ligagdo £ em relacdo ao anel do
fon molecular, seguido de rearranjo, formando o fon tropilio (McLafferty &
Turecek, 1993). Esses dados espectrais, juntamente com os demais fragmentos
mostrados nas Figuras 2, 3,4, 5, 6 e 7, estdo de acordo com aqueles descritos na
literatura para as referidas amidas (Cunico et al., 2003; Facundo et al., 2004;
McFerren & Rodriguez, 1998; Pring, 1982).

A presenca de piperovatina e pipercallosidina em Piper piscatorum foi
relatada por McFerren & Rodriguez (1998) em pesquisas com a referida espécie
nativa da Amazdnia Venezuelana. A presenca de pipercallosina nao foi
mencionada neste trabalho, porém, tem sido encontrada em extratos obtidos da
espécie Piper callosum, pertencente 2 mesma familia Piperaceae (Pring, 1982).
Em ambas, a caracterizacdo quimica foi realizada por meio de CG-EM e

RMN'H/PC.
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4 CONCLUSOES

Com a caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Piper piscatorum,
verificou-se a presenca de treze constituintes, tendo como constituinte
majoritdrio o selin-11-en-4-oi-ol, seguido de benzoato de benzila. Nos extratos,
foram identificados trinta e quatro constituintes, com o componente selin-11-en-
4-oi-ol, seguido de tetradecanol, piperovatina e dos hidrocarbonetos pentadecano
e heptadecano.

Além da piperovatina, foram identificadas outras amidas com potencial
anestésico, como a pipercallosidina e pipercallosina, com maiores concentragdes
nos extratos de raizes fresca, extraidos com acetato de etila sob refluxo e a frio.

A extracdo sob refluxo de raizes frescas foi mais eficiente do que a frio.
Com raizes secas, esse efeito foi expressivo apenas quando se utilizou acetato de
etila e etanol. Para ambas as técnicas, os maiores rendimentos dos extratos foram
encontrados em solventes com polaridade mais elevada.

A secagem da matéria—prima reduziu significamente os rendimentos de

6leo essencial e dos extratos, modificando as suas composi¢des quimicas.
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TABELA 1. Valores médios de rendimento do 6leo essencial extraido de raizes
de Piper piscatorum submetidas a diferentes temperaturas do ar de

secagem.
Tratamentos Rendimento
(% b.s.)
Fresco (testemunha) 0,25%
30°C 0,02b
40 °C 0,02b

Médias seguidas de mesma letra néio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV (%) = 27,43; Média Geral = 0,10

TABELA 2a. Valores médios de rendimento dos extratos (% b.s.) obtidos de
raizes de Piper piscatorum, em funcdo do tipo de solvente e da
matéria-prima, para extracdes a frio e em refluxo.

Matérias-primas

Solventes Raiz fresca Raiz seca
A frio Refluxo A frio Refluxo
Hexano 0,53aA 0,99aB 0,83aA 0,90aA
Cloroférmio 1,42bA 2,72bB 2,23bA 2,49bA
Acetato de etila 2,22cA 2,85bB 1,77bA 2,52bB
Etanol 5,33dA 8,00cB 3,85cA 6,20cB
Metanol 8,00fA 9,15dB 7,28dA 7,43dA

Meédias seguidas de mesma letra, sendo mindscula na coluna e maitscula para mesma matéria-
prima na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV(%) = 5,65

Média Geral = 3,84.
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TABELA 2b.

Valores médios dos rendimentos dos extratos (% b.s.) obtidos de
raizes de Piper piscatorum, em funcio do tipo de solvente e da

matéria-prima, para extracdes a frio e em refluxo.

Técnicas de

extracio
Solventes A frio Refluxo
Raiz fresca Raiz Raiz Raiz
seca fresca seca
Hexano 0,53aA 0,83aA 0,99aA 0,90aA
Cloroférmio 1,42bA 2,23bB 2,72bA 2,49bA
Acetato de 2,22¢B 1,77bA 2,85bA 2,52bA
etila
Etanol 5,33dB 3,85cA 8,00cB 6,20cA
Metanol 8,00fB 7,28dA 9,15dB 7,43dA

Meédias seguidas de mesma letra, sendo minuiscula na coluna e maidscula para mesma técnica de
extracéio na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV(%) = 5,65
Média Geral = 3,84.
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TABELA 3. Composicdo quimica do Oleo essencial de raizes de Piper
piscatorum submetidas a diferentes temperaturas do ar de
secagem (valores expressos em percentual proporcional da drea)’

Componentes do 6leo  IK* Tratamentos de secagem
Raizes frescas 30 °C 40 °C

Timol 1292 1,5540,21 0,16+0,02 t3
trans-cariofileno 1414 0,92+0,15 1,0620,17 t
J-guaieno 1501 3,04%0,20 2,16+0,25 t
[S-bisaboleno 1506 0,3910,08 0,21£0,05 0,36£0,02
(Z,E)-o-farneseno 1509 1,0610,09 1,10+0,11 1,08+0,14
pcadineno 1516 1,4440,24 1,77+0,10 1,17%0,15
Espatulenol 1573 1,61£0,07 2,3620,05 2,58%0,20
epi-1-cubenol 1622 1,0910,12 1,3710,12 1,7210,14
Gonossorol 1639 0,47+0,04 0,09+0,03 0,12+0,02
epi-a-muurolol 1642 0,38%0,03 0,28+0,04 0,67£0,04
epi-a-cadinol 1644 2,6710,28 3,15+0,09 3,25+0,15
Selin-11-en-4-o-ol 1652 57,63%3,07 53,95£1,56  56,201+0,43

Benzoato de benzila 1760 15,40x0,36 16,32+0,85 15,0410,24

Total identificado 87,65%3,73 83,98+1,78  82,19+0,13

"Médias de trés repeticdes seguidas dos desvios-padrio.
’Indices de Kovats calculados.

3t —Quantidades tracos (< 0,1 %)
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FIGURA 1. Espectros no infravermelho dos extratos obtidos em refluxo com
hexano (a), cloroférmio (b), acetato de etila (c), etanol (d) e metanol

(e).
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TABELA 4a. Composicio quimica (% Area)* dos extratos de raizes frescas de
Piper piscatorum extraidos a frio, em hexano (HEX), cloroférmio
(CL), acetato de etila (ACET), etanol, (ET) e metanol (MET).

Compostos HEX CL ACET ET** MET:*%*
o~terpineol - - - - 0,2240,07
acetato
Ciclosativeno - 0,0440,01 - - 0,06%0,01
o~copaeno - 3,20+£0,07 0,87+0,04 1,06£0,35 1,03%0,25
f-elemeno - - 0,13+0,01 - 0,04£0,01
Tetradecano - 0,0240,01 - 2,5310,56 4,25+0,25
trans-cariofileno  2.41+0,18 0,78+0,03 1,22+0,02 - 0,07+0,02
Calareno - 0,25+0,07 0,20%0,09 - 0,04%0,009
trans-oi- 1,081£0,02 0,44+0,09 0,11%+0,03 - -
bergamonteno
orhumuleno - 0,49+0,03 0,06+£0,01 0,06+£0,01 0,03+0,01
trans-f-farneseno  2,40+0,14 0,13+0,04 0,2120,07 - -
#muuroleno - 8,1510,14 0,121£0,03 0,37£0,09 0,3410,04
[B-selineno - 0,68+0,01 0,16+£0,01 0,04+0,01 0,31+0,07
cis--guaieno 1,70£0,04 2,97+0,08 0,16+£0,02 0,99+0,05 0,23%+0,08
o-muuroleno - 1,45%0,08 - 0,4210,03  0,20%0,06
Pentadecano 1,50£0,02 9,11+0,16 16,45+2,23 0,22+0,05 1,48+0,09
[S-bisaboleno 0,11+0,01 1,18+0,04 4,58+0,91 0,43%£0,02 0,04%0,01
#cadineno 0,76£0,05 3,49+0,08 0,45+0,06 0,42+0,09 0,20+0,7
trans- - 0,55+0,04 0,17+£0,04 0,14+0,02 0,19+0,04
bisaboleno
Espatulenol 0,86£0,07 0,44+0,04 - - -

...continua...
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TABELA 4a, Cont.

1-epi-cubenol 2,40+0,13 - - - _
epi-o-muurolol 0,22+£0,05 0,92+0,02 - 0,24+£0,01 0,14£0,01
epi-a-cadinol 2,15+0,16 - - - -
Selin-11-en-4-o- 32,1242,18 20,15%£1,06 10,74%+1,45 6,40+0,65 6,12+0,57
ol

Tetradecanol 6,1510,34 4,15£0,35 4,7210,67 15,13%1,78 19,05%2,16
Heptadecano 13,1240,23 11,40£0,73 5,76+0,92 10,20+0,99 22,05%3,12
Benzoato de 9,15+0,67 5,10+0,35 - 3,33+£0,76  2,12+0,54
benzila

Hexadecanoato 1,10+£0,07 1,09£0,06 4,13+0,24 0,77£0,06 0,75%£0,09
de metila

Hexadecanoato 1,48+0,13 0,54+£0,09 11,43%1,16 1,06+0,08 0,43%£0,04
de etila

Acido - - - 2,00£0,15  1,04+0,21
octadecandico

Octadecadienoato  2,10+0,24 0,34+0,07 0,37+0,34 1,04£0,08 2,09+0,36
de metila

Tetracosano - - - 8,31£1,06  7,04%,98
Piperovatina 4,46%0,15 9,5710,45 20,64+2,01 4,54£0,78 2,5110,67
Pipercallosidina  0,26+£0,02 0,30+£0,06 4,68+0,76 1,07+0,08 0,8810,08
Pipercallosina 0,32+0,05 4,43+0,18 10,37£1,02 2,45%£0,07 0,79£0,05
Total identificado 85,85+0,48 91,3610,45 97,73+053 63,224053 73,74+ 056

*Médias obtidas de trés repeti¢des; **Composi¢do quimica do extrato derivatizado.
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TABELA 4b. Composi¢io quimica (% Area)* dos extratos de raizes secas de
Piper piscatorum extraidos a frio, em hexano (HEX), cloroférmio
(CL), acetato de etila (ACET), etanol, (ET) e metanol (MET).

Compostos HEX CL ACET ET** MET:*%*
o~terpineol - - - - 0,1620,05
acetato
Ciclosativeno - 0,0310,01 - - 0,07£0,02
o~copaeno - 2,6610,45 1,04+0,22 0,15+0,03 0,09+0,02
-elemeno - - 0,18+0,08 - 0,03+0,01
Tetradecano - 0,1610,08 - 3,6710,67 7,32+0,77
trans-cariofileno  2,68+0,34 0,99+0,10 1,55+0,49 - 0,17+0,09
Calareno - 0,26+0,03 0,15%0,03 - 0,07£0,02
trans- o- 1,50£0,8 0,97£0,12 0,21£0,06 - -
bergamonteno
orhumuleno - 0,66+0,19 0,15+0,03 0,22+0,06 0,09+0,02
trans-f-farneseno  2,52+0,25 0,1620,07 0,1920,05 - -
#muuroleno - 6,34+1,02 0,26+0,02 0,67£0,12 0,48+0,07
[-selineno - 0,74+0,15 0,17+£0,01 0,06+0,01 0,362+0,08
cis--guaieno 0,99+0,12 2,10+0,87 0,13+0,02 0,51+0,09 0,28%0,09
a-muuroleno - 1,6410,66 - 0,37+0,07 0,31+0,07
Pentadecano 1,66+0,14 15,20£2,34 17,50£3,12 0,43%£0,13 6,66%1,05
[S-bisaboleno 0,05+0,01 0,42+0,06 3,10+0,55 0,22+0,07 0,54%0,14
#cadineno 1,31+0,15 4,12+0,54 0,56+0,14 0,62+0,12 0,31£0,09
trans- - 0,66+0,13  0,29+0,04 0,27+0,08 0,27+0,12
bisaboleno
Espatulenol 0,98+0,07 0,66%0,18 - - -

...continua...
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TABELA 4b, Cont.

1-epi-cubenol 2,601+0,54 - - - -

epi- o-muurolol 0,42+0,09 0,87+0,18 - 0,21+0,04 0,18%0,07
epi-a-cadinol 2,48%+0,34 - - - -
Selin-11-en-4-o- 33,40+3,45 18,84%3,10 6,84+0,67 5,66+0,67 4,13+1,02
ol

Tetradecanol 8,15£1,76 5,13+1,09 5,10+£1,02 16,18%3,12 21,76%3,65
Heptadecano 22,13+2,78 13,15+2,54 15,10+2,76 21,44+2,98 36,43+4,21
Benzoato de 9,38+1,04 5,401+0,98 - 3,76£0,54 1,971£0,45
benzila

Hexadecanoato 0,11+0,03 0,86+0,17 2,02+0,78 0,96%0,13 0,66%0,14
de metila

Hexadecanoato 1,00£0,24 0,38%0,09 6,40%1,06 0,54%+0,07 0,19%0,12
de etila

Acido - - - 1,43+0,47  0,78+0,21
octadecandico

Octadecadienoato 1,78+0,32 0,11+0,04 0,32+0,02 2,30+0,54 0,03%0,01
de metila

Tetracosano - - - 6,28%1,06 9,10£1,15
Piperovatina 3,52+0,47 5,38+1,03 11,48%1,06 3,81+0,79 0,75%0,12
Pipercallosidina  0,09£0,02 0,15+£0,08 2,49+0,65 0,54+0,13 0,34+0,09
Pipercallosina 0,23+0,05 0,32+0,05 7,40£1,05 0,28%£0,08 0,33%0,13
Total identificado 96,98+0,62 88,3610,58 82,63+0,82 70,58+68 93,86+0,98

*Médias obtidas de trés repeti¢des; **Composi¢do quimica do extrato derivatizado
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TABELA 5a. Composicio quimica (% Area)* dos extratos de raizes frescas de
Piper piscatorum extraidos sob refluxo, em hexano (HEX),
cloroférmio (CL), acetato de etila (ACET), etanol, (ET) e

metanol (MET).

Compostos HEX CL ACET ET** MET#**
o-terpineol 0,04+0,01 0,06+0,01 - - 0,06£0,01
acetato
Ciclosativeno 0,13+x0,02 0,19%0,06 - 0,05+0,01 0,08%+0,01
o-copaeno 0,341£0,08 1,40+0,34 0,69+0,12 0,43£0,06 0,08%0,02
S-elemeno - - 0,18+0,07 0,06+0,02 0,10+0,03
Tetradecano - 0,06x0,01 - 0,11£0,01 0,19+0,05
trans-cariofileno  1,42+0,34  0,40+0,07 0,80+0,13 0,22+0,04 0,2140,02
Calareno - 0,32+0,08 0,10£0,06 - -
trans- o- 0,38+£0,09 0,87+0,12 0,08+0,01 0,12+0,02 -
bergamonteno
a-humuleno - 1,02+0,29 0,04+0,01 - -
trans-f-farneseno  0,44+0,11 0,67+0,13  0,1440,05 - 0,10+0,01
y#muuroleno - 5,12+0,28 0,38+0,09 1,79+0,12 1,55%0,14
[-selineno - 0,39+0,06 0,66+0,11 0,08+0,02 -
cis--guaieno 2,44+0,98 1,32+0,07 0,15%0,02 - -
a-muuroleno - 1,05+0,23 - - -
Pentadecano - 10,4210,99 16,38%11,04 18,47£1,07 17,24+1,47
[-bisaboleno 0,16£0,04 6,20+0,65 1,60+0,06 0,23+0,04 1,22+0,05
ycadineno 0,4910,11 2,40+0,14 0,30+0,05 0,09+0,02 0,08+0,01
trans- - 0,32+0,05 0,06+0,01 0,37+0,08 0,31+0,08
bisaboleno
Espatulenol 1,3210,16 0,2210,06 - - -

...continua...
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TABELA 5a, Cont.

1-epi-cubenol
epi-o-muurolol
epi-a-cadinol
Selin-11-en-4-at-
ol

Tetradecanol
Heptadecano
Benzoato de
benzila
Hexadecanoato
de metila
Hexadecanoato
de etila

Acido
octadecandico
Octadecadienoato
de metila
Tetracosano
Piperovatina
Pipercallosidina

Pipercallosina

3,9810,25
0,66+0,13
5,10£1,13

38,6613,45

7,12%0,96
8,151£0,98
7,10£0,45

2,97+0,55

0,67%0,16

1,384+0,32

4,48%+0,49
0,25%0,02
0,44%0,06

0,40£0,01
0,40£0,08

0,31+0,04

26,15%3,12 10,44+0,45 7,75%0,66

1,67£0,08

10,421+0,58 12,40%0,34

1,0220,06

2,42+0,12

0,98%0,11

0,07£0,01

6,3510,54
0,32+0,09
0,59%0,11

8,50£0,66

1,60%0,45

1,1020,12

0,28+0,07

0,1210,02
22,46%1,01
2,7240,36
8,70£0,56

20,61%+2,07
11,15£1,08

1,07+0,09

0,75%0,15

0,60%0,17

1,1320,09

8,77£0,78
0,70%0,09
1,28+0,08

0,05%0,02
0,04%0,01

5,38%+0,34

19,42+2,89
15,69+1,45

0,72+0,13

0,66%0,09

0,93%0,10

1,05%0,25

0,05%0,01

6,37£1,04

0,44%0,04
1,58+0,13

Total identificado

88,124+0,67 83,2240,48 89,88%+0,74 76,14+0,77 73,61%£0,54

*Médias obtidas de trés repeti¢des; **Composi¢do quimica do extrato derivatizado.
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TABELA 5b. Composi¢io quimica (% Area)* dos extratos de raizes secas de
Piper piscatorum extraidos sob refluxo, em hexano (HEX),
cloroférmio (CL), acetato de etila (ACET), etanol, (ET) e

metanol (MET).

Compostos HEX CL ACET ET** MET#**
oterpineol 0,03+0,01 0,02+0,01 - - 0,03%0,01
acetato
Ciclosativeno 0,18+0,02 0,12+0,04 - 0,03+0,01 0,15%0,02
o-copaeno 0,19+0,02 1,15%0,16 0,52+0,07 0,40£0,09 0,21£0,08
P-elemeno - - 0,24+0,08 0,13+0,02 0,07£0,02
Tetradecano - 0,18+0,08 - 0,24+0,01 1,2240,12
trans-cariofileno  1,66+£0,23 0,65+0,12 0,82+0,09 0,38+0,08 0,6610,21
Calareno - 0,26x0,08 0,08+0,03 - -
trans- o- 0,22+0,05 1,45%0,19 0,12+0,04 0,27£0,06 -
bergamonteno
a-humuleno - 1,96+£0,45 0,09+0,02 - -
trans-f-farneseno  0,56+0,15 0,5440,14 0,101+0,01 - 0,12+0,04
y#muuroleno - 1,38+0,34  0,20+0,06 1,58%0,12 1,40%0,28
[-selineno - 0,52+0,19 0,81+0,08 0,13%£0,04 -
cis--guaieno 2,01£0,45 0,89+0,20 0,06+0,03 - -
a-muuroleno - 1,6810,17 - - -
Pentadecano - 12,12+1,06 18,40+1,67 11,97+3,34 18,56%2,67
[-bisaboleno 0,10£0,01 2,70+0,77 0,82%0,13 0,20£0,08 1,10£0,43
ycadineno 0,62+0,09 3,20+0,98 0,35+0,09 0,21£0,17 0,04£0,01
trans- - 0,40+0,09 0,08+0,01 0,42+0,07 0,58%0,13
bisaboleno
Espatulenol 1,52+0,10 0,34+0,07 - - -

...continua...
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TABELA 5b, Cont.

