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RESUMO

Esta monografia apresenta as extracdes de 6leos essenciais de folhas de Piper aduncum
L. (Piperaceae) e a identificacdo dos seus principais componentes por técnicas
cromatogréficas e por célculos de indices de retencdo. Na primeira etapa do trabalho,
realizou-se coleta de folhas frescas de Piper aduncum L. (Piperaceae) em trés localidades:
Bauru (SP), S&o Manoel (SP), Botucatu (SP) e em Araraquara (SP). Apds as extracdes
utilizando aparato do tipo Clevenger das amostras obtidas em Botucatum por
cromatografia gasosa, foram identificados no total 25 componentes, sendo estes o (E)-
nerolidol (34,44%) e o linalool (23,82%) como componentes majoritarios, ambos fazem
parte de mais de 50% da amostra. A analise da amostra obtida de Araraquara permitiu a
identificacdo de 21 componentes, sendo eles o linalool (8,82%), o safrole (7,22%), a
asaricina (42,15%), o n-pentadecano (9,69%) e miristicina (8,87%). No dleo essencial
obtido de folhas de Bauru foram identificados no total 26 componentes. Destes, destacam-
se o linalool (8,22%), (E)-cariofileno (9,85%), a-humuleno (9,18%), y-muuroleno
(5,25%), o biciclogermacreno (14,49%) e (E) - nerolidol (16,05%). Da amostra de S&o
Manuel de 6leo essencial foram identificados no total 15 componentes. Esta amostra foi
a que mostrou menor nimero de substancias de todos os Oleos estudados. Destes,
destacam-se o sequiterpeno (E) - nerolidol com 63,79% do 6leo. Comparando os 4 6leos
essenciais analisados permitiu verificar que os componentes a-pineno, B-pineno, 6-3-
careno, limoneno, (E)-B-ocimeno, linalool, (E)- cariofileno, y-muuroleno e (E)- nerolidol
apareceram em todos os 6leos essenciais das amostras obtidas de plantas das quatro
cidades, porém em composicOes diferentes. A analise dos dados permitiu verificar que o
componente linalool aparece com destaque apenas na amostra da cidade de Botucatu,
enquanto que na amostra de Araraquara predomina a asaricina. Ja o (E)-nerolidol aparece
em todos os 0leos essenciais, destacando-se 0s 0leos obtidos de plantas das cidades de
Bauru, Botucatu e Sdo Manuel. Em menores concentracfes, 0 biciclogermacreno se
destaca na amostra obtida de Bauru. Dessa forma, mesmo com as questfes da pandemia
do Covid-19, conseguiu-se fechar e atender a todos 0s objetivos propostos. Assim, 0s
dados sugerem esse Oleo essencial deve continuar sendo estudado, pois foram
identificadas substancias de potencial terapéutico interessante.

Palavras-chave: Cromatografia Gasosa. indice de Retencdo. NIST 62. Oleo essencial.

Piper ssp.



ABSTRACT

This monograph presents the extractions of essential oils from leaves of Piper aduncum
L. (Piperaceae) and the identification of its main components by chromatographic
techniques and by calculation of retention indices. In the first stage of the work, fresh
leaves of Piper aduncum L. (Piperaceae) were collected in three locations: Bauru (SP),
S& Manoel (SP), Botucatu (SP) and in Araraquara (SP). After extractions using
Clevenger-type apparatus from samples obtained in Botucatu by gas chromatography, a
total of 25 components were identified, these being (E)-nerolidol (34.44%) and linalool
(23.82%) as major components, both are part of more than 50% of the sample. The
analysis of the sample obtained from Araraquara allowed the identification of 21
components, namely linalool (8.82%), safrole (7.22%), asaricin (42.15%), and n-
pentadecane (9, 69%) and myristicin (8.87%). In the essential oil obtained from Bauru
leaves, a total of 26 components were identified. Of these, we highlight linalool (8.22%),
(E)-caryophyllene  (9.85%), a-humulene  (9.18%), y-muurolene  (5.25%),
bicyclogermacrene (14 .49%) and (E) - nerolidol (16.05%). From the Sdo Manuel sample
of essential oil, a total of 15 components were identified. This sample showed the lowest
number of substances of all studied oils. Of these, we highlight the sequiterpene (E) -
nerolidol with 63.79% of the oil. Comparing the 4 essential oils analyzed, it was possible
to verify that the components a-pinene, B-pinene, 6-3-carene, limonene, (E)-p-ocimene,
linalool, (E)-caryophyllene, y-muurolene and (E) - nerolidol appeared in all essential oils
from samples obtained from plants from the four cities, but in different compositions.
Data analysis showed that the linalool component is highlighted only in the sample from
the city of Botucatu, while in the sample from Araraquara, asaricin predominates. On the
other hand, (E)-nerolidol appears in all essential oils, especially those obtained from
plants in the cities of Bauru, Botucatu and S& Manuel. At lower concentrations,
bicyclogermacrene stands out in the sample obtained from Bauru. Thus, even with the
issues of the Covid-19 pandemic, it was possible to close and meet all the proposed
objectives. Thus, the data suggest that this essential oil should continue to be studied, as
substances with interesting therapeutic potential were identified.

Keywords: Gas Chromatography. Retention Index. NIST 62. Essential oil. Piper ssp.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Oleos Essenciais

Oleos essenciais, também chamados de volateis ou etéreos, sdo liquidos oleosos
com fragrancias agradaveis na maioria das vezes, sendo, por isso, chamados de esséncias.
Sao obtidos de materiais vegetais advindos de folhas, flores, ervas, frutas, cascas, galhos
e entre outros. Existem cerca de 3.000 Oleos esséncias, desses apenas 10% sdo
comercialmente importantes, principalmente na area de sabores e fragrancias (VAN de
BRAAK e LEIJTEN, 1999; BURT, 2004; SIMOES E SPITZER, 1999).

De forma geral, 6leos volateis sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Sua principal caracteristica como o préprio
nome diz, € a volatilidade. Os 6leos possuem sabor acre e picante, quanto a sua cor,
quando séo extraidos geralmente sdo incolores ou levemente amarelados, s&o poucos 0s
que apresentam cor. Sao pouco estaveis, principalmente na presenca de ar, luz, etc. Seus
constituintes podem ser hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, ésteres,
éteres, acidos organicos e outros (SIMOES E SPITZER, 1999; TELASCREA, 2008).

Os 0leos essenciais s@o retirados de varias plantas aromaticas que geralmente se
localizam em paises temperados a quentes como paises mediterranicos e tropicais onde
esses representam uma grande parte da farmacopeia tradicional (BAKKALI et al., 2008).

Entre a vastiddo dos produtos vegetais, 0s 0leos essenciais merecem atengédo
especial. A hipotese coevolucionaria, apresentada por Fraenkel, Erlich e outros desde a
década de 1960 (FRAENKEL, 1959; EHRLICH e RAVEN, 1964), propde que a relacao
planta-animal é um fator fundamental para aumentar a biodiversidade em insetos e plantas
(FURSTENBERG-HAGG, ZAGROBELNY e BAK, 2013) e que o metabolismo
secundario faz parte de um sistema quimico que permite as plantas se defenderem contra
os predadores. De fato, parece que plantas com maior diversidade quimica apresentam
melhores defesas do que aquelas com diversidade mais limitada (WAR et al., 2012).

O termo “6leo essencial” foi usado pela primeira vez no século 16 pelo médico
Paracelsus von Hohenheim, que denominou de “quinta essentia” o componente de um
medicamento feito por ele (EDRIS, 2007).

Os egipcios foram os primeiros a utilizarem os aromas dos 6leos essenciais,
usavam em rituais e cerimonias nos templos e piramides, referente a documentos
encontrados datados de 4.500 anos a.C. (TELACREA, 2008).



1.2 Funcdes bioldgicas e importancia dos 6leos essenciais

Desde a idade Média, os 6leos essenciais tem sido usados para diversas aplicacdes
bactericidas, virucidas, fungicidas, antiparasitarias, inseticidas, medicinais e cosméticas,
principalmente nos dias atuais em industrias farmacéuticas, sanitarias, cosméticas,
agricolas e alimenticias. Por exemplo, d-limoneno, acetato de geranil ou d-carvona sao
empregados em perfumes, cremes, sabdes, como aditivos aromatizantes para alimentos,
como fragrancias para produtos de limpeza doméstica e como solventes industriais. Na
natureza, os 6leos essenciais realizam um papel importante na protecdo das plantas
atuando como antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e servem também
contra herbivoros, pois algumas das plantas aromaticas acabam reduzindo seu apetite por
essas plantas. Alem disso, podem atrair alguns insetos para ajudar a dispersao de polens
e sementes, ou repelir outros indesejaveis. (BAKKALLI et al., 2008).

