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RESUMO

Os 6leos essenciais das folhas secas de um espécime de Piper divaricatum G. Mey. (Piperaceae)
cultivado em Belém (Paré&/Brasil) foram obtidos por hidrodestilacdo, e analisados atraves de
cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). As coletas foram
realizadas as 6h, 10h, 14h, 18h e 22h nos meses de fevereiro (inverno amazonico) e outubro (verdo
amazonico) de 2016. Os rendimentos de 6leos essenciais variaram de 4,05% (fevereiro/18h) a 5,96%
(outubro/6h). Os constituintes majoritarios dos o6leos essenciais foram os fenilpropandides
metileugenol, que variou de 42,67% (outubro) a 59,13% (fevereiro) nos horarios de 22h; eugenol, de
8,7% (outubro/6h) a 19,96% (fevereiro/10h), e acetato de eugenila, de 8,74% (fevereiro/22h) a
14,94% (outubro/22h). A maior producdo de Oleo essencial ocorreu no verdo amazonico, e as
tendéncias de comportamento ritmicas, principalmente a nivel circadiano de eugenol/metileugenol
variaram ao longo do ciclo de 16h.

Palavras-chave: Piper divaricatum, eugenol, metileugenol

ABSTRACT

The essential oils of the dried leaves of Piper divaricatum G. Mey. (Piperaceae) cultivated in Belém
(Par&/Brazil), were obtained by hydrodistillation, and analyzed by gas phase chromatography coupled
to mass spectrometry (GC/MS). The samples were collected at 6:00 am, 10:00 am, 2:00 pm, 6:00 pm
and 10:00 pm in February (Amazon winter), and October (Amazon Summer) 2016. The yields of
essential oils ranged from 4.05% (February/18h) to 5.96% (October/6h). The major constituents of
essential oils were methyleugenol, which ranged from 42.67% (October/22h) to 59.13%
(February/22h); eugenol, that varied from 8.7% (October/6h) to 19.96% (February/10h), and eugenyl
acetate, from 8.74% (February/22h) to 14.94% (October/22h). The highest yield of essential oil was
obtained during the Amazon summer. The content of eugenol/methyleugenol varied as a function of
circadian study.

Keywords: Piper divaricatum, eugenol, methyleugenol.

1 INTRODUCAO

A familia Piperaceae compreende 4 géneros (Piper, Peperomia, Manekia e Zippelia) com
aproximadamente 4.000 espécies no mundo. A maioria das espécies sdo dos géneros Piper e
Peperomia (WANKE et al., 2007; MONTEIRO; GUIMARAES, 2009). O género Piper corresponde
cerca de 700 espécies, &€ 0 maior entre Piperaceae, com ocorréncia em diferentes habitats, na sua
maioria imidos, em areas desmatadas ou perturbadas em florestas (YUNCKER, 1972). Esse género
possui espécies usadas na medicina tradicional e de importancia econémica, tais como P.
crassinervium H.B. & K., conhecida como jaborandi, P. hispidinervum C.DC. (pimenta longa), P.
aduncum L. (pimenta-de-macaco), P. nigrum (pimenta-do-reino), entre outras (GOGOSZ et al.,
2012).
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Piper divaricatum G. Mey. (Piperaceae) € uma espécie arbustiva nativa, porém ndo endémica
no Brasil. Possui ocorréncia confirmada em todas as regiGes do Centro-oeste e Sudeste, e também
esta presente em algumas regides do Norte e Nordeste. Tem como dominio fitogeogréfico Amazénia,
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (GUIMARAES et al., 2015). A espécie P. divaricatum também
é vulgarmente conhecida como pau-de-angola, jaborandi-manso e “bettle” (ANDRADE et al., 2009).
As folhas e raizes sdo popularmente usadas, quando cozidas, para banhos antirreumaticos e, em
infusdo, sdo empregadas internamente contra dores reumaticas e colicas (ANDRADE et al., 2009;
SILVA, J. Aetal., 2014).

