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RESUMO

O género Piper destaca-se pela ampla diversidade de metabolitos secundarios e pelo potencial
biologico de seus oleos essenciais, cuja composi¢ao quimica pode ser influenciada por fatores
ambientais, tornando os estudos sazonais importantes para a compreensao da dinamica do
metabolismo secundario vegetal. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a influéncia da sazonalidade sobre a composi¢dao quimica dos 6leos essenciais das folhas de
Piper macedoi e Piper fuligineum, bem como investigar sua atividade antimicrobiana frente a
leveduras do género Candida e a bactéria Helicobacter pylori. As folhas foram coletadas em
seis periodos distintos, entre setembro de 2024 e julho de 2025, abrangendo diferentes
condig¢des climaticas. Os 6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilagao e caracterizados
por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), cromatografia a gas
com detector por ionizagdo em chama (CG-FID) e ressonancia magnética nuclear (RMN).
Foram anotados 36 constituintes em P. macedoi e 40 em P. fuligineum, com predominancia de
sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados. O Germacreno D foi o principal constituinte de
ambas as espécies, enquanto o cromeno 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila
destacou-se como um dos metabdlitos majoritarios de P. macedoi, tendo sua estrutura
confirmada por RMN. Os resultados demonstraram que P. macedoi apresentou perfil quimico
relativamente estavel ao longo das coletas, enquanto P. fuligineum exibiu maior plasticidade
quimica e maior influéncia das varidveis climaticas sobre sua composi¢do. As analises de
correlagdo indicaram associagdes entre precipitacdo, pressao atmosférica e temperatura com a
abundancia relativa de determinados constituintes e classes quimicas. Quanto a atividade
bioldgica, os 0leos essenciais ndo apresentaram atividade frente a H. pylori nas concentragdes
avaliadas. Em contrapartida, foi observada atividade antifingica seletiva contra Candida
glabrata, especialmente para determinadas coletas de P. fuligineum, cujos valores de
concentragdo inibitéria minima atingiram 23,48 ug mL™'. De forma geral, os resultados
ampliam o conhecimento quimico e bioldgico sobre ambas as espécies e evidenciam a
influéncia da sazonalidade na modulacdo do metabolismo secundario e das propriedades
biologicas de seus 0leos essenciais.

Palavras-Chave: 0leos essenciais; sazonalidade; composi¢ao quimica; atividade antifiingica;
atividade anti-H. pylori.



ABSTRACT

The genus Piper is distinguished by its wide diversity of secondary metabolites and the
biological potential of its essential oils, whose chemical composition can be influenced by
environmental factors, making seasonal studies important for understanding the dynamics of
plant secondary metabolism. In this context, the present study aimed to evaluate the influence
of seasonality on the chemical composition of the essential oils from the leaves of Piper
macedoi and Piper fuligineum, as well as to investigate their antimicrobial activity against
yeasts of the genus Candida and the bacterium Helicobacter pylori. Leaves were collected
during six distinct periods between September 2024 and July 2025, encompassing different
climatic conditions. Essential oils were obtained by hydrodistillation and characterized by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), gas chromatography with flame
ionization detection (GC-FID), and nuclear magnetic resonance (NMR). A total of 36
constituents were annotated in P. macedoi and 40 in P. fuligineum, with a predominance of
hydrocarbon and oxygenated sesquiterpenes. Germacreno D was the major constituent in both
species, while the chromene 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila stood out as one
of the major metabolites in P. macedoi, with its structure being confirmed by NMR. The results
demonstrated that P. macedoi exhibited a relatively stable chemical profile throughout the
collection periods, whereas P. fuligineum showed greater chemical plasticity and stronger
influence of climatic variables on its composition. Correlation analyses indicated associations
between precipitation, atmospheric pressure, and temperature with the relative abundance of
specific constituents and chemical classes. Regarding biological activity, the essential oils did
not show activity against H. pylori at the concentrations evaluated. In contrast, selective
antifungal activity was observed against Candida glabrata, particularly for certain collections
of P. fuligineum, whose minimum inhibitory concentration values reached 23.48 pg mL™".
Overall, the results expand the chemical and biological knowledge of both species and highlight
the influence of seasonality on the modulation of secondary metabolism and the biological
properties of their essential oils.

Keywords: essential oils; seasonality; chemical composition; antifungal activity; anti-H. pylori
activity.
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1. INTRODUCAO

Produtos naturais representam uma ‘“familia” de varios compostos quimicos, que sao
sintetizados de forma natural, podendo ser produzidos por bactérias, fungos, plantas e animais.
A importancia dos produtos naturais dentro da sociedade moderna ¢ indiscutivel, tendo seus
usos relatados desde os primérdios da humanidade, sendo considerada a area mais antiga da
quimica organica. Um dos exemplos documentados mais antigos, do qual a humanidade teve
acesso, foi o Ebers Papyrus, datado de 1550 a.C. em que € relatado o uso medicinal de plantas,
incluindo tratamentos dermatologicos, problemas estomacais, queimadura, dentre outros. Além
do uso medicinal, ¢ descrito também o uso em rituais religiosos € na mumificagdo de cadaveres

(Ghalioungi, 1987).

Os produtos naturais apresentam diversos usos como: corantes, odorizantes, cosméticos,
repelentes, fins ritualisticos, usos diversos na agricultura e uso medicinal. Este ultimo, cuja
aplicagdo tem ganhado maior destaque nas Ultimas décadas, sendo a relevincia desses
compostos inegavel. Na revisdo de Newman e Cragg (2020), fica claro que uma grande
porcentagem (cerca de 70%, desconsiderando macromoléculas e vacinas) de farmacos

aprovados pelos 6rgdos regulamentadores, tem alguma origem em produtos naturais.

O estudo dos produtos naturais, especificamente dos oOleos essenciais e seus
constituintes terpénicos, tem sido um pilar fundamental no desenvolvimento da quimica
organica e da farmacologia moderna. Desde a sistematizacao pioneira dos terpenos por Otto
Wallach (Nobel de Quimica, 1910) e a formulagao da regra do isopreno por Leopold Ruzicka
(Nobel de Quimica, 1939), a compreensdo estrutural dessas moléculas permitiu avangos
significativos. Mais recentemente, a premiacao de Tu Youyou (Nobel de Medicina, 2015) pela
descoberta da artemisina, uma lactona sesquiterpénica, reforgou a relevancia continua da

investigagdo fitoquimica de espécies vegetais como fonte de novos compostos bioativos.

A composicdo quimica dos Oleos essenciais € resultado da interacdo entre fatores
genéticos e ambientais. Nesse contexto, a sazonalidade constitui um dos principais fatores
capazes de influenciar qualitativa e quantitativamente a producao de metabolitos secundarios
em plantas aromadticas. Varidveis como precipitacdo, temperatura, luminosidade, umidade
relativa do ar e disponibilidade hidrica podem alterar o fluxo metabdlico das rotas biossintéticas
responsaveis pela formagdo dos compostos volateis, promovendo variagdes na composi¢ao
quimica e, consequentemente, nas propriedades bioldgicas associadas aos dleos essenciais

(Gobbo-Neto; Lopes, 2007). Dessa forma, estudos sazonais sdo fundamentais para
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compreender a dinamica do metabolismo secundario vegetal e identificar os periodos mais

favoraveis para a obtengdo de metabolitos de interesse.

Entre as familias botanicas reconhecidas pela producdo de metabodlitos bioativos,
destaca-se a Piperaceae, representada principalmente pelo género Piper, um dos maiores € mais
diversificados grupos de angiospermas tropicais. Espécies desse género sdo amplamente
distribuidas em regides tropicais e subtropicais ¢ possuem longa histéria de utilizagdo na
medicina tradicional de diferentes culturas. Estudos fitoquimicos tém demonstrado que espécies
de Piper apresentam grande diversidade de metabdlitos secundérios, incluindo amidas,
lignanas, flavonoides, cromenos, fenilpropanoides e 6leos essenciais ricos em terpenoides. Essa
diversidade quimica estd frequentemente associada a atividades bioldgicas relevantes, como
acdo antimicrobiana, antifingica, anti-inflamatoria, inseticida e gastroprotetora (Parmar et al.,

1997; Salehi et al., 2019).

Apesar do crescente numero de estudos envolvendo espécies do género Piper, ainda
existem lacunas significativas relacionadas a influéncia da sazonalidade sobre a composi¢do
quimica dos 6leos essenciais de diversas espécies nativas brasileiras, bem como sobre os
possiveis reflexos dessas alteragdes em suas atividades biologicas. Nesse contexto, Piper
macedoi e Piper fuligineum representam espécies ainda pouco exploradas sob o ponto de vista
quimico e bioldgico, especialmente em estudos que avaliem simultaneamente as variagdes
sazonais da composi¢ao quimica e seu potencial antimicrobiano. A investigacao dessas espécies
torna-se particularmente relevante diante da necessidade de ampliar o conhecimento sobre a
biodiversidade quimica da flora brasileira e identificar metabolitos com potencial aplicagado

biotecnoldgica e farmacéutica.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Oleos Essenciais e Metabélitos Secundarios

Os oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas e
odoriferas produzidas pelo metabolismo secundario de organismos vegetais (Simodes et al.,
2017). Do ponto de vista técnico e normativo, a definicdo internacional mais aceita ¢
estabelecida pela International Organization for Standardization (ISO), por meio da norma ISO

9235, que caracteriza o 6leo essencial como o produto obtido de uma matéria-prima vegetal de
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origem botanica definida, mediante destilagdo por arraste a vapor, hidrodestilagdo ou por

processamento mecanico apropriado (ISO, 2013).

Quimicamente os Oleos essenciais sdo constituidos por metabodlitos secundarios,
principalmente por terpenos, terpendides e derivados fendlicos de baixa massa molecular, que
determinam as propriedades fisico-quimicas e biologicas dos 6leos. A composi¢ao quimica dos
Oleos pode sofrer variagdes em funcao de fatores genéticos, fisiologicos e ambientais, incluindo
sazonalidade, temperatura, luminosidade, disponibilidade hidrica, altitude e caracteristicas

climaticas (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Nas plantas, os Oleos essenciais desempenham fungdes ecoldgicas importantes,
funcionando como um mecanismo de defesa quimica contra microrganismos, insetos e
herbivoros, além de participarem da atracdo de polinizadores e da adaptacdo a diferentes

condi¢des (Taiz et al., 2017).

Os oleos essenciais sao amplamente empregados na industria farmacéutica, cosmética,
alimenticia e agricola. Diversos estudos descrevem atividades bioldgicas relevantes, incluindo
propriedades antimicrobianas, antifingicas, antioxidantes, anti-inflamatorias e gastroprotetoras
associadas aos constituintes majoritarios e minoritarios presentes em Oleos essenciais (Bakkali
et al., 2008). Dessa forma, os dleos essenciais t€ém despertado crescente interesse cientifico
como fontes promissoras de compostos bioativos para o desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos.

Os metabolitos secundarios ndo estao envolvidos diretamente nos processos primarios
essenciais, como crescimento e reproducdo de plantas, microrganismos e fungos, mas sim
desemprenham fungdes ecologicas fundamentais para a sobrevivéncia e adaptagcdo dos
organismos em seus ambientes naturais. Diferentemente dos metaboélitos primarios, como
carboidratos, lipideos e proteinas, os metabolitos secundarios apresentam distribuigdo restrita
entre espécies e sao, frequentemente, especificos de determinados tdxons, refletindo adaptagdes

evolutivas a pressdes ambientais e interagdes ecoldgicas (Dewick, 2009).

Do ponto de vista da biossintese, esses compostos provém de um numero limitado de
vias metabolicas principais, destacando-se as rotas do acido chiquimico, responsavel pela
formag¢ao de compostos fendlicos e alcaloides aromadticos; do acetato-mevalonato, relacionada
a biossintese de policetideos e flavonoides; e das vias do mevalonato e do metileritritol fosfato,
responsavel pela produgao dos terpenos e terpenodides. A partir dessas rotas, € possivel obter

uma vasta gama de classes quimicas, incluindo alcaloides, terpenos, flavonoides, ligninas,
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fenilpropanoides, cumarinas, dentre outros, que apresentam grande variabilidade estrutural e

funcional (Dewick, 2009).

Sobre os principais grupos de metabdlitos secundarios, destacam-se os terpenos,
alcaloides e compostos fendlicos, os quais apresentam elevada relevancia farmacologica e
biotecnoldgica. As rotas biossintéticas dos terpenos e arilpropanoides podem ser vistas na
Figura 01. Muitos farmacos possuem origem direta ou indireta em metabdlitos secundarios
vegetais, evidenciando a importancia dos produtos naturais na descoberta de novas moléculas

bioativas (Newman & Cragg, 2020).

Figura 01 — Esquema resumido das rotas biossintéticas dos terpenos e fenilpropanoides.
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Entre os constituintes de 6leos essenciais com aplicagdo farmacéutica consolidada,
existem alguns exemplos, como o mentol (Figura 02), um monoterpeno empregado nas
industrias farmacéutica e cosmética, sendo utilizado em formulagdes topicas, produtos para
higiene oral, inalantes e preparagdes para alivio de sintomas respiratérios. Esse composto
apresenta propriedades analgésicas, antipruginosas, descongestionantes e antimicrobianas

(Patel; Ishiuji; Yosipovitch, 2007). Outro exemplo € o eugenol (Figura 02), um fenilpropanoide
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com amplo emprego farmacéutico e odontoldgico. Esse composto apresenta propriedades
analgésicas, anti-inflamatorias, anestésicas locais e antimicrobianas, sendo utilizado
principalmente em materiais restauradores provisorios e formulagdes antissépticas para uso oral

(Marchese et al., 2017).

Figura 02 — Exemplos de constituintes de OEs com aplicagdes farmacéuticas.
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Fonte: o Autor

2.2. A Influéncia da Sazonalidade na Composicio de Oleos Essenciais

O estudo de 6leos essenciais traz um grande desafio que ¢ a forte influéncia que a
sazonalidade promove nos mesmos. Ela refere-se as variagdes periddicas nas condigdes
ambientais ao longo do tempo, geralmente associadas a mudangas climéaticas anuais, como
temperatura, precipitagdo, luminosidade e umidade relativa. Essas variagdes exercem influéncia
direta sobre o metabolismo dos organismos, especialmente em plantas, afetando tanto processos
fisiologicos quanto a biossintese de metabolitos secundarios (Yang et al., 2018). Como esses
compostos provém de poucas rotas biossintéticas e sdo uma resposta da espécie vegetal ao
ambiente em que se encontra inserida, sua producdo pode ser facilmente alterada e adaptada de

acordo com as necessidades da espécie naquele momento (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Diversos fatores abioticos tém sido descritos como determinantes na variagao
quantitativa e qualitativa dos metabdlitos secundérios. A temperatura, por exemplo, pode
influenciar a atividade enzimatica envolvida nas vias biossintéticas, enquanto a radiagdo solar,
especialmente na faixa do ultravioleta, estd associada ao aumento da producao de compostos
fenodlicos com funcdo fotoprotetora. A disponibilidade hidrica também desempenha papel
crucial, uma vez que o estresse hidrico pode induzir a sintese de metabolitos relacionados a

defesa, como terpenoides e alcaloides. Além disso, fatores como a composi¢do do solo e
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disponibilidade de nutrientes pode impactar diretamente no metabolismo secundario de plantas

(Taiz et al., 2017).

Junto aos fatores abidticos, existem os fatores bidticos, como ataque de herbivoros,
infeccdo por patdgenos e interagdes com outros organismos, também contribuem para a
modulag¢do da producdo de metabdlitos secundarios. Essas interagdes podem desencadear
respostas metabolicas especificas, resultando no aumento da sintese de compostos com

atividade defensiva ou sinalizadora (Wink, 2010).

Dessa forma, a producdo de metabdlitos secundarios € resultado de uma complexa rede
de interacdes entre fatores ambientais e biologicos, refletindo a plasticidade metabdlica das
plantas. Em uma analogia, o metabolismo secundario pode ser comparado a uma grande placa
eletronica e cada espécie possuisse modulos especificos que podem ser ativados e desativados
de acordo com o ambiente em que a planta se encontra (fatores bidticos e fatores abidticos),

levando a respostas (produ¢do de metabolitos secundarios) diferentes (Figura 03).

Figura 03 — Analogia ilustrativa da regulacdo do metabolismo secundario.
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No caso especifico de dleos essenciais, a sazonalidade pode afetar ndo apenas o
rendimento, mas também a composi¢cdo quimica dos constituintes volateis, promovendo
alteragdes relativas de monoterpenos, sesquiterpenos e terpendides. Essa variagdo pode
impactar diretamente nas propriedades bioldgicas e o potencial de aplicagdo desses 6leos,

tornando essencial o estudo sazonal para a compreensdo da dindmica metabdlica e para a
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otimizagdo do uso de recursos naturais com fins farmacologicos, industriais e biotecnolégicos

(Baser; Buchbauer, 2015).

2.3. Familia Piperaceae e Género Piper

Piperaceae ¢ uma familia pertencente as angiospermas ¢ a ordem Piperales, sendo
encontradas predominantemente em regides tropicais e subtropicais. Sdo constituidas por
aproximadamente 3700 espécies e distribuidas em cinco géneros, entres os quais o género Piper
se destaca como o mais representativo (mais de 2150 espécies) e economicamente importante

(Jaramillo & Manos, 2001).

Historicamente, espécies da familia Piperaceae possuem grande relevancia etnobotanica
e medicinal. Diversas espécies do género Piper sdo utilizadas tradicionalmente na medicina
popular para o tratamento de distirbios gastrointestinais, inflamagdes, dores, infeccdes e
doengas respiratérias (Parmar et al.,, 1997). Além disso, algumas espécies apresentam
relevancia econdmica, como a pimenta do reino preta (Piper nigrum), considerada uma das
especiarias mais antigas e comercialmente relevantes do mundo, recebendo a mesma

relevancia, nas grandes navegacdes, que o petroleo recebe na sociedade atual (Freedman, 2008).

Diversos estudos relatam atividades antimicrobianas e antifiingicas de 6leos essenciais
de espécies do género Piper. Essas atividades sdo frequentemente relacionadas a presenca de
compostos terpénicos capazes de promover alteragdes na permeabilidade e integridade das
membranas celulares de microrganismos. Espécies como Piper aduncum, Piper marginatum e
Piper hispidinervum tém demonstrado atividade frente a diferentes espécies de fungos
patogénicos e leveduras do género Candida, evidenciando o potencial farmacologico dos
metabolitos volateis produzidos por essas plantas. Outras atividades também relatadas ao

género sdo: antimicrobiana, anticancer e analgésica (Salehi et al., 2019).

Do ponto de vista fitoquimico, espécies do género Piper sdo reconhecidas pela elevada
capacidade de biossintese de diversos metabdlitos secundarios, incluindo alcaloides, lignanas,
flavonoides, cromenos, amidas e constituintes volateis presentes nos o0leos essenciais (Scott et
al., 2008). Os oleos essenciais obtidos de espécies desse género sdo frequentemente ricos em

monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides (Parmar et al., 1997).
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A relevancia farmacologica do género Piper também estd associada a grande
diversidade estrutural de seus metabolitos secundarios, tornando essas espécies importantes
fontes de compostos bioativos para pesquisas em produtos naturais e desenvolvimento de novas
moléculas de interesse terapéutico. Como a piperina, molécula associada ao ardor na lingua
causado pelas pimentas desse género, que apresenta propriedades anti-inflamatoria,
antioxidante e termogénicas (Singh; Shukla, 2024). Nesse contexto, estudos envolvendo a
composi¢do quimica de 6leos essenciais e avaliagdo biologica de espécies do género Piper
contribuem significantemente para o conhecimento quimico, ecolégico e farmacoldgico dessas

plantas aromaticas.

Por vezes o estudo do género Piper apresenta um desafio como a alta semelhanga
morfoldgica e genética que algumas espécies apresentam, o que pode levar a ambiguidades
taxonOmicas. Nesse contexto, a caracterizagdo quimica de seus metabolitos secundérios torna-
se uma ferramenta muito util para a diferenciag¢do entre espécies préximas e para compreensao
de aspectos ecologicos e evolutivos. A semelhanga morfologica entre a Piper macedoi e a Piper
Sfuligineum (Figura 04), por exemplo, pode resultar em erros de identificagdo por observadores
ndo especializados, visto que a Piper fuligineum se distingue principalmente por apresentar

folhas ligeiramente menores e tricoma.

Figura 04 — Fotos retiradas em campo das espécies Piper fuligineum (esquerda) e Piper

macedoi (direita).

Fonte: o Autor
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Esse problema se estende também a genética das duas, como demonstrado em um estudo
prévio do grupo, onde o M.e. Augusto Hubaide Nozella, enviou amostra de ambas as espécies
para identificacdo pela Prof.? Dr* Micheline Carvalho Silva da Universidade de Brasilia,
especialista em Piperdceas. Foi realizado um trabalho de analise molecular do material genético,
e foram utilizadas 52 sequéncias de material genético. Considerando todas as espécies
brasileiras com morfologia proxima a Piper fuligineum e Piper macedoi, concluiu-se que as

espécies apresentavam 97% de similaridade genética (Nozella, 2022).

3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da sazonalidade na distribui¢do de metabolitos secundarios nos 6leos
essenciais das folhas de duas espécies do género Piper: Piper fuligineum e Piper macedoi
utilizando: cromatografia a gés acoplada a espectrometro de massas (GC-EM), cromatografia a
gas com detector de ionizacdo de chama (GC-FID) e verificar a influéncia em atividade

antimicrobiana.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica foi realizada por meio da base de dados bibliograficos “Scopus”
do grupo Elsevier, usando como busca o nome das espécies: Piper macedoi e Piper fuligineum.
As pesquisas foram realizadas até o dia primeiro de Maio de 2026 e todos os artigos que trazem
algum estudo envolvendo uma das espécies foram considerados. Os artigos encontrados foram
classificados de acordo com o tipo de extrato, 6rgdo da planta utilizado e sua condi¢ao, local de
coleta, atividade bioldgica avaliada. Para o foco desse trabalho, foram considerados somente

informacdes quanto a composi¢ao quimica das espécies.

Um ponto muito importante ¢ quanto ao nimero de artigos, como comentado
anteriormente, o género Piper apresenta uma quantidade relativamente alta de estudos; na
plataforma, foram encontrados em torno de 17 mil artigos ao pesquisar a palavra “Piper”.
Algumas espécies se destacam quanto ao volume de publicagdes, como a P. nigrum com quase
3 mil artigos, a P. aduncum, com pouco mais de 400 artigos, a P. tuberlculatum com pouco

mais de 110 artigos, entre outras.
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Por sua vez, as espécies focos desse estudo, apresentaram 06 artigos para a P. macedoi

e 06 artigos para a P. fuligineum. Um volume pequeno ao comparar com outras espécies de

mesmo género. Dessa forma, existe uma gama muito alta de possibilidades de estudos para

ambas as espécies.

Nos proximos dois topicos, cada espécie sera trabalhada separadamente, mas os critérios

utilizados e as analises estatisticas foram as mesmas para ambas.

sintetizados na Tabela 01:

4.1. Piper macedoi

A revisao bibliografica resultou na identificacdo de seis artigos sobre a Piper macedoi,

Tabela 01 — Artigos coletados na base de dados Scopus até Maio de 2026 sobre a espécie

Piper macedoi.

Codigo  Tipo de Extrato Orgao, y . Atividade Bioldgica Local de Coleta  Referéncia
Caracteristica
. . . Oliveira
ArtMO1 Oleo Essencial Folhas frescas - Patis - MG
etal, 2016
. . o . Teixeira de Dos Santos
ArtMO02 Oleo Essencial Folhas frescas Antileishmania Freitas - BA etal., 2021
, . o Batista
ArtMO03 Oleo Essencial Folhas secas  Antifliingica (Antracnose) Alegre - ES
etal., 2023
. . Inseticida (Cerosipha Dos Santos
ArtM04 Oleo Essencial Folhas secas Jorbesi) Alegre - ES et al., 2024
. . Controle de Aedes Teixeira de Fonseca
ArtMO5 Oleo Essencial Folhas frescas aegypti Freitas - BA et al., 2024
ArtM06 Oleo Essencial Folhas secas Acaricida (Spider mite) Alegre - ES Lima
praer mie g et al., 2025

Fonte: o Autor
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O primeiro artigo ¢ do ano de 2016, seguido por um hiato sem publicagdes até o ano de
2021, e apos esse periodo, foram publicados cinco artigos sobre a espécie. Nesse sentido, fica
claro o quao jovem sdo os estudos da espécie e o interesse que alguns grupos de pesquisa tém
por ela. O segundo ponto refere-se ao material utilizado nos trabalhos analisados. Em todos os
casos, foram utilizados 6leos essenciais de folhas, sendo em trés (ArtMO1, ArtM02 e ArtMO05)
foram utilizadas folhas frescas e nos outros trés (ArtM03, ArtM04 ¢ ArtM06), foram utilizadas
as folhas secas e essa diferenca no tipo de material pode acarretar diferentes composigoes.
Durante o processo de secagem, os compostos mais volateis presentes na amostra vegetal
podem evaporar, levando a sua perda parcial ou completa. Além disso, o contato prolongado
com o oxigénio junto ao calor pode levar a oxidagdo de alguns componentes, levando a
formagdo de compostos que ndo estdo presentes na planta em natura (Simdes ef al., 2017).
Sobre a técnica de extracdo, foi utilizada em todos a hidrodestilacio com equipamento

Clevenger.

