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ANATOMIA E OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE
PIPER REGNELLII (MIQ.)C.DC. VAR. REGNELLII

ANATOMY AND ESSENTIAL OIL OF THE LEAVES OF
PIPER REGNELLII (MIQ.)C.DC. VAR. REGNELLII

Antonio Salatino (1) e José Bonzani da Silva (1)

RESUMO

Descrevem-se as caracteristicas anatomicas das folhas de Piper regnellii
(Miq.) C.DC. var. regnellii. Efetuou-se a extracdo do Oleo essencial e, por
meio da andlise cromatografica em camada delgada, foram identificados cario-
fileno, limoneno, linalol e geraniol.

SUMMARY

Anatomic characteristics of the Piper regnellii (Miq.) C.DC. var. regnellii
leaves are described. Extraction of the essential oil was made and by means
of the thin layer chromatographic analyses caryophyllene, limonene, geraniol and
linalol were identified.

1 — INTRODUCAO

Na familia Piperaceae, o género Piper, segundo Caminhoa (1916),
apresenta espécies que sdo utilizadas na medicina popular e, também,
como condimento. Dentre as espécies empregadas para fins terapéu-
ticos, destaca-se Piper umbellatum L., conhecida vulgarmente por “Pa-
riparoba”, “Caapeua”, ‘“Caapeba’”, “Caena”, “Catage” e “Aguaxima”,
conforme citacdo da Farmacopéia Brasileira I (Silva, 1926).

Caminhoa (1916) menciona que as raizes de pariparoba sio usa-
das no tratamento das obstrucoes do figado e do baco, e as folhas co-
zidas sao aplicadas externamente na regiao do figado. Muitos tém sido
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os trabalhos publicados em época recente relatando analises de drogas
e concluindo que elevada porcentagem destas drogas eram adulteradas
ou completamente falsificadas. Na analise de pariparoba, a Disciplina
de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Univ.
S. Paulo tem encontrado com frequiéncia a falsificacdo de folhas de
Piper umbellatum L. por Piper regnellii (Miq.) C.DC. var. regnellii.

Em face destas falsificacoes, escolhemos para este trabalho folhas
de Piper regnellii ' (Miq.)C. DC. var. regnellii, visando contribuir para
0 conhecimento das caracteristicas anatéomicas e da composicao do seu
Oleo essencial. Os resultados obtidos nestas analises fornecerao sub-
sidios a Farmacognosia para o reconhecimento de falsificacoes de fo-
lhas de Piper umbellatum L. por folhas de Piper regnellii (Miq.) C.DC.
var. regnellii.

2 — MATERIAL E METODOS

As folhas de Piper regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii foram
coletadas em janeiro de 1974 no Campus da Cidade Universitaria “Ar-
mando de Salles Oliveira”’. As folhas foram colhidas de exemplares
cultivados em ambiente aberto, totalmente expostos ao sol. Destes
exemplares, foram preparadas exsicatas que se encontram depositadas
no herbario do Dept.c de Bot. do Inst. de Bioc. da Univ. S. Paulo sob
n.© SPF-16071. A identificacdo foi feita por comparacdo com exsica-
tas existentes no herbario do mencionado Departamento, bem como
com a descricao de Yuncker (1972).

Para o estudo da venacdo, o material foi diafanizado de acordo
com a técnica de Felippe e Alencastro (1966) e em seguida corado
com safranina 1% em alcool etilico 50%, desidratado e montado em
balsamo.

O estudo anatomico foi feito em folhas adultas, sendo analisadas
as estruturas do limbo, peciolo e expansao deste.

A localizacao do Oleo essencial foi executada por meio de solucao
de Sudan III, segundo técnica de Wattiez e Sternon (1935).

A caracterizacdo do oxalato de calcio foi feita de acordo com a
técnica de Wasicky (1959).

A verificacdo da presenca de mucilagem e canais mucilaginosos
foi feita tratando-se cortes transversais do limbo e peciolo com solu-
¢oes aquosa e alcodlica de azul de metileno a 0,5% entre lamina e la-
minula.

O dleo essencial foi extraido por arrastamento com vapor de agua
no aparelho de Clevenger, modificado por Wasicky (1963).

Os testes de solubilidade foram executados empregando-se 0,1 ml
do O6leo e igual volume de: n-hexano, éter de petrdleo, benzeno, ace-
tato de etila, éter dietilico, acetona, etanol, metanol e agua.

