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A sazonalidade é um dos fatores que influenciam no metabolismo secundéario das plantas, afetando a
composi¢do dos 6leos essenciais. A familia Piperaceae tem importancia ecoldgica e econdmica, sendo a
Piper obliquum Ruiz & Pav. representante dessa familia. Esta espécie é denominada pelos indios Yanomani
de Papiu como xama-hanaki. A planta foi coletada na Estacdo Ecolégica de Cunid, Porto Velho, Rond6nia,
em cinco periodos do ano, abrangendo os meses de outubro, novembro de 2011 e fevereiro, maio e agosto
de 2012. A extragdo do 6leo essencial foi realizada por meio da hidrodestilagdo e analise do material foi
através de cromatografia a gas associada a espectrometria de massas. Os componentes determinados nas
foram majoritariamente da classe dos terpenos, onde o maior teor foi de a-pineno, canfeno e -pineno. A
anélise de agrupamento hierdrquico resultou na formacéo de grupos distintos para as amostras nos meses
de outubro, novembro e agosto para os periodos de fevereiro e maio. Através da Andlise de
Correspondéncia Multipla (ACM) e Andlise de Componentes Principais (ACP) verificou-se que alguns
constituintes ndo apresentaram variacOes significativas, porém muitas substancias demonstraram
correlagdo positiva concernente ao periodo coletado. A maioria dos compostos apresentou baixa
composi¢do independente do periodo coletado. A variagdo quimica observada dos espécimes obtidos nos
diferentes meses corrobora com a influéncia do ambiente na variacdo dos componentes do metabolismo
secundario dos vegetais.

Palavras-chave: Piperaceae, variagdo sazonal, terpenos.

Seasonality is one of the factors that influence the secondary metabolism of plants, affecting the
composition of essential oils. The Piperaceae family is ecologically and economically important, with Piper
obliquum Ruiz & Pav. representative of that family. This species is called by the Yanomani Indians of
Papiu as xama-hanaki. The plant was collected at the Cunid Ecological Station, Porto Velho, Ronddnia, in
five periods of the year, covering the months of October, November 2011 and February, May and August
2012. The extraction of essential oil was carried out through hydrodistillation and material analysis was
through gas chromatography associated with mass spectrometry. The components determined in were
mostly from the terpene class, where the highest content was a-pinene, camphene and B-pinene. The
hierarchical cluster analysis resulted in the formation of distinct groups for the samples in the months of
October, November and August for the periods of February and May. Through Multiple Correspondence
Analysis (MCA) and Principal Component Analysis (PCA) it was verified that some constituents did not
show significant variations, but many substances showed a positive correlation concerning the period
collected. Most compounds showed low composition regardless of the period collected. The chemical
variation observed in the specimens obtained in different months corroborates the influence of the
environment on the variation of the components of the secondary metabolism of plants.

Keyword: Piperaceae, seasonal variation, terpenes.

1. INTRODUCAO

Piper L. é o maior género da familia Piperaceae [1], distribuido em regiGes tropicais e
subtropicais. Este género é rico em metabdlitos secundarios, caracteristicos de plantas utilizadas
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na medicina popular [2]. A espécie Piper obliquum Ruiz & Pav. denominados xama hanaki pelos
indios Yanomami do Papiu [3] estdo entre as Piperaceae utilizadas pelas comunidades tradicionais
por suas propriedades anticoagulantes [4], tdnico para criancas e atuam na eliminacéo de doencas
cutaneas [5].

Estudos anteriores do 6leo essencial de espécimes de P. obliquum coletados no Panama [6],
Costa Rica [7] e Equador [8] foram analisados e apresentaram diferentes constituintes quimicos.
Sdo varios os fatores que influenciam na composicdo quimica das plantas, tanto genéticos quanto
abidticos, estes podem sofrer alteracGes dependendo da estagdo do ano [9, 10].

A sazonalidade tem sido um atributo que se comporta como um fator na divergéncia dos
constituintes quimicos do 6leo essencial [10-13]. No entanto, algumas amostras demonstram
consisténcia em seus metabolitos secundarios ao longo do tempo [14].

As amostras de diferentes ambientes diferem em relagdo aos metabdlitos secundarios. Essa
diferenca na composicao quimica dessas ervas, criada por adaptacdes ao longo das geraces, é
chamada de quimiotipo [15]. A determinagdo é essencial para a obten¢do do material quimico
desejado, além de ser necessaria a analise do 6leo essencial na escala de tempo para obtencdo
desse produto em maior concentracao [16].