1-epi-cubenol 1,6610,19 0,5310,12 - - 0,13£0,05
epi-a-muurolol 1,1310,24  0,62+0,13 - 0,39+0,06  0,05%0,02
epi-a-cadinol 3,94+0,48 - - - -
Selin-11-en-4-a-  40,69£3,22 24,3913,78 8,96+0,99 6,8410,56 4,30+0,51
ol

Tetradecanol 6,1510,66 1,5610,34 8,12+1,04 23,31+2,45 26,31£3,45
Heptadecano 14,40+0,78 15,30+1,66 20,16+2,78 19,78+1,99 12,53%0,55
Benzoato de 5,00+0,65 1,74+0,45 - - -

benzila

Hexadecanoato 1,78%0,12 1,05£0,21 1,30£0,45 0,87£0,17 0,57£0,12

de metila

Hexadecanoato 0,55+0,10 0,76x0,16 0,48+0,10 0,43+0,08 0,45+0,10
de etila

Acido - - - 0,50+0,10  0,54%0,16
octadecandico

Octadecadienoato  0,42+0,07 0,02+0,01 0,17+0,01 1,00£0,19 0,65%0,19

de metila

Tetracosano - - 0,2940,08 - 1,32+0,45
Piperovatina 3,53£0,21 5,3910,89 16,60+0,78 6,77+0,67 5,39+0,78
Pipercallosidina  0,22+0,08 0,23+£0,07 1,97+£0,36 0,64+0,12 0,35+0,07
Pipercallosina 0,27+0,08 0,40%£0,09 7,15%£0,58 1,46+0,16 1,24+0,34

Total identificado 86,83+0,65 81,55+0,75 87,8910,60 77,95+0,56 77,9740,70

*Médias obtidas de trés repeticdes; **Composi¢do quimica do extrato derivatizado.
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FIGURA 2. Espectro de massa de piperovatina.
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FIGURA 3. Fragmentos atribuidos aos picos principais observados no espectro

de massa de piperovatina.
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FIGURA 4. Espectro de massa de pipercallosidina.
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FIGURA 5. Fragmentos atribuidos aos picos principais observados no
espectro de massa de pipercallosidina.
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FIGURA 6. Espectro de massa de pipercallosina.
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FIGURA 7. Fragmentos atribuidos aos picos principais observados no
espectro de massa de pipercallosina.
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CAPITULO III
OBTENCAO DE EXTRATO DE Piper piscatorum (TREL. YUNC.) COM

A UTILIZACAO DE CO; SUPERCRITICO E ALCOOIS ETILICO E
METILICO COMO CO-SOLVENTES
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RESUMO

Pimentel, Flavio Aradjo. Obtencdo de Extrato de Piper Piscatorum (Trel.
Yunc.) Com A Utilizacdo de CO, Supercritico e Alcoois Etilico e Metilico
como co-Solventes. 2007. p. 178. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos)
- Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Neste trabalho, foi avaliada a eficiéncia da extracdo de folhas frescas e secas de
Piper piscatorum, empregando CO, supercritico e co-solventes (10% etanol e
10% metanol) a 40°C e 70°C e pressdo de 400 bar. Os extratos foram
caracterizados quimicamente, utilizando-se as técnicas de IV, CG-EM e CG-
DIC. Os principais componentes dos extratos foram a piperovatina, seguido de
4cido palmitico, pentadecano e pipercallosidina. A secagem das folhas provocou
modificagdes de sua composi¢do quimica, reduzindo principalmente os teores de
amidas com potencial anestésico. Os maiores rendimentos (% p/p) dos extratos
(piperovatina e pipercallosidina) foram obtidos de folhas frescas extraidas com

CO, e etanol a 40°C.

Palavras-chave: Piper piscatorum; extragdo supercritica, anestésico natural.

* Comité Orientador: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Orientadora); Fabiana Queiroz
- UFLA; Luiz Roberto Batista — UFLA (Co-orientadores)
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ABSTRACT

Pimentel, Flavio Aradjo. Supercritical Extraction of Piper Piscatorum (Trel.
Yunc.) With CO3, Employing Ethanol And Methanol As Co-Solvents.

2007. p. 178. Thesis (Doctorate in Food Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil”

The efficiency of the extraction of fresh and dried leaves of Piper piscatorum
was evaluated employing supercritical CO, and co-solvents (10% ethanol e 10%
methanol) at 40 °C e 70 °C and a pressure of 400 bar. The extracts were
characterized chemically by IIR, GC-MS and GC-FID. The principal
components of the extracts were piperovatine, followed by palmitic acid,
pentadecane and pipercallosidine. Drying of the leaves caused modifications in
their composition, mainly reducing the concentration of the amides, which have
a potential as anesthetics. The highest yields (% w/w) of the extracts
(piperovatine and pipercallosidine) were obtained from the fresh leaves

extracted with CO7 and ethanol at 40 °C.

Keywords: Piper piscatorum; supercritical extraction, natural anesthetic.

* Guidance Committee: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Major Professor); Fabiana
Queiroz — UFLA and Luiz Roberto Batista — UFLA
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1INTRODUCAO

A flora brasileira apresenta indmeras espécies com variadas atividades
bioldgicas, algumas com propriedade medicinal ttil a populagdo. No entanto,
estima-se que menos de 1% dessas espécies tem sido motivo de um estudo
adequado. A pesquisa avancada com plantas medicinais pode levar a descoberta
de drogas revoluciondrias, com custo irrisério para populagcdo carente (Martins
et al., 1994). Das 119 drogas desenvolvidas de plantas, 74% devem-se a estudos
cientificos realizados para avaliar o uso das plantas bem conhecidas na medicina
popular (Ming, 1995). Contudo, um limitado nimero de ervas apresenta
comprovacdo  cientifica de suas propriedades, habilitando-as a
agroindustrializacdo ou ao uso “in natura” (Silva Junior, 1994).

Entre as Regides brasileiras, a Amaz0nia apresenta-se como detentora de
um dos maiores estoques da biodiversidade do planeta. Os recursos naturais
existentes tornam-se conhecidos gradativamente a medida que a pesquisa
cientifica intensifica-se e os resultados apresentam-se disponiveis para a
sociedade. O que foi possivel identificar até o presente permite um amplo
diagnéstico das possibilidades dessa regido, como uma reserva de recursos
genéticos capaz de interferir na balangca comercial do pais e, sobremaneira, na
economia mundial (Pletsch & Sant’ Ana, 1995).

No estado do Acre, verificou-se, por meio de pesquisas
etnofarmacoldgicas, que 52% das plantas medicinais utilizadas por indios e
seringueiros sdo de ocorréncia espontinea, sendo encontradas em florestas
primdrias e secundarias (Ming & Ferreira, 1992). Entre a infinidade de recursos
genéticos nao-domesticados, encontra-se o jodo-brandim (Piper piscatorum),
uma Piperaceae utilizada pelos indios como anestésico. Entre outras aplicagdes,

a populagdo utiliza suas folhas no combate a cefaléia, dores em geral e como
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antitérmico, sem nenhum conhecimento da sua composi¢io quimica. Levando-se
em consideracdo a experiéncia adquirida por esses individuos, certamente essa
planta poderd surgir como uma nova fonte natural de anestésico para a industria
farmacéutica (Ming, 1995 e Schultes, 1975). A atividade anestésica tem sido
relacionada a presenga de amidas encontradas em diferentes espécies da familia
Piperaceae. Entre esses compostos, estdo a pipercallosina (Piper darienesis),
piperovatina (Ottonia corcovadensis, Piper piscatorum, Ottonia martiana e
Ottonia frutescens), pipercallosidina (Piper piscatorum) e cefaradiona (Piper
auritum) (Cunico et al., 2003; Gupta, 2004; Facundo et al., 2004; Lans ert al.,
2001; Makapugay et al., 1983; McFerren & Rodrigues, 1998).

Na escolha de um método extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia,
levando-se em consideracdo a presenca e quantidades de substincias extraidas.
A composi¢do quimica das plantas é extremamente complexa e freqlientemente
ocorre a extragdo concomitante de vdrios tipos de substdncias,
farmacologicamente ativas ou ndo, desejadas ou ndo. Por isso, deve-se
inicialmente avaliar a eficiéncia de métodos extrativos (Simdes et al., 2003).
Outro ponto a ser considerado estd relacionado com a qualidade da matéria-
prima. Apds a colheita, deve-se estabelecer em que condi¢des a planta pode ser
consumida ou processada. Nesse sentido, a secagem de plantas medicinais tem
sido realizada visando a inibir a atividade enzimdtica e o desenvolvimento de
microorganismos. Entretanto, esse procedimento pode afetar a composi¢do de
principios ativos da matéria-prima ou produto extraido (extratos, Oleos
essenciais, etc), devido a uma série de fatores, como a volatilizacio e oxidacao
de compostos ou por dificultar o processo de extracdo (Barbosa & Barbosa,
2006; Simdes et al., 2003). Nas pesquisas realizadas com as Piperaceae,
anteriormente citadas, os extratos brutos foram obtidos de matérias-primas secas
sob mesmas condigdes de temperatura (ambiente) utilizando-se etanol ou

metanol, para fins de caracterizacio quimica e estudos bioldgicos.
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A extragdo com CO, supercritico (CO, SC), utilizando ou ndo co-
solventes, apresenta-se bastante atrativa para o processamento de produtos de
ocorréncia natural devido a varias caracteristicas distintas, tais como a facilidade
de recuperacdo do soluto e reciclagem do solvente, com a simples manipula¢io
de temperatura e/ou pressdo. A flexibilidade de se operacionalizar com
temperaturas criticas baixas, sem riscos de deixar residuos indesejaveis e/ou
degradar termicamente os produtos obtidos, € a principal vantagem dessa técnica
(Mancini, 1984, Martins, 1996; Mohamed, 1997). Uma desvantagem do uso de
CO, SC ¢ a sua baixa polaridade, tornando a extragdo mais dificil de compostos
polares. Contudo, com o uso de co-solventes adequados, pode-se elevar a
seletividade e solubilidade do CO, SC em solutos polares. Como exemplo, a
adi¢do de etanol, metanol ou d4gua em baixas concentragdes (Kopcak, 2003; Li &
Hartland, 1992; Oliveira, 2005).

Neste trabalho objetivou-se efetuar a caracterizagdo quimica e avaliar a
eficiéncia de extracdo das folhas frescas e secas de Piper piscatorum
empregando CO, supercritico com co-solventes (etanol e metanol) nas
temperaturas de 40°C e 70°C e pressdo de 400 bar. Foram avaliados os efeitos
das varidveis estudadas no rendimento dos extratos (base seca) € na composicao

quimica desses, no teor de piperovatina e de pipercallosidina.
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2 MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

O material genético foi coletado de populacdio nativa de Piper
piscatorum (Trel. Yunc.), situada na Reserva Florestal da Embrapa Acre,
localizada no municipio de Rio Branco, AC. A colheita foi realizada no més de
janeiro/2005, entre 8 e 10 horas da manha, erradicando as plantas do solo. A
temperatura local encontrava-se em torno de 25°C. Em seguida, as plantas foram
submetidas as operacdes de desfolha e selecdo, descartando-se os materiais
atacados por praga ou doencas. Posteriormente, o material vegetal foi
acondicionado em sacos pldsticos e colocado em caixas de isopor, sob
refrigeracdo (gelo), sendo transportado via aérea para o Laboratério de Quimica
Organica, da Universidade Federal de Lavras, MG, onde foi armazenado em
geladeira a 2°C, até a utilizacdo nos experimentos. Para a confirmagdo da
autenticidade da espécie coletada, uma exsicata de numero 10.473 foi submetida
a identificacdo, cujo exemplar encontra-se arquivado no Herbario da

Universidade Federal do Acre (UFAC).

Condicoes Edafoclimaticas

O tipo de clima dominante nessa drea é AW, caracterizado pela
ocorréncia de temperatura média do més mais frio superior a 18°C e uma estagio
seca de pequena duragdo (EMBRAPA, 2001).

O regime térmico € caracterizado por temperatura média anual em torno
de 24,3°C. Os meses mais quentes sdo setembro, novembro e dezembro, com
temperaturas médias em torno de 25°C. O perfodo mais frio é compreendido

pelos meses de junho e julho, com temperaturas médias de 22,9°C e 22°C,
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respectivamente. E freqiiente uma queda brusca de temperatura, pela ocorréncia
de ondas de frio, que pode atingir até 4°C, com duracdo de 3 a 8 dias
(EMBRAPA, 2001).

O regime pluviométrico da regido caracteriza-se por um periodo chuvoso
de 7 meses, de outubro a abril, sendo os meses de dezembro a marco os mais
chuvosos. A precipitagdo média anual na regido situa-se em torno de 1.950 mm,
correspondendo o periodo chuvoso ao periodo mais quente do ano. O trimestre
mais chuvoso, janeiro, fevereiro e margo, € responsdvel por cerca de 40 % da
precipitacdo total anual. O periodo seco prolonga-se por 5 meses, de maio a
setembro, com uma precipitacio média que varia de 11 mm a 83 mm ao més
(EMBRAPA, 2001).

O solo foi classificado como Argissolo Vermelho Distréfico tipico. A

classe de textura é de média/argilosa (EMBRAPA, 2001).

Secagem
As folhas frescas de Piper piscatorum foram submetidas a desidratacdo
em secador de bandejas com circulacdo de ar, a temperatura de 30°C, por um

periodo de 6 dias (Barbosa & Barbosa, 2006).

Umidade

Para a determinacdo da umidade, utilizaram-se separadamente 5 gramas
de folhas frescas e secas picadas, emergidas em 50 mL de ciclohexano (C¢H,,),
colocadas em baldao volumétrico com capacidade para 250 mL, acoplado a um
condensador, com coletor volumetricamente graduado. O aquecimento foi
realizado por meio de manta aquecedora, controlando-se a temperatura para
100£5°C. Apds o processo de destilagdo, realizado em 3 horas, quantificou-se o
volume de 4gua presente nas folhas. A umidade foi calculada levando-se o teor

de dgua contido em 100 gramas da amostra (AOCS, 1994; Pimentel, 2006).
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Densidade relativa

Para a determinagdo da densidade do material vegetal (folhas frescas e
secas picadas) e material inerte (esferas de vidro), empregou-se o método de
picnometria (picndmetros Hubbard Cormick de 30 mL). Foram empregados
como fluidos picnométricos dgua (esferas de vidro) e tolueno (material vegetal).
Utilizou-se uma balanga analitica com precisdo de 0,1 mg, sendo realizadas trés

repeti¢des (Schoch & Leach, 1964; Mohsenin, 1970).

Extracio supercritica

Os experimentos foram realizados utilizando-se o equipamento SFT —
150 SFE System, da empresa Supercritical Fluid Tecnologies, Inc. O
equipamento é constituido de uma autoclave (100 mL), painel eletrénico para
controles de temperatura da coluna extratora (de ambiente até 200 °C) e pressdo
(até 680 bar), e de valvula de restricdo com temperatura controlada para 80 °C.
O sistema é constituido de duas linhas com bombas micrométricas, sendo uma
para o CO, e outra para co-solventes, que se juntam internamente numa so
tubulacdo. A de co-solventes permite operacionalizar entre um fluxo de 0,1 a 10
mL min'. Para geracio de CO, supercritico, a bomba micrométrica
multiplicadora de pressdo é suplementada com ar comprimido (5,5 bar) e
refrigerada com fluxo liquido (4gua e etileno glicol) a temperatura de 5 °C. Um
esquema do equipamento de fluido supercritico é mostrado na Figura 1.

Antes de proceder ao empacotamento da coluna para a obtengdo dos
extratos, as folhas frescas ou secas picadas de Piper piscatorum (15 gramas)
foram misturadas com esferas de vidro de didmetro médio de 2 mm. Esse
material (folhas + esferas de vidro) foi empacotado no extrator manualmente
com o auxilio de um bastdo de vidro, dentro de sacolas de tecido (composicao:
90% nylon + 10% elastano). Utilizaram-se esferas de vidro com o objetivo de

completar o volume do extrator, fixando a massa de matéria-prima empregada
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na extracdo (15 gramas de folha) e evitar a compactacio do leito e formagdo de
canais de preferéncias. Os pesos das esferas de vidro foram padronizados para
folhas frescas (113 gramas de esferas de vidro) e secas (90 gramas de esferas de
vidro).

Apbés o empacotamento da coluna, foi feita uma pressurizacdo do
sistema apenas com CO, para retirada do ar da coluna de extra¢do. Fechou-se a
vélvula apds a coluna e procedeu-se a introdugdo do solvente supercritico (CO,
SC ou CO, SC + co-solvente) na coluna, nas condicdes de operagdo (pressao e
temperatura). Utilizou-se um periodo estitico de 3 horas para permitir um
equilibrio pritico entre o solvente supercritico e a matriz sélida (folhas) e o
equilibrio térmico na temperatura de operacdo (40°C e 70°C). O tempo
necessdrio para atingir o equilibrio pratico entre o0 CO, SC (ou a mistura de CO,
SC + co-solvente) foi determinado por testes preliminares.

