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RESUMO

A busca por novas moléculas bioativas no controle de fitopatbgenos vem
crescendo nos ultimos anos. Isso se deve ao fato de que alguns alimentos como
o0 pimentdo e o morango apresentarem contaminagao de defensivos agricolas
principalmente na pds-colheita. Isso traz um alerta quanto a preocupacao com a
seguranga alimentar. Por isso, novas fontes de origem natural tém sido
estudadas para uso como defensivos agricolas. Espécies como morango
(Fragaria x ananassa Duch) e pimentédo (Capsicum annuum L.) sdo acometidas
por diversas doencas em todos os estagios de cultivo. Algumas delas séo
causadas por fitopatégenos e, entre estes, tem-se o Botrytis cinerea, causador
do mofo cinzento no morango, e o Colletotrichum sp., causador da antracnose
no pimentao. Esses fitopatdgenos causam muitas perdas no cultivo dessas
espécies e principalmente nos frutos durante a pés-colheita. Estudos com os
Oleos essenciais de Piper tém demonstrado que estes possuem propriedades
antifungicas, podendo ser uma alternativa para o controle desses fitopatégenos.
No presente trabalho foi analisada a composi¢cao quimica dos 6leos essenciais
de 7 espécies de Piper, sendo Piper aduncum, Piper crassinervium, Piper
fuligineum, Piper gaudichaudianum, Piper Ihotzkianum, Piper malacophyllumm e
Piper tuberculatum. Avaliou-se a sazonalidade dos OE, pela Analise de
Componentes Principais (ACP, do inglés Principal Compounds Analysis- PCA);
realizou-se o isolamento de majoritarios como miristicina e dilapiol, além de
derivatizacbe com o safrol e a atividade de inibi¢ado frente aos fitopatogenos B.
cinerea e Colletotrichum sp. foram avaliadas, sendo determinados a
Concentragdo Minima Inibitoria (CIM), a inibicdo de crescimento micelial por
contato e por volatilizagdo. Como resultados foram observados que o OE de P.
aduncum e P. gaudichaudianum, com uma CIM de 60 pyL mL'e 20 yL mL",
respectivamente, além de se observado o método de acdo dos OEs se ocorrem
por volatilizacdo ou por contato. Para os compostos isolados e produtos de
reacao do safrol, tem-se como resultados que a miristicina tem uma CIM de 40
uL mL™', o safrol, epoxido safrol e o isosafrol apresentaram uma CIM de 200 L
mL-", 100 uyL mL-" e 200 yL mL™, respectivamente. Estes resultados mostram o
potencial destes OEs como promissores biofungicidas no controle do B. cinerea.
Para o Colletotrichum sp., o resultado obtido foi para o OE de P. aduncum com
uma CIM de 200 uL mL"', e o isosafrol com uma CIM 200 yL mL', o epdxido
safrol com 250 pL mL-', mostrando que a mudanga na estrutura do composto
favorece a atividade biologica.

Palavras-chave: Oleos essenciais; Piper; Botrytis cinerea; Colletotrichum sp.;
Safrol; atividade antifungica.



ABSTRACT

The search for new bioactive molecules in controlling phytopathogens has been
increasing in recent years. This is because some foods, such as bell peppers and
strawberries, exhibit contamination from agricultural pesticides, primarily post-
harvest. This raises an alert about concerns for food safety. Therefore, new
natural sources have been studied for use as agricultural pesticides. Species like
strawberry (Fragaria x ananassa Duch) and bell pepper (Capsicum annuum L.)
are afflicted by various diseases at all stages of cultivation. Some of these are
caused by phytopathogens, among which are Botrytis cinerea, the cause of gray
mold in strawberries, and Colletotrichum sp., responsible for anthracnose in bell
peppers. These phytopathogens cause significant losses in the cultivation of
these species, especially in the fruits during post-harvest. Studies with essential
oils of Piper have shown that they possess antifungal properties and could be an
alternative for controlling these phytopathogens. In the present study, the
chemical composition of essential oils from 7 Piper species was analyzed,
including Piper aduncum, Piper crassinervium, Piper fuligineum, Piper
gaudichaudianum, Piper [|hotzkianum, Piper malacophyllum, and Piper
tuberculatum. The seasonality of the essential oils was evaluated through
Principal Compounds Analysis (PCA); isolation of major components such as
myristicin and dillapiol was carried out, as well as derivatization with safrole, and
the inhibitory activity against the phytopathogens B. cinerea and Colletotrichum
sp. were assessed, determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC),
mycelial growth inhibition by contact, and volatilization. The results observed that
the essential oil of P. aduncum and P. gaudichaudianum, with an MIC of 60 yL
mL-1 and 20 pL mL-1, respectively, as well as the method of action of the
essential oils occurring through volatilization or contact. For the isolated
compounds and reaction products of safrole, it was found that myristicin has an
MIC of 40 yL mL-1, safrole, safrole epoxide, and isosafrole showed an MIC of
200 pL mL-1, 100 pL mL-1, and 200 yL mL-1, respectively. These results
demonstrate the potential of these essential oils as promising biofungicides in
controlling B. cinerea. For Colletotrichum sp., the result obtained was for the
essential oil of P. aduncum with an MIC of 200 uL mL-1, and isosafrole with an
MIC of 200 yL mL-1, safrole epoxide with 250 yL mL-1, showing that changes in
the structure of the compound favor biological activity.

Keywords: Essential oils; Piper; Botrytis cinerea; Colletotrichum sp.; Safrole,
Antifungal effect.
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1. INTRODUGCAO

Desde a Antiguidade, o homem se utiliza de plantas para a cura de
doencas, no uso como inseticida e conservagao de corpos, descobertas que
ocorreram por acaso e que, ao longo do tempo estdo sendo comprovadas pela
ciéncia (FERNANDES JUNIOR; MACHADO, 2011).

Os produtos naturais podem fornecer uma gama de compostos ou
modelos de moléculas que agem na protegcéo dos seres vivos. Estes compostos
sdo biossintetisados pelos organismos vivos podendo ser obtidos de diferentes
matrizes, como plantas, fungos, bactérias, animais e organismos de ambientes
extremos (ABDELMOHSEN et al., 2017; LOPES et al., 2016; MOUSSAOIU &
ALAOUI, 2016).

A pesquisa fitoquimica tem por finalidade a extragdo, purificacio,
isolamento e a elucidagao estrutural das substancias presentes nas plantas. A
analise fitoquimica pode indicar o grupo de metabdlitos secundarios relevantes
de determinada espécie, como também a classe especifica de constituintes e as
substancias responsaveis por certa atividade biologica (FOGLIO et al, 2006).

No mercado mundial estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis
na terapéutica atual foram desenvolvidos a partir de fontes naturais, sendo a
maior parte provenientes de plantas (CALIXTO, 2003). Newman e Cragg (2020),
pesquisaram as novas drogas para tratamento anticancer registradas,
abrangendo um periodo de 40 anos, e concluiram que cerca de 17% sao
oriundas de produtos naturais e 22% sao derivados de produtos naturais.

O Brasil possui um grande potencial a ser explorado na area de produtos
naturais, principalmente no que se diz respeito aos organismos vegetais, devido
aos seus 6 biomas distintos e sua grande biodiversidade. Para o grupo dos
Angiospermas, no Brasil existem cerca de 6 mil espécies catalogadas, sendo
que, 70% sao especies endémicas (ZAPPI et al, 2015; BERLINCK et al. 2017).

Do mesmo modo, estudos fitoquimicos devem ser realizados a fim de
conhecer a sua composigao e os compostos responsaveis pelas propriedades
biologicas evidenciadas em estudos, além de aprimorar técnicas de cultivo,
selecdo e melhoramento de plantas para a manutengdo da qualidade, boa

reprodutibilidade e constancia de principios ativos. Estas atitudes levariam ao



crescimento da producéao e do uso das plantas medicinais e dos 6leos essenciais
(B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009; MORAIS, 2009).

1.1 OLEOS ESSENCIAIS (OEs)

A International Standard Organization (ISO), conforme a norma ISO
9235:2013, define os Oleos essenciais (OEs) como compostos aromaticos
volateis. Estes sdo produtos obtidos de partes de plantas por meio de destilagcao
por arraste com vapor d'agua ou por prensagem dos pericarpos citricos. Os OEs
sdo substancias volateis lipofilicas, geralmente liquidas, de composicao
complexa. Eles possuem propriedades organolépticas e bioldégicas que
correspondem a sua composicdo quimica. Também podem ser chamados de
Oleos volateis, oleos etéreos ou esséncias. Apresentam solubilidade limitada em
agua, suficiente para aromatizar solugdes aquosas, que sdo denominadas
hidrolatos.

A quimica dos OEs geralmente €& composta por monoterpenos,
sesquiterpenos, arilpropanoides e compostos fendlicos. A literatura mostra que
muitos destes compostos possuem atividades bioldgicas, muitas delas
associadas a efeito repelente e antimicrobiano, podendo agir de forma isolada,
com associagao de compostos pelo efeito sinérgico (BORGES & AMORIM,
2020).

Os OEs estao muito presentes em fitoterapicos, perfumarias, cosméticos
e nas industrias agro alimenticias. Sdo usados para conferir aromas especiais
em inumeros produtos, tais como perfumes, cosméticos, sabonetes,
condimentos e alimentos (ALl et al., 2015; BAGHERI; MAPNAP; SOLATI, 2014).
Estima-se que cerca de 3000 OEs sejam conhecidos, dos quais
aproximadamente trezentos s&o comercialmente importantes, destinados
principalmente, para o mercado de fragrancias (HENRIQUES, SIMOES-PIRES
e APEL, 2007; FRANZ, 2010).

Os OEs também podem ser utilizados como larvicidas, fungicidas,
carrapaticidas, no controle de artropodes, como antibacterianos tendo uma gama
de aplicagbes Dbiolégicas conhecidas, principalmente para uso na
etnofarmacologia (ERLAND et al. 2015; FILOMENO et al.,, 2020; PLANTA-
RUEDA et al., 2018; RENKEMA et al. 2016; YAZGAN, 2020).



Karpinski (2020) em seu artigo de revisdo sobre os OEs da familia
Lamiaceae, mostrou que, os OEs dessa familia tém apresentado boa atividade
antifungica, como o OE de Ocimum gratissimum L. que apresentou uma
Concentragao inibitéria minima (CIM) de 62,5 pl/mL frente ao fungo Fusarium
solani e Fusarium oxysporum f. sp. Tracheiphilum (MOHR et al., 2017). Isso

mostra que OEs tém um potencial para estudos sobre sua agdo fungicida.

1.2 TERPENOS

Terpenos formam o maior grupo de produtos naturais de origem vegetal, e
contém a maior variedade de tipos estruturais. Apresentam diversas funcgdes,
dentre elas a protecdo contra herbivoros, fungos, bactéria e plantas
competidoras, além da atracdo de polinizadores. Sao formados pela fusdo de
unidades de cinco atomos de carbono e classificados de acordo com o numero
de unidades que possuem (BORGES & AMORIM, 2020; EVERT;
EICHHORN,2014; TAIZ; ZEIGER, 2017).

A biossintese dos terpenos acontece por dois caminhos: O caminho do
mevalonato (MVA) no citoplasma das células e o caminho do metil eritritol (MEP)
nos plastidios das células (NAGEGOWDA & GUPTA, 2020) (figura 1). Os
precursores formados nestes caminhos sédo dois isbmeros, o difosfato de
isopentenila (IPP) e difosfato de dimetilalila (DMAPP) que por sucessivas
condensacgdes formam os terpenos (figura 2) (DEWICK, 2009).
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Os monoterpenos sao formados pela condensacao do tipo “cabeca-cauda” de
uma unidade de difosfato de dimetilalila (DMAPP) com uma unidade de difosfato
de isopentenila (IPP) e os sesquiterpenos, uma condensac¢ao adicional com
outra unidade de IPP. Como exemplo de monoterpenos encontrados em OEs
tém-se o a-felandreno no eucalipto, 0 mentol na menta e o citral no liméo, e

sesquiterpenos como o (-) -B-bisaboleno e o (-) -zingibereno (Figura 2).



FIGURA 2 EXEMPLOS DE MONOTERPENOS E SESQUITERPENOS
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Fonte: DEWICK, 2009.

O estudo dos sesquiterpenos € muito mais complexo quando comparado
aos monoterpenos, em funcdo da maior variabilidade de nucleos basicos dessa

classe (Figura 3).

FIGURA 3 PRINCIPAIS CLASSES DOS SESQUITERPENOS

cariofilano cudesmano guaiano valerano

deucano chamigreno cadinano thujopsano

Fonte: DEWICK, 2009.

1.3 ARILPROPANOIDES

Os arilpropanoides sdo uma grande classe de metabdlitos secundarios
encontrados em plantas, sdo produzidos principalmente pela rota biossintética
via acido chiquimico, o qual é formado pela combinagdo do acido fosfoenol
piravico (PEP) e um acucar derivado da via pentose-fosfato, a eritrose-4-fosfato,
com posteriores modificagdes estruturais. Estes compostos desempenham um
papel importante na defesa das plantas contra herbivoros e fitopatégenos nas
plantas (DEWICK, 2009; MITHOFER & MAFFEI, 2017). A FIGURA 4 mostra a

rota biossintética do arilpropanoides.



FIGURA 4 ROTA BIOSSINTETICA DOS ARILPROPANOIDES
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1.4 FAMILIA PIPERACEAE

As espécies de Piperaceae sido notaveis pela sua diversidade quimica.
Os principais componentes incluem alcaloides piperidinicos, amidas, lignanas,
terpenos e flavonoides. Cada um desses grupos de compostos apresenta uma
variedade de atividades bioldgicas, incluindo propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatodrias, antioxidantes e antitumorais (Parmar et al., 1997; Gupta et al.,

2002).



A familia Piperaceae Giseke é conhecida pela sua importancia econémica
e medicinal, &€ predominantemente tropical, com uma distribuicdo geografica
abrangente que inclui regides da Asia, especialmente o Sudeste Asiatico (com a
india como centro de diversidade para a Piper nigrum), a América Central e do
Sul, a Africa Ocidental e Madagascar, além de areas nas llhas do Pacifico e na
Australia (JARAMILLO & MANOS, 2001; WANKE et al., 2007). Esta distribuicao
destaca-se pelas condi¢des ideais de umidade e temperatura dos trépicos,
favorecendo habitats de florestas umidas e areas sombreadas, o que é refletido
na adaptabilidade ecoldgica e diversidade das espécies da familia, tornando-as
um recurso valioso para a pesquisa em produtos naturais e medicamentos
(GUERRINI et al., 2008; DUARTE et al., 2007).

O Brasil, apresenta alta diversidade de Piperaceae, encontrando cerca de
467 espécies, divididas em trés géneros, sendo 297 pertencentes ao género
Piper e 164 do género Peperomia € um do género Manekia (MEDEIRQOS, 2006;
SOUZA, et al., 2009, ZAPPI et al, 2015, Guimaraes et al., 2023).

Dentre as espécies da familia Piperaceae pode-se destacar o género
Piper, com maior numero de espécies da familia e que apresenta diversas
atividades biologicas relevantes, entre elas a atividade antimicrobiana,
antifungica, inseticida e repeléncia (RUIZ-VASQUEZ et al., 2022; SANTOS et al.,
2012)

1.4.1 O GENERO Piper

O género Piper apresenta uma gama grande de possibilidades de
utilizacdo de suas espécies. Algumas sao utilizadas como alimentos e temperos,
outras como inseticidas, alucinbgenos e medicinais, além de apresentar
atividade antifungica e antibacteriana (LOPEZ et al., 2002; PARMAR, 1997). Isso
ocorre devido a grande diversidade de classes de compostos isolados de
espécies de Piper como: alcaloides/amidas, lignanas, neolignanas, flavonoides,
terpenos, propenilfendis, cavalactonas, butenolidas, piperolidas e OEs. Os
metabdlitos secundarios tém sido encontrados em todas as partes da planta,
incluindo folhas, caules, raizes e inflorescéncia (DYER et al., 2004; PARMAR et
al., 1997; SENGUPTA e RAY, 1987).

As espécies do género Piper podem ocupar ambientes abertos ou

perturbados de floresta. Ha espécies capazes de tolerar a sazonalidade de



florestas tropicais secas deciduas ou subdeciduas. Uma grande parte das
especies de Piper sdo pioneiras, colonizando areas de clareiras, estradas e
pastos, mas ha também as que crescem em locais umidos ou florestas fechadas
(MEDEIROS, 2006). O género Piper é o mais conhecido por seu valor econémico
dentro da familia Piperaceae. O mais importante representante deste € a pimenta
preta (Piper nigrum L.), o produto agricola mais conhecido no género (DYER et
al, 2004).

1.5 OLEOS ESSENCIAIS DE Piper

Os Oleos essenciais de espécies de Piper também sao amplamente
estudados, em fungéo da sua variabilidade quimica e suas atividades bioldgicas.
Andrade e colaboradores (2011) relataram a identificagdo de 141 componentes
do dleo essencial (OE) de P. dilatatum, sendo que 52 componentes s&0 mono
ou sesquiterpenos. Matasyoh e colaboradores, por sua vez, estudaram a
atividade larvicida do OE de P. capense contra o vetor da malaria, sendo o 6leo
composto principalmente por mono e sesquiterpenos, e relataram que o OE
desta planta pode ser estudado como larvicida que nao prejudica a natureza,
podendo inclusive ser utilizado pelos moradores que cultivam a planta para a
prevencado da doenca (MATASYOH, 2011).

Em 2012, Lima e colaboradores extrairam o OE de P. aleyreanum,
composto principalmente de mono e sesquiterpenos, e verificaram que o 6leo
possui atividade antinociceptiva, anti-inflamatéria e propriedades gastro
protetoras (LIMA, 2012). Sauter e colaboradores extrairam o OE de P.
hispidinervum, composto também principalmente por mono e sesquiterpenos, e
relataram que o Oleo possui atividade amebicida contra Acanthamoeba
polyphaga (SAUTER, 2012).

Em 2013, Sperotto e colaboradores extrairam OE de P. gaudichaudianum,
que é utilizada popularmente como anti-inflamatéria, e relataram que o OE néao
€ mutagénico, mas apresentou um efeito citotoxico contra o fungo
Saccharomyces cerevisiae (SPEROTTO, 2013).