A Salvia leucophylla Greene é um caso exemplar de alelopatia e do papel
desempenhado pelos monoterpenos (especialmente o 1,8-cineol e a canfora, neste caso)
como inibidores da germinacdo de sementes e da competicdo. Uma revisdo sobre a
liberacdo de Oleos essenciais de salvia foi proposta por SAKAI e YOSHIMURA (2012),
que estudaram a volatilizagdo de folhas vivas para a atmosfera e subsequente passagem
para o solo; lixiviacdo de folhas vivas e mortas diretamente para o solo; volatilizacdo das

folhas mortas para a atmosfera e, em seguida, a passagem para o solo.

Geralmente, repelentes de insetos formam uma barreira de vapor sobre a pele que
impede que o artropode pouse sobre ela. (BROWN E HEBERT, 1997). Alguns repelentes
a base de plantas sdo comparaveis ou até melhores que os sintéticos, no entanto, tendem
a ter uma vida curta na sua eficacia dependendo de sua volatilidade. Os repelentes
sintéticos podem causar danos ambientais e riscos para a salde humana (PITASAWAT
et al., 2003). Portanto, houve um aumento nos esforgcos de busca por repelentes naturais
e ecologicos. O género Cymbopogon spp. produz os repelentes naturais mais utilizados
no mundo. Por exemplo, o 6leo de Cymbopogon winterianus, misturado com 5% de
vanilina, resultou em 100% de protecdo por 6 horas contra o Aedes aegypti, Culex
quinquefasciatus e Anopheles dirus, resultados comparados aos observados com DEET a
25% (N, N-dietil-3-metilbenzanmida) (TAWATSIN et al., 2001; NERIO; OLIVERO-
VERBEL e STASHENKO, 2009).
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Devido ao grande potencial terapéutico dos Oleos esséncias, pesquisadores
comegaram a testa-los contra o cancer, aproveitando o fato de que seu mecanismo de agdo
é diferente da citotdxica classica que atingem as células normais e causam diversos
efeitos colaterais, com isso, relatérios indicaram que os componentes do 6leo essencial,
especialmente os monoterpenos, apresentam multiplos efeitos no metabolismo do
mevalonato, que sdo responsaveis pela atividade supressora de tumores terpenos
(ELSON, 1995; EDRIS, 2007).

Foi demonstrado que 0s monoterpenos exercem quimiopreventivos bem como
atividades quimioterapéuticas em modelos de tumores mamarios e, portanto, pode
representar uma nova classe de agentes terapéuticos (EDRIS, 2007).

A substancia a-bisabolol, um importante alcool sesquiterpeno contido no o6leo
essencial da camomila pode ser considerado um inibidor de apoptose de grande potencial
em células de glioma malignas, alem de ndo ser toxico em animais nem reduz a
viabilidade das células astrogliais normais (CAVALIERI et. al., 2004, EDRIS, 2007).

Além da atividade contra o cancer, os 0leos volateis tem varias outras funcoes,
algumas serdo citadas a seguir.

A aterosclerose é um processo onde ha formacao de placas de ateroma na camada
mais interna da artéria, a camada intima (BARTER, 2005). Porém, pode ser retardada
inibindo a oxidacdo de LDLs usando uma alta ingestdo diaria de antioxidantes. Oleos
essenciais e seus componentes volateis, apontam atividade antioxidante contra o LDL
(GRASSMANNG et al., 2003, 2005; EDRIS, 2007).

A trombose geralmente esta associada a ativacdo plaquetaria e a liberacdo de
eicosandides que contribuem para iniciacéo e agravamento da trombose, foi mostrado que
0 6leo essencial de lavanda, (Lavandula hybrida Reverchon cv.), tem um grande efeito
antiplaquetario do espectro e foi capaz de inibir plaquetas agregacéo induzida por ADP,
acido araquidénico, coldgeno e o agonista estavel do receptor de tromboxano sem
propriedades pré-hemorragicas (BALLABENIA et al., 2004; EDRIS, 2007).

Grandes evidéncias de estudos in vitro mostram que o0s 0leos essenciais podem
atuar como agentes antibacterianos contra um amplo espectro de cepas bacterianas
patogénicas, como por exemplo tomilho e orégano que podem inibir E. coli, Salmonella
enteritidis, Salmonella choleraesuis e Salmonella typhimurium (PENALVER et al.,
2005; EDRIS, 2007).

O virus Herpes Simplex do tipo | e 11, causa algumas das infecgdes virais mais

comuns mas também pode levar a ébito, estudos demonstram que os 6leos esséncias como
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de Melissa officinalis L pode inibir a replicacdo do HSV-2, devido a presenca citral e
citronelal e a capacidade de replicar o HSV-1 pode ser suprimida por incubagdo com
diferentes 6leos essenciais in vitro. Destes, 0 6leo essencial de capim-limao apresentou
maior atividade anti-HSV-1 e inibi¢cdo viral completa apds incubacdo por 24 h, mesmo
em uma concentracdo de 0,1% (MINAMI et al., 2003). O dleo essencial de hortela-
pimenta (Mentha piperita) apresentou altos niveis de atividade virucida contra HSV-1,
HSV-2 e resistentes a ciclovirais cepa do HSV-1 em testes de suspensdo viral, sendo
vantajosos, ja que possuem baixa toxicidade em comparagdo com os antivirais sintéticos
(EDRIS, 2007).

O diabetes é uma doenca onde 0 corpo ndao produz ou usa adequadamente a
insulina do corpo, sdo necessarias mais pesquisas sobre os 6leos em funcdo do diabetes
pelo fato de ndo existirem muitos estudos sobre o potencial dos 6leos como agentes
hiperglicémicos. Contudo, o 0leo essencial de alecrim mostrou efeito hiperglicemico e
efeitos inibitorios da liberacdo de insulina em coelhos diabéticos (AL-HADEL et al.,
1994, EDRIS, 2007).

1.3 Extracgao do oleo essencial

O produto de extracdo pode variar em qualidade, quantidade e composicdo de
acordo com o clima, composicdo do solo, 6rgao vegetal, idade, vegetacdo e estagio do
ciclo (Masotti et al., 2003; Angioni et al., 2006). Portanto, para obter 6leos essenciais de
composicao constante, eles devem ser extraidos nas mesmas condigdes, no mesmo solo e
sob 0 mesmo clima (BAKKALLI et al., 2008).

Um grande nimero de técnicas convencionais pode ser usado para amostrar a
fracdo volatil: destilacdo a vacuo, destilacdo a vapor ou hidrodestilacdo, extracdo de
solvente off-line combinada com destilacdo, extracdo simultanea de destilacdo, extracdo
com fluido supercritico e micro-ondas assistida por amostragem e hidrodestilacédo
assistida por micro-ondas e amostragem de headspace de alta capacidade de
concentracdo. Deve-se ressaltar que somente o produto obtido por hidrodestilacdo ou
destilacdo a vapor pode ser chamado de oOleo essencial (RUBIOLO et al., 2010). O
material deve ser fresco, porém sugere-se o seu congelamento com N2 liquido, sendo
posteriormente triturado com um almofariz e pistilo de porcelana. Esse processo garantira
a integridade do 6leo na matriz vegetal (TELASCREA et al., 2008).

1.3.1 Hidrodestilagao
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Um o6leo essencial é classicamente obtido usando equipamentos baseados no
processo de destilagdo introduzida por Clevenger (1928a; 1928b). Em teoria, as
recuperacgdes de volateis sdo quantitativas para um tempo de destilacdo infinito; artefatos
ou substéncias de degradacdo térmicas ou oxidativa podem ser produzidos, mas eles sdo
aceitos como resultado de um processo tradicional. Aparelhos e modos de operagao para
obter 6leos essenciais estdo bem estabelecidos e sdo descritos em vérias farmacopeias. A
Farmacopeia Brasileira volume 2 indica que se deve proceder utilizando um baldo de 1 L
contendo 500 mL de &gua como liquido de destilacdo. A droga (planta) previamente
triturada deve ser colocada com 100 mL de &gua. Apds isso deve-se transferir
imediatamente para o baldo e proceder a hidrodestilacdo a partir de 50 g da droga durante
4 horas. O 0leo essencial obtido deve ser mantido a —18°C e em frasco de vidro ambar
(para evitar fotodegradacdo) e sob ambiente N até sua analise (BRASIL, 2010;
TELASCREA et al., 2008).

1.4 Analises de 6leos essenciais

A analise de uma amostra de 6leo essencial envolve geralmente a separacéo,
identificacdo e determinacdo quantitativa de seus componentes. A volatilidade e
polaridade dos componentes do 6leo essencial fazem da cromatografia gasosa (CG)
capilar a técnica de escolha para sua analise, pois os 6leos essenciais, em geral, sdo
misturas complexas de componentes com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes
(RUBIOLO et al., 2010; MARRIOTT, SHELLIE e CORNWELL, 2001).