Nos experimentos realizados com misturas de CO, SC e co-solventes a
10% (fragdo molar do co-solvente), a massa de co-solvente injetada na coluna
durante o periodo estético foi calculada considerando a fracdo molar da mistura
de operacdo (10% de co-solvente), o volume ocupado pela mistura de CO, SC +
co-solvente (volume da tubula¢do apds mistura de CO, SC e co-solvente até
entrada da coluna, adicionado ao volume vazio da coluna empacotada) e a
densidade molar da mistura de CO, SC + co-solvente (equagcdo de Peng-
Robison, (Sandler (1987)). Bombeou-se a massa do co-solvente depois da
pressurizacao inicial da coluna com CO, e fechou-se a valvula apds a coluna,
controlando-se pela vazdo da bomba do co-solvente e tempo de funcionamento.
Em seguida, injetou-se a massa de co-solvente no sistema, sendo a coluna de
extragdo pressurizada a 400 bar, ligando-se a bomba de CO,. Atingido o periodo
estético (3 horas), abriu-se a valvula situada ap6s a coluna e iniciou-se o periodo
de extragcdo dindmico, em que as bombas de CO, e do co-solvente foram ligadas

e as vazdes programadas de modo a manter a fracdo molar da mistura. Com a
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taxa de massa do CO, de aproximadamente 6 x 10~ kg/s, empregada durante o
periodo dindmico de extra¢do, padronizou-se um tempo de 30 minutos de
extragcdo. Neste, a mistura de CO, + co-solvente em equilibrio com a matriz
durante o periodo estitico foi extraida. A mistura do fluido SC e do material
extraivel, ao passar pela vdlvula de restricdo (valvula tipo agulha), foi
despressurizada até a pressdo proxima a atmosférica, permitindo a separagdo do
extrato do CO,, recolhendo-o num frasco de vidro (separador) com tampa e uma
tubulacdo para saida do CO,. A taxa de CO, na saida do separador foi
monitorada utilizando-se a técnica de deslocamento de coluna de dgua. Para
1sso, utilizaram-se uma bureta (1000 mL), crondmetro e acessorios. Os extratos
obtidos com co-solventes foram levados para estufa a 40°C para evaporagdo do
etanol (5 horas) e metanol (2 horas) remanescentes.

Ap6s o término do periodo de extragdo dinamica (folha fresca ou folha
seca), a massa do extrato foi determinada por pesagem em balanca analitica com
precisdo de 0,1 mg. Armazenou-se a amostra contida em frasco de vidro com
tampa rosquedvel em geladeira a 2°C.

Objetivando-se recuperar o extrato depositado da tubulagdo, lavou-se a
linha de tubulagdo com uma mistura de etanol (vazdo: 5 mL/s) e CO, (pressdo:
200 bar). O solvente (etanol) foi separado do extrato sob pressdo reduzida em
evaporador rotatério a 55°C. A massa do extrato contendo pequena quantidade
do solvente foi transferida para frascos de vidro e submetida a secagem em
estufa a 40°C por aproximadamente 6 horas, para a completa evaporacdo do
etanol. Apds esse procedimento, pesou-se conforme mencionado anteriormente.
O extrato total foi determinado pela soma do dleo obtido durante o periodo de
extracdo (30 minutos) e aquele obtido durante a limpeza (40 minutos).
Caracterizou-se quimicamente o extrato obtido durante o periodo de extracdo

dinamico.
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Analises qualitativa e quantitativa
Andlises no infravermelho(IV)

Os extratos de Piper piscatorum proveniente de cada tratamento foram
submetidos a andlise por espectrofotometria no infravermelho, utilizando um
espectrofotdometro Digilab Excalibur, série FT'S 3000, equipado com acessorio
de reflectancia total atenuada (ATR), com cristal de seleneto de zinco de
reflexdo dnica a 45°. Os espectros foram registrados na regido de 4000 e 600 cm’

' com resolugdo de 4 cm™.

Andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG-
EM) e gasosa (CG-DIC).

As andlises qualitativa dos extratos das folhas frescas e secas de Piper
piscatorum foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Vigosa, MG, por meio de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-EM), utilizando-se um equipamento da marca
Shimadzu, modelo GCMS-QP 5050A. Para a identificacio dos constituintes
quimicos, foi empregada uma coluna DB-5, da marca J & W Scientific, com 30
m de comprimento, d.i. de 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 pm, e hélio
como gas carreador. As condi¢des de operacdo do cromatégrafo a gas foram:
pressdo interna da coluna de 121,2 kPa, fluxo de gds na coluna de 1,8 mL min’,
temperatura no injetor de 220°C, temperatura no detector ou na interface (GC-
EM) de 300°C. A temperatura inicial da coluna foi de 80°C por 2 min, seguido
de um incremento de 3°C min’, até atingir 300°C, sendo mantida constante por
25 min. A razao de split foi de 1:10. O espectrdmetro de massas foi programado
para realizar leituras em uma faixa de 29 a 600 Da, em intervalos de 0,5 s, com
energia de ionizag¢do de 70 eV. Foi injetado 1 uL da amostra, na concentragdo de
0,5%, dissolvida em diclorometano. A identificagdo dos componentes foi feita

pela comparag@o de seus espectros de massas com os disponiveis no banco de
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dados da espectroteca Willey, 7* edi¢dao, com dados da literatura e também pelos
indices de Kovats (Adams, 1995). Para o indices de Kovats, foi injetada no
cromatégrafo uma mistura de alcanos lineares (C9 a C26) (Thomazini & Franco,
2000).

A quantificagdo dos componentes foi realizada no Laboratério de
Quimica Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Lavras, MG, utilizando-se um cromatégrafo a gis com detector de ionizagdo de
chamas (GC-DIC) de marca Shimadzu, modelo GC-17A. As analises foram
realizadas em triplicata e nas mesmas condi¢des descritas para a identificacao

dos constituintes.

Delineamento experimental e analise estatistica

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes, € os tratamentos, dispostos em esquema fatorial. Utilizou-se o
esquema fatorial 3 x 2 x 2, constituido dos fatores: solventes (CO, supercritico,
CO, supercritico e etanol e CO, supercritico € metanol), matérias-primas (folhas
frescas e secas) e temperaturas de extracdo (40°C e 70°C). As varidveis
analisadas foram o rendimento do extrato (gramas de extrato/100 gramas da
matéria-prima em base seca) e teores de piperovatina e pipercallosidina no
extrato e as massas extraidas desses componentes em 100 gramas de matéria-
prima (base seca). Os dados referentes aos efeitos dos tratamentos foram
submetidos as andlises de varidncias e a testes de comparacdes multiplas de

médias (Tukey), utilizando o programa SISVAR (Ferreira, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas frescas de Piper piscatorum apresentaram teor de umidade de
6912 %. Apds seis dias de secagem a 30°C, sua umidade foi reduzida para
10+2%. Esse material genético fresco e seco, bem como o inerte (esferas de
vidro), possuem, respectivamente, densidades médias de 1,1151 g/cm3; 0,8542
glem’ e 2,5025 g/em’.

Os dados das Tabelas 1a e 1b apresentam os resultados de rendimentos
do extrato das folhas frescas e secas de Piper piscatorum, obtidos durante o
tempo dindmico (30 minutos) nos diferentes tratamentos empregados.

Na Tabela 1a, pode ser observado que, com a folha seca, a elevacdo da
temperatura de 40°C para 70°C resultou num aumento significativo do
rendimentos dos extratos para todos os solventes estudados (CO, SC, CO, SC +
etanol, CO, SC + metanol). Esse aumento com a elevacdo da temperatura
operando em altas pressdes € relatada por diversos pesquisadores e deve-se ao
efeito predominante da temperatura na pressdao de vapor dos componentes do
extrato (Casas, 2005; Casas et al., 2005; Mohamed, 1997; Valle et al., 2000;
Yongyue et al., 2006). Esses consistiram de 1,02% para 1,78% (CO,); 2,10%
para 2,54% (CO, SC + etanol) e 1,60 % para 2,36% (CO, SC + metanol).
Efeitos semelhantes da temperatura foram encontrados na obtengdo dos extratos
de raizes de Angélica sinensis (CO, SC: rendimento de 0,87% p/ 2,06%
elevando-se de 45°C p/ 65°C, sob 500 bar) (Yongyue et al., 2006); de folhas
secas de Helianthus annuus (CO, SC: rendimento de 0,6% p/ 1,0% e CO, SC +
metanol: rendimento de 0,75% p/ 1,25% elevando-se de 35°C para 50°C,sob a
500 bar) (Casas, 2005) e de sementes de Rosa aff. Rubiginosa (CO, SC:
rendimento 6,56 % p/ 7,09% elevando-se de 40°C p/ 60°C sob 400 bar)*’.
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Pelos dados obtidos, nota-se que, utilizando folha fresca, o efeito da
elevagdo da temperatura variou com o tipo de solvente empregado. Com CO, SC
+ metanol e CO, SC + etanol, ocorreram respectivamente aumento (0,96 % para
1,64 %) e reducdo (3,07% para 2,84 %) do rendimento do extrato. Essa
diminui¢do do rendimento esta relacionada com o fendmeno de retrogradagdo de
compostos em solventes pressurizados. Nas extra¢cdes com CO, SC, o aumento
do rendimento (0,68% p/ 0,86%) ndo foi significativo.

Para as temperaturas de operacdo (40°C e 70°C), observa-se uma
elevacdo significativa dos rendimentos dos extratos obtidos de folha seca em
relacdo a folha fresca, exceto, para o CO, SC + etanol (Tabela 1b). Os aumentos
foram de 0,68% p/ 1,02% e 0,86% p/ 1,78% (CO, SC) e de 0,96% p/ 1,60% e
1,64% p/ 2,36 % (CO, SC + metanol), respectivamente, para as temperaturas de
40°C e 70°C. Utilizando o CO, SC + etanol, as redugdes foram de 3,07% para
210% a 40°C e de 2,84 % para 2,54% a 70°C. Casas et al. (2006), estudando o
efeito da secagem de folhas de Helianthus annuus (folhas secas a 25°C) sob o
rendimento de extragdo com o emprego de diferentes condi¢cdes operacionais
(temperaturas: 35°C e 55°C; Pressoes: 100 e 500 bar; solventes: CO, SC, CO,
SC + metanol, CO, SC + dgua, CO, SC + DMSO), constataram que, para todas
as condi¢des operacionais, os maiores rendimentos foram obtidos de amostras
secas. Segundo esses, a umidade da amostra contribuiu para a diminuicdo do
rendimento de extracdo, com a dgua da matéria-prima agindo como um solvente
e competindo com o CO, SC. Isso pode ter ocorrido devido a particio de
solutos polares para fase aquosa, favorecida pelo excesso de dgua no recipiente
de extracdo, reduzindo conseqiientemente a presenga desses no fluido
supercritico recuperado. Resultados semelhantes foram relatados com a extragdo
do extrato de frutos de Capsicum annuum peletizados (amostras frescas e secas)

a temperaturas de 35° e 65°C e pressdes de 220 e 500 bar (Valle et al., 2003).
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A utilizagdo de co-solventes aumentou a extracdo de extratos. Os
maiores rendimentos foram obtidos com CO, SC + etanol, exceto com a folha
seca a 70°C, em que a quantidade do extrato com CO, SC + etanol ndo foi
significativamente diferente da obtida com CO, SC + metanol. Os teores dos
extratos extraidos com CO, SC + etanol da folha fresca foram de 3,07% a 40°C e
2,84% a 70°C, e da folha seca de 2,10% a 40°C e 2,54% a 70°C (Tabela 1a).
Esses resultados também foram encontrados por vdrios pesquisadores com a
utilizacdo de diferentes espécies vegetais. Pesquisadores que trabalharam com
extracdes de folhas de Helianthus annuus e Tabernaemontana catharinensis e
de raizes Angélica sinensis (Casas et al., 2006; Pereira et al., 2005; Yongyue et
al., 2006) relataram que os resultados das extracdes de folhas secas e frescas
(congelada) de Helianthus annuus utilizando-se CO, SC e com 0s co-solventes
metanol, dimetil sulféxido e dgua, sob temperaturas de 35°C e 50 °C e pressdo
de 500 bar, mostraram maiores rendimentos obtidos com aplicacdes de co-
solventes para ambas as condi¢des operacionais testadas. Entre esses, a extragdao
de folhas secas com CO, SC + dgua (5 % em massa) foi a mais elevada. Nas
extragcoes de Angélica sinensis (solventes: CO, SC, CO2 + etanol, temperaturas:
45°C e 65 °C pressodes de 30 e 500 bar), o maior rendimento foi obtido a 65°C e
500 bar, com o co-solvente etanol (4,06 %) na propor¢cdo de 1:6 em relagdo a
matéria-prima, e para a espécie Tabernaemontana catharinensis (CO, SC e com
solventes: etanol, metanol, dlcool isopropilico, 4gua e mistura dessa com dlcoois,
os maiores rendimentos foram encontrados nas extracdes com agua e na mistura
dessa com dlcoois (1511 %). Concluiu-se que esses aumentos estdo relacionados
com a extragdo de solutos mais polares da matéria-prima.

Pelos dados da Tabela 2, verificaram-se os resultados de rendimentos
dos extratos das folhas frescas e secas de Piper piscatorum, obtidos no tempo
dindmico e durante a lavagem sob diferentes condi¢cdes operacionais de

extracdo. Observa-se que para os rendimentos totais relativos a cada tratamento,
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os maiores valores estdo relacionados com as extragdes dos extratos com CO,
SC + etanol (2,81 % a 4,10 %), seguido de CO, SC + metanol (1,59 % a 2,99 %)
e CO, SC (0,78 % a 1,98 %). Considerando-se o rendimento total dos extratos
(rendimento do extrato obtida no tempo dindmico + rendimento do extrato
obtido na lavagem da tubulagdo), verifica-se que para todos os tipos de matéria-
prima e solvente ocorre uma tendéncia de aumento do rendimento de extrato
com a elevacdo da temperatura. Nas extracdes realizadas com as folhas frescas e
CO, SC + etanol, constatou-se uma maior retencao do extrato na tubulagao. Esse
fato pode explicar o efeito da temperatura sobre o rendimento do extrato quando
extraido com CO, SC + etanol, verificado pelos dados da Tabela 1A, na qual se
observa que os teores dos extratos retidos na tubulacdo oscilaram em fung¢do do
obtido no tempo dindmico, sendo de 0,10% a 0,20% para CO, SC; 0,71% a
1,26% para CO, SC + etanol e de 0,63% a 0,73% para CO, SC + metanol. Essas
variacdes podem estar relacionadas com o aumento da viscosidade e densidade
dos extratos, bem como da composi¢ido dos produtos, promovida pela elevacio
da polaridade do fluido extrator.

Os espectros no infravermelho dos extratos de folhas frescas de Piper
piscatorum, extraidos com CO, supercritico e com co-solventes (Figuras 2a, 2b
e 2c), apresentam similaridades, com bandas caracteristicas de amidas,
hidrocarbonetos, dlcoois, fendis e ésteres. A presenca de amidas secunddrias é
sugerida pelas representacdes dos sinais de absor¢des em 3400 cm™ (banda larga
caracteristica de vibragdes de deformacdo axial de N-H livre de amidas
secundarias), 1640 cm™ (correspondente a vibragdes de deformagio axial de C =
O, denominada de banda de amida I), 1615 cm! e 1515 cm™ (atribuidas a
vibragcdes de deformagdo angular de N-H, chamada de banda de amida II), 1250
cm’ (banda resultante da interacdo entre deformacdo angular de N-H e a
deformacio axial de C-N) e 722 cm™ (correspondente a deformacio angular

simétrica fora do plano de N-H). A presenca de bandas muito intensas em 2954,
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2920 e 2849 (estiramento de ligagio C-H) e de menor intensidade em 1709 cm™,
1710 cm™ e 1735 cm™ (estiramento de ligacdo C = O) sugerem a presenca de
compostos alifaticos, principalmente de hidrocarbonetos e ésteres. Os sinais de
absor¢des em 1150 cm™ e 1250 cm™ podem estar relacionados com a presenca
de élcoois e fendis (vibracdes de deformacgdo axial de C-O) (Silvesteein &
Webster, 2000).

Pelas andlises realizadas no CG/EM e CG/DIC, pdde-se identificar e
quantificar 24 compostos, conforme listado na Tabela 3. Nos extratos obtidos de
folhas frescas e secas com CO, SC a temperatura de 40°C, foi possivel
identificar 12 substédncias, correspondendo entre 71,63% e 72,76% do total dos
componentes presentes nas amostras. Dos obtidos com o mesmo solvente a
temperatura de 70°C, foram identificadas 24 substincias, totalizando entre
70,37% e 78,59%. Nos extratos obtidos de folhas frescas e secas com co-
solventes a 40°C, foram identificados 23 constituintes, sendo 9 em etanol e 14
em metanol, correspondendo de 63,96% e 70,66% dos compostos presentes.
Dessas mesmas matérias-primas utilizando co-solventes a 70°C, identificaram-se
44 substancias, sendo 20 em metanol e 24 em etanol, totalizando de 60,93% a
66,42%, em relacdo a composi¢do do extrato. Com base na caracteriza¢do
parcial, os constituintes pertencem as classes das amidas, 4cidos graxos,
hidrocarbonetos e dlcoois. Vdrias pesquisas relacionadas a caracterizacio
fitoquimica com os constituintes identificados foram publicadas para as espécies
Piper gaudichaudianum P. callosum, P. arboreum, P. dilatatum, P.
tuberculatum, Ottonia martiana e Ottonia corcovadensis, pertencentes a familia
Piperaceae (Cunico et al., 2006; Cysne et al., 2005; Facundo et al., 2004; Maia
& Milchard, 1987; Peres et al., 2005). Desses, apenas as amidas piperovatina e
pipercallosidina, respectivamente, com tempo de retengdo de 54,923 e 57,973

minutos no cromatograma (CG-EM), foram referenciadas com efeito anestésico.
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A piperovatina e pipercallosidina, de férmulas moleculares
correspondentes a C7;H,3NO, e CgH,sNO;, apresentaram fons moleculares em
m/z 273 (18 %) e m/z 303 (15 %), com picos bases em m/z 173 (100 %) e m/z
135 (100 %), respectivamente, no CG-EM. O pico-base da piperovatina resultou
do fragmento (M- 72) decorrente da perda de ‘NH-CH,-CH(CH3), do ion
molecular, seguido da perda de CO. O pico-base da pipercallosidina ocorreu
mediante quebra na ligagdo £ em relagdo ao anel do fon molecular, seguido de
rearranjo, formando o fon tropilio (McLafferty & Turecek, 1993). Esses dados
espectrais, juntamente com os demais fragmentos mostrados nas Figuras 3, 4, 5
e 6, foram consistentes com aqueles descritos na literatura para as referidas
amidas (Cunico et al., 2006; Facundo et al., 2004; McFerren & Rodriguez, 1998;
Pring, 1982).

As presencas de piperovatina e pipercallosidina em Piper piscatorum
foram relatadas por McFerren & Rodriguez (1998) em pesquisas com a referida
espécie nativa da Amazdnia Venezuelana. Neste trabalho, a caracteriza¢do
quimica foi realizada por meio de CG-EM e RMN'H/"°C.