Considerando o uso medicinal e a divergéncia em relacdo aos constituintes quimicos presentes
no 6leo essencial de P. obliquum apresentados na literatura, este trabalho teve como objetivo
analisar o perfil quimico do 6leo essencial desta espécie, oriunda da Amazénia brasileira, em
diferentes escalas temporais, a fim de determinar as variagdes das composic¢des deste 6leo, estimar
a melhor época de amostragem para sua utilizacdo na medicina popular e subsidiar pesquisas
futuras no entendimento das interagdes ecoldgicas desta espécie com seu habitat natural.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

Folhas de espécimes silvestres de P. obliquum foram coletadas na area de amostragem da
Estacdo Ecologica de Cunid (ESEC Cunid), que utiliza 0 método RAPELD [17]. Os espécimes
estdo localizados na linha LO4 3550 com as seguintes coordenadas 08°05°49,435" S;
063°27°44.696" W.

Cinco amostras foram coletadas em diferentes escalas de tempo: outubro (Pobl-1) e novembro
(Pobl-2) de 2011; e fevereiro (Pobl-3), maio (Pobl-4) e agosto (Pobl-5) de 2012, ressaltando que
esses periodos correspondem ao perido de chuva para outubro e novembro; menos chuva para
fevereiro e maio; seca para agosto [18].

A amostragem das espécies vegetais foi realizada com autorizacao do Sishio/MMA (n° 26.222
em 14/06/11). O espécime voucher consta do Herbario RON (Herbéario da Universidade Federal
de Rond6nia) sob o nimero RON 4696. A identificacdo do material vegetal foi feita pela Dra.
Elsie Franklin Guimardes do Herbario RB (Jardim Botanico do Rio de Janeiro).

2.1.1 Extracdo dos 6leos essenciais de P. obliquum

A extracdo do 6leo essencial foi realizada com folhas frescas de P. obliquum, utilizando 1,0 kg
de material para cada extracdo. Para obtengdo do 6leo essencial foi utilizado o método de
hidrodestilagdo por 4 h, utilizando o extrator de Clevenger, no laboratério de Fitoquimica da
Universidade Federal de Rondonia, Porto VVelho-Rondénia. O dleo essencial foi coletado sob
Na,SO, em recipiente de vidro ambar, sendo posteriomente armazenado a -20 °C.

2.1.2 Analise quimica dos 0leos essenciais de P. obliquum

As analises quimicas dos 6leos essenciais foram realizadas no Departamento de Farmacologia
da Universidade Federal de Santa Catariana, Florianopolis-SC, usando Cromatografia gasosa
(CG) e cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM). As andlises de CG
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foram realizadas no aparelho da SHIMADZU GC-14B, equipado com uma coluna LM-5
(30 mx0,25 mmx0,3 um).

A temperatura programada da coluna foi: 40 °C (8 min.) para 150 °C a 2 °C/min, seguida por
um aumento de 10 °C/min para 280 °C (15 min.). A temperatura do injetor foi de 250 °C e 0
detector de lonizacdo de Chama (FID) 310 °C, gas de arraste He (1 mL/min.). O volume de injecao
foi de 0,2 L do 6leo essencial e a razdo da taxa de 1:40. As analises de GC/MS foram realizadas
no aparelho Agilent Technologies 5975 Series MSD (70 eV), equipado com coluna DB-5
(30 mx0,25 mmx0,25 pm).

As condic¢des do experimento foram: gas carreador: He (1 mL/min); a temperatura de coluna
programada usada foi a mesma descrita acima para analise de CG, temperatura do injetor 260 °C,
detector 280 °C. O volume de amostra injetado foi de 1 pL, na raz&o 1:10.

Os constituintes dos 6leos essenciais foram identificados pela comparacéo de seus espectros
de massa e indices de retencdo linear (RI) calculados com os dados descritos na literatura [19].
Os indices de retencdo foram calculados por meio da co-injecdo de uma mistura da série de
n-alcanos (C8-C19) e utilizando a equacdo descrita por Van Den Dool & Kratz [20]. Os 6leos
PObI-1, PObI-3, PObI-4 apresentaram perfil CG muito semelhante ao obtido com PObI-2 e assim
os constituintes destes 6leos foram identificados pela comparacdo de seus tempos de retencédo e
valores de Indice de Retencdo (RI). Os constituintes do 6leo PObI-5 foram identificados por
comparagdo de seus espectros de massa com o 6leo PObI-2 e dados da literatura [19]. As
concentragdes dos constituintes nos 6leos foram calculadas usando as &reas de pico individuais
para cada substancia.

2.2 Analise estatistica

O primeiro teste foi realizado para determinar quais grupos diferem entre si por Anéalise de
Agrupamento Hierarquico (CAH), empregando o conceito de distdncia, medida de
dissimilaridade de Bray & Curtis.

Foi utilizada a técnica de agrupamento aglomerativo hierarquico (UPGMA) com o intuito de
classificar as amostras, em relacdo as substancias, em varios estagios de forma hierarquica, a fim
de verificar o grau de dissimilaridade das amostras. Essa técnica resulta em uma arvore de
classificagdo, onde os constituintes de um grupo passam a ser membros do grupo superior [21].

