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1. Introducéo

Os radicais livres apresentam em sua Ultima camada eletrénica elétrons ndo-emparelhados que lhes conferem uma alta reatividade
devido a retirada de €elétrons de outras moléculas o que pode levar as modificagdes na estrutura molecular 0 que, conseqlientemente
pode levar o organismo a estados patol 6gicos. (CIMEN, 2008; SAXENA et al, 2007; JUNIOR et al, 2005).

Os compostos fendlicos, por suavez t&ém um poder antioxidante para combater 0s processos oxidativos causados pelosradicaislivres.
Estes podem ser evitados através de maodificacGes das condigdes ambientais ou pela utilizacgo de substancias antioxidantes com
propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das reagdes oxidativas (FREITAS, 1999). Os antioxidantes sdo capazes de
inibir a oxidacéo de diversos substratos de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos. (POVOA, 1995).

As espécies do género Piper pertencente a familia Piperaceae demonstram que componentes presentes em seus extratos possuem
atividade antioxidante, verificando estes efeitos entre as folhas, caules e raizes.

A espécie estudada é Piper regnellii, uma planta arbustiva conhecida popularmente como pariparoba. Suas folhas e raizes so usadas
na forma de extratos, infusdes ou emplastos para o tratamento de feridas, reducéo de inchacos e irritagdes na pele (CORREA, 1984;
PESSINI et al, 2003).

As concentragBes dos compostos fendlicos no extrato das folhas da pariparoba foram determinadas através de curva e sua equagao.
Pode ser observada uma concentracdo alta de compostos fendlicos, indicando a presenca de antioxidantes.

2. Objetivos

O projeto tem como objetivo quantificar compostos fendlicos nos extratos de folhas e caule da pariparoba, e através dos dados
obtidos, determinar o poder antioxidante do mesmo, avaliando assim, a composi¢&o e atividades dos extratos de Piper regnellii.



3. Desenvolvimento

Vidrarias de uso comum em laboratério de Quimica e reagentes de grau analitico foram utilizados. Para as medidas foi utilizado um
espectrofotémetro Hitachi, UV-PC.

As solucdes utilizadas (PBS pH 7,4, Estoque de Acido Gdlico e Carbonato de sddio 20%) foram preparadas segundo procedimentos
rotineiros.

A determinagdo dos compostos fendlicos foi realizada pela construcdo de curva padréo com concentragbes de 0,025ug/ml,
0,055pg/ml, 0,070pug/ml e 0,100pg/ml e a determinacdo foi realizada por espectrofotometria.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada com solucgéo 2,2 -diphenyl-1-picrylhydraznl (DPPH), Padréo Trolox (0,01mg/ml;
0,025mg/ml; 0,05mg/ml e 0,2mg/ml) e o extrato de folhas (Img/ml 0,5mg/ml, 0,25mg/ml, 0,2mg/ml).

Os valores de absorbancia obtidos em espectrofotémetro foram convertidos em porcentagens de Atividade Antioxidante (AA%),
determinadas pela equagéo 1: AA%=[(Abscontrole — Absamostra)x100]/(Abscontrol€)

Abscontrole € a Absorbanciainicial e Absamostra é a Absorbancia da misturareacional.

A porcentagem de atividade antioxidante (AA%) corresponde & quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante. Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, maior sera sua atividade antioxidante.

Também a partir dos espectros obtidos, pode-se calcular a porcentagem de DPPH ndo decomposto através da equacdo 2:
DPPHREM=(Af/A0) x 100

Ao e Af correspondem as Absorbancias & 520 nm do radical no estado inicial e no estado final dareacao, respectivamente.
Para a determinacdo do contelido de Flavondides, foi usado o padr&o Rutina 0,5mg/ml e determinag&o espectrofotométrica.

A quantidade de flavondides no extrato foi calculada pelaformula X=(Axmo)/(Ao/m) (3). X é o contetido de flavandides expresso em
mg/ml em equival entes de rutina, Ao é a absorbancia da solucéo padréo de rutina, mo é amassa (mg) de rutina na solugéo padréo, A é
a absorbancia da solugado de extrato acetato e m é amassa (mg) do extrato.

De forma semelhante foi realizada a determinagdo do conteido de Flavondis, porem com rutina na concentragdo de 0,17mg/ml.