Os 0leos essenciais sdo comumente utilizados em funcdo de sua capacidade aromatizante, mas
também tém é descrito por suas propriedades funcionais (SOUTO et al., 2012). Estes sdo oriundos
do metabolismo secundario dos vegetais e sdo armazenados em estruturas secretoras ou tricomas
localizados em ramos ou folhas (SANTOS et al., 2015), sendo utilizados pela indUstria alimenticia,
quimica e farmacéutica, pois alguns dos componentes quimicos dos 6leos podem ser utilizados
industrialmente como fixadores, fragrancias, aromas e condimentos (MIGUEL, 2011: RI10S, 2015).

O oleo essencial de P. divaricatum, em especifico, possui como um dos seus constituintes
majoritarios o eugenol (SOUTO et al., 2012), composto amplamente estudado devido as suas
atividades bioldgicas (BELLO et al., 2018). A literatura tem reportado diferentes propriedades do
6leo essencial de P. divaricatum, tais como capacidade antioxidante (SILVA, J.K.R et al.,2014;
CORPES et al., 2019; DE OLIVEIRA et al., 2019); atividade antibacteriana frente a bactérias Gram-
negativas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica Ser. Typhimurium
e Gram-positivas como Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
(BARBOSA et al., 2012;); antifungica contra cepas de Cladosporium spp e Fusarium solani f. sp.
piperis (SILVA et al., 2010; SILVA et al, 2014) e até mesmo como anestésico para a sedacdo de
peixes (VILHENA et al., 2019).

A composi¢do quimica dos metabolitos secundarios pode sofrer influéncia da sazonalidade,
uma vez que os constituintes ativos ndo sao constantes durante o ano. O ritmo circadiano também
pode gerar alteracdes na composicao quimica, dependendo da espécie, uma vez que ao longo do dia
ocorrem variagdes na incidéncia de luminosidade, alteracdes de temperatura, umidade e pluviosidade
(GOBBO-NETO, LOPES, 2007; MONTEIRO, BRANDELLI, 2017). Estudos sobre o a influéncia
do ritmo circadiano em Piper spp e sazonalidade em P. cernnum, indicaram que a composicao
quimica de ambos sofreu variagdes quantitativa e qualitativa dos 6leos essenciais, respectivamente
(MORAES et al., 2014; GASPARETTO et al., 2016).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o rendimento e a composi¢do quimica do 0leo

essencial das folhas de Piper divaricatum G. Mey, tipo quimico eugenol/metileugenol em funcéo da
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sazonalidade e ritmo circadiano.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL BOTANICO

Folhas de P. divaricatum, quimiotipo eugenol/metileugenol, foram coletadas de um exemplar
propagado (de um clone de um espécime coletado em Breves, Pard) por estaquia e cultivado em
residéncia na cidade de Belém (PA). A identificacdo botanica foi feita pela Dra. Elsie Guimaraes,
especialista na familia. Uma amostra foi incorporada a colecdo de Plantas Aromaéticas do Herbéario
“Jodo Murca Pires” da Coordenagdo de Botinica do Museu Emilio Goeldi (MPEG) sob nimero de
registro MG165212. As coletas foram realizadas em dois periodos do ano de 2016: fevereiro (periodo
chuvoso/inverno amazdnico) e outubro (periodo seco/verdo amazénico) nos horarios de 6h, 10h, 14h,
18h e 22h.

2.2 OBTENGAO DO OLEO ESSENCIAL

Os oleos essenciais foram extraidos das folhas secas (secagem em sala climatizada, durante sete
dias e posteriormente moidas), submetidas a hidrodestilagdo durante 3h, usando um sistema de vidro
tipo Clevenger modificado acoplado a um sistema de refrigeracdo para manutencdo da agua de

condensacdo em torno de 15 °C. Os 6leos obtidos foram centrifugados e secos com NaSO4 anidro.