Para identificar variacbes entre as substancias em periodos de amostragem, abordagens
complementares foram realizadas conforme sugerido por Valentin (2000) [21]. Foi utilizada a
Analise de Componentes Principais (ACP) e Andlise de Correspondéncia Multipla (ACM) com
o0 auxilio do software XLSTAT 7.5, Addinsoft [22] para entender o comportamento das variaveis
(substancias; concentracdo e periodo de coleta).

As transformagdes dos dados foram feitas para a ACM, que visa investigar a relacéo entre
mais de duas variaveis nominais e representa-las em poucas dimensdes, permitindo assim a
construcdo de graficos e uma melhor divisdo entre categorias [23].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Perfil de constituintes quimicos dos 6leos essenciais de P. obliquum

Ao analisar as cinco amostras dos 6leos essenciais da P. obliquum foi possivel verificar que
estes apresentaram um perfil semelhante. No total foram detectados 43 substancias e destas foram
observados monoterpenos (oxigenados e hidrocarbonetos), sesquiterpenos (oxigenados e
hidrocarbonetos) e apenas um fenilpropanoide. (Tabela 1).

O oleo essencial de P. obliqguum apresentou quantidades crescentes da concentracdo dos
compostos identificados, 92,61%; 93,2%; 95,93%; 99,11%, respectivamente, até o periodo de
maio-2012, j& no més de agosto-2012 (més de menos chuvoso) ocorreu um decréscimo (92%).

Os componentes mais abundantes observados foram o a-pineno, canfeno, -pineno, mirceno
e limoneno, destacando o a-pineno, que apresentou maior concentracdo nos meses estudados
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seguido do canfeno (Tabela 1). Além disso, os 6leos diferem ligeiramente em relacdo a
concentragdo de seus componentes.

Tabela 1: Constituintes quimicos (%) dos 6leos essenciais de Piper obliguum Ruiz & Pavan, em
diferentes épocas de coleta de material botanica na ESEC Cunia — Porto Velho — Rondbnia.

Substancias Periodo de Coleta

Out/2011 Nov/2011 Fev/2012 Mai/2012 Ago/2012
Monoterpenos
Tricicleno 0,85 0,95 1,4 1,02 2,7
a- pineno 28,3 26,6 37,1 37,7 23,8
Canfeno 19,6 20,2 23,5 22,6 17,1
[S-pineno 17,1 16,4 17,5 17,5 12,5
Mirceno 3,4 3,3 3,2 3,7 34
Limoneno 4,8 57 3,9 4,0 4,3
Terpinoleno 0,09 0,4 0,12 0,07 0,1
Oxido de a-pineno 0,09 0,61 0,1 0.052 0,2
Llinalol 0,04 0,05 - - -
a-canfolenal 0,08 0,49 0,08 0,051 -
Trans-pinocarveol 0,36 0,55 0,25 0,32 0,2
Isoborneol 0,06 0,22 0,07 0,03 0,4
Terpinen-4-ol - 0,04 - - 0,2
a-terpineol 0,12 0,32 - - 0,5
Acetato de bornil 0,7 0,05 0,4 0,3 0,7
1,8-cineol - - - - 0,4
Sesquiterpenos
a-cubebeno 0,12 0,16 0,05 0,06 0,1
a-copaeno 0,17 0,07 0,11 0,1 0,5
B-elemeno 1,66 2,3 0,6 0,8 2,3
a-gurjuneno 0,3 0,3 0,2 0,4 0,4
(E)-cariofileno 2,8 2,9 1,7 19 -
B —gurjuneno 0,34 0,34 0,17 1,9 0,3
y-elemeno 0,3 0,4 0,11 0,16 1,1
a-humuleno 0,58 0,7 0,33 0,36 0,8
Allo-aromandreno 0,5 0,18 0,68 0,35 0,5
y-muuroleno 0,3 0,16 0,04 0,18 0,7
Germacreno-D 0,78 0,77 0,41 0,58 0,8
Viridifloreno 1,03 0,93 0,42 0,83 11
Epi-cubedol 0,7 1,3 0,2 0,24 1,7
o-muuroleno 0,6 0,7 0,2 0,62 0,4
Germacreno A 0,93 0,42 0,2 0,62 1,6
y-cadineno 1,46 1,27 0,5 0,7 0,4
8 —cadineno 1,9 1,4 1,7 1,16 1,0
Germacreno B 0,54 0,46 0,47 0,3 1,0
-bourboneno - - - - 0,3
a-calacoreno - - - - 0,8
Oxido de cariofileno 0,98 0,64 0,2 0,13 1,6
a-cadinol 0,75 0,75 - - 2,3
Carotol (35) 0,26 0,26 - - 0,8
Elemol (41) - - - - 0,4
(E)-nerolidol (42) 0,7 0,55 0,02 0,3 0,4
Espatulenol (43) - - - - 1.0

Fenilpropanoide

Metil-eugenol (39) - - - - 2,3
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Todos os compostos identificados nos meses mais chuvosos e menos chuvosos [18] sdo da
classe dos terpenos, 0s quais sdo substancias produzidas por meio das vias mais importantes do
metabolismo secundario, &cido mevaldnico e isopentenilpirofosfato [23].