A quantidade de flavon6is no extrato foi calculada pela mesma formula para a determinacdo de flavondides.

Para a determinaggo do contelido total de Tanino foi prepara solucdo de extrato hidroalcodlico a 100pg/ml (S1.). A solugdo S2 foi
preparada com 10ml da solucdo S1, diluida para 10ug/ml , misturada com 100mg de caseina e filtrada (S2). A diferenca entre as
leituras de absorbancias S1 e S2 corresponde a concentracdo de tanino absorvido pela caseina na amostra. O contelido total de tanino
absorvido pela caseina € expresso como 0 himero de equivalentes de &cido galico.

4, Resultado e Discussao

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até outras com ato grau de polimerizacdo. Esses compostos tém um
poder antioxidante para combater 0s processos oxidativos causados pelos radicais livres.

Os processos podem ser evitados através da modificacdo das condi¢des ambientais ou pela utilizacgo de substancias antioxidantes
com a propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das reacdes oxidativas.

Os antioxidantes sao capazes de inibir a oxidacdo de diversos substratos de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos,
por meio de dois mecanismos: o primeiro envolve ainibi¢do da formacdo de radicais livres que possibilitam a etapa de iniciacdo; o
segundo abrange a eliminag&o de radicais importantes na etapa de propagacéo, como alcoxila e peroxila, através da doagéo de atomos
de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo areacéo em cadeia.

Com os resultados obtidos através do espectrofotémetro, pode-se obter a absorbancia de cada concentrac@o e destas pode-se tirar as
meédias e construir um grafico da curva padréo.

Através dos resultados do espectrofotdmetro para o extrato da folha, pode-se obter a absorbancia das concentragoes.

Com a equagdo 4: y=ax +b e as concentragdes do extrato pode-se calcular e determinar as concentragdes de compostos fendlicos nas
amostras. Onde y é absorbancia encontrada, x € a concentragdo dos compostos fendlicos, a o coeficiente angular e b o coeficiente
linear dareta

A avaliacdo da Atividade Antioxidante foi realizada através da Cinética de Decomposi¢&o do DPPH (2,2 - difenil - 1 - picrilhidrazil).
O DPPH éum radical estave artificial, ndo € produzido em seres vivos, mas essatécnica é Util paraavaliar a atividade antioxidante de
compostos isolados e também de extratos e alimentos. A técnica utiliza o0 DPPH? que tem maximo de absorbancia em 517 nm. A
adicdo de um antioxidante resulta em uma diminui¢do na absorbancia proporcional a concentrago e a atividade antioxidante dos
compostos ou extratos. Os radicais livres DPPH, que inicialmente apresentam cor roxa por possuirem elétron livre, perdem esta cor
guando um radical hidrogénio doado por uma molécula antioxidante entra em ressonancia com a molécula de DPPH, diminuindo-se,
assim, aabsorbancia. E uma metodologia muito Util, pois € atamente reprodutivel e os resultados obtidos sdo compativeis com outras



metodol ogias mais complexas e menos precisas (VILLANO et al, 2007).

No gréfico 1, cinética de decomposicdo do DPPH? na presenca de diferentes concentragcdes de TROLOX, que é um derivado
hidrossolGvel da vitamina E é utilizado freqlientemente como padréo de comparacdo para avaliagdo da capacidade antioxidante de
compostos isolados e também de extratos.

A porcentagem de atividade antioxidante (AA%) corresponde & quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante. Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, maior sera sua atividade antioxidante.

Também a partir dos espectros obtidos, foi possivel calcular a porcentagem de DPPH ndo decomposto como descrito em Materiais e
Métodos. Os valores obtidos para 0 TROLOX em funcdo do tempo de reagéo sdo apresentados. O TROLOX é muito efetivo e,
portanto a reagdo esta praticamente finalizada em 5 minutos, a partir desse tempo a absorbancia é minima e, portanto considerou-se
gue o tempo de 5 minutos como final dareacdo. A porcentagem de DPPH nédo decomposto € apresentada em funcdo da concentracdo
de TROLOX, observa-se que areagdo € um decaimento exponencia de primeira ordem e a partir daregressdo nado linear foi possivel
determinar a seguinte equacdo 5: yo + Al x e-x/t1

Utilizando equacdo é possivel calcular o parémetro EC50, que expressa a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir
50% a concentragdo inicial do radical DPPH. O valor do parémetro (EC50) éinversamente rel acionado a capacidade antioxidante, isto
€, quanto menor o valor de EC50 maior a capacidade antioxidante. O valor obtido parao TROLOX foi de 0, 003564 mg.mL-1.

