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Resumo: Os 6leos essenciais (OEs) podem ser extraidos de diferentes locais das plantas, e geralmente o processo de
destilagdo utiliza a 4gua ou o seu vapor para facilitar a extragio/liberacio do OE das células sectetoras ou de armazenamento.
Todavia, a busca por estratégias simples para extracio de OEs tem sido impulsionada por fatores como o elevado tempo de
destilagdo e possibilidade de degradacio térmica do material vegetal. Assim, o objetivo deste trabalho foi testar diferentes
tempos de hidrodestilagdo para obtencao do OE de folhas frescas inteiras de Piper divaricatum provenientes de Tangara da
Serra/MT. Para isso, folhas foram coletadas numa populacio nativa de um remanescente florestal e levadas aos laboratétios
da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Tangard da Serra/MT, onde foram colocadas em baldes de fundo
redondo de 2L contendo 1L de 4gua destilada para hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger modificado nos diferentes
tempos de extra¢do/tratamentos (4, 3, 2 e 1h) em triplicatas de 100g. Os OEs obtidos foram quantificados e os dados
analisados estatisticamente (ANOVA e teste Sco#t-Knott a 5%). Os resultados mostraram maiores valores de teor e rendimento
de OE obtidos a partir de 3h de extracio. Esta informacio é importante, porque reduz o tempo geralmente indicado para
extracOes de OE de outras espécies de Piper, evita o desperdicio de dgua e reduz o consumo de energia. Entretanto, sugerimos
que outras pesquisas sejam realizadas em outras regides geograficas para se verificar se esse padrio se mantém, além de mais
estudos com P. divaricatum.

Palavras-chave: Metabolitos secundarios. Técnicas de destilacao de 6leo essencial. Tangara da Serra. Mato Grosso.

Abstract: Essential oils (EOs) can be extracted from different locations on plants, and the distillation process usually uses
water ou your vapor to facilitate EO extraction/release from secretory or storage cells. However, the search for simple
strategies for EO extraction has been driven by factors such as the long distillation time and the possibility of thermal
degradation of the plant material. Thus, the objective of this work was to test different hydrodistillation times to obtain the
EO of whole fresh leaves of Pipper divaricatum from Tangard da Serra/MT. For this, leaves were collected from a native
population of a forest remnant and sent to the laboratories of the Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT),
Tangard da Serra/MT, where they were placed in 2L round-bottomed flasks containing 1L of distilled water to
hydrodistillation in a modified Clevenger type apparatus at different extraction times/ treatments (4, 3, 2 and 1h) in triplicate
of 100g. The OEs obtained were quantified and the data analyzed statistically (ANOVA and 5% Scott-Knott test). The
results showed higher values of EO content and yield obtained after 3h of extraction. This information is important because
it reduces the time generally indicated for EO extractions from other Pzper species, avoids wasting water and reduces energy
consumption. However, we suggest that further research be carried out in other geographic regions to verify if this pattern
is maintained, in addition to further studies with P. divaricatun.

Keywords: Secondary metabolites. Essential oil distillation techniques. Tangara da Serra. Mato Grosso.

Resumen: Los aceites esenciales (AE) se pueden extraer de diferentes lugares de las plantas, y el proceso de destilacion
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generalmente usa agua o su vapor para facilitar la extraccién/liberacién del AE de las células secretoras o de almacenamiento.
Sin embatgo, la busqueda de estrategias simples para la extraccién de AEs ha sido impulsada por factores como el largo
tiempo de destilacién y la posibilidad de degradacion térmica del material vegetal. Asi, el objetivo de este trabajo fue probar
diferentes tiempos de hidrodestilacién para obtener el EO de hojas frescas enteras de Piper divaricatum de Tangara da
Serra/MT. Para ello, se recogieron hojas de una poblacion nativa de un remanente de selva y se enviaron a los laboratorios
de la Universidad del Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Tangara da Serra/MT, donde se colocaron en frascos de vidtio
de fondo redondo de 2L que contenian 1L de agua destilada para hidrodestilacién en un aparato tipo Clevenger modificado
a diferentes tiempos de extraccion/tratamientos (4, 3, 2 'y 1h) por triplicado de 100g. Los AE obtenidos fueron cuantificados
y los datos analizados estadisticamente (ANOVA y prueba de Scott-Knott al 5%). Los resultados mostraron mayores valores
de contenido y rendimiento de AE obtenido a partir de 3h de extraccion. Esta informacién es importante porque reduce el
tiempo generalmente indicado para las extracciones de AE de otras especies de Piper, evita el desperdicio de agua y reduce
el consumo de energfa. Sin embargo, sugerimos que se realicen mas investigaciones en otras regiones geograficas para
verificar si este patron se mantiene, ademas de més estudios con P. divaricatum.