Em relacdo aos locais de coleta, ArtMO1 cita que sua coleta foi realizada em Patis —
MG, em espago conservado de Cerrado, além de realizar a coleta da espécie cultivada em estufa.
Os artigos ArtM02 e ArtMO05 citam que suas coletas foram realizadas em Teixeira de Freitas —
BA, em espago conservado de Mata Atlantica. Por fim os artigos: ArtM03, ArtM04 ¢ ArtMO06,
relatam que suas coletas foram realizadas em Alegre — ES, em espaco conservado de Mata

Atlantica.

O primeiro ponto que fica claro ao se observar os artigos, ¢ a variedade de atividades
biologicas em que os 6leos das folhas de Piper macedoi foram submetidos, desde o controle de
pragas agricolas e urbanas, até o uso frente o patogeno causador de Leishmania. Para todos os
estudos, o resultado da atividade biologica se mostrou positivo, com destaque para o controle
do pulgdo Cerosipha forbesi, sendo capaz de matar mais de 81% dos individuos, na
concentragdo de 0,5 mL L! (Dos Santos et al., 2024). Outro uso muito interessante, é no
controle das larvas do mosquito Aedes aegypti, que € um sério problema nos centros urbanos
por ser um vetor transmissor de dengue, Chikungunya e Zika virus. Neste trabalho verificou-se
que uma solugdo contendo o 6leo a uma concentragao de 250 ppm levou a mortalidade de 100%
das larvas (Fonseca et al., 2024). Tais trabalhos demonstram a relevancia do género e da espécie
para novos estudos, além de diversas outras aplicacdes que podem ser exploradas. Para isso, ¢

fundamental entender o perfil quimico da espécie.

Os seis artigos trazem andlises da composi¢ao quimica dos dleos, utilizando CG-EM e

CG-FID, técnicas consolidadas nos estudos metabolomicos de compostos volateis por trazerem
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informacdes valiosas e literatura vasta. Quanto a composicdo, a primeira observacdo ¢ o

principal constituinte de cada 6leo (Figura 05).

Figura 05 — Principais compostos quimicos do 6leo essencial de P. macedoi.

~o
A o}
XX >
_— 0]
O _0O
piperitona trans-beta-ocimeno apiol
ArtMO3 - 26,48% ArtMO1 - 24,80% ArtMO02 - 14,89%
ArtMO04 - 27,60% ArtMO5 - 15,13%

ArtMO06 - 21,99%

Fonte: o Autor

E possivel inferir que o local de coleta ¢ fundamental na biossintese do composto
majoritario do dleo, visto que, os trés artigos que realizaram suas coletas em Teixeira de Freitas
— BA (ArtM03, ArtM04 e ArtM06), apresentaram a piperitona como principal constituinte. Ja
no artigo onde a coleta foi realizada em Patis — MG (ArtMO01), temos o trans-beta-ocimeno
como majoritdrio e os dois ultimos artigos que realizaram suas coletas em Alegre — ES,
apresentou outro principal constituinte, o apiol. Esse comportamento ¢ esperado e bem
documentado em o6leos essenciais: corresponde a quimiotipos e a forte influéncia de fatores
genéticos e ambientais (solo, clima, altitude), além de varia¢des fenologicas, manejo, diferencas
metodoldgicas na extragdo e analise, etc. Estas fontes de variacdes levam a mudangas na
abundancia relativa dos compostos presentes, além da presenca/auséncia de certos metabolitos
(Barra, 2009). No caso do género Piper, um fator em destaque ¢ a presencga de quimiotipos, que
apesar de serem morfologicamente iguais e se tratar de uma mesma espécie, apresentam
linhagens que biossintetizam predominantemente um conjunto diferente de compostos volateis

(Benomari et al., 2023).

Quanto as classes dos compostos identificados relatados nos artigos, os dados foram
resumidos e colocados na Figura 06. Para o ArtMO01, tem dados quanto a P. macedoi coletada
em campo e a cultivada em estufa. Ja o ArtM06 ndo traz informac¢des quanto a classe dos

compostos, somente o principal constituinte, retratado anteriormente.
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Figura 06 — Perfis quimicos dos 6leos essenciais de cada artigo (Piper macedoi).

ArtMO01 Cultivada ArtMO1 Silvestre ArtM02
@ Monoterpenos (%) @ Sesquiterpenos (%) @ Monoterpenos (%) @ Sesquiterpenos (%) @ Monoterpenos (%) @ Sesquiterpenos (%)
@ Fenilpropanoides (%) QOutras Classes (%) @ Fenilpropanoides (%) Outras Classes (%) @ Fenilpropanoides (%) Outras Classes (%)

209
7.6
1.25
ArtMO3 ArtM04 ArtMO05
@ Monoterpenos (%) @ Sesquiterpenos (%) @ Monoterpenos (%) @ Sesquiterpenos (%) @ Monoterpenos (%) @ Sesquiterpenos (%)
Qutras Classes (%) Outras Classes (%) @ Fenilpropanoides (%)

0.01

Fonte: o Autor

E visivel que a constitui¢io do dleo traz as mesmas classes de compostos como as
principais, no caso: monoterpenos, depois fenilpropanoides e por fim sesquiterpenos, porém
ocorre uma variacdo quanto a porcentagem de cada classe. No caso da sintese de terpenos e
compostos aromaticos em plantas, esta é fortemente influenciada por varidveis ambientais —
luz, temperatura, disponibilidade de agua, nutrientes do solo, etc. Dessa forma, € esperado uma
variagdo entre os compostos de uma coleta para outra, visto que no Brasil ha muita varia¢do
entre os meses quanto a chuva, luz, etc (Barra, 2009). Um outro fator relevante, que deve ser
levado em conta ao analisar 6leos produzidos a partir de pontos de coleta distintos, € a existéncia

de quimiotipos, bem comum ao gé€nero Piper, quanto as principais classes ocorrem uma
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tendéncia a serem as mesmas entre dois quimiotipos diferentes, porém com propor¢des

diferentes (Benomari et al., 2023).

sintetizados na Tabela 02:

4.2. Piper fuligineum

A revisao bibliografica resultou na identificagao de seis artigos sobre a Piper fuligineum,

Tabela 02 - Artigos coletados na base de dados Scopus até Maio de 2026 sobre a espécie

Piper fuligineum.
L 1 . _ . Atividade Local de .
Codigo  Tipo de Extrato  Orgao/Caracteristica Biologica Coleta Referéncia
N Jardim
ArtFO1 - - - Sao Paulo etal., 2015
Ovicida .
ArtF02 Oleo Essencial Folhas secas (Anticarsia Sao Paulo Krinski
. etal., 2018
gemmatalis)
, Araraquara - Mazzeu
ArtF Extrato Etanol Folh -
rtF03 xtrato Etanolico olhas secas Sp et al., 2018
Mato Grosso Pott
ArtF04 - - -
ko doSul  eral,2019
. Hidrolandia - Vieira
ArtF Oleo E ial Infl éncia fr Acaricid
rtF05 eo Essencia nflorescéncia fresca caricida GO et al., 2025
Inseticida
. Folhas, Frutos e - Hidrolandia - Vieira
. , T
ArtF06 Oleo Essencial Ramos secas(0s) (Tribolium GO et al., 2025
castaneum)

Fonte: o Autor

As primeiras informagdes que podem ser obtidas ao analisarmos a Tabela 02, indicam

que a P. fuligineum, diferentemente da P. macedoi, traz artigos mais diversificados no banco



27

de dados utilizado, ndo sendo somente de 6leos essenciais de folhas, além de artigos botanicos.
Somente na metade dos artigos (ArtF02, ArtF05 e ArtF06), temos o perfil quimico do 6éleo
essencial da espécie em questdo, cada um deles trabalhando com um material vegetal diferente.
O artigo ArtFO1, trabalha com uma molécula isolada de um extrato de Piper fuligineum. Por
fim, o artigo ArtF03 traz algumas informagdes valiosas sobre algumas moléculas (kavalactonas

e benzoatos), que foram isoladas da espécie em questdo.

Quanto ao ano de publicacdo, como podemos ver, houveram quatro publicacdes entre
os anos de 2015 € 2019. Apds isso, houve um hiato de 06 anos, até uma nova publicagdo. Sendo
assim, uma espécie com muito potencial a ser estudado e pouco explorada. Quanto as coletas,
em todos os casos, foram realizadas em regides do bioma Cerrado, com dois artigos (ArtF05 e

ArtF06) com o mesmo local de coleta e mesma equipe de pesquisa.

Sobre o 6leo preparado a partir de folhas secas, no artigo ArtF02, consta 06 compostos
com presenca superior a 3,5% (Figura 07). Quanto a outros compostos, o artigo ndo traz
informagdes, nem mesmo as classes pertencentes. Esses compostos junto as porcentagens

respectivas podem ser vistas abaixo:

Figura 07 — Compostos majoritarios presentes no 6leo essencial de folhas secas de P.

fuligineum, relatados no ArtF02.
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X 0 TUJOPSAN-2-ALFA-OL

\/jg: > H, 4,32%
ESPATULENOL
? 0 e 4,14%
(ONg H

N DILLAPIOL 3,82%
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delta-cadineno

espatulenol

Fonte: o Autor

O principal constituinte do dleo essencial de P. fuligineum ¢ o composto asaricina, um

fenilpropanoide muito similar ao apiol (principal constituinte dos 6leos de folhas secas de Piper
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macedoi). Isso reforga a grande similaridade entre as espécies, considerando que as rotas

biossintéticas levam a formagdo de compostos similares.

Além da asaricina, ¢ relatado o dillapiol que seria um derivado do apiol. A diferenga
entre os dois compostos, € a presenca de uma metoxila a mais no dillapiol. As trés moléculas
podem ser vistas na Figura 08. Apesar dessa alta semelhanga, at¢ mesmo nas rotas sintéticas, ¢
possivel visualizar compostos com uma propor¢ao alta, que de acordo com a literatura, nao
estdo presentes nos Oleos de P. macedoi. Sao eles: espatulenol e o tujopsan-2-a-ol. A partir

disso, esses compostos podem ser a chave para diferenciar as espécies.

Figura 08 — Formula estrutural da asaricina, apiol e dillapiol.
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Fonte: o Autor

Quanto ao ArtF0S5, o 6leo essencial foi preparado a partir de uma parte diferente da

planta. Dessa forma, a tendéncia € que os principais constituintes sejam outros.

A Figura 09 mostra a composicao do dleo essencial obtido da inflorescéncia da Piper

Sfuligineum.



Figura 09 - Compostos majoritarios e composi¢do quimica do dleo essencial da

inflorescéncia de P. fuligineum relatados no ArtFO0S5.

ArtFO5

@ Monoterpenos (%) @ Sesquiterpenos (%)

@ Fenilpropanoides (%)

Nao Identificados (%)

limoneno (9,6%) 43 felandreno (31,3%)

HO O

O
eupatoriocromeno (18,2%)

51

Fonte: o Autor

E possivel observar que a principal classe de compostos se mantém a mesma, apesar de
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se tratar de uma parte diferente da planta, a constituicdo € parecida. Sobre os compostos, um

monoterpeno constitui mais de 30% do 6leo, o a-felandreno. Essa substancia também aparece

na literatura da P. macedoi, como um dos constituintes dos 6leos. Dessa forma, apesar de serem

partes diferentes, os constituintes produzidos sdo pertencentes a uma mesma variedade de

classes, apresentando alguns compostos em comum para ambas as espécies.

Por altimo, o ArtF06 traz o perfil quimico do dleo essencial de trés partes da P.

fuligineum, sendo ramos, folhas e frutos. Na Figura 10 é apresentado os trés principais

constituintes de cada um dos 6leos.
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Figura 10 — Constituintes principais do 6leo essencial de P. fuligineum extraido de ramos

(quadro verde), folhas (quadro azul) e frutos (quadro vermelho).

H
Hw
=
himachaleno (13,90%) alfa-selineno (13,31%) beta-cariofileno (11,19%)
(o} \
beta-pineno (18,38%) HO 0
eupatoriocromeno (13,53%)
HO
(E)-nerolidol (13,71%)

.u/// ” \GT m

alfa-felandreno (38,63%) limoneno (10,43%) eupatoriohromeno (8,06%)

Fonte: o Autor

Ao analisarmos essas informagdes quanto aos principais compostos identificados, ¢é
possivel observar que eles variam dependendo da parte da planta da qual o dleo essencial foi
extraido. De forma geral ¢ marcante a presenga: dos monoterpenos, como beta-pineno € o
limoneno; dos sesquiterpenos, como o beta-cariofileno; e da presenca de um cromeno, o
eupatoriocromeno, com porcentagem relevante. Um dado interessante que a propria autora

destaca ¢ a presenca do eupatoriocromeno e do beta-cariofileno nos trés dleos, trazendo a
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possibilidade de que esses compostos possam representar marcadores quimicos importantes da

espécie (Vieira et al., 2025).

A presenca desse cromeno ¢ bem interessante, visto que ele também ¢ relatado em outras
espécies do género, como a Piper mollicomum (Ramos et al., 2020). Além do cromeno ja
relatado, outros também aparecem no género, como os precoceno I e precoceno II, relatados
para Piper aduncum (Scott et al., 2008). Esses dois ultimos apresentam uma forte atividade
inseticida, sendo uma resposta da espécie ao ataque de herbivoros. Entdo, a presenca de

cromenos ¢ comum ao género Piper e relativamente comum.

Nao existe um consenso cientifico quanto a rota biossintética, porém, numa das revisoes
mais completas e recentes desenvolvidas, onde foram considerados 79 cromanos ¢ 161
cromenos relatados na literatura como produtos naturais, os autores propdem algumas
possibilidades de rotas biossintéticas iniciais (Figura 11) em comum para todos eles (Liu et al.,

2025).
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Figura 11 — Propostas de rotas biossintéticas do 2,2-dimetilcromeno e 2,2-dimetilcromano.

(A) via do acido chiquimico e (B) via do acetil-CoA.
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Nota: ENZO01 — phenylalanine ammonia-lyase; ENZ02 — cinnamate-4-hidroxylase

Adaptado de: Liu et al, 2025

O primeiro ponto a ser observado na figura € que, independentemente da proposta de
formagdo do 2,2-dimetilcromeno, um cromeno que funciona como esqueleto para diversos
outros compostos desta classe (Liu et al., 2025), o DMAPP (Pirofosfato de Dimetilalila), uma
molécula fundamental na formagdo dos terpenos, também aparece como uma importante
molécula formadora para os cromenos. Esse fato demonstra a importancia e plasticidade dessa
rota biossintética nas espécies do género Piper. Agora comentando isoladamente, a rota A, traz
a formagdo dos cromenos e cromanos por meio da via do acido chiquimico, que ¢ a mesma rota

dos fenilpropanoides, outra classe relevante e bem presente nos 6leos de espécies do género
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Piper. O acido p-cumadrico reage formando o acido p-hidroxibenzoico, que posteriormente
reage com 0 DMAPP proveniente de outra rota biossintética, levando a formacao do cromeno.
Janarota B, a proposta biossintética vem do acetil CoA, que forma um esqueleto intermediario,
capaz de sofrer uma condensagdo, resultando na formagdo do acido orselinico. Este, por sua
vez, reage com 0 DMAPP formando o cromeno. Vale destacar que a rota do acetil CoA também
constitui uma das possibilidades de formacdo do DMAPP e, consequentemente, dos terpenos.
De forma geral ¢ perceptivel o quao ativas sdo essas rotas biossintéticas e a habilidade das

plantas do género Piper em adaptar as rotas para formacao de diferentes classes de compostos.

Por fim, ainda sobre esse artigo, temos o perfil quimico do 6leo essencial das folhas da
P. fuligineum, que também ¢ o mesmo material de trabalho dessa dissertagdo. Dessa forma,

tanto o perfil quimico quanto a classe de compostos podem ser vistos na Figura 12.

Figura 12 — Classes de compostos presentes no 6leo essencial das folhas de P. fuligineum

(ArtF06).

ArtF06
@ Monocterpenos (%) @ Sesquiterpenos (%)

@ Fenilpropancides (%)

Ndo Identificados (%)

Fonte: o Autor

Como ¢ possivel observar, o 6leo essencial das folhas de Piper fuligineum apresenta
perfil quimico compativel com o frequentemente descrito para espécies do género Piper,
caracterizado pela presenca expressiva de monoterpenos (28,27%), sesquiterpenos (24,58%) e
fenilpropanoides (13,53%). Esse perfil evidencia a elevada plasticidade metabolica do género,
reconhecido pela capacidade de biossintese de ampla diversidade de metabolitos secundarios

associados a processos ecoldgicos adaptativos (Parmar ef al., 1997; Scott et al., 2008).
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Sobre os compostos identificados, o f-pineno (18,38%) aparece como o principal, além
do (E)-nerolidol (13,71%) e o eupatoriocromeno (13,53%) que representam juntos cerca de
45% da composic¢ao total do 6leo. Além desses trés compostos, pode-se destacar a presenca de
p-cariofileno (10,82%), a-pineno (7,39%), 6xido de cariofileno (5,77%), a-humuleno (4,76%),

dentre outros compostos.

O ArtFO3 apresenta uma contribui¢ao significativa para o entendimento quimico de
Piper fuligineum, especialmente ao relatar a presenca de derivados do acido benzoéico nas folhas
da planta. Entre os compostos identificados, destaca-se a identificagdo de um benzoato (Figura
13) que, até entdo, ndo havia sido previamente descrito como produto natural. Os autores
isolaram e caracterizaram trés derivados benzodicos a partir do extrato etanodlico, com um deles
sendo reportado como inédito na literatura. A identificacdo desse composto enriquece
consideravelmente a compreensdo da diversidade metabdlica da espécie e destaca o género
Piper como uma fonte de metabolitos aromaticos ainda pouco investigados. Além disso, a
caracterizacdo estrutural detalhada, baseada principalmente em técnicas espectroscopicas,

proporciona solidez aos resultados apresentados e reforca a originalidade da descoberta.

Figura 13 — Benzoato relatado no ArtF03 pela primeira vez em espécies vegetais.

o} 0}

4-metoxi-3-(3-metilbut-2-enoil)benzoato de metila

Fonte: o Autor
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O ArtFO3 também aborda um aspecto importante: a discussdo sobre a origem

biossintética desses benzoatos e das kavalactonas (Figura 14).

Figura 14 — Esquema resumido da proposta de biossintese dos benzoatos e kavalactonas

encontradas na Piper fuligineum, segundo o ArtF03.
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Adaptado de: Mazzeu et al., 2018

Os autores propdem que esses compostos estao ligados a via do acido chiquimico, uma
rota metabolica fundamental na producdo de metabolitos aromaticos em plantas. Além disso,
possui forte participacdo da rota do DMAPP, rota fundamental na producao de terpenos. A
existéncia de variados padrdes de substitui¢cdo e grupos prenilados nos derivados benzoicos
sugere que processos de modificagdo estrutural, como reacdes de prenilagdo e oxidacao,
desempenham um papel significativo na criagdo dessa diversidade quimica. Essa abordagem

biossintética ajuda a entender melhor o metabolismo secundério de P. fuligineum e destaca a
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relevancia da espécie como modelo para pesquisas futuras em quimica de produtos naturais.
Além disso, destaca a expressiva plasticidade quimica apresentada pela espécie, na qual duas

principais rotas biossintéticas tem capacidade de produgdo de variadas classes de compostos.

5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Instrumentos

e Balanga analitica SHIMADZU modelo ATX224;

e Balanga de luz infravermelha para determinagdo da umidade Quimis modelo Kett FD-
600;

e Aparelhagem de hidrodestilagdo tipo Clevenger;

e Cromatodgrafo a gas acoplado a Espectometro de Massas (CG-EM) Shimadzu modelo
QP2020;

e Cromatografo a gas com Detector de Ioniza¢do de chama (CG-FID) Shimadzu modelo
GC-2014 com injetor automatico Shimadzu modelo AOC-20s;

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (RMN) BRUKER modelo Ascend 400
operado com o software MestReNova 14.2.1

e Coluna cromatografica capilar BPX-F ((5%-Phenyl)-methylpolysiloxane) (30 m x 250
um x 0.25 um);

e Chapa aquecedora rotativa IKA modelo C-MAG HS 7.

5.2. Materiais e Reagentes

e Solvente para extracdo e cromatografias: Cloreto de Metileno (Diclorometano) P.A. —
A.C.S. da marca Synth com teor de pureza 99,5% e validade 29/09/2026;

e Padrdo Interno: Eicosano 99% da marca Sigma-Aldrich, data de producao 02/05/2023,
validade indeterminada;

e Padrdo de alcanos da marca Fluka (C10 ; C20 - C40 Alkanes Standard Mixture) na
concentragio de 684 pg mL! em hexano;

e Sigma-Aldrich (C10 — C40 Alkane standard mixture for performance tests of GC-

systems) na concentra¢io de 50 mg L! cada.



37

5.3. Material Vegetal

5.3.1. Coleta e Identificagdo

A coleta das folhas das espécies Piper fuligineum e Piper macedoi foi realizada na
reserva ecoldgica localizada na Fazenda Experimental do Gloria pertencente a Universidade
Federal de Uberlandia (18°57°23.0”S 48°12°30.5”°W) a cada dois meses entre 09/2024 e
07/2025. Ambas as espécies foram coletadas a pouco mais de 100 metros de distancia entre
uma e outra (Figura 15), proximas as margens de um lago, sob condigdes similares de solo,
incidéncia solar, umidade, dentre outras variantes ecoldgicas que poderiam influenciar na

producdo de metabolitos secundarios.

Figura 15 — Distancia entre os pontos de coleta das espécies.

- o 8
.

N - Y
N é, {81 Piper Fuligineum

Fonte: o Autor

A identificacdo das espécies foi realizada em um trabalho prévio (NOZELLA, 2022).
As plantas foram identificadas pela Professora Doutora Micheline Carvalho Silva da
Universidade de Brasilia especialista no estudo de Piperaceas e depositadas no Herbario da
Universidade de Brasilia sob o cédigo 311774 para Piper fuligineum e 311780 para Piper

macedoi.
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5.3.2. Extracio dos Oleos Essenciais

A umidade das folhas frescas foi determinada pelo método gravimétrico através de uma
balanga de luz infravermelha. A andlise foi realizada com cerca de 1,0 g de material vegetal sob

temperatura de 105 £ 5 °C, até que o teor de umidade permanecesse constante.

O material vegetal coletado foi pesado e dividido em trés fracdes, para que o processo
de hidrodestilagdo fosse realizado. Cada porgao foi lavada com agua destilada para retirar
impurezas, como poeira ou fezes de passaros, que poderiam significar contaminag¢do. Em um
baldo de fundo redondo com capacidade de 2,0 L foi adicionada cada fracao de folhas trituradas
manualmente e um volume de 4gua destilada suficiente para cobrir todo o material vegetal. O
baldo foi colocado sob uma manta aquecedora e acoplado a um aparelho de destilagdo tipo

Clevenger (Figura 16). Cada sistema de hidrodestilacao ficou sob refluxo por 4 horas.

Figura 16 — Foto do aparelho Clevenger utilizado na hidrodestilagao.

Fonte: o Autor

Ao fim de cada hidrodestilagdo, o 6leo essencial foi extraido com 25,0 mL de

diclorometano PA (5 x 5,0 mL). O solvente foi removido por evaporagdo em uma chapa
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aquecedora a 35 °C até massa constante. O rendimento foi calculado de acordo com a Equagao
01.