A densidade relativa foi determinada a 22°C pelo método de Wa-
sicky (1959). :
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O indice de refracéo foi obtido a 24°C no refratdmetro de Abbé.

O isolamento e a identificacdo do Oleo essencial foram feitos atra-
vés da analise cromatografica em camada delgada. Para o isolamento,
empregaram-se migracoes entre placas, conforme a técnica de Wasicky
(1963). A fim de tornar possivel o emprego de um nimero maior de
placas simultaneamente, foram feitas as modificacoes que se seguem.
Construiram-se guarnicoes de cobre com a forma de um “U” inverti-
do. A fase movel foi colocada em um recipiente de “Pyrex”. As placas
de vidro com o adsorvente e a amostra depositada foram separadas
uma da outra pelas guarnicoes de fios de cobre, sendo o conjunto preso
por quatro ripas de pinho apresentando dois orificios nas extremida-
des. Na superficie inferior dessas ripas, foram colocadas tiras de espu-
ma de “Nylon”. As placas foram pressionadas por meio de parafusos
providos de borboletas. O conjunto de placas com a amostra foi
colocado na cuba onde se achava a fase moével.

Efetuou-se a primeira migracdo com n-hexano num percurso de
15 em. Apbs observacao a luz ultra-violeta de ondas curtas, marcou-se
o limite inferior das manchas que se localizavam na regido superior
das placas. A seguir, efetuou-se uma segunda migracdo com benzeno
até a marca mencionada. Observando-se as placas a luz ultra-violeta,
verificou-se que os componentes distribuiam-se em 5 faixas, Fy, F., F5,
F, e F;, codificadas a partir do ponto de saida. As faixas foram ras-
padas e eluidas com cloroférmio.

Para a identificacdo do linalol e geraniol, tornou-se necessario
recromatografar a fracao F, com cloroférmio em placas preparativas.
A luz ultra-violeta revelou a presenca de quatro faixas (F.F;, F.Fi,
F,F; e F,F,). As quatro fracodes, eluidas com cloroférmio, foram cro-
matogradas comparativamente com solucoes cloroférmicas a 1% dos
padrdes de linalol e geraniol. Como reveladores, foram empregados
aldeido anisico e tricloreto de antiménio (Stahl, 1969).

Para identificacdo do limoneno, cromatografou-se a fracao F, com-
parativamente com solucdo cloroférmica a 19 do padrao de limoneno,
com n-hexano. Como revelador, foi empregado o tricloreto de anti-
monio (Stahl, 1969).

O cariofileno foi identificado cromatografando-se a fracao F; com
n-hexano, comparativamente com solucdo cloroférmica a 1% do pa-
drao. Como reveladores, foram empregados aldeido anisico e triclo-
reto de antimoénio (Stahl, 1969).

As fracoes F. e F; foram cromatografadas, respectivamente, com
benzeno e cloroférmio, sendo depois reveladas as placas com aldeido
anisico (Stahl, 1969).

Em todas as andlises acima mencionadas, a camada empregada
foi de silicagel GF.:,, com espessura de 250 um. As migrac¢oes foram
ascendentes, unidirecionais. As migracdes foram efetuadas em cuba
aberta, segundo técnica de Wasicky (1963). A temperatura ambiente
oscilou entre 22'C e 25°C.
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3 — RESULTADOS
3.1 — Venacdo

De acordo com a classificagio de Ettingshausen (1861, in Fe-
lippe e Alencastro, 1966), o padrao de nervacdo das folhas de Piper
regnellii (Miq.) C. DC. var. regnellii é o campilédromo (fig. 1). O
detalhe da nervacdo menor é mostrado na figura 4.

3.2 — Anatomia
3.2.1 — Epidermes (fig. 7)

As epidermes, em vista frontal, apresentam-se constituidas de
células de tamanhos diversos, com paredes finas retilineas, as vezes
ligeiramente sinuosas. Os estébmatos encontram-se somente na epi-
derme abaxial. Sao quase todos do tipo anomocitico e encontram-se
distribuidos regularmente. Observam-se de 3 a 5 células epidérmicas
envolvendo as células-guarda. Como resultado médio de 50 contagens,
foi obtido o nimero médio de 140 estdmatos por milimetro quadrado,
com um desvio padrao igual a 28.