Uma separacdo exaustiva de 0leo essencial por CG pode, preferencialmente, ser
obtida combinando duas fases estacionarias de polaridade diferente. As fases
estacionarias apolares mais utilizadas na analise de rotina de dleo essencial sdo, em geral,
aquelas baseadas em metil polissiloxanos, metilfenil-polissiloxanos e polietilenoglicol
como a fase polar. A identificacdo é geralmente realizada por dados cromatograficos
(indices de Kovat's, indices de retencdo lineares, tempo de retencao relativo, tempo de
retencdo), mensuraveis com um detector universal como o detector FID (detector de
chama) ou por dados espectrais, principalmente, por técnicas infenadas como
espectrometria de massa (CG-EM), como recomendam a International Organization of
the Flavor Industry (IOFI) e o Journal of Agricultural and Food Chemistry (RUBIOLO

et al., 2010). A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)
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também €é proposta como um detector para deteccdo de Oleos essenciais (GC-FT-IR)
(HERRES, 1987; BICCHI et al., 2004; MARRIOTT, SHELLIE e CORNWELL, 2001).

A utilizacdo da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM), ainda permite a obtencdo de espectros de massas dos picos cromatograficos através
da andlise dos ions totais (TIC) e esses podem ser comparados com uma base de dados,
como a NIST62 - National Institute of Standards and Technology que serve como um
parametro de comparagdo e dessa forma permite a identificacdo mais correta dos
componentes (ADAMS, 2012).

Uma aplicacdo direta do uso dos indices de retencéo e dos espectros de massa na
identificacdo de componentes de Gleos essenciais € o trabalho realizado por
TELASCREA e colaboradores (2008) que estudaram os 6leos essenciais de folhas de
quatro Cryptocarya spp endémicas na Mata Atlantica no Estado de S&o Paulo. Os
principais componentes do 0leo de Cryptocarya moschata foram identificados como
sendo linalol (34,3%), a-terpineno (17,0%), y-terpineno (10,4%), 1,8-cineole (5,8%) e
trans-ocimeno (4,8%), enquanto os de C. botelhensis foram a-pineno (22,7%), B-pineno
(9,2%), trans-verbenol (8,4%), trans-pinocarveol (5,5%) e myrtenal (5,4%). Os principais
compostos do 6leo de C. mandioccana foram B-cariofileno (13,8%), espatulenol (10,2%),
oxido de cariofileno (7,8%), 6-cadineno (6,9%) e biciclogermacreno (6,4%), enquanto 0s
de C. saligna foram germacreno D (15,5%), biciclogermacreno (13,8%), espatulenol
(11,8%) e germacreno B (5,7%).

A partir de analise realizadas utilizando um espectrémetro de massa acoplado com
cromatografo gasoso com programacdo de temperatura seguindo ADAMS (1995) e
obtencdo de espectros de massa, pode-se identificar os componentes acima comparando
com as referéncias da biblioteca NIST 62 (MCLAFFERTY e STAUFFER, 1989) e suas
porcentagens relativas foram calculadas a partir das areas de pico normalizadas. Os
indices de retencdo (VAN DEN DOOL, 1963) foram determinados em relacéo aos tempos
de retencdo de uma série de padrdes de n-alcano (C-10 a C-30), medidos nas mesmas
condicBes cromatograficas descritas acima e comparados com 0s valores publicados
(ADAMS, 1995).

A demanda por analises mais rapidas de GC esta aumentando. Embora investigado
desde o inicio dos anos 60, o GC de alta velocidade (eficiéncia) foi usado apenas para

anélise de 6leos essenciais de rotina nas Gltimas décadas. A maneira mais facil de acelerar
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uma separacdo de GC é reduzir o comprimento da coluna, mantendo a sua resolugdo
(separacdo) suficiente (CRAMERS et al., 1999; DAVID et al., 1999).

Os varios aspectos teoricos e praticos envolvidos com a analise por GC rapida
foram revisados por CRAMERS e colaboradores (1999). Duas abordagens foram
propostas para acelerar a andlise de um 6Oleo essencial. A primeira e mais amplamente
utilizada envolve colunas curtas com didmetro interno estreito (< 0,1 mm), enquanto a
segunda abordagem leva em conta colunas capilares curtas com didmetro interno
convencional (BICCHI et al., 2004). A cromatografia gasosa com colunas de diametro
estreito, foi aplicada pela primeira vez a analise de 6leos essenciais por PROOT e
SANDRA (1986).

O SCC-GC pode ser aplicado com sucesso na analise quantitativa de rotina de
um EO de média complexidade (até cerca de 30 componentes), uma vez que a eficiéncia
das colunas capilares € frequentemente muito maior do que o0 necessario. Uma separacao
eficaz pode, portanto, ser obtida mesmo com uma coluna de 5m (em vez de 30m), cuja
eficiéncia (ou seja, 0 nUmero de pratos tedricos) € de quatro a oito vezes menor, mas que
permite que o tempo de analise seja encurtado pelo mesmo fator, se combinado com um
programa de temperatura adequado. Quando a eficiéncia € insuficiente para uma boa
separacao, sua falta pode ser compensada pela ado¢do de uma fase estacionaria com uma
seletividade adequada (CRAMERS et al., 1999; BICCHI et al., 2004; MARRIOTT,
SHELLIE e CORNWELL, 2001).

1.5 O género Piper

O género Piper é o maior da familia Piperaceae, contendo mais de 700 espécies,
dos quais cerca de 170 crescem de forma nativa no Brasil. Este género inclui arbustos,
arvores, cipos, ervas e as espécies e pode ser considerado o de maior importancia, tanto
do ponto de vista cientifico quanto econdémico. Muitas espécies possuem atividades
farmacoldgicas, inseticidas, ou outros usos econdmicos (SOUSA et. al., 2008; FAZOLIN
et. al., 2006; SILVA et. al., 2019).

No Brasil, a familia Piperaceae esta representada pelos géneros Ottonia Spreng.,
Peperomia Ruiz & Pav., Piper L., Pothomorphe Mig. e Sarcorhachis Trel., totalizando
450 espécies. Piper e Peperomia sdo 0s maiores géneros, respectivamente com 265 e 166
espécies (BARDELLI; KIRIZAWA; DE SOUSA, 2008).
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E uma espécie que se destaca das demais pela producio de OE’s passivel de
cultivo e é considerada de grande importancia para o desenvolvimento da Amazénia pelas
suas propriedades medicinais e por ser uma fonte sustentavel de matérias-primas
quimicas para o aproveitamento industrial quimico, farmacéutico e da horticultura
(POHLIT, 2006; FERREIRA, 2015).

Segundo os estudos de SILVA et. al., 2019 suas folhas sdo alternadas, completas,
normalmente assimétricas, palminervadas ou pendentes e sdo comumente encontradas em
florestas de florestas tropicais ombréfilas.

Os constituintes quimicos desse género podem apresentar lignanas, neolignanas,
terpendides, propenil fendis, chalconas, flavonas, benzenopiranos e amidas, das quais
piperidina e pirrolidina sdo as mais abundantes (SILVA et. al., 2019).

Muitas pessoas nos tropicos usam o género Piper para muitos propdsitos, como
alimentos, especiarias, perfumes, 0leos, iscas de peixe, veneno de peixe, inseticidas,
alucindgenos e muitos medicamentos (BARRET 1994; JOLY 1993; CHULTES e
RAFFAUF 1990; WADT, EHRINGHAUS, KAGEYAMA, 2004).

A familia das Piperaceas possui atividade microbiana reconhecida (BASTOS e
ALBUQUERQUE, 2004; REGASINI et al, 2009; SANTOS et al, 2013), destacando-se a
atividade antifingica de muitas espécies com seus 62 constituintes ja identificados, como
as amidas de Piper tuberculatum (NAVICKIENE et. al., 2000) e Piper arboreum (SILVA
et. al., 2001), os acidos benzdicos prenilados de Piper aduncum e Piper gaudichaudianum
(BALDOQUI et. al., 1999; LAGO et. al.,, 2004) e os piperolideos de Piper
malacophyllum (LAGO et. al., 2005).

1.6 Piper aduncum L.

Segundo FAZOLIN et. al., 2006 a Piper aduncum pode ser encontrada desde o
nivel do mar até altitudes consideraveis. Sua distribuicdo geogréafica se da na América
Central, Antilhas e América do Sul. No Brasil, é encontrada nos Estados do Acre,
Amazonas, Amapa, Para, Mato Grosso, Ceara, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio
de Janeiro, S&o Paulo e Parana.

De acordo com WADT, EHRINGHAUS, KAGEYAMA, 2004 esta espécie foi
identificada na década de 1970 por pesquisadores do Instituto Nacional de Pesquisa na
Amazodnia (INPA).
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P. aduncum L., é um arbusto de ampla distribuicdo tropical, com ocorréncia em
solos areno-argilosos, é conhecido popularmente como “pimenta-de-macaco” e “aperta-
rudo”. Esta espécie ¢ considerada uma planta invasora, pois sdo facilmente encontradas
em terrenos, beiras de estrada e areas recém desmatadas. S&o de alta rusticidade e elevada
resisténcia as mudancas climéaticas (SOUSA et. al., 2008).