Macedo e colaboradores (2020) mostraram em seu estudo que o OE, o
extrato etandlico e as fragdes de P. marginatum, apresentaram atividade anti -

anti-promastigota e anti-amastigota contra Leishmania amazonensis com baixa
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toxicidade para macrofagos. O extrato etanoico apresentou melhor indice de
seletividade em comparacao ao medicamento de referéncia Pentamidina.

O QUADRO 1 mostra os estudos recentes da literatura dos OEs das 7
especies de Piper selecionadas para este trabalho e suas atividades bioldgicas
(quando descritas).

Os estudos mostram que os OEs de Piper podem ser uteis no controle de
fungos, entre eles os fitopatdogenos de frutas e vegetais no pds-colheita. Devido a
fragilidade de sua estrutura algumas frutas ndo podem ser submetidas ao
molhamento com fungicidas, podendo assim os OEs serem uma alternativa devido

ao seu carater volatil.

1.6 O CULTIVO DO MORANGO

O morango (Fragaria x ananassa Duch) é a 172 fruta na ordem de
importancia mundial. A produ¢do mundial de morangos vem crescendo em
numeros absolutos nos ultimos anos, chegando a 8.114.373 toneladas para uma
area total plantada de 373.435 hectares (ANTUNES, 2017). Essa fruta € muito
perecivel e vulneravel a infeccao de fungos, resultando em podriddées que
ocasionam perdas econdémicas.

Varios patdégenos podem afetar o morangueiro, causando danos em maior
ou menor intensidade em fungéo das condigdes climaticas, do manejo adotado, das
cultivares utilizadas e da agressividade do patégeno. O morango, em especial, é
um produto altamente perecivel, tendo uma vida util pos-colheita reduzida, devido,
dentre outros fatores, a alta taxa respiratoria e a incidéncia de podriddes que afetam
os frutos (KADER, 1991).

Uma das grandes perdas pos-colheita se da pelo desenvolvimento de
fungos, sendo o B. cinerea Pers, agente causal do mofo cinzento, o que
normalmente se encontra maiores incidéncias. Bofrytis cinerea causa perdas de
importancia econdmica, nao apenas no pré-colheita, mas também durante o
transporte e armazenamento, portanto, por mais eficiente que seja o tratamento
fitossanitario efetuado no campo, ele ndo é suficiente para dispensa-lo na pds-
colheita (CAMILI et al, 2007).
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1.7 FITOPATOGENO Botrytis cinerea

As espécies de Botrytis apresentam um estilo de vida necrotréfico; ou seja,
alimentam-se de tecidos mortos ou em processo de morte. Elas secretam enzimas
que auxiliam na decomposicdo da matéria organica, facilitando assim a sua
absor¢cdo. Sendo patdogenos de amplo espectro, infectam muitas plantas
hospedeiras. Apds a infeccdo e morte dos tecidos, o fungo pode sobreviver e
esporular no tecido necrético, ou produzir estruturas de sobrevivéncia de longo
prazo, como esclerodios. Essas estruturas de sobrevivéncia podem ser associadas
a plantas vivas ou com detritos vegetais enterrados, ou no solo (HOLTZ,
COERTZE; WILLIAMSON, 2007). A FIGURA 5 mostra frutos contaminados com B.
cinerea.

FIGURA 5 EXEMPLOS DE MORANGOS COM MOFO CINZENTO

Autor: Gerald Holmes Autor: Edward Sikora

1.8 O CULTIVO DO PIMENTAO

O pimentéao (Capsicum annuum L.) € uma hortali¢ca originaria do continente
americano, sendo cultivado ha cerca de 7000 anos. E uma planta de clima tropical,
que se desenvolve melhor em temperaturas elevadas ou amenas. Além disso, o
pimentdo é uma das cinco espécies cultivadas do género Capsicum, pertencente a
familia Solanaceae. Presente na dieta de muitas populagdes no mundo devido ao
seu sabor picante e adocicado, o pimentdo possui grande importancia econdmica,
com produg¢ao mundial de aproximadamente 32 milhdes de toneladas e é cultivado
em grande numero em todo o mundo, atingindo uma area cultivada que ultrapassa
1,5 milhdo de hectares (BIANCHETTI, 1996; DE WITT; BOSLAND, 1993;
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FILGUEIRA, 2005; FAOSTAT, 2017, FRATIANNI et al. 2020; FRIZZONE et al.,
2001; HENZ et al., 2007; LOPES et al., 2018).

A doenga mais comum no Brasil em espécies de C. annuum é a antracnose,
que pode ser causada por varias espécies de fungos do género pelo fitopatégeno
Colletotrichum sp. limitando a vida util dos frutos tanto durante o armazenamento,
quanto durante o transporte e a comercializagdo. Para que sua vida util seja
prolongada, fungicidas séo utilizados durante o seu cultivo. De acordo com Lopes
e colaboradores (2018), o pimentdo encontra-se entre os lideres no ranking de

alimentos com maior residuo de agrotéxicos.

1.9 O Colletotrichum sp. NO CULTIVO DO PIMENTAO

O Colletotrichum sp., € o fungo causador da doenga antracnose, este fungo
causa grandes perdas em diversas culturas, como a macieira, pimentdo, morango,
citrus entre outras. As espécies mais conhecidas sdo C. gloeosporioides, C.
acutatum e C. frucutila. Seu controle se da através do controle quimico e da retirada
de frutos mumificados de frutos saudaveis e podas de areas afetadas (MENEZES,
2006). A FIGURA 6 mostra frutos de C. annuum com antracnose.

De acordo com os dados publicados pela ANVISA no relatério do Programa
de Anadlise de Residuos de Pesticidas em Alimentos (PARA) publicado em 2020,
nos quais foram analisadas 326 amostras, mostrou que 80% das amostras de
pimentao apresentaram irregularidades relacionadas a ingredientes ativos nao
autorizados e/ou acima do limite permitido no Brasil, e com concentragdes acima
do limite como fungicidas da classe dos ditiocarbamatos, que foram detectados em

170 amostras e ficaram acima do limite permitido de 0,08 mg/Kg com 0,12 mg/Kg.

FIGURA 6 EXEMPLOS DE PIMENTOES COM ANTRACNOSE
- e 3 . -.

e
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Autor: Julio César de Lima Velos Autor: Ailton reis.

1.10 CONTROLE DE FITOPATOGENOS

Em 2016, 13,8% dos alimentos produzidos foram perdidos. Frutas e vegetais
incorrem em altos niveis de perda, dada a sua natureza altamente perecivel.
Algumas das variaveis para essa grande perda sdo as condigbes de
armazenamento que podem levar a menor prazo de validade, condi¢des climaticas
que favorecem a deterioragao biolégica (por exemplo, ataques de bactérias, fungos
ou insetos), além da contaminagdo de alimentos por patdégenos. Por exemplo, o
governo queniano destruiu quase 14 000 toneladas de milho em 2014 devido a
contaminagdo com aflatoxinas, um tipo de micotoxinas produzidas por uma
infestacao por fungos, que séo altamente tdéxicas e podem causar danos extensos
a saude humana e animal (FAO, 2019).

O controle de doencas de poés-colheita é baseado, tradicionalmente, na
aplicagao de fungicidas sintéticos, antes do armazenamento, por meio de banhos,
aspersdo ou por incorporagao em ceras. Atualmente, € reduzido o numero de
principios ativos autorizados para uso nessa etapa, devido, principalmente, as
consideragdes toxicoldgicas. Por esse motivo, ha um consideravel interesse por
métodos alternativos de controle de doencas, que possuam mecanismos capazes
de controlar patdogenos nos tecidos vegetais a patdgenos ou que possam
complementar ou substituir o uso de fungicidas e prolongar o periodo de
armazenamento dos frutos (HALFELD-VIEIRA et al, 2016).

1.11 OEs COMO ALTERNATIVA PARA O CONTROLE DE FITOPATOGENOS

Estudos com compostos isolados de OEs de plantas tém comprovado suas
acgdes como fungicidas naturais inibindo a ag¢do dos fungos e, um numero
significativo destes constituintes tem se mostrado eficaz (CARNEIRO et al., 2019;
VALADARES et al.,, 2018). Silva e colaboradores em 2014, demostraram a
atividade antifungica contra Marasmus perniciosa utilizando OE de Piper
divaricatum.

Devido a tendéncia dos fitopatdgenos desenvolverem resisténcia aos
fungicidas quimicos comerciais, quando esses sao utilizados com dosagens

erradas, o estudo de novos produtos e estratégias de controle de doencgas faz-se
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necessario. O uso de OEs como uma alternativa no controle de doencgas tem se
mostrado promissor, pois estudos vem considerando sua potencialidade de
aplicagao em funcao das atividades biolégicas e menor dano ambiental (ALl et al.,
2015; GONCALVES & PASA, 2015; LA TORRE et al., 2016; PEREIRA et al., 2013;
SANTOS et al., 2017; SANTOS., 2020; TOMAZONI et al., 2017).

Para algumas espécies de Piper ja ha estudos do potencial antifungico como
o de P. aduncum relatado por Bastos &. Albuquerque (2004) cuja concentragéo
minima inibitéria (CIM) para Colletotricum musae foi de 150 ug mL-'. Aimeida et al.
relataram em 2009 que, o dilapiol presente em P. aduncum, apresentou agao
fungicida contra o fungo Moniliophthora perniciosa (vassoura de bruxa).

Estudos indicam a potencialidade do uso de OEs e dos seus compostos para
fins de biocontrole, especialmente sua agao no controle de fungos fitopatogénicos
(JING et al., 2018). Avanco e colaboradores (2016) investigaram a composicao e
acgao antifungica do OE de Curcuma longa L. Ele demonstrou atividade contra o
fungo Fusarium verticillioides, diminuindo seu desenvolvimento. Isto indica um
possivel uso como conservante de alimentos.

Zhao e colaborares (2021) em seu estudo com atividade antifungica do OE
de Origanum vulgare frente a B. cinerea, apresentou como compostos majoritarios
o metil eugenol (16,5%), miristicina (15,6%), carvacrol (15,0%) e timol (9,8%). Na
atividade antifungica, o OE exibiu uma forte atividade assim como seus dois
principais componentes, o timol e carvacrol.

Valadares e colaboradores em 2018 estudaram o OE das folhas coletadas
no municipio de Rio Verde, Goias de Piper aduncum, contendo como compostos
majoritarios a miristicina e piperitona e, avaliaram o potencial inibitorio a um isolado
de Sclerotinia sclerotiorum, um patdgeno fungico que causa muitas perdas
econdmicas em varias culturas, como por exemplo a de soja, provocando a doenga
do mofo branco. O estudo mostrou que houve um grande potencial antifungico com
inibicao de 96,31% utilizando 10uL de OE.

Chen e colaboradores (2019) estudaram os OEs de cinco espécies da familia
da Rutaceae, sendo o OE de Citrus medica mais eficiente em testes in vitro no
controle do fitopatégeno Fusarium oxysporum, do que o fungicida utilizado flutriafol.

Esse estudo mostrou que a atividade biolégica esta associada ao sinergismo dos
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constituintes presentes no OE. Nos testes in vivo o OE mostrou uma diminuicédo na
incidéncia e gravidade da doencga.

Souza e colaboradores (2020) investigaram os mecanismos de agao dos
OEs de Aniba canellia e A. parviflora e analisaram suas atividades de inibicdo e
acao fungicida superior ao do fitossanitario mancozebe utilizado em campo para os
dois fitopatégenos Aspergilus flavus e Colletotrichum guaranicola. Estes
fitopatdgenos causam grandes perdas tanto no campo como no pés-colheita,
ocorrendo a incidéncia de doencas entre elas o apodrecimento do milho e da
antracnose nas folhas do Guarana, respectivamente. Em sua conclusao os autores
mostraram que ha permeabilidade dos OEs nas membranas dos fungos, o que

reforga o seu potencial fungicida.

2. JUSTIFICATIVA

A preocupagcdo com a seguranga alimentar em relagdo aos residuos de
agrotoxicos faz com que estudos para a busca de alternativas de origem natural
sejam necessarios. Com isso, estudos com OEs tém se mostrado promissores
devido a sua composig¢ao quimica complexa e a sua capacidade de acdo multissitio.
Muitos tém mostrado seu potencial como biodefensivos agricolas. Os 6leos
essenciais de Piper tém mostrado possuir varias atividades bioldgicas, entre elas a
fungicida. Por isso, ha uma necessidade de um entendimento maior sobre a
composicao dos OEs de Piper, assim como a avaliagdo de sua atividade bioldgica

e de seus majoritarios contra aos fitopatdégenos Botrytis cinerea e Colletotrichum

sp.

3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Estudar os 6leos essenciais de plantas selecionadas do género Piper e
avaliar suas atividades no controle dos fitopatégenos Bolrytis cinerea e
Colletotrichum sp.
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3.2 ESPECIFICOS

Caracterizar quimicamente dos 6leos essenciais por meio de cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

Avaliar a sazonalidade dos oOleos essenciais extraidos, considerando
alteracbes em relagdo a quantidade e a composicao quimica dos oleos
obtidos.

Realizar as analises quimiométricas (ACP e AAH) dos 6leos essenciais
extraidos para verificar estatisticamente a existéncia de similaridade entre
eles;

Isolar os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais quando houver e,
caracterizagao dos constituintes isolados por meio de cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono-13 (RMN de 'H e de'3C);
Realizar modificagdes estruturais no safrol para avaliacédo do seu potencial
como fungicida e caracterizagdo dos produtos de reacdo por meio de
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM), ressonancia magnética nuclear unidimensional (RMN de 'H e de'3C) e
bidimensional pelos experimentos de COSY ('H-'H), HSQC ('H-'*C) e
HMBC;

Avaliar a atividade antifungica dos 6leos essenciais totais e dos constituintes
isolados contra o fitopatégeno do morango e do pimentao, Botrytis cinerea e
Colletotrichum sp., respectivamente, por meio da determinacédo da
concentragdo minima inibitéria (CIM) pelo método de diluigdo em caldo e
pela inibicdo do crescimento micelial radial, por contato e por volatilizagéo in

vitro.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

As analises dos 6leos essenciais foram realizadas em cromatografo em fase

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) da marca Shimadzu

modelo GC-2010 Plus, acoplado a detector de massas em tandem do tipo triplo

quadrupolo modelo TQ8040 e injetor automatico modelo AOC-5000 Plus para
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analises de amostras liquidas, gasosa (headspace) e microextragdo em fase solida
(SPME), do laboratério de multiusuarios do Departamento de Quimica da UFPR.

As placas de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram
preparadas espalhando uma suspensao de silica gel 60 (Vetec, Brasil e Machery-
Nagel, Germany) com indicador de fluorescéncia F254 em agua destilada sobre
placas de vidro (20 x 20 cm), usando um espalhador do tipo Quickft, com espessura
de 1,0 mm.

Para cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) utilizou-se
cromatofolhas de aluminio recobertas por silica gel 60, com indicador de
fluorescéncia F254 e 0,2 mm de espessura (Merck). As placas foram reveladas por
irradiagdo de luz ultravioleta (254 e 366 nm) e revelador anisaldeido (revelador

universal).

4.2 SOLVENTES E REAGENTES

Os solventes utilizados neste estudo foram, agua destilada, hexano pureza
99,5% (Supelco) para as analises no CG-EM. Padrdo de n-alcanos C8-C30
(Supelco- 1000 ug mL™"), hexano P.A. (HEX) (Alphatec), diclorometano P.A. (DCM)
(Dipa), 1-butanol P.A. (Alphatec), hidréoxido de potassio P.A. (KOH) (Neon),
metanol (MeOH) (Dipa), éter de petréleo 30-60 (EP) (Reatec), sulfato de sddio
anidro (Vetec) como secante, acido cloridrico P.A. (Reatec), cloreto de sodio sem
iodo P.A. (Synth) e cloroférmio deuterado (CClsD) com 0,05% de tetrametilsilano
(TMS) (merck).

4.3 COLETA E IDENTIFICAGAO DO MATERIAL BOTANICO

As coletas das 7 espécies de Piper foram realizadas em varias regides do
Brasil e realizadas pelo Dr° Diones Krinski (UNEMAT - MS). No QUADRO 2 sao

descritas as espécies de Piper coletadas e respectivas localidades de coleta.

QUADRO 2 LISTA DE ESPECIES DE Piper E SUA LOCALIZAGAO DE COLETA

Espécie Municipio/UF Coordenadas geograficas
Piper aduncum Tangara da Serra/MT  14°37'29.0"S 57°29'09.1"W
Piper crassinervium Botucatu/SP 22°51'37.19"S
48°26'14.32"W
Piper fuligineum Botucatu/SP 22°50'42.03"S

48°25'34.04"W
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Piper gaudichaudianum Sao José dos 25°33'01.8"S 49°14'10.8"W
Pinhais/PR
Piper Ihotzkyanum Botucatu/SP 22°53'32.57"S
48°28'57.45"W
Piper malacophyllum Novo Progresso/PA 7°06'59.0"S 55°24'22 1"W
Piper tuberculatum Tangara da Serra/MT ~ 14°37'29.0"S 57°29'09.1"W

As coletas foram efetuadas por estagdo do ano, realizadas nos meses de

marc¢o de 2015 a fevereiro/2016, para abranger o estudo de sazonalidade dos OEs.

4.4 SECAGEM DO MATERIAL BOTANICO

O material botanico foi selecionado retirando os galhos e as folhas foram
limpas e secas em estufa de ar circulante a 40°C até que a massa do material fosse

constante. As folhas secas foram submetidas a hidrodestilacao.

4.5 EXTRAGAO DO OE

O material vegetal seco foi grosseiramente triturado, 50 g do material em
1000 litro de agua destilada foram submetidos a hidrodestilagdo em aparelho de
Clevenger modificado por 4h. As extragbes foram realizadas no Laboratorio de
Ecofisiologia Vegetal- UFPR, campus Agrarias, devido a infraestrutura disponivel,
que permitiu realizar as triplicatas simultaneamente. Depois de realizada a
extracdo, o OE foi coletado ou extraido do hidrolato (3 x 10 mL) com hexano,

posteriormente, este foi secado com sulfato de sédio anidro e filtrado.

4.6 ANALISE EM CG-EM

Para a analise por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) a amostra foi diluida a 1% (v/v) em hexano e
analisada utilizando as seguintes condi¢des: coluna capilar de silica fundida Rtx-
5SMS (5% difenil + 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). O gas de
arraste empregado foi o hélio com vazao de 1,02 mL min-', em modo split 1:90,
estando o injetor a 250 °C e o sistema de ionizagdo 70 eV. Foi injetado 1 pL de
amostra na seguinte rampa de aquecimento: temperatura inicial 60 °C (0’) até
250°C, com aquecimento de 3 °C min'.