Comparando-se os perfis cromatograficos, constataram-se modificacdes
da composi¢do quimica entre os solventes utilizados e com a elevagdo da
temperatura de 40°C para 70°C. De acordo com dados literrios, essas variacdes
podem ser atribuidas a vdrios fatores, como aumentos da polaridade e
solubilidade do solvente e volatilidade de analitos. A mudanca de perfis
cromatogréficos foi também encontrada em pesquisas com obtencao dos extratos
de Artemisia sieberi utilizando CO, SC sob diferentes condigdes operacionais
(Pressoes: 101 a 304 bar e temperaturas: 35 a 55°C). Neste, o aumento de
temperatura a uma pressdo constante de extracdo alterou a composi¢do do
extrato por aumentar a volatilidade de analitos (Ghasemi et al., 2007). Na
obtencdo do extrato de Créton zehntneri utilizando CO, SC sob 66,7 bar, essas

mudancas ocorreram com a elevacdo de temperatura de 25°C para 28°C,
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reduzindo o componente majoritdrio trans-anetol (87,2% para 82,5%) (Souza et
al., 2005). Nas extracdes de cafeina de semente de guarand (Paullinia cupona),
as mudancgas foram presenciadas com adi¢do de co-solventes (5% e 10 % de
etanol e 5% de alcool isopropilico) as temperaturas de 50,2°C , 60,2°C e 70,2°C
e pressdes de 179; 234 e 300 bar, reduzindo os teores de alcaldides e
aumentando os de fendis (Kopcak, 2003).

Pelos dados apresentados na Tabela 3 verifica-se mostram que os
extratos de folhas frescas de Piper piscatorum extraidos com CO, supercritico
sob temperaturas de 40 e 70°C apresentam como componente majoritirio a
piperovatina (34,52% a 37,77%), seguido de é&cido palmitico (27,57% a
29,10%), pipercallosidina (0,60% a 3,49%), epi-o-muurolol (0,44% a 1,73%) e
heptadecano (1,20% a 1,41%). Nos extratos obtidos com co-solventes a 40°C e
70°C, os teores de piperovatina (13,45% a 30,46%) sdo seguidos de &cido
palmitico (10,11% a 17,53%), pentadecano (3,66% a 13,25%), pipercallosidina
(2,87% a 8,71%), B-bisaboleno (0,22% a 7,97%), heptadecano (0,59% a 6,43%),
selin-en-4-a-ol (2,83% a 5,81%), J&-cadineno (1,62% a 2,99%) o-copaeno
(0,14% a 1,93%), trans-cariofileno (0,23 % a 1,80 %), trans-orbergamonteno
(0,05 % a 1,55 %) e trans-p-farneseno (1%). Os demais constituintes consistem
de pequenas quantidades (£ 1%) de mono e sesquiterpenos e alcoois. Em
relacdo aos extratos extraidos de folhas secas, observou-se que para mesma
temperatura e solvente ocorreram oscilagdes quantitativas dos constituintes,
quando comparadas com as de folhas frescas. Essas variacdes podem ser
atribuidas a estabilidade e instabilidade de alguns componentes durante o
processo de secagem. Para os compostos majoritarios, constatou-se que, com a
secagem, houve um aumento no teor de hidrocarbonetos e diminui¢do do
contetido de amidas e 4cidos graxos. Essas redu¢des podem ter ocorrido devido
a volatilizacdo e/ou autoxidagdo de compostos insaturados. Baritaux et al. (1992)

compararam a constitui¢do quimica do 6leo essencial de manjericao (Ocimum
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basilicum) submetido a secagem com ar aquecido a 45°C com o da planta fresca
(testemunha). A composicdo quimica do 6leo essencial de manjericdo seco
apresentou um padrdo cromatografico muito diferente do obtido na testemunha.
Os teores de metilchavicol e eugenol decresceram com a secagem, enquanto 0s
teores de  frams-bergamonteno, linalol e 1,8-cineol aumentaram
significativamente. Em pesquisas realizadas com Lippia alba constatou-se que a
secagem (temperaturas: 40°C, 50°C, 60°C, 70°C e 80°C com respectivos tempos
de 205, 110, 70, 45 e 35 min) contribuiu para a redu¢do do rendimento de 6leo
essencial e para alteragdo de sua composi¢do quimica. Observou-se também que
entre os constituintes majoritarios ocorreu uma conversio oxidativa de geraniol
e nerol em geranial e neral (Barbosa & Barbosa (2006).

Verifica-se pelos dados da Tabela 4a que, para mesma matéria-prima, a
elevacdo da temperatura de 40°C para 70°C reduziu significativamente a
quantidade de piperovatina em ambos os solventes utilizados, exceto para folhas
frescas e secas extraidas com CO, SC, em que a massa desse composto
aumentou em relacdo a matéria seca. Esses aumentos foram de 0,26% para
0,30% (folhas frescas) e de 0,10% para 0,15% (folhas secas).

Com relacdo ao tipo de matéria-prima, nota-se que, numa mesma
temperatura, houve reducio significativa na quantidade de piperovatina extraida
de folhas secas, quando comparada com folhas frescas, independentemente do
solvente utilizado. Essas reducdes ocorreram no teor de piperovatina do extrato e
da sua massa em relacdo a matéria seca (Tabela 4b).

Para o tipo de solvente, verificou-se que o maior teor deste constituinte
no extrato foi obtido de folhas frescas extraidas com CO, SC a 40 °C (37,77 %),
seguido, nessas mesmas condi¢des, de CO, SC + etanol (30,46 %) e CO, SC +
metanol (28,44 %). Nao houve diferenca significativa do teor de piperovatina
entre os co-solventes. Em relagdo a massa da amida extraida de 100 gramas

matéria-prima (b.s.), a maior massa dessa substancia foi encontrada na extragio
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de folhas frescas extraidas com CO, SC + etanol a 40°C (0,93 %). Em relacdo
aos demais tratamentos, as quantidades de piperovatina foram significativamente
superiores com a utilizacdo desse solvente. Comparando-se os maiores teores de
piperovatina encontrados no extrato (CO, SC: 37,77 % e CO, SC + etanol: 30,46
%) e as suas massas em relacdo a matéria fresca (CO, SC: 0,26 % ¢ CO, SC +
etanol: 0,93 %), verifica-se que para uma diferenca de teor de 7,31 % tem-se
uma proporcao de massas de 1:3,6 da referida amida. Com base nesses dados, a
extragdo de piperovatina com CO, SC + etanol € mais significativa.

Os dados relativos a pipercallosidina, apresentados na Tabela S5a,
mostram uma significativa reducio dessa amida com a elevacdo da temperatura
(40°C p/ 70°C) quando extraida de mesma matéria-prima e com co-solventes. O
aumento significativo desse composto somente foi observado quando extraido
de folhas frescas com CO, SC (extrato de 0,60% p/ 3,49% e em relacdo a
matéria-prima de 0,0004% p/ 0,031%).

Os efeitos da secagem da matéria-prima sobre os rendimentos de
pipercallosidina (Tabela 5b) foram semelhantes aos encontrados com
piperovatina, exceto para as extracdes de folhas frescas e secas com CO, SC a
40°C, em que as massas dessa amida em relagdo a matéria-prima nio
apresentaram diferenca significativa (folha fresca: 0,004 % e folha seca: 0,002
%). Entre os tipos de solventes utilizados, também foram observadas diferencas
significativas da quantidade de pipercallosidina, exceto para extracdo de folhas
secas a 70°C, em que o teor desse composto no extrato e a sua massa em relagio
a matéria seca ndo foram significativos. A extragdo realizada a 40°C de folhas
frescas com CO, SC + metanol foi a que apresentou o maior teor desse
composto (8,71%), seguido de CO, SC + etanol (7,82%) e CO, (0,60%).
Considerando-se a matéria-prima (b.s.), a maior massa foi obtida na extracdo a
40°C de folhas frescas com CO, SC + etanol (0,24 %), seguido de CO, SC +
metanol (0,085 %) e CO, SC (0,004 %). A diferenga entre os maiores teores de
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pipercallosidina encontrados no extrato de 0,89 % e a razio de suas massas em
relacdo a matéria seca de 1:2,8 mostram uma superioridade do CO, SC + etanol
na extragcao dessa amida.

Com base na andlise complementar, a reducdo do teor de piperovatina
com a elevacdo da temperatura pode estar relacionada com o aumento da
solubilidade do solvente e volatilidade de analitos, favorecendo a presenga de
novas substancias no extrato, conforme dados de identificacdo de constituintes
apresentados na Tabela 3. O maior rendimento ocorrido na presenga de co-
solventes deve-se a elevacdo da seletividade do solvente para amida, o que nao
foi possivel apenas com o aumento da densidade do CO, SC. A diminui¢ao
presenciada na matéria-prima provavelmente ocorreu devido a autoxidacio alfa
a ligacdo dupla, formando hidroperdxidos, aldeidos, cetonas. Os produtos do
processo oxidativo ndo foram identificados.

Para a pipercallosidina, verificaram-se efeitos semelhantes aos
encontrados com a piperovatina, exceto quando se utilizou CO, SC em folhas
frescas. Neste, o aumento da temperatura de extracio elevou o teor da amida e, a
40°C, para o tipo de matéria-prima ndo houve diferenga significativa. Essas
excegdes podem ser atribuidas ao maior poder de solvatagdo do CO, SC nessas
condi¢des, com conseqiiente aumento da quantidade de pipercallosidina
extraida.

Nao foram encontradas na literatura informagdes sobre a obtencdo dos
extratos e/ou de fracdes contendo as amidas pesquisadas, com CO, supercritico
sob diferentes condicdes de operacdo e preparacdo da matéria-prima. As
informacdes literarias disponiveis reportam apenas para a obteng¢do padronizada
dos extratos a frio com solventes polares (etanol, metanol, etc), seguido de
fracionamento e isolamento, utilizando-se diferentes técnicas cromatograficas
(HPLC, CCD e CC) para fins de caracterizagdo quimica (Cunico et al., 2006;
Facundo et al., 2004; Mcferren & Rodriguez, 1998; Pring, 1982). Em relagdo a
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essa classe de compostos, t€m-se encontrado pesquisas com extragdes, de
alquilamidas de raizes frescas e secas de Echinacea angustifélia, utilizando CO,
SC nas temperaturas de 45°C e 60°C sob pressdes de 340 e 550 bar. Pelos
resultados, verificou-se que o maior rendimento dessa substincia foi obtido de
raizes secas na temperatura e pressao mais elevada (Sun et al., 2002). Resultados
semelhantes, em que o uso de co-solventes aumentou a seletividade do CO, SC
para substancias ativas, foram encontrados na literatura para as extragdes de
cafeina (10% de etanol, a 70,2°C e pressao de 179 bar), flavandides (50% de
etanol em relacdo a matéria-prima a 50°C e pressao de 250 bar) e
coronadina/voacangina (4,6% etanol a 35°C e pressio de 250 bar),
respectivamente, obtidas das espécies Paullinia cupona (Kopcak, 2003),

Humulus lupulus (Guo-quing et al., 2005) e Tabernaemontana catharinensis

(Pereira et al., 2005).
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4 CONCLUSOES

Pelas andlises cromatogréficas dos extratos das folhas frescas de Piper
piscatorum, pdde-se identificar 24 compostos, tendo como componente
majoritdrio a piperovatina, seguido de 4cido palmitico, pentadecano e
pipercallosidina.

A secagem das folhas realizada no periodo de seis dias a 30°C promoveu
um aumento do rendimento de extrato, exceto com a utilizagao de CO, + etanol.

A composi¢@o quimica do extrato foi significativamente modificada com
a secagem, reduzindo principalmente os teores de amidas com potencial
anestésico.

Os maiores rendimentos (% p/p) dos extratos, de piperovatina e
pipercallosidina foram obtidos de folhas frescas extraidas com CO, + etanol a

40°C, sob pressdo de 400 bar.
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FIGURA 1. Esquema do equipamento de fluido supercritico em escala de
laboratorio (http:// www.supercriticalfluids.com/prod 150.htm).
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TABELA 1a. Valores médios dos rendimentos dos extratos (% b.s.) de Piper
piscatorum, obtido durante o tempo dindmico, em fun¢do do tipo
de solvente e da temperatura de extracdo para folhas frescas e

secas.
Matérias-primas
Solventes Folhas frescas Folhas secas
40°C 70°C 40°C 70°C
CO, SC 0,68aA 0,86aA 1,02aA 1,78aB
CO; + Etanol 3,07¢cB 2,84cA 2,10cA 2,54bB
CO, + Metanol 0,96bA 1,64bB 1,60bA 2,36bB

Meédias seguidas de mesma letra, sendo mintdscula na coluna e maitscula para mesma matéria-
prima na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV(%) = 6,75
Média Geral = 1,79

TABELA 1b. Valores médios dos rendimentos dos extratos (% b.s.) de Piper
piscatorum, obtido durante o tempo dindmico, em fungdo do
tipo de solvente e da matéria-prima para as temperaturas de 40

°Ce 70 °C.
Temperaturas de extracao
Solventes 40 °C 70 °C
Folhas Folhas secas Folhas Folhas secas
frescas frescas
CO, SC 0,68aA 1,02aB 0,86aA 1,78aB
CO, + Etanol  3,07cB 2,10cA 2,84cB 2,54bA
CO, + Metanol 0,96bA 1,60bB 1,64bA 2,36bB

Médias seguidas de mesma letra, sendo mindscula na coluna e maidscula para mesma
temperatura na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV(%) =
6,75 Média Geral = 1,79
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TABELA 2. Valores médios de rendimentos dos extratos (% b.s.) das folhas
frescas e secas de Piper piscatorum, extraidos com CO,

supercritico e com co-solventes durante o periodo dindmico e
apos limpeza da tubulagdo.

Temperaturas de extracao

40°C 70°C
Solventes Total Total
Folhas frescas Folhas frescas
Rend.1 Rend.2 Rend.1  Rend. 2
CO, SC 0,68 0,10 0,78 0,86 0,18 1,06
CO, + Etanol 3,07 1,01 4,08 2,84 1,26 4,10
CO, + Metanol 0,96 0,63 1,59 1,64 0,73 2,37
Folhas secas Folhas secas
Rend.1  Rend.2 Rend.1  Rend. 2
CO, SC 1,02 0,16 1,19 1,78 0,20 1,98
CO, + Etanol 2,10 0,71 2,81 2,54 0,76 3,31
CO, + Metanol 1,60 0,66 2,26 2,36 0,63 2,99

Rend 1= Rendimento de extrato obtido no tempo dindmico

Rend 2 = Rendimento de extrato obtido na lavagem da tubulacio
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FIGURA 2. Espectros no infravermelho dos extratos com CO, supercritico (a),
CO, supercritico + etanol (b) e CO, supercritico + metanol (c)
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TABELA 3. Composi¢io quimica (% Area)* de extratos obtido de Piper piscatorum

Constituintes IK** Folha fresca (40 °C) Folha seca (40 °C)

T1 T2 T3 T1 T2 T3
Canfora 1147 0,14 - - 0,24 - -
o-copaeno 1374 - - 0,14 - - 0,78
trans-cariofileno 1416 - 0,37 0,23 - 6,78 5,70
trans-oi-bergamonteno 1435 - - 0,05 - - 0,22
Germocremo D 1478 0,31 - - 0,23 - 1,41
Pentadecano 1501 0,04 3,66 7,71 11,53 7,64 12,28
B-bisaboleno 1508 - 0,22 - - 0,29 -
d-cadineno 1522 0,20 - - 3,64 - 1,00
trans-nerolidol 1564 0,15 - 0,06 1,56 - 0,06
Espatulenol 1574 - - 0,12 - - 0,30
Globulol 1581 0,16 0,25 0,29 0,28 0,16 0,20
epi-a-muurolol 1641 1,73 - - 1,20 - -
Selin-11-en-4-a-ol 1653 0,23 3,06 4,43 3,30 2,42 2,65
Heptadecano 1699 1,20 0,59 5,31 18,91 15,54 18,49
Acido palmitico 1986 29,10 17,53 14,51 21,45 8,05 11,36
Piperovatina kK 37,77 30,46 28,44 10,23 19,45 13,56
Pipercallosidina Hokk 0,60 7,82 8,71 0,19 1,30 2,65
Total identificado 71,63 63,96 70,00 72,76 61,63 70,66

Folha fresca (70 °C) Folha seca (70 °C)

Terpinoleno 1090 0,07 - - 0,19 0,06 -
Canfora 1147 0,28 - - 0,43 0,25 -
Ol-copaeno 1374 0,05 1,24 1,93 1,8 1,83 2,35

...continua



LOT

Tabela 3, Cont.

-elemeno 1390 0,06 - 0,28 0,54 0,19 0,15
trans-cariofileno 1416 0,06 1,69 1,80 3,08 5,60 3,59
trans-0i-bergamonteno 1435 0,16 0,97 1,55 2,50 0,68 3,54
o-humuleno 1451 0,05 - 0,31 0,35 0,27 0,58
trans-B-farneseno 1458 0,05 - 1,00 7,06 3,85 4,86
Y-muuroleno 1474 0,11 - 0,10 0,83 1,23 0,13
Germocremo D 1478 0,58 0,93 0,35 0,54 1,86 0,42
Pentadecano 1501 0,07 10,71 13,25 11,99 15,61 17,78
[-bisaboleno 1508 0,13 7,97 - 6,43 5,56 -
0-cadineno 1522 0,19 1,62 2,99 3,35 2,29 2,66
a-cadineno 1535 0,13 0,29 0,25 0,70 0,14 1,47
trans-nerolidol 1564 0,16 0,56 0,30 0,49 0,40 0,19
Espatulenol 1574 0,05 0,33 0,29 0,65 0,44 0,56
Globulol 1581 0,08 0,27 0,31 0,17 0,20 0,19
epi-a-cadinol 1640 0,13 - 0,03 0,25 0,21 0,12
epi-a-muurolol 1641 0,44 - - - 0,16 -
Selin-11-em-4-ci-ol 1653 0,53 2,83 5,81 2,30 2,65 2,31
Heptadecano 1699 1,41 2,88 6,43 8,15 5,38 8,14
Acido palmitico 1986 27,57 10,11 12,68 17,85 8,36 8,48
Piperovatina ok ok 34,52 15,01 13,45 8,63 8,95 7,50
Pipercallosidina Hokk 3,49 3,52 2,87 0,25 0,25 0,20
Total identificado 70,37 60,93 65,98 78,59 66,42 65,22

*Médias obtidas de trés repetigdes; ##[ndices de Kovats calculados; T1 = CO, SC; T2 =CO, SC +
etanol; T3 = CO, SC + metanol; *** Nao encontrado em literatura.
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FIGURA 4. Fragmentos atribuidos aos picos principais observados no espectro
de massa de piperovatina.
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TABELA 4a. Valores médios de piperovatina obtida de Piper piscatorum em
funcdo do tipo de solvente e temperatura de extracdo, em cada
matéria-prima utilizada.

Temperaturas de extracio

Folhas frescas Folhas secas
Solventes — 40°C 70°C 40°C 70°C  40°C 70°C 40°C  70°C
(% Area)* g/100 de M.S.#* (% Area) 2/100 de M.S.