. massa de 6leo obtida (g)x 100
Rendimento (%) = g

Equacao 01

massa de folhas descontando a umidade (g)

5.4. Analise da Composicio dos Oleos Essenciais

5.4.1. Cromatografia a Gas acoplada a Espectrometro de Massas (CG-EM)

A avaliagdo da composicdo quimica dos 6leos essenciais foi realizada no Centro
Analitico de Instrumentacdo da Universidade de Sdo Paulo (USP) em um CG-EM da marca
Shimadzu modelo QP2020. Foi utilizada coluna cromatografica capilar BPX-F (5%-Phenyl)-
methylpolysiloxane (30 m x 250 um x 0.25 um). Foram preparadas solugdes de apenas um dos
Oleos essenciais das triplicatas com concentragio de 5 mg mL"' em diclorometano. As
condi¢des cromatograficas empregadas foram: temperatura do injetor de 230 °C; hélio de alta
pureza como gés de arraste; fluxo constante de 1,7 mL min'; velocidade linear de 47,4 cm s’!;
volume de injecdo de 1 pL; programacgdo de temperatura de 50 a 246 °C com taxa de 3 °C
min"! (Adams, 2017). O Modo Scan (MS) foi varrido de m/z 50 — 550, com uma contagem de

150 limiar e atraso de solvente de 3 min. O quadrupolo foi mantido a 150 °C com a fonte de

ions a 280 °C.

Os cromatogramas obtidos foram analisados pela equipe do Centro Analitico de
Instrumentagao da USP, utilizando o software CHMS Postrun Analysis da Shimadzu, onde os
cromatogramas obtidos foram comparados com os presentes nas bibliotecas: NIST14 e
NIST14s. A partir dessa comparagdo o software fornece um indice de similaridade, similarity
index (SI), que permite observar qual cromatograma de composto mais se assemelha com o

cromatograma do composto desconhecido obtido no equipamento.

O padrao de alcanos utilizado foi da marca Fluka (C10; C20 - C40 Alkanes Standard
Mixture) na concentragio de 684 pg mL™! em hexano. A identificacdo foi baseada em indices
aritméticos (IA) calculados e comparados aos presentes no livro Identification of essential oil

componentes by gas chromatography/mass espectometry, edicao 4.1 do autor Dr. Robert P.
Adams (2007).
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Para a identificacdo dos compostos foram consideradas as cinco moléculas com maior

indice de similaridade, a partir disso foi considerado o IA como fator discriminante.

O indice aritmético (IA) correlaciona o tempo de retengao dos compostos aos do padrao
de alcanos. Nesta equagdo sdo considerados os tempos de retencdo do alcano anterior (Tr(Pz))
e posterior (Tr(Pz+1)) ao tempo de retengdo dos compostos analisados (Tr(X)) € 0 nimero de

carbonos do alcano (C(Pz)) com tempo de retengdo anterior ao analisado.

O IA foi calculado através da Equacao 02, utilizando o tempo de retengdo do composto
analisado e dos padrdes de alcanos (C10 ; C20 — C40) previamente injetados utilizando a mesma

metodologia.

IA(x) = 100.C(P;) + 100 . [ 2D TECLD | Equagso 02

Tr(Pz+1) — Tr(Pz)

O IA calculado foi comparado com o de compostos isolados tabelados por Adams

(2017).

Além desses fatores, também foi levado em conta os metabolitos relatados na literatura

como sendo presentes nas espécies ou no género Piper.

5.4.2. Cromatografia a Gas com Detector de lonizagao de Chama (CG-FID)

A quantificacdo dos metabolitos secundarios presentes nos 0leos essenciais foi realizada
na Rede de Laboratorios Multiusuarios da Universidade Federal de Uberlandia (RELAM —
UFU) em um CG-FID da marca Shimadzu, modelo GC-2014, com injetor automéatico da marca
Shimadzu modelo AOC-20i (Figura 07). Foi utilizada coluna cromatografica capilar de alta
resolucdo HP-5MS (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane (30 m x 250 um x 0.25 um) da marca
Agilent. Foram preparadas solugdes de todos os 6leos das triplicatas com concentragao de 5 mg
mL"! em diclorometano. As condi¢des cromatograficas empregadas foram: temperatura do
injetor igual a 220 °C. O gés de arraste era Nitrogénio com fluxo constante de 1.02 mL.min' e
foram feitas injecdes de 1 puL. O detector foi mantido a 260 °C. A temperatura inicial do forno
foi programada de 60 °C aumentando a uma taxa de 3 °C.min"! até 246 °C, mantendo a essa

temperatura por 38 minutos; O modo Split possuia uma propor¢do de divisao de 1:30;
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Velocidade linear de 28,2 cm.s™!. Foi utilizado o padrio de alcanos da marca Sigma-Aldrich

(C7-C40 Alkanes standard mixture, 49452-U)) na concentragio de 1000 pg mL™! em hexano.

5.4.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A caracterizagdo foi realizada por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN) (BRUKER, modelo Ascend 400, operado com o software MestReNova 14.2.1). Os
espectros de RMN de "*C foram registrados em um espectrometro Bruker Ascend™ 400
Avance III HD (9,4 T), operando a 100 MHz, a 30 °C. Foi utilizado o cloroférmio deuterado
como solvente e preparou se na concentracdo de 40mg de 6leo para 0,6 mL de solvente
deuterado. A andlise foi realizada dentro da rede de laboratério multiusuarios (RELAM) da

Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

5.5. Analise Estatistica dos Oleos Essenciais — Correlacdo Linear de Pearson (r)

A influéncia das varidveis climdticas sobre o rendimento, as classes quimicas e os
principais constituintes dos 6leos essenciais de Piper macedoi e Piper fuligineum foi avaliada
por meio da correlagdo linear de Pearson (Equacdo 03). Foram considerados os dados de
precipitagdo, temperatura média, pressdo atmosférica e wumidade relativa do ar,
correlacionando-os com os valores de rendimento dos 6leos essenciais, das classes quimicas e

da abundancia relativa dos principais constituintes obtidos por cromatografia a gas.

7.1_ X: — _f . —
. Yi=1(xi =)y —¥) Equacio 03

VIEL G — 02, 0 — 9)?]

Os coeficientes de correlagdo de Pearson (r) foram calculados utilizando o software
Microsoft Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA), por meio da funcdo
estatistica CORREL. Os valores de » variam de -1 a +1, indicando, respectivamente, correlacao
linear negativa perfeita, auséncia de correlagcdo (» = 0) e correlacdo linear positiva perfeita. A

interpretacdo da intensidade das correlacdes foi realizada com base no modulo do coeficiente
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de correlacdo, sendo consideradas muito fracas (|r| < 0,20), fracas (0,20 <|r| < 0,40), moderadas

(0,40 < |r] < 0,60), fortes (0,60 < |r| < 0,80) e muito fortes (|r| > 0,80).

5.6. Analises Biologicas dos Oleos

As andlises biologicas dos 6leos foram realizadas em parceria com o Laboratério de
Ensaios Antimicrobianos (LEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). As analises foram realizadas pelas pesquisadoras: Anna Livia
Oliveira Santos e Ieda Vieira da Cunha sobre supervisdo do Prof.° Dr.° Carlos Henrique G.

Martins.

5.6.1. Atividade Antibacteriana (Helicobacter pylori)

A cepa utilizada faz parte da colecdo de culturas do LEA da UFU e ¢ mantida
criopreservada (-80 °C) em caldo Brucella (Difco Labs) suplementado com 10% de soro fetal

bovino. A cepa provém da American Type Culture Collection (ATCC 43526).

As andlises foram feitas para determinar a Concentrag@o Inibitéria Minima (CIM), ou
seja, a menor concentra¢cdo do agente microbiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. Para
sua determinacdo, o método de microdiluicao foi realizado em uma microplaca de 96 pogos, de
acordo com a metodologia recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), com adaptagdes, utilizando resazurina (Sigma-Aldrich) como revelador de crescimento

bacteriano e caldo Brucella (Difco) suplementado com 10% de soro fetal bovino.

Os 6leos foram dissolvidos em DMSO a 5% para atingir concentragdo final de 0,195 a
400,0 pg/mL. O in6culo bacteriano foi ajustado para produzir concentragdo celular igual a 5 x
10° CFU/mL. A tetraciclina (Sigma-Aldrich), em concentra¢des variando de 0,0115 a 5,9
pg/mL, foi utilizada como antibidtico padrdo e solubilizada em agua. Um controle de 5%
DMSO foi feito, e o solvente nao interferiu no crescimento bacteriano nessa concentragao. As
placas foram incubadas em uma incubadora CO; (Panasonic Biomedical) a 37 °C por 72 h em
atmosfera contendo 10% de CO;. Apds o periodo de incubagao, 30,0 uL de uma solu¢do aquosa
de resazurina a 0,01% foram adicionados a cada po¢o da microplaca para avaliar o crescimento

bacteriana.
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5.6.2. Atividade Antifungica (Género Candida)

As cepas utilizadas fazem parte da colecdo de culturas do LEA da UFU e sdo mantidas
criopreservadas (-80 °C). As seguintes cepas padrao foram utilizadas: Candida albicans (ATCC
90028), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida glabrata (ATCC 2001), obtidas da

American Type Culture Collection.

Para determinar a atividade antifungica dos Oleos, utilizou-se a metodologia de
microdiluicdo em caldo para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). O
procedimento foi realizado de acordo com as recomendagdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), no documento M27-A2, com adaptacdes, descritas a seguir. Os
6leos foram solubilizados em DMSO (5% v/v) e diluida em RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) 1640 tamponado com MOPS (4cido N-morfolinopropano sulfénico) (Sigma-Aldrich)
até atingir uma concentracao final no pogo entre 1,46 e 3000 pg/mL. Suspensodes celulares
contendo leveduras foram preparadas na concentracio final de 0,5 x 10%a 2,5 x 10> CFU/mL,
verificadas em densitometro (Demsimat®, Biomérieux). Apds o preparo das placas, elas foram
para a incubagdo por 24 h a 37 °C, ap0s a incubagao foram adicionados 30 puL de solucdo aquosa
de resazurina a 0,01% (Sigma-Aldrich) para observar o crescimento microbiano. A placa foi

entdo reincubada por 4 h.

A mudanga de cor para azul e rosa indicou a auséncia e presenga de crescimento,
respectivamente. A interpretagdo da CIM foi realizada observando-se a menor concentragao
que permaneceu azul no sobrenadante do meio de cultura da microplaca. O antifiingico
Miconazol foi utilizado como controle de qualidade do teste em concentragdes de 0,031 a 16
pg/mL. Um controle com 5% de DSO foi realizado, e o solvente ndo interferiu no crescimento

bacteriano nessa concentragao.

Além do CIM, determinou-se a Concentracdao Fungicida Minima (CFM), definida como
a menor concentracdo da amostra de teste sem qualquer crescimento microbiano, conforme
descrito a seguir. Antes da adi¢dao de resazurina, 10 pL do in6culo foram removidos de cada
poco e depositados em agar Sabouraud Dextrose (Difco), incubados a 37 °C por 24 h e, em

seguida, observou-se a presenca ou auséncia de crescimento.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Coleta, Rendimento e Umidade

Os dados de coleta, as condi¢cdes ambientais e os rendimentos dos Oleos essenciais
extraidos das folhas de Piper macedoi e Piper fuligineum ao longo de seis periodos diferentes
podem ser observados na Tabela 03 e na Figura 17. Essas informagdes permitem uma
comparagao tanto entre as espécies quanto dentro de cada uma, ajudando a entender como elas

respondem as mudancas sazonais na natureza.
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Tabela 03 — Dados referentes a cada coleta e cada triplicata de 6leo preparado ao longo de um

ano.
(Continua)

Cédigo Umidade Coleta Data szrr?lf:ea::e:ra Umidade Massa ) Massa Rendimento

Folhas (%) ©C) do Ar (%) Folhas (g) Oleo (mg) (%)
MOEI-1 72,5 1? 11/09/24 26,8 37 55,37 126,6 0,83
MOE!1-2 72,5 1? 11/09/24 26,8 37 52,69 120,5 0,83
MOEI1-3 72,5 1? 11/09/24 26,8 37 4781 101,2 0,77
FOEI1-1 72,6 1? 18/09/24 24,7 50 81,03 158,9 0,72
FOE1-2 72,6 1? 18/09/24 24,7 50 77,58 1543 0,73
FOE1-3 72,6 1? 18/09/24 24,7 50 82,39 160,8 0,71
MOE2-1 83,7 2? 11/11/24 26,0 64 50,98 112,6 1,36
MOE2-2 83,7 2? 11/11/24 26,0 64 50,26 100,4 1,23
MOE2-3 83,7 2? 11/11/24 26,0 64 52,01 113,1 1,33
FOE2-1 73,6 2? 18/11/24 26,6 71 90,87 176,2 0,73
FOE2-2 73,6 2? 18/11/24 26,6 71 89,12 205,1 0,87
FOE2-3 73,6 2? 18/11/24 26,6 71 51,38 84,4 0,62
MOE3-1 87,6 32 10/01/25 24,0 76 71,43 142,8 1,61
MOE3-2 87,6 32 10/01/25 24,0 76 71,38 133,6 1,51
MOE3-3 87,6 32 10/01/25 24,0 76 67,18 173,9 2,09
FOE3-1 76,9 32 17/01/25 24,6 72 45,26 83,6 0,80
FOE3-2 76,9 32 17/01/25 24,6 72 45,84 105,0 0,99
FOE3-3 76,9 32 17/01/25 24,6 72 45,93 94,3 0,89
MOE4-1 77,1 47 10/03/25 29,0 47 66,71 140,6 0,92
MOE4-2 77,1 47 10/03/25 29,0 47 66,48 128,9 0,85
MOE4-3 77,1 42 10/03/25 29,0 47 66,91 105,7 0,69
FOE4-1 51,6 42 17/03/25 26,3 63 55,64 192,2 0,71
FOE4-2 51,6 42 17/03/25 26,3 63 55,86 139,1 0,51
FOE4-3 51,6 4? 17/03/25 26,3 63 55,48 124,6 0,46
MOES5-1 73,7 5? 13/05/25 21,6 64 75,76 245,8 1,23
MOES5-2 73,7 5? 13/05/25 21,6 64 76,12 211,2 1,05
MOES5-3 73,7 5? 13/05/25 21,6 64 75,60 278,0 1,40
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Tabela 03 — Dados referentes a cada coleta e cada triplicata de 6leo preparado ao longo de um

ano

(Conclusio)

Cédi Umidade Coleta Data szrflf:ea:&ra Umidade Massa Massa Rendimento
02O Folhas (%) ps do Ar (%) Folhas (g) Oleo (mg) (%)
FOES5-1 75,4 52 22/05/25 232 58 75,22 134,6 0,73
FOES5-2 75,4 52 22/05/25 23,2 58 75,43 140,2 0,76
MOE6-1 73,5 6° 14/07/25 22,9 55 66,35 210,9 1,20
MOE6-2 73,5 6° 14/07/25 22,9 55 66,95 180,6 1,02
MOE6-3 73,5 6° 14/07/25 22,9 55 66,64 216,9 1,23
FOE6-1 75,4 6° 17/07/25 19,5 40 59,95 33,6 0,23
FOE6-2 75,4 6° 17/07/25 19,5 40 59,45 33,9 0,23
FOE6-3 75,4 6° 17/07/25 19,5 40 59,58 36,8 0,25

Fonte: o Autor

De modo geral, verificou-se que ambas as espécies apresentam variagdes importantes

no rendimento de 6leo essencial ao longo do ano. Essas mudancas parecem estar relacionadas

a fatores ambientais como temperatura, umidade do ar e o nivel de umidade nas folhas. No

entanto, o padrdo e a intensidade dessas variagdes sdo diferentes para cada uma, o que sugere

que elas tém respostas metabodlicas distintas, mesmo sendo morfologicamente parecidas. Os

dados presentes na tabela foram agrupados nos graficos a seguir, para melhor visualizagao:
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Figura 17 — Comparacao dos rendimentos dos 6leos essenciais e das varidveis ambientais
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Observa-se que a espécie P. macedoi apresentou, de forma consistente,

entre Piper fuligineum (FLG) e Piper macedoi (MAC) ao longo das coletas.
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superiores a P. fuligineum em quase todos os pontos amostrais. Enquanto a P. macedoi atingiu

picos de até 2,09% (Janeiro/25), a P. fuligineum manteve-se majoritariamente abaixo de 1,00%

apresentando um declinio severo na 6* coleta (0,23%).

Além dos dados obtidos no momento da coleta, a Figura 18 apresenta informagdes

referentes a temperatura média mensal, a pluviosidade acumulada e a pressdo atmosférica

média na cidade de Uberlandia, fornecidas pelo Instituto Nacional de Meteorologia. Esses

dados sao fundamentais para entender melhor a resposta das espécies as variagdes sazonais do

ambiente.
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gura 18 — Variacdo mensal da precipitagdo acumulada (A), pressdo atmosférica (B) e

temperatura média (C) durante o periodo de setembro de 2024 a setembro de 2025.
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O primeiro aspecto que chama a atencdo € que os maiores valores de rendimento do 6leo

essencial de P. macedoi foram observados durante periodos caracterizados por temperaturas

mais amenas e maiores indices pluviométricos. Na terceira coleta (janeiro/2025), realizada

durante a estagdo chuvosa, os rendimentos variam entre 1,51% e 2,09%, representando os
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maiores valores registrados para a espécie. Janeiro apresentou elevada precipitacdo acumulada
(198,6 mm) e alta umidade relativa do ar (76%), as folhas apresentaram o maior teor de umidade
do periodo (87,6%). Esse resultado sugere que, a disponibilidade hidrica pode favorecer a
atividade metabdlica na P. macedoi, aumentando a producao de 6leo essencial. Ambientes mais
umidos podem favorecer a biossintese de compostos presentes em 6leos essenciais em certas
espécies de Piper, possivelmente como estratégia de defesa contra patdgenos (fungos) que

proliferam no calor umido (Parmar et al., 1997).

Entretanto, essa relagdo ndo parece ser exclusivamente dependente da precipitacdo. Na
quinta coleta (maio/2025), realizada sob condi¢des de baixa precipitacdo acumulada (22,2 mm)
e temperaturas mais baixas (21,7 °C), os rendimentos permaneceram relativamente elevados,
variando de 1,05 a 1,40%. Da mesma forma, na sexta coleta (julho/2025), periodo de estiagem
severa (1,4 mm de precipitagdo acumulada), os rendimentos oscilaram entre 1,02 e 1,23%.
Esses resultados demonstram que a P. macedoi apresenta certa estabilidade produtiva,
respondendo melhor a elevada disponibilidade hidrica, mas ainda satisfatoriamente a periodos

de maior seca.

Por outro lado, a P. fuligineum apresentou um comportamento distinto. Os rendimentos
permaneceram relativamente constantes entre a primeira e a quinta coleta, variando de 0,46 a
0,99%, sem uma relagdo evidente com os indices de precipitagio acumulada. O maior
rendimento foi observado na terceira coleta (0,99%), durante o periodo chuvoso de janeiro,
enquanto os menores valores, dessas cindo coletas, foram observados na quarta coleta (0,46 a
0,71%), realizada em margo, quando ainda havia precipitagdo moderada (98,6 mm
acumulados). Esses resultados sugerem que fatores adicionais, como o estagio fenoldgico, a
idade foliar ou regulagdo genética das vias biossintéticas, podem exercer uma influéncia mais
significativa sobre a producao de oleo essencial dessa espécie do que as variaveis climaticas

analisadas isoladamente.

A coleta realizada em julho de 2025 merece destaque. Nesse periodo foram registrados
os menores indices de precipitagdo (1,4 mm), temperaturas médias reduzidas (21,0 °C) e a maior
pressdo atmosférica do periodo (921,5 hPa). Nessas condicdes, a P. fuligineum apresentou os
menores rendimentos observados em todo o estudo (0,23 a 0,25%). Em contrate, a P. macedoi
manteve rendimentos superiores a 1,00%. Essa diferenca evidencia respostas fisiologicas
distintas das duas espécies frente as condi¢des de seca, sugerindo que a P. macedoi possui maior

plasticidade metabdlica ou maior tolerancia ao déficit hidrico.
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A analise da umidade foliar também fornece informacoes relevantes. Em P. macedoi,
os maiores rendimentos coincidiram com elevados teores de dgua nas folhas, especialmente na
terceira coleta (87,6%). Ja em P. fuligineum, ndo foi observada uma tendéncia semelhante. Por
exemplo, na sexta coleta, apesar da umidade foliar permanecer elevada (75,4%), os rendimentos
foram os menores do estudo. Esse comportamento indica que o teor de dgua nos tecidos
vegetais, isoladamente, ndo explica as variagdes observadas na produgdo de 6leo essencial de

P. fuligineum.

De forma geral, os resultados sugerem que a sazonalidade climdtica influencia a
produgdo de oleo essencial das duas espécies, porém de maneira distinta. P. macedoi
demonstrou maior sensibilidade as variacdes ambientais, apresentando incrementos
significativos na produ¢do de 6leo em periodos de elevada disponibilidade hidrica ou sob
condi¢des moderadas de estresse. Em contraste, P. fuligineum apresentou rendimentos mais
estaveis ao longo do ano, exceto durante o periodo de estiagem mais intensa, indicando que
fatores intrinsecos a espécie podem desempenhar papel mais importante na regulagdo da
biossintese de compostos volateis do que as condigdes climaticas externas. Esses resultados
reforcam a hipotese de que espécies morfologicamente semelhantes podem apresentar
estratégias fisiologicas e metabolicas distintas frente as variagdes ambientais, aspecto
particularmente relevante para a compreensao da ecologia quimica e da dindmica metabolica

do género Piper.

Outra forma de trabalhar com os dados, além da analise dos valores absolutos, existe a
possibilidade de correlacionar a média dos rendimentos com os valores de precipita¢do, pressao
e temperatura, utilizando a correlacdo de Pearson (r) (Zar, 2010). A magnitude de correlacao
foi interpretada conforme Mukaka (2012), sendo considerada: muito fraca (0,00 a 0,19), fraca
(0,20 a 0,39), moderada (0,40 a 0,59), forte (0,60 a 0,79) e muito forte (0,80 a 1,00), sejam
valores positivos ou negativos. Os dados do coeficiente de Pearson correlacionando o

rendimento médio, com as varidveis ambientais pode ser visto na tabela a seguir.
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Tabela 04 — Coeficientes de correlagdao de Pearson (r) entre as variaveis climaticas e o

rendimento do dleo essencial de Piper macedoi e Piper fuligineum.

Piper macedoi Piper fuligineum
Variavel r Variavel r
Precipitagao 0,441 Precipitagdo 0,501
Pressdo atmosférica -0,363 Pressdo atmosférica -0,741
Temperatura média -0,417 Temperatura média 0,434

Fonte: o Autor

A analise de correlacao de Pearson revelou que o rendimento do 6leo essencial de P.
macedoi apresentou correlacao positiva moderada com a precipitagao acumulada (r = 0,441),
sugerindo uma tendéncia de aumento na produgdo de 6leo em periodos de maior disponibilidade
hidrica. Em contrapartida, foram observadas correlagdes negativas moderadas com a pressao
atmosférica (r =-0,363) e a temperatura média (r =-0,417), indicando que condi¢des associadas
a temperaturas mais amenas € menor pressao atmosférica podem favorecer o acimulo de
metabolitos volateis nessa espécie. Esses resultados corroboram a hipétese de que fatores
ambientais relacionados ao regime hidrico exercem influéncia sobre a biossintese de compostos

secundarios em P. macedoi.

Para P. fuligineum, observou-se correlacdo positiva moderada entre o rendimento do
0leo essencial e a precipitacao acumulada (r = 0,501), bem como com a temperatura média (r =
0,434). Por outro lado, a pressdo atmosférica apresentou correlagdo negativa forte (r = -0,741),
representando a associag@o mais intensa observada entre as variaveis analisadas. Esse resultado
sugere que condi¢gdes atmosféricas associadas ao periodo seco podem exercer influéncia

negativa sobre a producao de 6leo essencial nessa espécie.

Esse padrdo ¢ particularmente evidente na sexta coleta, realizada em julho de 2025,
quando foram registrados os menores indices pluviométricos e os maiores valores de pressao
atmosférica de todo o periodo experimental. Nessa ocasido, P. fuligineum apresentou os
menores rendimentos de 6leo essencial do estudo, enquanto P. macedoi manteve rendimentos
relativamente elevados. Tal comportamento evidencia respostas fisiologicas distintas as
variacoes ambientais, indicando que P. macedoi apresenta maior estabilidade produtiva frente
as condigdes de estiagem, ao passo que P. fuligineum demonstra maior sensibilidade as

alteragOes climaticas sazonais.
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Embora os coeficientes de correlagdo indiquem tendéncias consistentes entre as
variaveis climaticas e o rendimento dos 6leos essenciais, os resultados devem ser interpretados
com cautela devido ao nimero reduzido de pontos amostrais. Ainda assim, os dados sugerem
que a sazonalidade climatica desempenha papel relevante na modulacdo da producao de
metabolitos volateis nas espécies estudadas, refor¢ando a importancia da influéncia ambiental

sobre o metabolismo secundario de representantes do género Piper.