Para o calculo do indice de retencéo foi empregada uma série homoéloga

de hidrocarbonetos lineares saturados, C8 a C30.
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O indice de retengao experimental foi calculado utilizando a equagao de
Van den Dool e Kratz (1963) (demonstrada abaixo):

Tx Tn— 1

X ) 4+100 x G,
Tn—Tn_1>+ not

Indice aritmético = 100 x (C,, — Cp_1) X (

Os quais:

e Cn é o0 numero de atomos de carbono do n-alcano cujo tempo de
retengao € imediatamente superior ao tempo de retencao do analito;

e Cn1 € 0 numero de atomos de carbono do n-alcano cujo tempo de
retencao é imediatamente inferior ao tempo de retengéo do analito;

e Tx €& otempo de retengao do analito;

e Tné otempo de retengao do alcano Cy;

e Tnh1 € 0tempo de retencéo do alcano Cn-1.

Os componentes dos OEs foram identificados através da comparagao dos
indices de retengao e espectros de massas com a literatura Adams (2017) e os
espectros de massas também foram comparados com a biblioteca de massas NIST
14 (NIST, Gaithersburg, USA).

A quantificagao relativa foi determinada a partir da normalizagdo da area
dos picos com a area total do cromatograma, sem o uso de fator de corregéao.

As concentragdes médias relativas ( x) foram calculadas pela soma dos
valores das triplicatas, dividido pelo numero de amostras (no caso= 3). Conforme a
férmula:

n
— i-1%i

n

Sendo, x; o valor obtido € n 0 numero de amostras.
Para se conhecer a medida da dispersao dos valores em torno da média

realizou-se o calculo do desvio padrao (S ou DP) dado pela seguinte férmula:

_ ’Z(xi_f)z
S = n—1

Sendo x;0 valor obtido, X o valor da média e n 0 numero de amostras.
Todas as analises foram feitas em triplicata para os OEs expressos como

média  erro padrao.
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4.7 ANALISE MULTIVARIADA DE DADOS

A partir dos dados obtidos foi realizada a Analise dos Componentes
Principais (ACP do inglés- Principal Component Analysis- PCA), e o tratamento dos
resultados com o pacote PLS toolbox 3.0 (Eigenvector Research, Inc.) opera no
software Matlab® v.7.0.1 (Math Work Inc.)®.

Apos a identificagao dos OEs, a matriz de dados gerada a partir das tabelas
de identificacdo foi submetida aos procedimentos estatisticos multivariados com
valores centrados na média. Nessas matrizes foram levadas em consideragao as
concentracdes relativas calculadas para cada composto a partir da normalizagao
de area do cromatograma. No QUADRO 3 mostra a disposicdo das matrizes

geradas.
QUADRO 3 MATRIZES GERADAS PARA ANALISE DE COMPONENTE PRINCIPAL DOS OEs DE
Piper

Espécie Linhas* Colunas*
Piper aduncum 4 35
Piper crassinervium 4 26
Piper fuligineum 4 40
Piper gaudichaudianum 4 22
Piper Ihotzkyanum 4 25
Piper malacophyllum 4 37
Piper tuberculatum 4 22

*Linhas correspondem as amostras de OEs extraidas nas diferentes estagdes do ano e as colunas
os compostos identificados (atribuindo sua respectiva concentracdo em cada amostra) consideradas
as concentragdes médias das triplicatas.

A Analise de Componentes Principais (ACP) foi usada para reduzir a
dimensado dos dados e obter representagdo simultdnea das amostras (scores),
considerando a composicdo quimica dos OEs (loadings), a fim de gerar
agrupamentos ou separagdes entre as amostras, como tratamento dos dados, para
facilitar a interpretacao dos dados foi utilizado o pré-tratamento de centralizagao na
média, no qual retira o efeito da média e destaca as variagées em torno da média
(FERREIRA, 2015).

4.8 ISOLAMENTO DO DILAPIOL

Do OE de P. aduncum da estacao do verao foi realizado o isolamento do

dilapiol, por meio de CCDP, fase moével hexano:DCM 50:50, que resultou em 5



23

faixas. As faixas foram marcadas e raspadas da placa de vidro, e filtradas em funil
de buchner de vidro com placa sinterizada, eluidas em DCM e MeOH. As fragbes

foram secas a temperatura ambiente.

4.9 ISOLAMENTO DA MIRISTICINA

Do OE de P. gaudichaudianum da estagdo da primavera, que tem em sua
composicao cerca de 30% de miristicina, foi utilizada CCDP, fase moével
Hexano:DCM 50:50, que resultou em 3 faixas. As faixas foram marcadas e
raspadas da placa de vidro, e filtradas em funil de buchner de vidro com placa
sinterizada, eluidas em DCM e MeOH. As fragdes foram secas a temperatura

ambiente.

4.10 REACAO DE REDUGAO DO SAFROL

O procedimento foi adaptado da metodologia de Zheng e colaboradores
(1992). Em um balédo de 25mL solubilizou-se 50 mg de safrol (0,31 mol) em 1 mL
de hexano (99,5%). A esta solucéo foi adicionado 10% de catalizador Pd/C. A
reacao foi mantida com adi¢cao constante de gas hidrogénio (H2) a solugao e sob
agitacao por 12 horas. Ao término, a solugao foi filtrada em papel filtro, seca com
sulfato de sodio anidro, e filtrou-se novamente, entdo a solugcdo foi seca em
temperatura ambiente até a evaporacéao total do solvente. O produto de reacéo foi
purificado em coluna em fase liquida sob pressao reduzida (coluna a vacuo, termo
usual), utilizando silica gel 60 (230 - 400 mesh) (Merck, Germany) e funil de
bdchner em vidro, e o produto de reacgao foi eluido em hexano, entdo a fragao foi
evaporada em evaporador rotativo para retirada do solvente. O produto seco foi
transferido para um frasco tarado e o produto de reagao foi caracterizado através
de CG-EM considerando seu IA e fragmentagcao de massas, obtendo-se entdo o

diidrodafrol, com rendimento desta reacao foi de 72% m/m.

FIGURA 7 - REACAO DE REDUGCAO DO SAFROL

CH
o) = 0 3
H,(latm), Pd/C
12hT.a.
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4.11 REAGAO DE ISOMERIZAGAO DO SAFROL

O procedimento foi adaptado da metodologia de Luis e colaboradores
(2020). Em um balao de 25mL foram adicionados 10 mL de uma solug&o 3 mol L'
de KOH em butan-1-ol, e 100 mg de safrol (0,06 mol), e mantida a reagao em refluxo
a 120 °C em banho de 6leo por 4 h sob agitagdo magnética. Apds este tempo, a
mistura foi neutralizada com HCI 10% e a fase organica foi lavada sucessivamente
com agua destilada e solugéo aquosa de NaCl.

A fase organica foi extraida com hexano (3 x 30 mL), entdo a fase hexanica
foi rotaevaporada para redug¢ao do volume de solvente. A purificagao foi realizada
através de coluna em fase liquida sob pressao reduzida utilizando silica gel 60 (230
- 400 mesh) (Merck, Germany) e funil de blichner em vidro, e o produto de reagao
foi eluido em hexano, entdo a fragdo foi evaporada em evaporador rotativo para
retirada do solvente. O produto seco foi transferido para frasco tarado e o produto
de reacdo foi caracterizado através de métodos espectroscopicos e
espectrométricos, obtendo-se entdo o isosafrol, o rendimento desta reagao foi de

78% m/m. A FIGURA 3 mostra a reacao de isomerizacao do safrol.

FIGURA 8 - REACAO DE ISOMERIZACAO DO SAFROL

o P o X
KOH, l-butanol‘
120°C, 4h, refluxo

e} (@]

4.12 REAGCAO DE EPOXIDAGAO DO SAFROL

A sintese do epodxido safrol foi realizada seguindo a metodologia de Xu e
colaboradores (2017). Em um baldo de fundo redondo foi adicionado o acido m-
cloroperbenzoéico (m-CPBA) (0,9815 g, 0,15 mol) dissolvido em 6,20 mL de
diclorometano (DCM), seguido pela adigdo de safrol (0,500 g, 0,1 mol) a
temperatura ambiente. Apds agitagcao durante 24 horas, a mistura foi filtrada e o
precipitado foi rejeitado. O sobrenadante foi lavado trés vezes com solugéo de
NaOH 5% e, subsequentemente, trés vezes com agua deionizada. A camada
organica obtida foi seca sobre sulfato de sddio anidro (Na2S0a4). A purificagao foi
realizada por meio de cromatografia em coluna liquida (CCL) utilizando silica gel



25

60 (230 - 400 mesh) (Merck, Germany), e o produto de reagao foi eluido em hexano,
entdo a fragao foi evaporada em evaporador rotativo para retirada do solvente. O
produto seco foi transferido para frasco tarado e o produto de reacdo foi
caracterizado por meio de métodos espectroscopicos e espectrométricos, obtendo-
se entao o epoxido safrol, com rendimento de 82% m/m. A FIGURA 3 mostra a

reacao de epoxidagao do safrol.

FIGURA 9 - REAGAO DE EPOXIDAGAO DO SAFROL
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m-CPBA . o
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4.13 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As substancias isoladas e produtos de reacao foram identificados
principalmente por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os experimentos foram
conduzidos em dois equipamentos, em diferentes frequéncias. Os espectros foram
obtidos em espectrometros Bruker DPX 200 com campo magneético de 4,7 Tesla
(200 MHz para o nucleo de 'H), e/ou Bruker AVANCE IIl de 9,4 Tesla (400 MHz
para o nucleo de 'H). Foram realizados experimentos unidimensionais e
bidimensionais. Nos unidimensionais foram obtidos os espectros de RMN de
hidrogénio (RMN de 'H; 200, 400 MHz) e de carbono totalmente desacoplado
("3C{'H}; 50, 100 MHz). Os experimentos bidimensionais realizados foram os
mapas de correlagao direta 'H-'H (COSY) e 'H-3C (HSQC) e a longa distancia 'H-
13C (HMBC). Para os experimentos foram utilizados aproximadamente 0,5 mL de
solvente deuterado (cloroférmio-d), com tetrametilsilano (TMS, 0,05 % v/v) como
referéncia interna, e ajuste da homogeneidade do campo magnético. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (G) em relagdo ao TMS (G =0
ppm). As constantes de acoplamentos (J) foram expressas em Hertz (Hz). Os
espectros foram processados com o software Top Spin (verséo 4.0.8, Bruker
Biospin). As analises no equipamento de RMN em 200 MHz foram realizadas no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (LabRMN, DQUI-UFPR). E os

experimentos bidimensionais em 400 MHz, foram realizados no Centro de
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Ressonancia Magnética Nuclear localizado no Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFPR.

4.14 TESTES in vitro DO FITOPATOGENO Botrytis cinerea E Colletotrichum
sp.

Os testes in vitro foram realizados no Laboratério de Epidemiologia para
Manejo Integrado de Doengas (LEMID), localizado no Setor de Ciéncias Agrarias,
no Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade. O isolado de B. cinerea foi obtido
de uma propriedade de cultivo de morangos da variedade San Andreas, no
municipio de S&o José dos Pinhais. A coleta foi realizada no dia 07 de abril de 2017
e o seu isolamento em 10 de abril de 2017. Foi feita a identificacdo molecular do
isolado para caracterizagao da espécie.

O Colletotrichum sp., foi isolado de pimentao comercial, a coleta foi realizada
no dia 2 de margo de 2022 e seu isolamento foi realizado no dia 07 margo de 2022
pelo método indireto. Ainda sera realizada a deteccdo molecular para confirmagao
da espécie. O repique das culturas foram realizados periodicamente, e o cultivo foi
realizado a 25 °C por oito dias em camara de incubacgao, tanto para Colletotrichum

sp., como para o B. cinerea.

4.14.1 PREPARAGAO DOS INOCULOS

O repique das culturas foi realizado periodicamente para as espécies
trabalhadas, B. cinerea e Colletotrichum sp. O cultivo foi realizado a 25 °C por 7
dias em camara de incubacgao. Na placa de Petri contendo a cultura de 7 dias, foram
vertidos 10 mL de meio de cultura de batata dextrose (BD). Em seguida, foi feita
uma raspagem com alca de esfregago para retirada dos esporos para o BD. Esta
solugao foi passada por uma filtragem com gaze estéril para retirada de micélio e
particulados do meio de cultura de batata dextrose agar (BDA) provenientes da
placa que possam estar na solucdo. A solucao entao foi transferida para um tubo.
O tubo foi agitado durante 15 segundos em vortex para posterior contagem de
esporos na camara de Neubauer. A concentragao final do indculo a ser utilizado foi
de 10% esporos mL"' (FEHLBAUM et al., 1994).
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4.14.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA PELO METODO DE MICRODILUIGAO EM
CALDO

A atividade antifungica foi avaliada em ensaio de inibicdo de crescimento em
caldo BD (FEHLBAUM et al., 1994), com algumas modificacbes realizadas por
FIEIRA et al., 2013. A determinacédo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
realizada em microplaca de 96 pocos, as quantidades de cada poco estao descritas
na TABELA 1, e o diagrama da distribuicdo das placas com as concentragdes dos
oleos na TABELA 2.

As microplacas com os inéculos foram incubadas a 25 °C por 72 h em Estufa
Incubadora B.O.D. Foi observado o crescimento microbiano com o auxilio do leitor
de microplacas a uma absorbéancia de 650 nm. O experimento foi conduzido em
trés repeti¢cdes por tratamento e foram realizadas em triplicata. O valor da CIM foi
obtido quando as medidas de absorgdo das amostras dos OEs sado iguais ou
menores que a absor¢ao do meio de cultura ou se mantiveram com valores iguais
da primeira leitura, indicando que nao houve crescimento do fungo, assim indicando
100% de inibicdo. O antifungico iprodiona (Rovral ®) foi utilizado como controle
positivo de inibicdo de crescimento celular de B. cinerea e, o propineb foi utilizado
para Colletotrichum sp., e para as concentragdes utilizadas se seguiu o modelo de
concentragao utilizado pelos OEs.

As andlises das leituras das placas de microdiluicdo foram feitas no
laboratoério GIA (Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais — UFPR),
localizado no Setor de Ciéncias Agrarias, no equipamento da marca molecular
devices, modelo Spectra Max M2, de 5 a 96 pocos utilizando o filtro de 650 nm. As

leituras foram realizadas no tempo zero e 72 horas do inicio dos testes.



TABELA 1 QUANTIDADES EM pL POR POCO DA PLACA DE MICRODILUICAO
Quantidades por pogco em uL
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Concentrr:Eﬁo em pL Solug&o estoque de 200 uL mL" | Agua | Inéculo
1 0,5 39,5 160
2 1 39 160
4 2 38 160
6 3 37 160
Concentragao em pL Solugao estoque de 2000 uL Agua | Inéculo
mL-’ mL-’!
8 0,5 39,5 160
10 1 39 160
20 2 38 160
Concentrag_z?o em uL | Solugao estoquide 20000 uL Agua | Inéculo
mL mL
40 0,4 39,6 160
60 0,6 39,4 160
80 0,8 39,2 160
100 1 39 160
200 2 38 160
250 2,5 37,5 160
300 3 37 160
400 4 36 160
Concentragﬁo em pL | Solugao estqu(_e1de 40000 uL Agua | Inéculo
mL mL
600 3 37 160
800 4 36 160
1000 5 35 160
1200 6 34 160

TABELA 2 DIAGRAMA DAS DISTRIBUICOES DAS CONCENTRACOES NAS PLACAS DE
MICRODILUICAO (CONCENTRAGAO EM pL mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12

Al mc Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ MC
H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20

B| MC 1 1 1 20 20 20 | 250 | 250 | 250 | 1200 | MC

C| MC 2 2 2 40 40 40 300 | 300 | 300 | 1200 | MC

D| MC 4 4 4 60 60 60 | 400 | 400 | 400 | 1200, MC

E|( MC 6 6 6 80 80 80 600 | 600 | 600 | Inc | MC

F| MC 8 8 8 100 | 100 | 100 | 800 | 800 | 800 | Inc | MC

G| MC 10 10 10 | 200 | 200 | 200 | 1000 | 1000 | 1000 | Inc | MC

H Agu | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ | Inc+ MC
a H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20 | H20

*Os quais: MC: meio de cultura; Inc: solugdo contendo os esporos (indculos) e H20: agua.
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4.15 ANALISE DE CRESCIMENTO MICELIAL POR CONTATO (CMC)

Os OEs, compostos isolados e derivados foram adicionados ao meio BDA
para obtengdo das concentragbes 0; 25; 50; 100 pL ml' e vertidos cada
concentracdo em uma placa de petri. Discos de micélio contendo 5 mm de diametro
de cada isolado foram transferidos para meio BDA contendo cada concentragao.
As placas contendo os meios de cultura foram incubados a 25°C sob fotoperiodo
de 12 horas durante 3 dias (72 horas) para o B. cinerea e 5 dias (120 horas) para
o Colletotrichum sp.. O experimento foi conduzido em duas repeticbes por
tratamento, cada placa correspondia uma unidade experimental. A avaliacéo foi
realizada ao terceiro dia para B. cinerea e no quinto dia para o Colletrotrichum sp.,
apds a implantagdo do experimento, por meio da mensuragédo do tamanho da
colénia do micélio a partir de duas medidas diametralmente opostas com o auxilio
de paquimetro digital (Kingtools®), o experimento foi conduzido em quintuplicata.
A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi calculada usando a formula:

c-T
%ICM = [T]X 100

Nos quais: C = didmetro da testemunha;

T = didmetro médio do tratamento com os OEs, compostos
isolados e derivados.

Como meio de controle positivo foi utilizado o iprodiona para B. cinerea e
propineb (Antracol 700W ®) para o Colletotricum sp.. Na FIGURA 5 estao
representadas as suas estruturas quimicas.

Todos os resultados foram expressos como média = erro padrao e
comparados usando uma analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey com p <0,05. Para andlise dos dados utilizou se o programa estatistico R®
(R CORE TEAM, 2022).