Palabras-clave: Metabolitos secundarios. Técnicas de destilacién de aceites esenciales. Tangara da Serra. Mato Grosso.

1 INTRODUGCAO

A produgao dos Oleos essenciais (OEs) derivam da atividade metabolica das plantas, os metabolismos
primarios sao reagoes quimicas responsaveis pela criagao e utilizagao dos recursos energéticos que mantém a vida
nos organismos (Sakomura ez al,, 2004), a fotossintese realizada pelas folhas das plantas é responsavel pela sintese
de carboidratos, proteinas, lipidios e acidos nucleicos, entre eles o 6leo vegetal nao volatil (Sakomura ez a/., 2004;
De Rezende ¢ al, 2016). O metabolismo secundario também feito pelas folhas, ndo esta ligado com o sistema de
produgcido de energia da célula, mas de um segundo metabolismo que procede o primario (De Rezende ¢t al., 2010),
atuando na plasticidade da planta, tornando-a capaz de ser adaptavel ao meio, fornecendo resisténcia aos fatores
bidticos e abi6ticos do ambiente (De Rezende ¢ al, 2016; Corpes, Menezes & Silva, 2017).

Entre os sete principais biomas do Brasil (Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal
¢ zonas costeiras) IPAM AMAZONIA, 2015), e em meio as suas tiquezas, podemos encontrar diversos tipos de
organismos da flora, onde planta possui sua particularidade, cabendo ao homem explora-la das mais diversas
maneiras ou possibilidades (Bizzo, Hovell & Rezende, 2009). Assim, dentre as diversas plantas com potenciais de
producdo de OEs, 300 espécies de plantas se destacam na produgao dos 6leos para uso comercial, algumas das
plantas sao, bergamota, canfora, cravo-da-india, cedro, citronela, coentro, eucalipto, grapefruit, hortela-pimenta,
laranja, lavanda, limao, menta japonesa (Bizzo, Hovell & Rezende, 2009; Forzza et al., 2010). Estes OEs podem
ser extraidos de diferentes locais da planta, como de flores, folhas, pericarpo do fruto, casca do caule, rafzes e
rizomas. O Brasil apresenta uma maior taxa de exportacao de OEs advindas de plantas citricas, principalmente a
laranja, limao, hortela-pimenta e outras mentas e citricos. Mas também apresenta uma taxa de produc¢io de dleos
de lavanda, lima, bergamota, cravo-da-india, geranio, vetiver e jasmim (Bizzo, Hovell & Rezende, 2009).

Espécies do género Piper (Familia Piperaceae) vém destacando-se em pesquisas na area da quimica e
prospec¢ao biotecnolégica por apresentarem-se capazes de produzir metabdlitos secundarios e OEs com
potencial biotecnolégico para diversos fins, como na agricultura sendo estudados devido apresentarem atividade
antimicrobiana, inseticida e repelente, ovicida, acaricida, entre outras (Aragjo e/ al, 2012; Bra & Guzman, 2016;
Chanprapai & Chavasiri, 2017; Valadares ez a/., 2018; Krinski, Foerster & Deschamps, 2018; Oliveira ef a/., 2020).

Os OEs deste género sio obtidos a partir das folhas, ramos e inflorescéncias, cortados ou inteiros, secos ou frescos,
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com varias espécies apresentando componentes majoritarios importantes em seus OEs, como o safrol em Pzper
hispidinervum, y-terpineno, a-terpineno e p-cimeno em Piper hispidum, 3,Ametilenodioxi-propiofenoma em Pzper
marginatum, safrol e beta-pipeno em Piper callosum, biciclogermacreno, 10-epi-y-eudesmole 6xido de cariofileno em
Piper arboreum, cis-3-ocimeno e B-cariofileno em Piper dilatatum, miristicina em Piper abutiloides, asaricina e miristicina
em Piper aduncum, biciclogermacreno em Piper amalago, asaricina em Piper fuliginenm, (E)- cariofileno, 1-epi-cubenol
e cadaleno em Piper gaudichaudianum, germacreno B em Piper tuberculatum, (E)- cariofileno em Piper muosenti,
germacreno D, valenceno, y-cadineno, safrol em Piper divaricatum, entre outros (Barbosa ef al, 2012; Silva ez al.,
2014; Da Silva ez al., 2014; Dos Santos ef al., 2018; Krinski, Foerster & Deschamps, 2018; Jaramillo, 2019; Vilhena
et al., 2019; De Oliveira et al., 2019; Merlimau, 2020; De Santana ef al., 2021).