6.2. Caracterizacao Quimica dos Oleos Essenciais

A caracterizagdo quimica dos 6leos essenciais foi realizada por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia a gis com detector por
ionizagdo em chama (CG-FID). A anotagdo dos compostos foi baseada na comparagdo dos
espectros de massas e dos indices de retencdo obtidos experimentalmente com dados
disponiveis na literatura (Adams, 2017) e em bibliotecas espectrais especializadas (NIST 14 e
NIST 14s). Embora o CG-EM seja uma ferramenta extremamente eficiente para a anotacao dos
compostos volateis, as areas dos picos cromatograficos obtidas por essa técnica podem nao
refletir adequadamente as proporgdes relativas dos compostos presentes na amostra. Assim,
para a determinagdo quantitativa relativa dos compostos, o detector por ionizagdo em chama
constitui uma alternativa mais apropriada, devido a apresentar uma resposta mais uniforme para
a maioria dos compostos organicos contendo ligagdes carbono-hidrogénio, proporcionando
maior confiabilidade para a determinagdo das abundancias relativas dos constituintes presentes
em misturas complexas, como os 6leos essenciais (Adams, 2017). Dessa forma, enquanto o
CG-EM foi empregado para a anotacdo dos compostos, o CG-FID foi utilizado para a

determinagdo da porcentagem de cada composto.

Adicionalmente, a espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) foi
empregada para confirmar a estrutura do composto majoritario presente nos 6leos essenciais.
Embora a combinagdo entre espectrometria de massas e indices de retengdo forneca elevado
grau de confiabilidade na identificagdo de metabolitos volateis, a RMN ¢ considerada uma das
técnicas mais robustas para elucidagdo estrutural, uma vez que fornece informacdes diretas
sobre o ambiente quimico dos ntcleos atdmicos, permitindo avaliar a conectividade molecular,
a presenca de grupos funcionais e alguns aspectos estereoquimicos da estrutura (Silverstein et

al., 2014). Assim, a utilizagdo da RMN como técnica complementar permitiu confirmar a
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identidade do constituinte majoritirio previamente anotado de forma errénea por CG-EM

(Figura 19), aumentando a confiabilidade da caracteriza¢do quimica realizada nesse estudo.

Figura 19 — Formula estrutural do benzoato anotado de forma erronea por CG-EM.
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Fonte: o Autor

Durante a anotagdo dos constituintes por CG-EM, o composto 4-(3-hidroxi-3-metilbut-
I-in-1-il)benzoato de metila foi inicialmente proposto pelo software de processamento
espectral, apresentando um indice de similaridade (IS) de 85%. Embora esse valor esteja
préximo da faixa considerada aceitavel para anotacdes preliminares, a identificacdo despertou
atencao por dois motivos principais. Primeiramente, o composto apresentava abundancia
relativa superior a 25% no 6leo essencial da primeira coleta de Piper macedoi, configurando-
se como um dos constituintes majoritarios da amostra. Além disso, a estrutura proposta continha
uma ligagcdo tripla carbono-carbono (alcino), funcionalidade pouco comum entre os
constituintes predominantes dos oOleos essenciais do género Piper, cuja composi¢do ¢
geralmente dominada por terpenoides. Diante dessas evidéncias, optou-se por realizar analises
de RMN do ¢6leo essencial, visando confirmar a identidade do composto. A interpretacao
conjunta dos espectros de RMN e do espectro de massas demonstrou que a estrutura
inicialmente sugerida pela biblioteca espectral ndo era compativel com os dados experimentais,
permitindo a identificacdo do constituinte como 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de

metila, posteriormente corroborada por dados descritos na literatura.

6.2.1. Correlacao CG-FID e CG-EM

As técnicas de cromatografia a gis foram realizadas em equipamentos diferentes,

utilizando gases de arraste diferentes sendo assim, € preciso buscar formas de correlacionar os
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compostos de ambas as técnicas. Para isso, foram utilizadas duas abordagens para aproximar
os tempos de reten¢do das duas andlises. A primeira foi a inje¢ao do padrio de alcanos nos dois
equipamentos, utilizando as mesmas condi¢des cromatograficas empregadas nas analises das
amostras. A partir dos tempos de retengdo obtidos para cada alcano, foi possivel estabelecer
uma correlag@o entre os sistemas cromatograficos por meio de regressdo linear, gerando uma
equacdo matematica capaz de converter os tempos de reten¢do observados no CG-FID para
seus valores correspondentes no CG-EM. O grafico gerado e a equacdo (canto inferior direito)

utilizada para a correlagdo, podem ser vistos na figura abaixo.

Figura 20 — Relag@o linear entre os tempos de reten¢do dos padrdes de alcanos obtidos por

CG-FID e CG-EM.
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Fonte: o Autor

Apbs a correlagdo inicial dos tempos de retengdo obtida por regressdo linear, foi
empregada uma segunda etapa de ajuste visando aumentar a precisdo da correspondéncia entre
os sistemas cromatograficos. Para isso, utilizou-se o Eicosano 99% (Sigma-Aldrich) como

padrdo interno. Os tempos de reten¢do observados para esse composto em cada uma das
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técnicas foram comparados ao valor de referéncia descrito por Adams (2017) (Tr = 47,3300
min), permitindo a aplica¢do de um fator de corre¢do adicional. Esse procedimento possibilitou
aproximar os tempos de retengdo experimentais dos valores esperados na literatura, refinando
a correlagdo entre as andlises por CG-EM e CG-FID e aumentando a confiabilidade na
atribui¢do dos compostos identificados. A Tabela 05 mostra os valores obtidos e os fatores de

correcao utilizados.

Tabela 05 — Valores de tempo de retengdo do eicosano utilizados para ajuste dos sistemas

cromatograficos CG-EM e CG-FID.

Fator de Correcao

Ty Literatura Tr Obtido
(Diferenca)
CG-EM 47,3300 42,8620 4,4680
CG-FID 47,3300 48,2370 -0,9070

Fonte: o Autor

A combinacdo da regressao linear obtida a partir dos tempos de retencdo dos alcanos
com o ajuste adicional utilizando o eicosano como padrdo interno permitiu estabelecer uma
correspondéncia confidvel entre os cromatogramas obtidos por CG-EM e CG-FID. Esse
procedimento foi fundamental para integrar as informacdes qualitativas e quantitativas geradas
por ambas as técnicas, possibilitando a associagdo dos compostos identificados por
espectrometria de massas aos respectivos picos quantificados por FID. Dessa forma, foi
possivel aumentar a confiabilidade da caracterizagdo quimica dos Oleos essenciais,
minimizando potenciais discrepancias decorrentes da utilizacdo de equipamentos, detectores e

condi¢des cromatograficas distintas.

6.2.2. Anotagao dos Compostos

Para realizar a anotacao dos compostos foram adotados alguns critérios, o primeiro foi
o Indice de Similaridade (SI, “similarity index), sendo considerado compostos que

apresentaram SI > 85%.
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O segundo fator utilizado foi o indice aritmético (Al, “arithmetic index”) que foi
calculado utilizando os tempos de reten¢ao do padrao de alcanos utilizado na analise. Os valores
obtidos foram comparados com os tabelados no livro Identification of Essential QOil
Components by Gas Chromatography/Mass Spectrometry, edicao 4.1, do autor Robert P.
Adams (2017).

Por fim, o terceiro fator a ser utilizado ¢ a literatura. Como comentado anteriormente, a
composi¢ao dos Oleos essenciais das folhas de P. macedoi variou entre os artigos, entdo fatores
climaticos e ambientais influenciam diretamente na sintese de metabolitos secundarios,
podendo levar a aparecimento de compostos nao relatados na literatura. Além disso, € muito
comum ao género Piper, a presenga de quimiotipos (BENOMARI et al., 2023). Essa presenca
de quimiotipos dentro do género ja foi bastante documentada, sendo vista em mais de uma
espécie pertencente ao género Piper, como a Piper aduncum, onde o 6leo essencial obtido de
espécies da regido amazonica apresenta 80-90% de dillapiol (um fenilpropanoide). Ja os 6leos
obtidos a partir da espécie em outras regides do Brasil, trazem o nerolidol (um sesquiterpeno)
como principal constituinte levando a diferentes atividades bioldgicas (GAIA et al., 2014).
Outros exemplos sdo: a Piper gaudichaudianum (SANTOS et al., 2014) e a Piper marginatum.
Essa ultima, conhecida por apresentar sete quimiotipos diferentes (ANDRADE et al., 2008).
De toda forma, ¢ esperado que para uma mesma espécie, as classes de metabolitos se
mantenham as mesmas. Nesse caso, a literatura indica presenca de terpenos, sesquiterpenos e
arilpropanoides, entdo isso foi levado em conta como fator discriminante na anotagdo dos

compostos.

O niimero de compostos detectados e anotados nos 6leos essenciais de Piper macedoi e
Piper fuligineum durante as seis coletas realizadas ¢ exibido na Tabela 06. A analise desses
dados mostra que, apesar de ambas as espécies pertencerem ao mesmo género e terem
semelhancas morfologicas, elas respondem de forma diferente as variagdes sazonais,

principalmente no que se refere a complexidade quimica dos 6leos essenciais.
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Tabela 06 — Numero de compostos detectados e anotados referentes a cada analise,

por meio de CG-EM.

Cédigo Espécie (Coleta) Compostos Detectados Compostos Anotados
MACI P. macedoi (1* Coleta) 33 26
MAC2 P. macedoi (2* Coleta) 36 28
MAC3 P. macedoi (3* Coleta) 35 22
MAC4 P. macedoi (4* Coleta) 33 22
MACS P. macedoi (5 Coleta) 36 26
MAC6 P. macedoi (6* Coleta) 37 29
FLGI1 P. fuligineum (1* Coleta) 32 19
FLG2 P. fuligineum (2 Coleta) 36 26
FLG3 P. fuligineum (3% Coleta) 35 23
FLG4 P. fuligineum (4* Coleta) 36 30
FLG5 P. fuligineum (5 Coleta) 47 20
FLG6 P. fuligineum (6* Coleta) 46 21

Fonte: o Autor

Para a Piper macedoi, a quantidade de compostos detectados permaneceu bastante

estavel ao longo das coletas, oscilando entre 33 e 37 compostos. Esse comportamento indica

uma relativa estabilidade do metabolismo secundario da espécie durante o periodo analisado.

Em contrapartida, o total de compostos anotados apresentou variacdes mais significativas, com

diminui¢do nas terceira e quarta coletas. Essa reducdo pode estar associada a menor presenca

relativa de certos componentes durante esses periodos, o que torna sua identificagdo confiavel

por CG-EM mais desafiadora, especialmente em casos de picos de baixa intensidade.

Por outro lado, para Piper fuligineum, nota-se um padrao mais irregular. Apesar de, nas

primeiras coletas, a quantidade de compostos detectados ser similar a registrada para P.

macedoi, nas 5* e 6 coletas, ha um crescimento significativo no numero de compostos

detectados, atingindo 46 e 47 compostos, respectivamente. Contudo, esse crescimento nao ¢
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refletido na quantidade de compostos anotados, que continua sendo relativamente baixa (<
50%). Esse resultado sugere que, durante esses periodos, a espécie exibe uma maior diversidade

quimica aparente.

Ao analisar esses dados juntamente com os rendimentos dos 6leos essenciais, percebe-
se que um maior nimero de compostos detectados ndo estd necessariamente ligado a maiores
rendimentos. Em Piper macedoi, os periodos de maior rendimento geralmente coincidem com
um maior numero de compostos registrados, indicando uma composi¢ao quimica mais focada
em constituintes predominantes. Em contrapartida, na P. fuligineum, particularmente, nas
coletas mais recentes, a combinacdo de baixo rendimento e alto nimero de compostos
identificados, indica uma maior dispersao metabodlica, com a producao de diversos metabolitos

em pequenas quantidades.

Essas diferencas destacam que, mesmo com a proximidade taxondmica, Piper macedoi
e Piper fuligineum adotam estratégias metabolicas diferentes em resposta as mudancas
ambientais. Assim, a andlise conjunta do numero de compostos e rendimentos ajuda a entender
melhor como a sazonalidade afeta a producdo e a diversidade quimica dos 6leos essenciais

dessas espécies.

Sobre o CG-EM e os compostos anotados, eles serdo abordados individualmente para
cada espécie e ao fim poderemos comparar o perfil quimico das duas. Dessa forma, a Figura 21

traz os cromatogramas obtidos no CG-EM para os 6leos essenciais das folhas de Piper macedoi.
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Figura 21 — Cromatogramas obtidos por CG-EM dos dleos essenciais das folhas de Piper

macedoi coletadas durante o periodo experimental.
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Fonte: o Autor

De maneira geral, observa-se elevada similaridade entre os perfis cromatograficos das
diferentes coletas, indicando a manutencdo dos principais constituintes quimicos produzidos
pela espécie ao longo do ano. Em todas as amostras, os sinais de maior intensidade encontram-
se concentrados principalmente entre 20 e 35 minutos de tempo de retengdo (Tr), sugerindo
que os constituintes majoritarios do 6leo essencial se encontram distribuidos dentro de uma

mesma faixa cromatogréafica.
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Embora o perfil cromatografico geral tenha permanecido relativamente constante entre
as coletas, foram observadas diferengas na intensidade relativa de diversos picos, evidenciando
alteragdes quantitativas na composicao quimica dos 6leos essenciais. Destacam-se as variagdes
observadas nos compostos eluidos entre aproximadamente 22 e 25 minutos, bem como no pico
majoritario presente proximo a 31 minutos, cujas intensidades variaram ao logo do periodo
amostral. Essas modificacdes sugerem que fatores sazonais influenciaram a biossintese e o
acumulo dos metabolitos secundarios produzidos pela espécie, afetando principalmente suas

concentracoes relativas.

Além das alteragcdes observadas nos constituintes majoritarios, nota-se também a
ocorréncia de diferencas na intensidade de picos de menor abundancia distribuidos ao longo do
cromatograma. Esse comportamento indica que a sazonalidade ndo influenciou apenas os
compostos predominantes, mas também metabolitos produzidos em menores concentragdes,
refletindo ajustes metabolicos da planta em resposta as condi¢des ambientais vigentes em cada

periodo de coleta.

Apesar dessas variacdes quantitativas, a manutengdo dos principais sinais
cromatograficos ao longo de todo o periodo experimental sugere que P. macedoi apresenta um
perfil quimico relativamente estavel, sendo as alteragdes sazonais observadas mais relacionadas
a modulagdo das abundancias relativas dos constituintes do que ao aparecimento ou
desaparecimento de compostos. Esse comportamento tem sido frequentemente relatado para
espécies aromaticas tropicais, nas quais fatores ambientais atuam principalmente regulando o
fluxo metabdlico das rotas biossintéticas responsaveis pela producdo de metabolitos
secundarios, sem promover mudancas substanciais na composi¢do qualitativa dos Oleos

essenciais (Figueiredo et al., 2008).

Na Tabela 07 encontram-se os compostos anotados ao longo das seis coletas, junto com
suas respectivas formulas estruturais, classes e porcentagens relativas, retiradas do CG-FID
conforme comentado anteriormente. A tabela com mais informagdes como Tr e SI para cada

composto ao longo de cada coleta, pode ser encontrada no Apéndice.
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Tabela 07 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas
de P. macedoi.
(Continua)
Estrutura Area (CG-FID) por Amostra (%)
Codigo Composto (Férmula Molecular) Classe do Composto

Quimica MAC01 MAC02 MAC03 MAC04 MACO5S MACO6

01 D-Limoneno (CioHis) Monoterpeno - 1,08 0,70 1,02 493 2,35

- - 0,25 - - -
0,20

Sesquiterpeno

02 Ciclosativeno (CisHo4)
Sesquiterpeno ﬁ [ j ] - 0,25
\\\\
0,63 0,68

0,89 0,78 0,78

a-Ylangeno (CisHaq)
0,88

””II”.,

03

”’”Iln..

Ig
&
N

1,49

1,52

Sesquiterpeno
1,87

o-Copaeno (CisHas)
\‘Illn--
1,19

04
Sesquiterpeno \"\\\‘“ ) ﬂ/

05 ﬁ—Elemeno (C15H24)
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Tabela 07 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. macedoi.

(Continuagao)
Estrutura Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Classe do Composto
Quimica MAC01 MAC02 MAC03 MACO4 MACO5 MACO6
H
06 Cariofileno (CisHa4) Sesquiterpeno Hv 4,72 4,64 4,86 4,55 3,29 4,34
H
‘\‘\\\\\k

07 S-Copaeno (CisHa4) Sesquiterpeno 0,45 0,64 0,60 0,18 0,34 0,48
08 y-Elemeno (CisHa4) Sesquiterpeno 0,12 0,14 - - 0,10 0,16
09 Aromadendreno (CisH24) Sesquiterpeno - 0,14 - - - 0,20
10 &-Muuroleno (CisHas) Sesquiterpeno
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Tabela 07 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. macedoi.

(Continuagao)
Estrutura Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Classe do Composto
Quimica MAC01 MAC02 MAC03 MACO4 MACO5 MACO6
—
11 humuleno (CisHa4) Sesquiterpeno 8,44 7,11 7,35 8,11 5,10 7,16
>IIII|---
. . Hiliny H
12 S-Cadineno (CisHa4) Sesquiterpeno 0,41 0,37 - - - -
13 y-Muuroleno (C;sHa4) Sesquiterpeno it 2,55 1,70 1,83 1,95 1,70 1,66
>Illlu-.
14 Germacreno D (CisHas) Sesquiterpeno 13,56 27,36 32,31 23,44 19,49 22,23
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Tabela 07 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. macedoi.

(Continuagao)
Estrutura Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Classe do Composto
Quimica MAC01 MAC02 MAC03 MAC04 MACO5 MACO06
16 [-Selineno (CisHo4) Sesquiterpeno 1,85 2,33 11,41 3,78 1,44 1,80
H
17 Biciclo-sesquifelandreno (CisHa4) Sesquiterpeno 0,30 2,32 - - 2,13 0,41
18 o-Chamigreno (CisHa4) Sesquiterpeno 4,17 1,50 3,52 1,21 1,69 3,72
19 o-Muuroleno (CisHzs) Sesquiterpeno 1,20 2,22 1,43 2,17 1,83 2,52

=

)
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Tabela 07 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. macedoi.

(Continuagao)
Estrutura Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Classe do Composto
Quimica MAC01 MAC02 MAC03 MACO4 MACO5 MACO6
20 y-Cadineno (CisHz4) Sesquiterpeno 1,95 2,46 2,78 3,94 1,85 2,36
Sesquiterpeno
21 Cubebol (Ci5H260) ) - - 3,93 0,49 - -
oxigenado
22 0-Cadineno (C;sHa4) Sesquiterpeno | 4,41 4,16 - - 3,36 3,79
S
PN
Sesquiterpeno
23 Cis-calameneno (CisHzy) - - 0,69 0,39 - 0,65
aromatico
24 Germacreno B (CisHa4)

Sesquiterpeno 7 N 0,22 0,26 - - 1,32 0,37
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Tabela 07 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. macedoi.

(Continuagao)
Estrutura Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Classe do Composto
Quimica MAC01 MAC02 MAC03 MAC04 MACO5 MACO6
Sesquiterpeno o
25 (E)-Nerolidol (Ci5H260) ) N N P - - - - - 1,39
oxigenado
i Sesquiterpeno
26 Oxido de cariofileno (C;sH240) ) - 0,14 0,34 0,72 3,84 3,37
oxigenado
Sesquiterpeno
27 Globulol (C5H260) ) - - - - 0,86 -
oxigenado
) Sesquiterpeno
28 Epoxido de humuleno II (Ci5H240) ) 0,97 0,34 0,471 0,78 1,54 1,15
oxigenado /
Sesquiterpeno HO H
29 1,10-di-epi-Cubenol (C;5H260) 0,45 0,04 0,60 0,74 0,68 0,63

oxigenado
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Tabela 07 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. macedoi.

(Continuagao)
Estrutura Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Classe do Composto
Quimica MAC01 MAC02 MAC03 MACO4 MACO5 MACO6
) Sesquiterpeno
30 1-epi-Cubenol (Ci5H260) 0,59 0,51 0,72 1,04 1,02 0,93
oxigenado HO
e
) Sesquiterpeno
31 7-Cadinol (Ci5H260) 1,95 0,32 - 2,21 2,12 0,54
oxigenado Hitis H <
HO 5 |
Sesquiterpeno
32 0-Cadinol (Ci5H260) ) 0,94 1,45 0,81 1,01 1,04 1,75
oxigenado
Sesquiterpeno
33 a-Cadinol (Ci5H260) 3,68 2,01 2,14 2,89 3,79 3,13

oxigenado
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Tabela 07 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. macedoi.

(Conclusio)
Estrutura Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Classe do Composto
Quimica MAC01 MAC02 MAC03 MAC04 MACO5 MACO6
0
2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato -
34 Cromeno o N 26,56 15,22 8,73 12,93 16,60 14,20
de metila (Ci3H1403) o
Ester bis(2-etil-hexilico) acido 1,4- , . G/H
35 ] ) Ester aromatico g 0,11 - - - - 0,11
benzenodicarboxilico (C24H3304) ] J/W

Fonte: o Autor
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A andlise por CG-EM permitiu a anotagdo de 36 constituintes quimicos nos dleos
essenciais das folhas de Piper macedoi ao longo das seis coletas realizadas durante o estudo
sazonal. Os compostos identificados pertencem predominantemente a classe dos
sesquiterpenos, incluindo hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados, além
da ocorréncia de monoterpenos, cromenos e ésteres aromaticos em menores proporgdes. De
maneira geral, observou-se elevada similaridade qualitativa entre as amostras, uma vez que a
maioria dos constituintes foi detectada em mais de uma coleta, indicando a manutengdo de um
perfil quimico caracteristico da espécie ao longo do periodo avaliado. Entretanto, diferencas na
ocorréncia e abundancia relativa de determinados compostos evidenciam a influéncia de fatores

sazonais sobre o metabolismo secundario da planta.

Figura 22 — Distribuic¢do sazonal das classes quimicas presentes no 6leo essencial de Piper

macedoi ao longo das seis coletas.
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Fonte: o Autor

A distribuic¢do das classes quimicas demonstra um predominio dos sesquiterpenos nos
6leos essenciais das folhas de Piper macedoi durante todo o periodo de estudo (Figura 22). Os
sesquiterpenos ndo oxigenados constituiram a principal classe de metabdlitos secundérios em

todas as coletas, variando entre 44,58-¢ 69,91% da composicdo total dos dleos essenciais. As
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maiores proporgdes foram observadas na terceira coleta (69,91%) e na segunda coleta
(60,15%), enquanto os menores valores foram registrados na quinta coleta (44,58%). Os
sesquiterpenos oxigenados também estiveram presentes em todas as amostras, embora em
menores proporgoes, variando de 4,77-a 16,22%. Em conjunto, esses resultados demonstram
que a rota biossintética dos sesquiterpenos constituiu a principal fonte de metabdlitos volateis

para a espécie ao longo do periodo avaliado.

Além dos sesquiterpenos, observou-se uma presenca expressiva do cromeno 2,2-
dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila, cuja contribui¢do variou entre 8,73 e 26,56% ao
longo das coletas. A elevada abundancia desse composto evidencia sua relevancia para o perfil
quimico da espécie, sendo responsdvel por parcela significativa da composi¢do dos oOleos
essenciais em todos os periodos avaliados. Em contraste, os monoterpenos foram detectados
em baixas concentragdes, ndo chegando a 5,00% da composi¢ao total, resultado diferente do
relatado na literatura encontrada para a espécie. Por fim, tracos de um éster aromatico foi
observado em duas das seis coletas. Esse padrao geral, reforca a predominancia do metabolismo
sesquiterpénico na P. macedoi, embora indique a contribuicdo complementar de outras rotas

biossintéticas para a composicao final dos 6leos essenciais.

Quando comparamos esse perfil quimico de classes de metabdlitos, com a literatura,
percebemos uma auséncia de arilpropanoides e uma baixa presenga de monoterpenos, algo que
difere ao que ¢ relatado na revisdo bibliografica realizada. Essas diferengas reforcam duas
possibilidades: uma forte influéncia do local de coleta na constituicao dos 6leos essenciais, ou,
como comentado na propria revisdo, a existéncia de quimiotipos, que levam a composicoes

diferentes de 6leos para espécies idénticas.