As folhas apresentam peciolo de 0,3 a 0,8 cm de comprimento, lamina eliptica,
sdo ovado-elipticas, apresentam base assimétrica, arredondado-cordada, &pice agudo ou
acuminado, escabrosas, asperas ao tato em ambas as faces e glandulosas (FAZOLIN et.
al., 2006).

Segundo pesquisas feitas por FERREIRA, 2015, outros fatores importantes para
a utilizacdo do género Piper dizem respeito ao seu ciclo vegetativo relativamente curto,
a alta tolerancia a solos acidos de baixa fertilidade, facilidade de propagacéo vegetativa e
uma ampla capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes. Essas caracteristicas
facilitam a domesticacdo e o cultivo desta planta, representando uma alternativa viavel
para a geracdo de renda para os agricultores, pois essa espécie apresenta um alto teor de

Oleo essencial em relacéo a outras espécies aromaticas.

1.7 Oleo essencial de Piper aduncum L.

Extratos organicos das folhas de P. aduncum apresentaram atividades
moluscicida, citotoxica e antibacteriana, que se associou a presenca de dihidrochalconas
e derivados prenilados do acido benzdico (ORJALA et al., 1993 & 1994; SOUSA et. al.,
2008).

O uso medicinal de “pimenta-de-macaco” tem sido relatado: em doengas
ginecoldgicas e desordens intestinais (Van den Berg, 1993), como diurético,
antiblenorragico, carminativo, excitante digestivo, para maleficios do figado, contra a
erisipela e tratamento de ulceras crénicas (Coimbra, 1994; SOUSA et. al., 2008).

Possui atividade antibacteriana (Gram positivo e Gram negativo, inclusive contra
Neisseria gonorrhoeae, agente causador da gonorréia), o éleo essencial de P. aduncum
foi testado contra o fungo Clinipellis perniciosa, conhecido como “vassoura-de-bruxa”,
responsavel por ataque patogénico ao cacau e cupuacgu. Na concentracdo de 50 a 100 ppm
inibiu 100% o crescimento e a germinacdo deste fungo, além dos fungos patogénicos do
trigo, cebola, repolho, banana e outros (Bastos, 1997; SOUSA et. al., 2008; POHLIT,
2006).
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O 0leo essencial de P. aduncum apresentou atividade inseticida e larvicida contra
insetos fitdfagos e mosquitos transmissores de dengue e malaria, eliminando-os
totalmente quando em baixas concentracdes (Bernard et al., 1995; Souto, 2006). O 6leo
essencial de P. aduncum apresenta excelente rendimento (2,5 a 3,5%) e é rico em dilapiol
(31,5 a 91,1%), um éter fenilico com elevado padrdo de oxigenacdo (Maia et al., 1998,
SOUSA et. al., 2008).

Existe uma evidéncia muito forte para a potencialidade dos extratos, fragdes e
principios ativos de P. aduncum, aplicados ao tratamento de tinhas, piodermas,
dermatofitoses, micoses e outras doencas de pele, essa atividade in vitro € muito relevante
para a validagdo de remédios utilizados em dermatologia (GOODMAN; GILMAN, 1996;
POHLIT, 2006).

2. OBJETIVOS
O presente projeto de Iniciagdo Cientifica apresenta como objetivo geral e

especificos:
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2.1 Objetivo Geral
Realizar a extracdo de 6leo essencial de folhas de Piper aduncum L presente nas
cidades de Botucatu/SP, S&o Manuel/SP, Bauru/SP e Araraquara/SP, identificando seus
principais componentes por técnicas cromatograficas e por calculos de indices de
retencdo e comparar a identificagdo com dados da literatura.
2.2 Objetivos Especificos
e Obter folhas de Piper aduncum L.
e Extrair o 6leo essencial por hidrodestilagao.
e Analisar a amostra por Cromatografia Gasosa (CG).
e Realizar a identificacdo dos principais componentes por CG acoplado a
Espectrometria de Massa e comparar 0s espectros obtidos com dados da literatura.
e Obter os indices de retencédo (IR) e comparar os dados da literatura.
e Comparar a identificacdo obtida com dados de identificacdo em outros trabalhos

da literatura.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Aquisicéo do material vegetal — coletas
Apos identificacdo de area de coleta, folhas de Piper aduncum L. foram coletadas
de setembro a outubro nas cidades de Bauru/SP, Sdo Manoel/SP, Botucatu/SP e
Araraquara/SP, ambas no interior de S&o Paulo.
As coletas foram realizadas em locais indicados pelo Sr. César Gaburi (Jardim

Botéanico de Bauru), Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques (IAC Campinas), Dra.
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Eliana Maria N. Gabriel e Thiago Roberto Bertola (EMA Botucatu) e com o Prof. Dr.
Alberto José Cavalheiro (IQ Unesp Araraquara).

Foram coletados cerca de 1,0 a 2,0 kg de material vegetal fresco (folhas e galhos)
em cada cidade, dando-se prioridade as folhas integras e saudaveis. Esses materiais foram
identificados, acondicionados em embalagens adequadas e acondicionados em isopores

cobertos com gelo, sendo, posteriormente, transportados para o devido tratamento.

3.2 Preparo do material vegetal

A folhas integras e inteiras foram separadas dos galhos. Todos os materiais obtidos
em cada cidade foram tratados separadamente e sendo identificadas para que nao
houvesse mistura entre as regides coletadas. Apds a separacdo dos galhos que foram
descartados, as folhas foram secas em sombra e na temperatura ambiente. Apos 5 dias de
secagem, todos os materiais foram moidos em Moinho Tipo Willye (modelo TE-650,
marca TECNAL).

Apl6s a moagem, os quatro materiais foram acondicionados em sacos plasticos
devidamente identificados e acondicionados em freezer (- 18°C) para aguardar a extracdo

que seria realizada no dia seguinte.

3.3 Extracao dos 6leos essenciais

Pesou-se, em uma balanca de precisdo (Mod. Bel S2202H) cerca de 100 g de folhas
secas de cada cidade. No baldo de fundo redondo de 1,0 L foram colocados os 100g de
folhas secas e agua ultrapura até 70% da capacidade do baldo para evitar refluxo do
sistema.

As extracOes foram realizadas utilizando o sistema de extracdo com condensador
tipo Clevenger resfriado com agua a aproximadamente 5°C. Utilizou-se uma manta
aquecedora (Fisatom Mod. 202) e um banho ultra termostato (Nova Etica) para manter o
banho a 5°C. Estabeleceu-se o tempo de 2 h para cada extracao.

Todas as quatro extracdes de 6leos essenciais foram realizadas no Laboratorio de
Plantas Medicinais, do Departamento de Producdo Vegetal — setor de Horticultura da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP de Botucatu, onde o uso dos
equipamentos e do espaco foram gentilmente acompanhados pela Dra. Jordany Aparecida

de Oliveira Gomes, sob responsabilidade do Prof. Dr. Felipe Pereira Giardini Bonfim.
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3.4 Preparo das amostras de 6leo essencial

Apos o fim das 2 horas de cada extracdo, totalizando 4 extracGes finais (uma para
cada cidade), os 6leos essenciais obtidos foram retirados com apoio de pipetas do tipo
Pasteur e transferidas para frascos tipo Ependorfs de teflon®, que foram devidamente
identificados e acondicionados em freezer (-18°C) aguardando o envio para as analises
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas e célculos dos indices
de retencdo. As massas de 6leos essenciais obtidos em cada extragdo foram anotadas para

avaliagédo do rendimento.

3.5 Anélises por Cromatografia Gasosa (CG) e por Espectrometria de Massas
(CG-EM)

As analises seréo realizadas usando um modelo Shimadzu QP-5000 espectrémetro
de massa com cromatdgrafo a gas equipado com uma coluna capilar de silica fundida DB-
5 (J & W Scientific) (30 mx 0,25 mm; 0,25 pm). A temperatura do forno sera programada
de 60 a 240°C, com gradiente de temperatura de 3°C por minuto. As temperaturas do
injetor e interface serdo mantidas a 240 e 230°C, respectivamente (ADAMS, 2012). O
gas carreador sera hélio a uma vazéo de 1,0 mL min* (volume constante). Os espectros
de massa serdo obtidos a 70 eV no modo de ions totais (TIC). Amostras (1,0 uL) de

concentracdes conhecidas serdo injetadas manualmente no modo split (20: 1).

As analises foram gentilmente fornecidas e realizadas no Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) Fazenda Santa Elisa, no Centro de Recursos Genéticos Vegetais em

colaboracdo com a Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques.
3.6 Identificacdo dos componentes do dleo essencial

As identificacGes dos componentes do 6leo essencial serdo feitas utilizando como
referéncia os espectros de massas obtidos dos picos cromatograficos e comparados com
dados tedricos da biblioteca de dados NIST 62 (MCLAFFERTY e STAUFFER, 1989;
ADAMS, 2007).

