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RESUMO

Piper nigrum L. (Piperaceae), conhecida popularmente como pimenta-do-reino, é uma
planta utilizada como condimento alimentar. Este trabalho tem por finalidade a
avaliacdo do perfil cromatogréafico, quantificacdo e metodologia rapida e eficiente para
identificacdo e caracterizacdo dos constituintes quimicos dos tecidos vegetais da
espécie. Para isto, 0s extrato das folhas, talo, frutos maduro e frutos verde de P. nigrum
foram obtidos através de extracao liquido-liquido (ELL) usando solucéo hidroalcodlica
de Et-OH/H,0 como solvente de extracdo, posteriormente submetidos a Cromatografia
Liquida Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) e Espectrofotometria UV-Vis. Uma das fragdes
extraidas foi analisada com Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A andlise
cromatografica dos extratos permitiu aquisicdo de 53 diferentes componentes na espécie
de pimenta-do-reino. A analise espectrofotométrica resultou na quantificacdo
polifendlica dos extratos de tecidos vegetais de P. nigrum estudados. A quantificagcdo
mostrou devida reprodutibilidade e robustez para as andlises polifendlicas. A
investigacdo quimica resultou na caracterizacdo de uma substancia: piperina. A estrutura
da substancia majoritaria no extrato de Fruto Maduro foi elucidada através de métodos

espectrométricos (RMN *H) além de comparacdo com dados disponiveis na literatura.

Palavras-chave: Pimenta-do-reino; compostos fendlicos; espectrofotometria UV-Vis;
RMN.



ABSTRACT

Piper nigrum L. (Piperaceae), popularly known as black pepper, is a plant used as a
food condiment. This study aims to evaluate the chromatographic profile, it was per-
formed the evaluation of the chromatography profile, the quantification and a fast and
efficient methodology to identify and characterize of the chemical constituents of the
plant tissues of the species. For this, extract of leaves, stalk, ripe fruits and green fruits
of P. nigrum were obtained using a liquid-liquid extraction (LLE) via a hydroalcoholic
solution of EtOH/H,0 as the extracting solvent, they were then submitted to a chroma-
tography study using the High Eficience Liquid Chromatography (HPLC-DAD) and
Ultraviolet-Visible Spectrophotometry study as well. One of the fractions extracted was
analyzed by Nuclear Magnetic Resonance (NMR). The chromatographic analysis of the
extracts allowed the acquisition of 53 different components in the pepper species. The
spectrophotometry analysis resulted in the polyphenolic quantification of the studied P.
nigrum vegetal tissues extracts. Quantification showed adequate reproducibility and
robustness for polyphenolic analysis. The chemical investigation resulted in the charac-
terization of one substance: Piperine. The structure of the major substance present in the
ripe fruit was elucidated through spectrometric methods (*H-NMR) and comparison

with literature.

Keywords: black pepper; phenolic compounds; spectrophotometry UV-Vis; NMR.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais estdo entre os recursos terapéuticos de maior interesse
cientifico por apresentarem diversidade quimica rica em metabdlitos secundarios com
diferentes atividades bioldgicas, representando uma importante fonte de fitofarmacos
para o desenvolvimento de novos medicamentos, para as mais diversas doencas (PINTO
et al., 2002; ALVES, 2001).

O progresso recente de técnicas analiticas hifenadas permitiu obter amplo
conhecimento sobre 0 metabolismo secundario dos organismos vivos. O Brasil se situa
em posigéo privilegiada para a ciéncia de produtos naturais, em decorréncia de ser um
dos paises mega-biodiversos e ter constituido um grande corpo de pesquisadores de
quimica de produtos naturais (BERLINCK et al., 2017).

A pimenta-do-reino Piper nigrum L. — Piperaceae, também conhecida como
pimenta-da-india, € uma planta trepadeira de grande produtividade e uma das mais valo-
rizadas condimentares do mundo, com grande valor econdémico, permitindo que essa
atividade desenvolvida pelos pipericultores brasileiros seja altamente rentavel (EM-
BRAPA 2016).

O Brasil € um dos maiores produtores de pimenta-do-reino, oscilando entre
a segunda e terceira posi¢do no mercado mundial. Em termos de relevancia mundial, o
Brasil é o quarto maior exportador de pimenta-do-reino, com mais de 30 mil ton anuais,
sendo o Para responsavel por cerca de 80% dessa producdo seguido pelo Espirito Santo
(EMBRAPA 2016; SECUNDINO, 2003).