2.3 DETERMINAC}AO DA UMIDADE RESIDUAL E CALCULO DO RENDIMENTO

A porcentagem de umidade das amostras foi obtida através de determinador de umidade 1D50
Marte por infravermelho, com temperatura de 115 °C por 30 minutos.
O rendimento (%) do 6leo essencial extraido da biomassa vegetal foi determinado através da equacao
1:

Rendimento (%)
1)
Volume do 6leo obtido (mL)
_ x 100%

. A massa do material botanico x umidade
massa do material botanico (g) — ( 00 &) )

2.4 ANALISE QUIMICA
A composicdo quimica foi analisada no laboratorio Adolpho Ducke do MPEG por
cromatografia de fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), em sistema Shimadzu

QP-2010 Plus, equipado com coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 m de espessura de filme). O
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gas de arraste usado foi 0 hélio com fluxo de 1,2mL/min. A injecdo da amostra (1 pL de uma solugédo
de 2 pL de 6leo em 1mL de hexano) sem divisdo de fluxo. A temperatura do injetor e da interface foi
de 250 °C. O programa de temperatura do forno foi de 60 — 250 °C, utilizando-se uma rampa de 3
°C/min. O espectrémetro de massas foi por impacto eletronico a 70 eV e a temperatura da fonte de
fons 200 °C. A identificacdo dos componentes volateis foi baseada no indice de retencéo linear (IR)
calculado em relacdo aos tempos de retencdo de uma série homologa de n-alcanos e no padréo de
fragmentacdo observados nos espectros de massas, por comparacdo destes com amostras autenticas

existentes nas bibliotecas do sistema de dados e da literatura (ADAMS, 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL

Os rendimentos dos 6leos essenciais obtidos das folhas de P. divaricatum por hidrodestilacdo
e as umidades da planta no momento da extragcdo, provenientes do estudo sazonal (fevereiro e

outubro) e circadiano encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Rendimentos (%) de 6leos essenciais das folhas de Piper divaricatum obtidos no estudos sazonal e circadiano.

Fevereiro Outubro
6 h 10h 14h 18h 22h| 6h 10h 14h 18h 22h

rendimento
(%0)
teor de

445 447 471 405 464 | 59 562 511 528 4,37

umidade 1030 10,64 11,71 948 964 |1208 11,13 12,05 1012 8,79
(%)

Na figura 1 encontra-se a variagdo do rendimento de dleo essencial das folhas secas de P.
divaricatum do estudo circadiano realizado no verao (outubro) e inverno (fevereiro) amazénicos, na
qual observa-se que a maior producdo de Oleo foi obtida no verdo amazénico as 6 h (5,96%) e o
menor teor no inverno amazoénico as 18 h (4,05%). Os melhores rendimentos de 6leo essencial foram
obtidos no periodo seco (outubro), com excecdo do horario de 22 h, cujo teor de 6leo foi levemente

superior no periodo chuvoso (fevereiro).

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 6, p. 41356-41369, jun. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

Figura 1- Variacdo do rendimento de 6leo essencial das folhas de Piper divaricatum no estudo circadiano nos periodos
de inverno (fevereiro) e verdo (outubro) amaz6nicos.
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Os rendimentos dos 6leos das folhas secas de P. divaricatum, nas coletas dos periodos
chuvoso (fevereiro) e seco (outubro) apresentaram comportamentos opostos ao longo do ritmo
circadiano. Das 6 as 14 h, a producdo de 6leo aumenta em fevereiro, e diminui em outubro, no horério
das 18 h a producao de 6leo diminui em fevereiro e aumenta em outubro, e por fim as 22 h a producéo
de dleo volta a aumentar em fevereiro e diminuir em outubro.

Andrade e colaboradores (2009) realizaram um estudo sazonal e circadiano do 6leo essencial
das folhas e ramos secos de um espécime de P. divaricatum clonado de um exemplar coletado em
Breves, Para. Os rendimentos de 6leos essenciais variaram consideravelmente em relacdo ao més e a
hora de coleta, cujo menor valor (0,9%) foi observado as 6h do més de julho, e o maior valor (7,0%)
as 18h de outubro. Sousa et al (2019) avaliaram a variacdo do rendimento de 6leo essencial em funcéo
da granulometria e técnica de extracdo (hidrodestilagdo e arraste a vapor) e perceberam que 0sS
melhores teores foram alcancados para as particulas de granulometria média (1,11mm + 0,01)
empregando a destilacdo por arraste a vapor (6,0% = 0,08).