Fatores como localidade, periodo de coleta e parte da planta podem influenciar nos
componentes do 6leo essencial [24]. No presente trabalho, observamos que o 6leo essencial das
folhas da P. obliqguum apresentou monoterpenos como componentes majoritarios, ja o 6leo
essencial das raizes de Piper hispidum Sw coletada em Rondénia-Brasil, demonstrou pertencer
ao quimiotipo fenilpropanoides [25].

Neste trabalho foi observado que a amostra de Ago-2012, més menos chuvoso, apresentou
terpenos e um fenilpropandide. A alternativa desta rota revela indicios de que a P. obliquum
passou por estresse, provavelmente, relacionado a temperatura e/ou regime hidrico. Os vegetais
afetados por condic6es desfavoraveis precisam de opc¢des de ganho de energia sobressalente para
a conservacdo das fungbes vitais, portanto, caminhos metabdlicos especiais sdo essenciais na
regulacdo do meio interno [26]. Nesta situacdo as plantas podem necessitar do redirecionamento
da rota metabdlica [27]. A literatura relata que proximo ao periodo chuvoso, foi observado que
para Piper hispidinervum C. DC favoreceu o rendimento global do 6leo essencial [27], o que
corrobora com nossos resultados, ja que nos meses de maior precipitacdo (Out e Nov 2011; Fev
e Mai 2012) obtivemos maior porcentagem de compostos identificados.

A variacdo das concentragdes de substancias, semelhante ao presente estudo, demonstra uma
maior produgdo de metabdlitos no verdo [14]. Por outro lado, relatos da literatura sdo divergentes,
reportando o periodo seco como o de maior composicao de substancias no éleo essencial [11, 28].
Pesquisas relatam que, os altos indices de radiagdo solar sdo necessarios para 0 aumento na
producdo dos metabolitos secundarios, pois as reagdes biossintéticas necessitam de esqueletos
carbonicos, que sdo sintetizados por meio de processos fotossintéticos e de compostos energéticos
gue atuam na regulacgéo destas reacdes [29].

No presente trabalho, todas as andlises da P. obliqguum, os cinco compostos majoritarios
encontrados nas amostras de 6leos essenciais sdo monoterpenos, com 85,50% (a-pineno), 85,20%
(canfeno), 73,20% (B-pineno), 72.20% (limoneno) e 61,10% (mirceno) (Tabela 1), o que significa
que esta é a classe de substancia marcadora da composi¢do dos compostos volateis desta planta.

Em relagdo a quantidade de substdncias em cada Oleo essencial, 0s sesquiterpenos
hidrocarbonetos apresentaram-se mais expressivas, com 20 compostos, seguido dos
monoterpenos oxigenados (9=21%) e hidrocarbonetos (7=16%), sesquiterpenos oxigenados
(6=14%) e fenilpropandides (1=2%). A classe de substancias que se destaca sdo 0s sesquiterpenos
hidrocarbonetos (47%). A literatura relata que dleo essencial da P. obliquum coletada na ESEC
Cunid, foi avaliada quanto a atividade antimicrobiana, demonstrando a inibi¢éo frente a S. aureus
MRSA (Staphylococcus resistente a meticilina) no teste de difusdo em agar, apresentando halos
de inibicdo 17,0 e 11,0 mm [30]. Esses resultados demostram que a P. obliquum pode ser um alvo
importante para estudos mais aprofundados sobre a espécie.

A P. obliquum é citada na literatura em relacdo ao estudo de variabilidade quimica do 6leo
essencial da planta, coletada no Panama [6], Costa Rica [7] e Equador [8]. Uma comparagdo com
0s Gleos essenciais de P. obliquum coletado em Ronddnia-Brasil, com Panama [6], Costa Rica [7]
e Equador [8], foi realizada, ja que esses paises podem apresentar situacGes climaticas diferentes.
Além disso, essas foram as primeiras ocorréncias relacionado ao 6leo essencial de P. obliquum
na literatura (Tabela 2).

Neste trabalho, foi possivel observar que as substancias que predominam no 6leo essencial das
folhas de P. obliquum, sdo o a-pineno (37,7% - Maio/2012), canfeno (23,5% -Fevereiro/2012) e
o B-pineno (17,5% - Fevereiro e Maio/2012). Tal resultado demonstra que o0 espécime
amazonico possui um quimiotipo semelhante ao da Costa Rica [7], porém € divergente em relacdo
aos espécimes coletados no Panama [6] e Equador [8]. Ressalta-se que a determinacdo do
quimiotipo € imprescindivel na obtencdo de fitof&rmacos seguros, considerando a ampla
variedade de metabdlitos secundarios [31].