30

FIGURA 10. ESTRUTURAS DOS FUNGICIDAS IPRODIONA E PROPINEB.
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4.16 ANALISE DE CRESCIMENTO MICELIAL POR VOLATILIDADE (CMV)

Nas placas de petri foram vertidos 10 mL de meio de cultura BDA e em sua
tampa foi colado um papel filtro de 4 mm de didmetro. Os OEs, compostos isolados
e derivados foram separadamente adicionados ao papel filtro na propor¢ao de
formar uma camara volatil nas concentragdes 0; 25; 50; 75 yL mL-'. Discos de
micélio contendo 5 mm de didmetro de cada isolado foram transferidos para meio
BDA contendo cada concentragao. As placas contendo os meios de cultura foram
incubados a 25°C sob fotoperiodo de 12 horas durante 3 dias (72 horas) para o B.
cinerea e 5 dias (120 horas) para o Colletotrichum sp., O experimento foi conduzido
em duas repeticdbes por tratamento, cada placa correspondia uma unidade
experimental. A avaliagao foi realizada ao terceiro dia para B cinerea e ao quinto
dia para o Colletrotrichum sp., apds a implantacdo do experimento, por meio da
mensuragdo do tamanho da colénia do micélio a partir de duas medidas
diametralmente opostas com o auxilio de paquimetro digital (Kingtools®), o
experimento foi conduzido em quintuplicata. O experimento foi conduzido em
duplicata, e foi utilizando a formula de %ICM do crescimento micelial por contato.
Como meio de controle positivo foi utilizado o iprodiona para B. cinerea e propineb
para o Colletotricum sp.. Todos os resultados foram expressos como média £ erro
padrdao e comparados usando uma analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey com p <0,05. Para analise dos dados utilizou se o programa
estatistico RStudio® (R CORE TEAM, 2022).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS OEs

Os rendimentos das extracdes dos OEs estao descritos no quadro 4:

QUADRO 4 RENDIMENTO DOS OEs DE Piper EXPRESSOS EM (% m/m)
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Espécie Verao* Outono* Inverno* Primavera*

P. aduncum 0,92+0,04 090+0,10 1,99+0,12 0,24 + 0,03

P. crassinervium 0,49+0,04 0,35+0,02 0,46 +0,03 0,44 + 0,03
P. fuligineum 0,62+0,05 0,25+0,03 0,38+0,00 0,31+ 0,00

P. gaudichaudianum 1,28+0,02 0,98+0,00 1,47 0,11 0,94 + 0,05
P. Ihotzkyanum 0,42+0,01 0,14+0,00 0,47 +0,00 0,20 £ 0,00
P. malacophyllum 0,71 +0,02 0,34+0,00 0,76+ 0,02 0,83 + 0,01
P. tuberculatum 0,10+0,00 0,10+0,00 0,28 +£0,00 0,24 + 0,01

* Dados da extragado em ftriplicata.

Pelos dados do quadro observamos que a P. gaudichaudianum e a P.
aduncum ambas na estagao do inverno obtiveram o maior rendimento e a espécie
com menor rendimento foi a P. tuberculatum. O rendimento dos OEs pode estar
associado a fatores intrinsecos e extrinsecos, por isso pode ser observada a
diferenca nos rendimentos, como em P. aduncum, que embora seja a com maior
rendimento no inverno (1,99% * 0,12), mas na primavera (0,24% + 0,03) seu
rendimento € muito menor (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

5.2 ANALISE DOS OEs DE P. aduncum

A quantificagao dos constituintes do OE de P. aduncum foi realizada com base
na area dos picos em relacdo a area total do cromatograma, permitindo-se
identificar 35 compostos, nas diferentes estacées do ano, conforme TABELA 3, na
qual esta representada a média das analises em triplicata. O cromatograma da

FIGURA 11 e 12 representam a analise do OE das folhas na estacao do verao.
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FIGURA 11 CROMATOGRAMA DE P. aduncum NA ESTACAO do VERAO.
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FIGURA 12 CROMATOGRAMA DE P. aduncum NA ESTAGAO do VERAO AREA DOS PICOS
AMPLIADA.
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Foi identificada 98,18% da composicdo dos OEs de P. aduncum. A
asaricina, miristicina e dilapiol foram os compostos maijoritarios, € quando somados
totalizam cerca de 82% da composicao total dos OEs. A FIGURA 13 mostra a
estrutura dos compostos majoritarios, o OE da estagdo do verado foi selecionado

para avaliagdo dos testes com os fitopatdégenos B. cinerea e Colletotrichum sp..

FIGURA 13 ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS ENCONTRADOS
EM OEs DE FOLHAS DE Piper aduncum

o AT 0

asaricina miristicina dilapiol

Fonte: ADAMS, 2017.
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Na FIGURA 14, é possivel observar, por meio do grafico, a distribuicido das
classes dos compostos nos OEs ao longo das estagdes do ano. Pelos valores
quantitativos das classes de compostos, nota-se que nao ha diferengas significativas
na composig¢ao dos OEs entre as estagdes do ano, o que o torna interessante para

um uso comercial.

FIGURA 14 GRAFICO DOS OEs DE P. aduncum — CLASSE DE COMPOSTOS POR ESTAGAO.
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5.2.1 AVALIACAO SAZONAL DOS OEs DE P. aduncum

Para os resultados da constituicdo quimica dos OEs obtidos de P. aduncum,
buscando-se uma melhor visualizacdo das semelhancas e/ou diferengas entre as
amostras nas diferentes estacbes do ano, realizou-se a Analise de Componentes
Principais (ACP). Nesta analise avaliaram-se os scores (FIGURA 15) e os loadings
(FIGURA 16), nos quais foram consideradas os valores das médias de cada estacao,
sendo possivel, avaliar as diferengas nos OEs de cada uma das amostras de cada
estacéao.

No grafico de scores dos OEs de P. aduncum, pode-se notar que a
Componente Principal 1 (PC1) explica 55,85% da variancia dos dados e a
Componente Principal 2 (PC2) explica 24,22% totalizando 80,07% da variancia. Estes
valores foram suficientes para evidenciar as diferencas de composig¢ao entre os OEs,
embora estas diferengas sejam pequenas. A PC1 diferencia os OEs das estagbes do

verdao e do outono, enquanto a PC2 destaca a estacdo do inverno em relagdo ao



36

outono e ao verao. O grafico de loadings traz a representacdo dos compostos

responsaveis pela variancia dos OEs (FIGURA 16).

FIGURA 15 GRAFICO DE SCORES DOS OEs EXTRAIDOS DE P. aduncum. (VERAO=1,
OUTONO=2 E INVERNO=3)
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No grafico de loadings dos OEs de P. aduncum, observa-se que os compostos
asaricina (18) e a-pineno (1), numerados conforme a tabela de elucidagao do OE, sao
responsaveis pela diferenciagdo na PC2 para a estacao do inverno, periodo em que
ha um aumento na producao destes compostos, destacando esta estacdo das demais.
E possivel notar uma diferenciagéo da estagéo do outono em relacéo a do verdo pela
PC1, na qual os compostos responsaveis sao -copaeno (10) e espatulenol (26) para
a estacédo do verdo, enquanto para o outono destacam-se o cubebol (21), a elemicina
(24) e o oxido de cariofileno (27) (A TABELA 30 traz o nome do composto com seu
respectivo numero do grafico de loadings, anexo 1, pagina 121). Compostos
responsaveis pela variancia dos dados dos OEs de P. aduncum estao representados
na FIGURA 17.
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FIGURA 16 GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DE OEs DE P.
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FIGURA 17 ESTRUTURA DE ALGUNS DOS COMPOSTOS

ENCONTRADOS NOS OEs DE P.

aduncum DE CARACTERISTICA SAZONAL

\\\\\\\\~ k

Iy

N

alfa-cubebeno (3) alfa-copaeno (5)

allo-aromadendreno (14) asaricina (18)

o
<O g
e}
¢}
~
oxido de cariofileno (27) dilapiol (18)

Fonte: ADAMS, 2017.
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5.3 ANALISE DOS OEs DE P. crassinervium

A quantificagédo dos constituintes dos OEs de P. crassinervium foram realizadas
com base na area dos picos em relagcado area total do cromatograma, permitindo-se
identificar 26 compostos, nas diferentes estagcdes do ano, conforme TABELA 4, na
qual esta representada a média das analises em triplicata. O cromatograma da analise

do OE das folhas na estacéo do inverno esta na FIGURA 18.
FIGURA 18 CROMATOGRAMA DE P. crassinervium NA ESTACAO do INVERNO.
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Foi identificada 92,74% da composi¢gdao dos OEs de P. crassinervium. O

germacreno D foi o composto majoritario na estacdo do inverno e na primavera
(24,66%= 0,35; 22,10% + 0,76 respectivamente) e com a maior concentracao entre os
compostos nas demais estagbes, em seguida o (E)-nerolidol teve sua maior
concentragdo na estacdo do verdo (21,06 %+2,34), o (E)- cariofileno e
biciclogermacreno com suas maiores concentragdbes na estagcdo do outono
(12,20%=1,18, e 18,35%=1,76 respectivamente).

A FIGURA 19 mostra a estrutura dos compostos maijoritarios da estacdo do
inverno, e este oleo foi selecionado para avaliagado dos testes com os fitopatdégenos

Botrytis cinerea e Colletotrichum sp..

FIGURA 19 ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS IDENTIFICADOS NOS
OEs DAS FOLHAS DE P. crassinervium.
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Fonte: ADAMS, 2017.
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No grafico (FIGURA 20) pode se observar a distribuicdo das classes dos
compostos nos OEs de P. crassinervium nas estagdes do ano. Pelo grafico observou-
se que os sesquiterpenos sao predominantes em todas as estacdes. No verao houve
a predominancia do (E)-nerolidol, e ocorre um aumento na produgdo dos

sesquiterpenos oxigenados.

FIGURA 20 GRAFICO DOS OEs DE P. crassinervium— CLASSE DE COMPOSTOS POR ESTACAO
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5.3.1 AVALIAGAO SAZONAL DOS OEs DE P. crassinervium

Para os resultados da constituicdo quimica dos OEs obtidos de P.
crassinervium, buscando-se uma melhor visualizacdo das semelhancas e/ou
diferencas entre as amostras nas diferentes estagdes do ano, realizou-se a Analise
de Componentes Principais (ACP). Nesta analise avaliaram-se os scores (FIGURA
21) e os loadings (FIGURA 22), nos quais foram consideradas as médias de cada
estacdo, para, simultaneamente, avaliar as diferengas nos OEs de cada uma das
amostras de cada estacgao.

No grafico de scores dos OEs de P. crassinervium, observou-se que a
Componente Principal 1 (PC1) explica 44,56% da varidncia dos dados e a
Componente Principal 2 (PC2) explica 40,10% totalizando 84,66% da varidncia dos
dados, que foram suficientes para evidenciar as diferencas de composicédo entre os
OEs extraidos em amostras de diferentes estagdes do ano, devido as suas

componentes estarem cada uma em um quadrante do grafico.
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FIGURA 21 GRAFICO DE SCORES DOS OEs EXTRAIDOS DE P. crassinervium. (PRIMAVERA=1,
VERAO=2, OUTONO=3 E INVERNO=4)

FIGURA 22 GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DE OEs DE P.
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Pelo grafico de loadings dos OEs de P. crassinervium podemos observar que

0s compostos (E)-cariofileno (5) e a-humuleno (8) s&o responsaveis pela diferenca da

composi¢cao do OE na estagao da primavera, se comparado com as demais estagdes,

devido a sua maior concentracdo nesta estacdo. E para a estacdo do verdo, os

compostos responsaveis pela variagdo foram o trans-calameneno (17), espatulenol

(20) e o 6xido de cariofileno (21); na estagdo do outono os responsaveis foram o -
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copaeno (6) e biciclogermacreno (13) e na estacao do inverno B-elemeno (3) e o a-
cadinol (26), nos quais se nota que a diferenga entre as estagbes do verao e o outono
esta na variagdo da concentragdo dos sesquiterpenos oxigenados e sesquiterpenos
respectivamente (TABELA 31 traz o nome do composto com seu respectivo numero
do grafico de loadings, anexo 1, pagina 122). Os compostos responsaveis pela
variancia dos dados dos OEs de P. crassinervium estao representados na FIGURA
23.

FIGURA 23 ESTRUTURA DE ALGUNS DOS COMPOSTOS ENCONTRADOS NOS OEs DE P.
crassinervium DE CARACTERISTICA SAZONAL
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Fonte: ADAMS, 2017.
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5.4 ANALISE DOS OEs DE P. fuligineum

A quantificagdo dos constituintes do OE de P. fuligineum foi realizada com base
na area dos picos em relacao area total do cromatograma, permitindo-se identificar 40
compostos, nas diferentes estagdes do ano, conforme TABELA 5, na qual esta
representada a média das analises em triplicata. O cromatograma da FIGURA 24

representa a analise do OE na estagéo do inverno.
FIGURA 24 CROMATOGRAMA DE P. fuligineum NA ESTAGAO do INVERNO.
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Foi identificada 82,13% da composi¢ao dos OEs de P. fuligineum. O composto
majoritario na estacdo do verdo, outono e inverno foi a asaricina (28,48%z+ 1,13;
16,03%= 1,43; 9,49% + 2,28, respectivamente). Na estagdo da primavera o majoritario
foi o globulol (12,92%% 0,23) seguido do 10-epi-y-eudesmol (9,08%=z 0,35).

Xiang e colaboradores (2017) mostraram o estudo de 19 espécies de Piper, e
o isolamento de asaricina, sendo este composto o melhor resultado na inibicdo da
enzima acetilcolinesterase que é relacionada ao mal de Alzheimer com uma dose de
ICs0 0,44 £ 0,02. Hematpoor e colaboradores (2017) mostraram a atividade repelente
e anti inseticida contra Sitophilus oryzae, Rhyzopertha dominica, e Plodiainter
punctella, de asaricina, isoasarona e trans-asarona isolados de extratos de Piper
sarmentosum Roxb, sendo que a asaricina mostrou um bom resultado inseticida
contra Plodia interpunctella.

A FIGURA 25 mostra a estrutura do composto majoritario da estagéo do verao,
e este Oleo foi selecionado para avaliagdo dos testes com os fitopatogenos Botrytis
cinerea e Colletotrichum sp. devido a concentragdo do composto majoritario.
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FIGURA 25 ESTRUTURA QUIMICA DO COMPOSTO MAJORITARIO IDENTIFICADO NOS OEs DE

P. fuligineum.
<°W
O T
Asaricina

Fonte: ADAMS, 2017.

Na literatura encontramos poucos trabalhos com P. fuligineum. Até o presente
momento podemos notar que a composicdo dos OEs desta espécie é composta
majoritariamente por sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados, e, isso pode ser
observado na FIGURA 26.

Pelo grafico podemos observar uma diferenca entre as estagdes da primavera
com as demais estagcbes, sendo que no verdo ha uma predominancia de
sesquiterpenos oxigenados, e observa-se uma menor produgao de sesquiterpenos e
maior producido de arilpropanoides, sendo que nesta estacdo a asaricina € o

majoritario.

FIGURA 26 GRAFICO DOS OEs DE P. fuligineum — CLASSE DE COMPOSTOS POR ESTACAO.

=)
0o
O
50,00 ~
o
a ot
o ® O — @
40,00 o~ 0 < a @ P
<t S\ — n O oy
0 o o ¢ o i
2 Sy e
X
S 30,00 S %
‘-§ o0
—
‘é‘ 20,00 S,
(e}
S—= = -
S N
o o - & <
10,00 E Q < :rt 28 2" S
(=] S
=23 E o -
0,00
Primavera Verao Outono Inverno
® Monoterpenos ® Monoterpenos oxigenados Sesquiterpenos
u Sesquiterpenos oxigenados Arilpropanoides




47

5.4.1 ANALISE SAZONAL DOS OEs DE P. fuligineum

Para os resultados da constituicdo quimica dos OEs obtidos de P. fuligineum,
buscando-se uma melhor visualizagdo das semelhancas e/ou diferencas entre as
amostras nas diferentes estacbes do ano, realizou-se a Analise de Componentes
Principais (ACP). Nesta analise avaliaram-se os scores (FIGURA 27) e os loadings
(FIGURA 28), nos quais foram consideradas as médias de cada estacado, para,
simultaneamente, avaliar as diferencas nos OEs de cada uma das amostras de cada
estacéao.

No grafico de scores dos OEs de P. fuligineum, observou-se que a Componente
Principal 1 (PC1) explica 63,20% da variéncia dos dados e a Componente Principal 2
(PC2) explica 24,76% totalizando 87,96% da varidncia dos dados, que foram
suficientes para evidenciar as diferengas de composicao entre os OEs extraidos em
amostras de diferentes estacdes do ano, devido as suas componentes estarem cada

uma em um quadrante do grafico.

FIGURA 27 GRAFICO DE SCORES DOS OEs EXTRAIDOS DE P. fuligineum. (PRIMAVERA=1,
VERAO=2, OUTONO=3 E INVERNO=4)
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FIGURA 28 GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DE OEs DE P.
fuligineum
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Pelo grafico de loadings dos OEs de P. fuligineum podemos observar que os
compostos allo-aromadendreno (20) e globulol (33) sdo os responsaveis pela
diferenca da composicao do OE na estacao da primavera com as estacdes de verao
e outono pela PC1, devido a sua maior concentragdo nesta estacdo destes
compostos. E para a estagdo do verdo, os compostos responsaveis pela variagao
foram o cis-6xido de linalool (furanoide) (8), p-menta- 2, 4 (8) —dieno (9) e a asaricina
(25); para a estagao do outono os responsaveis foram o a-cubebeno (12) e a-ylangeno
(13) e na estagao do inverno o (E)-nerolidol (30) (TABELA 32 traz 0 nome do composto
com seu respectivo numero do grafico de loadings, anexo 1, pagina 123). Os
compostos responsaveis pela variancia dos dados dos OEs de P. fuligineum estéao
representados na FIGURA 29.
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FIGURA 29 ESTRUTURA DE ALGUNS DOS COMPOSTOS ENCONTRADOS NOS OEs DE P.
fuligineum DE CARACTERISTICA SAZONAL
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5.5 ANALISE DOS OEs DE P. gaudichaudianum

A quantificacao dos constituintes do OEs de P. gaudichaudianum foi realizada
com base na area dos picos em relagao area total do cromatograma, permitindo-se
identificar 22 compostos, nas diferentes estacbes do ano, conforme TABELA 6, na
qual esta representada a média das analises em triplicata. A FIGURA 30 mostra o

cromatograma da analise do OE na estacao do inverno.