O extrato de pariparabafoi avaliado nas mesmas condig¢des e os val ores que forem obtidos, foram comparados com os val ores obtidos
parao padrdo TROLOX.

Foram feitos os mesmos procedimentos de andlise do padréo Trolox® para o extrato acetato de folhas, para que pudesse ser feitauma
comparacao do poder antioxidante deste.

No grafico 2, cinética de consumo do DPPH para o extrato é mais lenta que a observada parao TROLOX.

O extrato acetato de folhas de pariparoba exerceu efeito significativo na decomposicdo do DPPH como pode ser observado na
porcentagem de inibic&o da absorbancia em relacéo ao tempo zero, inicio dareagao.

Calculou-se a porcentagem de DDPH remanescente para as diferentes concentracfes do extrato a partir da equacéo que foi descrita
em Materiais e Métodos e os val ores obtidos sdo apresentados no gréfico 3.

A cinética de consumo do DPPH para as diferentes concentragfes do extrato € também de primeira ordem e utilizando-se os valores
obtidos para o fina de reagéo, tempo 30 minutos, construiu-se a curva em fungdo da concentracéo de extrato.

O parémetro EC50 foi calculado para o extrato acetato e o valor obtido foi 0,513 mg.mL-1. Comparando-se esse valor com o obtido
para o TROLOX (0,003564 mg.mL-1) observa-se que a atividade antioxidante do extrato € menor que a do padréo utilizado para
comparagao.

A avaliacdo do contetido dos compostos fendlicos foi feita através da determinagéo de flavondides totais, flavondis e tanino.

Os flavondides, possuem estrutura ideal para o seqliestro de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e E. A
atividade anti oxidante dos flavondides depende da sua estrutura. Quanto maior o nimero de hidroxilas, maior aatividade como agente
doador de H e de elétrons (BARREIROS &t al., 2000).

Através dos resultados obtidos no espectrofotdmetro e da equagéo 3, descritaem Materiais e M étodos, pode-se determinar o contetido
de flavondides totais que foi de 2,4%. Mesmo tendo um contelido baixo no extrato de folhas, pode-se perceber através da andlise da
atividade antioxidante que ela possui um poder antioxidante relativamente alto, com uma concentracéo de 1mg/ml.

Os flavondis possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6, sendo os compostos mais diversificados do reino vegetal. Neste
grupo encontram-se as antocianidinas, flavonas, flavondis e, com menor freqiiéncia, as auronas, calconas e isoflavonas, dependendo
do lugar, nimero e combinagado dos grupamentos participantes da molécula (SOARES, 2002).

No extrato de folhas, pode-se perceber uma grande concentracdo, 68,83% do contelido de flavondis pertencentes ao grupo dos
flavonoides.

Os taninos pertencem a um grupo de compostos fendlicos provenientes do metabolismo secundério das plantas (BUTLER et dl.,
1984) e sdo definidos como polimeros fendlicos sollveis em agua que precipitam proteinas (HASLAM, 1989). Os taninos séo
compostos de ato peso molecular, que conferem ao alimento a sensacéo de adstringéncia, e classificam-se em dois grupos, baseados
em seu tipo estrutural: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os primeiros contém um ntcleo central de glicose ou um alcool
poliidrico, esterificado com acido gélico ou elagico, e sdo prontamente hidrolisaveis com &cidos, bases ou enzimas. (SOARES, 2002).
Os taninos sdo encontrados principalmente nos vacuolos das plantas. Nestes locais eles ndo interferem no metabolismo da planta,
somente apds lesdo ou morte das plantas eles agem e tém metabolismo eficiente (CANNAS, 1999).