Os indices de retencdo serdo determinados em relacdo aos tempos de retencéo de
uma série de padrdes de n-alcanos (C-10 a C-30), medidos nas mesmas condi¢cbes
cromatogréficas descritas acima e comparados com os valores publicados. A equagédo 1
(VAN DEN DOOL e KRATZ, 1963) sera utilizada para o calculo do indice de retencéo:
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I = [(T's— T'Cn) / (T'Cn+1- T’s)100] + 100.Cn (1)

Onde:

| = indice de retencéo

T’s = tempo de retengéo ajustado da substancia analisada;

T’cn = tempo de retencdo ajustado do n-alcano que elui antes da substancia;
T’cn+1 = tempo de retencdo ajustado do n-alcano que elui apds a substancia;

Cnh = nimero de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Material Vegetal

As folhas de Piper aduncum L. coletadas no periodo da manhéd entre setembro e

outubro foram obtidas nas cidades de Bauru, Sdo Manoel, Botucatu e Araraquara todas
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no interior de Sdo Paulo. Vale ressaltar que as coletas foram realizadas seguindo todos os
protocolos de prevengdo contra o Covid-19, como uso de méascaras, luvas, distanciamento
e ao final uso de alcool 70%.

Na Figura 1 pode-se visualizar os mapas das localidades das cidades escolhidas para

a coleta dos materiais vegetais.

Figura 1. Localizagéo das cidades onde foram realizadas as coletadas das plantas.

&

5

Fonte: Google Mapas

Todos os materiais vegetais estudados foram localizados por GPS (Global
Position System). Na Figura 2, pode-se ver as coordenadas 22°22'49.2"S e 48°59'38.2"W
no municipio de Bauru/SP. A Figura 3 mostra o local que a planta foi coletada e a imagem

de uma amostra de folha de Piper aduncum L. obtida.

Figura 2. Localizacao da coleta de folhas de Piper aduncum L.(Bauru/SP).
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Fonte: Google Mapas

Figura 3. Local de coleta e folha de Piper aduncum L. (Bauru/SP).

Fonte: Proprio autor

A Figura 4 mostra a localizacdo das plantas de Piper aduncum L. com as
coordenadas 22°48°34.3”S 48°32°05.9”W em Sdo Manoel/SP. A Figura 5 mostra a

imagem de uma amostra de folha de Piper aduncum L. obtida no local.

Figura 4. Localizacdo da coleta de folhas de Piper aduncum L. (S&o Manoel/SP).
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Fonte: Google Mapas

e coleta e folha de Piper aduncum L. (S0 Manoel/SP).
e T

Figura 5. Local d

Fonte: Proprio autor

As Figura 6 e 7 mostram a localizagdo das plantas coletadas em Botucatu/SP na
EMA (Escola do Meio Ambiente) juntamente com suas coordenadas 22°53°30.9”S
48°27°32.1”W e a imagem de uma amostra de folha de Piper aduncum L. no local da

coleta, respectivamente.
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Figura 6. Localizagéo da coleta de folhas de Piper aduncum L., Botucatu-SP.
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Figura 7. Local de coleta e folha de Piper aduncum L.(Botucatu/SP).

Fonte: Préprio autor

O ultimo local a ser coletado foi Araraquara/SP nas coordenadas 21°45°16”S
48°09°14”W (Figura 8). Na Figura 9, pode-se ver a imagem de uma amostra de folha de

Piper aduncum L. obtida no local da coleta.

Figura 8. Localizacdo da coleta de folhas de Piper aduncum L.(Araraquara-SP).
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Figura 9. Local de coleta e folha de Piper aduncum L., Botucatu-SP.

Fonte: Proprio autor

Foram coletados ramos e galhos contendo folhas inteiras e saudaveis. Foram feitas
pequenas coletas, em diversos pontos dos locais visitados, para garantir 0 maximo de
homogeneidade no material vegetal obtido. Apos as diversas coletas, 0os materiais foram
acondicionados em sacos devidamente identificados, colocados em isopores com gelo

para manter sua integridade para aguardar o processo posterior.
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4.2 Preparo do material vegetal
Apos a separacdo das folhas, as mesmas foram organizadas em nichos por cidade.
Os materiais foram levados a secagem a sombra em temperatura ambiente até que

desidratassem por cerca de 5 dias, como mostra um exemplo na Figura 10.

Figura 10. Exemplo de secagem de folhas (Piper aduncum L. Araraquara/SP).

Fonte: Préprio autor

As folhas de cada coleta foram secas separadamente em nichos e foram
constantemente movimentadas para permitir uma secagem mais adequada, evitando
assim a acdo de fungos por conta da umidade. Essa etapa foi mantida durante 5 dias até a
total secagem do material vegetal. As folhas secas foram transportadas em sacos plasticos
devidamente identificados e foram moidas em sistema de Moinho Tipo Willye (TE-650,
marca TECNAL), Figura 11. O material obtido foi acondicionado em sacos plasticos
devidamente identificados e foram estocados em freezer aguardando a extracdo. A

moagem foi feita no Departamento de Horticultura da FCA Unesp Botucatu/SP.

Figura 11. Moinho utilizado na moagem.
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Fonte: Préprio autor

Na Figura 12 é mostrada uma amostra de folhas secas e moidas de Piper aduncum
L. obtidas da cidade de Sdo Manuel/SP.

Figura 12. Folhas moidas de Piper aduncum L..

N

Fonte: Préprio autor

4.3 Extracdo dos 6leos essenciais

As extracdes foram realizadas usando o sistema de extracdo descrito na Figura 13.
O sistema era formado por um baldo de fundo redondo, um condensador tipo Clevenger
e pelo sistema de refrigeracdo. O sistema Clevenger é o aparato mais indicado para

extragdes de Oleos essenciais.

Figura 13. Sistema de extracdo: manta, baldo e sistema Clevenger com dedo frio.
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Foram realizadas quatro extraces: uma para cada amostra de planta de cada cidade.
As extracbes foram identificadas como | (Botucatu/SP), Il (Araraquara/SP), llI
(Bauru/SP) e IV (S&o Manoel/SP). Para o processo ganhar tempo, duas extraces foram
feitas simultaneamente em série, ambas conectadas ao sistema de refrigeracdo durante o
tempo de 2 horas. O sistema em par montado pode ser observado na Figura 14.

Figura 14. Sistemas de extracdo em série.
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Fonte: Préprio autor

A massa utilizada em cada processo de extracdo foi aproximadamente de 100 g de
folhas seca (Figura 15). Todas as massas foram anotadas para posterior célculo de
rendimento. O sistema montado para as folhas se encontra na Figura 16.

Figura 15. Pesagem das folhas secas.
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Fonte: Préprio autor

Figura 16. Sistema de extracao planta seca a temperatura ambiente.

Fonte: Préprio autor
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4.4 Preparo das amostras de 6leo essencial

As amostras dos 0Oleos essenciais (I, I, Il e 1V) obtidos da condensacdo foram
coletadas em sua totalidade no ponto indicado na Figura 17. As amostras de 6leos
essenciais foram acondicionadas em frascos de Ependorf de teflon® devidamente
identificados e acondicionados em freezer (-18°C), aguardando o envio das amostras para
o Instituto Agronémico de Campinas - IAC (Figura 18).

Figura 17. Local de coleta de éleo essencial no sistema Clevenger.

Local de coleta do
0leo essencial

Fonte: Préprio autor

Figura 18. Ependorfs contendo os 6leos essenciais de cada extragéo.
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Fonte: Préprio autor

4.5 ANALISE DOS CROMATOGRAMAS

Os 0leos essenciais obtidos de folhas de Botucatu (amostra I), Araraquara (amostra
I1), Bauru (amostra I11) e S&o0 Manuel (amostra 1V) foram analisados por Cromatografia
Gasosas. Cromatogramas das amostras foram obtidos e sdo apresentados na Figura 19.

As analises foram realizadas durante 60 minutos de acordo com as informacdes da
metodologia. A titulo de comparacao qualitativa, colocou-se 0s cromatogramas com 0s

picos cromatograficos um apds ao outros para uma analise mais precisa.

Através dos dados obtidos nas identificacdes, que serdo discutidos nos proximos
topicos, pode-se dividir os cromatogramas em duas grandes areas: 0S monoterpenos
(terpenos com 10 carbonos), entre os tempos de retencdo de 5,0 a 22 minutos; 0s
sesquiterpenos (terpenos com 15 carbonos), entre os tempos de retencdo de 22 a 35

minutos.