FIGURA 30 CROMATOGRAMA DO OE DE P. gaudichaudianum NA ESTACAO do INVERNO.
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Foi identificada 88,45% da composi¢cao dos OEs de P. gaudichaudianum. A
literatura mostra que os arilpropanoides sdo a classe de compostos majoritarios dos
OEs de P. gaudichaudianum sendo o dilapiol (87,8%) o composto majoritario

conforme descrito no trabalho de Schindler e Heinzmann (2017), o que corrobora com
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a elucidagdo dos OEs de P. gaudichaudianum deste trabalho que tém os
arilpropanoides como a classe de compostos predominantes, sendo o dilapiol
majoritario na estagdo do verdo. Pela analise da composigéo, foi possivel observar
que entre as estagdes ha diferengcas na producido dos arilpropanoides, como por
exemplo na estagcéo do verao o majoritario € o dilapiol (56,47% * 2,44), e na estagao
de outono a miristicina (31,16% £ 1,91) e no inverno o apiol (44,04% + 4,45). Isso
mostra que estudos de sazonalidade sao importantes para se compreender a
producdo de compostos do metabolismo especial, mostrando que fatores abidticos
influenciam sua producgao (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A FIGURA 31 mostra a estrutura dos compostos maijoritarios da estagao do
outono, e este 6leo foi selecionado para avaliagao dos testes com os fitopatégenos
Botrytis cinerea e Colletotrichum sp. devido a concentragdo dos compostos
majoritarios.

FIGURA 31 ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS ENCONTRADOS NOS
OEs DE Piper gaudichaudianum.
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Fonte: ADAMS, 2017.

A FIGURA 32 traz um grafico, no qual podemos observar a distribuicdo da
classe dos compostos nos OEs nas estagées do ano. Pelo grafico observou-se a

predominancia dos arilpropanoides em todas as estacoes.
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FIGURA 32 GRAFICO DOS OEs DE P. gaudichaudianum— CLASSE DE COMPOSTOS POR
ESTACAO.
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5.5.1 AVALIACAO SAZONAL DOS OEs DE P. gaudichaudianum

Para os resultados da constituicdo quimica dos OEs obtidos de P.
gaudichaudianum, buscando-se uma melhor visualizagdo das semelhangas e/ou
diferencas entre as amostras nas diferentes estacdes do ano, realizou-se a Analise
de Componentes Principais (ACP). Nesta analise avaliaram-se os scores (FIGURA
33) e os loadings (FIGURA 34) obtidos, nos quais foram consideradas as médias de
cada estacao, para, simultaneamente, avaliar as diferencas nos OEs de cada uma das
amostras de cada estacgao.

No grafico de scores dos OEs, observou-se que a Componente Principal 1
(PC1) explica 50,60% da variancia dos dados e a Componente Principal 2 (PC2)
explica 30,96% totalizando 80,56% da variancia dos dados, que foram suficientes para
evidenciar as diferencas de composicdo entre os OEs extraidos em amostras de
diferentes estagcdes do ano, devido as suas componentes estarem cada uma em um
quadrante do grafico (FIGURA 33). Notamos pela PC1 a diferenca dos OEs da
estagcao do inverno e do outono e a diferenca da estagao do verao e da primavera.
Pela PC2 ¢ evidenciado a diferenga da estagcado do inverno e do verédo e da estagao
do outono e da primavera. As componentes responsaveis pela distribuicdo das

estacdes no grafico de scores estdo representadas no grafico de loadings.



FIGURA 33 . GRAFICO DE SCORES DOS OEs EXTRAIDOS DE P. gaudichaudianum.
(PRIMAVERA=1, VERAO=2, OUTONO=3 E INVERNO=4)

FIGURA 34 GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DE OEs DE P.
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Pelo grafico de loadings dos OEs P. gaudichaudianum podemos observar que
os compostos a-pineno (1), B-pineno (2) e (E)-cariofileno (5) sdo responsaveis pela

diferengca da composicdo do OE na estacdo da primavera, se comparado com as

demais estagdes, devido a sua maior concentragao nesta estacido. E para a estacao

do verado, os compostos responsaveis pela variagdo foram o aromadendreno (7),
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biciclogermacreno (12) e o apiol (21), na estacdo do outono os responsaveis foram o
a-gurjuneno (4), a-muuroleno (13) e ledol (20), e na estagao do inverno o a-calacoreno
(16) (TABELA 33 traz o nome do composto com seu respectivo numero do grafico de
loadings, anexo 1, pagina 124). Os compostos responsaveis pela variancia dos dados

dos OEs de P. gaudichaudianum estao representados na FIGURA 35.

FIGURA 35 ESTRUTURA DE ALGUNS DOS COMPOSTOS ENCONTRADOS NOS OEs DE P.
gaudichaudianum DE CARACTERISTICA SAZONAL

alfa-pineno (1)  beta-pineno (2) alfa-gurjuneno (4) (E)-cariofileno (5) aromadendreno (7)
T
allo-aromadendreno (9) biciclogermacreno (12) alfa-muuroleno (13) alfa-calacoreno (16)
\O
o) P
o . <
| 0
o
~
o
~
dilapiol (21 .
ledol (20) ilapiol (21) apiol (22)

Fonte: ADAMS, 2017.

5.6 ANALISE DOS OEs DE P. lhotzkyanum

A quantificagdo dos constituintes do OE de P. /hotzkyanum foi realizada com
base na area dos picos em relagdo area total do cromatograma, permitindo-se
identificar 25 compostos, nas diferentes estacdes do ano, conforme TABELA 7, na
qual esta representada a média das analises em ftriplicata. A FIGURA 36 mostra o

cromatograma da analise do OE na estacao do inverno.
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FIGURA 36 CROMATOGRAMA DO OE DE P. lhotzkyanum NA ESTACAO do INVERNO.
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Foi identificada 85,53% da composicdo dos OEs de P. lhotzkyanum. O
biciclogermacreno foi o composto majoritario na estagao do outono (32,98%z 1,80) e
com a maior concentragao entre os compostos nas estagdes da primavera e inverno,
no verao o composto majoritario foi o 6xido de cariofileno (18,35% + 2,72), seguido do
biciclogermacreno (18,02% + 3,16) e o espatulenol (12,21% + 2,52).

A FIGURA 37 mostra a estrutura dos compostos majoritarios da estagao da
primavera, e este 6leo foi selecionado para avaliagao dos testes com os fitopatdgenos
Botrytis cinerea e Colletotrichum sp. devido a concentragdo dos compostos
majoritarios.

FIGURA 37 ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS ENCONTRADOS EM
OLEOS ESSENCIAL DE FOLHAS DE Piper Ihotzkyanum

E
e
H\\\\““
(E)-cariofileno biciclogermacreno

Fonte: ADAMS, 2017.

A FIGURA 38 mostra o grafico, no qual pode-se analisar a distribuicdo das
classes dos compostos nos OEs nas estacdes do ano. E possivel observar a
predominancia da classe dos sesquiterpenos nas suas composi¢cdes nas 4 estacdes
climaticas do ano, com uma diferenca apenas na estacdo do verdao, em que ha um

aumento significativo na produgéo de sesquiterpenos oxigenados.
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FIGURA 38 GRAFICO DOS OEs DE P. lhotzkyanum - CLASSE DE COMPOSTOS PORESTAGCAO
POR ESTACAO.
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4.6.1 AVALIAGAO SAZONAL DOS OEs DE P. Ihotzkyanum

Para os resultados da constituicdo quimica dos OEs obtidos de P.
Ihotzkyanum, buscando-se uma melhor visualizagdo das semelhangas e/ou diferengas
entre as amostras nas diferentes estagcdes do ano, realizou-se a Analise de
Componentes Principais (ACP). Nesta analise avaliaram-se os scores (FIGURA 39) e
os loadings (FIGURA 40) obtidos, nos quais foram consideradas as médias de cada
estagcao, para, simultaneamente, avaliar as diferencas nos OEs de cada uma das
amostras de cada estacgao.

No grafico de scores dos OEs de P. lhotzkyanum, observou-se que a
Componente Principal 1 (PC1) explica 49,10% da varidncia dos dados e a
Componente Principal 2 (PC2) explica 37,87% totalizando 80,97% da variéncia dos
dados, que foram suficientes para evidenciar as diferencas de composicédo entre os
OEs extraidos em amostras de diferentes estagdes do ano, e observou-se algumas
similaridades na composicao de duas estacbes outono e primavera ndo havendo
variancia significativa nas mesmas, devido ao fato de estarem no mesmo quadrante,

conforme observado no grafico.
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FIGURA 39 GRAFICO DE SCORES DOS OEs EXTRAIDOS DE P. lhotzkyanum. (PRIMAVERA=1,

VERAO=2, OUTONO=3 E INVERNO=4)
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Através da PC1 observa-se a diferengca da estacdo do verao das demais

estacdes pela diferenga na composigao dos OEs que se distingui das demais. Através

da PC2 nota-se a variancia da estagdo do inverno com as demais estagdes. As

componentes responsaveis pela distribuicao e diferenciacdo das estagdes no grafico

de scores estao representadas no grafico de loadings.

FIGURA 40 GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DE OEs DE P.
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Embora as estagdes da primavera e do outono estejam proximas, ha uma
pequena variancia entre elas, pelo grafico de loadings do OEs o composto
germacreno D (11) é o responsavel pela variagdo na estagdo da primavera; 0s
compostos a-gurjuneno (6) e biciclogermacreno (13) sao responsaveis pela diferenca
da composicao do OE na estagcao do outono se comparado com as demais estacoes,
devido a sua maior concentracao nesta estacéo. Para o inverno o E- cariofileno (7). E
para a estacao do verdo, os compostos responsaveis pela variagao foram o 6xido de
cariofileno (19), rosifoliol (20) e epdxido de humuleno 1l (21) (TABELA 34 traz o nome
do composto com seu respectivo numero do grafico de loadings, anexo 1, pagina 125).
Os compostos responsaveis pela variancia dos dados dos OEs de P. lhotzkyanum

estao representados na FIGURA 41.

FIGURA 41 ESTRUTURA DE ALGUNS DOS COMPOSTOS ENCONTRADOS NOS OEs DE P.
Ihotzkyanum DE CARACTERISTICA SAZONAL
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biciclogermacreno (13) oxido de cariofileno (19) rosifoliol (20) epéxido de humuleno I
(21) ZZ

Fonte: ADAMS, 2017.

5.7 ANALISE DOS OEs DE P. malacophyllum

A quantificagdo dos constituintes do OE de P. malacophyllum foi realizada com
base na area dos picos em relagdo area total do cromatograma, permitindo-se

identificar 37 compostos, nas diferentes estacbes do ano, conforme TABELA 8, na
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qual esta representada a média das analises em triplicata. A FIGURA 42 é referente
ao cromatograma mostra a analise do OEs na estagao do inverno.

Foi identificada 85,32% da composi¢cao dos OEs de P. malacophyllum. O y-
terpineno foi o composto majoritario na estagao da primavera e verao (25,64% + 3,58;
23,63% = 1,99 respectivamente). Nas estagdes do outono e inverno os compostos
majoritarios foram o a-selineno (20,79% = 0,56; 11,11% + 0,41) e o B-selineno
(18,19% £ 0,97; 10,03% = 0,40).

FIGURA 42 CROMATOGRAMA DE P. malacophyllum NA ESTAGAO do INVERNO.
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Ha poucos relatos sobre a composigdo dos OEs de P. malacophyllum. O
trabalho de Santos e colaboradores (2012) elucidaram pela primeira vez a composi¢cao
do OE de folhas coletadas em Floriandpolis que apresentou 28 compostos com a
predominancia de monoterpenos e monoterpenos oxigenados. A canfora (32,8%) e o
canfeno (20,8%) s&o os majoritarios e o OE apresentou ampla atividade
antimicrobiana, destacando-se a atividade antifungica moderada contra o fungo
leveduriforme  Cryptococcus neoformans e o filamentoso Trichophyton
mentagrophytes.

A FIGURA 43 mostra a estrutura dos compostos majoritarios da estagdo do
outono, e este 6leo foi selecionado para avaliagao dos testes com os fitopatégenos B.

cinerea e Colletotrichum sp. devido a concentragao dos compostos majoritarios.



002 26'€6 1G°G ze's8 ¥6°0 0626 €8°l 8216 |ejoL

,1°0 G50 710 20l 80°0 L¥'0 €70 Gz'0 |o[eyoewiy-oje 199} 0991 z8'se lg
19°0 Z6'9 860 G101 670 29'v ee'e 7K |0-D-p-Ud-| L-Ul|8S 8G9} 9691 99'GE 9¢
000 000 500 L¥'0 000 000 112 eyl |owsapna-p Z591 2591 LG'Ge &g
220 LG'L SL0 ¥e'C AN} 80°) 990 G0 (joA8u10)=) joj0INNW-D r¥oL Zr9lL 9l'se ¥¢
. . . . . . . . Oualpuspeuwole .
000 000 90°0 Ge0 Lo 9z'0 000 000 op opixode-oj/e 691 €e9l ¥8've €¢
000 000 100 120 000 000 000 000 [| ous|nwny ap opixods 8091 0l91 /6'ce T¢€
900 ¥8°0 90°0 vZ'L ¥0°0 G50 020 ZL0 euouadojdo-g 1091 091 GL'€E 1€
000 000 100 120 L0 €10 000 000 [orenb 0091 665l /G'€E 0¢F
910 60°0 200 9¢'0 900 zz'0 000 000 [0-1 L-uegagno G651 GBSl L¥'ee 62
100 L¥'0 80°0 2.0 900 ze0 000 000 [oJ0BIPIA Z651 Z651L Le‘ee 82
000 000 100 8z'0 zZLo 100 000 000 |oinqo|6 0651 88GlL Gl'ee LT
0z'0 0.C 910 €S’y 0L'0 99°L Ll 990 |o-g-g-uesdolny} 8861 ¥8GL 00'ce 9T
€20 9z'0 500 950 €10 S0 000 000 lous|njedss 1/G) 8/GlL 1.7¢ ST
000 000 ZL0 ¥€0 000 000 000 000 OUBI00E[ED-D v¥Gl vrSl e¥le vT
6L°0 LL'O 90°0 820 80°0 700 000 000 ousu|pJed-n 1€GL 6eSlL vZ'le €T
000 000 0L0 80°0 110 0L0 9L} eel ousIp-* | -eulpled-sue) €eGL €66l €0'le 2T
120 L) ZL0 vy'e 810 ¥S'L 120 11 OuBUIPJIED-Q zzsL ¥2S1 89°0¢ 12
680 080 ¥0°0 790 200 Ge0 810 0L0 ousul[as-p-/de-/ 0ZSL 816Gl ¢¥'0e 02
500 99°0 900 ve'L 500 ¥9°0 900 950 ousulpied-A €161 ¥LGL 0€0E 61
€00 9¢'0 600 €8l €10 0€'0 120 ¥2'0 ous|oinnw-n 006G} L0SL Z2.'62 8L
o LLLL 950 6,02 L) 0z't1 95} G001 ouaul|as-n g86vlL  G6VlL ¥S'6C Ll
ov‘o £0°01 160 6181 GL°L 286 8cl 96‘8 ouaujjas-g 871 98kl LlL'6Z 91
0L0 96} 000 000 620 20 ¥€0 €Ll oud|ayo0Isle 1871 98¥L 9.'8Z Sl
200 L0 ¥0°0 99'0 €00 ¥€'0 0Lo L¥'0 ousyoojsie-ide-Ip-G'y LivL 0l¥L 1S'8Z vl
110 0L 80°0 8¥'0 500 ¥Z'o 000 000 oualpuspewoie-ojje 8GY L L9yl GL'sz €I
500 G50 500 €90 90°0 Y0 LLO 1G0 ous|nwiny-n ZsrL €Syl ¥8'/Z TL
¥0°0 9/'L ¥2'0 0S‘c zeo 96'L Ge'0 ad) ousaipuspeuwiole 6EYL 6EYL GZ'/T LI
€50 91/ €0 L¥'8 £¥'0 619 880 9z'9 ous|yjoued-(3) Lyl 6Ll v¥'9Z 0L
000 000 100 8¢'0 €00 ¥Z'0 000 000 ousunfinB-p 6071 607l G0'9C 6
600 00°} LL0 9Ll 8z'0 G50 600 290 ousedoo-n v.i€l 9/€lL ¥9'vz 8
100 18'0 000 000 0L 050 Ge0 8¢‘0 |o--uauidia) vLLL L/1L 66'GL L
500 8y'c 000 000 8¢'0 10°G 670 A& ousjouidis} 980} 880l 60CL 9
zZ'0 Sh'sl 8L0 ze0 66°L £9'eZ 8G‘c ¥9'6Z ouauidia}-A 501 6501 68°0L G
zL0 GGLL 620 10 ¥6°0 0.9 €0‘) /16 ouaw|d-o Zz0L  GZ0L 256 Y
220 ve'L 000 000 190 19‘0L 88‘L WLl ouauldia}-n 101  9L0L LL'6 €
100 650 200 700 S0'0 ¥€0 SL'0 0.0 ousuld-g v16 9/6 €.'. T
620 €z'l €10 ZLo 0L‘0 99°0 ZL0 LO‘L ousuld-n z<6 Z¢6 L9 L
da (%) ewpan da (%) epaN da (%) epean  da (%) elpan ojsodwo) msw__@ V1 *L  oN
OUI3AU| ouojno OBIDA elaAeWlId wnjjAydooejew o

"ONY 04 S309VL1S3 SILNFHIHIA W3 ‘wnjAydodelew sedid 3@ S0 SON STLNISTFHd SOLSOJNOD SOA OYIVII4ILNIAI I SOJILINLIYY STDIAN] 8 V13avL



62

(Continuacdo da TABELA 8).

Classe de compostos Primavera Verao Outono Inverno
Monoterpenos 53,37 46,96 0,65 42,63
Monoterpenos oxigenados 0,38 0,50 0,00 0,87
Sesquiterpenos 33,58 35,99 62,15 37,13
Sesquiterpenos 6,94 946 22,52 13,29
oxigenados
Total 94,28 92,90 85,32 93,92

'indice aritmético calculado.?indice aritmético da literatura (ADAMS, 2017). DP -
Desvio padrdao. Compostos ndo detectados ou em trago (concentragdo <0,01%) séo
representados por (-). Sdo destacados em negrito os compostos majoritarios

FIGURA 43 ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS ENCONTRADOS EM
OLEOS ESSENCIAL DE FOLHAS DE Piper malacophyllum.
\\\&Ql‘\

H

alfa-terpineno gama-terpineno alfa-selineno beta-selineno
Fonte: ADAMS, 2017.