O contetido de taninos no extrato foi obtido através da diferenca da solugdo padréo e solugdo do extrato, descrita em Materiais e
Métodos. Os taninos hidrolisaveis encontrado foi de 3%. Os taninos sao geralmente encontrados em folhas de plantas e gjudam no
seqiiestro de radicais livres

5. Consider agBes Finais

O extrato de folhas de Pariparoba apresenta cerca de 2,4% de flavondides; 68,83% de flavondis e 3% de tanino, que sdo compostos



fendlicos capazes de inibir a oxidagéo deradicais livres.

A cinética de consumo do DPPH para o extrato € mais lenta que a observada para o Trolox®, suainibigéo foi de aproximadamente
70% para a concentracdo de 1,0mg/ml do extrato.

A quantidade de antioxidante necesséria para diminuir 50% a concentrac8o inicial do radical livre foi de 0,513mg/ml, sendo uma
concentracdo maior que o Trolox®, que obteve 0,003564mg/ml.

Através desses resultados, pode-se perceber que o extrato de folhas de Pariparoba, apresenta uma excelente atividade antioxidante
protetora contra a oxidagcdo, mesmo tendo uma cinética de consumo mais lenta que o antioxidante Trolox®.

Referéncias Bibliogr &ficas

BARREIRO, AL.B.S,; DAVID, J. P,; DAVID, JM.; Estresse Oxidativo: Relagdo entre geracdo de espécies reativas e a defesa do
organismo. Quimica Nova, v.29, p.113-123, 2006.

BUTLER, L.G.; RIELD, D.J;; LEBRYK, D.J; BLYTT, H.J.. Interaction of proteins with sorghum tannin: mechanism specifity and
significance. Journal of American Oil Chemistry Society, v.61, n.5, p. 916.920, 1984.

CANNAS, A. Tannins: fascinating but sometimes dangerous molecules. Itaka, 1999.Disponivel em: .

CORREA, M. P. Dicionério das plantas Uteis do Brasil e das exdticas cultivadas. In: PESSINI, G. L. et a. Neolignanas e andlise do
oleo essencial das folhas de Piper regnellii (Miq.) C. DC. var pallescens (C. DC.) Yunck. Revista Brasileira de Farmacognosia,
Jo&o Pessoa, v. 15, n. 3, p. 199-204, jul/set 2005.

FREITAS, Paulo Chanel Deodato de Freitas. Atividade antioxidante de espécies medicinais da familia Piperaceae: Pothomorphe
umbellata (L.) Miq e Piper regnellii (Miqg) C. DC. Sdo Paulo: 1999. 115 p.

HASLAM, E. Plant polyphenois-vegetable tanninsrevisted. Cambridge: Cambridge University Press, 1989.

JUNIOR, D. R. A. et al. Osradicais livres de oxigénio e as doengas pulmonares. Jor nal Brasileiro de Pneumologia, Brasilia, v. 31,
jan. / fev. 2005.

PESSINI, G. L. et a. Antibacterial activity of extractsand neolignansfrom Piper regnellii (Miq.) C. DC. var pallescens(C. DC.)
Yunck. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 98, n. 8, p. 1115-1120, dec. 2003.

POVOA, Helion. Radicais Livres em Patologia Humana. Rio de Janeiro: Imago Ed., 1995. p.416

SAXENA, R. et a. Antioxidant activity of commonly consumed plant foods of india: contribution of their phenolic content.
I nternational Journal of Food Sciences and Nutrition, Inglaterra, v. 58, n, 4, p. 250-260, jun. 2007.

SOARES, S.E., 2002, Acidos fendlicos como antioxidantes; Revista de Nutricdo, Campinas, 15(1)71-81

Anexos




0,4 -
— 0,000 mg.mL
1 —— 0,025 mg.mL”
— 0,080 mg.mL”
< 0.3 0,100 mg.mL™"
z )
|
% CI,Z—;I
0,1+
|:|.|:I ¥ T T T T T L] T L] T T 1
1] 5 10 15 20 25 30

TEMPOQ (min}

Gréfico 1: Cinética de decomposicdo do DPPH na presenca de diferentes concentracbes de
Trolox®, indicadas no grifico.
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Grafico 2: Cinética de decaimento da absorbdncia do DPPH* em funcdo do tempo para as
concentragdes de extrato indicadas no grafico.
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Grafico }; Forcentagem de DFPH remanescente (%), determinados com a equagdo [2] em
fungio do tempo de reacdo nicial para diferentes concentrag@es de extrato de folhas,

indicadas no grafica