CO, SC 37,776B  34,52bA 0,26aA 0,30bB 10,23aB 8,63aA 0,10aA 0,15aB
CO,SC+ 3046aB 15,0l1aA 0,93bB 0,43cA 19,45bB 8,95aA 0,41cB 0,23bA
Etanol

CO,SC+  2844aB 13,45aA 0,27aB 0,22aA 13,56aB 7,50aA 0,22bB 0,18aA
Metanol

Meédias seguidas de mesma letra, sendo mintscula na coluna e maitiscula para mesma matéria-prima
na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

**M.S. = Matéria seca

*CV(%) = 7,69 Média Geral = 19,27; ** CV(%) = 5,66 Média Geral = 0,31
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TABELA 4b. Valores médios de piperovatina obtida de Piper piscatorum, em
funcdo do tipo de solvente e matéria-prima, em cada temperatura
de extracao.

Temperaturas de extracio
40°C 70°C
Solventes ~ Folhas  Folhas Folhas Folhas Folhas Folhas Folhas Folhas
frescas secas frescas secas frescas secas frescas secas
(% Area)* g/100 de M.S #* (% Area) 2/100 de M.S.

CO, SC 37,776B 10,23aA 0,26aB 0,10aA 34,52bB 8,63aA 0,30bB 0,15aA
CO,SC+  30,46aB 19,45bA 0,93bB 0,41cA 15,01aB 8,95aA 0,43cB 0,23bA
Etanol
CO,SC+  28,44aB 13,56aA 0,27aB 0,22bA 13,45aB 7,50aA 0,22aB 0,18aA
Metanol

Meédias seguidas de mesma letra, sendo mintscula na coluna e maidscula para mesma temperatura
na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

M.S. = Matéria seca.

*CV(%) = 7,69 Média Geral = 19,27; ** CV(%) = 5,66 Média Geral = 0,31

TABELA 5a. Valores médios de pipercallosidina obtida de Piper piscatorum em
funcdo do tipo de solvente e temperatura de extracdo, em cada
matéria-prima utilizada.

Temperaturas de extragdo

Folhas frescas Folhas secas
Solventes ~ z0°C_ 70°C___ 40°C 70°C  40°C  70°C  40°C 70°C
(% Area)* /100 de ML S ** (% Area) 2/100 de M.S.

CO, SC 0,60aA 3,49bB 0,004aA 0,031aB 0,19aA 0,25aA 0,002aA 0,005aA
CO,SC+ 7,82bB 3,52bA 0,240cB 0,100cA 1,30bB 0,25aA 0,030bB 0,006aA
Etanol
CO,SC+ 8,71cB 2,87aA 0,085bB 0,047bA 2,65¢cB 0,20aA 0,042cB 0,005aA
Metanol

Meédias seguidas de mesma letra, sendo mintscula na coluna e maitscula para mesma matéria-prima
na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

M.S. = Matéria seca

*CV (%) = 8,12 Média Geral = 2,65; ** CV(%) = 10,71 Média Geral = 0,05
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TABELA 5b. Valores médios de pipercallosidina obtida de Piper piscatorum,
em funcdo do tipo de solvente e matéria-prima, em cada
temperatura de extracio.

Temperaturas de extra¢do
40°C 70°C
Solventes “Folhas Folhas Folhas Folhas Folhas Folhas Folhas  Folhas
frescas secas  frescas secas frescas secas frescas secas
(% Area)* /100 de ML S #* (% Area) /100 de MLS.
CO, SC 0,60aB 0,19aA 0,004aA 0,002aA 3,49bB 0,25aA 0,031aB 0,005aA
CO,SC+ 7,82bB 1,30bA 0,240cB 0,030bA 3,52bB 0,25aA 0,100cB 0,006aA

Etanol
CO,SC+  8,71cB 2,65cA 0,085bB 0,042cA 2,87aB 0,20aA 0,047bB 0,005aA

Metanol

Meédias seguidas de mesma letra, sendo minudscula na coluna e maidscula para mesma temperatura
na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

M.S. = Matéria seca
*CV (%) = 8,12 Média Geral = 2,65; ** CV(%) = 10,71 Média Geral = 0,05
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CAPITULO IV
INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE SECAGEM SOBRE O

RENDIMENTO E A COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL
DE Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) BUR. & K. SHUM.
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RESUMO

Pimentel, Flavio Aradjo. Influéncia da Temperatura de Secagem Sobre o
Rendimento e a Composicdo Quimica do Oleo Essencial de Tanaecium
Nocturnum (Barb. Rodr.) Bur. & K. Shum). 2007. p. 178. Tese (Doutorado

em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Neste trabalho foi avaliada a influéncia da temperatura do ar de secagem (30 °C
e 40°C) sobre o teor e composicdo quimica dos dleos essenciais extraidos por
hidrodestilagdo de folhas, caules e raizes de Tanaecium nocturnum. Os 6leos
foram identificados e quantificados por CG/EM e CG/DIC, apresentando como
componente majoritirio o benzaldeido, seguido de é&lcool benzilico e
mandelonitrila. A secagem a partir de 30°C, de raizes, caules e folhas,
proporcionou elevadas perdas do éleo essencial, com variacdes quantitativas da
sua composicdo quimica, com énfase para a eliminacdo ou reducdo do teor de

mandelonitrila.

Palavras-chave: Tanaecium nocturnum, 6leo essencial, caracterizacdo quimica.

* Comité Orientador: Maria das Gracas Cardoso - UFLA (Orientadora); Fabiana Queiroz
- UFLA; Luiz Roberto Batista — UFLA (Co-orientadores)
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ABSTRACT

Pimentel, Flavio Aradjo The Influence Of Drying Temperature On The Yield
And The Chemical Composition Of The Essential Oil From Tanaecium
Nocturnum (Barb. Rodr.) Bur. & K. Shum. 2007. p. 178. Thesis (Doctorate in

Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.”

The influence of the drying temperature (30 ©C and 40 ©C) on the yield and
chemical composition of the essential oils extracted by steam distillation from
the leaves, stems and roots of Tanaecium nocturnum was studied. The
components of the oils were identified and quantified by GC/MS and GC/FID.
The principal component was benzaldehyde, followed by benzyl alcohol and
mandelonitrile. Drying of the roots, stems and leaves at a temperature higher
than 30 °C resulted in large losses of the essential oil with quantitative variations
in the chemical composition, especially in the elimination or reduction in the

mandelonitrile content.

Keywords: Tanaecium nocturnum; essential oil; chemical characterization

* Guidance Committee: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Major Professor); Fabiana
Queiroz — UFLA and Luiz Roberto Batista — UFLA
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um grande produtor e exportador de 6leos essenciais e de
alguns de seus componentes puros. As esséncias mais produzidas no pais sdo os
6leos citricos, menta, eucalipto, geranim, citronela, vetiver, palma rosa e cravo
(Keifer, 1986).

Os dleos essenciais constituem um tipo de metabdlito secunddrio de
plantas que tém grande importidncia econdmica, destacando-se o setor
alimenticio, farmacéutico e perfumaria. Por essa razdo, vem crescendo, mesmo
que de forma lenta, o niimero de estudos sobre a constitui¢do e as propriedades
bioldgicas dessas esséncias, bem como os fatores taxondmicos, ambientais e de
cultivo que levam a variacdo tanto na quantidade como na qualidade desses
Oleos (Simoes, 2003).

Na Amazonia, a maioria dos 6leos essenciais é pouco comercializada,
sendo extraidos de plantas aromaticas silvestres de maneira rudimentar. Dessa
forma, a populacdo nativa extrai diversos Oleos essenciais e 6leos-resinas, 0s
quais sdo utilizados popularmente, sem atender a qualquer padrdo de qualidade
para aproveitamento em outros mercados. Os 6leos essenciais sdo utilizados em
diferentes 4reas, sendo largamente empregados na inddstria quimica de
perfumaria, farmacologia, inseticidas, fungicidas, alimentos, bebidas, anti-
sépticos, estimulantes, etc. (Maia & Milchard, 1987).

Espécies com variadas aplicacdes sao utilizadas pelos habitantes
amazonicos de forma in natura ou pré-processada, sem nenhum conhecimento
da composicdo quimica e/ou do nivel de toxidade. Entre essas espécies,
encontra-se o Tanaecium nocturnum (Barb. Rodr.) Bur. & K. Shum, pertencente
a familia Bignoniaceae. Conhecida como cip6 vick ou cipd-carimbd, € uma

planta trepadeira, cujas partes apresentam cheiro forte, caracteristico de
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améndoas amargas. Suas folhas sdo utilizadas externamente pela populacio
como analgésico. Os indios da aldeia de Gotira, localizada as margens do rio
Sao Fresco, afluente do rio Xingu, utilizam esse cipd para combater picadas de
abelhas e formigas (saivas) e como descongestionante nasal (Gottlieb, 1981;
Ming, 1985).

A qualidade adequada das matérias-primas deve ser realizada de acordo
com bases cientificas e técnicas. Nos procedimentos rotineiros de andlises de
qualidade, geralmente € preconizado o emprego de metodologias quimicas,
fisicas ou fisico-quimicas e bioldgicas, sendo necessaria a correlagdo entre os
pardmetros analisados e a finalidade a que se destinam (Simdes, 2003).
Pardmetros essenciais para qualidade da matéria-prima vegetal podem variar,
dependendo da procedéncia do material. Sendo assim, a origem geogréfica e as
condicdes de cultivo, estdgio de desenvolvimento, colheita, secagem e
armazenamento devem ser conhecidas (Harbone, 1973; List & Schmidt, 1989;
Simoes, 2003).

A utilizagdo de material vegetal fresco pode ser indispensdvel para a
producdo e deteccdo de alguns componentes especificos. Seu emprego traz a
vantagem de evitar a presenga de substincias oriundas do metabolismo de
fenecimento vegetal. Por outro lado, o material deve ser imediatamente
processado ou conservado a baixas temperaturas. O material seco apresenta
maior estabilidade quimica, devido a interrup¢do de processos metabdlicos que
ocorrem, mesmo apds a coleta da planta. Nesse sentido, as condi¢cdes da matéria-
prima a ser processada ird depender de resultados de pesquisas fundamentadas
no produto final que se quer obter (Silva & Casali, 2000; Simdes, 2003).

Diante do exposto, objetivou-se identificar e quantificar os seus
constituintes quimicos voléteis e avaliar o efeito da temperatura de secagem da

matéria-prima na producdo de 6leos essenciais.
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2 MATERIAL E METODOS

Colheita

O material genético foi coletado de populacdo nativa de Tanaecium
nocturnum, situada na Reserva Florestal da Embrapa Acre, localizada no
municipio de Rio Branco, AC. A colheita foi realizada no més de janeiro/2005,
no periodo das 8 as 10 horas, desprendendo o cipé das arvores e erradicando-o
do solo. A temperatura local encontrava-se em torno de 25°C. Em seguida, as
plantas foram submetidas as operacdes de sele¢do e lavagem, separando-se as
partes da planta (raiz, caule e folha) e descartando os materiais atacados por
praga ou doencas. Acondicionaram-se as matérias-primas separadamente em
caixas de isopor, sob refrigeracdo (gelo) e transportando-as via aérea para o

Laboratdrio de Quimica Organica da Universidade Federal de Lavras, MG.

Condicoes Edafoclimaticas

O tipo de clima dominante nessa area é AW, caracterizado pela
ocorréncia de temperatura média do més mais frio superior a 18°C e uma estacio
seca de pequena duracdo (EMBRAPA, 2001).

O regime térmico é caracterizado por temperatura média anual em torno
de 24,3°C. Os meses mais quentes sdo setembro, novembro e dezembro, com
temperaturas médias em torno de 25°C. O periodo mais frio estd compreendido
pelos meses de junho e julho, com temperaturas médias de 22,9°C e 22°C,
respectivamente. E freqiiente uma queda brusca de temperatura, pela ocorréncia
de ondas de frio, que pode atingir até 4°C, com duracdo de 3 a 8 dias
(EMBRAPA, 2001).

O regime pluviométrico da regido caracteriza-se por um periodo

chuvoso de sete meses, de outubro a abril, sendo os meses de dezembro a margo
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os mais chuvosos. A precipitacdo média anual na regido situa-se em torno de
1.950 mm, correspondendo o periodo chuvoso ao periodo mais quente do ano. O
trimestre mais chuvoso, janeiro, fevereiro e marco, € responsivel por cerca de
40% da precipitagdo total anual. O periodo seco prolonga-se por cinco meses, de
maio a setembro, com uma precipitacdo média que varia de 11 mm a 83 mm ao
més (EMBRAPA, 2001).

O solo foi classificado como Argissolo Vermelho Distréfico tipico. A

classe de textura é de média/argilosa (EMBRAPA, 2001).

Secagem

Para avaliar a influéncia da temperatura do ar de secagem sobre os
teores e composicdes quimicas dos 6leos essenciais de raizes, caules e folhas de
Tanaecium nocturnum, foram utilizados secadores de bandejas com circulacio
de ar, a temperaturas de 30°C e 40°C, por um periodo de 6 dias (Barbosa &
Barbosa, 20006).

Determinaciao da umidade

Para a determinacdo da umidade, utilizaram-se 5 gramas de matérias-
primas frescas e secas picadas, emergidas em 50 mL de ciclohexano (C¢H;y).
Esse material foi emergido no respectivo solvente, colocado em baldo
volumétrico com capacidade para 250 mL, acoplado a um condensador, com
coletor volumetricamente graduado. O aquecimento foi realizado por meio de
manta aquecedora, controlando-se a temperatura para 100+5°C. Apds o processo
de destilacdo, realizado por 3 horas, quantificou-se o volume de 4dgua presente
nas matérias-primas. A umidade foi calculada levando-se o teor de d4gua contido

em 100 gramas da amostra (AOCS, 1994; Pimentel et al., 2006).
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Obtencio do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilag¢do, utilizando
um aparelho Clevenger modificado, acoplado a um baldo de 1 L. Nesse
aparelho, foram colocados 50 g de matéria-prima picada, juntamente com 500
mL de dgua destilada. O tempo de extragdo, determinado por meio de testes
preliminares, foi de 4 horas, contado a partir do momento de ebuli¢do. O 6leo
essencial foi separado da fase aquosa utilizando-se diclorometano (3 x 30 mL).
Reuniram-se as fracdes organicas, secou-se com sulfato de sédio anidro, filtrou-
se e removeu-se o solvente sob pressdo reduzida em evaporador rotativo a 35°C.
A massa do 6leo obtido foi determinada por pesagem em balanca analitica com
precisdo de 0,1 mg. O dleo obtido foi transferido para frascos de vidro com
tampa rosquedvel (septo de silicone) e armazenado em geladeira a 10°C, até o

momento das andlises (Barbosa & Barbosa, 2006; Craveiro, 1981).

Analises qualitativa e quantitativa

As andlises qualitativas dos 6leos essenciais das matérias-primas frescas
e secas (raizes, caules e folhas) de Tanaecium nocturnum foram realizadas no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa, MG, por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-EM), utilizando-
se um equipamento da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP 5050A. Para a
identificacdo dos constituintes quimicos, foi empregada uma coluna DB-5, da
marca J & W Scientific, com 30 m de comprimento, d.i. de 0,25 mm, espessura
do filme de 0,25 pm, e hélio como gés carreador. As condi¢cdes de operacdo do
cromatdgrafo a gés foram: pressdo interna da coluna de 100 KPa, fluxo de gis
na coluna de 1,8 mL min"', temperatura no injetor de 220°C, temperatura no
detector ou na interface (GC-EM) de 240 °C. A temperatura inicial da coluna foi
de 40°C por 2 min, seguido de um incremento de 3°C min™ até atingir 240°C,

sendo mantida constante por 30 min. A razdo de split foi de 1:10. O
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espectrometro de massas foi programado para realizar leituras em uma faixa de
29 a 600 Da, em intervalos de 0,5 s, com energia de ionizacdo de 70 eV. Foi
injetado 1uL da amostra, na concentragdo de 1%, dissolvida em diclorometano.
A identificacdo dos componentes foi feita pela comparagdo de seus espectros de
massas com os disponiveis no banco de dados da espectroteca Willey, 7* edic¢do,
com dados da literatura e também pelos indices de Kovats (Adams, 1995). Para
o célculo dos indices de Kovats, foi injetado no cromatégrafo uma mistura de
alcanos lineares (C9 a C26) (Thomazini & Franco, 2000).

A quantificacio dos componentes foi realizada no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras, utilizando-se um cromatégrafo a
gis com detector de ionizagdo de chamas (GC-DIC) de marca Shimadzu,
modelo GC-17A. As andlises foram realizadas nas mesmas condi¢des descritas

para a identificacdo dos constituintes e em triplicata.

Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos no delineamento inteiramente
casualizado, os tratamentos (material fresco e secos a 30°C e 40°C) relativos a
cada parte da planta foram conduzidos em relagdo as varidveis rendimento e
composi¢do quimica, respectivamente, com 5 e 3 repeti¢cdes. Os dados referentes
aos efeitos dos tratamentos foram submetidos as analises de variancias, de
desvios-padrao e testes de comparacdes multiplas de médias (Tukey), utilizando

o programa SISVAR (Ferreira, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas, caules e raizes frescas de Tanaecium nocturnum apresentaram
teores de umidade, respectivamente, de 62%, 54% e 56%. Apoés seis dias de
secagem, suas respectivas umidades foram reduzidas sob temperatura do ar de
30°C para 9,6%; 14,0% e 8,0%; e sob 40°C para 8,0%; 8,0% e 7,0%.

Os Oleos essenciais das folhas, caules e rafzes apresentaram
concomitantemente densidades de 1,008 g/cm3; 1,006 g/cm3 e 1,018 g/cm3 ; suas
coloragdes variaram de amarelo a transparente para os obtidos das folhas e
caules, e de amarelo a avermelhado, o extraido das raizes.

Na Tabela 1 sdo apresentados os teores de dleos essenciais extraidos das
diferentes partes da espécie Tanaecium nocturnum, quando submetidas a
diferentes temperaturas de secagem. Pelos dados referentes as matérias-primas
frescas, observou-se que as folhas apresentaram o maior teor de 6leo essencial
(1,55%), seguido do caule (1,02%) e raizes (0,63%). Em relagdo a secagem,
constataram-se perdas significativas para todas as partes da planta. Essas
redugdes foram de até 91,6% (folhas); 69,6% (caules) e 11,0% (raiz). Entre as
temperaturas de secagem, ndo foram observadas diferencas significativas entre
os teores de 6leo essencial.