A espécie P. divaricatum G. Mayer 1818, conhecida popularmente como betle, betro, betys, pau-da-angola,
jaborandi-manso ou betre, ¢ uma planta comumente encontrada no Brasil exceto nos estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parand, Tocantins, Piaui, Rio Grande do Norte e Paraiba (Yuncker, 1973; Guimaraes &
Giordano, 2004; Guimaries & Monteiro, 2006, Guimaraes, Medeiros & Queiroz, 2020). Esta espécie possui raizes
aromaticas com sabor similar ao gengibre e na medicina popular ¢ utilizada em formato de infusao (chd) no
combate de colicas e dotres reumaiticas, e as raizes e as folhas cozidas sio utilizadas em banhos com a mesma
finalidade (Peckolt & Peckolt, 2016). Apresentando potencial na area agricola no manejo de pragas agindo como
pesticida (Krinski, Foerster & Deschamps, 2018; De Souza e# al., 2020; Merlimau, 2020; De Santana ez al., 2021) e
apresenta potencial medicinal, uma vez que, possui efeitos antioxidantes e antifingicos (Silva e @/, 2010; Duarte
& Silva, 2017).

Segundo Ferreira (2014), geralmente os processos de destilacio de OEs utilizam a agua ou o seu vapor
para facilitar a extracdo e liberacdo das esséncias das suas células secretoras ou de armazenamento. No entanto,
embora estas técnicas basicas de destilacao estejam bastante consolidadas, a busca por estratégias simples nas
técnicas de extracao tem sido impulsionada por fatores como o elevado tempo de destilacao e possibilidade de
degrada¢do térmica do material vegetal (Lucchesi ez 4/, 2004). Considerando isto, o objetivo deste trabalho foi
testar diferentes tempos de hidrodestilagago do OE de folhas frescas inteiras de P. divaricatum proveniente de

Tangara da Serra-MT, e verificar se o teor e o rendimento sdo afetados pelo tempo de extragao.

2 MATERIAL E METODOS

As extracoes das folhas frescas de OE de P. divaricatum foram realizadas nos laboratérios do Centro de
Pesquisas, Estudos e Desenvolvimento Agro-Ambientais (CPEDA), Universidade do Estado de Mato Grosso
(UNEMAT), Campus Universitario Professor Eugénio Carlos Stieler, Tangara da Serra/MT.

2.1 Coleta de material
A coleta das folhas frescas de P. divaricatum ocorreu em setembro de 2021 de uma populagio nativa, a partir
de espécimes situadas no sub-bosque em um remanescente florestal em Tangara da Serra (14°38’10” S - 57°29°52”

W - altitude de 411 m) (Figura 1).
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ura 1 — Planta de P. divaricatum, Tangara da Serra/MT.

Fonte: O autor (2021).

2.2 Extragdo do 6leo essencial

Ap6s a coleta das folhas de P. divaricatum, elas foram colocadas em baldes de fundo redondo com
capacidade para 2L contendo 1L de agua destilada, e foram submetidas a hidrodestilagio em aparelho tipo
Clevenger modificado em triplicatas de 100g nos diferentes tempos de extracao/tratamentos (4, 3, 2 e 1h de
extragao) (Sartor, 2009). Os OEs obtidos depois de cada tempo de extragao foram guardados em microtubos de

1,5 uL para posterior quantificagao e verificacao de seu teor e rendimento.

2.3 Quantificagdo do teor de umidade das folhas

Ap6s a coleta das folhas e de P. divaricatum também foi realizada a quantificacdo do teor de umidade (TU)
para cada parte vegetal. Para isso, foram separadas triplicatas de 20g de folhas frescas para secagem em estufa a
50 °C, até atingirem o peso constante. O TU foi obtido pela seguinte equacao: TU%= (mu - ms) / (mn) * 100. Onde
TU%= teor de umidade; 7#= massa imida (g); 7zs= massa seca (g); e 700= fator de conversao para porcentagem.
O TU foi posteriormente empregado no calculo de teor do OE, mais especificamente os valores de massa das
folhas e flores frescas em relagao a base imida (MF BU) e a base seca (MF BS) das folhas. A MF BS foi corrigida
por meio da equagao: MF BS = ((100 - TU) * MF BU) / 100.

