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Resumo:

Os 06leos essenciais sdo objeto de estudos que visam a identificacdo de seus compostos e a possivel atividade
biolégica. Vérios sao utilizados na medicina natural para tratar doencas, aromatizar ambientes, na area de
coméstica, etc. O referente estudo visa apresentar a caracterizacao quimica e atividade antioxidante do 6leo
essencial dos frutos de Piper alatabaccum. O 6leo foi obtido por hidrodestilagdo e analisado por CG-EM, teve
seu poder antioxidante avaliado por intermédio do método de sequestro de radicais livres utilizando 2,2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH) e Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP). As analises realizadas permitiram
identificar os compostos presentes no 6leo essencial, assim como revelou potencial antioxidante pelo método
DPPH.
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Introducao:

Os Oleos essenciais tém sido amplamente utilizados nas indastrias alimentar, agrondmica, sanitdria,
cosmeética e perfumaria, etc. Nos Ultimos anos o interesse pela indUstria farmacéutica também tem sido
evidenciado, tendo em vista que varios testes tem demonstrado excelente atividade biolégica. Os compostos
majoritarios despertam um maior interesse, pois ha uma relacdo mais evidente entre a atividade bioldgica e o
composto (Chechinel-Filho & Yunes 2016).

Ha referéncias que também descrevem as propriedades biol6gicas atribuidas aos 6leos essenciais, sao
algumas delas: adstringente, antimicrobiano, analgésico, antidepressivo, antipirético, antiviral, estimulante,
imunoestimulante e outras. No que diz respeito aos compostos terpénicos as atividades mais comuns
realizadas séo: herbicida, antimicrobiana, citotdxica, citostatica e antitumoral (Bagheri, Abdul Manap, & Solati,
2014; Cruz et al., 2011; Messiano et al., 2013; Navickiene et al., 2006; Oliveira et al., 2013; Parise-Filho et al.,
2011; Rocha et al., 2016; Sacchetti et al., 2005; Setzer et al., 2008; Souto, Harada, Andrade, & Maia, 2012;
Taufig-Ur-Rahman, Shilpi, Ahmed, & Hossain, 2005). A maioria dos 6leos essenciais sdo extraidos utilizando a
técnica de arraste a vapor, porém outros métodos também podem ser utilizados, tais como: hidrodestilacéo,
fluido super critico (CO;), micro-ondas, extracdo com solvente organico, destilacdo a baixa ou alta pressao,
enfloracdo, prensagem a frio, etc (Yusoff, Nordin, Rahiman, Adnan & Taib, 2011; Henriques, Danielli, Apel,
2016).

Em relagdo aos antioxidantes, os mesmos tém sido amplamente descritos nos estudos de compostos
vegetais (extratos, 6leos essenciais e compostos isolados). As substancias naturais com acao antioxidante séo
encontradas em plantas e dependendo da estrutura quimica dos componentes bioativos e da concentracdo dos
fitoquimicos, diferentes extratos de frutas, ervas, especiarias e chas podem apresentar essa capacidade de
inibir, prevenir ou retardar a acao dos radicais livres (Mariutti e Bragagnolo, 2007; Melo et al., 2006). Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi a extracéo, caracterizacéo (identificacdo) e atividade antioxidante do 6leo
essencial dos frutos da espécie Piper altabaccum.

Metodologia:
Coleta e extracéo
Os frutos de Piper alatabaccum foram coletados no municipio de Buritis — Rond6nia, no més de

fevereiro (inverno amazo6nico). A extragdo do Oleo essencial e a atividade antioxidante foram realizadas no
Laboratorio de Quimica Orgéanica e Produtos Naturais do IFRO — Porto Velho/Calama. Os frutos (200g) foram
submetidos ao arraste a vapor em um aparelho de Clevenger adaptado por 3h. O hidrolato foi separado com
diclorometano e posteriormente submetido a filtragdo em um funil de vidro provido de algod&@o e sulfato de
sédio anidro. Uma aliquota de 2mL da amostra foi encaminhada para analise na central Analitica da FIOCRUZ -
RJ.
Método DPPH