Pelo grafico (FIGURA 44) observa-se que existe entre as classes de compostos
produzidos por P. malacophyllum nas estagdes uma predominancia na produgao de
monoterpenos na primavera, no verao e no inverno, de sesquiterpenos no outono e o
aumento na producgdo de sesquiterpenos oxigenados e quase nenhuma produgéo de
monoterpenos nesta estagcdo. O que mostra que fatores abidticos podem influenciar a
produgao dos metabolitos secundarios nas plantas, como irradiagao solar, umidade,
temperatura, ataque de patégenos, como os principais fatores (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).
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FIGURA 44 GRAFICO DOS OEs DE P. malacophyllum - CLASSE DE COMPOSTOS PORESTAGCAO
POR ESTACAO.
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5.7.1 AVALIACAO SAZONAL DOS OEs DE P. malacophyllum

Para os resultados da constituicdo quimica dos OEs obtidos de P.
malacophyllum, buscando-se uma melhor visualizagdo das semelhangas e/ou
diferencas entre as amostras nas diferentes estacbes do ano, realizou-se a Analise
de Componentes Principais (ACP). Nesta analise avaliaram-se os scores (FIGURA
45) e os loadings (FIGURA 46), nos quais foram consideradas as médias de cada
estacdo, para, simultaneamente, avaliar as diferengas nos OEs de cada uma das
amostras de cada estacao.

No grafico de scores dos OEs de P. malacophyllum, observou-se que a
Componente Principal 1 (PC1) explica 80,92% da varidancia dos dados e a
Componente Principal 2 (PC2) explica 11,53% totalizando 92,45% da variancia dos
dados, que foram suficientes para evidenciar as diferengas de composi¢ao entre os
OEs extraidos em amostras de diferentes estagdes do ano, embora a diferenciacao
entre primavera e verdo nao ficou muito evidenciado devido a pouca variancia na sua
composicao.
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FIGURA 45 GRAFICO DE SCORES DOS OES EXTRAIDOS DE P. malacophyllum. (PRIMAVERA=1,
VERAO=2, OUTONO=3 E INVERNO=4)
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FIGURA 46 GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DE OEs DE P.
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Pela PC1 é possivel observa a diferengca entre as estagdes do verdo e

primavera com a estag&o do outono, e na PC2 a distingdo da estagc&o do inverno com

as demais estacgdes. Isso evidencia a diferenca na composicdo e/ou variacdo dos

compostos nos OEs de P. malacophyllum na estagdo do outono. As componentes
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responsaveis por essa diferenca da distribuicdo das estagcdes no grafico de scores
podem ser observadas pelo grafico de loadings.

Pelo grafico de loadings do OEs nota-se que para a estagdo da primavera o
composto responsavel da diferenciacdo das demais estacdes é o trans-cadina-1,4-
dieno (22). Para o verdo, os compostos responsaveis pela variagdao foram o a-
terpineno (3) e terpinoleno (6), para a estagéo do outono os responsaveis foram o 6-
cadineno (21), e o globulol (27), e na estagao do inverno o terpinen-4-ol (7) (TABELA
35 traz o nome do composto com seu respectivo numero do grafico de loadings, anexo
1, pagina 126). Os compostos responsaveis pela variancia dos dados dos OEs de P.
malacophyllum estao representados na FIGURA 47.

FIGURA 47 ESTRUTURA DE ALGUNS DOS COMPOSTOS ENCONTRADOS NOS OEs DE P.
malacophyllum DE CARACTERISTICA SAZONAL.

alfa-terpineno (3) terpinoleno (6) terpinen-4-ol (7)

HO, H
N
S

v

N

delta-cadinol (21) trans-cadina-1, 4 -dieno (22) globulol (27)

Fonte: ADAMS, 2017.

5.8 ANALISE DOS OEs DE P. tuberculatum

A quantificagdo dos constituintes dos OEs de P. tuberculatum foi realizada com

base na area dos picos em relagdo area total do cromatograma, permitindo-se
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identificar 22 compostos, nas diferentes estagdes do ano, conforme TABELA 9, na
qual esta representada a média das analises em ftriplicata. O cromatograma da

FIGURA 48 representa a andlise do OE de P. tuberculatum na estag¢ao do veréo.

FIGURA 48 CROMATOGRAMA DE P. tuberculatum NA ESTAGAO VERAO.

{x100,000)
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Foi identificada 81,50% da composic¢ao dos OEs de P. tuberculatum. O amorfa-
4,7(11) -dieno foi o composto majoritario na estagéo do verao (26,98%z+ 4,24) e com
a maior concentragdo entre os compostos nas demais estagdes, em seguida o
biciclogermacreno teve sua maior concentracéo na estacao do verao (12,04%+2,41),
o (E)- cariofileno e espatulenol com suas maiores concentragdes na estagao do outono
(10,71%=0,59, e 9,88%=1,07 respectivamente).

Santos e colaboradores (2015) em seu trabalho mostraram a composigao de
P. tuberculatum e a atividade da etoxicumarina O-desetilase (ECOD) em ratos, e como
majoritarios foram identificados o isocariofileno (13,2%) e germacreno D (36,3%). E o
OE mostrou inibicdo dose-dependente da atividade da etoxiresorufina-O-deetilase
(EROD) em ratos. Quando ao se comparar os majoritarios deste trabalho e o de
Santos e colaboradores, observa-se que ha predominancia de sesquiterpenos nos
OEs de P. tuberculatum.

Comparando a composicao dos OEs de P. tuberculatum descritos na literatura
e a composicdo dos OEs de P. tuberculatum deste trabalho, notamos uma
semelhanga com relagdo a classe predominante que no trabalho de Braga e
colaboradores (2018), que mostra a classe dos sesquiterpenos como predominante
com 45% da composi¢cao dos OEs de talos finos, e como maijoritarios o 6xido de
cariofileno com 32% e o (E)- cariofileno com 17,7 %, com material vegetal coletado
em Porto Velho em abril de 2008. A diferenga principalmente nos majoritarios, pode

estar relacionada principalmente a fatores como a localizagdo, o clima, fatores
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abiodticos, idade da planta e a ataques de fitopatdégenos e herbivoros. E isso evidencia
como é comum encontrar diferengas nas composi¢cdes de OEs de mesma espécie
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A FIGURA 49 mostra a estrutura dos compostos majoritarios da estagdo do
verdo, e este Oleo foi selecionado para avaliagdo dos testes com B. cinerea e

Colletotrichum sp.devido a concentracdo dos compostos majoritarios.

FIGURA 49 ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS ENCONTRADOS EM
OLEOS ESSENCIAL DE FOLHAS DE Piper tuberculatum.

segiace

amorfa-4,7(11)-dieno biciclogermacreno

Fonte: ADAMS, 2017.

Pela analise do grafico (FIGURA 50), pode-se observar que ha uma
predominancia de sesquiterpenos em todas as estagbes e que ha um aumento na
producdo dos sesquiterpenos oxigenados na estagdo do outono. Na estagdo do
inverno, quase nao ha produgao de arilpropanoides.

FIGURA 50 GRAFICO DOS OEs DE P. tuberculatum - CLASSE DE COMPOSTOS POR ESTAGAO

POR ESTACAO
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5.8.1 AVALIACAO SAZONAL DOS OEs DE P. tuberculatum

Para os resultados da constituicdo quimica dos OEs obtidos de P.
tuberculatum, buscando-se uma melhor visualizacdo das semelhangas e/ou
diferencas entre as amostras nas diferentes estagdes do ano, realizou-se a
Analise de Componentes Principais (ACP). Nesta analise avaliaram-se os scores
(FIGURA 51) e os loadings (FIGURA 52), nos quais foram consideradas as
meédias de cada estacgao, para, simultaneamente, avaliar as diferencas nos OEs
de cada uma das amostras de cada estacéo.

No grafico de scores dos OEs de P. tuberculatum, observou-se que a
Componente Principal 1 (PC1) explica 56,46% da variancia dos dados e a
Componente Principal 2 (PC2) explica 35,55% totalizando 92,01% da variancia
dos dados, que foram suficientes para evidenciar as diferencas de composi¢cao
entre os OEs extraidos em amostras de diferentes estacdes do ano, devido as

estacdes estarem cada uma em um quadrante do grafico de scores.

FIGURA 51 GRAFICO DE SCORES DOS OEs EXTRAIDOS DE P. tuberculatum.
(PRIMAVERA=1, VERAO=2, OUTONO=3 E INVERNO=4)
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Scores on PC 1 (56.46%)

Na PC1 nota-se que a diferenca entre as estacdes do verao e inverno da
estagcao do outono, pela PC2 a diferenca da estacédo do inverno e do verdo e a

estagao da primavera com a estagao do outono. As componentes responsaveis



70

pelas variancias e distribuicdo das estagdes no grafico de scores podem ser

observadas pelo grafico de loadings.

FIGURA 52 GRAFICO DE LOADINGS CORRESPONDENTE A SAZONALIDADE DE OEs DE
P. tuberculatum.
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Loadings on PC 1 (56.46%)

Pelo gréfico de loadings dos OEs, podemos observar que para a estagao
da primavera o composto (componente) é-amorfeno (16) foi responsavel pela
diferenciacao desta estacdo entre as demais. Para a estacdo do verao, os
(10),
biciclogermacreno (14) e [-bisaboleno (15), para a estagcdo do outono os

compostos responsaveis pela variacgdo foram o a-humuleno

responsaveis foram o 6-elemeno (4) sendo que este composto so foi identificado

nesta estacdo. Na estacdo do inverno os compostos foram o allo-
aromadendreno (11) e o y-muuroleno (12). (TABELA 36 traz o nome do
composto com seu respectivo numero do grafico de loadings, anexo 1, pagina
127). Os compostos responsaveis pela variancia dos dados dos OEs das de P.

Tuberculatum estao representados na FIGURA 53.
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FIGURA 53 ESTRUTURA DE ALGUNS DOS COMPOSTOS ENCONTRADOS NOS OEs DE P.
tuberculatum DE CARACTERISTICA SAZONAL.
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Fonte: ADAMS, 2017.
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5.9 ISOLAMENTOS DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS

5.9.1 ISOLAMENTO DO DILAPIOL

O isolamento do dilapiol do OE de P. aduncum da estagao verao (PAV)

via cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), resultou nas fragcoes

e suas respectivas massas, descritas na TABELA 10.

TABELA 10 RENDIMENTO DO FRACIONAMENTO DO OE DE P. gaudichaudianum

Fragéao Massa (mg) %
PAV-FR1 17,8000 29,67
PAV -FR2 10,7000 17,83
PAV -FR3 20,4000 34,00
PAV -FR4 3,2000 5,33
PAD -FR5 3,1000 5,17

Massa total: 55,2000 92,00

As fragdes foram submetidas a técnica de cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), as fra¢gées PAV-FR2 e PAV-FR3 mostraram-se puras
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e foram submetidas a analise de CG-EM na qual a fragdo PAV-FR3 estava pura
sendo possivel sua identificacdo, a PAV-FR2 mostrou-se impura com a mistura
dos compostos asaricina e miristicina. A FIGURA 54 mostra o cromatograma da

PAV-FR3 e a FIGURA 55 o espectro de massas.
FIGURA 54 CROMATOGRAMA DA PAV-FR3

FIGURA 55 ESPECTRO DE MASSAS DA PGV-FR3
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Pela analise do CG-EM foi possivel obter o IA de 1621, e comparando
com os dados da literatura e o espectro de massas, a fracdo PAV-FR3 foi
identificada como dilapiol (ADAMS,2017). Um estudo piloto com um pequeno
grupo de analogos de dilapiol em combinagcdo com o larvicida botanico a-tertienil,
mostrou que a modificacdo da molécula poderia levar a resultados mais
promissores. Isso mostra o potencial desse arilpropanoide como composto
bioativo (BELZILE et al., 2000; BUDZINSKI et al., 2008; CARBALLO-ARCE et
al., 2019; GOMES et al., 2016; LIU et al., 2014; OMAR et al., 2003).

4.9.2 ISOLAMENTO DA MIRISTICINA

O isolamento da miristicina do OE de P. gaudichaudianum da estagao

primavera (PGP) via CCDP, resultou nas fragdes e respectivas massas descritas
na TABELA 11.
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TABELA 11 RENDIMENTO DO FRACIONAMENTO DO OE DE P. gaudichaudianum

Fragéao Massa (mg) %
PGP-FR1 5,42 10,84
PGP -FR2 29,32 58,65
PGP -FR3 10,38 20,76

Massa total: 45,12 90,25

As fragdes foram submetidas a técnica de CG-EM a qual mostrou que a
PGP -FR2 estava pura e foi possivel realizar a sua identificacdo, as demais
fragcbes mostraram-se impuras. Na FIGURA 56 mostra o cromatograma da PGP-
FR2 e a FIGURA 57 o espectro de massas.

FIGURA 56 CROMATOGRAMA DA PGP-FR2

FIGURA 57 ESPECTRO DE MASSAS DA PCV-FR2
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Através dos dados obtidos da analise do CG-EM, identificou-se a
miristicina com um |A de 1520. Esta fracao foi separada para o teste biologico

frente ao B. cinerea.

5.10 DERIVATIZAGOES DO SAFROL

A classe dos arilpropanoides demonstrou maior atividade contra os fungos
estudados. Diante disso, realizou-se algumas derivatizagdes no esqueleto
basico para avaliagédo da atividade fungicida. A molécula de safrol foi escolhida
para esse estudo devido a sua disponibilidade no laboratério, além de ser um
produto comercial de custo relativamente baixo e de facil isolamento e
purificacéo da espécie de P. mikanianum (Atalanta-SC) e 6leo de sassafras, com
proporcao de aproximadamente 80% na composicao dos OEs dessas espécies
(CARNEIRO et al., 2020).

5.10.1 IDENTIFICAGAO QUIMICA DO DIIDROSAFROL

A reducéo da ligacao dupla do safrol forneceu o produto diidrosafrol com
rendimento de 72% (FIGURA 58), este composto foi identificado pela técnica de
CG-EM (FIGURA 59) pelo espectro de massas (FIGURA 60).

FIGURA 58 ESTRUTURA DO DIIDROSAFROL

FIGURA 59 CROMATOGRAMA DO DIIDROSAFROL
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Pelo espectro de massas do diidrosafrol, em comparacdo com o espectro
de massas do safrol, pode se observar a adicdo em massa de duas unidades

(2H). Pela fragmentacdo de massas do diidrosafrol, € possivel observar uma
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clivagem heterolitica da ligagdo do carbono alfa e beta ao anel aromatico,
havendo perda de massa de m/z 29 daltons, referentes a perda do radical etila
(#CH3CH2), havendo a formagdo de um ion tropilho dissubstituido m/z 135
daltons, conforme a FIGURA 60.

FIGURA 60 ESPECTRO DE MASSAS DO DIIDROSAFROL
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FIGURA 61 PROPOSTA DE FRAGMENTAGCAO DE MASSAS DO DIIDROSAFROL COM A
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5.10.2 IDENTIFICAGAO QUIMICA DO ISOSAFROL

A reacao de isomerizagao do safrol teve um rendimento de 78% (m/m) da
mistura de E-isoafrol e Z-isosafrol e, para a identificagdo desta mistura
denominada como ISOSAF foi utilizada a técnica de CG-EM, comparando os
valores do |IA e os espectros de massas do safrol e do produto de reacao
conforme as FIGURAS 62 a 65.

FIGURA 62 CROMATOGRAMA DO ISOSAF
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No cromatograma do ISOSAF (FIGURA 62) podemos observar a presenga
de dois picos, o qual ja era esperado a formagao do isosafrol nas configuragdes
E e Z. Nao foi observada mudangas no espectro de massas (figuras 63 a 65)
entre reagente e produtos, mas o IA sao diferentes, tendo o safrol o IR de 1290
e o isosafrol pico 1 IA de 1340 e o pico 2 IA de 1379, ambos foram comparados
com a literatura (ADAMS, 2017). Para elucidagdo completa dos produtos, estes
foram analisados por ressonéncia magnética nuclear (RMN), sendo possivel
determinar a estrutura do isosafrol (E-Z). Nas FIGURAS 62 a podemos observar

os espectros de RMN "H.
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FIGURA 63 ESPECTRO DE MASSAS DO SAFROL
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FIGURA 64 ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 1
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FIGURA 65 ESPECTRO DE MASSAS DO PICO 2
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A TABELA 12 mostra os dados obtidos do espectro de RMN observando os
nucleos do *H em 200 MHz.
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TABELA 12 DADOS DO ESPECTRO DE RMN "H EM 200MHz DO ISOSAFROL

n o ppm Multiplicidade Integral ()) Jz (Hz)
1(2) 6,25 d 1 11,83
1 (E) 6,33 d 1 14,25
2 (2) 5,68 dq 1 6,47,11,62
2 (E) 6,02 dq 1 6,47, 14,21
3 1,83 dd 3 1,50; 6,47
2' 6,87 S 1 1,02
5' 6,78 d 1 -
6' 6,72 d 1
1” 59 S 2 -
*Como solvente foi utilizado o Cloroformio deuterado (CCIsD) e como

referéncia interna o Tetrametilsilano (TMS).

Observando o espectro de RMN de 'H (FIGURA 66) do isosafrol foi
possivel identificar 3 hidrogénios aromaticos sendo 2 como dois dupletos com a
mesma constante de acoplamento, em 6,78 ppm e 6,72 ppm (1H, J = 7,81 Hz,
H-5', H-6’), o que evidencia um acoplamento na posigao orto e um simpleto em

6,87 ppm (1H, H-2’), evidenciando um anel aromatico trissubstituido.

FIGURA 66 ESPECTRO DE RMN "H EM 200MHz DO ISOSAFROL
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A atribuicdo para os sinais de hidrogénios referentes a isomerizagao
devido termos uma mistura obtivemos sinais para a configuragéo E e Z, como
os sinais de dois duplos quartetos em 5,69 ppm (1H, J=6,47; 11,62 Hz, H-2)
(FIGURA 67) e em 6,03 ppm (1H, J=6,47; 14,21 Hz, H-2) sendo Z e E
respectivamente. O sinal em 1,83 ppm sendo um duplo dupleto (3H, J=6,47Hz;
1,56 Hz, H-1), sinal tipico de hidrogenio ligado a carbono sp?, os sinais em 6,25

ppm (1H, J=11,83Hz, H-3) e 6,33 ppm (1H, J=14,25 Hz, H-3) como dupletos
referentes a configuragéo Z e E.

FIGURA 67 ESPECTRO DE 'H AMPLIADO EM 5,70 ppm

Os dados obtidos no espectro RMN de "*C estdo mostrados na TABELA 13.