Analisando qualitativamente a presenca de monoterpenos (Cio), verifica-se que as
0s 6leos essenciais de Botucatu e Bauru foram os que apresentaram maior % relativa
destes compostos. Ja nos dleos essenciais de Araraquara e de Sdo Manuel predominaram
os sesquiterpenos (Cis). O bleo essencial obtido de Bauru foi o que apresentou

qualitativamente a maior quantidade de sesquiterpenos de todas as amostras.
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O 6leo essencial de Botucatu mostra dois componentes, um monoterpenos e um
sesquiterpeno, com maiores intensidades. No Oleo essencial de Araraquara pode-se
verificar a presenca de um sesquiterpeno majoritario e o Unico que, excepcionalmente,
mostra um pico cromatogréfico em 20 minutos, identificado como safrol (7,22%). O 6leo
essencial de Bauru é o que mostrou maior diversidade de substancias, tanto mono como
sesquiterpenos. No dleo essencial de Sdo Manuel verificou-se a predominancia de apenas

um sesquiterpeno. Este foi identificado como (E)- nerolidol.
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Figura 19. Cromatogramas TIC obtidos dos 6leos essenciais analisados.
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5. DISCUSSAO

5.1 Material Vegetal

O género Piper é o maior da familia Piperaceae, com mais de 700 espécies sendo
que cerca de 170 crescem de forma nativa no Brasil. A Piper aduncum L., é um arbusto
de ampla distribuicdo tropical, com ocorréncia em solos areno-argilosos, conhecido
popularmente como “pimenta-de-macaco” e “aperta-rudo”. Com grandes propriedades
medicinais é usada para diversos fins, como: doencas ginecoldgicas, tratamento de
ulceras, diurético, carminativo, entre outros. Além disso, a “pimenta-de-macaco” possui
em sua composicdo dilapiol, que é responsavel por atividades fungicidas, inseticidas e
pelo efeito antibidtico (SOUSA et al., 2008).

A espécie de P. aduncum se desenvolve como arbustos ou arvoretas eretas de 3 m
de altura, ramos sem saliéncias, meio nodoso com entrends variando de 4,9 a 7,7 cm
(CHRIST et al., 2016). A haste de sustentacdo do limbo, também chamada peciolo
possuem 0,22 a 1,05 cm de comprimento, sem sobrepor a base da ldmina de folha. Lamina
foliar simétrica, cartacea, eliptico, escabroso, base assimétrica, um lado 2-4 mm mais

curto que o outro, cordado, apice acuminado e dois lados agudos (MONTEIRO, 2018).

As nervuras secundarias, possuem de 6 a 8 cm, dispostas até ou pouco acima da
porcdo mediana nao atingindo o apice da folha, escabrosa ao longo das veias, glandular e
aspero ao tato nos dois lados. (FAZOLIN et al., 2006).

Ao comparar-se folhas Piper aduncum L. coletadas no interior de S&o Paulo (Figura
20), com dados da literatura (Figura 21), pode-se comprovar morfologicamente que as

plantas coletadas nas 4 cidades estdo de acordo com as informacdes da literatura.
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Figura 20. Folhas de Piper aduncum L.

Fonte: Préprio autor

Figura 21. Morfologia Piper aduncum L.

a: galhos com espiga; b: detalhe de tricomas em veias secundarias; c: detalhe de
tricomas em galhos. Fonte: adaptado de Christ et al., (2016).
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Por se tratar de uma planta abundante em nossa regido, optou em coletar amostras
em varias cidades para estudos de comparacdo de perfis relacionadas a potenciais

variagOes circadianas e sazonais.

5.2 Preparo do material vegetal

Muitos procedimentos para preparo de plantas para extracdo de 6leos essenciais
sugerem a secagem do material para evitar os efeitos da umidade da folha (TELASCREA
et al., 2008). Optou-se na secagem a sombra de todos 0s materiais vegetais, como sendo
a menos agressiva em relacdo a volatilidade dos 6leos essenciais. Em 5 dias as folhas ja
estavam bem desidratadas, sem problemas com formacéo de fungos e estavam prontas
para os processos de moagem (NAVICKIENE et al., 2006).

5.3 Extragédo e preparo das amostras
5.3.1 Obtencéo dos 6leos essenciais em Piper aduncum L.

A Piper aduncum L. é uma planta nativa muito aromética e apresenta um alto teor
de 0Oleo essencial (cerca de 2,5 a 4,0%). O dleo é rico em dilapiol que € um éter fenilico
(SILVA, A.L. et al., 2013). O processo de extracdo de Oleo essencial que utilizou o
aparato Clevenger (SANTOS et al., 2004; CLEVENGER, 1928a e 1928b) ¢ considerado
0 processo mais eficiente na obtencdo de Gleos essenciais, pois permite uma extracao
limpa de solventes toxicos e livre de subprocessos que poderiam permitir perda de

material ou até contaminacdo do mesmo (NAVICKIENE et al., 2006).

Foram realizadas quatro extracdes, sendo feitas aos pares e ligadas em série ao
sistema de refrigeracdo. Na primeira série foram conectadas | (Botucatu/SP) e Il
(Araraquara/SP) e na segunda série I11 (Bauru/SP) e IV (Sdo Manoel/SP).

O ambiente do laboratério ficou tomado pelo aroma do 6leo essencial em todo
tempo das extractes. Apds 2 horas de extracdo, observou-se que havia a presenca da uma
fase oleosa (6leo essencial) em todas as quatro extracdes. As quantidades variaram entre
as extracdes das amostras das 4 cidades, como o esperado. A Figura 22 mostra 0 processo

de extracao.
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Figura 22. Extracdo dos 6leos essenciais das plantas de 111 (Bauru-SP) e 1V (S&o

Manoel).

Fonte: Préprio autor

A Tabela 1 apresenta os valores de massas de folhas secas utilizadas em cada

processo e as respectivas massas de 0leos essenciais obtidos. Os rendimentos de 6leos

essenciais obtidos em relacdo as quantidades de plantas mostraram que a extracdo com

plantas de Araraquara/SP foi a que apresentou maior rendimento (1,22%), seguida por
Botucatu/SP (0,85%). Os rendimentos de Sdo Manuel (0,48%) e de Bauru (0,46%) foram

proximos. Dessa forma, pode-se concluir que

Tabela 1: Resultado dos rendimentos dos 0leos essenciais.

Localidade Massa do material Massa do Oleo Rendimento (%)
seco (g) essencial (g)

| (Botucatu) 100,76 0,8542 0,85

Il (Araraquara) 100,33 1,2308 1,22

111 (Bauru) 100,17 0,4579 0,46

IV (S&o Manoel) 100,03 0,4844 0,48

Na Figura 23, pode-se observar nitidamente a presenca de dleo essencial e sua cor

transparente ligeiramente amarelada bem leve.
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Figura 23. Oleo essencial extraido pronto para ser coletado.

r

Fonte: Préprio autor

Como comentado anteriormente, observou-se que o maior rendimento foi do éleo
essencial obtido no local 1l (Araraquara-SP). Estudos mostraram que o tempo de corte,
ataque por herbivoros e até incidéncia de radiacéo solar podem influenciar no rendimento
do dleo essencial dessa planta (SILVA, et al., 2013). Os processos de secagem foram os
mesmos (local, tempo e temperatura) e ndo devem ter influenciado na secagem desse
material vegetal (FIGUEIREDO, 2011; NAVICKIENE et al., 2006).

Os oOleos essenciais de Piper aduncum L. das quatro cidades foram pesados,
armazenados e identificados. As amostras de 6leos foram encaminhadas pela Dra.
Jordany Aparecida de Oliveira Gomes, em dezembro/2020, ao Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) - Fazenda Santa Elisa, no Centro de Recursos Genéticos Vegetais sob
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques, onde as analises por
Cromatografia Gasosa acoplada Espectrometria de Massas (CG-EM) e indices de

Retengdo fordo realizados.
5.3 Analise qualitativa dos 6leos essenciais

Cerca de 1,0 mg de cada amostra dos dleos essenciais extraidos de folhas de Piper
aduncum colhidas em Botucatu (amostra I), Araraquara (amostra I1), Bauru (amostra I11)
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e S8o Manuel (amostra V), diluidos em 1,0 mL de acetato de etila (padrdo HPLC), foram
analisadas por Cromatografia Gasosa acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM).

A identificacdo dos constituintes quimicos das amostras foi efetuada por meio da
analise comparativa dos espectros de massas das substancias com a biblioteca National
Institute of Standards and Technology (NIST 62). Os indices de retencdo foram obtidos
através da co-injecdo das amostras com o padrao de n-alcanos (Ce-Ca4, Sigma USA) e 0s
dados foram comparados com dados da literatura das substancias (ADAMS, 2007). A
identificacdo dos componentes das quatro amostras foi realizada pela equipe da Profa.
Marcia Ortiz Mayo Marques do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), que colaborou
com o desenvolvimento deste projeto. 1sso foi necessario, devido as questdes de restricdes
impostas pela pandemia do Covid-19.

5.3.1 AMOSTRA | — Municipio de Botucatu-SP

A andlise qualitativa da amostra permitiu a identificacdo de 98,13% de todos os
picos cromatograficos observados. Foram identificados no total 25 componentes. Destes,
destacam-se o (E)- nerolidol (34,44%) e linalool (23,82%) como componentes
majoritarios. Ambos fazem parte de mais de 50% da amostra. Destes compostos
majoritarios o linalool (C10H180) € um monoterpeno (terpenos com 10 carbonos) e o (E)-
nerolidol (C1sH260) é um sesquiterpeno (terpeno com 15 carbonos), ambos de cadeias
abertas. Os nomes IUPAC para o (E)- nerolidol é (E)-3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-
3-ol e o linalool 3,7-dimetil-1-6-octadien-3-ol. Suas estruturas podem ser vistas na Figura
24,

Figura 24. Estrutura dos principais compostos na amostra de Botucatu-SP.