A atividade antioxidante foi realizada seguindo as orientagbes de (Scherer & Godoy, 2009). Apés o
preparo da solugdo metandlica de DPPH (0,06 mM), foi adicionado 3,9mL da solugdo metandlica a 0,1mL do
6leo essencial nas concentragdes de (250; 500; 750 e 1000ug.mL™). Como controle negativo foi utilizado 0,1mL
de MeOH e 3,9mL da solucdo de DPPH, para o controle positivo foi utilizado butilhidroxitolueno (BHT) em
diferentes concentracdes (50; 100; 150; 200; e 250ug.mL™) e quercetina (50; 100; 150; 200 pg.mL™). As
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solugdes foram acondicionadas por 60 min em uma camara escura a temperatura ambiente e depois
procedidas as leituras das absorbancias no espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517nm, as analises
foram realizadas em triplicata. A atividade antioxidante foi avaliada pela capacidade das substéncias presentes
na amostra captarem o radical livrie DPPH. As atividades sequestrantes de DPPH das concentracdes testadas
foram expressas em porcentagem, a partir da seguinte formula:

I (%) = [(Absg — Abs,)/Absy] x 100; Abs, é a absorbancia do branco e Abs; é a absorbancia da amostra.

A CEs, (quantidade suficiente para 50% de inibicao) foi calculada através da equagédo da reta obtida da
curva de calibracéo (concentragéo versus o indice DPPH correspondente). A agéo antioxidante do extrato foi
expressa pelo indice de Atividade Antioxidante (IAA) a partir da formula:

IAA= Mpppu(pg mL™)

CEso(ug mL™)

Mpppy= Massa do DPPH

CEsp= concentracéo efetiva
Método FRAP

A atividade antioxidante pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) foi realizada seguindo
as orientacdes de (Brito, Morais, Sampaio & Saura-calixto, 2006). As solucdes foram preparadas e usadas
imediatamente. Foram preparadas as amostras do 6leo essencial dos frutos de Piper alatabaccum e dos
controles positivos BHT e quercetina nas concentracdes de 100 ug.mL™, o metanol foi utilizado como solvente.
As amostras foram mantidas em ambiente escuro. Aliquotas de 90 uL de cada amostra foram transferidas para
tubos de ensaio em triplicata. Depois foi acrescentado 270 uL de agua destilada e 2,7 mL do reagente de
FRAP. As amostras foram homogeneizadas com o uso do agitador e mantidas em banho-maria a 37 °C por 30
minutos. Posteriormente foram realizadas as leituras das absorbancias em comprimento de onda de 595 nm.

Resultados e Discussao:

O rendimento do dleo foi de 0,034%. Na Tabela 1, sdo apresentados os compostos identificados no
Oleo essencial dos frutos de Piper alatabaccum. Verificou-se a presenca de sesquiterpenos (45,83%),
fenilpropanoides (20,83%) e monoterpenos (16,67%).

TABELA 1. Resultados obtidos pela andlise do CG-MS do 6éleo essencial dos frutos de Piper alatabaccum.
MONOTERPENOS - 16,67%

CONSTITUINTES T.R. % Area Pico
Alpha-pinene 5.000 0,32 1
Beta-pinene 6.122 0,51 2
Cis-ocimene 7.850 2,56 3
Trans-beta-ocimene 8.233 5,17 4
TOTAL 8,56
SESQUITERPENOS - 45,83%
CONSTITUINTES T.R. % Area Pico
Alpha-copaene 21.342 0,40 7
Beta-elemene 21.949 0,61 8
Beta-caryophyllene 23.145 3,07 9
Germacrene-D 23.557 0,29 10
Alpha-humulene 24575 0,87 11
Beta-cubebene 25.639 2,26 12
Bicyclogermacrene 26.194 0,74 13
Delta-cadinene 27.138 0,28 16
Spathulenol 29.416 1,12 19
Caryophyllene oxide 29.576 0,36 20
Viridiflorol 30.057 0,37 21
TOTAL 10,37
FENILPROPANOIDES - 45,83%
CONSTITUINTES T.R. % Area Pico
Safrol 17.886 3,66 6
Croweacin 26.383 5,82 14
Myristicin 27.613 26,48 17
Elemicin 28.575 8,59 18
Dilapiol 31.367 34,81 22
TOTAL 79,36
N&o identificaveis — 16,67%
-------------------------- 0,30 5
--------------------------- 0,46 15
-------------------------- 0,60 23
-------------------------- 0,35 24
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TOTAL
TOTAL