As variagdes observadas entre as classes quimicas ao longo das coletas sugerem uma
modulacdo sazonal da atividade metabolica da espécie. Observa-se, por exemplo, que os
periodos de maior abundéncia de sesquiterpenos ndo oxigenados coincidem com menores
propor¢des do cromeno, enquanto aumentos na participagdo dos sesquiterpenos oxigenados
tendem a ocorrer concomitantemente a redu¢ao dos sesquiterpenos hidrocarbonados. Esse
comportamento pode refletir alteracdes na atividade enzimdtica das vias terpénicas,
especialmente em etapas relacionadas a oxidagdo de esqueletos sesquiterpénicos, fendmeno

frequentemente observado em plantas aromaticas submetidas a diferentes condigdes ambientais

(Figueiredo et al., 2008).
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Sobre os principais constituintes, a Figura 23 traz os trés principais constituintes ao que
se refere a abundancia em cada coleta e suas varia¢des ao longo das seis coletas. Cabe ressaltar
que para cinco coletas o germacreno D, o cromeno (2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de
metila) e o humuleno aparecem como os trés principais constituintes, mudando somente a
posicdo de maior abundancia entre o cromeno e o germacreno D. A Unica exce¢do ocorre na
terceira coleta, onde o f-selineno aparece como terceiro principal constituinte no lugar do

humuleno, este que por sua vez mantém uma porcentagem consideravel.

Figura 23 — Distribui¢do sazonal dos principais constituintes quimicos do 6leo essencial de

Piper macedoi ao longo das seis coletas.
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Entre os constituintes anotados, o germacreno D destacou-se como um dos principais
componentes dos 6leos essenciais das folhas de P. macedoi, estando presente em todas as
coletas realizadas. Sua abundancia relativa apresentou variagdo consideravel ao longo do
periodo amostral, com valores entre 13,56 e 32,31%, sendo observadas as maiores
concentragdes na terceira coleta (32,31%) e na segunda coleta (27,36%). Nas demais coletas, o

composto mante-se como o primeiro ou segundo principal constituinte em termos de
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composi¢do total dos 6leos essenciais. Esses resultados indicam que o germacreno D constitui
um dos principais metabolitos volateis produzidos pela espécie, contribuindo significamente
para o perfil quimico observado durante todo o estudo sazonal. O espectro de massas obtido
para o composto se encontra na Figura 24. A proposta de fragmentagdo para alguns dos

principais ions pode ser vista na Figura 25.

Figura 24 - Espectro de massas utilizado para a identificacdo do germacreno D no 6leo

essencial de Piper macedoi.
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Figura 25 — Proposta de fragmentacdo do germacreno D baseada nos principais ions

observados no espectro de massas por impacto de elétron.
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O predominio de germacreno D observado neste trabalho esta de acordo com relatos da
literatura para diversas espécies do género Piper, nas quais esse sesquiterpeno frequentemente
figura entre os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais. Biossinteticamente, o composto
¢ derivado do farnesil difosfato (FPP) e ocupa posicao central na formag¢ao de diversos
esqueletos sesquiterpénicos, sendo frequentemente considerado um importante intermediario
nas rotas de ciclizagdo catalisadas por sesquiterpeno sintases. Dessa forma, elevadas
concentragdes de germacreno D podem refletir intensa atividade da via dos sesquiterpenos,
corroborando a predominancia dessa classe quimica observada nos 6leos essenciais de P.

macedoi (Dewick, 2009).

Além de sua importancia biossintética, o germacreno D tem sido amplamente descrito
em espécies aromaticas devido ao seu papel ecoldgico na interacdo planta-ambiente. Estudos
sugerem que esse sesquiterpeno pode atuar nos mecanismos de defesa vegetal contra herbivoros
e microrganismos, além de contribuir para a atragdo de organismos polinizadores e para a
comunica¢do quimica entre plantas. Adicionalmente, atividades antimicrobianas, antiflingicas
e inseticidas tém sido associadas a Oleos essenciais ricos nesse composto, reforcando sua

relevancia ecologica e farmacologica (Dewick, 2008).

Outro constituinte que aparece com porcentagem relevante € o cromeno 2,2-dimetil-2H-
cromeno-6-carboxilato de metila, espectro de massas na Figura 27, estando presente em todas
as coletas e apresentando abundancia relativa entre 8,73 e 26,56%. Inicialmente, a anotacdo por
CG-EM indicava a possibilidade de um derivado benzoato que contava com uma ligacao tripla
Essa ligacdo chamava a ateng@o por ndo ser algo comum entre constituintes de 6leos essenciais
e como existiam compostos aromaticos estruturalmente proximos, foi utilizado o RMN do
primeiro 6leo (maior porcentagem do cromeno) para a confirmagdo estrutural. Os dados de

RMN 1D podem ser vistos nas Figuras 26 e 27.
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Figura 26 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do 6leo essencial de Piper macedoi.
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Figura 27 - Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do dleo essencial de Piper macedoi.

P MACEDOI AUG (20260410) CDCL3

U ——

|
T T

|

|

M Mo

T T T

T
170 160 150 140 130

20 80

Fonte: o Autor

70

T T T

30 20 10 ppm

A anotacdo inicial realizada pelo software CGMSsolution sugeriu a identidade de um

derivado benzoato contendo insaturagdo tripla. Embora o espectro de massas apresentado pelo

composto tenha produzido um indice de similaridade (IS) dentro da faixa considerada aceitavel

para identificacdo preliminar, a andlise dos espectros de RMN de 'H e "C revelou

inconsisténcias estruturais em relacdo a molécula proposta. Em particular, os deslocamentos

quimicos observados e o nimero de sinais presentes nos espectros ndo eram compativeis com

a estrutura inicialmente atribuida, indicando a necessidade de uma investiga¢do mais detalhada.

Diante dessa divergéncia, foram avaliadas outras possibilidades estruturais a partir da

interpretagdo conjunta dos dados de espectrometria de massas (Figura 28) e dos experimentos

de RMN (Figuras 25 e 26). O espectro de massas apresentou ion molecular em m/z 218,

acompanhado de fragmentos caracteristicos que corroboram com a identificagdo (Figura 29).

Adicionalmente, os dados de RMN de 'H, *C, COSY, HSQC e HMBC indicaram a presenga

de um sistema benzopiranico substituido, permitindo a proposi¢do da estrutura 2,2-dimetil-2H-

cromeno-6-carboxilato de metila.
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Figura 28 - Espectro de massas utilizado na elucidagao estrutural do composto 2,2-dimetil-

2H-cromeno-6-carboxilato de metila isolado do dleo essencial de Piper macedoi.
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Figura 29 — Proposta de fragmentacao do 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila.
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A confirmacao estrutural foi reforcada pelos experimentos bidimensionais de RMN. No
espectro COSY observou-se correlagdo entre os sinais em o 5,64 ¢ & 6,34, atribuidos aos
hidrogénios H-3 e H-4, confirmando a presenca do sistema olefinico caracteristico do nticleo
croménico. O experimento HSQC permitiu estabelecer as correlagdes diretas hidrogénio-
carbono, possibilitando a atribui¢do inequivoca dos sinais protonados da molécula.
Adicionalmente, o espectro HMBC revelou correlacdes de longa distancia fundamentais para a
determinagdo da conectividade molecular, especialmente envolvendo os hidrogénios

aromaticos e os carbonos quaterndrios oxigenados do sistema benzopirdnico, além da



78

correlacdo observada com o carbono carbonilico do grupo éster em 6 167,01. Em conjunto,
essas informacgdes corroboraram a presenca do esqueleto 2,2-dimetilcromeno substituido por

um grupo metoxicarbonila.

Para confirmar essa atribui¢do estrutural, os dados espectroscopicos obtidos foram
comparados com aqueles descritos por Pedro et al. (1987), que relataram o isolamento desse
mesmo cromeno a partir das cascas de Piper hostmannianum. A comparacao dos deslocamentos
quimicos de RMN de 'H e *C demonstrou elevada concordancia entre os valores experimentais
e os reportados na literatura, corroborando a identificagdo do composto presente no o6leo

essencial de P. macedoi. Os dados comparativos sdo apresentados na Tabela 08.

Tabela 08 - Dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C do cromeno 2,2-dimetil-2H-
cromeno-6-carboxilato de metila obtido do 6leo essencial de Piper macedoi € comparagao

com a literatura.

5 'H 3 13C
Posicio Experimental Literatura* Experimental Literatura*
¢ (400 MHz, CDCls) (100 MHz, CDCl3) (100 MHz, CDCl3) (25,2 MHz, CDCl3)
2 - ok 77,23

5,66 (1H, d, J=9,0

3 5.64(1H, d, J=9.8 Hz) oy 131,17 121,53
4 634(1H,d, J98Hzy &4 (H}{fz ;1’ J=9,0 121,87 127,88
s 767(IH,d,J=22Hz) 0 (1%2 ;1’ J=20 128,23 130,88
6 ; i 122,71 122,37
7,80 (1H, dd, J=8.5 ¢ 7,85 (1H, dd, J=7,5
7 AT T 131,24 130,81
8 677(H.d 851y OB ;1’ J=13 116,31 115,97
9 ; i 157,34 156,94
10 ] i 120,81 120,48
1 ) i 167.01 166,57
12,13 1,45 (6H, s) 1,45 (6H, s) 28,49 2827
14 3.87 (3H. 5) 3.87 GH. s) 51.97 51,71

Nota: *Pedro et al. (1987). ** sinal sobreposto ao CDCl;

Fonte: o Autor
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Cabe destacar que os valores de deslocamento quimico estdo todos proximos, porém a
atribuicdo dos carbonos 3, 4 e 5 estdo diferentes. No artigo os autores utilizam somente os
RMN’s 1D de 'H e '3C para realizar a atribui¢do. Aqui o RMN HSQC foi fundamental para a

atribuicdo correta para cada carbono.

O espectro de RMN bidimensional HSQC (Figura 30) permite observar as correlagdes
diretas entre os sinais de hidrogénio e seus respectivos carbonos. Na ampliagdo apresentada na
Figura 30, verifica-se que o sinal de hidrogénio em 6H 5,66 esta correlacionado ao carbono em
0C 131,17, enquanto o sinal em 6H 7,85 correlaciona-se ao carbono em 6C 131,24. Embora os
deslocamentos quimicos dos carbonos sejam muito proximos, a multiplicidade dos sinais de
hidrogénio permitiu distingui-los: o sinal em 6H 5,66, observado como um dubleto (d), foi
atribuido ao C-3, enquanto o sinal em dH 7,85, caracterizado como um duplo dubleto (dd), foi

atribuido ao C-7.
Figura 30 — Mapa de correlagdes HSQC do 6leo essencial de Piper macedoi.
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Figura 31 — Ampliacdo do mapa de correlagdes HSQC do dleo essencial de Piper macedoi.
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Além dos compostos ja discutidos, existem outros sesquiterpenos que apresentaram
concentragdo relevante. Um deles ¢ o humuleno que se mostrou o terceiro constituinte mais
abundante em cinco coletas e mesmo na coleta que ele ndo estd entre os trés majoritarios, ele
aparece com porcentagem relevante. Sua concentragdo variou entre 5,10-e 8,44%, onde os
maiores teores foram observados na primeira (8,44%) e quarta coleta (8,11%), enquanto a
menor abundancia foi registrada na quinta coleta (5,10%). Apesar das oscilagdes observadas ao
longo do periodo amostral, o composto manteve-se entre os principais constituintes do 6leo

essencial, indicando que sua biossintese permanece ativa durante todo o ciclo sazonal avaliado.

O humuleno ¢ um sesquiterpeno hidrocarbonado derivado da ciclizagdo do farnesil
difosfato (FPP), precursor comum da biossintese de diversos sesquiterpenos encontrados em
espécies do género Piper. A ocorréncia desse composto em concentragdes relativamente
elevadas reforca a predominancia da rota dos sesquiterpenos observada para P. macedoi,
corroborando os resultados discutidos anteriormente para a composic¢do por classes quimicas.
Além disso, o humuleno ¢ frequentemente relatado como constituinte relevante de dleos

essenciais de espécies aromaticas tropicais, sendo associado a atividades anti-inflamatorias,
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antimicrobianas e antifingicas, caracteristicas que podem contribuir para os mecanismos de

defesa quimica da planta frente a estresses bidticos e abidticos (Baser & Buchbauer, 2015).

A manutencdo de teores relativamente elevados de humuleno ao longo de todas as
coletas sugere que esse composto integra o conjunto de metabdlitos que compdem o nucleo
quimico estavel da espécie. Esse comportamento ¢ compativel com a hipdtese anteriormente
levantada de que a sazonalidade atua principalmente modulando as proporgdes relativas dos
constituintes, sem alterar significativamente a identidade quimica dos O6leos essenciais

produzidos por P. macedoi.

O p-selineno também apresentou destaque entre os constituintes identificados, embora
tenha exibido comportamento sazonal mais pronunciado que o observado para o humuleno. As
concentragdes variaram entre 1,44 e 11,41%, sendo registrado um aumento expressivo na
terceira coleta, quando o composto atingiu sua maior abundancia relativa (11,41%). Nas demais
amostras, os teores permaneceram consideravelmente inferiores, variando entre 1,44 e 3,78%,

evidenciando uma forte influéncia das condi¢cdes ambientais sobre sua produgao.

Assim como o humuleno, o f-selineno ¢ um sesquiterpeno hidrocarbonado derivado do
farnesil difosfato, sendo frequentemente encontrado em oOleos essenciais de espécies
pertencentes as familias Piperaceae, Myrtaceae e Asteraceae. A literatura descreve esse
composto como participante dos mecanismos de defesa vegetal, atuando na protecao contra
herbivoria e infeccdes microbianas, além de contribuir para as propriedades aromaticas
caracteristicas dos 6leos essenciais. Sua ocorréncia em P. macedoi esta de acordo com o perfil
quimico esperado para espécies do género Piper, reconhecidas pela elevada capacidade de
producdo de sesquiterpenos estruturalmente diversificados (Parmar et al., 1997; Scott et al.,

2008).

O aumento expressivo observado na terceira coleta sugere uma possivel intensificagdo
do fluxo metabdlico direcionado a biossintese de esqueletos selinénicos durante esse periodo.
Considerando que os sesquiterpenos representam a principal classe quimica dos Oleos
essenciais analisados, a elevada concentragdo de f-selineno observada nessa coleta
provavelmente contribuiu de maneira significativa para o aumento da fragdao de sesquiterpenos

hidrocarbonados registrado no mesmo periodo.

Entre os demais constituintes relevantes identificados nos 6leos essenciais de Piper
macedoi, destacaram-se o Jd-cadineno e o a-cadinol, ambos detectados em todas as coletas

realizadas. O J-cadineno apresentou abundancias relativas variando entre aproximadamente 4
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e 7%, enquanto o a-cadinol foi o principal representante da fracdo de sesquiterpenos
oxigenados, atingindo concentragdes de até 8,80% na quinta coleta. A ocorréncia continua
desses compostos ao longo do periodo amostral sugere que ambos integram o conjunto de
metabolitos caracteristicos da espécie, contribuindo significativamente para a composi¢ao

quimica dos 6leos essenciais.

Do ponto de vista ecologico e farmacologico, tanto o d-cadineno quanto o a-cadinol t€ém
sido associados a mecanismos de defesa vegetal e a diferentes atividades biologicas. O o-
cadineno ¢ frequentemente relatado em oOleos essenciais de espécies aromaticas e apresenta
atividades antimicrobianas e antifungicas descritas na literatura, enquanto o a-cadinol tem
despertado interesse devido ao seu potencial antifingico, antibacteriano e anti-inflamatorio
(Parmar et al., 1997). Além disso, o aumento da participagcdo do a-cadinol nas ultimas coletas
acompanhou a elevagdo da fragdo de sesquiterpenos oxigenados observada para a espécie,
sugerindo possiveis alteragdes na atividade das enzimas oxidativas envolvidas no metabolismo

terpénico em resposta as condigdes ambientais.

Considerando as variagdes observadas nas abundancias relativas dos principais
constituintes e classes quimicas dos 6leos essenciais de Piper macedoi ao longo do periodo
experimental, foi realizada uma andlise de correlagdo entre os parametros climaticos e os
metabolitos de maior relevancia quimica, além da correlacdo com os sesquiterpenos (principal
classe encontrada). A composicao de 6leos essenciais pode ser influenciada por diversos fatores
ambientais, incluindo precipitacdo, temperatura e pressdo atmosférica, os quais atuam
diretamente sobre processos fisioldgicos e metabdlicos relacionados a biossintese de
metabolitos secundarios (Gobbo-Neto; Lopes, 2007). Dessa forma, a avaliacdo das correlagdes
permitiu investigar possiveis associagoes entre as condi¢des ambientais durante as coletas e as
alteragdes observadas na composi¢ao quimica dos Oleos essenciais, contribuindo para uma
melhor compreensdo da influéncia da sazonalidade sobre o metabolismo secundario da espécie.

Os dados podem ser vistos na Tabela 09.
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Tabela 09 — Coeficientes de correlagcdo de Pearson (r) entre variaveis climaticas e os

principais constituintes e classes quimicas do 6leo essencial das folhas de Piper macedoi.

Coeficiente de Correlaciao de Pearson (r)

Precipitagido Pressiao Atmosférica Temperatura Média

Germacreno D 0,635 -0,558 -0,251
Cromeno* -0,290 0,218 0,479
Humuleno 0,127 -0,381 0,764
f-Selineno 0,314 -0,600 0,138
a-Cadinol -0,855 0,735 -0,027

Sesquiterpenos
0,646 -0,680 0,052

nao Oxigenados

Sesquiterpenos
-0,853 0,821 -0,561

Oxigenados

Nota: * 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila

Fonte: o Autor

A andlise de correlag@o entre as variaveis climdticas e os principais constituintes dos
Oleos essenciais de Piper macedoi evidenciou que a precipitagdo foi o fator ambiental mais
associado as alteragdes observadas na composi¢do quimica ao longo do periodo experimental.
De maneira geral, verificou-se que os sesquiterpenos ndo oxigenados apresentaram correlagao
positiva com a precipitagdao (r = 0,646) e negativa com a pressao atmosférica (r = -0,680),
indicando maior acimulo durante os periodos mais imidos do ano. Esse comportamento
também foi observado para o Germacreno D, principal constituinte sesquiterpénico da espécie,
que apresentou correlagdo positiva moderada com a precipitacdo (r = 0,635) e negativa com a
pressao atmosférica (r = -0,558). Esses resultados sugerem que condigcdes de maior
disponibilidade hidrica favorecem o direcionamento do metabolismo secundario para a
biossintese de hidrocarbonetos sesquiterpénicos, provavelmente em fung¢do do aumento da
atividade metabdlica e da disponibilidade de precursores envolvidos na rota do farnesil

difosfato.

Em contraste, os sesquiterpenos oxigenados apresentaram comportamento oposto,
exibindo forte correlagdo negativa com a precipitacdo (r = -0,853) e forte correlagdo positiva

com a pressao atmosférica (r = 0,821). Tendéncia semelhante foi observada para o a-Cadinol,
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um dos principais representantes dessa classe, que apresentou correlagdo negativa com a
precipitagdo (r = -0,855) e positiva com a pressdo atmosférica (r = 0,735). Esses resultados
indicam que periodos caracterizados por menor disponibilidade hidrica favoreceram o acimulo
de metabdlitos oxigenados, possivelmente em decorréncia da intensificagao da atividade de
enzimas oxidativas envolvidas na modificacio de esqueletos terpénicos previamente formados.
Esse comportamento tem sido frequentemente associado a mecanismos adaptativos de resposta
ao estresse ambiental, nos quais compostos oxigenados podem desempenhar fungdes

relacionadas a protecao celular e a defesa quimica da planta.

Entre os constituintes majoritarios, o humuleno apresentou a maior correlagdo positiva
com a temperatura média (r = 0,764), sugerindo maior produgdo durante os periodos mais
quentes do ciclo sazonal. Embora essa associacao deva ser interpretada com cautela devido ao
numero reduzido de observagdes, ela indica que fatores térmicos também podem contribuir para
a modulacdo da composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais da espécie. Por outro lado, o f-
selineno apresentou correlagdes de menor magnitude com as varidveis analisadas, sugerindo
que sua biossintese pode ser influenciada por fatores adicionais nao avaliados neste estudo ou

por interagdes mais complexas entre os parametros ambientais.

De forma geral, os resultados demonstram que a sazonalidade influenciou
principalmente a abundancia relativa dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais de P.
macedoi, sem promover alteragdes expressivas em sua composi¢do qualitativa. A maior
disponibilidade hidrica esteve associada ao aumento dos sesquiterpenos hidrocarbonados,
enquanto condi¢des mais secas favoreceram a formagao de sesquiterpenos oxigenados. Esses
resultados corroboram observagdes descritas para outras espécies aromaticas tropicais, nas
quais fatores ambientais atuam modulando a intensidade das rotas biossintéticas do
metabolismo secundario, promovendo alteragdes quantitativas dos metabdlitos produzidos sem
modificar substancialmente o perfil quimico caracteristico da espécie (Gobbo-Neto; Lopes,

2007).

Partindo para as analises da composi¢ao dos Oleos essenciais das folhas de Piper

fuligineum, a Figura 32 apresenta os cromatogramas obtidos para cada coleta.
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Figura 32 - Cromatogramas obtidos por CG-EM dos 6leos essenciais das folhas de Piper

fuligineum coletadas durante o periodo experimental.
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Fonte: o Autor

De modo geral, observa-se que os principais sinais cromatograficos se encontram
concentrados entre aproximadamente 20 e 30 minutos de tempo de retencdo, indicando a

predominancia de um conjunto relativamente restrito de constituintes majoritarios responsaveis
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por grande parte da composi¢do quimica dos Oleos essenciais. Embora os cromatogramas
apresentem elevada similaridade qualitativa entre as amostras, diferengas significativas nas
intensidades relativas dos picos podem ser observadas ao longo das coletas, evidenciando

alteragdes quantitativas na producao dos metabolitos volateis da espécie.

As maiores variagdes foram observadas principalmente nas regides compreendidas entre
22 e 27 minutos, onde se concentram os picos de maior intensidade, sugerindo mudangas
sazonais na abundancia dos constituintes predominantes. Além disso, as coletas FLGO05 e
FLGO6 apresentaram aumento da intensidade de sinais eluidos nos primeiros minutos da corrida
cromatografica, indicando maior contribui¢do de compostos mais volateis durante esses
periodos. Esse comportamento sugere que fatores ambientais associados a sazonalidade podem
ter influenciado ndo apenas a quantidade produzida dos metabdlitos majoritarios, mas também

a distribuicdo relativa de compostos pertencentes a diferentes classes quimicas.

A andlise do nimero de compostos detectados e anotados reforga essa tendéncia.
Enquanto as quatro primeiras coletas apresentaram entre 32 ¢ 36 compostos detectados, as duas
ultimas coletas registraram aumento expressivo desse numero, alcangando 47 compostos na
quinta coleta e 46 compostos na sexta coleta. Em contrapartida, o nimero de compostos
anotados diminuiu nesse mesmo periodo, passando de 30 compostos na quarta coleta para 20 e
21 compostos nas coletas subsequentes. Esse resultado sugere que a sazonalidade pode ter
favorecido a produ¢do de metabolitos secundarios presentes em baixas concentragdes ou ainda
pouco descritos para a espécie, aumentando a complexidade quimica dos Oleos essenciais

produzidos durante os periodos finais do estudo.