2.4 Determinagio do teor e rendimento dos OEs

A quantificagao dos OEs foi feita utilizando balanga analitica, onde foi aferida a densidade dos OEs
extraidos, utilizando uma micropipeta (LabMATE® 2-20 uL) para coletar 20 pL. de OE de cada amostra o qual
foi pesado em uma balanca de precisio Shimadzu® AY220. Para calcular a densidade dos OEs utilizou-se a
equaciao: DE= / v, onde DE= densidade do 6leo essencial; m= massa calibrada na micropipeta (mg); v= volume
obtido ap6s pesagem na balanca (ul). A massa total dos OEs também foi quantificada para se obter o volume
total de OE em cada tipo de extracio, utilizando a seguinte equacdo: 1VO= moe / de, sendo 17O= volume total de
6leo essencial obtido de 100 g de material vegetal; 7z0e= massa total do 6leo essencial extraido (mg); e de= densidade
do 6leo essencial extraido.

O volume total dos OEs (mm?) foi considerado como rendimento do OE obtido a partir das extra¢oes de
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100g de folhas e flores frescas (RO= volume de 6leo em 100g de folhas). O teor do OE extraido das folhas foi
calculado com base na matéria seca ou base livre de umidade (BLU), através da equacao: TO= (moe / ms) * 100,
onde: TO= teor de 6leo (%0); m0e= massa total do 6leo essencial extraido (mg); 7s= massa seca de 100g de folhas

(g); e 100= fator de conversio para porcentagem.

2.5 Delineamenteo Experimental e Analise estatistica

O Delineamento experimental foi Inteiramente Casualizado (DIC) com a realizacio de um bioensaio
contendo quatro tratamentos/tempos de extracio dos OEs (4h, 3h, 2h e 1h) utilizando folhas frescas inteiras de
P. divaricatum. Os dados do teor e rendimento para os diferentes tratamentos foram submetidos aos pressupostos
de normalidade e homogeneidade de variancias. Nas analises foi utilizado o teste F para a Analise de Variancia
(ANOVA) e quando constatada significancia, as médias foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade com o auxilio do software Assistat versdo 7.7 beta (Silva & Azevedo, 2016).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nosso estudo a Analise de Variancia (ANOVA) mostrou existir diferenga significativa no teor e no
rendimento entre os OEs obtidos de folhas frescas inteiras de P. divaricatum a partir de diferentes tempos de
extragao (Tabela 1). E ao analisar os diferentes tempos de extracao testados, verificou-se que tanto o teor
(quantidade de 6leo por grama de material vegetal em %) quanto no rendimento (volume de OE extraido em
mm’) apresentaram melhores resultados a partir de 3h de extragio (Figura 2). Pode-se notar que as quantidades
de OE obtidas foram aumentando com o passar do tempo de extragao, mostrando resultados significativamente

diferentes a partir de 2h de extragao (Figura 2).

Tabela 1 — Analise de Variancia (ANOVA) do teor e rendimento de 6leo essencial extraido de folhas frescas inteiras de
Piper divaricatnm, Tangard da Serra/MT. 2021.

Valores de F

Teor (%)  Rendimento (mm?3)

Fonte de variagio  G. L.

Tratamentos 3 21.2148 ** 21.2680 **
Residuos 8 - -
p-valor - 0.0002 0.0002
C. V. - 6.23 6.01

Nota: ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01) (teste Scott-Knott a 5%).
G. L.= grau de liberdade; C. V.= Coeficiente de vatiagao.
Fonte: Os autores (2022).

Figura 2 — Quantidade de 6leo essencial (OE) obtidos de folhas frescas inteiras de Piper divaricatum ap6s diferentes tempos
de extracido (4, 3, 2 e 1h). A) Teor de OE (%); B) Rendimento de OE (mm?3).
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Nota: Barras seguidas de letras diferente apresentam diferenca significativa entre as partes vegetais pelo teste Scott-Knott a 1%
Fonte: Os autores (2022).