Apesar de ainda ndo ter sido relatada a anatomia de Tanaecium
nocturnum, pesquisadores que trabalharam a anatomia de diversas espécies da
familia Bignoniaceae (Anemopaegma arvense, Amphilophium paniculatum,
Mansoa hymenaea, Tabebuia rosea Lundia cordata, Zeyheria montana, etc)
revelam a existéncia de substancias lipofilicas em células parénquiméticas e em
tricomas glandulares (Coral, 2003; Diaz-Castelazo, 2005; Lopez et al., 2002;
Machado et al., 2006). Com base nesse aspecto, a elevada diferenca em perdas

do dleo essencial durante a secagem de folhas, caules e raizes podem estar
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associada em parte & anatomia celular, bem como a localizagcdo desse metabolito
secunddrio em estruturas secretoras (Barbosa & Barbosa, 2006; Ogundipe &
Wujek, 2004). Nesse sentido, as maiores perdas ocorridas nas folhas e caules
possivelmente podem ter sido ocasionadas pelo nivel de lignificagdo do tecido
parenquimatoso ou pela presenca do 6leo essencial em tricomas gradulares,
localizados mais externamente (Lewinsohn, 1998; Radiinz, 2004).

Resultados relacionados a perdas de 6leos essenciais em fungdo do
processo de desidratagdo e da temperatura operacional t€ém sido encontrados em
diversos trabalhos. Perdas semelhantes as obtidas neste trabalho foram
encontradas com secagem de espécies de Cymbopogon citratus (44%, 40°C),
Chamaemelum nobile (53%, 40°C) e Aillanthus altissima (76 %, 30°C) (Costa,
2005; Mastelic & Jerkoic 2002; Omidbaigi, 2004).

Embora a desidratacdo de plantas arométicas tenha o propdsito de
minimizar as perdas de metabdlitos secunddrios e de retardar a sua deterioracdo
em decorréncia da reducdo da atividade enzimética, a técnica de secagem com
circulacio de ar quente mostrou-se invidvel para a producdo de Sleos essenciais
de Tanaecium nocturnum.

As andlises dos 6leos essenciais de folhas, caules e raizes por CG/EM e
CG/DIC, pesquisas em espectroteca, indices de Kovats (Adams, 1995) e dados
literdrios possibilitaram a identificacdo e quantificacdo de quatorze constituintes
quimicos (Figura 1). Nas matérias-primas frescas de todas as partes da planta,
observa-se como componente majoritirio o benzaldeido (71,61 a 76,09%),
seguido de mandelonitrila (3,96 a 13,21%) e dlcool benzilico (1,64 a 10,25%).
Os demais constituintes identificados (0,20 a 22,79%) consistem de uma mistura
de benzoatos, aldeidos e dlcoois. Constataram-se diferencas na composi¢ao
quimica entre as partes da planta estudada. As presencas de 1-octen-3-ol
(0,81%), o-cimeno (0,21%), feniletanal (0,60%) benzoato de etila (0,93%) foram

encontrados somente nas folhas. O salicilato de etila foi encontrado apenas no
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caule (1,39 %) e a mistura de neral e geranial nas raizes (4,67%) (Tabelas 2, 3 e
4). Nao tem sido encontrada na literatura a composi¢do do 6leo essencial de
Tanaecium nocturnum; porém, relata-se a presenca de aldeido benzéico como
constituinte majoritdrio, seguido de monoterpenos (Gottlieb, 1981). A presenca
desses constituintes tem sido relatada em outras espécies de plantas, como Aniba
canelilla e Cinnamomum zeylanicum (canela-da-india), origindrias da Amazdnia
(Lima et al., 2004; Lima et al., 2005; Young-Cheol et al., 2005), bem como de
Cinnamomum  osmophloeum, Prunus pérsica e Ailanthus altissima,
respectivamente cultivadas em Taiwan, China e Crodcia (Mastelic & Jerkoic,
2002); Sung et al., 2006; Wang et al., 2005). Na composicao quimica dos seus
6leos essenciais, citam-se como principais constituintes quimicos o benzaldeido,
benzoato de benzila, o-cimeno e eugenol. Espectros de massas com similaridade
igual aos encontrados neste trabalho, referentes as moléculas de benzaldeido e
mandelonitrila, tém sido relatados em literatura (Omura et al.,, 2002). Tais
compostos foram identificados simultaneamente em CG/EM e CLAE, utilizando
amostras auténticas de cada componente. Esses dados espectrais, juntamente
com o do 6leo essencial de Tanaecium nocturnum, sao apresentados na Tabela 5.

Pela composi¢ido quimica indicada do 6leo essencial dessa Bignoniaceae
estudada, verificaram-se indicios de uma biotransformacdo entre a maioria dos
constituintes, tendo como precursores os aminodcidos tirosina e fenilalanina.
Essa hipdtese estd fundamentada em propostas de biossinteses para a formacao
de vdrios metabdlitos secundarios em Sorghum bicolor, Nicotiana tabacum,
Arabidopsis thaliana e Petiinia axillaris (Back et al., 2000; Kondo et al., 2006;
Petrounia et al., 1994; Poulton, 1990; Ribnicky et al., 1998).

Nas Tabelas 6, 7 e 8, sao mostrados os teores dos principais constituintes
quimicos dos Odleos essenciais encontrados nas folhas, caules e raizes de

Tanaecium nocturnum, presentes em ambos tratamentos de secagem. Em cada
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parte da planta, observa-se que, apds a secagem, a maioria dos constituintes teve
seus teores modificados.

No 6leo essencial extraido da folha, observa-se que, a partir de 30°C,
houve redugdes significativas do benzaldeido (74,70% para 61,98%), élcool
benzilico (7,89% para 5,93%) e 1-octen-3-ol (0,81% para 0,33%). Nos dois
primeiros componentes, ndo houve perdas significativas entre as temperaturas de
30°C e 40°C. Para a concentragdo do benzoato de etila, um aumento
significativo do seu teor ocorreu até a temperatura de 30°C (0,93 % para 1,82%),
ao passo que o benzoato de benzila elevou-se simultaneamente com a
temperatura (3,28% para 26,12%).

Entre os constituintes extraidos do caule, verifica-se que o benzaldeido
(71,61% para 83,16%) e o benzoato de benzila (0,20% para 1,22%) foram os
Unicos que obtiveram suas concentracdes elevadas com o aumento da
temperatura. O dlcool benzilico e o salicilato de etila ndo apresentaram
alteracOes significativas com a secagem. O salicilato de metila obteve elevacdo
da concentragdo até a temperatura de 30°C (0,82% para 1,73%). A
mandelonitrila foi o dnico componente que obteve redugdo significativa com a
secagem (13,21 para 2,11%).

Com relacdo aos obtidos da raiz, o benzaldeido e a mandelonitrila
apresentaram resultados semelhantes aos do caule. O dlcool benzilico elevou
significativamente o seu teor até a temperatura de 30°C (1,64% para 5,60%),
enquanto o salicilato de metila obteve um aumento do seu teor com a secagem
da matéria-prima a 30°C (0,83% para 1,26%).

Durante o processo de secagem, as maiores variagdes ocorreram com
benzaldeido, mandelonitrila e benzoato de benzila. Com exce¢do do dleo
essencial obtido das folhas, observa-se uma correlag@o inversa entre os teores de
benzaldeido e mandelonitrila. Esses dados estdo condizentes com vdrios

trabalhos publicados, nos quais se relata a conversdo de mandelonitrila em
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benzaldeido com liberacdo de HCN, promovido pelo efeito da temperatura e
atividade enzimdtica (Darling et al., 2001; Matsura et al., 2005; Omura et al.,
2002). A enzima mandelonitrila liase, catalisadora da reag@o, apresenta atividade
méxima entre 35 e 40°C (Petrounia et al., 1994; Swain & Pouton, 1994; Wajant
et al.) Essa reacdo pode ter sido favorecida pela fragmentacdo da matéria-prima
durante o periodo de secagem (6 dias). O elevado aumento do teor benzoato de
benzila, ocorrido principalmente nas folhas, pode ter sido ocasionado pela sua
maior estabilidade a temperatura, associada as perdas dos constituintes mais
volateis. Oscilacdes como essas foram encontradas em vdrios trabalhos com
secagem de plantas aromdticas (Barbosa & Barbosa, 2006; Arabhosseini et al.,
2006); Martins, et al., 2006; Radiinz, 2004;). Entre estes, foram constatados
aumentos dos teores de citral em Lipia alba e Cymbopogan citratus (10 a 15%)
e redugdes de o-muroleno (100%) e linalol (74%) em Ailanthus altissima
(Costa, 2005; Mastelic & Jerkoic, 2002; Nagao, 2005).

Apesar das perdas do 6leo essencial, pelos dados, verificou-se que a
secagem apresentou efeito positivo em relacdo a qualidade desse metabdlito
secunddrio, eliminando ou reduzindo o teor de constituintes indesejdveis, como a

mandelonitrila, presente em maiores quantidades no caule e raiz.
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4 CONCLUSOES

Os oleos essenciais extraidos de folhas, caules e raizes de Tanaecium
nocturnum apresentaram como componente majoritario o benzaldeido, seguido
de dlcool benzilico e mandelonitrila.

Pela presenca de mandelonitrila com maior intensidade no caule e raiz,
houve indicios de que a espécie seja produtora de glicosidio cianogénico e que
esse esteja sendo convertido em benzaldeido durante o processamento das
matérias-primas.

A secagem a partir de 30°C de raizes, caules e folhas proporcionou
elevadas perdas do O6leo essencial, com variacdes quantitativas da sua
composi¢do quimica, com énfase para a eliminacdo ou reducdo do teor de

mandelonitrila.
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TABELA 1. Valores médios dos teores de Oleos essenciais extraidos de raizes,
caules e folhas de Tanaecium nocturnum submetidos a diferentes
temperaturas do ar de secagem.

Teor de oleo essencial

(%)
Tratamentos Partes da planta
Raiz Caule Folha
Fresco (testemunha) 0,63aA 1,02aB 1,55aC
30°C 0,55bA 0,34bB 0,15bC
40°C 0,56bA 0,31bB 0,13bC

Meédias seguidas de mesma letra, sendo mindscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
CV (%) = 6,73 Média Geral = 0,58
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FIGURA 1. Férmulas estruturais dos constituintes presentes nos Oleos
essenciais de Tanaecium nocturnum
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TABELA 2. Composi¢do quimica do 6leo essencial de folhas de Tanaecium
nocturnum submetidas a diferentes temperaturas do ar de
secagem (valores expressos em percentual proporcional da drea)’

Componentes do 6leo  IK® Tratamentos de secagem
Folhas frescas 30°C 40°C

Benzaldeido 962  74,7010,44 61,9810,79  61,441+0,44
1-Octen-3-ol 981  0,81£0,06 0,75+0,05 0,33+0,04
o-Cimeno 1022 0,210,03 t t

1035 7,89+0,04 5,93+0,52 5,2610,11
Alcool benzilico
Feniletanal 1041 0,60+0,04 t t
Benzoato de metila 1090 0,65%0,05 0,4410,02 t
Benzoato de etila 1168 0,93+0,05 1,8210,07 1,24+0,13
Salicilato de metila 1188 0,26%0,03 0,4410,03 0,37+0,04
Safrol 1283 0,87+0,04 0,80%0,04 t
Mandelonitrila * 3,96%0,19 t t
Eugenol 1354 0,2140,03 3,3620,08 t
Benzoato de benzila 1759  3,28+0,20 22,76%1,03 26,1210,12
Total identificado 94,3710,45 08,28%1,61  94,76+0,74

"Médias de trés repeticdes seguidas dos desvios-padrio.
%fndices de Kovats calculados. * No encontrado em literatura.

3t —Quantidades tracos (< 0,1 %)

136



TABELA 3. Composi¢cdo quimica do dleo essencial de caules de Tanaecium
nocturnum submetidas a diferentes temperaturas do ar de
secagem (valores expressos em percentual proporcional da drea)’

Componentes do 6leo  IK® Tratamentos de secagem
Caules frescos 30°C 40°C
Benzaldeido 962  71,61£0,88 80,7410,64  83,16%0,12
Alcool benzilico 1035 10,25+0,49 11,23%£0,48 10,39+0,32
Salicilato de metila 1188 0,82+0,06 1,734+0,20 0,914+0,07
Salicilato de etila 1266  1,39+0,28 1,580,16 1,1010,24
Safrol 1283 0,59+0,04 t t
Mandelonitrila * 13,21+0,45 3,52+0,26 2,11+0,19
Benzoato de benzila 1759 0,20+0,02 0,45+0,04 1,2240,15
Total identificado 98,07%1,54 99,2540,49 98,89+0,73

"Médias de trés repeticdes seguidas dos desvios-padrio.
’[ndices de Kovats calculados. * N3o encontrado em literatura.
3t —Quantidades tragos (< 0,1 %)
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TABELA 4. Composi¢do quimica do 6leo essencial de raizes de Tanaecium
nocturnum submetidas a diferentes temperaturas do ar de
secagem (valores expressos em percentual proporcional da drea)’

Componentes do 6leo  IK® Tratamentos de secagem

Raizes frescas 30°C 40°C
Benzaldeido 962  76,09£1,10 83,65+0,79  87,65+0,49
Alcool benzilico 1035  1,64+0,09 5,60+0,26 5,15%+0,24
Benzoato de metila 1090 0,57+0,02 t t
Salicilato de metila 1188 0,83£0,04 1,26+0,02 0,52+0,04
Neral 1239 1,27+0,05 t t
Geranial 1269 3,40+0,17 t t
Mandelonitrila * 11,04£1,01 6,1910,25 4,2210,24
Total identificado 94,8412.42 96,70£0,50  97,54%0,78

"Médias de trés repeticoes seguidas dos desvios padrio.
’[ndices de Kovats calculados. * N3o encontrado em literatura.
3t —Quantidades tragos (< 0,1 %)
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TABELA 5. Dados de massas espectral (GC/EM) de constituintes quimicos
identificados em secre¢des de Parafontaria tonominea (*) e
Riukiaria semicircularis semicircularis (*) e no oleo essencial de
Tanaecium nocturnum.

Constituintes m/z (int.rel.)

Benzaldeido 106 ([M]*, 100), 105 (98), 77 (79), 51(26)*

106 (IMT*, 66), 105 (71), 77 (100), 51 (64)
Mandelonitrila 133 (IM]", 32), 115 (19), 106 (93), 105 (100), 77 (88), 51 (28)*
[M]

133 (IM]", 52), 115 (31), 106 (45), 105 (82), 77 (100), 51 (35)

TABELA 6. Teor dos principais constituintes quimicos do 6leo essencial de
folhas de Tanaecium nocturnum submetidas a secagem sob
diferentes temperaturas do ar.

Tratamentos Componentes do 6leo (% Area)

Benzaldeido 1-Octen-3-0l  Alcool Benzoato  Benzoato de

benzilico  de etila benzila
Fresca 74,70a 0,81a 7,89a 0,93a 3,28a
30°C 61,98b 0,75b 5,93b 1,82b 22,76b
40°C 61,44b 0,33¢c 5,26b 1,24a 26,12¢

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

139



TABELA 7. Teor dos principais constituintes quimicos do dleo essencial de

caules de Tanaecium nocturnum submetidos a secagem sob
diferentes temperaturas do ar.

Tratamentos Componentes do 6leo (% Area)

Benzaldeido Alcool Salicilato Salicilato Mandelo Benzoato

benzilico de metila de etila nitrila de

benzila
Fresco 71,61a 10,25a 0,82a 1,39a 13,21a 0,20a
30°C 80,74b 11,23a 1,73b 1,58a 3,52b 0,45b
40°C 83,16¢ 10,39a 0,91a 1,10a 2,11b 1,22¢

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

TABELA 8. Teor dos principais constituintes quimicos do 6leo essencial de
raizes de Tanaecium nocturnum submetidas a secagem sob
diferentes temperaturas do ar.

Tratamentos Componentes do 6leo (% Area)
Benzaldeido Alcool Salicilato de Mandelonitrila
benzilico metila
Fresca 76,09a 1,64a 0,83a 11,04a
30°C 83,65b 5,60b 1,26b 6,19b
40°C 87,65¢ 5,15b 0,52¢ 4,22¢

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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CAPITULO V

CARACTERIZACAO QUIMICA E ACAO FUNGITOXICA DO OLEO
ESSENCIAL DE Tanaecium nocturnum (BARB. RODR.) BUR. & K. SHUM
SOBRE O Aspergillus flavus ISOLADO DA CASTANHA-DO-BRASIL
(Bertholletia excelsa)
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RESUMO

Pimentel, Flavio Aradjo. Caracterizacio Quimica e Acao Fungitéxica do
Oleo Essencial de Tanaecium Nocturnum (Barb. Rodr.) Bur. & K. Shum
Sobre o Aspergillus Flavus Isolado da Castanha-do-Brasil (Bertholletia
Excelsa) 2007. p. 178. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Neste trabalho, realizou-se a caracterizagdo quimica e avaliou-se a capacidade
fungitéxica do 6leo essencial de folhas frescas de Tanaecium nocturnum sobre o
Aspergillus flavus isolado da castanha-do-brasil, por meio das técnicas de
contato e fumigacdo. O 6leo essencial obtido por hidrodestilagdo foi submetido a
identificacdo e quantificacdo dos seus componentes por CG/EM e CG/FID. Os
principais constituintes foram benzaldeido (74,70%), élcool benzilico (7,89%),
benzoato de benzila (3,28%) mandelonirila (3,96%), benzoato de etila (0,93%) e
1-octen-3-o0l (0,81%). Pelos resultados dos bioensaios realizados até 10 dias de
incubagdo, verificou-se que a inibicdo total do crescimento micelial ocorreu
quando se utilizou o 6leo essencial nas concentracdes de 0,5 pL/mL (técnica de
contato) e 1,0 pL/mL (técnica de fumigagcdo). Em ambas as técnicas, o 6leo

essencial inibiu a esporulacdo a partir da concentracio de 0,5 pL/mL.

Palavras-chave: 6leo essencial, acdo fungitoxica, Tanaecium nocturnum,

Aspergillus flavus

* Comité Orientador: Maria das Gracas Cardoso - UFLA (Orientadora); Fabiana Queiroz
- UFLA; Luiz Roberto Batista — UFLA (Co-orientadores)
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ABSTRACT

Pimentel, Flavio Aradjo. Chemical Characterization And Fungitoxic Action
Of The Essential Oil Of Tanaecium Nocturnum (Barb. Rodr.) Bur. & K.
Shum Against Aspergillus Flavus Isolated From The Brazil Nut
(Bertholletia Excelsa). 2007. p. 178. Thesis (Doctorate in Food Science) —

Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil."

The chemical characterization of the essential oil from fresh leaves of
Tanaecium nocturnum was achieved, and the fungitoxic capacity of the oil
against Aspergillus flavus isolated from the Brazil nut was evaluated by the
contact and fumigation techniques. The components of the essential oil obtained
by steam distillation were identified and quantified by GC/MS and GC/FID. The
principal components were benzaldehyde (74.70%), benzyl alcolhol (7.89%),
benzyl benzoate (3.28%) mandelonirile (3.96%), ethyl benzoate (0.93%) and 1-
octen-3-ol (0.81%). The results of the bioassays performed during 10 days after
inoculation presented total inhibition of micellial growth when the essential oil
was employed in concentrations of 0.5 uL/mL (contact technique) and 1.0
UL/mL (fumigation technique). The essential oil inhibited the occurrence of

sporulation at the concentration of 0.5 uL/mL with both techniques.