A analise do 6leo essencial de P. obliquum obtido na Costa Rica [7], quando comparado ao
perfil quimico dos compostos volateis do presente trabalho, demonstra que ambos 0s espécimes
se apresentam ricos em terpenos como, o a-pineno, germacreno-D, B-pineno e a-copaeno (Tabela
2). Além disso, ha varias substancias em comum entre o espécime coletado na Costa Rica[7] e a
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amostra proveniente da ESEC Cunid, como o a-cubebeno, a-gurjuneno, y-elemeno,
germacreno-D, y-cadineno e a-calacoreno.

Tabela 2: Composicao quimica do 6leo essencial de Piper obliguum e as substancias em comum com o
Panam4, Costa Rica e Equador.

Substancia BrgZI:] i_éE(g/IOE)C_ Panama (%)  Costa Rical” (%)  Equador (%)
a-pineno 26,60 - 37,70 0,20 20,67 1,75
B-pineno 16,40 - 17,50 0,20 12,43 2,01
a-Ccopaeno 0,07-0,17 5,60 11,78 0,50
o-humuleno 0,33-0,70 2,30 <0,01 0,09
y-muuroleno 0,04 -0,18 0,60 1,06 0,24
o-muuroleno 0,20 - 0,70 0,80 7,61 0,32

Apesar da similaridade de concentragdo dos componentes principais de P. obliqguum
provenientes da Costa Rica [7] e da ESEC Cunid, muitos compostos divergem em relagdo as
concentragdes, como é o caso do germacreno-D e do a-copaeno. Estes compostos tiveram
concentracdo de 12,89% e 11,78%, respectivamente, no primeiro caso, enquanto o percentual no
6leo essencial do espécime brasileiro variou de 0,41-0,80% e 0,07-0,50%. Tanto a variagdo entre
0s constituintes de uma espécie como a prevaléncia de um quimiotipo pode estar relacionada com
as condicOes ambientais que uma regido oferece [26].

Espécimes de P. obliquum coletadas no Equador, em contraste com os resultados da presente
pesquisa, mostraram baixo teor no 6leo essencial de a-pineno (1,75%), canfeno (0,52%) e
B-pineno (2,01%) [8].

Das substancias quimicas de P. obliqguum coletada na ESEC Cunia, apenas seis sao comuns
para 0s outros espécimes estudados no Panama [6], Costa Rica [7] e Equador [8] (Tabela 2).

A divergéncia na composicdo do 6leo essencial dos espécimes de P. obliquum dos quatro
paises pode estar correlacionada a diferencas de pressdo ambiental, fatores genéticos e estagio de
vida [9].

3.2 Relagdo entre Amostra, Concentracao e Substancia

Os resultados obtidos a partir da aplicacdo da técnica de andlise hierdrquica de agrupamento
(CAH), baseada nos constituintes quimicos dos 6leos essenciais coletados nos diferentes
periodos, estabeleceu nitidamente a formacgdo de dois grupos, representados pelas amostras dos
meses de fevereiro e maio (2012), e o outro por outubro, novembro (2011) e agosto (2012), o que
evidencia a influéncia sazonal nos compostos predominantes de P. obliguum (Figura 1).

O complexo fator bidtico e abidtico tem a capacidade de influenciar nos componentes
quimicos do 6leo essencial, pela adaptacdo fisioldgica das plantas em resposta as condi¢Ges
oferecidas. Estas adaptacOes revelam diferentes composi¢des quimicas determinando assim 0s
quimiotipos [32, 33].
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Figura 1: Classificac@o por CAH para os constituintes quimicos do 6leo essencial da ESEC Cunig, nos
diferentes periodos. Fonte: Elaborado no XLSTAT 7.5, Addinsoft [22].

O grupo formado pelas amostras dos periodos de fevereiro e maio possuem mais
caracteristicas em comum, tendo o menor intervalo (0,042) de similaridade (Tabela 3).

Tabela 3: Resultado da matriz de proximidade (distancia de Bray e Curtis), aplicada para as cinco
unidades amostrais de P. obliquum usando dados de teor das substancias.

ouT NOV FEV MAI AGO
(2011) (2011) (2012) (2012) (2012)
ouT 0 0,063 0,130 0,124 0,185
NOV 0,063 0 0,161 0,152 0,181
FEV 0,130 0,161 0 0,042 0,269
MAI 0,124 0,152 0,042 0 0,264
AGO 0,185 0,181 0,269 0,264 0

Nestes periodos ha a presenca das mesmas substancias e oito destas apresentaram um padréo
de variacdo semelhante, com seu menor teor no més de fevereiro e um aumento na concentragdo
no més de maio. Além disso, muitos compostos apresentaram valores baixissimos no 6leo
essencial e poucos exibiram altas concentragdes, como ¢ o caso do a-pineno, canfeno e B-pineno.