(E)- nerolidol Linalool

Fonte: ADAMS (2007).

Na Tabela 2 pode ser observar os componentes identificados, cada qual com seu
indice de retencdo linear calculado (IRC) e seu indice de retencdo linear obtido da
literatura (IRL) (ADAMS, 2007).
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Tabela 2. Identificagcdo dos compostos no 6leo essencial de Botucatu-SP.

IRC IRL Substancia % relativa
934 932 a-pineno 0,52
979 974 B-pineno 1,13
1008 1008 8-3-careno 0,46
1029 1024 limoneno 0,66
1033 1032 (2)-B-ocimeno 2,52
1044 1044 (E)-B-ocimeno 4,22
1099 1095 linalol 23,82
1376 1374 a-copaeno 0,71
1420 1417 (E)- cariofileno 5,85
1439 1439 aromadendreno 0,51
1456 1452 a-humuleno 4,53
1461 1458 allo- aromadendreno 0,76
1472 1475  (E)-candina-1(6),4-diene 0,52
1481 1478 gama-muuroleno 3,39
1489 1489 B-selineno 0,79
1492 1492 d-selineno 0,37
1496 1500 biciclogermacreno 5,55
1513 1513 y-cadinene 0,77
1519 1522 d-cadineno 2,80
1521 1521 (E)calamenene 1,01
1560 1561 (E)- nerolidol 34,44
1577 1577 espatulenol 0,80
1583 1582 oxido de cariofileno 0,86
1610 1608 epoxido de humuleno Il 0,63
1643 1644 a-muurulol 0,51
Total identificado 98,13

Fonte: Analise dos dados IAC — Campinas.

5.3.2 AMOSTRA Il — Municipio de Araraquara-SP

A andlise qualitativa da amostra permitiu a identificacdo de 96,32% de todos os
picos cromatograficos observados. Foram identificados no total 21 componentes. Destes,
destacam-se o linalool (8,82%), o safrole (7,22%), a asaricina (42,15%), 0 n-pentadecano
(9,69%) e miristicina (8,87%). Destes compostos majoritarios sdo monoterpenos 0s
compostos linalool (C10H180), 0 safrole (C10H1002), a asaricina (C11H1203) e miristicina
(C11H1203). Destaca-se apenas como sesquiterpeno 0 componente n-pentadecano

(C1sHs2). Suas estruturas podem ser vistas na Figura 25.
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Figura 25. Estrutura dos principais compostos na amostra de Araraquara-SP.
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Fonte: ADAMS (2017).

Na Tabela 3 pode ser observar os componentes identificados, cada qual com seu
indice de retencdo linear calculado (IRC) e seu indice de retencdo linear obtido da
literatura (IRL) (ADAMS, 2007).

Tabela 3. Identificacdo dos compostos no 0leo essencial de Araraquara-SP.

IRC IRL Substéancia % relativa
934 932 a-pineno 0,89
979 974 B-pineno 1,12
988 988 mirceno 0,27
1011 1008 8-3-careno 0,5
1024 1022 0-cimeno 0,63
1029 1024 limoneno 0,7
1034 1032 (2)-p-ocimeno 0,98
1044 1044 (E)-B-ocimeno 1,46
1086 1085 terpinoleno 2,11
1100 1095 linalol 8,82
1187 1179 p-cimen-8-ol 2,05
1289 1285 safrol 7,22
1377 1374 a-copaeno 0,67
1421 1417 (E) cariofileno 1,82
1482 1478 y-muuroleno 1,18
1491 1495 asaricina 42,15
1500 1500 n-pentadecano 9,69
1519 1517 miristicina 8,87
1547 1555 elemicin 0,49
1560 1561 (E)- nerolidol 2,43
1618 1620 dill apiole 2,27
Total identificado 96,32

Fonte: Analise dos dados IAC — Campinas.
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5.3.3 AMOSTRA Il — Municipio de Bauru-SP

A andlise qualitativa da amostra permitiu a identificacdo de 94,96% de todos 0s
picos cromatograficos observados. Foram identificados no total 26 componentes. Destes,
destacam-se o linalool (8,22%), (E)-cariofileno (9,85%), a-humuleno (9,18%), y-
muuroleno (5,25%), o biciclogermacreno (14,49%) e (E) - nerolidol (16,05%). Destes
compostos majoritarios os sesquiterpenos sdo predominantes como o (E)-cariofileno
(C15H24), a-humuleno (CisHo4), y-muuroleno (CisH24), biciclogermacreno (CisH24) que
sdo compostos isoméricos e o (E)- nerolidol (C1sH260). Suas estruturas podem ser vistas
na Figura 26.

Figura 26. Estrutura dos principais compostos na amostra de Bauru-SP.

Linalool (£)-canofileno a-humuleno y-muuroleno
e /l%/\/k?
E | :
=7 )\
~
Germacreno (E) - Nerolidol

Fonte: ADAMS (2017).

Na Tabela 4 pode ser observar os componentes identificados, cada qual com seu
indice de retencdo linear calculado (IRC) e seu indice de retencdo linear obtido da
literatura (IRL) (ADAMS, 2007).
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Tabela 4. Identificagdo dos compostos no 6leo essencial de Bauru-SP.

IRC IRL Substancia % relativa
934 932 a-pineno 1,03
979 974 B-pineno 3,35
1008 1008 5-3-careno 0,17
1029 1024 limoneno 0,47
1034 1032 (2)-B-ocimeno 0,31
1044 1044 (E)-B-ocimeno 1,52
1100 1095 linalol 8,22
1377 1374 a-copaeno 1,15
1420 1417 (E)- cariofileno 9,85
1436 1439 a-guaieno 0,69
1439 1439 aromadendreno 4,11
1456 1452 a-humuleno 9,18
1461 1458 allo- aromadendreno 1,05
1475 1475 (E)-candina-1(6),4-diene 0,62
1481 1478 y-muuroleno 5,25
1489 1489 B-selineno 1,38
1496 1500 biciclogermacreno 14,49
1499 1500 a-muuruleno 0,99
1502 1509 a-bulnesene 2,41
1513 1513 y-cadinene 1,28
1519 1522 d-cadineno 2,97
1560 1561 (E)- nerolidol 16,05
1577 1577 espatulenol 2,38
1583 1582 oxido de cariofileno 2,39
1610 1608 epoxido de humuleno |1 3,13
1640 1644 a-muurulol 0,52
Total identificado 94,96

Fonte: Analise dos dados IAC — Campinas.

5.3.4 AMOSTRA IV — Municipio de Sdo Manuel-SP

A andlise qualitativa da amostra permitiu a identificacdo de 96,74% de todos os
picos cromatograficos observados. Foram identificados no total 15 componentes. Esta
amostra foi a que mostrou menor nimero de substancias de todos os 6leos estudados.
Destes, destacam-se o sequiterpeno (E) - nerolidol com 63,79% do 6leo.

Na Tabela 5 pode ser observar os componentes identificados, cada qual com seu
indice de retencdo linear calculado (IRC) e seu indice de retencdo linear obtido da
literatura (IRL) (ADAMS, 2007).
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Tabela 5. Identificacdo dos compostos no 6leo essencial de S&o Manuel-SP.

IRC IRL Substancia % relativa
934 932 a-pineno 1,10
979 974 B-pineno 3,82
1008 1008 8-3-careno 1,77
1029 1024 limoneno 1,17
1044 1044 (E)-B-ocimeno 0,77
1100 1095 linalol 1,21
1420 1417 (E)- cariofileno 4,17
1456 1452 a-humuleno 5,01
1481 1478 y-muuroleno 3,30
1496 1500 biciclogermacreno 3,44
1519 1522 d-cadineno 1,12
1522 1521 (E)calamenene 1,93
1561 1561 (E)- nerolidol 63,79
1583 1582 oxido de cariofileno 1,66
1610 1608 epoxido de humuleno Il 2,48

Total identificado 96,74

5.3 Analise comparativa entre as amostras I, 11, 11 e IV.

Os componentes a-pineno, B-pineno, 6-3-careno, limoneno, (E)-p-ocimeno,
linalool, (E)- cariofileno, y-muuroleno e (E)- nerolidol apareceram em todos os 6leos
essenciais das amostras obtidas de plantas das quatro cidades, porém em composicoes
diferentes como mostraram as tabelas acima.