3.2.2 — Nervura mediana (fig. 5)

A seccao transversal da nervura mediana, ao nivel do terco infe-
rior da folha, mostra a epiderme superior dotada de células de diver-
sos tamanhos, sendo recoberta por uma delgada cuticula. Ambas as
epidermes apresentam pelos tectores pluricelulares unisseriados, for-
mados de 2 a 8 células que apresentam cuticula estriada.

O colénquima é espesso, com até 8 fileiras de células e do tipo
angular.

O parénquima fundamental que envolve os feixes vasculares apre-
senta células isodiamétricas de paredes finas e que deixam entre si
meatos. A maioria dessas células incluem oxalato de calcio na forma
de rafidios.

Nesta regido, observam-se trés feixes vasculares. Na regiao do
floema e também do xilema, os feixes sdo limitados por uma fileira
de fibras com paredes relativamente pouco espessadas e lume grande.

No parénquima do floema, observam-se células grandes que in-
cluem contetdo pardo-amarelado.

O colénquima e a epiderme inferior apresentam caracteristicas se-
melhantes as dos correspondentes tecidos da face superior.

3.2.3 — Limbo entre nervura mediana e bordo (fig. 3)

A seccao transversal mostra a epiderme superior constituida de
células retangulares de diversos tamanhos. E recoberta por delgada
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cuticula, finamente estriada. Abaixo da epiderme, hd uma ou duas
camadas de células sub-epidérmicas grandes, desprovidas de inclusoes,
com excecdo de algumas que apresentam cristais aciculares.

O parénquima palicadico é constituido por uma ou duas fileiras de
células. A maioria delas incluem rafidios.

O parénquima lacunoso consta de 4 a 5 fileiras de células em
espessura. Sao células arredondadas ou alongadas e deixam entre si
grandes lacunas. O numero de rafidios é bem menor que no parén-
quima plicidico. E comum a presenca de células grandes que incluem
contetildo pardo-amarelado semelhante aquele mencionado nas células
do floema.

Abaixo do parénquima lacunoso, nota-se a presenca de uma fileira
de células grandes, isodiamétricas e aclorofiladas. Também nestas cé-
lulas, notamos a presenca de oxalato de calcio na forma de rafidios.

A epiderme inferior é formada por células com caracteristicas se-
melhantes as da superior, com a diferenca que na primeira observam-
se estOmatos. Estes apresentam-se em ligeiras elevacdes da epiderme.
A camara sub-estomatica é grande, formada pela auséncia de uma ou
duas células da camada sub-epidérmica.

3.2.4 — Peciolo (fig. 6)

Os feixes vasculares dispoem-se em duas fileiras concéntricas. A
fileira externa mostra feixes pequenos que se alternam com os feixes
internos que sdo maiores. Sao separados por largos raios de parén-
quima.

O colénquima é descontinuo, mostrando faixas de diversos tama-
nhos, que geralmente sdo relacionados com os feixes vasculares.

O parénquima fundamental que envolve os feixes vasculares é
rico em rafidios.

A epiderme mostra células pequenas, retangulares. Observam-se
pelos semelhantes aos da nervura mediana.

3.2.5 — Expansdo do peciolo (fig. 2)

Observam-se duas fileiras de feixes vasculares, uma interna, outra
externa. Como no peciolo, a fileira interna é formada por feixes
mais desenvolvidos. Os feixes vao reduzindo o seu tamanho a medida
que se aproximam de ambas as extremidades.

O colénquima acha-se relacionado com os feixes vasculares, estan-
do ausente junto aos feixes menores.

O parénquima fundamental mostra grande quantidade de rafidios.
3.3 — Histoquimica
O O6leo essencial localiza-se principalmente nos idioblastos que

incluem contetido pardo-amarelado, mas praticamente todas as células
dos parénquimas clorofilianos possuem gotas de Oleo.
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Os cristais aciculares mostraram ser constituidos de oxalato de
calcio.

3.4 — Teor e caracteristicas fisicas do d6leo essencial

As folhas frescas forneceram um teor de 0,6% de 6leo essencial
de cor pardo-amarelada, sabor picante e odor desagradavel.

O O6leo mostrou-se totalmente solivel nos solventes orginicos em-
pregados e praticamente insolavel em &agua.

A média de 5 determinacées da densidade a 20°C foi 0,8445, com
um desvio padrao de 0,0023.

O valor médio de 5 determinacoes do indice de refracdo a 24°C
foi 1,4185.