A maior diferenca esté entre os periodos de fevereiro e agosto (0,269%), pois o dleo essencial
teve 0 maior quantitativo de substancias (40) no més de fevereiro, e a amostra proveniente do més
de agosto apresentou o de menor quantidade (32) (Tabela 4). Nestes meses, os fatores abioticos,
como chuva versus seca sdo opostos. A disponibilidade de &gua no ambiente contribui na
delimitacéo de producdo de compostos primarios [34], o que influencia diretamente na formacéao
de produtos da rota metabdlica secundaria [35]. Os meses de out-2011, nov-2011 e ago-2012,
apesar de formar um grupo, dividem-se em duas classes, pois ha uma distancia significativa entre
eles, sendo 0,185% (out-2011) e 0,181% (nov-2011) em relacdo a ago-2012 (zero) (Tabela 3).

As substancias que apresentaram um médio e alto teor no 6leo essencial sdo as principais
responsaveis por definir os grupos (Tabela 3). Estas possuem valores préximos em relacdo as
concentracdes, tanto entre o grupo formado pelas amostras 3 e 4 (fev e maio), quanto para o grupo
formado pelas amostras 1, 2 e 3 (out, nov e ago), com exceg¢do do B-pineno que apresentou pouca
variagdo entre os meses de outubro, novembro, fevereiro e maio. O a-pineno e o limoneno foram
as substancias que apresentaram a diferenga mais visivel entre os meses de outubro (28,3% e
4,8%), novembro (26,6% e 5,7%), fevereiro (37,1% e 3,9%), maio (37,7% e 4,0%) e agosto
(23,8%; 4,3%).
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Apesar de estas substancias serem as responsaveis pela separacdo dos grupos 1, 2, 5¢ 3, 4
(Figura 1), os componentes de baixa concentracdo também sdo determinantes e importantes na
divisdo das classes. Algumas substancias foram identificadas apenas no més de agosto, como o
1,8-cineol, bourboneno, a-calacorene, elemol, espatulenol e metil-eugenol. A sintese das
substancias é proveniente de informacdes genéticas da planta, porém, fatores bioticos ou abioéticos
possuem a capacidade de redirecionar a rota sintética dos metabélitos secundarios [26].

Os resultados da Anélise de Componentes Principais (ACP) realizados com dados das
substancias do 6leo essencial de P. obliquum obtidos em cinco periodos, mostraram que ha
relacdo da concentracdo e presenca de muitos compostos quimicos com o periodo de coleta
(Tabela 4).

Tabela 4: Resultados da Analise de componentes principais (ACP) com os autovalores e variancia
explicadas para os trés primeiros eixos.

Eixo Autovalor Variancia explicada (%) Variancia acumulada (%)
1 26,823 59,606 59,606
2 10,476 23,279 82,886
3 7,701 17,114 100,000

A andlise evidenciou que 77,27% de variagdo para 0 primeiro eixo esta relacionada a uma
significativa influéncia das variaveis na distribuicdo de substancias em relagdo ao periodo de
coleta. Os autovalores, as variancias explicada e acumulada estéo descritos na Tabela 4. Algumas
substancias apresentaram variacdo relacionada as condigdes ambientais do periodo de coleta,
demonstrando possuir correlagdes positiva e negativa com o periodo coletado (Figura 2).

Varidveis (eixos Fle F2: 77,27 %)
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Figura 2: Analise Classificatoria e de Componentes Principais para 0s compostos caracteristicos do 6leo
volatil foliar de Piper obliguum em fun¢é@o do periodo coletado. Fonte: Elaborado no XLSTAT 7.5,
Addinsoft [22].

A analise também demonstrou que alguns compostos também estdo correlacionados entre si,
com um nivel de significincia de a 0,05%, como: bourboneno, metil-eugenol, elemol,
a-calacoreno, 1,8-cineol e espatulenol; e o a-cadinol, carotol, y-elemeno, epi-cubebeno,
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a-humuleno e terpinoleno. As substancias em destaque da CP1 apresentam correlagcdo positivas
entre si, ou seja, possuem 0 mesmo comportamento de variacao ao longo do tempo, e vérias destas
possuem correlacdo positiva com o periodo de agosto. Todas as substancias destacadas da CP2
possuem suas maiores concentragdes no més de novembro, com exce¢do do y-cadineno e
nerolidol, os quais possuiram maior teor no més de outubro. Porém, esta diferenca ndo é
significativa, pois pela analise hierarquica, verifica-se que estes meses estdo agrupados em uma
mesma classe.

A CP3 evidenciou 0 mirceno como componente principal, pois teve o seu maior teor no més
de maio. Esta substancia é uma das que ndo apresentaram variacao significativa ao longo do
tempo (3,2% - 3,7%), como pode ser visualizado na Tabela 2.