Na Tabela 10 encontram-se os compostos anotados ao longo das seis coletas, junto com
suas respectivas formulas estruturais, classes e porcentagens relativas, retiradas do CG-FID
conforme comentado anteriormente. A tabela com mais informac¢des como Tr e SI para cada

composto ao longo de cada coleta, pode ser encontrada no Apéndice.
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Tabela 10 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. fuligineum.
(Continua)
Classe do Area (CG-FID) por Amostra (%)
Codigo Composto (Férmula Molecular) Estrutura Quimica
Composto FLGO01 FLGO02 FLGO03 FLG04 FLGO05 FLGO06
37 a-Pineno (CioHie) Monoterpeno \®L - - 0,10 - 0,14 -
38 S-Pineno (CioHie) Monoterpeno - - 0,21 0,48 0,53 0,17

01 D-Limoneno (CioHje) Monoterpeno \G\H/ - 1,50 1,08 2,17 - -
XN T
39 Trans-f-Ocimeno (CioHis) Monoterpeno = - - - 0,41 - -

40 Cis-f-Ocimeno (CioHi6) Monoterpeno Zhd N

41 Elixeno (Ci5H24) Sesquiterpeno §>_< - - - 0,12 - -

- 0,22 - 0,14 - ;




Tabela 10 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas
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(Continuag@o)

de P. fuligineum.
Classe do Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Estrutura Quimica
Composto FLGO1 FLGO02 FLGO03 FLGO04 FLGO05 FLGO06
04 a-Copaeno (CisHas) Sesquiterpeno § 1,01 0,38 0,43 0,42 0,61 0,64
\Illlu-.
05 S-Elemeno (CisHz4) Sesquiterpeno 0,16 1,22 3,87 1,62 2,98 3,48
\"\\\\ "y H/
H
06 Cariofileno (CisH24) Sesquiterpeno R 7,33 421 5,42 5,64 17,62 10,66
H
07 S-Copaeno (CisHa4) Sesquiterpeno 0,48 0,41 0,51 0,46 1,62 1,70
7~
Sesquiterpeno Q - 0,18 0,14 0,12 -

08

y-Elemeno (CisHa4)
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Tabela 10 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. fuligineum.
(Continuag@o)
Classe do Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Estrutura Quimica
Composto FLGO1 FLGO02 FLGO03 FLG04 FLGO05 FLGO06
F

42 Iso-Germacreno D (CisHzs) Sesquiterpeno - 0,15 - 0,13 - -
10 &-Muuroleno (CisHa4) Sesquiterpeno )é\i:\k - - - 0,07 - -
. Humuleno (Crtlan Sesquiterpen \Ii/\;% 0,85 2,78 4,01 3,20 1,46 1,16
12 f-Cadineno (CisHa4) Sesquiterpeno " " - 0,22 - - - -
43 y-Gurjuneno (CisHa4) Sesquiterpeno - - - 0,13 - -
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Tabela 10 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. fuligineum.
(Continuag@o)
Classe do Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Estrutura Quimica

Composto FLGO01 FLGO02 FLGO03 FLG04 FLGO05 FLGO06
13 y-Muuroleno (C;sHa4) Sesquiterpeno 1,21 1,52 1,65 1,22 2,21 2,66
14 Germacreno D (C;sHas) Sesquiterpeno 14,30 16,52 21,39 20,57 29,12 5,92
16 [S-Selineno (CisHas) Sesquiterpeno 3,13 1,56 3,07 1,78 4,18 5,33
44 a-Selineno (CisHa4) Sesquiterpeno 5,04 17,90 18,36 20,90 7,42 5,06

H

17 Biciclo-sesquifelandreno (CisHo4) Sesquiterpeno - 0,22 - - - -
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Tabela 10 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. fuligineum.
(Continuag@o)
Classe do Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Estrutura Quimica
Composto FLGO1 FLGO02 FLGO03 FLG04 FLGO05 FLGO06
19 o-Muuroleno (CisHz4) Sesquiterpeno | 1,00 1,99 2,62 1,64 1,81 0,62
S
21 y-Cadineno (CisHz4) Sesquiterpeno - 1,52 1,72 - - -
45 a-Farneseneo (CisHo4) Sesquiterpeno _ - - - 1,47 2,40 1,06
23 0-Cadineno (C;sHa4) Sesquiterpeno | - 5,97 5,84 9,81 - -
-
N
) Sesquiterpeno
24 Cis-calameneno (CisH24) - - 0,36 - - -

Aromatico
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Tabela 10 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. fuligineum.
(Continuag@o)
Classe do Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Estrutura Quimica
Composto FLGO1 FLGO02 FLGO03 FLG04 FLGO05 FLGO06
\ [¢]
46 Miristicina (C;1H203) Arilpropanoide \/\@[o> _ 2,66 0,15 0,32 - -
/O
25 Germacreno B (CisHa4) Sesquiterpeno P X - - - 0,43 - -
) Sesquiterpeno o
26 (E)-Nerolidol (CsH260) ) . \ - 7,00 1,03 - 2,71 - -
oxigenado
, Sesquiterpeno
27 Oxido de Cariofileno(CisH240) ) 7,96 3,56 2,44 0,14 1,73 2,29
oxigenado
Sesquiterpeno
28 Globulol (Ci5H260) 0,36 - - - 0,40 10,28

oxigenado
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Tabela 10 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. fuligineum.
(Continuag@o)
Classe do Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Estrutura Quimica
Composto FLGO1 FLGO02 FLGO03 FLG04 FLGO05 FLGO06
OH
o Sesquiterpeno
47 Viridiflorol (CisH260) ) - - - - 0,24 0,38
oxigenado gy
) Sesquiterpeno
29 Epodxido de humuleno II (Ci5H240) ) 2,24 0,32 0,36 0,45 0,85 1,66
oxigenado Vi
) Sesquiterpeno
31 1-epi-Cubenol (C;5H260) ) 0,74 - - - 0,32 0,47
oxigenado Ho
e
48 Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-a-ol Sesquiterpeno 145
(Ci5H240) oxigenado y '
) Sesquiterpeno
32 7-Cadinol (Ci5H260) 3,28 1,72 - 1,13 - 3,83
oxigenado H

HO

S
$
3
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Tabela 10 — Compostos anotados (composto, classe e estrutura) por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas

de P. fuligineum.
(Conclusao)
Classe do Area (CG-FID) por Amostra (%)
Cédigo Composto (Formula Molecular) Estrutura Quimica
Composto FLGO1 FLGO02 FLGO03 FLGO04 FLGO05 FLGO06
) Sesquiterpeno

33 0-Cadinol (C15H260) ) 0,98 0,92 1,21 0,62 - -

oxigenado
OH
H
Sesquiterpeno

49 Neointermedeol (Ci5sH260) ) 10,45 3,42 3,19 2,39 4,14 8,18

oxigenado
(0]
2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato ~
35 Cromeno o N - 11,63 6,06 4,88 0,34 2,80
de metila (C|3H|403) o
) Sesquiterpeno °

50 a-Ciperona (C15H220) ) - - - - - 0,66

oxigenado

Fonte: o Autor
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A andlise por CG-EM permitiu a anotagdo de 40 compostos nos 6leos essenciais das
folhas de Piper fuligineum ao longo das seis coletas realizadas durante o estudo sazonal. Os
compostos identificados pertencem, em sua maioria, as mesmas classes vistas nos 6leos
essenciais da P. macedoi, onde predomina a classe dos sesquiterpenos, incluindo
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados, além da ocorréncia de
monoterpenos em maior presenga que na macedoi € cromenos. Além dessas classes, temos a

presenga de um arilpropanoide, classe ndo vista na outra espécie.

De maneira geral, existe uma certa similaridade qualitativa entre as amostras, uma vez
que alguns dos constituintes foram detectados em mais de uma coleta, indicando a manutengdo
de um perfil quimico caracteristico da espécie ao longo do periodo avaliado. Entretanto, existem
um numero grande de compostos que aparecem em coletas especificas, além de uma variagdo

muito grande entre os principais constituintes.

Figura 33 - Distribui¢do sazonal das classes quimicas presentes no 6leo essencial de Piper

fuligineum ao longo das seis coletas.
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Set/2024 |« Nov/2024 @ Jan/2025 Mar/2025 Mai/2025 @ Jul/2025
(12) (22) (32) (42) (52) (62)
=@==\onoterpenos 0,00 1,72 1,39 3,20 0,66 0,18
==@==Sesquiterpenos nao Oxigenados 34,52 56,77 69,41 69,77 71,43 38,31
Sesquiterpenos Oxigenados 34,47 10,98 7,21 7,45 7,69 27,75
Arilpropanoide 0,00 2,66 0,15 0,32 0,00 0,00
e=@==Cromeno 0,00 11,63 6,06 4,88 0,33 2,80

Fonte: o Autor
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A distribuicao das classes quimicas dos 6leos essenciais de Piper fuligineum (Figura 33)
revelou predominio dos sesquiterpenos ao longo de todo o periodo experimental, corroborando
o padrao observado para diversas espécies do género Piper. Os sesquiterpenos nao oxigenados
constituiram a principal classe quimica em cinco das seis coletas realizadas, representando entre
34,52 e 71,43% da composicdo total dos 6leos essenciais. Os maiores teores foram observados
entre a terceira e a quinta coleta, periodo no qual essa classe correspondeu a aproximadamente
70% da composicdo quimica total. Esses resultados indicam elevada atividade da rota
biossintética dos sesquiterpenos, refletindo o direcionamento preferencial do metabolismo

secundario para a produgdo de hidrocarbonetos terpénicos.

Os sesquiterpenos oxigenados constituiram a segunda classe mais abundante,
apresentando comportamento inverso ao observado para os sesquiterpenos nao oxigenados.
Enquanto as menores proporgdes foram registradas entre a segunda e a quinta coleta, variando
entre 7,21 ¢ 10,98%, a primeira e a sexta coletas apresentaram aumentos expressivos dessa
classe, atingindo 34,47 e 27,75%, respectivamente. Esse comportamento sugere uma possivel
modulagdo sazonal dos processos oxidativos envolvidos no metabolismo terpénico,
favorecendo em determinados periodos a conversdo de hidrocarbonetos sesquiterpénicos em
derivados oxigenados. Variagdes semelhantes tém sido associadas a respostas fisioldgicas das
plantas frente a alteracdes ambientais, especialmente aquelas relacionadas a disponibilidade

hidrica, temperatura e intensidade luminosa (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

As demais classes quimicas foram observadas em menores propor¢des ao longo do
estudo. Os monoterpenos apresentaram participa¢do reduzida, ndo ultrapassando 3,20% da
composicao total dos 6leos essenciais, enquanto os arilpropanoides foram detectados apenas
entre a segunda e a quarta coleta, atingindo sua maior abundéancia na segunda coleta (2,66%).
O cromeno 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila também apresentou distribuigao
sazonal marcante, alcancando seu maior teor na segunda coleta (11,63%) e reduzindo
progressivamente sua participacdo nas coletas subsequentes. Em conjunto, esses resultados
demonstram que, embora os sesquiterpenos constituam a principal classe quimica da espécie,
diferentes rotas biossintéticas contribuem para a composicao dos 6leos essenciais, conferindo

elevada variabilidade quimica ao longo do ciclo sazonal.

Sobre os principais constituintes a Tabela 11 traz os trés principais constituintes ao que
se refere a abundancia em cada coleta e suas variagdes ao longo das seis coletas. Dentre os trés
principais constituintes entre as coletas, foram anotados 08 compostos diferentes, ocupando

diferentes posi¢des, com compostos que aparecem com uma porcentagem elevada em certas
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coletas e somem em outras, demostrando que a espécie apresenta uma plasticidade quimica

maior que a outra espécie.

Tabela 11 - Distribui¢do sazonal dos principais constituintes quimicos do 6leo essencial de

Piper fuligineum ao longo das seis coletas.

Set/2024 Nov/2024 Jan/2025 Mar/2025 Mai/2025 Jul/2025
12 Coleta 2? Coleta 3* Coleta 4* Coleta 5*Coleta 6* Coleta

Germacreno D 14,30 16,52 21,40 20,57 29,12 5,92
Neointermedeol 10,45 3,43 3,20 2,39 4,14 8,18
C(Z:ii(()lt(":lgso 7,96 3,57 2,44 0,14 1,73 2,29
a-Selinene 5,04 17,91 18,36 20,91 7,42 5,06
Cromeno* 0,00 11,63 6,06 4,88 0,33 2,80
o-Cadineno 0,00 5,97 5,94 9,81 0,00 0,00
Cariofileno 7,34 4,21 5,42 5,64 17,62 10,62
Globulol 0,36 0,00 0,00 0,00 0,40 10,28

Nota: * 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila

Fonte: o Autor

A distribui¢do dos compostos majoritarios evidencia uma elevada variabilidade quimica
nos 6leos essenciais de Piper fuligineum ao longo do periodo experimental. Diferentemente do
observado para P. macedoi, na qual os principais constituintes permaneceram relativamente
constantes entre as coletas, a P. fuligineum apresentou mudangas expressivas na identidade e
na abundancia dos compostos predominantes. Entre os oito compostos que figuram entre os trés
mais abundantes ao longo das seis coletas, observou-se alternancia frequente de posicoes e
variagdes expressivas nas concentracdes relativas, indicando forte influéncia da sazonalidade

sobre o metabolismo secundario da espécie.

Entre os compostos identificados, o germacreno D destaca-se por sua presenga em todas
as coletas, apresentando concentragdes entre 5,92 e 29,12%. O composto atingiu seu maior teor
na quinta coleta, quando representou quase 30% da composicao total do dleo, evidenciando sua
importancia para o perfil quimico da espécie. Comportamento semelhante foi observado para o

a-selineno, que apresentou concentragoes elevadas entre a segunda e a quarta coleta, atingindo
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valor maximo de 20,91% na quarta coleta. A persisténcia desses compostos ao longo do periodo
amostral sugere que ambos desempenham papel central na composi¢cdo quimica dos dleos
essenciais de P. fuligineum, embora suas abundancias sejam fortemente moduladas pelas

condi¢des ambientais.

Por outro lado, alguns compostos apresentaram comportamento marcadamente sazonal,
ocorrendo em elevadas concentragdes apenas em periodos especificos. O cromeno (2,2-dimetil-
2H-cromeno-6-carboxilato de metila), por exemplo, foi detectado apenas entre a segunda ¢ a
sexta coleta, alcancando 11,63% na segunda coleta e reduzindo progressivamente sua
participag@o nas amostras subsequentes. Situagdo semelhante foi observada para o 0-Cadineno,
que figurou entre os constituintes majoritarios apenas entre a segunda e a quarta coleta, e para
o Globulol, cuja abundancia aumentou significamente na sexta coleta. Essas alteracdes
demonstram que a P. fuligineum apresenta elevada plasticidade quimica, caracteristica que pode
refletir mecanismos adaptativos relacionados a resposta da planta frente as variagdes ambientais
observadas ao longo do ano. Tal comportamento ¢ compativel com a reconhecida capacidade
de algumas espécies do género Piper de modular a producdao de metabdlitos secundarios em

resposta a mudangas nas condigdes ecoldgicas e fisiologicas.

Esse elevado predominio do germacreno D observado para a Piper fuligineum esta de
acordo com diversos trabalhos realizados com espécies do género Piper, nos quais esses

sesquiterpeno figura entre os principais constituintes dos 6leos essenciais (Parmar et al., 1997).

O germacreno D também aparece como um dos principais constituintes dos 6leos
essenciais de Piper macedoi, dessa forma uma discussdo sobre a fragmentagdo (Figura 25) e a

relevancia biossintética desse composto ja foi apresentada.

O a-selineno destacou-se como um dos principais constituintes dos 6leos essenciais de
Piper fuligineum, apresentando concentragdes elevadas em praticamente todo o periodo
amostral. Os maiores teores foram observados na primeira (17,91%), segunda (18,36%) e
terceira (20,91%) coleta, tornando-se um dos constituintes dominantes do 6leo essencial nesse
intervalo. Apds esse periodo, observou-se uma redugdo acentuada em sua abundancia relativa,
chagando a 7,42% na quinta coleta e 5,06% na sexta coleta. Esse comportamento demonstra
uma forte influéncia da sazonalidade sobre a produgdo desse metabolito, evidenciando que
alteragdes ambientais podem afetar significamente o fluxo biossintético direcionado a formagao

de esqueletos selinénicos.
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O a-selineno, pertence a classe dos sesquiterpenos hidrocarbonados, ¢ biossintetizado a
partir do farnesil difosfato (FPP), precursor universal dos sesquiterpenos. Compostos dessa
classe sdo frequentemente relatados em o6leos essenciais de espécies pertencentes as familias
Piperaceae, Myrtaceae e Asteraceae, estando associados tanto a defesa quimica vegetal quanto
a comunicagdo ecologica da planta com o ambiente (Bakkali et al., 2008). A elevada
abundancia observada em P. fuligineum reforga a predominancia da rota dos sesquiterpenos
nao oxigenados identificada para a espécie, especialmente durante as coletas intermediarias,

quando essa classe quimica representou mais de 67% da composi¢ao total dos 6leos essenciais.

O Neointermedeol destacou-se como um dos principais sesquiterpenos oxigenados
identificados nos 6leos essenciais de Piper fuligineum, apresentando concentracdes entre 2,39
e 10,45% ao longo das seis coletas realizadas. Os maiores teores foram observados na primeira
(10,45%) e sexta coletas (8,18%), enquanto as menores concentragdes ocorreram entre a
segunda e a quarta coleta, periodo no qual predominou a fracdo dos sesquiterpenos
hidrocarbonados. Esse comportamento sugere uma dindmica sazonal distinta daquela
observada para constituintes como germacreno D e a-selineno, indicando que diferentes rotas

metabolicas podem responder de maneira especifica as variagdes ambientais.

O Neointermedeol ¢ um dalcool sesquiterpénico derivado da oxidagdo de esqueletos
terpénicos biossintetizados a partir do farnesil difosfato (FPP). A presenga de um grupo
hidroxila confere ao composto maior polaridade em comparagdo aos sesquiterpenos
hidrocarbonados, caracteristica frequentemente associada ao aumento da reatividade quimica e
da atividade biologica (Baser & Buchbauer, 2015). A ocorréncia desse metabolito em
concentragdes elevadas nas coletas em que os sesquiterpenos oxigenados apresentaram maior
abundancia sugere que sua biossintese estd relacionada ao aumento da atividade de enzimas

oxidativas envolvidas na modificagcdo de precursores terpénicos previamente formados.

Do ponto de vista ecoldgico, sesquiterpenos oxigenados tém sido frequentemente
associados a mecanismos de defesa vegetal contra microrganismos, insetos € outros agentes
estressores, além de desempenharem papel relevante na interacao das plantas com o ambiente.
Embora existam poucos estudos especificos abordando as atividades bioldgicas do
Neointermedeol, sua recorrente ocorréncia em 6leos essenciais com reconhecidas propriedades
antimicrobianas sugere que esse composto possa contribuir para a atividade bioldgica
observada nessas misturas complexas. Dessa forma, a elevada participacdo do Neointermedeol
em determinadas coletas de P. fuligineum refor¢a a importancia dos sesquiterpenos oxigenados

na composicdo quimica e na potencial fungdo ecoldgica dos Oleos essenciais da espécie
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(Bakkali et al., 2008; Baser & Buchbauer, 2015). Em P. fuligineum, a elevada participagdo
desse composto nas coletas em que os sesquiterpenos oxigenados se mostraram mais
abundantes reforca a hipotese de que processos oxidativos desempenham papel relevante na

modulagdo sazonal do metabolismo secundario da espécie.

Além disso, o comportamento temporal do Neointermedeol apresentou tendéncia oposta
a observada para os sesquiterpenos nao oxigenados, especialmente a-selineno e germacreno D.
Enquanto esses compostos atingiram seus maiores teores durante as coletas intermediarias, o
Neointermedeol apresentou maiores concentragdes nos extremos do periodo experimental. Esse
padrdo sugere uma possivel redistribuicdo do fluxo metabdlico entre hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e seus derivados oxigenados, refletindo ajustes fisiologicos da planta frente as

mudangas ambientais ocorridas ao longo do ciclo sazonal.

O 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila também figurou entre os
constituintes majoritarios dos 6leos essenciais de Piper fuligineum, embora tenha apresentado
comportamento sazonal distinto dos demais compostos discutidos. O cromeno foi detectado
apenas entre a segunda e a sexta coleta, atingindo sua maior abundancia na segunda coleta
(11,63%) e apresentando reducdo gradual ao longo do periodo experimental, alcangando 3,31%
na sexta coleta. Esse padrdo sugere que a biossintese desse metabolito ¢ mais sensivel as

variagdes ambientais do que a observada para os principais sesquiterpenos da espécie.

A ocorréncia desse composto em P. fuligineum € particularmente interessante por se
tratar do mesmo cromeno identificado em P. macedoi, refor¢gando a importancia dessa classe
de metabolitos para determinadas espécies do género Piper. Entretanto, enquanto em P.
macedoi o cromeno constituiu um dos principais componentes dos 6leos essenciais durante todo
o periodo avaliado, em P. fuligineum sua participacdo foi consideravelmente menor e mais

variavel, indicando diferencas na regulacdo das rotas biossintéticas entre as duas espécies.

Cromenos sao metabdlitos frequentemente associados a mecanismos de defesa quimica
vegetal e diversas atividades biologicas tém sido descritas para compostos pertencentes a essa
classe, incluindo atividades antimicrobianas, antifiingicas e antioxidantes. Dessa forma, embora
0o 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila ndo tenha constituido o principal
componente dos Oleos essenciais de P. fuligineum, sua ocorréncia em concentracdes
relativamente elevadas durante parte do periodo experimental sugere contribuig¢ao para o perfil

quimico e para as propriedades biologicas associadas a espécie.
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Os cariofilenos também contribuiram significativamente para a composi¢ao dos dleos
essenciais de Piper fuligineum, destacando-se principalmente o Cariofileno e o Cariofileno
Oxide. O Cariofileno foi detectado em todas as coletas, apresentando concentragdes entre
2,68% e 8,97%, enquanto o Oxido de Cariofileno variou entre 0,77 e 4,73%. A presencga
simultanea desses compostos é particularmente relevante, uma vez que o Oxido de Cariofileno
pode ser formado por processos oxidativos, promovidos pela enzima P450 envolvendo o f-
Cariofileno que ¢ formado a partir da rota biossintética comum dos terpenos (Figura 34)
(Dewick, 2009), refletindo a dindmica entre sesquiterpenos hidrocarbonados e seus derivados

oxigenados observada ao longo do periodo experimental.
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Figura 34 — Esquema resumido da rota biossintética para o cariofileno e para o Oxido de

cariofileno.
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Adaptado de: Park et al., 2025; Oda et al., 2011

O cariofileno ¢ um dos sesquiterpenos mais amplamente distribuidos no reino vegetal e
frequentemente figura entre os constituintes majoritarios de dleos essenciais de espécies do

género Piper. Além de sua importancia ecologica nos mecanismos de defesa vegetal, esse
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composto tem despertado interesse farmacologico devido as suas atividades anti-inflamatoria,
antimicrobiana e gastroprotetora descritas na literatura. De forma complementar, o 6xido de
cariofileno também apresenta atividades bioldgicas relevantes, incluindo propriedades
antimicrobianas e antifngicas (Bakkali et al., 2008), sendo frequentemente associado a

bioatividade de 6leos essenciais ricos em sesquiterpenos.

Embora nao tenham atingido as mesmas concentragdes observadas para germacreno D
ou a-selineno, os cariofilenos estiveram presentes de maneira consistente durante todo o
periodo avaliado, contribuindo para a predominancia da fragdo sesquiterpénica dos Oleos
essenciais de P. fuligineum. A ocorréncia simultanea dessas moléculas refor¢a a importancia da
rota dos sesquiterpenos para a composi¢do quimica da espécie e sugere possivel contribui¢ao

para as atividades biologicas observadas para os 6leos essenciais avaliados neste estudo.

Com o objetivo de investigar a influéncia das varidveis climaticas sobre a composi¢ao
quimica dos O6leos essenciais de Piper fuligineum, foram calculados os coeficientes de
correlagdo de Pearson entre os principais constituintes quimicos (Tabela 12), as classes de
metabolitos (Tabela 13) e os parametros ambientais monitorados durante o periodo
experimental. Os resultados evidenciaram que a precipitacdo e a pressao atmosférica exerceram
maior influéncia sobre determinados metabolitos, enquanto a temperatura mostrou associacao

mais pronunciada com a distribui¢do das principais classes terpénicas.
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Tabela 12 - Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) entre variaveis climaticas e os

principais constituintes quimicos do 6leo essencial de Piper fuligineum.

Coeficiente de Correlaciao de Pearson (r)

Precipitagido Pressdo Atmosférica Temperatura Média
Germacreno D 0,103 0,085 -0,692
Neointermedeol -0,532 0,365 0,636
Oxido de
Cariofileno 0,003 -0,101 0,558
a-Selinene 0,740 -0,725 -0,154
Cromeno 0,916 -0,795 -0,156
o-Cadineno 0,622 -0,653 0,008
Cariofileno -0,718 0,892 -0,555
Globulol -0,491 0,399 0,197

Fonte: o Autor

Tabela 13 - Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) entre varidveis climaticas e as classes

quimicas do 6leo essencial de Piper fuligineum.