3.5 — Identificagdo do cariofileno, limoneno, linalol e geraniol

As caracteristicas dos cromatogramas obtidos estdo expressas na
tabela 1.

TABELA 1 — Caracteristicas dos cromatogramas das fracoes FiFi, FsF1, Fi e
F'5, ao lado dos padroes de geraniol, linalol, limoneno e cariofileno.

hRf cor da hRf das cor das
Fracoes Padroes Fase movel do mancha manchas manchas
padrao do padrao da fracdo da fracio

FiF1  geraniol cloroférmio 28 parda 28 parda
F3F:1  linalol cloroférmio 44 parda 36 violeta
46 parda
Fy limoneno n-hexano 80 violeta 3 azul
6 plrpura
38 azul
56 violeta
78 violeta
88 azul
Fs cariofileno  n-hexano 80 vermelha 73 parda
83 vermelha

90 azul
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3.6 — Andlise cromatogrdfica qualitativa das fragoes F, e F,

As caracteristicas dos cromatogramas obtidos encontram-se ex-
pressas na tabela 2.

TABELA 2 — Caracteristicas dos cromatogramas das fragdes F2 e Fs3. Fase
moével: Fa, cloroférmio; F3, benzeno. Revelador: aldeido anisico.

Fao F3
hRf Cor hRf Cor
2 amarelo-esverdeado 15 azul
26 azul 41 marrom
35 marrom 46 amarelo
43 violeta 57 vermelho
49 vermelho 72 verde
54 marrom 80 azul
60 laranja 84 pardo
67 verde-escuro 88 azul
90 vermelho
95 azul

4 — DISCUSSAO

O carater pubescente das nervuras e do peciolo, mencionado por
Hoehne, Kulmann e Handro (1941) e por Yuncker (1972), ndo foi
por nés observado.

Préximo & metade do peciolo, tem inicio uma expansdo que cresce
até chegar ao caule, envolvendo-o parcialmente. Relativamente a esta
formacao, Yuncker (1972), bem como Metcalf e Chalk (1950), nada
mencionam. Joly (1966) comenta o seguinte, referindo-se as Pipe-
raceae: “As folhas sdo sempre inteiras, predominando a disposicido
alterna, com estipulas (muitas vezes estas se apresentam soldadas si-
mulando uma bainha)”.

Metcalf e Chalk (1950) assinalam a presenca de pelos glandulares
nos géneros Piper e Peperomia. No nosso material, constatamos so-
mente a presenca de pelos tectores.

Os testes histoquimicos, efetuados para verificar a presenca de
canais mucilaginosos no peciolo, citados por Metcalf e Chalk (1950)
no género Piper, resultaram negativos.

Peckolt (1894, in Hegnauer, 1963) verificou em Piper umbella-
tum L. a presenca de 0,05% de Oleo essencial em folhas frescas. No
nosso material, observamos um teor bem mais elevado (0,6%).

A andlise cromatografica revelou a existéncia aparente de 33 com-
ponentes no 6leo essencial, dentre os quais quatro foram identificados:
cariofileno (sesquiterpeno), limoneno (monoterpeno), geraniol e lina-
lol (&coois terpénicos). Segundo Hegnauer (1963), os Oleos essenciais
no género Piper apresentam em sua composicao monoterpeneos ses-
quiterpenos e fenilpropanos.
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Fig. 1 — Aspecto geral da venacéo.

Fig. 2 — Diagrama da seccdo transversal da expansadao do peciolo.

Fig. 3 — _Secgéo transversal da regiao entre nervura mediana e limbo; ¢, 6l. —
célula que contém 6leo essencial.

Fig. 4 — Detalhe da venacido menor.

Fig. 1 — General outlines of venation.

Fig. 2 — Diagram of the transverse section of the petiole outgrowth.

Fig. 3 — Transverse section of the region between midrid and margin; c. 6l. —
oil containing cell.

Fig. 4 — Detail of minor venation.
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Fig. 5 — Seccdo transversal da nervura mediana; c, 6l. — célula que contém
6leo essencial.

Fig. 6 — Diagrama da secg@o transversal do peciolo.
Fig. 7 — Epiderme abaxial em vista frontal.
Fig. 5 — Transverse section of the midrib; c. 6l. — oil containing cell.

Fig. 6 — Diagram of the transverse section of the petiole,

Fig. 7 — Front view of the abaxial epidermis.
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