Keywords: essential oill; fungitoxic action; Tanaecium nocturnum,

Aspergillus flavus

* Guidance Committee: Maria das Gragas Cardoso - UFLA (Major Professor); Fabiana
Queiroz — UFLA and Luiz Roberto Batista — UFLA
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1 INTRODUCAO

A Floresta Amazonica detém a mais notdvel e diversificada fonte de
produtos naturais do planeta. Devido a sua grande biodiversidade, existe uma
elevada demanda por pesquisas em produtos florestais, visando ao fornecimento
de informacdes cientificas para apoiar politicas de desenvolvimento sustentivel
com protecdo aos seus ecossistemas. Entre os recursos naturais existentes,
destacam-se a castanha-do-Brasil e as espécies produtoras de 6leos essenciais
(Chaar, 2000; Miiller et al., 1995; Pletsch & Sant’ Ana, 1995).

A castanha-do-brasil possui participacdo significativa na geracdo de
divisas para a regido, cujas exportagdes para os mercados internos e externos
tém ocupado importantes espacos na industria de cosmético (6leos, cremes,
xampus, etc) e, de forma mais acentuada, na drea de alimentos (améndoas,
farinha, coberturas de sorvetes, etc). Sua producdo extrativista € considerada
organica, uma vez que nao sao utilizados adubagdes e defensivos quimicos para
o seu manejo (Cavalcante, 1996; Souza, 1984). No entanto, o baixo nivel
tecnoldgico caracteristico da cadeia produtiva, associado as condi¢gdes climdticas
(umidade e precipitacdo pluviométricas elevadas) no periodo de colheita
(novembro a marco), tem favorecido a contaminacdo das améndoas em casca,
principalmente por fungos produtores de aflatoxinas e, mais especificamente,
pelo Aspegillus flavus. Esses problemas constituem um forte entrave para a
comercializacdo do produto, principalmente no mercado externo, dado o
rigoroso controle de paises europeus e Estados Unidos em relacdo aos niveis de
toxinas presentes nos alimentos. Com esses problemas encontrados, os
habitantes, juntamente com as instituicdes governamentais € nao-
governamentais, vém buscando alternativas que reduzam os riscos de

contaminacdes, sem que haja descaracterizacio da cadeia produtiva,
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enfatizando, nesse sentido, a possibilidade da utilizacdo de substancias naturais
encontradas nas localidades de producdo (Souza, 2004).

Os organismos vegetais, na sua maioria, ndo caracterizados
quimicamente, s30 um universo rico e complexo de compostos orgéanicos, com
indmeros centros estereogénicos que participam ativamente do seu crescimento
e desenvolvimento. Tais compostos, definidos como metabdlitos secundarios,
sdo originados por vias biossintéticas alternativas e podem ser caracterizados
como elementos de diferenciacdo e especializag@o celular, atuando com fungdo
de defesa e perpetuacdo do vegetal no ecossistema (Wink, 1990). Entre esses,
destacam-se os Oleos essenciais, que apresentam larga atividade bioldgica, entre
elas, a fungitéxica (Miiller-Riebau et al., 1995).

Entre as espécies amazdnicas produtoras de Oleos essenciais com
potencial antiaflatogénico a serem testados, encontra-se a Tanaecium nocturnum
(Barb. Rodr.) Bur. & K. Shum, pertencente a familia Bignoniaceae. Conhecida
como cipé vick ou cipdé-carimbd, € uma planta trepadeira, cujas partes
apresentam forte cheiro, caracteristico de améndoas amargas. Suas folhas sdo
utilizadas externamente pela populacdo como analgésico. Os indios da aldeia de
Gotira, localizada as margens do rio Fresco, afluente do rio Xingu, utilizam o
cipd para combater abelhas e formigas (sativas), bem como para descongestionar
vias respiratorias (Gottlieb et al., 1981; Ming, 1995).

O uso de técnicas de contato ou fumigacdo com Oleos essenciais,
extraidos de vérias espécies vegetais, com potenciais inseticidas e fungicidas,
para controle de pragas de grdos armazenados, tem sido, nos udltimos anos
bastante difundida em diversos paises (Brito, 2006; Chu et al., 2001; Estrela et
al., 2006; Suhr & Nielsen, 2003). Diante do exposto, objetivou-se com este
trabalho avaliar in vitro a toxicidade do 6leo essencial do cip6 vick sobre o
Aspergillus flavus isolado da castanha-do-brasil, bem como identificar e

quantificar os seus constituintes quimicos.
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2 MATERIAL E METODOS

Colheita

O material genético foi coletado de populagdo nativa de Tanaecium
nocturnum, situada na Reserva Florestal da Embrapa Acre, localizada no
municipio de Rio Branco, AC. A colheita foi realizada no més de janeiro/2005,
entre 8 e 10 horas, desprendendo o cip6 das drvores e cortando-se a parte aérea
da planta a 10 cm acima do solo. A temperatura local encontrava-se em torno de
25°C. Em seguida, as plantas foram submetidas as operacdes de desfolha e
selecdo, descartando-se os materiais atacados por praga ou doencas.
Posteriormente, o material vegetal foi acondicionado em caixas de isopor, sob
refrigeracdo (gelo) e transportado via aérea para o Laboratério de Quimica

Orgéanica, da Universidade Federal de Lavras, MG.

Determinacao da umidade

Para a determinacdo da umidade, utilizaram-se 5 gramas de folhas
frescas picadas, emergidas em 50 mL de ciclohexano (C¢H;,). A matéria-prima
foi suspensa no respectivo solvente e colocado em baldo volumétrico com
capacidade para 250 mL, acoplado a um condensador com coletor
volumetricamente graduado. O aquecimento foi realizado por meio de manta
aquecedora, controlando-se a temperatura para 100+£5°C. Apds o processo de
destilacdo, realizado em 3 horas, quantificou-se o volume de dgua presente na
matéria-prima. A umidade foi calculada levando-se o teor de dgua contido em

100 gramas da amostra (AOCS, 1994; Pimentel et al., 2006).

146



Obtencio do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por meio de hidrodestilacéo,
utilizando um aparelho Clevenger modificado e acoplado a um baldo de 1L,
onde foram colocados 50 gramas de folhas frescas picadas, juntamente com 500
mL de dgua destilada. O tempo de extracdo, determinado por meio de testes
preliminares, foi de 4 horas, contado a partir do momento de ebuli¢do. O 6leo
essencial foi extraido da fase aquosa utilizando-se o diclorometano (3 x 30 mL).
As fragdes orginicas foram reunidas, secas com sulfato de magnésio anidro,
filtradas e o solvente removido sob pressao reduzida em evaporador rotativo a
35°C. A massa do 6leo obtida foi determinada por pesagem em balanca analitica
com precisdo de 0,1 mg. O 6leo obtido foi transferido para frascos de vidro com
tampa rosquedvel (septo de silicone) e armazenado em geladeira a 10°C

(Craveiro et al., 1981; Barbosa & Barbosa, 2006).

Densidade relativa

Para a determinacdo da densidade do dleo essencial, empregou-se o
método de picnometria (picndmetros Hubbard Cormick de 30 mL), utilizando
dgua como fluido picnométrico (calibracdo). A pesagem foi realizada com trés
repeticdes em balanca analitica com precisdo de 0,1 mg (Mohsenin, 1970;

Schoch & Leach, 1964).

Analises qualitativa e quantitativa

A andlise qualitativa do dleo essencial das folhas frescas de Tanaecium
nocturnum foi realizada no Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Vicosa, MG, por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-EM), utilizando-se um equipamento da marca Shimadzu, modelo GCMS-

QP 5050A. Para a identificacdo dos constituintes quimicos, foi empregada uma
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coluna DB-5, da marca J] & W Scientific, com 30 m de comprimento, d.i. de
0,25 mm, espessura do filme de 0,25 pm, e hélio como gis carreador. As
condi¢des de operagdo do cromatdgrafo a gds foram: pressdo interna da coluna
de 100 KPa, fluxo de gés na coluna de 1,8 mL min’, temperatura no injetor de
220°C, temperatura no detector ou na interface (GC-EM) de 240°C. A
temperatura inicial da coluna foi de 40°C por 2 min, seguido de um incremento
de 3°C min™ até atingir 240°C, sendo mantida constante por 30 min. A razdo de
split foi de 1:10. O espectdmetro de massas foi programado para realizar leituras
em uma faixa de 29 a 600 Da, em intervalos de 0,5 s, com energia de ioniza¢ao
de 70 eV. Foi injetado 1 puL. da amostra, na concentragio de 1%, dissolvida em
diclorometano. A identificagdo dos componentes foi feita pela comparacido de
seus espectros de massas com os disponiveis no banco de dados da espectroteca
Willey, 7* edi¢do, com dados da literatura e também pelos indices de Kovats
(Adams, 1995). Para o dos indices de Kovats, foi injetada no cromatdgrafo uma
mistura de alcanos lineares (C9 a C26) (Thomazini & Franco, 2000).

A quantificagdo dos componentes foi realizada no Laboratério de
Quimica Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Lavras, MG, utilizando-se um cromatégrafo a gas com detector de ionizagdo de
chamas (GC-DIC) de marca Shimadzu, modelo GC-17A. As andlises foram
realizadas em triplicata e nas mesmas condicdes descritas para a identificacdo

dos constituintes.

Bioensaios

As pesquisas da atividade antifingica do 6leo essencial de Tanaecium
nocturnum foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Departamento

de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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Isolados de Aspergillus flavus

As cepas puras de Aspergillus flavus produtora de aflatoxina, isoladas da
castanha-do-Brasil, foram fornecidas pela Embrapa Acre. Os estudos in vitro da
atividade antifiingica do 6leo essencial de cip6 vick foi realizado utilizando o
meio de cultura CYA (Czapek Yeast Autolysate Agar — sacarose 57,68%, nitrato
de sédio 5,77%, fosfato dipotassico 1,92%, sulfato de magnésio 0,002%, cloreto
de potéssio 0,96%, sulfato ferroso 0,02%, agar bacterioldgico 28,84% e extrato
de levedura 4,81%), usando-se placas de Petri (Pitt et al., 1999). Para avaliar a

toxicidade do 6leo essencial, foram utilizados os seguintes processos:

Contato em meio de cultura

Inicialmente foram realizados testes preliminares com o dleo essencial,
para estabelecer intervalos de quantidades capazes de provocar inibi¢des
crescentes do Aspergillus flavus, bem como do solvente utilizado, levando-se em
consideragdo os aspectos de solubilidade e de atoxicidade ao microorganismo.
Inicialmente o 6leo essencial foi diluido em diferentes propor¢cdes em dimetil
sulféxido (DMSO). Assim que o meio de cultura acondicionado em Erlenmeyer
atingiu aproximadamente 45°C, adicionou-se a solu¢do, homogeinizando-se com
bastdo de vidro. Em seguida, essa foi quantitativamente transferida para as
placas de Petri (20 mL). Ap6s a solidificagdo do meio de cultura, realizou-se a
inoculacdo do fungo em um ponto central da placa. Como tratamentos, o dleo
essencial foi adicionado nas dosagens de 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 uL/mL da
mistura (meio de cultura + DMSO). A testemunha relativa (DMSO) foi
incorporada na dosagem de 2,5 pL/mL de substrato (Wang et al., 205; Viegas,
2005; Jham et al., 2005).
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Fumigacao

Utilizando o mesmo meio de cultura e procedimento de inoculagdo
anteriormente citado, no processo de biofumigag¢do o 6leo essencial puro foi
aplicado com micropipeta em superficie de papel de filtro de 4,0 cm de
diametro, fixado na tampa da placa de Petri (Viyemo =110 cm3). Para isso,
utilizaram-se os mesmos volumes de 6leo essencial, correspondentes a cada
tratamento do processo de contato (Brito, 2006; Estreta et al., 2006; Naakahara
et al., 2003).

Em ambos os processos de aplicag@o, apds cinco e dez dias da incubagdo
em BOD a temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas, foram efetuadas as
medicdes ortogonais do didmetro das colonias, tendo como referéncia o seu
desenvolvimento na placa-controle (testemunha absoluta = TA). Para a
contagem de esporos, foram utilizados cAmara de Newbauer e microscépio (Pitt

et al., 1999).

Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos no delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. As varidveis relativas ao crescimento micelial e
esporulacdo foram submetidas a andlises de varidncias e as comparagdes
multiplas de médias feitas pelo teste Tukey (5%), utilizando-se o programa

SISVAR (Ferreira, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao fitoquimica

As folhas frescas com umidade de 62% apresentaram um teor de dleo
essencial de 1,55% (b.s.) com densidade de 1,008 g/cm’. De coloragio amarelo a
transparente, o Oleo essencial apresentou-se solivel em coloroférmio,
diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno e¢ em dimetil sulféxido e
parcialmente solivel em éter de petréleo, hexano e cicloexano.

A andlise do 6leo essencial por meio da cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (GC/EM), pesquisas em espectroteca, e também pelos
indices de Kovats (Adams, 1995) e dados literdrios, possibilitaram a
identificacdo de doze constituintes quimicos (Tabela 1). Observa-se como
componente majoritario o benzaldeido (74,70%), seguido de alcool benzilico
(7,89 %), mandelonitrila (3,96 %) e benzoato de benzila (3,28 %). Os demais
constituintes identificados (4,54 %) consistem, na sua maioria, de uma mistura
de benzoatos, aldeidos e alcoois. Ndo se tem encontrado na literatura a
composi¢do do Oleo essencial de Tanaecium nocturnum; porém, relata-se a
presenca de benzaldeido como constituinte majoritdrio, seguido de
monoterpenos (Gottlieb et al.). A presenca desses constituintes tem sido relatada
em outras espécies de plantas, como Aniba canelilla e Cinnamomum zeylanicum
(canela-da-india), origindrias da Amazonia (Lima et al., 2004; Lima et al., 2005;
Young-Cheol et al., 2005), bem como de Cinnamomum osmophloeum e Prunus
persica, respectivamente, cultivadas em Taiwan e China (Sung et al., 2006;
Wang, 2005). Na composicido quimica dos seus 6leos essenciais, citam-se como
principais constituintes quimicos o benzaldeido, benzoato de benzila, o-cimeno e
eugenol. Espectros de massas com similaridade igual aos encontrados neste

trabalho, referentes aos benzaldeido, mandelonitrila e benzoato de
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mandelonitrila, tétm sido relatados em literatura (Omega et al., 2002). Tais
compostos foram identificados em secregdes de Parafontaria tonominea e
Riukiaria semicircularis semicircularis (Artrépodes). Para tal, as andlises foram
realizadas simultaneamente em GC/EM e CLAE, utilizando amostras auténticas
de cada componente. Esses dados espectrais, juntamente com o do dleo essencial
de Tanaecium nocturnum, sao apresentados na Tabela 2.

A composi¢ao quimica indicada do 6leo essencial desta Bignoniaceae da
indicios de haver uma biotransformacao entre a maioria dos constituintes, tendo
como precursores os aminodcidos tirosina e fenilalanina (Brenna, 2006;

Petrounia et al., 1994; Poulton, 1990; Ribnicky et al., 1998).

Bioensaios

Nos tratamentos com 6leo essencial, verificou-se que, com cinco a dez
dias de incubacdo, houve uma reducio do crescimento micelial com o aumento
da concentracdo do 6leo essencial, utilizando a técnica de contato. Essa reducdo
aumentou de 35,43% (0,125 pL/mL) para 100% (0,50 e 1,0 uL/mL) no décimo
dia da incubacdo. A diferenca ndo-significativa de inibicdo, nas concentragdes
de 0,125 e 0,25 puL/mL entre o quinto e décimo dia, foi, respectivamente, de
3,78% e 1,66%. Pelos dados, verificou-se que, a partir da concentracio de 0,50
UL/mL, ocorreu inibicdo de 100% do crescimento micelial (Tabela 3). Com
cinco dias de incubacio, a técnica de fumigacao apresentou efeito semelhante do
6leo essencial na inibi¢do micelial, em relacdo a aplicacdo por meio de contato.
Diferencas significativas ocorreram na técnica de fumigacdo com as doses
equivalentes de 0,25 uL/mL e 0,50 pL/mL, que tiveram seus respectivos efeitos
reduzidos em 17,69% e 19,29%, entre cinco e dez dias da incubacido. Com essa
técnica, a inibi¢do total ocorreu com a dose de 1,0 pl/mL. Avaliando os dois

processos de controles micelial, constatou-se superioridade dos efeitos dos
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tratamentos T1, T2 e T3 do contato (35,43%; 49,19% e 100%) em relacdo a
fumigacdo (18,80%; 32,94 % e 80,71%) aos dez dias da inocubag¢do do
Aspergillus flavus, (Tabelas 3 e 4, Figura 1).

Na Tabela 5, encontra-se apresentado o niimero de esporos produzidos
pelo Aspegillus flavus, quando submetido aos tratamentos com dleo essencial,
utilizando-se as duas técnicas de aplicacdo (contato, fumigagdo). Observou-se
uma redugdo significativa da esporulagcdo com o aumento da concentragdo do
6leo essencial, em ambos os procedimentos utilizados. Aos cinco dias, no
processo de fumigacdo, detectou-se uma redugdo da densidade de esporos entre
os tratamentos T1 (2 x 10% e T2 (0,68 x 10°). Com dez dias, ocorreram redugdes
entre esses tratamentos em todas as técnicas de aplicacdo do 6leo essencial
(contato, T1 = 2,33 10° e T2 =1,43 x 10°), (fumigacdo, T1 = 4,37 x 10°e T2 =
0,74 x 106). Na técnica de contato, com excecdo dos tratamentos T3 e T4, os
demais apresentaram aumentos significativos de densidades de esporos entre
cinco e dez dias. Na técnica de fumigacio, apenas a testemunha (3,50 x 10° e
4,63 x 106) e o tratamento T1 (0,68 x 10° e 0,74 x 106) apresentaram aumentos
significativos na producdo de esporos. Em ambas, a inibi¢do total da geminagdo
de esporos ocorreu a partir do tratamento T3 (0,50 pL/mL) (Tabela 5, Figura 3).

Com relagd@o aos aspectos morfoldgicos, constatou-se nas testemunhas,
absoluta e relativa, a presenca de conidios de coloragdo esverdeada. Nos demais
tratamentos que continham o O6leo essencial, os conidios apresentavam-se
incolores.

