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DETERMINACION DE LA COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE in vitro
DEL ACEITE ESENCIAL DE Piper auritum Kunth (PIPERACEAE) DIFUNDIDA EN LA COSTA

COLOMBIANA

RESUMEN

El aceite esencial de hojas e infloresencias de Piper auritum, obtenido por
hidrodestilacién asistida por la radiacién de microondas (MWHD), se analizé por
cromatografia de gases de ata resolucion acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS). El rendimiento de extraccion fue de 2,3% para hojas y de 2,4% para
inflorescencias. Laidentificacion, mostrd6 como componentes mayoritarios safrol,
94,0% (hojas) y 90,3% (inflorescencias) y miristicina, 3,2% (hojas) y 5,8%
(inflorescencias). La actividad antioxidante del aceite fue evaluaday comparada
con ladelavitaminaE.

PALABRAS CLAVES. Acete esencia, Piper auritum, safrol, actividad
antioxidante.

ABSTRACT

The essential oil of leaves and inflorescences of Pipper auritum, was obtained by
microwave-assisted hydrodistillation (MWHD) and analyzed by means of high
resolution gas chromatography coupled to mass spectrometry (HRGC-MS). The
extraction yield was 2,3% (leaves) and 2,4% (inflorescences). The main
components were safrol (94,0% in leaves and 90,3% in inflorescences) and
myristycin, (3,2% in leaves and 5,8% in inflorescences).  The antioxidant
activity of the oil was evaluated and compared with that of vitamin E.
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1. INTRODUCCION

Durante la colecta boténica realizada en el NorEste
colombiano, se tomaron muestras representativas de la
especie Piper auritum Kunth (Piperaceag). La planta es
un arbusto sublefioso de hasta 4 m de altura, conocida
como Santamaria de anis o Anisillo, usada como
condimento en paises de América Central [1]. Sus
hojas se emplean como emoliente, agente
antirreumdtico, diurético, estimulante y abortivo [2,3].
Posee actividad antiinflamatoria, antibacteriana,
antifingicay antidermatofitica [4,5].

El género Piper, ampliamente distribuido en €l
Trépico, contiene méas de 1000 especies. Este género
posee fenilpropanoides, lignanos, sesquiterpenos y
monoterpenos como borneol, alcanfor, cineol, eugenal,
safrol 'y una amplia variedad de componentes
bencénicos [6].

El safrol, es un monoterpeno oxigenado, presente como
compuesto mayoritario en especies tales como,
sassafras (70-80%) y Ocotea cymbarum (90%) [7]. La
biosintesis propuesta para la formacion de safrol,
involucra la condensacién de eritrosa 4P con
fosfoenolpiruvato [8]. Hace parte de la lista de
sustancias controladas por las autoridades, debido a su
uso como precursor en la sintesis de drogas de uso
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ilicito como MDMA [9] y por su efecto carcinogénico
y citotéxico [10]. No obstante, es Util en la hemisintesis
de compuestos de elevada actividad bioldgica[8].

En este trabajo, se reporta la composicién quimica
obtenida por GC-MS, del aceite esencia extraido por
MWHD, de hojas secas e inflorescencias de Piper
auritum colectadas en la Costa colombiana. De igual
forma, la actividad antioxidante del aceite se compara
con ladelavitaminaE.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Material vegetal

Se utilizaron hojas secas e inflorescencias, en las
extracciones realizadas por MWHD. La identificacion
taxondmica de las muestras boténicas se llevé a cabo
en e Ingtituto de Ciencias Naturdes, Facultad de
Ciencias, Universidad Nacional de Colombia
(Bogotd). Los pliegos testigos de la planta quedaron
depositados como muestra permanente en el Herbario
Nacional Colombiano (COL N° 512209), asi: Piper
auritum Kunth.

2.2 Reactivos
Los reactivos y solventes empleados en este estudio
fueron: etanol (99.8% pureza) y diclorometano,
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suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania). La
vitamina E (97% pureza) y 2,2-difenil-1-picrilhidracina
(DPPH, 90% de pureza) se adquirieron de Aldrich
Chemical Co. Inc. (Milwaukee, WI, EE.UU.). Los
gases especiales para cromatografia se obtuvieron de
AGA-Fano SA. (Bucaramanga, Colombia).