O a-pineno, B-pineno e outras substancias exibiram correlagcdo positiva com os meses de
fevereiro e maio, e correlacdo negativa com os meses de outubro e novembro. Portanto, estes
compostos quimicos apresentaram uma influéncia diretamente proporcional com o més de
fevereiro, ao contrario do limoneno, que nesses periodos, apresentaram suas menores
concentracdes (Figura 2, Tabela 2).

Algumas piperaceas da Amazonia possuem alto teor de a-pineno e B-pineno, em detrimento
do limoneno, como € o caso da Piper anonifolium Kunth (53,1%; 22,9% e 1,7%) e Piper
hostimanianum (Mig.) D.DC (45,6%); 6,1% e 5,7%) [36]. Outras piperaceas revelam que, quando
o teor de limoneno esta com altissimo, o a-pineno e o f-pineno possuem baixa concentracao.

Espécimes de Piper demeraranum (Mig.) D.DC e Piper tuberculatum Jacq. apresentaram este
padréo de variagdo, mas este modelo n&o € identificado em todas as plantas deste género [37].

Influéncias ambientais dos periodos de fevereiro-maio, provavelmente ndo interferiram na
concentragdo de algumas substancias do presente estudo, como o B-pineno, pois este permaneceu
constante (17,5%) e o a-pineno, que evidenciou sua maior concentracdo em maio (37,7%) e um
valor aproximado no periodo de fevereiro (37,1%). Lima et al. (2003) [32] afirma que a maioria
das espécies apresenta um padrdo de diminui¢do na producdo de monoterpenos frente a baixa
intensidade luminosa, mas a maioria dos estudos é realizada em regides com condices diferentes
da regido amazonica. Este modelo provavelmente ndo se aplica para espécimes amaz6nicos, pois
o a-pineno, B-pineno e limoneno sdo todos da classe dos monoterpenos e apresentaram repostas
diferentes em relagéo ao periodo coletado.

Outras substancias que possuem uma correlagéo positiva com o més de fevereiro sdo o canfeno
e allo-aromandreno (Figura 2), e as que revelaram uma correlacéo positiva com o més de outubro
foram o trans-pinocarveol, E-cariofileno, y-cadineno, a-canfolenal, B-gurjuneno e a-cadinol.

Entre as varias substancias que demonstraram possuir uma correlagdo positiva com 0s meses
de outubro e novembro se destaca o linalol, que apenas nestes periodos fez parte da composi¢ado
do 6leo essencial de P. obliquum. O estudo realizado por Mendes et al. (2012) [38] verificou que
o linalol n&o ocorreu na composicao do 6leo essencial da Dalberguia frutescens (Vell.) Britton
no periodo de maior precipitagdo, exibindo seus maiores indices nos meses de menor precipitacao
e maior insolagdo. E importante ressaltar que o ciclo circadiano tem um papel importante na coleta
do material vegetal, pois o horério da coleta tem influéncia no rendimento e composicéo do 6leo
essencial [38, 39].

No presente trabalho, o a-terpineol apresentou baixa concentragdo (0-0,5%) e mostrou uma
correlagdo positiva com 0 més de agosto. Este composto também estava presente nos meses de
outubro e novembro, porém, no més de fevereiro foi ausente, retornando a aparecer no més de
maio (0,03%) (Figura 3). Na avaliacdo sazonal do 6leo essencial de Tetradenia riparia (Hochst)
Codd o o-terpineol demonstra baixo teor em todos os periodos analisados (0,57%-0,83%) com
maior concentracdo no verdo (dez.-fev.) [11].

O a-cadinol e o carotol foram identificados apenas nos meses de outubro (0,3% e 0,03%,
respectivamente), novembro (0,75% e 0,2%) e agosto (2,3% e 0,8%). Para a espécie T. riparia,
este composto apresentou suas maiores porcentagens (8,33%) nos meses de primavera-verdo
(out.-fev.) [11].

Por meio do ACM foi possivel verificar que a maioria das substancias apresentou baixissimo
e baixo teor (Figura 3), independente do periodo coletado. Os compostos que demonstraram
padrdes divergentes foram o a-pineno, o canfeno e o B-pineno, apresentando alta concentracdo
37,7%; 23,5%; 175%, respectivamente. O limoneno no més de novembro-2011 apresentou um
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teor alto (5,7%) e concentragcdes médias para os demais periodos. O a-pineno foi 0 composto
majoritario para todos os periodos analisados, compreendendo entre 23,8% (agosto) e 37,7%
(maio). O canfeno mostrou-se como a segunda substancia em teor, variando entre 17,1% e 23,5%,
para 0s meses de agosto e fevereiro, respectivamente (Tabela 2).

A maioria das piperaceas da regido amazoénica, independente do periodo coletado, apresenta o
canfeno em baixa concentracéo [37].