No presente estudo o maior teor de 6leo essencial também foi obtido no més de outubro,
porém na coleta de 6h (5,96%), e a menor producdo (4,05%) em fevereiro, bem superior ao
encontrado por Andrade e colaboradores (2009). A diferenca no teor de dleo entre os dois estudos
pode ter ocorrido com relagdo ao processamento do material botanico, visto que Andrade et al. (2009)
submeteu as folhas e ramos secos juntos ao processo de hidrodestilagéo, diferentemente deste trabalho

onde foram utilizadas somente folhas.
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3.2 COMPOSICAO QUIMICA
Os constituintes quimicos identificados nos o6leos essenciais das folhas de P. divaricatum,
provenientes dos estudos circadiano e sazonal encontram-se na Tabela 2 em ordem crescente de seus

respectivos indices de retencdo. No total foram identificados 49 constituintes.

Tabela 2 - Constituintes quimicos (>0,5%) identificados nos dleos essenciais das folhas de Piper divaricatum,
provenientes dos estudos circadiano e sazonal.

Fevereiro Outubro

Folhas Horario de coleta Horario de coleta

I.LR | Constituintes 06h | 10h | 14h |18h |22h |06h | 10h |14 |18h | 22h
h

103 | B-Felandreno 0,56 | 0,31 0,58 | 0,59
2
103 | (2)-p-Ocimeno 0,3 0,16 | 1,17 |03 |0,32|041 |0,17 |01 |0,31 | 0,51
6 1
104 | (E)-p-Ocimeno 461 [ 3,13 532|432 |50 |435 |299 |28 |455 |5,19
8 1
133 | 5-Elemeno 0,21 | 0,18 0,19 | 0,17 | 0,58 [ 0,54 | 0,5 | 0,56 | 0,48
0 4
135 | Eugenol 186 | 199 16,3 | 19,7 | 146 | 8,7 109 |85 | 10,0 | 125
4 1 6 6 1 7 2
138 | B-Elemeno 557 |545 | 601|548 |55 |7,77 | 741 |76 |7,28 |6,74
1 8
140 | Metileugenol 50,8 | 51,4 |53,1 465|591 |49,1 |475 |52, |445 |426
5 7 2 1 5 3 8 9 5 7
142 | (E) Cariofileno 453 398 [4,2 496 | 4,14
1 3
143 | p-Copaeno 0,37 |03 |035|037|031 108 |11 10 (1,1 0,99
2 7
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145 | (E)-B-Farneseno 0,46 | 042 (05 |05 |043|01 |0,07 |00 |0,06 |0,08
4 6

145 | a-Humuleno 0,49 | 046 |04 |0,48 | 0,42
6 5

148 | Germacreno D 2,48 | 2,05 | 2,23 2,38 | 2,09 |526 | 509 |52 |523 |451
2 2

149 | Biciclogermacreno 0,72 | 0,71 | 0,7 | 0,69 | 0,64
4 1

149 | y-Amorfeno 0,48 {05 |04 |0,49 |0,43
7 8

150 | a-Selineno 0,56 | 0,44 (0,6 |0,62 0,44

3

151 | Acetato de eugenila | 11,6 | 13,0 | 10,6 | 13,8 | 8,74 | 9,96 | 12,1 9,2 | 13,1 | 149
9 3 9 9 6 2 8 0 4
154 | Elemicina 152 | 1,74 146 |14 |157 3,11 |3,15 |34 |3,23 | 2,59
8