Fazendo um comparativo entre todas as amostras das quatro cidades, pode-se
elaborar um gréafico completo, onde, qualitativamente se verifica as substancias
predominantes em cada amostra (Figura 27). A andlise do grafico permitiu verificar que
o componente linalool aparece com destaque apenas na amostra da cidade de Botucatu,
enquanto que na amostra de Araraquara predomina uma substancia que apareceu apenas
no 6leo essencial desta cidade, a asaricina. J& o (E)-nerolidol aparece em todos os 6leos
essenciais, destacando-se 0s Gleos obtidos de plantas das cidades de Bauru, Botucatu e
Sdo Manuel. Em menores concentracBes, 0 biciclogermacreno se destaca na amostra

obtida de Bauru.
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% Ocorréncia

Figura 27. Comparacdo das % de cada composto nas quatro amostras de 6leos estudados e indicagdo das substancias com maiores teores.
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Esperava-se, a principio, que devido & proximidade entre as cidades de Botucatu e
S8o Manuel, que os dleos essenciais fossem semelhantes, mas néo foi isto que foi o
observado.

Na Figura 28, pode-se verificar os principais componentes de ocorréncia e suas

respectivas fontes (cidades).

Figura 28. Principais componentes em cada 6leos esséncia de Piper aduncum estudado.
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5.4 Comparacao dos dados obtidos com os dados da literatura

Navickiene e colaboradores (2006) estudaram os 6leos essenciais de P. aduncum
extraidos por Clevenger e analisados por CG-EM e por indices de retencdo. Mesma
metodologia proposta para este trabalho. Os autores estudaram os dleos essenciais
extraidos de folhas, caules e frutos. Além disso, o trabalho comparou os dleos essenciais
obtidos com outras espécies de Piperaceae.

A titulo apenas de comparacdo qualitativa, sabendo das questBes relacionadas a
variabilidade circadiana e sazonal, levantou-se as substancias que ocorrem na analise da
literatura e foi realizada uma comparagdo com a % média relativa dos componentes dos

6leos essenciais obtidos das quatro cidades (amostras I, 11, 11 e V).
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% Ocarréncia

Na Figura 29, pode-se analisar que quando se compara os dados médios obtidos
para 0s Oleos essenciais de Piper aduncum (Bauru — Araraquara — Sdo Manuel —
Botucatu) com a literatura (NAVICKIENE et al., 2006), ocorre uma inversao

interessante.

Figura 29. Comparacéo entre os dados de % médios obtidos nas amostras | a IV com
dados da literatura.
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Fonte: O proprio autor e NAVICKIENE et al (2006).

Analisando os dados, verificou-se uma inversao entre os picos do linalool e (E)-
nerolidol entre os estudos aqui realizados e os da literatura. Enquanto, na comparacao
com os dados da literatura o componente linalool mostrou baixa intensidade relativa nas
amostras de | a IV predominando na literatura. Ja o (E)-nerolidol mostrou maior % média
relativa nas amostras de | a IV quando comparado aos dados observados na literatura.

O (E)-nerolidol tem um aroma floral e frutado com fundo de madeira. E muito
usado em fragrancias finas, cosméticos, xampus, sabonetes, produtos de limpeza e
detergentes. Seu consumo global é estimado em aproximadamente 10 a 100 toneladas por
ano. Também é aprovado pela Food and Drug Administration dos EUA como um agente
aromatizante de alimentos. Além disso, o alto teor de (E)-nerolidolina do 6leo essencial
é notavel, pois este alcool sesquiterpénico foi relatado por possuir varias atividades

biolégicas e farmacoldgicas, como antimaldrica, antileishmania, antitlcera,
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antibacteriana, antifungica e como um intensificador de penetracdo cutanea de uso tdpico
(PADALIA et al., 2015).

Futuros estudos de variabilidade sazonal e circadiana poderdo ser realizados em
plantas amostradas em S&o Manuel, j& que a amostra de 6leo desta localidade contém
63,79%, ou seja, mais da metade do 6leo essencial é constituido por esta substancia,
indicando um interessante potencial a ser explorado.

As diversas atividades bioldgicas relatadas de (E)-nerolidol o tornam util para o
desenvolvimento de terapéuticas de origem natural; portanto, o 6leo de P. aducum pode
ser explorado como uma nova fonte potencial de (E)-nerolidol que tem um uso difundido
nas industrias de sabores alimenticios, perfumes, cosméticos e farmacéuticos. Além disso,
novas areas ecologicas para seu cultivo comercial em sistema agroflorestal podem ser
exploradas futuramente e para sua adequada utilizacao industrial (LAPCZYNSKI et al.,
2008).

Hematpoor e colaboradores (2018) demonstraram que a asaricina isolada de extrato
metanolico de raizes de outras espécies de Piper (P. armentosum), induzem a parada do
ciclo celular e gera apoptose em células de cancer de mama humano invasivo (MDA-
MB-231). A investigacdo farmacoldgica mostrou que a asaricina induz apoptose,
conforme demonstrado pelo aumento da liberacdo de LDH, diminuicdo do potencial de
membrana da mitocondria e aumento da liberagcdo de citocromo c. Este estudo fornece
informacGes importantes sobre 0s mecanismos pelos quais a asaricina media a apoptose
por meio da via intrinseca.

Assim, os dados sugerem que a asaricina € um potencial agente terapéutico na
supressdo do crescimento do cancer de mama. No dleo essencial da amostra obtida em
Araraquara, pode-se identificar cerca de 42,15% de asaricina na amostra, ou seja, quase
metade do dleo é constituido desta substancia, o que também sugere que os estudos com

as plantas coletadas neste local devam continuar.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Durante este estudo, pode-se realizar a extracao e a identificacdo das 4 amostras de
6leos essenciais através de técnicas cromatogréaficas. Analisando qualitativamente a
presenca de monoterpenos (C10), verifica-se que as 0s 6leos essenciais de Botucatu e
Bauru foram os que apresentaram maior % relativa destes compostos, enquanto os 6leos
essenciais de Araraquara e de Sdo Manuel predominaram os sesquiterpenos (C15). O 6leo
essencial obtido de Bauru foi 0 que apresentou qualitativamente a maior quantidade de

sesquiterpenos de todas as amostras.

Da amostra de obtida em Botucatu foram identificados no total 25 componentes,
sendo estes o (E)- nerolidol (34,44%) e o linalool (23,82%) como componentes
majoritarios, ambos fazem parte de mais de 50% da amostra. A analise da amostra obtida
de Araraquara permitiu a identificacdo de 21 componentes, sendo eles o linalool (8,82%),
o safrole (7,22%), a asaricina (42,15%), o n-pentadecano (9,69%) e miristicina (8,87%).
No 6leo essencial obtido de folhas de Bauru foram identificados no total 26 componentes.
Destes, destacam-se o linalool (8,22%), (E)-cariofileno (9,85%), a-humuleno (9,18%), y-
muuroleno (5,25%), o biciclogermacreno (14,49%) e (E) - nerolidol (16,05%). Da
amostra de Sdo Manuel de 0leo essencial foram identificados no total 15 componentes.
Esta amostra foi a que mostrou menor nimero de substancias de todos os 6leos estudados.

Destes, destacam-se o sequiterpeno (E) - nerolidol com 63,79% do 6leo.

A comparacdo das quatro amostras de 6leos essenciais analisados permitiu verificar
que os componentes a-pineno, 3-pineno, 8-3-careno, limoneno, (E)-p-ocimeno, linalool,
(E)- cariofileno, y-muuroleno e (E)- nerolidol apareceram em todos os 6leos essenciais
das amostras obtidas de plantas das quatro cidades, porém em composicoes diferentes. A
analise dos dados permitiu verificar que o componente linalool aparece com destaque
apenas na amostra da cidade de Botucatu, enquanto que na amostra de Araraquara
predomina a asaricina. Ja o (E)-nerolidol aparece em todos os Oleos essenciais,
destacando-se os 6leos obtidos de plantas das cidades de Bauru, Botucatu e Sdo Manuel.

Em menores concentragdes, o biciclogermacreno se destaca na amostra obtida de Bauru.

Dessa forma, esta monografia, mesmo com as questdes da pandemia do Covid-19,
conseguiu fechar e atender a todos os objetivos propostos. Assim, os dados sugerem esse
6leo essencial deve continuar sendo estudado, pois foram identificadas substancias de

potencial terapéutico interessante.
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7. DISPENSA DE APRESENTACAO AO CEP OU CEUA
A carta de dispensa de apresentagdo ao CEP OU CEUA foi preenchida e encontra-
se no ANEXO I desta monografia.
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ANEXO |

L L )

CARTA DE DISPENSA DE APRESENTACAO AO CEP OU CEUA

A

COORDENADORIA DO PROGRAMA DE INICIACAO CIENTIFICA DA UNISAGRADO

Informo que niio € necessiria a submissio do projeto de pesquisa intitulado “Estudo
comparativo ¢ identificaglio dos principais componentes do Oleo essencial de Piper aduncum L.
(Piperaceae) por Cromatografia Gasosa acoplada 3 Espectrometria de Massas ¢ por indice de
Retengiio”, ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) ou a Comissdio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) devido a devido a resoluglio 466 do CONEP csth isento da submissio ap comité,
por se tratar de projeto onde nfio ocorrerdo manipulagies genéticas, nem de seres vivos e nem de
material biologico vivo.

Atenciosamente,

ualy Telarcisa

Prof. [r. Marcelo Telascrea

Bauru, 10 de margo de 2020,
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