Gréfico simétrico
(eixos F1e F2:76,74 %)

F2(23,30%)

6 4 2 o 2 R
F1(53,45%)

[ * Variavels o Observagoes l

Figura 3: Resultado gerado por meio da ACM, com dados de substancias obtidas do 6leo volatil foliar de
Piper obliguum em fun¢do do periodo coletado. Fonte: Elaborado no XLSTAT 7.5, Addinsoft [22].

4. CONCLUSAO

Todos 0s compostos presentes no 6leo essencial de P. obliquum, que compreende 0s meses de
outubro e novembro (2011) e fevereiro e maio (2012), pertencem a classe dos terpenos, sendo a
maioria sesquiterpenos hidrocarbonetos, apesar dos compostos majoritarios terem sido
monoterpenos hidrocarbonetos. Os compostos deste 6leo essencial, do més de agosto, mostraram
ser divergentes em relacdo aos dos demais periodos, por apresentar cinco substancias restritas a
esta amostra, da classe dos fenilpropandides, e diminuir em sua composi¢cdo a presenca de
monoterpenos hidrocarbonetos

A dupla rota biossintética de P. obliguum demonstra a plasticidade metabdlica dos espécimes
frente as pressdes ao longo do ciclo climatico. A analise de agrupamento demonstra que houve
variabilidade quimica das concentra¢des dos compostos a-pineno, canfeno, B-pineno e limoneno,
e estas parecem estar relacionadas aos fatores abiéticos (chuva versus seca) dos periodos de
outubro e novembro de 2011, fevereiro, maio e agosto de 2012.

Estes resultados sdo apoiados pelas analises de componentes principais e analise de
correspondéncia multipla, que demonstram também que a maioria das substancias produzidas foi
em baixa (e baixissima) concentracdo independente do periodo coletado.

As substancias de maior concentragdo (a-pineno, canfeno, [-pineno e limoneno)
demonstraram claramente suas correlacdes positivas com o0s periodos coletados. O maior
rendimento dos compostos majoritarios foi no periodo chuvoso, provavelmente o sistema hidrico
deste periodo pode ter sido a influéncia essencial para o aumento da produtividade dos
metabdlitos secundarios. A variabilidade quimica de P. obliquum frente as condi¢des climaticas
enfatiza a sazonalidade como fator chave na variacdo das concentracBes dos compostos
encontrados.
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MATERIAL COMPLEMENTAR

Tabela 5: Dados de cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotémetro de massas.

N° Estr. TR IR IR (Lit.) Composto ABR
1 10,713 909 926 Tricicleno Tricy
2 11,753 931 939 a-pineno Pin_A
3 12,490 945 953 Canfeno Camp
4 14,051 973 980 B-pineno Pin B
5 15,015 989 991 Mirceno Myr
6 17,190 1022 1031 Limoneno Limo
37 17,242 1019 1033 1,8-cineol Cine
7 20,906 1072 1088 Terpinoleno Terpin
8 21,454 1078 1095 Oxido de a-pineno Pin Ox A
9 21,861 1083 1098 Linalol Lina
10 23,459 1101 1125 a-canfolenal Camph_A
11 24,168 1112 1139 Trans-pinocarveol Pinoc
12 26,049 1138 1156 Isoborneol Iso
13 26,872 1149 1177 Terpin-4-ol Terp_OlI
14 27,817 1161 1189 a-terpineol Terpi_A
15 34,209 1248 1285 acetato de bornila born
16 38,275 1304 1351 a-cubebene Cube
17 39,864 1332 1376 a-COpPaeno Copa
38 40,271 1337 1384 B-bourboneno bour
18 40,989 1352 1391 B-elemeno Elem_B
39 41,481 1358 1401 metil-eugenol met
19 41,953 1368 1409 a-gurjuneno Gurju A
20 42,549 1378 1418 (E)-cariofileno Caryo E
21 43,126 1387 1432 B-gurjuneno Gurju_B
22 43,532 1395 1433 y-elemeno Elem G
23 44,610 1409 1454 a-humuleno Humu
24 45,007 1415 1461 Allo-aromandreno Aro
25 46,113 1429 1477 y-muuroleno Muur_G
26 46,303 1432 1480 Germacreno- D Germ_D
27 45,577 1435 1493 Viridifloreno Viridi
28 47,163 1443 1494 epi-cubedol epi-cub
29 47,560 1448 1499 a-muuroleno Muur_A
30 47,721 1450 1503 Germacreno- A Germ_A
31 48,326 1457 1513 y-cadineno Cadi_ G
32 48,941 1465 1524 a-cadineno Cad_A
40 49,124 1465 1542 a-calacorene Cala
41 50,415 1481 1549 elemol Elem
33 50,690 1486 1556 Germacreno- B Germ B
42 51,891 1500 1564 (E)-nerolidol nero
43 51,989 1502 1576 espatulenol espat
34 52,184 1507 1581 Oxido de cariofileno Caryo_Ox
35 55,559 1577 1594 Carotol Carot
36 56,269 1591 1653 a-cadinol Caol-A