2.3 Extraccion

La hidrodestilacion asistida por la radiacién de
microondas (MWHD) se llevd a cabo empleando un
equipo de destilacién tipo Clevenger [11,12] y un
horno microondas comercia (LG, 720 W). Dentro del
horno se colocd un balén (2 L) con agua destilada (300
mL) y material vegetal (100 g). El tiempo de extraccion
a 60% de potencia del horno, fue 30 min. El aceite
esencial se separd del agua por decantacion y se secd
con Na;SO, anhidro. Luego, una alicuota del aceite (50
uL) seaforé a1l mL con diclorometano, parael andlisis
cromatografico.

2.4 Analisiscromatografico

Para la identificacion de los componentes presentes en
los aceites esenciadles se empled un cromatégrafo de
gases de alta resolucion Agilent Technologies modelo
6890 Series PLUS, acoplado a un detector selectivo de
masas (MSD) Agilent Technologies 5973 Network,
con sistema de datos HP MS ChemSation G17001DA
(versién D.00.01.27, 2002), y bibliotecas de espectros
Wiley, NIST y Adams, para el andlisis de |os espectros
de masas. Se empled una columna capilar DB-5 (J & W
Scientific, Folsom, CA, EE.UU) de 60 m x 0.25 mm,
con fase estacionaria apolar de 5% fenil-pali
(metilsiloxano) de 0.25 um. La temperatura del horno
se programoé de: 45 °C durante 5 min con una rampa de
calentamiento de 4° C/min hasta 150 °C por 2 min,
posteriormente, a 5 °C/min hasta 250 °C por 5 min 'y,
finamente, a 10 °C/min hasta 275 °C por 15 min.
Como gas de arrastre se empled helio. El volumen de
inyeccion fue de 1 uL en e modo split, con relacion
1:30, redizado con un inyector automatico Agilent
Technologies, modelo 7683 Series injector. Las
temperaturas de la camara de ionizacion y de la linea
de transferencia fueron 230 y 285 °C, respectivamente.
La energia de los electrones bombardeantes fue 70 eV.
La corriente idnica total reconstruida (TIC) y los
espectros de masas de obtuvieron por medio de barrido
automético en € rango de masas de m/z 40-350 Dalton,
con analizador cuadrupolar operando en € modo de
barrido completo, full scan.

Para la identificacion de los compuestos por GC-MS
también se usaron sus indices de retencion de Kovats,
los cuales fueron comparados con los reportados en la
literatura [13]. Los indices de Kovats se calcularon
teniendo en cuenta los tiempos de retencién de una
serie homodloga de patrones de hidrocarburos (Cyo-Cys)
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(Accustandard, EE.UU.), analizados bajo las mismas
condiciones de los aceites esenciales.

2.5 Evaluacion in vitro de la actividad antioxidante

La evaluacion de la capacidad antioxidante de los
aceites esenciales se realizd de acuerdo con €l

siguiente procedimiento: a una solucion de DPPH" (90
UM, 2,5 mL) en etanol, se le adicionaron 0,5 mL del
aceite, en concentraciones entre 27412 y 80675 ppm.
I nmediatamente después, se midid la absorbanciaa 514
nm a diferentes tiempos para generar asi una relacion
de la capacidad “secuestradora’ de radicales de cada

concentracion. La absorbanciainicial delaDPPH en e
medio de reaccion se determind mediante una curva de
calibracion de soluciones en concentraciones de 0.01,
0.02, 0.04, 0.06 y 0.08 mM a 514 nm. La capacidad de
atrapar radicales se expresd como los mg/L de
sustancia antioxidante necesarios para disminuir la
concentracion inicial de radical DPPH en un 50%

(ECs0). Se utiliz6 como blanco una solucién de DPPH’
(90uM, 2,5 mL) en etanol, a la cua se le adicionaron
0,5 mL de etanol y se determiné su absorbancia a 514
nm, durante 30 minutos [14].

La actividad antioxidante del aceite esencial obtenido a
partir de las hojas de P. auritum, se compar6 con la de
la vitamina E. De igua forma, que con € aceite
esencial, se desarroll6 e mismo procedimiento con la
vitamina E. Esta se utilizo como referencia en €
andlisis de los resultados, por su conocida accion como
antioxidante de ruptura de cadena.

3. Resultadosy Discusion

3.1 Metabolitos secundarios volatiles de Piper
auritum

El rendimiento de la hidrodestilacion asistida por la
radiacion de microondas (MWHD), del aceite esencial
de Piper auritum fue de 2,3% para hojas secas y 2,4%
paralasinflorescencias.