O sinal em 618,32 ppm ¢ atribuido ao carbono 3’ do isosafrol, enquanto no safrol
este sinal € em 6115,6 ppm, nos carbonos 1’ e 2’ os sinais ocorrem em 130,56
ppm e 8123,56 ppm, e no safrol estes sinais sdo observados em 39,8 ppm e
136,5 ppm. Através dos espectros podemos confirmar a formacgao do isosafrol,

e pela técnica de CG-EM indica que o produto majoritario € o E-isosafrol (SILVA
et al., 2021).
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TABELA 13 DADOS DO RMN **C EM 50MHz DO ISOSAFROL OBTIDO NA REAGAO E DO
SAFROL COM DADOS OBTIDOS DA LITERATURA EM 75 MHz

n O ppm (isosafrol) & ppm (safrol literatura) *
1 130,56 39,90
2 123,56 137,60
3 18,32 115,60
1’ 132,51 133,80
2 105,34 108,10
3 147,93 147,60
4 146,52 145,80
5’ 108,2 108,10
6’ 120,07 121,30
17 100,9 100,80

*Fonte: SILVA et al., 2021

FIGURA 68 ESTRUTURAS DO ISOSAFROL E DO SAFROL
2 1

safrol isosafrol

5.10.3 IDENTIFICAGAO QUIMICA DO EPOXIDO SAFROL

A reacédo de epoxidacdo do safrol teve um rendimento de 82% (m/m)
denominado EPSAF e, para a identificacao deste composto foi utilizada a técnica
de CG-EM, comparando os cromatogramas e espectros de massas do safrol
(FIGURA 63) e do epdxido safrol (FIGURAS 70). No cromatograma do epoxido
(FIGURA 69) pode-se observar a presenga do pico em 33,10 minutos com um
IA de 1513. No espectro de massas € possivel observar a massa de 178 m/z,
com pico base de 135 m/z, tendo uma perda de 43 m/z, caracterizando a perda
do radical CHCH20e formando o ion tropilio dissubstituido. Os dados foram
comparados com a literatura e confirmou a formacdao do epodxido safrol
(WILLHALM et al., 1964).
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FIGURA 69 CROMATOGRAMA DO EPSAF
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FIGURA 70 ESPECTRO DE MASSAS DO EPSAF
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Na analise de RMN "H foram observados os sinais descritos na TABELA 14

e foram comparados com dados da literatura.
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TABELA 14 DADOS DO RMN "H EM 400 MHz DO EPSAF COM DADOS OBTIDOS DA

LITERATURA EM 400 MHz

N EPSAF 'H dppm Epéxido safrol
(literatura) 'H dppm
1a 2,78 2,70
1b 2,81 2,80
2 3,10 3,10
3a 2,53 2,53
3b 2,84 2,87
2 6,73 6,70
5’ 6,75 6,77
6’ 6,68 6,68
1” 5,93 5,93

FIGURA 71 ESPECTRO DE RMN DE '"H EM 400 MHz
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Observando o espectro de RMN de 'H (FIGURA 71) de EPSAF foi
possivel identificar 3 hidrogénios aromaticos sendo 2 como dois dupletos com a
mesma constante de acoplamento, em 6,75 e 6,68 ppm (1H, J = 7,81 Hz, H-5’,
H-6’), o que evidencia um acoplamento na posi¢ao orto e um simpleto em 6,73
ppm (1H, H-2’), evidenciando um anel aromatico trissubstituido. O sinal em 6,75
ppm (H-5’) apresentou estar sobreposto ao simpleto (6,73), mas isto nao
interferiu em sua atribuigcao.

Para os sinais de hidrogénios referentes a epoxidagéo observou-se sinais
sobrepostos decorrentes de hidrogénios geminais com deslocamentos distintos
devido as diferengas de ambientes quimicos e pelo travamento dos hidrogénios
através da ciclizagdo do epoxido do H1a e H1b. Isso pode ser observado na
FIGURA 72 na qual os sinais do hidrogénio 1a e 1b s&o distintos mesmo ligados
a um mesmo carbono, € ha uma sobreposi¢cao do H3b com deslocamento na
mesma regido. O sinal em 3,10 ppm (1H, dddd, H-2) (FIGURA 73) com uma
multiplicidade de um duplo duplo duplo dubleto, indicando os desdobramentos

com os 4 hidrogénios vicinais.

FIGURA 72 ESPECTRO DE RMN DE '"H EM 400 MHZ DOS H1a, H1b E H3b.
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FIGURA 73 ESPECTRO DE RMN DE '"H EM 400 MHZ DO H:
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O espectro de RMN de "*C{H} (FIGURA 74) revelou um total de 10 atdmos
de carbono. Destes, o sinal em d¢c 52,54 ppm (1C, C-2) e 46,78 (1C, C-1)
confirma a presencga de e carbono sp® ligado ao atomo de oxigénio, indicando a
formagao do epdxido. Além disso o sinal em &c 38,43 ppm (1C, C-3) foi atribuido
ao carbono benzilico sp®. Os sinais em 108,29 ppm (1C, C-5’), 109,29 ppm (1C,
C-6’) e 121,88 ppm (1C, C-2’) foram atribuidos a atomos de carbonos aromaticos
ligados a atomos de hidrogénio, e os sinais em 146,33 ppm (1C, C-3’) e 147,71
ppm (1C, C-4’) carbonos quaternarios ligados ao gupamento metilenodioxido, e
em 130,84 ppm (1C, C-1’) carbono quaternario ligado a carbono sp?, e o sinal
em 100,50 ppm (1C, C-1”) referente ao carbono sp? ligado a dois atomos de

oxigénio do cetal.
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FIGURA 74 ESPECTRO EM RNM **C EM 200MHz
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Pelo experimento de espectroscopia de Correlagcdo homonuclear 'H - 'H
(COSY) (FIGURA 75) é possivél observar o acoplamento entre os hidrogénios.
Por meio desta técnica foi possivél determinar os deslocamentos dos
hidrogénios (1a, 1b e 3b), os quais tem deslocamentos quimicos muito préximos
e com sobreposicao de sinais, conforme pode ser observado na FIGURA 76 .
Também foi possivél determinar o acoplamento vicinal do H2 com H1a, H1b,
H3a, e H3b, além dos acoplamento geminais do hidrogénios. Na FIGURA 77 se

observou o acoplamento orto de H5’e HE'.
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FIGURA 75 MAPA DE CORRELACAO COSY H - 3C
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FIGURA 76 MAPA DE CORRELACAO "H-'H AMPLIADO NA REGIAO DE 2,88 A 2,70 ppm
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FIGURA 77 MAPA DE CORRELAGAO "H-'H AMPLIADO NA REGIAO DE 6,80 A 6,50 ppm
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Os hidrogénios de anel aromatico em EPSAF 6,73 ppm (H-5’) e 6,68 ppm
(H-6’) revelaram no mapa de correlagdo do Correlagdo heteronuclear a uma
ligacdo- editado (HSQC-ED) correlagao direta com os carbonos em 108,0 ppm
(C-5) e 109,5 ppm (C-6’), respectivamente, e em 6,73 ppm (H-2’) correlagdo com
o carbono em 121,88 ppm (C-2’). Através do mapa de correlagao foi possivél
observar os atomos de hidrogénios heterotdpicos, no qual pode ser observado
na FIGURA 78 , na qual observamos os sinais em 2,78 (H-1a) e 2,81 (H-1b)
correlacionados com o carbono em 52,51 ppm (C-1), e os sinais em 2,53 (H-3a)
e 2,84 (H-3b), correlacionados com o carbono em 38,43 (C- 3). E a correlagéo

direta do sinal em 3,10 ppm (H-2) com o carbono em 52,54 ppm (C-2).



FIGURA 78 MAPA DE CORRELAGCAO DO HSQC-ED ('H-*C) DO EPOXIDO.
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FIGURA 79 MAPA DE CORRELAGCAO DO HSQC-ED ('H-*C) DO EPOXIDO

AMPLIADA.
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Pelo experimento de RMN de Correlagdo heteronuclear de multipla-

ligagdo (do inglés- Heteronuclear multiple-bond coherence — HMBC) ['H-13C]

realizado em 400 MHz, foi possivél determinar a posicdo do H2' pelo

acoplamento a longa distancia, que acopla a 2 ligagdes com o sinal em 130,84
(C-1’) e a 3 ligagcbes com os sinais em 121,88 ( C-6’), 147,71 (C-4’) e 38,43 (C-

ppm

20

40
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3). E do H-6’ pelo acoplamento a longa distancia, que acopla a 2 ligagées com o
sinal em 109,29 (C-5’) e a 3 ligagbes com os sinais em, 147,71 (C-4’) e 38,43
(C-3), conforme a FIGURA 80 .

Pelo mapa de correlacdo do HMBC, foi possivél atribuir a posicado do
epoxido pelo acoplamento do sinal do H-2 com os sinal a 2 ligagdes de 38,43 (C-
3) e a 3 ligagdes do sinal em 130,84 (C-1’). Assim sendo psosivel determinar a
estrutura do epoxido safrol (FIGURA 81).

FIGURA 80 MAPA DE CORRELACAO HMBC DE "H-"*C EM 400 MHz AMPLIADO.
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FIGURA 81 ESTRUTURA DO EPOXIDO SAFROL
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5.11 TESTES BIOLOGICOS PARA DETERIMNAGAO DA CONCENTRAGAO
MiINIMA INIBITORIA PARA B. cinerea

A TABELA 15 traz os comparativos dos resultados de inibicdo do fungo
B. cinerea pelos OEs das sete espécies estudadas. Alguns OEs da mesma
espécie que apresentaram diferengas nos seus constituintes majoritarios em
funcdo da estacdo do ano foram submetidos ao teste, como a P.
gaudichaudianum que na estagao do verao tem como majoritario o dilapiol 56,47
+ 2,44 e o apiol 12,76 + 0,89 e na estagao do outono o majoritario € a miristicina
31,16 £ 1,91 seguido do dilapiol 15,20 + 1,21 e apiol 17,02 + 2,21.

Observa-se que nado houve alteracdo na medida de Densidade optica
(DO) na amostra testemunha entre as duas medidas, como é esperado. Ja para
o controle negativo, que serve para verificar a viabilidade do fungo, observa-se,
em todos os testes, seu crescimento na leitura de 72 horas (aumento da DO).
Os OE de P. gaudichadianum da estacao do verao apresentou forte atividade
contra o B. cinerea, com CIM de 20 yL mL', e P. aduncum apresentou um CIM
de 60 pL mL". Os compostos majoritarios sdo dilapiol (56,44% +2,44) e apiol
(12,76% +0,89) e mostrados na FIGURA 82.

Os demais OE apresentaram uma CIM superior a 400 uyL mL-'. Os OE de
P. Ihotzkyanum da estagcdo do verdo e P. malacophyllum da estagdo da
primavera nao apresentaram um valor de CIM dentro da faixa estudada. Para
P. tuberculatum a CIM foi de 1000 yL mL"", o valor obtido é corroborado pelo
estudo de Ruiz-Vasquez e colaboradores (2022), em que o OE desta espécie
coletada no Peru apresentou uma CIM de 800 ug mL™", apresentando baixa

inibicdo frente ao B. cinerea.
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FIGURA 82 — ESTRUTURA DOS MAJORITARIOS DO OE DE P. gaudichaudianum E P.
aduncum DA ESTACAO DO VERAO.
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Atualmente o fungo B. cinerea € controlado por dois principais
agrotoxicos, os quais foram utilizados como controle positivo, cujos principios
ativos sao: procimidona (Sumilex®) e o iprodiona (ROVRAL®). O mesmo teste
realizado com os OEs foi feito, utilizando o iprodiona para uma comparacao da
atividade. A TABELA 18 mostra os resultados desses testes.

Foram realizados os testes de microdiluicdo em placa de 96 pogos com o
composto miristicina, dilapiol e misturas de arilpropanoides dilapiol: apiol (40:60),
e asaricina: miristicina: dilapiol (39:42:19), os resultados estdo descritos na
TABELA 16. A miristicina teve o melhor resultado com uma CIM de 40 yL mL",
seguido dos valores das misturas de arilpropanoides com 60 uL mL-' em ambas
as amostras, o resultado do dilapiol foi de 800 yL mL-', o que mostra que o
dilapiol tem baixa atividade contra os esporos de B. cinerea. Embora o OE de P.
gaudichaudianum e de Piper aduncum possuam em sua composi¢ao o dilapiol,
o valor baixo da CIM pode ser explicado pelo fato do efeito sinérgico, devido a
mistura complexa dos OEs (BENATO et al, 2018).

Um estudo relata que o dilapiol efetivamente tem a eficacia sinergética da
piretrina em cepas resistentes do besouro da batata do Colorado. Um estudo
piloto de um pequeno conjunto de analogos de dilapiol com o larvicida botanico,

a-tertienil, mostrou que a modificagdo da molécula poderia levar a sinergistas
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mais eficazes. Fazolim e colaboradores (2023) mostraram que o dilapiol isolado
de P. aduncum mostrou-se eficaz tanto separadamente quanto em misturas
binarias frente a larva do caruncho (Spodoptera frugiperda), com um LDso = 0,35
ppm puro e de LDso = 0,03 ppm na combinagao binaria com g-cariofileno. Isso
mostra o potencial deste arilpropanoide para ser usado em combinacido com
agroquimicos devido ao seu efeito sinergista, ja que isolado ndo apresentou
enfeito significativo frente aos esporos de B. cinerea e o OE apresentou uma
CIM de 20 yL mL-" (BELZILE et al., 2000; BUDZINSKI et al., 2008; CARBALLO-
ARCE et al., 2019; FAZOLIM et al., 2023GOMES et al., 2016; LIU et al., 2014;
OMAR et al., 2003).

O safrol foi escolhido devido a sua semelhanga estrutural com os
arilpropanoides majoritarios das espécies de Piper, que apresentaram atividade
bioldgica frente ao B. cinerea, e por ser um composto comercial, ja que o dilapiol,
apiol e miristicina até o presente momento s6 séo obtidos através do isolamento
vegetal e tem alto valor comercial agregado. Os resultados estao apresentados
na TABELA 17. O melhor resultado foi do epdxido safrol com uma CIM de 100
uL mL", e o safrol e o isosafrol tiveram o mesmo valor de CIM de 200 yL mL"",
e o diidrosafrol uma CIM de 400 yL mL-". Isso mostra que mudanga na estrutura
do safrol pode aumentar ou diminuir a sua atividade, e que a remogao da ligagéao

dupla no caso da hidrogenagao diminuiu em 100% a atividade biolégica.

5.12 TESTES BIOLOGICOS PARA DETERIMNAGAO DA CONCENTRAGAO
MINIMA INIBITORIA Colletotrichum sp..

Para o fitopatégeno Colletotrichum sp. foram feitos os testes com os OEs
de Piper, produtos de reacdo do safrol e a mistura de arilpropanoides asaricina:
miristicina: dilapiol (39:42:19).

Os resultados estao apresentados na TABELA 19, nos quais os OEs de
P. aduncum e P. gaudichaudianum apresentaram resultados promissores com a
CIM de 200 yL mL-", e trés espécies nao foi possivel determinar o valor do CIM.
Isso mostra que para esse fitopatégeno os OEs de Piper ndo possuem uma alta
atividade se comparados com os resultados contra B. cinerea. Para se entender
os motivos das atividades observadas, experimentos de mecanismo de ag¢ao do

OEs frente aos fitopatdgenos sdo necessarios.
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Os resultados para o safrol produtos de reacédo e a mistura de
arilpropanoides estdo apresentados na TABELA 20. Os resultados mostraram
que o isosafrol e a mistura de arilpropanoides o CIM foi de 200 yL mL-", para o
epoxido safrol foram de 250 yL mL' e de 600 yL mL™" para o diidrosafrol e o
safrol. O valor obtido para o isosafrol e o epdxido safrol sdo os mesmos
apresentados para o fitopatdogeno B. cinerea. Embora tenham uma CIM com
valor relativamente superior ao controle positivo (6 ug mL"), o isosafrol pode ser
um produto promissor em seu uso como biofungicida, embora testes sejam
necessarios para comprovar sua eficacia contra a doenca da antracnose. Os

valores obtidos pelo controle positivo estdo apresentados na TABELA 21.
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5.13 TESTE DE INIBIGAO DOS OEs DE Piper FRENTE AO CRESCIMENTO
MICELIAL RADIAL POR CONTATO PARA O FITOPATOGENO B. cinerea.

A TABELA 22 traz os resultados obtidos da inibicdo do crescimento
micelial do B. cinerea frente aos 6leos selecionados. Alguns OEs da mesma
espécie que apresentaram diferengas nos seus constituintes majoritarios em
funcao da estacédo do ano foram submetidos aos testes, como a P. aduncum e a
P. crassinervium.

Pode-se observar que os OEs de P. aduncum, P. fuligenium e P.
gaudichaudianum, apresentam uma inibigcdo ao crescimento micelial superior a
80%, com destaque para P. gaudichaudianum com uma inibigdo superior de 90%
em concentragdes de 20 uL mL-'. Como em sua grande maioria os OE que
apresentaram atividade possuem em sua composi¢ao arilpropanoides, isso
mostra o potencial destes compostos na inibi¢ao do fitopatdégeno B. cinerea. Nas
FIGURAS 83 a 85 (anexo 1, paginas 128 e 129) traz as fotos das placas de petri
na 12 hora e em 72 horas nas concentracdes utilizadas nos tratamentos com os
OEs de Piper.

Foram testados os arilpropanoides isolados, conforme a TABELA 23, no
qual pode-se observar que alguns compostos e misturas tiveram uma inibicao
acima de 80%, como a miristicina, dilapiol:apiol (40:60) e miristicina:dilapiol:apiol
(16:36:48) em uma concentragdo de 100 yL ml'. O que se observa é que os
arilpropanoides isolados dos OEs Piper possuem atividade contra o fitopatoégeno
B. cinerea. Embora esta inibicdo ndo seja igual ou superior ao do controle
positivo, esse € um excelente resultado, visto que os compostos sao de origem
vegetal com toxidez menor que os agroquimicos comerciais, podendo ser uma
alternativa no controle do B. cinerea. Mas para isso sao necessarios testes para
avaliagdo dos niveis de toxidez dos compostos naturais em seres vivos
(BHAVANIRAMY et al., 2019; BEDNARCZUK et al, 2010). Nas FIGURAS 86 a
88 (anexo 1, paginas 128 e 129) traz as fotos das placas de petri na 12 hora e
em 72 horas das concentragdes utilizadas nos tratamentos dos compostos
isolados dos OEs de Piper e produtos de reacao do safrol.