O fenilpropanoide metileugenol foi o constituinte majoritario nas folhas nos dois periodos de
coleta e em todos os horarios, variando de 42,67% (outubro/22 h) a 59,13% (fevereiro/22 h), seguido
de eugenol, de 8,7% (outubro/6h) a 19,96% (fevereito/10h), e acetato de eugenila, de 8,74%
(fevereiro/22h) a 14,94% (outubro/22h), essas variagdes podem ser observadas na figura 2 (A e B),
ou seja, 0s constituintes eugenol e acetato de eugenila apresentaram comportamentos semelhantes
durante o ritmo circadiano nos dois periodos de coletas, enquanto metileugenol apresentou

comportamento diferenciado em relacéo aos dois constituintes, nos dois periodos (chuvoso e seco).
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Figura 2- Variagdo dos constituintes majoritarios (>10%) do 6leo essencial das folhas de Piper divaricatum durante o

estudo circadiano, no més de fevereiro (inverno) (A) e Outubro (verdo) (B).

Rendimento (%)

A

Fevereiro

= =eugenol
metileugenol
19,9 )
18,6 F—— 6\16,3/19 76\14'6
acetato de eugenila
6h 10h 14h 18h 22h

Horério da coleta (h)

Rendimento (%)

B

Outubro

— —-eugenol
metileugenol

12 42 125
b9 —— (i} —— B /10'07/ )
’ i acetato de eugenila

6h 10h 14h 18h 22h

Horério da coleta (h)

A figura 3 apresenta a variagdo de metileugenol, onde os teores séo similares nos dois
periodos de coleta (fevereiro e outubro), com a maior oscilacdo entre os teores obtidos no horario das
22h. A figura 4 apresenta a variacao do teor de eugenol no estudo circadiano nas coletas de fevereiro
e outubro. A producdo de eugenol no periodo chuvoso (fevereiro) foi superior, cerca de 50%, ao

periodo seco (outubro) em todos os horarios de coleta, exceto as 22h, onde os teores se aproximaram

mais.
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Figura 3-Variagdo do teor de metileugenol no 6leo essencial das folhas de Piper divaricatum no estudo circadiano do
inverno (fevereiro) e verdo (outubro) amazonicos.

(o))
o

H Fevereiro

m ll m m I] R
6 10 14 18 22

Horério da coleta (h)

Rendimento (%)
= N w E w1
o o o o o

o

Figura 4-Variacdo do teor de eugenol no 6leo essencial das folhas de Piper divaricatum no estudo circadiano do inverno
(fevereiro) e verdo (outubro) amazénicos.
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Acetato de eugenila, também apresenta teores semelhantes entre os horarios de 6h as 18h, nos

dois periodos de coletas, porém no horario das 22h o teor obtido em outubro foi bem mais acentuado
em relacéo a fevereiro (figura 5).

Figura 5. Variacéo do teor de acetato de eugenila no 6leo essencial das folhas de Piper divaricatum no estudo circadiano
do inverno (fevereiro) e verdo (outubro) amazdnicos.
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Andrade et al. (2009) avaliaram a influéncia das variac6es sazonal e circadiana na composicao
quimica do oleo essencial das folhas e ramos de P. divaricatum e relataram que os teores de
metileugenol variaram de 16,9% (maio) a 93,2% (outubro) e eugenol de 46,1% (maio) a 1,8%
(agosto). Por outro lado, Barbosa et al (2012) acompanharam a influéncia do ritmo circadiano
(horérios de coleta: 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24h) na composic¢do quimica do 6leo essencial de um
espécime de P. divaricatum rico em safrol e observaram que o teor do componente majoritario nao
sofreu influéncia ao longo do periodo de coleta (92.0 £0.2% a 98.1 £0.1%).

Alguns fatores podem influenciar a ocorréncia de variagdes na composicdo dos 6leos, tais
como o estagio de desenvolvimento da planta, ou seja, a producdo de metabolitos secundarios pode
alterar com relacdo a idade da planta, outro fator é o estresse da planta com relacdo a sazonalidade

ocorrida no periodo, ano/més, e até mesmo o dia da coleta do material botéanico.

4 CONCLUSOES
O maior rendimento de 6leo essencial das folhas ocorreu no periodo seco (outubro), as 6h
(5,96%). As tendéncias de comportamento ritmicas, principalmente a nivel circadiano de

eugenol/metileugenol variaram ao longo do ciclo de 16h.
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