Coeficiente de Correlacio de Pearson (r)

Precipitacio Pressao Atmosférica Temperatura Média
Monoterpenos 0,461 -0,429 -0,114
Sesquiterpenos
0,300 -0,147 -0,722
nao Oxigenados
Sesquiterpenos
-0,455 0,268 0,741
Oxigenados
Arilpropanoide 0,813 -0,576 -0,172
Cromeno 0,916 -0,795 -0,156

Fonte: o Autor

Entre os constituintes avaliados, o cromeno 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de
metila apresentou a correlag@o positiva mais elevada com a precipitagao (r = 0,916) e correlagao

negativa com a pressao atmosférica (r = -0,795), indicando maior producao durante os periodos
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mais umidos do ano. Tendéncia semelhante foi observada para o a-selineno (r = 0,740 para
precipitacdo) e para o d-cadineno (r = 0,622), sugerindo que a disponibilidade hidrica favorece
a biossintese desses metabolitos em P. fuligineum. O comportamento desses compostos
coincide com as maiores precipitacdes registradas entre a segunda e a terceira coleta, periodo

em que também foram observadas suas maiores abundancias relativas.

Em contraste, o cariofileno apresentou forte correlagdo positiva com a pressao
atmosférica (r = 0,892) e correlagcdo negativa com a precipitacao (r = -0,718), indicando maior
acumulo em periodos mais secos. Tendéncia semelhante foi observada para o Neointermedeol
e o Globulol, embora com menor intensidade. Esses resultados sugerem que condigdes de
menor disponibilidade hidrica pode favorecer o acimulo de determinados sesquiterpenos

relacionados a processos de defesa e adaptacao fisiologica.

Em relagdo as classes quimicas, observou-se comportamento oposto entre
sesquiterpenos ndo oxigenados e sesquiterpenos oxigenados. Enquanto os sesquiterpenos nao
oxigenados apresentaram correlacdo negativa com a temperatura média (r = -0,722), os
sesquiterpenos oxigenados exibiram correlagdo positiva de magnitude semelhante (r = 0,741).
Esse resultado sugere que alteragdes térmicas podem influenciar o equilibrio entre
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e seus derivados oxigenados, possivelmente por meio da

modulacdo de enzimas envolvidas em processos oxidativos do metabolismo terpénico.

De forma geral, os resultados indicam que a sazonalidade exerce influéncia significativa
sobre a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de Piper fuligineum, promovendo alteragdes
tanto na abundéncia relativa dos constituintes majoritarios quanto na distribui¢ao das principais
classes quimicas. Diferentemente do observado para P. macedoi, onde as variagdes ocorreram
principalmente em nivel quantitativo mantendo um perfil quimico relativamente estavel, P.
fuligineum apresentou elevada plasticidade quimica, evidenciada pela substituigdo de
constituintes majoritarios ao longo do periodo experimental e pelas fortes correlagdes
observadas para compostos especificos, especialmente cromeno, a-Selinene e Cariofileno.
Esses resultados reforcam a capacidade das espécies do género Piper de modular seu
metabolismo secundario em resposta as condi¢des ambientais, resultando em perfis quimicos

dindmicos e sazonalmente dependentes.

A comparagao entre os 6leos essenciais de Piper macedoi e Piper fuligineum evidencia
diferengas marcantes na forma como essas espécies respondem as variagdes ambientais ao

longo do ciclo sazonal. Embora ambas apresentem predominio de sesquiterpenos e
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compartilhem constituintes importantes, como germacreno D, cariofileno, 6xido de cariofileno
e o cromeno 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila, os padroes de distribuicao desses

metabolitos foram significativamente distintos entre as espécies.

Em P. macedoi, observou-se um perfil quimico relativamente estavel ao longo das seis
coletas, caracterizado pela manuten¢do dos mesmos constituintes majoritarios e por alteragdes
predominantemente quantitativas. O germacreno D e o cromeno permaneceram entre os
principais componentes durante todo o periodo experimental, enquanto as classes quimicas
apresentaram variagdes moderadas sem mudangas substanciais na composi¢do qualitativa do
6leo essencial. As correlagdes com as variaveis climaticas indicaram que a precipitagao
favoreceu principalmente a producdo de sesquiterpenos ndo oxigenados, ao passo que periodos
mais secos estiveram associados ao aumento dos sesquiterpenos oxigenados, sugerindo uma
modulag¢do quantitativa das rotas biossintéticas sem alteracdo significativa do perfil quimico

global da espécie.

Por outro lado, P. fuligineum apresentou comportamento consideravelmente mais
dindmico, evidenciado pela alternancia dos constituintes majoritarios entre as coletas e pela
maior variagdo na abundancia relativa das diferentes classes quimicas. Compostos como a-
selineno, neointermedeol, J-cadineno, cromeno e globulol apresentaram oscilagdes expressivas
ao longo do periodo experimental, refletindo uma elevada plasticidade metabolica. As analises
de correlagdo demonstraram ainda associagdes mais intensas entre determinados constituintes
e os parametros climaticos, especialmente para o cromeno, a-selineno e f-cariofileno,
indicando que a composi¢do quimica da espécie ¢ fortemente influenciada pelas condi¢des

ambientais.

Outro aspecto relevante refere-se ao papel desempenhado pelo cromeno 2,2-dimetil-2H-
cromeno-6-carboxilato de metila. Embora esse composto tenha sido identificado em ambas as
espécies, sua importancia relativa diferiu substancialmente. Em P. macedoi, o cromeno figurou
entre os principais constituintes durante todo o periodo experimental, alcangando concentragdes
superiores a 25% em determinadas coletas. Em contraste, em P. fuligineum o composto
apresentou distribui¢do mais restrita e sazonal, atingindo valores maximos proximos a 12%, o

que sugere diferengas na regulagdo da rota biossintética responsavel pela sua formagao.

Além da comparagdo entre os principais compostos, a Figura 35, mostra todos os

compostos, onde a intercessao dos quadros traz os compostos em comum para as duas espécies.
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Figura 35 — Comparacdo do perfil quimico dos 6leos essenciais de P. macedoi e P. fuligineum com base nos constituintes anotados por CG-EM.
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A comparagdo dos constituintes quimicos anotados nos 6leos essenciais de Piper
macedoi e Piper fuligineum evidéncia tanto a proximidade quimica entre as espécies quanto
suas particularidades metabdlicas. A presenca de diversos compostos compartilhados,
especialmente sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados, reflete a conservagao de rotas
biossintéticas caracteristicas do género Piper, nas quais a via do FPP desempenha papel central
na formacao dos metabdlitos volateis. Entre os compostos comuns destacam-se Germacreno D,
[-selineno, humuleno, o-cadineno, a-cadinol ¢ o cromeno 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-
carboxilato de metila, os quais contribuiram significativamente para a composi¢ao quimica dos

6leos essenciais de ambas as espécies.

Por outro lado, a ocorréncia de compostos exclusivos demonstra que, apesar da
proximidade taxonomica, P. macedoi e P. fuligineum apresentam diferencas importantes na
expressao de seu metabolismo secundario. Enquanto P. fuligineum apresentou maior
diversidade de constituintes exclusivos, incluindo compostos pertencentes as classes dos
monoterpenos, sesquiterpenos e arilpropanoides, P. macedoi foi caracterizada pela presenca de
um conjunto mais restrito de metabolitos exclusivos, associado a um perfil quimico mais estavel
ao longo das coletas. Essas diferengas corroboram os resultados observados na analise sazonal,
indicando que P. fuligineum apresenta maior plasticidade quimica em resposta as variagdes

ambientais, ao passo que P. macedoi mantém um perfil composicional mais conservado.

Nesse contexto, as variagcdes observadas nos compostos anotados permitem considerar,
de forma cautelosa, a possibilidade de variacdo quimica intraespecifica, frequentemente
discutida na literatura sob o conceito de quimiotipos. Conforme descrito por Gobbo-Neto e
Lopes (2007), quimiotipos ndo representam diferengas taxondmicas, mas sim padrdes distintos
de producao metabodlica dentro de uma mesma espécie, influenciados por fatores genéticos e
ambientais. Assim, embora os dados do presente estudo ndo permitam afirmar de maneira
conclusiva a existéncia de quimiotipos para Piper macedoi ou Piper fuligineum, os resultados
obtidos refor¢gam a importancia de abordagens sazonais e comparativas para uma caracterizagao
quimica mais precisa, contribuindo para a compreensao da diversidade metabdlica no género

Piper.
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6.3. Analises Biologicas dos Oleos Essenciais

As andlises bioldgicas foram realizadas em parceria com o Laboratério de Ensaios
Antimicrobianos (LEA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal

de Uberlandia (UFU), sob a coordenacao e supervisdo do Prof. Dr. Carlos Henrique G. Martins.

Os resultados dos oleos frente a bactéria H. pylori, podem ser vistos na Tabela 14, onde
FLG se refere a P. fuligineum ¢ MCD a P. macedoi, o nimero subsequente a sigla representa a

coleta de cada material para o preparo dos 6leos.

Tabela 14 — Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos 6leos essenciais das folhas de Piper

macedoi e Piper fuligineum frente a Helicobacter pylori (ATCC 43526).

Concentragio Inibitéria Minima (CIM) em pg mL!

Amostras Bactéria — H. pylori (ATCC 43526)
FLG1 >400
FLG2 >400
FLG3 >400
FLG4 >400
FLG5 >400
FLG6 >400
MCD1 >400
MCD2 >400
MCD3 >400
MCD4 >400
MCD5 >400
MCD6 >400

Tetraciclina (Controle positivo) 0,3688

Os oleos essenciais das folhas de Piper macedoi e Piper fuligineum nao apresentaram
atividade inibitoria frente a Helicobacter pylori (ATCC 43526) nas condi¢des experimentais
avaliadas, uma vez que todas as amostras exibiram valores de concentragdo inibitéria minima

(CIM) superiores a 400 ng/mL. Em contraste, a tetraciclina utilizada como controle positivo
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apresentou CIM de 0,3688 png mL™!, confirmando a adequacdo da metodologia empregada e a

suscetibilidade da cepa bacteriana utilizada no ensaio.

A auséncia de atividade observada pode estar relacionada a composicao quimica dos
Oleos essenciais avaliados. Embora ambas as espécies apresentem elevada propor¢do de
sesquiterpenos, incluindo constituintes como germacreno D, a-Selinene, humuleno, f-selineno
e derivados do cariofileno, a atividade anti-H. pylori relatada para Oleos essenciais €
frequentemente associada a presenca de monoterpenos oxigenados, fendis monoterpénicos ou
fenilpropanoides especificos (Hung et al., 2023), compostos que se encontram ausentes ou em
baixas concentragdes nos Oleos estudados. Dessa forma, ¢ possivel que os constituintes
majoritarios presentes ndo sejam suficientemente ativos contra essa bactéria ou que as
concentragdes necessdrias para exercer efeito inibitorio sejam superiores as avaliadas neste

estudo.

Além da composi¢do quimica, a reduzida susceptibilidade observada pode estar
relacionada as caracteristicas fisiologicas de H. pylori. Essa bactéria apresenta elevada
capacidade de adaptacdo ao ambiente géstrico, incluindo mecanismos de resisténcia associados
a estrutura da membrana celular, formagdo de biofilmes e sistemas de resposta ao estresse,
fatores que podem dificultar a acdo de metabolitos lipofilicos presentes em 6leos essenciais
(Kao et al., 2016). Assim, os resultados obtidos indicam que, nas condi¢des avaliadas, os 0leos
essenciais de P. macedoi e P. fuligineum nao constituem fontes promissoras de compostos com
atividade anti-H. pylori, embora ndo se possa descartar a possibilidade de atividade para

constituintes isolados ou fragdes especificas ndo avaliadas neste trabalho.

Os resultados da atividade antifingica dos 6leos essenciais de Piper macedoi € Piper
fuligineum frente as leveduras do género Candida encontram-se apresentados na Tabela 15. De
modo geral, observou-se uma resposta dependente da espécie fungica avaliada, com reduzida
atividade frente a Candida albicans e Candida tropicalis, mas maior suscetibilidade de Candida
glabrata. Além disso, foram observadas diferengas entre as coletas de uma mesma espécie
vegetal, sugerindo que as variagdes sazonais na composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais
podem influenciar sua atividade biologica. O miconazol utilizado como controle positivo
apresentou elevada atividade contra todas as cepas avaliadas, confirmando a adequagdo da

metodologia empregada.
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Tabela 15 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentra¢do Fungicida Minima
(CFM) dos 6leos essenciais das folhas de P. macedoi e P. fuligineum frente a espécies de

Candida.

Concentracio Inibitoria Minima (CIM)/Concentracio Fungicida Minima (CFM)
Resultados em pg mL™

Leveduras
Amostras Candida albicans Candida tropicalis Candida glabrata
(ATCC 90028) (ATCC 13803) (ATCC 2001)

FLGI1 3000/3000 3000/3000 1500/>3000
FLG2 1500/1500 3000/3000 750/>3000
FLG3 3000/3000 3000/3000 375/>3000
FLG4 3000/3000 3000/3000 375/>3000
FLGS5 3000/3000 3000/3000 93,75/3000
FLG6 3000/3000 3000/3000 23,48/>3000
MCD1 >3000/>3000 >3000/>3000 >3000/>3000
MCD2 3000/>3000 >3000/>3000 3000/>3000
MCD3 3000/>3000 3000/>3000 375/>3000
MCDA4 1500/1500 1500/3000 375/>3000
MCD5 3000/>3000 3000/3000 150/>3000
MCD6 >3000/>3000 3000/>3000 1500/>3000

Miconazol

0,031/0,031 0,031/4,0 0,031/8,0

(Controle positivo)

Frente a Candida albicans, a maioria das amostras apresentou valores de CIM iguais ou
superiores a 3000 pg mL ", indicando reduzida atividade antiflingica. Apenas as amostras FLG2
e MCD4 apresentaram inibigdo em concentragdes de 1500 pg mL™, valor ainda considerado
elevado quando comparado ao controle positivo miconazol (0,031 pg mL™). Resultado
semelhante foi observado para Candida tropicalis, para a qual apenas a amostra MCD4
apresentou CIM de 1500 pg mL™, enquanto todas as demais amostras exibiram valores iguais
ou superiores a 3000 pg mL™'. Esses resultados sugerem que os constituintes majoritarios
presentes nos Oleos essenciais das duas espécies possuem baixa eficacia frente a essas

leveduras, que frequentemente apresentam elevada tolerancia a metabdlitos terpénicos.
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Em contraste, Candida glabrata apresentou maior suscetibilidade aos 6leos essenciais
avaliados. Os melhores resultados foram observados para P. fuligineum, especialmente nas
coletas FLGS5 e FLG6, que apresentaram CIM de 93,75 e 23,48 ug mL™, respectivamente.
Valores intermediarios também foram observados para FLG3 e FLG4 (375 ug mL™), enquanto
as amostras de P. macedoi apresentaram atividade mais discreta, destacando-se MCDS5 (150 pg
mL™") e MCD3/MCD4 (375 pg mL™). Esses resultados indicam que C. glabrata ¢
significativamente mais sensivel aos metabolitos presentes nos 6leos essenciais estudados do

que as demais espécies avaliadas.

A maior atividade observada para determinadas coletas pode estar relacionada as
alteracdes sazonais na composi¢do quimica dos oleos essenciais. Em P. fuligineum, as coletas
FLGS5 e FLG6, que apresentaram os menores valores de CIM frente a C. glabrata, foram
caracterizadas pelo aumento da participagdo de sesquiterpenos oxigenados, incluindo
compostos como Neointermedeol, Globulol e Cariofileno Oxide. Da mesma forma, em P.
macedoi, a melhor atividade foi observada em periodos nos quais ocorreu aumento da fragao
de sesquiterpenos oxigenados. Compostos pertencentes a essa classe sdo frequentemente
associados a atividade antifingica devido a maior capacidade de interagdo com membranas
celulares e estruturas intracelulares dos microrganismos, sugerindo que esses metabolitos

possam contribuir para a atividade observada.

Outro aspecto relevante refere-se a diferenca entre os valores de CIM e CFM. Embora
algumas amostras tenham apresentado capacidade de inibir o crescimento de C. glabrata em
concentragdes relativamente baixas, os valores de CFM permaneceram elevados ou superiores
ao limite maximo avaliado, indicando que a acdo dos Oleos essenciais ocorreu
predominantemente de forma fungistitica, e ndo fungicida. Esse comportamento ¢
frequentemente observado para Oleos essenciais, cujos constituintes podem interferir em
processos fisioldgicos e metabdlicos dos microrganismos sem necessariamente promover sua

eliminagdo completa (Baser & Buchbauer, 2015).

De forma geral, os resultados demonstram que os 6leos essenciais de P. macedoi e P.
fuligineum apresentam atividade antifingica seletiva, com maior potencial frente a Candida
glabrata. Além disso, a variacdo da atividade entre as diferentes coletas reforca a influéncia da
sazonalidade sobre as propriedades bioldgicas dos oOleos essenciais, evidenciando que
alteragdes na composi¢ao quimica podem resultar em mudancas significativas na eficacia

antifingica. Entre as espécies avaliadas, P. fuligineum destacou-se por apresentar os menores
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valores de CIM, sugerindo maior potencial para prospec¢do de metabodlitos com atividade

antifungica.

7. CONCLUSOES

Os oleos essenciais das folhas de Piper macedoi e Piper fuligineum apresentaram perfis
quimicos caracteristicos do género Piper, com predomindncia de sesquiterpenos
hidrocarbonados e oxigenados, além da ocorréncia de cromenos e, no caso de P. fuligineum,
arilpropanoides. A andlise por CG-EM permitiu a anotag¢do de 36 constituintes em P. macedoi
e 40 constituintes em P. fuligineum, evidenciando elevada diversidade quimica em ambas as

espécies.

A combinagdo das técnicas de CG-EM, CG-FID e RMN mostrou-se eficiente para a
caracterizacdo dos 6leos essenciais. A utilizagdo do RMN foi fundamental para a correta
identificacdo do composto majoritario inicialmente anotado por espectrometria de massas como
um derivado benzoico, permitindo sua reatribuicdo ao cromeno 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-

carboxilato de metila.

Piper macedoi apresentou um perfil quimico relativamente estavel ao longo das seis
coletas realizadas, sendo caracterizada principalmente pela predominincia de germacreno D e
do cromeno 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila. As variagdes observadas foram
predominantemente quantitativas, sem alteracdes expressivas na composicao qualitativa dos

oleos essenciais.

Em contraste, Piper fuligineum apresentou maior plasticidade quimica sazonal,
evidenciada pela alternancia dos constituintes majoritarios entre as coletas e pela elevada
variacao na abundancia relativa de compostos como germacreno D, a-selinene, neointermedeol,

p-cariofileno, globulol e cromeno, demonstrando maior sensibilidade as variagdes ambientais.

As andlises de correlacdo demonstraram que a sazonalidade influenciou
significativamente a produ¢do dos metabdlitos secundarios em ambas as espécies. Em P.
macedoi, a precipitagdo apresentou associag¢ao positiva com o rendimento dos 6leos essenciais,
enquanto pressdo atmosférica e temperatura apresentaram correlacdes negativas. Em P.

fuligineum, observou-se maior dependéncia das condigdes ambientais, com fortes correlagcdes
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entre precipitacdo, pressdo atmosférica e a abundancia de determinados constituintes e classes

quimicas.

A comparagdo entre as espécies revelou que, embora compartilhem diversos metabdlitos
e rotas biossintéticas caracteristicas do género Piper, apresentam estratégias metabolicas
distintas frente as mudangas ambientais. P. macedoi mostrou maior estabilidade composicional,
enquanto P. fuligineum apresentou maior capacidade de modulagdao do metabolismo secundario

em resposta as condi¢des sazonais.

Os oleos essenciais das duas espécies ndo apresentaram atividade inibitoria frente a
Helicobacter pylori nas concentragdes avaliadas, indicando que seus constituintes majoritarios
ndo possuem atividade significativa contra essa bactéria ou que concentragdes superiores as

testadas seriam necessarias para promover efeito antimicrobiano.

Em relagdo a atividade antifungica, os 6leos essenciais apresentaram baixa atividade
frente a Candida albicans e Candida tropicalis, porém demonstraram atividade promissora
contra Candida glabrata, especialmente para determinadas coletas de P. fuligineum. Os
resultados sugerem que a atividade antifiingica esta associada as alteragdes sazonais da
composi¢ao quimica, principalmente ao aumento da participacao de sesquiterpenos oxigenados,
evidenciando a importancia da sazonalidade na modulacao das propriedades biologicas dos

Oleos essenciais.

De forma geral, os resultados demonstram que a sazonalidade exerce influéncia direta
sobre a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais de Piper macedoi e Piper fuligineum, afetando
a abundancia relativa de metabdlitos secundarios e, consequentemente, suas atividades
bioldgicas. Além de ampliar o conhecimento quimico sobre duas espécies ainda pouco
exploradas do género Piper, este estudo evidencia a importdncia de considerar fatores
ambientais em investigacoes fitoquimicas e biologicas, contribuindo para a compreensao das
relagdes entre sazonalidade, metabolismo secundario e potencial biotecnologico de espécies da

flora brasileira.
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APENDICE
Tabela S01- Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. macedoi (1* Coleta).