Estes dados apontam que dependendo do tempo de extragao utilizado, diferentes quantidades de OE
podem ser obtidas. Isso pode ser explicado fisicamente, onde com o aumento do tempo que as folhas ficam sendo
extraidas sob temperatura constante, a parede celular das plantas, que sio formadas por substancias como a
celulose, hemicelulose e a lignina (e dao certa rigidez celular atuando como uma estrutura de sustentagao
anatoémica), vao sendo afetadas durante o processo de extragao por hidrodestilagao (Costa, 2005; Farinas, 2011;
Coelho, 2016; Crivellari, 2016). Segundo Coelho (2016), também podemos compreender os resultados obtidos
através dos conceitos de condugao de calor da fisica e da quimica, onde uma fonte de calor (como a manta térmica
utilizada para extragao neste trabalho), permitiu aquecer o material organico e o calor produzido pelo equipamento
foi transferido para a agua destilada presente no interior do baldo, que por sua vez esquentou o material organico.
Esta informacio vai de encontro com a Lei de Fourier sobre a condutividade térmica entre diferentes materiais, e
por sua vez explica que a agua aquecida pelo baldo aquece subsequentemente as folhas contidas nele (Coelho,
2016). Esses dados corroboram com o observado neste trabalho com folhas de P. divaricatum, uma vez que, os
maiores valores de OE foram obtidos em tempos mais longos de extracao, onde o material vegetal ficou em
contato com uma fonte de calor por maior periodo. Além disso, Menezes-Janior (19406) relatou a muito tempo,
que os vegetais sofrem alteragoes morfoldgicas e estruturais quando alocadas em situagoes de temperatura elevada,
onde as paredes celulares que formam a planta perdem parcialmente sua de rigidez, tornando elas maleaveis e
suscetiveis a mudancgas fisiologicas.

Reiteramos que neste trabalho buscamos entender somente questdes relacionadas a otimizagao do tempo
de extragao para obten¢io do OE de folhas inteiras da espécie P. divaricatum em maior quantidade através da
hidrodestilagao. Ao mesmo tempo que é importante levantar outras questdes para estudos posteriores, como por
exemplo, realizar pesquisas para obten¢ao de OE utilizando outras partes da planta como com os frutos, ramos e
raizes como tealizado em outros estudos (Almeida, 2007; Chaves, 2008; Meireles, 2014). Bem como estudar os
efeitos sazonais e do ciclo circadiano desta espécie proveniente de diferentes regides, além de realizar experimentos
realizando a fragmentacdo do material vegetal, com o intuito de facilitar a remogdo do 6leo das estruturas
glandulares da planta em menor tempo (Busato ez a/., 2014; Schindler, Silva & Heinzmann, 2018; Santos-Ferreira
et al., 2020).

Sugerimos isso, pois embora os estudos com OEs da familia Piperaceae serem relativamente recentes, e

considerando o que foi exposto neste trabalho, podemos perceber que varios outros estudos que podem ser
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realizados, como por exemplo caracterizando o perfil quimico, a atividade antimicrobiana e fitoinseticida, a
propagacao/domesticacio, entre outros estudos para o OFE de P. divaricatum, como ja tem sido realizado com
varias espécies do género Piper por varios autores nos ultimos anos (Calderari, 2002; Souto, Harada & Souza Maia,
2011; Gomes & Krinski, 2016; 2017; 2018ab; 2019; 2020; Krinski & Foerster, 2016; Sanini ef al., 2017; Ferriani ef
al., 2018; Krinski; Deschamps & Foerster, 2018; Krinski, Foerster & Deschamps, 2018; Ferriani & Krinski,
2019ab; De Souza ef al., 2020). Também podem ser realizados estudos a respeito da morfologia e anatomia da P.
divaricatum como ja realizado por Nascimento & Potiguara (1999) com Piper hispidinervum para obter informagoes
importantes e relevantes para a compreensio da formagao e origem do OE, como a presenca de tricomas tectores,
secretoras, glandulas reluzentes e células oleiferas abundantes nas folhas. Assim, nota-se que ¢ de suma
importancia realizar pesquisas futuras para identificar se as estruturas secretoras de OE de P. daricatum sao

originarias de locais analogos (ou nao) das ja relatadas para outras espécies da familia Piperaceae.

4 CONCLUSAO
Concluimos que extragiao de OE utilizando folhas inteiras de P. divaricatum apresentaram diferentes teores

e rendimentos nos tempos de extra¢ao testados, com maiores quantidades de OEs a partir de 3h de extragao.
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