99

5.14 TESTE DE INIBIGAO DOS OEs DE Piper FRENTE AO CRESCIMENTO
MICELIAL RADIAL POR VOLATILIZAGAO PARA O FITOPATOGENO B.

cinerea.

Os resultados obtidos dos testes biologicos estdao descritos na TABELA
24. Os OEs que apresentam inibicdo por volatilizagcdo sdo P. aduncum, P.
fuligineum e P. gaudichaudianum, tendo uma inibicdo acima de 90 %, sendo os
melhores resultados em concentragéo de 25 yL mL™" para B. cinerea. E para P.
fugilineum e P. gaudichaudianum que tem inibicdo acima de 80% na
concentragdo de 75 yL mL™". Analisando a composigdo dos OEs, identificou-se
que arilpropanoides sao os componentes majoritarios, sugerindo seu potencial
como agentes fungicidas ou fungistaticos contra B. cinerea. As FIGURAS 89 a
91 (Anexo 1, paginas 131 e 130) apresentam fotografias das placas de Petri
imediatamente apos o inicio do experimento (1 hora) e apos 72 horas,
mostrando os efeitos dos tratamentos com os OEs de Piper nas concentragdes
utilizadas nos tratamentos.

Nerilo e colaboradores (2020) em seu estudo mostrou a atividade do OE
de Zingiber officinale Roscoe contra Aspergillus flavus em graos de milho
armazenados, indicando uma possivel atividade pés-colheita deste OE em locais
de estoque dos graos de milho evitando o aparecimento do fitopatégeno A.
flavus. Estudos mostram que a atividade antifungica dos OEs se deve a um efeito
sinérgico dos metabdlitos especiais, e que também foram observadas as
diferengas da atividade antifungica dos seus compostos isolados e as atividades
dos 6leos (RAKASH et al., 2015; WANG et al., 2018; LASRAM et al., 2019).

Foram testados os arilpropanoides isolados, conforme a TABELA 25, e
observou-se que os isolados apresentaram valores significativos na inibigdo por
volatilizagdo, a miristicina teve uma inibigdo acima de 86 %, mas destaca-se o
safrol que apresentou uma inibicdo superior a 70%. Nos compostos de
modificacdo estrutural do safrol, o isosafrol se destaca, pois apresentou uma
inibicdo de acima de 99% em uma concentragdo de 75 uL mL™', isso mostra que
a posicao da ligagao dupla aumenta a reatividade da molécula do isosafrol, ja o
epoxido safrol ndo apresentou atividade por volatilizagao; isto mostra que a
atividade desta molécula pode estar ligada ao grupamento alila (CARRASCO et
al., 2012). Nas FIGURAS 92 a 94 (anexo 1, paginas 132 e 133) traz as fotos das
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placas de petri na 12 hora e em 72 horas nas concentracdes utilizadas nos

tratamentos dos isolados dos OEs de Piper e produtos de reagao do safrol.

5.15 TESTE DE INIBIGAO DOS OEs DE Piper FRENTE AO CRESCIMENTO
MICELIAL RADIAL POR CONTATO PARA O FITOPATOGENO
Colletotrichum sp.

A TABELA 26 traz os resultados da inibicdo dos OEs contra o fungo
Colletotrichum sp. pelos OE das sete espécies estudadas. O OE da P.
crassinervium que apresentou diferencas na composi¢ao do maijoritarios, foram
submetidos aos testes da conforme ja apresentado neste trabalho.

Pela TABELA 26, pode-se observar que apenas a P. aduncum da estacao
do verao teve uma inibigdo de 91,24% + 6,58, na concentragdo de 100 yL mL-"
e a P. gaudichaudianum da estagcao do outono apresentou uma inibigdo de
80,27% * 5,51 na concentragédo de 100 uL mL-'. Como nas composigdes destes
dois OEs tem-se como maijoritarios os arilpropanoides, testar estes compostos
isolados podem dar um melhor entendimento sobre a atividade deste OE, se sua
agao se deve aos compostos majoritarios ou pela agéo sinérgica presente nos
OEs.

Na TABELA 27 apresenta os resultados do safrol e os produtos de reacéo.
O safrol ndo apresentou resultado significativo para a inibicdo, mas os produtos
derivados do safrol, apresentaram valores superiores com aumento da inibi¢ao,
sendo de 75,41% £ 6,89 para o isosafrol e para o epoxido safrol um valor de
67,23% + 6,87. Em seu estudo Sanchez e colaboradores (2011), avaliaram o OE
de P. marginatum contra Alternaria solani, o qual apresentou um bom efeito
fungistatico, e na sua composigcédo tem-se o composto majoritario isosafrol com

37,31%. Isso mostra o potencial deste composto no controle de fitopatdgenos.
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5.16 TESTE DE INIBICAO DOS OEs DE Piper, ISOLADOS E PRODUTOS DE
REAGCAO, FRENTE AO CRESCIMENTO MICELIAL RADIAL POR
VOLATILIZAGAO PARA O FITOPATOGENO Colletotrichum sp..

Os resultados obtidos dos testes bioldgicos estdo descritos na TABELA 28
os OEs que apresentam inibigao por volatilizagdo sdo P. aduncum, da estagao do
verdo 77,73 + 4,32 respectivamente, em uma concentragdo de 75 yL mL™', sendo
os melhores resultados para Colletotrichum sp., ja que o controle positivo ndo
apresenta valor significativo de inibi¢ao por volatilizagao, podendo estes OEs serem
um alternativa para o pos colheita em armazéns e camaras de estoque agindo por
fumigacdo (NERILO et al.,2020). Os demais OEs ficaram com valores abaixo de
60%.

Para o safrol e o isosafrol os resultados estao apresentados na TABELA 29,
que mostra para o safrol e isosafrol o resultado da taxa de inibicado do crescimento
micelial por volatilizagao frente ao Colletotrichum sp., foi de 68,23% * 4,80 e 64,23
+ 5,42 respectivamente, em uma concentragdo de 75 pyL mL™', isso mostra que
neste caso a mudanga da posi¢céo da ligacao dupla ndo alterou a interagdo na

inibicdo do Colletotrichum sp., o que é diferente ao observado para o B. cinerea.

6. CONCLUSOES

A analise quimica dos OEs das sete espécies de Piper, revelou que em cada
um dos oleos ha compostos majoritarios com concentragado superior a vinte por
cento de area relativa. Os majoritarios nos OEs estudados foram para P. aduncum
a miristicina, dilapiol e asaricina; para P. crassinervium o germacreno D e o E-
nerolidol; P. fuligineum a asaricina e o 6-cardineno; para P. gaudichaudianum, o
dilapiol, apiol e a miristicina; para P. lhotzkyanum o biciclogermareno; P.
malacophyllum o y-terpineno e o a-selineno e para P. tuberculatum o amorfa-
4,7(11)-dieno.

Pela analise sazonal dos OEs, foi possivel observar as diferencas nas
composicoes dos OEs de cada espécie, podendo notar as componentes
responsaveis por essa diferenciacao, o que ampliam o entendimento da produgao

dos OEs das Piperaceas.
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Através da técnica de Cromatografia em camada delgada foi possivel
realizar o isolamento da miristicina e do dilapiol dos OEs de P. aduncum e P.
gaudichaudianum.

A reacao de redugao do safrol teve um rendimento de 70% (m/m). A reagao
de isomerigao do safrol obteve-se um rendimento de 80% (m/m) e do epdxido safrol
um rendimento de 78% (m/m).

Os testes biolégicos dos OEs e dos arilpropanoides, foram promissores,
apontando para o 6leo de P. aduncum, P. gaudichaudianum da estagédo do verao
que tém como majoritarios o dilapiol, asaricina e miristicina, que sdo compostos
promissores para inibicdo do B. cinerea e Colletotrichum sp..

Nos testes realizados com o fungo in vitro, observou-se que o OE de P.
gaudichadianum (verao) possui uma CIM de 20 yL mL" e a P. aduncum (ver&o) 60
uL mL-1 para inibigdo dos esporos de Botrytis cinerea, em comparagio ao fungicida
comercial iprodiona (10 ug mL"). Estes resultados sdo excelentes, tornando os
OEs dessas espécies como possiveis alternativas aos fungicidas comerciais.

Os OE de P. lhotzkyanum da estacdo do outono e de P. fuligineum da
estacdo do verdo, apresentaram uma CIM de 400 yL mL'; os OE de P.
crassinervium 600 pyL mL"' da estagdo do inverno e P. gaudichaudianum da
estacdo do outono apresentaram uma CIM de 600 yL mL™'; o OE de P.
crassinervium da estagao do verao apresentou uma CIM de 800uL mL-1 e os OE
de P. tuberculatum da estacdo do outono uma CIM de 1000 puL mL-'. Estes
resultados sdo promissores pois os OEs tendem a possuir menor toxidez que os
agroquimicos comerciais. Os OEs de P. malacophyllum da estacédo da primavera
nao apresentou um valor de CIM.

Nos testes de crescimento micelial radial por contato para B. cinerea, foi
possivel observar que o OE de P. aduncum, P. gaudichaudianum e P. fuligineum

apresentaram altos valores de inibigao, superiores a 90% em concentracdes acima
de 50 yL mL"'. Para os compostos isolados e de modificagdo estrutural, a
miristicina e a mistura de arilpropanoides se destacou com uma inibi¢ao acima de
80% em concentragbes superiores a 100 yL mL™'. Nos testes de crescimento
micelial radial por volatilizagdo para B. cinerea, notou-se que o OE de P. aduncum,
apresentou valores de inibicao superiores a 90% em concentracdes acima de 25

uL mL", e que a P. gaudichaudianum e P. fuligineum uma inibigdo acima de 80%
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em uma concentragéo superior a 75 yL mL-' Para os compostos isolados, o safrol
apresentou uma inibicdo superior a 70% e destaque para o isosafrol que
apresentou uma inibicdo de 99%, o que mostra que a posi¢ao da ligagao dupla é
importante na atividade fungicida.

Os valores de CIM obtidos para Colletotrichum sp., do mostrou que o OE de
P. aduncum e P. gaudichaudianum tiveram o melhor resultado com uma CIM de
200 uL mL-', em trés OEs das espécies de Piper, nao foi possivel determinar o valor
da CIM como a P. crassinervium, P lhotzkianum e P malacophyllum. O safrol
apresentou um CIM de 600 pyL mL-' juntamente com o diidrosafrol, ja o isosafrol
apresentou um CIM de pyL mL' e o epdxido de 250 yL mL-", isso mostra que a
mudanca estrutural afeta diretamente a atividade biologica.

Nos testes de crescimento micelial radial por contato para Colletotrichum sp.,
pode-se observar que o OE de P. aduncum apresentou valores de inibicao
superiores a 70% em concentragdes acima de 75 yL mL".

Nos testes de crescimento micelial radial por volatilizacdo para
Colletotrichum sp, os valores obtidos foram abaixo de 70% para os OEs, assim

como o safrol e o isosafrol.

7. PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos a perspectiva deste trabalho &, realizar as
reacdes de modificacdo estrutural na miristicina e no dilapiol. A elucidacdo da
espécie do isolado de Colletotrichum sp. . Elaborar os ensaio ex-vivo no morango
e pimentdo com os OEs que apresentaram melhores resultados, os compostos
isolados e derivados para B. cinerea e Colletotrichum sp.. Analisar o mecanismo
de acédo dos OEs e compostos isolados, nos fitopatdgenos através da técnica de
microscopia de fluorescéncia. Essas etapas sao necessarias para um
entendimento sobre os mecanismos de agdo dos OEs e compostos.

Com os resultados apresentados, fazer propostas de microencapsulagao

dos OEs para uso em campo.
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ANEXO | - TABELAS, GRAFICOS E FIGURAS DE APOIO
TABELA 30 NUMERO DOS COMPOSTOS RELACIONADOS AO GRAFICO DE LOADINGS DO

OE DE P. aduncum

N° no grafico de

loadings Composto
1 a - pineno
2 B - pineno
3 a - cubebeno
4 ciclosativeno
5 a - copaeno
6 B - bourboneno
7 B - elemeno
8 a - gurjuneno
9 E - cariofileno
10 B - copaeno
11 aromadendreno
12 trans-muurola-3,5-dieno
13 a - humuleno
14 allo aromadendreno
15 trans-cardina-1(6),4-dieno
16 y - muuroleno
17 germacreno D
18 asaricina
19 n-pentadecano
20 biciclogermacreno
21 cubebol
22 miristicina
23 trans- cadina-1,4-dieno
24 elemicina
25 (E) - nerolidol
26 espatulenol
27 oxido de cariofileno
28 ledol
29 epoxido de humuleno
30 dilapiol
31 1-epi-cubenol
32 a - acorenol
33 a - muurolol (=torreyol)
34 cubenol
35 a - cadinol
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TABELA 31 NUMERO DOS COMPOSTOS RELACIONADOS AO GRAFICO DE LOADINGS DO

OE DE P crassinervium

N° no grafico de
loadings

Composto

a-copaeno

B-bourboneno

B-elemeno

a-gurjuneno

E- cariofileno

[B-copaeno

aromadendreno

a-humuleno

allo-aromadendreno

y-muuroleno

germacreno D

aristolocheno

biciclogermacreno

a-muuroleno

y-cardineno

a-cardineno

trans-calameneno

trans-douca-4(11),7-dieno

[ N R ) JENNIL \ RIS ) QU () [ ) DRI ) PRNEES W QRS U RS N
ol Nl o a3 o© N ORWN =

E-nerolidol
20 espatulenol
21 oxido de cariofileno
22 globulol
23 epi-a-cardinol
24 epi-a-muurolol
25 a-muurolol (=torreyol)
26 a-cardinol

TABELA 32 NUMERO DOS COMPOSTOS RELACIONADOS AO GRAFICO DE LOADINGS DO

OE DE P. fuligineum

N° no grafico de loadings

Composto

1

a-pineno

2

B-pineno




3 a-felandreno

4 p-cimeno

5 limoneno

6 (Z)-B-ocimeno

7 (E)-B-ocimeno

8 cis-oxido de linolool(furanoide)
9 p-menta-2,4(8)-dieno
10 linolol

11 safrol

12 a-cubebeno

13 a-ylangeno

14 B-cubebeno

15 a-gurjuneno

16 E- cariofileno

17 [B-copaeno

18 aromadendreno

19 a-humuleno

20 allo-aromadendreno
21 dauca-5,8-dieno

22 trans-cardina-1(6),4-dieno
23 y-muuroleno

24 cis-3-guaieno

25 asaricina

26 y-cardineno

27 o-cardineno

28 trans-cardina-1,4-dieno
29 a-cardineno

30 (E)-nerolidol

31 palustrol

32 espatulenol

33 globulol

34 cubeban-11-ol

35 rosifoliol

36 epoxido de humuleno |l
37 10-epi-y-eudesmol

(Continuagao tabela 24)

N° no grafico de

loadings Composto
38 dilapiol
39 a-muurolol (=torreyol)
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40

a-cadinol

TABELA 33 NUMERO DOS COMPOSTOS RELACIONADOS AO GRAFICO DE LOADINGS DO

OE DE P. gaudichaudianum

N° no grafico de loadings

Composto

a-pineno

B-pineno

a-copaeno

a-gurjuneno

E- cariofileno

B-copaeno

aromadendreno

a-humuleno

allo-aromadendreno

y-muuroleno

germacreno D

biciclogermacreno

a-muuroleno

0-amorfeno

miristicina

a-colacoreno

elemicina

E-nerolidol

RS\ L O JRNIL ) RIS N [ N R ) DRI W QRS | DRI | QRS
OV o s N aoY®N O RN

espatulenol

N
(@)

ledol

N
-

dilapiol

N
N

apiol

TABELA 34 NUMERO DOS COMPOSTOS RELACIONADOS AO GRAFICO DE LOADINGS DO

OE DE P. lhotzknianum

N° no grafico de loadings

Composto

1

a-pineno

2

B-pineno
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3 limoneno

4 a-copaeno

5 B-elemeno

6 a-gurjuneno

7 E- cariofileno

8 aromadendreno

9 a-humuleno

10 allo-aromadendreno
11 germacreno D

12 aristocheno

13 biciclogermacreno
14 a-muuroleno

15 y-cardineno

16 a-cardineno

17 trans-douca-4(11),7-dieno
18 espatulenol

19 oxido de cariofileno
20 rosifoliol

21 epoxido de humuleno |l
22 B-acorenol

23 cubenol

24 a-muurolol (=torreyol)
25 selin-11-en-4-a-ol

TABELA 35 NUMERO DOS COMPOSTOS RELACIONADOS AO GRAFICO DE LOADINGS DO
OE DE P. malacophyllum

N° no grafico de loadings Composto
1 a-pineno
2 B-pineno

3 a-terpineno
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4 o0-cimeno

5 y-terpineno

6 terpinoleno

7 terpinen-4-ol

8 a-copaeno

9 a-gurjuneno

10 (E)-cariofileno

11 aromadendreno

12 a-humuleno

13 allo-aromadendreno
14 4,5-di-epi-aristocheno
15 aristocheleno

16 B-selineno

17 a-selineno

18 a-muuroleno

19 y-cardineno

20 7-epi-a-selineno
21 o-cardineno

22 trans-cardina-1,4-dieno
23 a-cardineno

24 a-calacoreno

25 espatulenol

26 Thujopsan-2-3-ol
27 globulol

28 viidiflorol

29 cubeban-11-ol

30 guaiol

31 [B-oplopenona

32 epoxido de humuleno |l
33 allo-epéxido de aromadendreno
34 a-muurolol (=torreyol)
35 a-eudesmol

36 selin-11-en-4-a-ol
37 allohimachalol

TABELA 36 NUMERO DOS COMPOSTOS RELACIONADOS AO GRAFICO DE LOADINGS DO
OE DE P. tuberculatum

N° no grafico de loadings Composto
1 a-pineno
2 B-pineno




3 B-(Z)-ocimeno

4 0-elemeno

5 a-copaeno

6 B-bourboleno

7 B-elemeno

8 (E)-cariofileno

9 B-copaeno

10 a-humuleno

11 allo-aromadendreno
12 y-muuroleno

13 amorfa-4,7(11)-dieno
14 biciclogermacreno
15 [B-bisaboleno

16 6-amorfeno

17 o-cardineno

18 elemicina

19 (E)-nerolidol

20 espatulenol

21 Dilapiol

22 o-cardinol
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