R IA. Composto Férmula TA¢ IS Area (%) Biblioteca
19,539 1350 Alpha-Copaene CI15H24 1374 96% 0,88 NIST14s
20,202 1367 Beta-Elemene C15H24 1389 96% 1,19 NIST14s
21,209 1392 Cariofileno C15H24 1417 96% 4,72 NIST14
21,738 1405 Beta-Copaene C15H24 1430 95% 0,45 NIST14
21,859 1408 Gamma-Elemene C15H24 1434 95% 0,12 NIST14
22,701 1429 humuleno C15H24 1452 97% 8,44 NIST14
23,526 1450 Beta-Cadinene C15H24 NA 90% 0,41 NIST14s
23,651 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 96% 2,55 NIST14s
23,817 1457 Germacreno D C15H24 1484 95% 13,56 NIST14
24,104 1465 Beta-Selinene C15H24 1489 97% 1,85 NIST14s
24,225 1468 Bicyclosesquiphellandrene C15H24 NA 89% 0,30 NIST14
24,389 1472 Alpha-Selinene C15H24 1498 91% 4,17 NIST14
24,654 1479 Alpha-Muurolene C15H24 1500 93% 1,20 NIST14
24,769 1482 Delta-Cadinene C15H24 1522 87% 2,73 NIST14
25,170 1492 Gamma-Cadinene C15H24 1513 96% 1,95 NIST14s
25,390 1497 Delta-Cadinene C15H24 1522 92% 4.41 NIST14
26,801 1533 Germacreno B C15H24 1559 92% 0,22 NIST14
27,741 1557 Cariofileno Oxide C15H240 1582 88% 0,67 NIST14
28,806 1584 humuleno Epoxide 11 C15H240 1608 95% 0,97 NIST14
29,140 1592 1,10-di-epi-cubenol C15H260 1618 90% 0,45 NIST14
29,610 1605 1-epi-Cubenol C15H260 1627 90% 0,59 NIST14
30,217 1622 Tau-Cadinol C15H260 1638 89% 1,95 NIST14s
30,394 1627 Delta-Cadinol C15H260 1644 89% 0,94 NIST14s
30,710 1636 Alpha-Cadinol C15H260 1652 93% 3,69 NIST14
31,573 1661 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 26,56 NA
62,694 2743 1,4-Benzenedicarboxylic acid, bis(2-ethylhexyl) ester C24H3804 NA 92% 0,11 NIST14s

Nota: tr — Tempo de Retengdo; [A. — Indice Aritmético Experimental; [A— Indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S02— Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. macedoi (2* Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
6,071 1013 D-Limonene C10H16 1024 96% 1,08 NIST14s
19,257 1343 Alpha-Ylangene C15H24 1373 91% 0,25 NIST14
19,531 1350 Alpha-Copaene C15H24 1374 95% 0,89 NIST14s
20,191 1366 Beta-Elemene C15H24 1389 96% 1,49 NIST14s
21,219 1392 Cariofileno C15H24 1417 94% 4,64 NIST14
21,718 1404 Beta-Copaene C15H24 1430 94% 0,65 NIST14
21,848 1408 Gamma-Elemene C15H24 1434 95% 0,14 NIST14
22,020 1412 Aromadendrene C15H24 1439 85% 0,14 NIST14s
22,546 1425 Epsilon-Muurolene C15H24 NA 91% 0,16 NIST14
22,709 1429 humuleno C15H24 1452 96% 7,11 NIST14s
23,527 1450 Beta-Cadinene C15H24 NA 90% 0,37 NIST14s
23,686 1454 Gamma-Muurolene C15H24 1478 96% 1,70 NIST14s
23,863 1459 Germacreno D C15H24 1484 94% 27,36 NIST14
24,120 1465 Beta-Selinene C15H24 1489 95% 2,33 NIST14s
24230 1468 Bicyclosesquiphellandrene C15H24 NA 92% 2,32 NIST14
24362 1471 Alpha-Selinene C15H24 1498 92% 1,50 NIST14
24,646 1478 Alpha-Muurolene C15H24 1500 94% 2,22 NIST14s
25,171 1492 Gamma-Cadinene C15H24 1513 96% 2,46 NIST14s
25,396 1497 Delta-Cadinene C15H24 1522 92% 4,16 NIST14
26,804 1533 Germacreno B C15H24 1559 92% 0,26 NIST14
27,723 1556 Cariofileno Oxide C15H240 1582 89% 0,09 NIST14s
28,806 1584 humuleno Epoxide 11 C15H240 1608 95% 0,35 NIST14
29,135 1592 1,10-di-Epicubenol C15H260 1618 91% 0,04 NIST14
29,604 1605 1-epi-Cubenol C15H260 1627 91% 0,51 NIST14
30,226 1622 Tau-Cadinol C15H260 1638 89% 0,32 NIST14s
30,387 1627 Delta-Cadinol C15H260 1644 91% 1,45 NIST14s
30,721 1637 Alpha-Cadinol C15H260 1652 93% 2,02 NIST14
31,553 1660 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 15,22 NA

Nota: fr — Tempo de Retengao; TA. — ndice Aritmético Experimental; TA — Indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S03— Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. macedoi (3* Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
5,996 1011 D-Limonene C10H16 1024 97% 0,70 NIST14s
19,193 1342 Cyclosativene C15H24 1369 92% 0,25 NIST14s
19,554 1351 Alpha-Copaene C15H24 1374 95% 0,78 NIST14s
20,220 1367 Beta-Elemene C15H24 1389 96% 2,08 NIST14s
21,226 1392 Cariofileno C15H24 1417 95% 4,86 NIST14
21,776 1406 Beta-Copaene C15H24 1430 92% 0,60 NIST14
22,699 1429 humuleno C15H24 1452 96% 7,35 NIST14s
23,654 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 96% 1,83 NIST14s
23,850 1458 Alpha-Amorphene C15H24 1483 87% 32,31 NIST14s
24,135 1465 Beta-Selinene C15H24 1489 96% 11,41 NIST14s
24465 1474 Alpha-Selinene C15H24 1498 89% 3,52 NIST14
24,666 1479 Alpha-Muurolene C15H24 1500 93% 1,43 NIST14
25,189 1492 Gamma-Cadinene C15H24 1513 96% 2,78 NIST14s
25,348 1496 Cubebol C15H260 1514 86% 3,93 NIST14
25,657 1504 cis-calamenene C15H22 1528 90% 0,70 NIST14
27,700 1556 Cariofileno Oxide C15H240 1582 94% 0,35 NIST14s
28,790 1583 humuleno Epoxide 11 C15H240 1608 96% 0,44 NIST14
29,140 1592 1,10-di-Epicubenol C15H260 1618 84% 0,60 NIST14
29,631 1605 1-epi-Cubenol C15H260 1627 87% 0,72 NIST14
30,403 1627 Delta-Cadinol C15H260 1644 89% 0,81 NIST14s
30,734 1637 Alpha-Cadinol C15H260 1652 92% 2,14 NIST14
31,479 1658 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 8,73 NA

Nota: fr — Tempo de Retengao; TA. — ndice Aritmético Experimental; TA — Indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S04— Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. macedoi (4* Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
6,136 1014 D-Limonene C10H16 1024 95% 1,02 NIST14s
19,576 1351 Alpha-Copaene C15H24 1374 95% 0,78 NIST14s
20,236 1367 Beta-Elemene C15H24 1389 97% 1,88 NIST14s
21,228 1392 Cariofileno C15H24 1417 95% 4,55 NIST14
21,792 1406 Beta-Copaene C15H24 1430 90% 0,18 NIST14
22,697 1429 humuleno C15H24 1452 96% 8,11 NIST14s
23,657 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 96% 23,44 NIST14s
23,836 1458 Alpha-Amorphene C15H24 1483 89% 1,95 NIST14s
24,142 1466 Beta-Selinene C15H24 1489 97% 3,78 NIST14s
24,461 1474 Alpha-Selinene C15H24 1498 89% 1,21 NIST14
24,675 1479 Alpha-Muurolene C15H24 1500  93% 2,17 NIST14s
25,201 1492 Gamma-Cadinene C15H24 1513 96% 3,94 NIST14s
25,364 1497 Cubebol C15H260 1514 83% 0,49 NIST14
25,681 1505 Cis-Calamenene C15H22 1528 90% 0,39 NIST14
27,702 1556 Cariofileno Oxide C15H240 1582 94% 0,72 NIST14s
28,793 1583 humuleno Epoxide II C15H240 1608 96% 0,78 NIST14
29,140 1592 1,10-di-Epicubenol C15H260 1618 86% 0,74 NIST14
29,625 1605 1-epi-Cubenol C15H260 1627 89% 1,04 NIST14
30,235 1623 Tau-Cadinol C15H260 1638 85% 2,21 NIST14s
30,404 1627 Delta-Cadinol C15H260 1644 90% 1,01 NIST14s
30,729 1637 Alpha-Cadinol C15H260 1652 92% 2,89 NIST14
31,488 1658 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 12,93 NA

Nota: fr — Tempo de Retengao; TA. — ndice Aritmético Experimental; TA — Indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S05— Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. macedoi (5% Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
6,176 1015 D-Limonene C10H16 1024  95% 4,93 NIST14s
19,600 1352 Alpha-Copaene C15H24 1374 91% 0,63 NIST14s
20,221 1367 Beta-Elemene C15H24 1389  96% 1,52 NIST14s
21,219 1392 Cariofileno C15H24 1417  95% 3,29 NIST14
21,749 1405 Beta-Copaene C15H24 1430 95% 0,34 NIST14
21,871 1408 Gamma-Elemene C15H24 1434  94% 0,10 NIST14
22,567 1426 Epsilon-Muurolene C15H24 NA 90% 0,11 NIST14
22,695 1429 humuleno C15H24 1452  96% 5,10 NIST14s
23,661 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 96% 1,70 NIST14s
23,817 1457 Germacreno D C15H24 1484 94% 19,49 NIST14
24,138 1466 Beta-Selinene C15H24 1489 92% 1,44 NIST14s
24,250 1468 Bicyclosesquiphallandrene C15H24 NA 85% 2,13 NIST14
24,375 1472 Alpha-Selinene C15H24 1498 91% 1,69 NIST14
24,684 1479 Alpha-Muurolene C15H24 1500 90% 1,83 NIST14s
25,195 1492 Gamma-Cadinene C15H24 1513 96% 1,85 NIST14s
25,407 1498 Delta-Cadinene C15H24 1522  92% 3,36 NIST14
26,824 1534 Germacreno B C15H24 1559 91% 1,32 NIST14
27,730 1557 Cariofileno Oxide C15H240 1582 91% 3,84 NIST14s
28,000 1563 (-)-Globulol C15H260 1590 88% 0,86 NIST14
28,811 1584 humuleno Epoxide |l C15H240 1608 95% 1,54 NIST14
29,157 1593 1,10-di-Epicubenol C15H260 1618 91% 0,68 NIST14
29,623 1605 1-epi-Cubenol C15H260 1627  92% 1,02 NIST14
30,312 1625 tau-Muurolol C15H260 1638 88% 2,12 NIST14
30,400 1627 Delta-Cadinol C15H260 1644  89% 1,04 NIST14s
30,723 1637 Alpha-Cadinol C15H260 1652 92% 3,80 NIST14
31,505 1659 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 16,60 NA

Nota: fr — Tempo de Retengao; TA. — ndice Aritmético Experimental; TA — Indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S06— Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. macedoi (6* Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
5,969 1010 D-Limonene C10H16 1024 97% 2,35 NIST14s
19,257 1343 Alpha-Ylangene C15H24 1373 92% 0,20 NIST14
19,532 1350 Alpha-Copaene C15H24 1374 95% 0,68 NIST14s
20,195 1366 Beta-Elemene C15H24 1389 96% 1,49 NIST14s
21,214 1392 Cariofileno C15H24 1417 95% 4,34 NIST14
21,734 1405 Beta-Copaene C15H24 1430 95% 0,48 NIST14
21,861 1408 Gamma-Elemene C15H24 1434 94% 0,16 NIST14
22,030 1412 Aromadendrene C15H24 1439 89% 0,20 NIST14
22,704 1429 humuleno C15H24 1452 96% 7,16 NIST14s
23,642 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 96% 1,66 NIST14s
23,800 1457 Germacreno D C15H24 1484 94% 2224 NIST14
24,111 1465 Beta-Selinene C15H24 1489 96% 1,80 NIST14s
24215 1468 Bicyclosesquiphellandrene C15H24 NA 84% 0,41 NIST14
24413 1473 Alpha-Selinene C15H24 1498 91% 3,72 NIST14
24,650 1479 Alpha-Muurolene C15H24 1500 93% 2,52 NIST14s
25,161 1491 Gamma-Cadinene C15H24 1513 96% 2,36 NIST14s
25,395 1497 Delta-Cadinene C15H24 1522 91% 3,79 NIST14
25,609 1503 cis-Calamenene C15H24 1528 92% 0,66 NIST14
26,802 1533 Germacreno B C15H24 1559 89% 0,37 NIST14
27,480 1550 (E)-Nerolidol C15H260 1561 94% 1,39 NIST14s
27,696 1556 Cariofileno Oxide C15H240 1582 91% 3,37 NIST14s
28,792 1583 humuleno Epoxide 11 C15H240 1608 96% 1,15 NIST14
29,110 1592 1,10-di-Epicubenol C15H260 1618 87% 0,63 NIST14
29,587 1604 1-epi-Cubenol C15H260 1627 93% 0,93 NIST14
30,206 1622 tau-Cadinol C15H260 1638 90% 0,54 NIST14s
30,384 1627 Delta-Cadinol C15H260 1644 90% 1,75 NIST14s
30,697 1636 Alpha-Cadinol C15H260 1652 93% 3,13 NIST14
31,529 1660 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 14,20 NA

Nota: fr — Tempo de Retengao; TA. — ndice Aritmético Experimental; TA — Indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S07— Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. fuligineum (1* Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
19,568 1351 Alpha-Copaene C15H24 1374 92% 1,01 NIST14s
20,200 1367 Beta-Elemene C15H24 1389 96% 0,16 NIST14s
21,217 1392 Cariofileno C15H24 1417 95% 7,34 NIST14s
21,741 1405 Beta-Copaene C15H24 1430 94% 0,48 NIST14
22,714 1429 humuleno C15H24 1452 96% 0,85 NIST14s
23,649 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 93% 1,21 NIST14s
23,813 1457 Germacreno D C15H24 1484 92% 14,30 NIST14
24,079 1464 Beta-Selinene C15H24 1489 97% 3,13 NIST14s
24,400 1472 Alpha-Selinene C15H24 1498 92% 5,04 NIST14
24,696 1480 Alpha-Muurolene C15H24 1500 90% 1,00 NIST14s
27,510 1551 (E)-Nerolidol C15H260 1561 95% 7,00 NIST14s
27,730 1557 Cariofileno Oxide C15H240 1582 95% 7,96 NIST14s
27,959 1562 Globulol C15H260 1590 93% 0,36 NIST14s
28,818 1584 humuleno Epoxide II C15H240 1608 93% 2,24 NIST14
29,620 1605 1-epi-Cubenol C15H260 1627 86% 0,74 NIST14
29,955 1615 Caryophylla-4(12),8(13)-dien-5.alpha.-ol C15H240 1639 89% 1,45 NIST14
30,235 1623 Tau-Cadinol C15H260 1638 88% 3,28 NIST14s
30,396 1627 Delta-Cadinol C15H260 1644 86% 0,98 NIST14s
30,696 1636 Neointermedeol C15H260 1658 95% 10,45 NIST14

Nota: tr — Tempo de Retengio; IA. — indice Aritmético Experimental; IA, — indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S08 — Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. fuligineum (2* Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
6,090 1013 D-Limonene CI10H16 1024 95% 1,50 NIST14s
6,801 1031 Cis-Beta-Ocimene CI10H16 1044 96% 0,22 NIST14s
19,551 1351 Alpha-Copaene C15H24 1374 94% 0,39 NIST14s
20,202 1367 Beta-Elemene C15H24 1389 95% 1,22 NIST14s
21,212 1392 Cariofileno C15H24 1417 95% 4,21 NIST14
21,728 1405 Beta-Copaene C15H24 1430 94% 0,42 NIST14
21,857 1408 Gamma-Elemene C15H24 1434 94% 0,18 NIST14
22,290 1419 IsoGermacreno D C15H24 NA 92% 0,15 NIST14
22,688 1429 humuleno C15H24 1452 96% 2,78 NIST14s
23,535 1450 Beta-Cadinene C15H24 NA 91% 0,23 NIST14s
23,661 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 94% 1,52 NIST14s
23,824 1458 Germacreno D C15H24 1484 94% 16,52 NIST14
24,117 1465 Beta-Selinene C15H24 1489 95% 1,56 NIST14s
24225 1468 Bicyclosesquiphellandrene C15H24 NA 86% 0,29 NIST14
24365 1471 BicycloGermacreno C15H24 1500 93% 17,91 NIST14
24,660 1479 Alpha-Muurolene C15H24 1500 92% 1,99 NIST14s
25,167 1492 Gamma-Cadinene C15H24 1513 94% 1,52 NIST14s
25,398 1497 Delta-Cadinene C15H24 1522 91% 5,97 NIST14
25970 1512 Myristicin C11H1203 1517 94% 2,66 NIST14s
27,564 1552 (E)-Nerolidol C15H260 1561 94% 1,03 NIST14
27,724 1556 Cariofileno Oxide C15H240 1582 90% 3,57 NIST14s
28,814 1584 humuleno Epoxide II C15H240 1608 95% 0,32 NIST14
30,213 1622 Tau-Cadinol C15H260 1638 92% 1,72 NIST14s
30,389 1627 Delta-Cadinol C15H260 1644 89% 0,92 NIST14s
30,717 1636 Neointermedeol C15H260 1658 91% 3,43 NIST14
31,481 1658 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 14,20 NA

Nota: fr — Tempo de Retengao; TA. — ndice Aritmético Experimental; TA — Indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S09— Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. fuligineum (3* Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
3,496 NA Alpha-Pinene CI10H16 932 94% 0,10 NIST14
4,487 NA Beta-Pinene CI10H16 974 96% 0,21 NIST14
6,110 1014 D-Limonene CI10H16 1024 94% 1,08 NIST14s
19,565 1351 Alpha-Copaene C15H24 1374 94% 0,44 NIST14s
20,193 1366 Beta-Elemene C15H24 1389 96% 3,87 NIST14s
21,208 1392 Cariofileno C15H24 1417 95% 5,42 NIST14
21,736 1405 Beta-Copaene C15H24 1430 94% 0,51 NIST14
21,879 1408 Gamma-Elemene C15H24 1434 92% 0,14 NIST14s
22,689 1429 humuleno C15H24 1452 96% 4,01 NIST14s
23,647 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 94% 1,65 NIST14s
23,790 1457 Germacreno D C15H24 1484 94% 21,40 NIST14
24,092 1464 Beta-Selinene C15H24 1489 96% 3,07 NIST14s
24,401 1472 Alpha-Selinene C15H24 1498 92% 18,36 NIST14
24,670 1479 Alpha-Muurolene C15H24 1500 91% 2,62 NIST14s
25,171 1492 Gamma-Cadinene C15H24 1513 95% 1,72 NIST14s
25,394 1497 Delta-Cadinene C15H24 1522 92% 5,84 NIST14s
25,572 1502 Cis-Calamenene C15H22 1528 92% 0,36 NIST14
26,016 1513 Myristicin C11H1203 1517 96% 0,15 NIST14s
27,712 1556 Cariofileno Oxide C15H240 1582 90% 2,44 NIST14s
28,826 1584 humuleno Epoxide 1T C15H240 1608 94% 0,36 NIST14
30,409 1628 Delta-Cadinol C15H260 1644 91% 1,21 NIST14s
30,727 1637 Neointermedeol C15H260 1658 91% 3,20 NIST14
31,522 1659 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 14,20 NA

Nota: fr — Tempo de Retengao; TA. — ndice Aritmético Experimental; TA — Indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S10— Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. fuligineum (4* Coleta).

(Continua)

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
4,507 NA Beta-Pinene CI10H16 974 95% 0,48 NIST14
6,115 1014 D-Limonene CI10H16 1024 95% 2,17 NIST14s
6,648 1027 trans-Beta-Ocimene C10H16 1032 92% 0,41 NIST14s
6,766 1030 cis-Beta-Ocimene CI10H16 1044 96% 0,14 NIST14s
17,733 1306 Elixene C15H24 NA 94% 0,13 NIST14
19,562 1351 Alpha-Copaene C15H24 1374 93% 0,42 NIST14s
20,197 1367 Beta-Elemene C15H24 1389 96% 1,62 NIST14s
21,224 1392 Cariofileno C15H24 1417 95% 5,64 NIST14
21,725 1404 Beta-Copaene C15H24 1430 94% 0,46 NIST14
21,862 1408 Gamma-Elemene C15H24 1434 94% 0,12 NIST14
22,286 1419 IsoGermacreno D C15H24 NA 93% 0,13 NIST14
22,549 1425 Epsilon-Muurolene C15H24 NA 91% 0,08 NIST14
22,687 1429 humuleno C15H24 1452 96% 3,20 NIST14s
23,555 1451 Gamma-Gurjunene C15H24 1475 90% 0,13 NIST14s
23,670 1454 Gamma-Muurolene C15H24 1478 94% 1,23 NIST14s
23,834 1458 Germacreno D C15H24 1484 94% 20,57 NIST14s
24,124 1465 Beta-Selinene C15H24 1489 94% 1,78 NIST14s
24360 1471 (+)-BicycloGermacreno C15H24 1500 95% 20,91 NIST14
24,659 1479 Alpha-Muurolene C15H24 1500 90% 1,64 NIST14s
25,220 1493 Alpha-Farnesene C15H24 1505 90% 1,47 NIST14s
25,399 1498 Delta-Cadinene C15H24 1522 91% 9,81 NIST14
25942 1511 Myristicin C11H1203 1517 96% 0,32 NIST14s
26,787 1533 Germacreno B C15H24 1559 93% 0,43 NIST14
27,576 1553 (E)-Nerolidol C15H260 1561 93% 2,71 NIST14
27,730 1557 Cariofileno Oxide C15H240 1582 89% 0,14 NIST14s
28,832 1584 humuleno Epoxide 1T C15H240 1608 92% 0,45 NIST14

Nota: fr — Tempo de Retengao; TA. — ndice Aritmético Experimental; TA — Indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S10— Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. fuligineum (4* Coleta).

(Conclusio)
R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
30,225 1622 Tau-Cadinol C15H260 1638 90% 1,13 NIST14s
30,401 1627 Delta-Cadinol C15H260 1644 90% 0,62 NIST14s
30,742 1637 Neointermedeol C15H260 1658 90% 2,39 NIST14
31,494 1659 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 14,20 NA

Nota: tr — Tempo de Retengdo; IA. — Indice Aritmético Experimental; IA, — indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S11 — Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. fuligineum (5* Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
3,469 NA Alpha-Pinene CI10H16 932 96% 0,14 NIST14
4,473 NA Beta-Pinene CI0H16 974 96% 0,53 NIST14
19,570 1351 Alpha-Copaene C15H24 1374 92% 0,61 NIST14s
20,194 1366 Beta-Elemene C15H24 1389 96% 2,98 NIST14s
21,207 1392 Cariofileno C15H24 1417 95% 17,62 NIST14s
21,751 1405 Beta-Copaene C15H24 1430 94% 1,62 NIST14
22,741 1430 humuleno C15H24 1452 90% 1,46 NIST14s
23,637 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 94% 221 NIST14s
23,816 1457 Germacreno D C15H24 1484 91% 29,12 NIST14
24,077 1464 Beta-Selinene C15H24 1489 97% 4,18 NIST14s
24412 1473 Alpha-Selinene C15H24 1498 91% 7,42 NIST14
24,694 1480 Alpha-Muurolene C15H24 1500 90% 1,81 NIST14
25,219 1493 Alpha-Farnesene C15H24 1505 93% 2,40 NIST14s
27,693 1556 Cariofileno Oxide C15H240 1582 95% 1,73 NIST14s
27,970 1563 Globulol C15H260 1590 88% 0,40 NIST14s
28,283 1571 Viridiflorol C15H260 1592 80% 0,24 NIST14s
28,825 1584 humuleno Epoxide II C15H240 1608 92% 0,86 NIST14
29,649 1607 1-epi-Cubenol C15H260 1627 89% 0,33 NIST14
30,701 1641 Neointermedeol C15H260 1658 93% 4,14 NIST14
31,816 1678 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 14,20 NA

Nota: tr — Tempo de Retengdo; IA. — indice Aritmético Experimental; IA, — indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Tabela S12 — Compostos anotados por CG-EM e suas areas relativas por CG-FID para o 6leo essencial das folhas de P. fuligineum (6* Coleta).

R TIA. Composto Formula TA:¢ IS Area (%) Biblioteca
4,478 NA Beta-Pinene C10H16 974 95% 0,18 NIST14s
19,555 1351 Alpha-Copaene C15H24 1374 93% 0,64 NIST14s
20,199 1367 Beta-Elemene C15H24 1389 96% 3,48 NIST14s
21,195 1391 Cariofileno C15H24 1417 95% 10,66 NIST14
21,724 1404 Beta-Copaene C15H24 1430 94% 1,71 NIST14
22,720 1430 humuleno C15H24 1452 95% 1,16 NIST14s
23,630 1453 Gamma-Muurolene C15H24 1478 94% 2,66 NIST14s
23,805 1457 Germacreno D C15H24 1484 90% 5,92 NIST14
24,070 1464 Beta-Selinene C15H24 1489 96% 5,33 NIST14s
24,406 1472 Alpha-Selinene C15H24 1498  91% 5.06 NIST14
24,664 1479 Alpha-Muurolene C15H24 1500 93% 0,62 NIST14
25,189 1492 Alpha-Farnesene C15H24 1505 94% 1,06 NIST14s
27,710 1556 Cariofileno Oxide C15H240 1582 96% 2,29 NIST14s
27,951 1562 Globulol C15H260 1590 94% 10,28 NIST14s
28,249 1570 Viridiflorol C15H260 1592 87% 0,38 NIST14
28,812 1584 humuleno Epoxide 11 C15H240 1608 93% 1,66 NIST14
29,613 1605 1-epi-Cubenol C15H260 1627 88% 0,47 NIST14
30,289 1624 Tau-Cadinol C15H260 1638 90% 3,83 NIST14
30,692 1636 Neointermedeol C15H260 1658 92% 8,18 NIST14
31,851 1669 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilato de metila C13H1403 NA NA 14,20 NA
33,934 1728 Alpha-Cyperone C15H220 NA 87% 0,89 NIST14

Nota: tr — Tempo de Retengio; IA. — indice Aritmético Experimental; IA, — indice Aritmético Tedrico; IS — Indice de Similaridade; NA: ndo identificado.
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Figura S13 — Mapa de correlagdes COSY do dleo essencial de Piper macedoi.
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Figura S13 — Mapa de correlagdes HMBC do dleo essencial de Piper macedoi.
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Tabela S13 — Tabela utilizada para o calculo da correlagdo de Pearson (r)

~ Dado de Dado de
R e Pressdao Temperatura
Més  Precipitagao Atmosférica Média Interesse Interess
(MAC) (FLG)
set/24 58,0 917,5 27,4 Valor Valor
nov/24 365,8 915,0 24,0 Valor Valor
jan/25 198,6 914,8 24,2 Valor Valor
mar/25 98,6 917,1 25,5 Valor Valor
mai/25 22,2 920,0 21,7 Valor Valor
jul/25 1,4 921,5 21,0 Valor Valor
Piper Macedoi Piper Fuligineum
~ Correlagao
Dado Correlagdo de Dado de Pearion
Pearson (r) (")

Precipitagao Valor de r Precipitagao Valor de r

(=CORREL) (=CORREL)

Pressdo Valorder Pressdo Valorder

Atmosférica (=CORREL) Atmosférica (=CORREL)

Temperatura  Valorder Temperatura  Valorder

Média (=CORREL) Média (=CORREL)

Fonte: o Autor
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