En la Figura 1 se presenta € perfil cromatogréfico
resultante del andlisis por GC-MS, del aceite esencial
de Piper auritum, obtenido por MWHD de las hojas
secas de la plantay en la Figura 2 el correspondiente a
las inflorescencias. La identificacion de los
componentes y sus cantidades relativas (%) se reportan
en la Tabla1l. Los compuestos encontrados en mayor
porcentgje en e aceite esenciad de hojas e
inflorescencias, son de tipo aromatico, sustituidos con
grupos alquilo y ailo, ademas se observa alto
contenido de compuestos oxigenados.
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Cantidad relativa, %
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Pico Componente lk Hojas I nflor escencias

1 2-E-Hexena 831 0.05 --

2 o-Terpineno 1020 0.06 0.09
3 p-Cimeno 1028 0.06 0.10
4 y-Terpineno 1061 0.28 0.32
5 Terpinoleno 1089 0.21 0.22
6 2-Nonanona 1090 0.22 0.07
7 Nonanal 1105 - 0.08
8 Safrol 1302 93.24 90.30
9 o-Copaeno 1387 0.10 0.05
10  Metil eugenol 1399 0.46 0.57
11 transB- Cariofileno 1434 0.20 0.18
12 n-Pentadecano 1473 0.11 0.40
13 Mirigticina 1528 4.34 5.84
14  Elemicina 1546 0.09 0.55

Tabla 1. Composicion quimicadel aceite esencial de Piper auritum, obtenido por MWHD.
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Figural. Cromatogramadel aceite esencia de hojas secas de
Piper auritum, obtenido por GC-MS.
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Figura 2. Cromatograma del aceite esencia de
inflorescencias de Piper auritum, obtenido por GC-MS.

En ambos aceites, el safrol (Figura 3) fue e principal
componente (93.2%, en hojas y 90.3%, en
inflorescencias), siendo superior a reportado en la
especie cultivada en Cuba, donde reportan un 64.5%
del safrol [4]. Lamiristicina (4.3%, en hojasy 5.8%, en
inflorescencias) fue &l segundo compuesto mayoritario.
Los otros compuestos identificados fueron seis
monoterpenos oxigenados (1.0%) y dos sesquiterpenos
(0.3%).

del aceite esencial de Piper auritum.

La disminucion de la absorbancia a 514 nm, se empled
para evaluar la actividad antioxidante (reduccion de
radical DPPH’) durante el transcurso de la reaccién. En
la Figura 4 se muestra la tendencia a estado
estacionario del aceite esencia de P. auritum, medida
para diferentes concentraciones, en un rango de
absorbancia de 0 — 1. La reaccién entre los
componentes del aceite y e radical DPPH’ fue muy
rapida durante los primeros 5 min, como se puede
apreciar en el gréfico.

Estado estacionario del aceite de P.auritum
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Figura 4. Estado estacionario de la reaccion entre el aceite
esencial de P. auritum con €l radical DPPH', medido en
funcion de la disminucion de su absorbancia, a diferentes
concentraciones del aceite (ppm).

El aceite esencia de Piper auritum presentd una baja
actividad antioxidante comparado con € efecto
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protector de la vitamina E, como se puede observar en
laFigura5. Dado que €l andlisis cromatografico revel6
la no existencia de compuestos de tipo fendlico,
principales responsables de la actividad antioxidante de
los aceites esenciales. Esta leve actividad antioxidante,
se explico por la presencia de hidrégenos arilicos.

Comparacién actividad protectora de
radicales

ARP
or N W &

Aceite P. auritum

Vitamina E

Figura 5. Comparacion de la actividad antioxidante del aceite
esencia y lavitaminaE.

La concentracion efectiva ECs, para la vitamina E fue
de 0.27 ppm, mientras que para el aceite esencial fue de
348 ppm. En ambas mediciones los coeficientes de
variacién estuvieron cercanos a 2%.

4. CONCLUSIONES

La técnica de MWHD, facilito la extraccion del aceite
esencial de las hojas e inflorescencias de Piper
auritum, dado el ahorro de tiempo, el porcentaje de
aceite obtenido y su ato contenido de safrol. Al
parecer, € método empleado no ocasiona ateraciones
significativas alos aceites esenciales.

Entre los compuestos organicos volétiles presentes en
los aceites esenciales analizados por GC-MS, se
destaca e ato contenido de safrol (principal
compuesto). Las concentraciones de safrol y el
rendimiento del aceite, convierte a la especie Piper
auritum en unafuente alternativa de safrol.

El aceite esencial evaluado present6 una baja actividad
atrapadora del radical DPPH (0.0029 mg/L), en
comparacién con la presentada por la vitamina E (3.69
mg/L ), sustancia antioxidante usada como referencia.
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