1,71
100%

Nao hé registro na literatura acerca da andlise do 6leo essencial dos frutos desta espécie. Entretanto,
boa parte dos constituintes ja foram identificados no 6leo essencial das folhas de Piper alatabaccum e de
outras espécies do género Piper, algumas substancias com rendimento maior e outras com rendimento menor
(Nascimento, 2011; Santana, 2012). Curiosamente, um dos compostos majoritarios do 6leo essencial dos frutos
foi a myristicine e o dilapiol. A myristicine € um fenilpropanoide que néo foi identificado no 6leo essencial das
folhas de Piper alatabaccum ja realizados por Nascimento (2011) e Santana (2012). Esse composto ja foi
identificado em vérias espécies, nos frutos de Piper gaudichaudianum (Schindler, 2015); nas folhas de Piper
aduncum (A. L. Silva, Chaves, Lameira, & Bizzo, 2014); e nas folhas e talos de Piper hispidinervum (Guilherme
et al., 2001). O dilapiol ndo é citado como composto majoritario por Nascimento (2011) e no trabalho de
Santana (2012) aparece em quantidade inferior ao que foi identificado nos frutos.

Atividade antioxidante

Preparou-se uma curva analitica de DPPH nas concentragfes: 250; 500; 750e 1000ug.mL'1, obtendo a
equacdo de regressdo linear y= 0,0132x + 0,0036 e o coeficiente de correlagdo R%= 0,9995. O valor
correspondente a metade da absorbancia da solucdo de DPPH puro (0,06 mM) foi substituido na equacao do
DPPH, para encontrar a concentracdo em uM de DPPH, correspondente a 50% da concentragéo inicial do
radical e, em seguida, transformado para g de DPPH pela Equacao:

gDPPH = (uM DPPH / 1.000.000) * 394,3 (peso molecular do DPPH)

A concentracdo do DPPH utilizada foi de 23,66 pg.mL-1 para uma solucdo de 0,06 mM. A avaliacdo da
atividade antioxidante revelou que o IAA do 6leo essencial difere do controle positivo BHT e da quercetina
(Tabela 2).

A curva de calibracdo do método FRAP foi preparada com a solucdo de sulfato ferroso nas
concentracdes de 500, 1000, 1500 e 2000 puM. As leituras das absorbancias foram plotadas no eixo Y e as
concentracdes de sulfato ferroso no eixo X, obtendo-se a Equacgéo da reta y = 0,0007x - 0,0283 e o coeficiente
de correlacdo R2 = 0,9996.

Os valores médios das absorbancias das amostras foram substituidos na equacéo de regressao linear
obtida, para se determinar a capacidade das amostras em reduzir o Fe® presente na solugédo a Fe®, e o
resultado equivalente a concentragdo em pM de FeSO,4.7H,0O. Posteriormente, o valor encontrado foi
convertido em mg de FeSO,4.7H,0/bleo essencial e o resultado final expresso em mg de Fe®/6leo (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da atividade antioxidante pelos métodos DPPH do extrato.

Método DPPH Método FRZAP
o (mg de Fe™" /
AMOSTRAS (T/o')bfg‘;, ?EE’(;n iL?lF)) IAA miligrama de
B HO- 0leo) + DP
Oleo essencial
dos frutos de 92,94 £ 0,75 9,75 = 0,058 2,43 26,25 £ 1,62
Piper alatabaccum
BHT 68,48 + 1,09 4,19 + 0,046 5,64 126,59 + 1,93
Quercetina 95,45 + 0,55 2,03 + 0,032 11,65 167,85 + 2,86
DP (desvio padréo); IAA (Indice de Atividade Antioxidante); BHT (butilhidroxitolueno); Concentra¢des para determinar o percentual

de inibig&o (%): Oleo essencial (500ug/mL); BHT (250 ug/mL); Quercetina (200 ug/mL)

A atividade antioxidante pode ser justificada pela presenca de compostos fendlicos (flavondides -
antocianinas, flavondis e seus derivados, &cidos fendlicos — &cido benzdico, cindmico e seus derivados e
cumarinas) (Angelo, 2006). Porém, ndo se pode esquecer que o 6leo essencial apresenta em sua composicio
guimica uma mistura de varias classes de substancias que agem de forma sinérgica podendo influenciar na
atividade produzindo um resultado diferente. Desta forma, objetiva-se futuramente avaliar os componentes
majoritarios do 6leo essencial da espécie para reproduzir os experimentos e confirmar seus resultados.

Conclusdes:

A composicao quimica do 6leo essencial dos frutos da espécie Piper alatabaccum apresentou uma
grande variacdo de compostos. Alguns desses compostos ndo foram identificados em amostras de 6leo
essencial das folhas da espécie ja realizados por outros pesquisadores. Os testes indicaram que o 6éleo
essencial de Piper alatabaccum, quando analisado pelo método DPPH, apresenta potencial antioxidante
significativo.
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