Os resultados da atividade fungitéxica de Tanaecium nocturnum estdo
condizentes com os diversos efeitos biologicos de 6leos essenciais relatados por
diversos autores. Os constituintes identificados neste trabalho, tais como,
benzaldeido, dlcool benzilico, benzoatos e eugenol, tém sido pesquisados e seus
resultados confirmam atividades antifingicas (Devarajan et al., 2002; Krebs et

al., 1983; Silva et al., 2005; Vaughn & Spencer, 1994). Quando aplicados
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isoladamente, o benzaldeido tem apresentado citotoxicidade contra Aspergillus
ninger, R. solani, Laetiporus sulphureus, Coriolus versicolor e Candida
albicans; o alcool benzilico em relagdo aos Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Cdndida albicans; os benzoatos contra Cladosporium cladosporioides e
Cladosporium sphaerospermum. O eugenol, embora encontrado em baixas
concentracdes no 6leo essencial, tem sido relatado com variadas atividades
fungitéxicas, Entre elas contra o Laetiporus sulphureu e Coriolus versicolor
(Devarajan et al., 2002; Gupta & Kaisheva, 2003; Pereira, 2001; Silva et al.,
2005; Wang et al., 2005). Efeito fungitdxico contra o Aspergillus flavus também
tem sido publicados com a aplicagdo do O6leo essencial de Cinnamomum
zeilanicum Breym. Nas andlises da composi¢cdo quimica do 6leo essencial dessa
espécie, também foi evidenciada a presenca de eugenol, benzaldeido e de
benzoato de benzila (Lima et al., 2005; Viegas, 2005).

As indicacdes da presenca de mandelonitrila e de benzoato de
mandelonitrila no 6leo essencial, embora muito instdveis, podem estar
potencializando o efeito fungitéxico desse metabdlito secundério, devido aos
seus elevado grau de toxicidade (Darling et al., 2001).

Apesar de neste trabalho a produgdo de aflatoxina nio ter sido avaliada,
pesquisadores comprovam uma forte influéncia da reproducdo do fungo com a
presenca dessa micotoxina. No caso do Aspergillus flavus, um decréscimo na
esporulagcdo reprime a producdo de metabdlitos secunddrios (aflatoxinas Bl e
B2). Isso ocorreu provavelmente devido a existéncia de uma rota metabdlica,
que € controlada pela proteina G. Fatores como estresse, viruléncia e
principalmente externos sdo os responsdveis pela reducdo da esporulagdo
(Brodhagen & Keller, 2006). Com base nesse aspecto, a producdo de aflatoxina

pode ter sido reprimida, a partir da menor quantidade de dleo essencial aplicada

(0,125 puL/mL).
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De acordo com alguns trabalhos publicados, o efeito antifingico do 6leo
essencial depende da composi¢do quimica e do método de aplicacdo (Chu et al.,
2001; Suhr & Nielsen, 2003). Alguns compostos fendlicos, como timol e
eugenol, t€m sido mais eficientes quando aplicados diretamente ao meio de
cultura, enquanto compostos menores, como o alil isotiocianato e citral sdo mais
eficazes quando utilizados por meio de fumigacdo (Suhr & Nielsen, 2003).
Neste trabalho, constatou-se uma superioridade da técnica de contato em relacao
a fumigagdo para a inibicao micelial em dosagens do 6leo essencial inferiores a

1,0 uL/mL. Para a esporulacdo, os resultados ndo foram expressivos.
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4 CONCLUSOES

O dleo essencial de Tanaecium nocturnum apresentou como componente

majoritdrio o benzaldeido.

Pelos resultados dos bioensaios realizados até 10 dias de incubacio,
verificou-se que a inibi¢do total do crescimento micelial ocorreu quando
utilizou-se o 6leo essencial nas concentragdes de 0,5 uL/mL na técnica de
contato e 1,0 uL/mL na técnica de fumigacdo. Em ambas as técnicas, o 6leo
essencial inibiu a esporulacdo a partir da concentracdo de 0,5 pL/mL.

A acdo fungitéxica do 6leo essencial sobre o Aspergillus flavus pode ser
provavelmente atribuida a presenca do benzaldeido, em associagdo com dlcool

benzilico, benzoato de metila, etila e benzila, eugenol e mandelonitrila.
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TABELA 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas frescas de
Tanaecium nocturnum.

Constiuintes IK* % Area
Benzaldeido 962 74,70
1-Octen-3-ol 981 0,81
0-Cimeno 1022 0,21
Alcool benzilico 1035 7,89
Fenilacetaldeido 1041 0,60
Benzoato de metila 1090 0,65
Benzoato de etila 1168 0,93
Salicilato de metila 1188 0,26
Safrol 1283 0,87
Mandelonitrila wE 3,96
Eugenol 1354 0,21
Benzoato de benzila 1758 3,28
Total identificado 94,37

* Indices de Kovats calculados
** Ndo encontrado em literatura

TABELA 2. Dados de massas espectral (GC/EM) de constituintes quimicos
identificados em secre¢des de Parafontaria tonominea (*) e
Riukiaria semicircularis semicircularis (*) e no 6leo essencial de
Tanaecium nocturnum.

Constituintes m/z (int.rel.)

Benzaldeido 106 ([M]7, 100), 105 (98), 77 (79), 51(26)*
106 ([M]", 66), 105 (71), 77 (100), 51 (64)

Mandelonitrila 133 ([M]*, 32), 115 (19), 106 (93), 105 (100), 77 (88), 51 (28)*
133 (IM]%, 52), 115 (31), 106 (45), 105 (82), 77 (100), 51 (35)

163



TABELA 3. Valores médios da inibicdo do crescimento micelial (ICM) em
funcdo do efeito fungitéxico do 6leo essencial utilizando a técnica

de contato.

ICM

Tratamentos (%)
5 dias 10 dias

TA 0,0aA 0,0aA
DMSO 0,0aA 0,0aA
T1=0,125 uL/mL 31,65bA 35,43bA
T2 = 0,25 ul./mL 50,85cA 49,19cA
T3 =0,50 uL/mL 100,00dA 100,00dA
T4 =1,0 uL/mL 100,00dA 100,00dA

Meédias seguidas de mesma letra, sendo mindscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
CV(%) = 6,91 Média Geral = 47,43

TABELA 4. Valores médios da inibi¢do do crescimento micelial ((ICM) em
funcdo do efeito fungitéxico do 6leo essencial utilizando a técnica
de fumigagao.

ICM

Tratamentos (%)
5 dias 10 dias

TA 0,0aA 0,0aA
T1=0,125 pL/mL 23,56bA 18,80bA
T2 =0,25 uL/mL 50,63cA 32,94cB
T3 =0,50 uL/mL 100,00dA 80,71dB
T4 = 1,0 uL/mL 100,00dA 100,00eA

Meédias seguidas de mesma letra, sendo mindscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
CV (%) = 5,84 Média Geral = 48,60
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TABELA 5. Valores médios da produgdo de esporos em funcdo do efeito
fungitéxico do dleo essencial utilizando as técnicas de contato e

fumigacdo.
Contato* Fumigacao**
Tratamentos N° de esporos/cm’ N° de esporos/cm’
S dias 10 dias 5 dias 10 dias
TA 3,50x 10°aA 4,63 x 10%aB 3,50 x 10°aA 4,63 x 10°aB
DMSO 3,63 x 10°aA 5,00 x 10°aB - -

T1=0,125puL/mL  045x 10°A  233x10°bB 2,00 x 10°bA 4,37 x 10°aB
T2=025puL/mL  045x 10°bA  1,43x10°%¢B 0,68 x 10°cA 0,74 x 10°bA
T3 = 0,50 uL/mL 0,00cA 0,00dA 0,00dA 0,00cA
T4 =1,0 pL/mL 0,00cA 0,00dA 0,00dA 0,00cA
Meédias seguidas de mesma letra, sendo mindscula na coluna e maidscula na linha, para cada técnica de

aplicacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
*CV (%) = 19,31 Média Geral = 1,79 x 10° **CV(%) = 12,16 Média Geral = 1,59 x 10°.
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FIGURA 1. Efeito do dleo essencial sobre a inibi¢do do crescimento

micelial do Aspegillus flavus utilizando técnicas de contato e
fumigacao.
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FIGURA 2. Efeito do dleo essencial sobre a producdo de esporos do
Aspegillus flavus utilizando técnicas de contato e fumigagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste projeto de pesquisa, foram atingidos os objetivos pré-
estabelecidos, em fun¢do de demandas apresentadas pela comunidade
Amazo6nica. O volume de informag¢des geradas e divulgadas posteriormente vao
de encontro aos varios seguimentos da Amazonia e especificamente no Estado

do Acre. Entre estes estdo:

- os consumidores diretos, que utilizam essas plantas sem nenhum controle do
potenciai biolégico;

- os pesquisadores das d4reas fitogenética, fitotécnica, entomoldgica e
farmacéutica, que vém conduzindo uma gama de projetos sem conhecimento
fitoquimico das referidas espécies;

- 0s extrativistas organicos (seringueiros e colonos) de castanha-do-brasil, que
véem nos produtos naturais uma forma de controle para a aflatoxina;
- para os quimicos que buscam principios ativos naturais para desenvolvimento

de novas drogas.

Entre os principais resultados obtidos destacam-se:

- a identificacdo de trés amidas anestésicas na espécie Piper piscatorum;

- o efeito antiaflatogénico do 6leo essencial de Tanaecium nocturnum ;

- os cuidados que se devem ter com a matéria-prima das referidas espécies,
devido a instabilidade de compostos fixos e volateis apresentados durante o
processo de secagem;

- a eficiéncia do CO, supercritico na extra¢do das amidas identificadas.
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ANEXOS GERAIS

1. Tabelas de Analises de Variancia

1.1 CAPITULO 2

1.1.1. Rendimento de 6leo essencial de Piper piscatorum

TABELA 1.1.1. Quadrados médios da anélise de variancia do rendimento de éleo
essencial extraido de raizes de Piper piscatorum, submetidas as
diferentes temperaturas de secagem (30°C e 40°C).

Fatores de variacdo  GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamentos 2 0,177880 0,088940 142,684 0,0000
Residuo 12 0,007480 0,000623
Total corrigido 14 0,185360
CV (%) = 26,01 Média geral = 0,096
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1.1.2. Rendimento do extrato de Piper piscatorum

TABELA 1.1.2. Quadrados médios da andlise de varidncia do rendimento do
extrato (%b.s.) obtido de raizes de Piper piscatorum em fungao
do tipo de solvente e técnicas de extragdes

Fatores de variacdo  GL SQ QM FC Pr>Fc
Téc. de ext. (TE) 1 14,347260  14,347260 305,358 0,0000
Matéria-prima (MP) 1 4,873500 4,873500 103,725 0,0000
Solventes (S) 4 421,200450 10,5,300112 2241,143  0,0000
TE*MP 1 1,029660 1,029660 21,915 0,0000
TE*S 4 9,261390 2,315347 49,278 0,0000
MP*S 4 8,410950 2,102738 44723 0,0000
TE*MP 4 0,717690 0,179423 3,819 0,0101

Residuo 40 1,879400 0,046985

Total corrigido 59 461,720300
CV (%) =5,65 Média geral = 3,84
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1.2. CAPITULO 3

1.2.1. Rendimento do extrato de Piper piscatorum

TABELA 1.2.1. Quadrados médios da andlise de varidncia do rendimento do
extrato (%b.s.) de Piper piscatorum, obtido durante o tempo
dindmico, em funcdo da matéria-prima, tipo de solvente e
temperatura de extragdo.

Fatores de variacio  GL SQ QM FC Pr>Fc
Temperatura (T) 1 1,698678 1,698678 116,570 0,0000
Matéria-prima (MP) 1 0,448900 0,448900 30,805 0,0000
Solventes (S) 2 14,803006  7,401503 507,919 0,0000
T*MP 1 0,435600 0,435600 29,892 0,0000
T*S 2 0,569872 0,284936 19,553 0,0000
MP*S 2 3,280550 1,640275 112,562 0,0000
T*MP 2 0,146617 0,073308 5,031 0,0150
Residuo 24 0,349733 0,014572
Total corrigido 35  21,732956
CV (%) =6,75 Média geral = 1,79
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1.2.2. Teores de piperovatina no extrato (% Area)

TABELA 1.2.2. Quadrados médios da andlise de varidncia do teor de
piperovatina (% Area) de Piper piscatorum, obtido durante o
tempo dindmico, em funcdo da matéria-prima, tipo de solvente
e temperatura de extragao.

Fatores de variacdo GL SQ QM FC Pr>Fc
Temperatura (T) 1 729,186178 759,186178 345,993 0,0000
Matéria-prima (MP) 1  1938,640900 1938,640900 883,521 0,0000
Solventes (S) 2 382,646772 191,323386 87,194 0,0000
T*MP 1 37,699600  37,699600 17,181 0,0004
T*S 2 127,545839  63,772919 29,064 0,0000
MP*S 2 493,104817 246,552408 112,364 0,0000
T*MP 2 42,393150  21,196575 9,660 0,0008
Residuo 24 52,661333 2,194222
Total corrigido 35 3833,878589
CV (%) =17,69 Média geral = 19,27
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1.2.3. Massa de piperovatina (g/100g de matéria-prima b.s.)

TABELA 1.2.3. Quadrados médios da andlise de varidncia da massa de
piperovatina (g/100g b.s) de Piper piscatorum, obtido
durante o tempo dindmico, em fun¢do da matéria-prima, tipo
de solvente e temperatura de extracio.

Fatores de variacdo  GL SQ QM FC Pr>Fc
Temperatura (T) 1 0,115600 0,115600 378,327 0,0000
Matéria-prima (MP) 1 0,313600 0,313600  1026,327  0,0000
Solventes (S) 2 0,653906 0,326953  1070,027  0,0000
T*MP 1 0,030044 0,030044 98,327 0,0000
T*S 2 0,248150 0,124075 406,064 0,0000
MP*S 2 0,154550 0,077175 252,573 0,0000
T*MP 2 0,051772 0,25886 84,718 0,0000

Residuo 24 0,007333 0,00306

Total corrigido 35 1,574756
CV (%) = 5,66 Média geral = 0,31
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1.2.4. Teores de pipercallosidina no extrato (% Area)

TABELA 1.2.4. Quadrados médios da andlise de varidncia do teor de
pipercallosidina (% Area) de Piper piscatorum, obtido durante
o tempo dindmico, em fun¢cdo da matéria-prima, tipo de
solvente e temperatura de extragao.

Fatores de variacdo  GL SQ QM FC Pr>Fc
Temperatura (T) 1 28,604669  28,604669 615,743 0,0000
Matéria-prima (MP) 1  122,803336 122,803336 2643,459  0,0000
Solventes (S) 2 42,643817  21,321908 458,974 0,0000
T*MP 1 3,603669 3,603669 77,572 0,0000
T*S 2 51,029839  25,514919 549,233 0,0000
MP*S 2 16,138706 8,069353 173,700 0,0000
T*MP 2 18,939106  9,469553 203,841 0,0000
Residuo 24 1,114933 0,046456
Total corrigido 35 284,878075
CV (%) =28,12 Média geral = 2,65
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1.2.5. Massa de pipercallosidina (g/100g de matéria-prima b.s.)

TABELA 1.2.5. Quadrados médios da andlise de varidncia da massa de
pipercallosidina (g/100g b.s) de Piper piscatorum, obtida
durante o tempo dindmico, em fun¢do da matéria-prima, tipo
de solvente e temperatura de extracio.

Fatores de variacdo  GL SQ QM FC Pr>Fc
Temperatura (T) 1 0,011025 0,011025 380,172 0,0000
Matéria-prima (MP) 1 0,044944 0,044944  1549,793  0,0000
Solventes (S) 2 0,044155 0,022078 761,300 0,0000
T*MP 1 0,002116 0,002116 72,966 0,0000
T*S 2 0,013997 0,006998 241,319 0,0000
MP*S 2 0,033462 0,016731 576,934 0,0000
T*MP 2 0,008396 0,004198 144,761 0,0000
Residuo 24 0,000696 0,000029
Total corrigido 35 0,158791
CV (%) =10,71 Média geral = 0,05
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1.3. CAPITULO 4

1.3.1. Rendimento de 6leo essencial de Tanaecium nocturnum

TABELA 1.3.1. Quadrados médios da anélise de variancia do rendimento de éleo
essencial extraido de raizes, caules e folhas de Tanaecium

nocturnum, submetidas a diferentes temperaturas de secagem
(30°C e 40°C).

Fatores de variacio  GL SQ QM FC Pr>Fc
Matéria-prima (MP) 2 0,023284 0,011642 7,604 0,0018
Tratamentos (T) 2 5,307124 2,653562 1733,096 0,0000

MP*T 4 2,957529 0,739382 482,906 0,0000
Residuo 36 0,055120 0,001531
Total corrigido 44 8,343058
CV (%) =16,73 Média geral = 0,58
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1.4. CAPITULO 5

1.4.1. Inibicio do crescimento micelial de Aspergillus flavus

TABELA 1.4.1.1. Quadrados médios da andlise de varidncia da inibicdo do
crescimento micelial de Aspergillus flavus, utilizando a
técnica de contato.

Fatores de variacio  GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamentos 5 60797,4682 12159,4936 1133,288 00,0000
Dias 1 1,0000 1,0000 0,093 0,7628
Tratamentos*Dias 5 24,5569 49114 0,458 0,8035
Residuo 24 257,5055 10,7294
Total corrigido 35 61080,5307
CV (%) =691 Média geral = 47,4250

TABELA 1.4.1.2. Quadrados médios da andlise de varidncia da inibicdo do
crescimento micelial de Aspergillus flavus, utilizando a
técnica de fumigacao.

Fatores de variacio  GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamentos 4 40738,3711 10184,5928 1264,198  0,0000
Dias 1 1168,2528 1168,2528 145,013 0,000
Tratamentos*Dias 4 1729,0599 432.2650 53,656 0,000
Residuo 20 161,1234 8,0562
Total corrigido 29 43796,8072
CV (%) =5,84 Média geral = 48,5983
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1.4.2. Efeito do éleo essencial sobre a producao de esporos de Aspergillus
flavus

TABELA 1.4.2.1. Quadrados médios da andlise de varidncia da contagem de
esporos utilizando a técnica de contato.

Fatores de variacio  GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamentos 5 113,1133 22,6227 190,19 0,0000
Dias 1 7,2003 7,2003 60,532 0,0000
Tratamentos*Dias 5 4,3079 0,8616 7,243 0,0003
Residuo 24 2,8548 0,1190
Total corrigido 35 127,4763
CV (%) = 19,31 Média geral = 1,79 x10°

TABELA 1.4.2.2. Quadrados médios da andlise de varidncia da contagem de
esporos utilizando a técnica de fumigacgao.

Fatores de variacdo  GL SQ QM FC Pr>Fc
Tratamentos 4 86,9838 21,7459 579,689 0,0000
Dias 1 3,8021 3,8021 101,353 0,0000
Tratamentos*Dias 4 6,5317 1,6329 43,529 0,0000
Residuo 20 0,7503 0,0375
Total corrigido 29 98,0678
CV (%) = 12,16 Média geral = 1,59 x10°
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