A pimenta-do-reino € vendida no mercado externo como pimenta-preta, pi-
menta-branca e pimenta-verde ou em salmoura, ao passo que no mercado interno, ela é
comercializada como pimenta-preta e branca, pimenta em pd e misturada a outros con-
dimentos, principalmente cominho. Subprodutos como piperina e oleorresina — extrai-
dos de gréos chochos de pimenta — sdo utilizados nas industrias de embutidos, perfuma-
ria e farmacéutica, cujos pregos podem atingir até trés vezes o valor obtido do produto
comercializado na forma de grdos (EMBRAPA, 2006).

Seus extratos foram utilizados na medicina popular em uma variedade de
culturas. Na literatura sanscrita antiga, o uso de pimenta-do-reino para fins medicinais
foi documentado. Na india, foi uma das ervas mais comumente usadas na medicina a-

yurvédica e tem sido empregada para o tratamento de distdrbios gastrointestinais e, ain-
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da mais recentemente, de malaria cronica. A pimenta preta também foi usada para o
tratamento da epilepsia na medicina tradicional chinesa (SINGLETARY, 2010).

As caracterizagdes quimicas de alimentos ou de matérias-primas séo de
grande importancia para a ciéncia de alimentos e bioquimica, uma vez que através des-
tas que se pode compreender a natureza dos diferentes constituintes dos alimentos, 0s
processos quimicos e bioquimicos envolvidos com suas transformagfes bem como seus
atributos de qualidade (BENDAOUD et al. 2010).

Comumente, nos extratos obtidos a partir de pimenta-do-reino e de pimenta
rosa estdo presentes alcaloides, flavonoides, taninos e terpenos, substancias com reco-
nhecidas atividades bioldgicas (BENDAOUD et al. 2010).

Tendo em vista que 0s componentes quimicos mais importantes encon-
trados nos grdos da pimenta-do-reino sdo a piperina, responsavel pela pungéncia
(ardor), e os 0leos essenciais, responsaveis pelo aroma caracteristico dessa pimenta,
a caracterizacdo para confirmacao e quantificacdo desses constituintes sdo importan-
tes estratégias para o comércio e estudo de Piper nigrum.

Para realizar o mapeamento da constituicdo quimica da espécie, utiliza-se a
extracdo liquido-liquido, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) e res-
sonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H 1D) a fim de elucidar as estruturas

identificadas na via cromatogréfica e determinar a composicao dos extratos analisados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideracoes da familia Piperaceae

A familia Piperaceae abrange uma das mais relevantes e antigas especiarias
do mundo. Estudos taxondmicos vém sendo desenvolvidos em Piperaceae no Brasil
com base nas pesquisas realizadas por T.G. Yuncker, especialista na familia, que estabe-
leceu as diretrizes para o entendimento desse grupo (GUIMARAES; GIORDANO,
2004).

Essa familia abrange varios géneros, cujos principais sdo: Lepianthes, Sar-
corhachis, Ottonia, Pothomorphe, Peperomia e Piper. Destes, 0os maiores géneros sao
os dois ultimos citados. O género Piper é composto por plantas lenhosas, incluindo ar-
bustos, trepadeiras e pequenas arvores (DYER et al., 2004).

O nordeste brasileiro conta com quatro géneros: Ottonia Spreng., Pepero-
mia Ruiz & Pav., Piper L. e Pothomorphe Mig., ndo tendo sido assinalado o género
Sarchorhachis Trel., exclusivo das Regifes Sudeste e Sul do Brasil (GUIMARAES;
GIORDANO, 2004).

No Ceara as espécies encontram-se representadas, principalmente, nas su-
perficies dos relevos residuais cristalinos mais proeminentes, cujas altitudes e a pequena
distdncia do litoral determinam maiores indices pluviométricos, desenvolvendo solos
mais profundos e, consequentemente, abrigando uma flora diferenciada. Estas regides,
denominadas serras imidas, como Aratanha, Baturité e Maranguape, sdo as preferidas
por espécies de Peperomia e certas espécies de Piper, que apresentam individuos a
sombra (GUIMARAES; GIORDANO, 2004).

2.2 O género Piper

O género Piper tem mais de duas mil espécies distribuidas em ambos o0s
hemisférios. Sdo ervas eretas seja de arbustos ou arvores. A maior diversidade de espé-
cies de Piper é no Neotrépico, onde sdo encontrados dois tergos das espécies descritas.
Cerca de 300 espécies sdo endémicas do Sudeste Asiatico, incluindo as ilhas do leste da
india e o norte da Austréalia. Apenas duas espécies sdo nativas da Africa. A maioria das
espécies de Piper cresce em florestas tropicais molhadas, quentes e de planicie (PAR-
MAR et al. 1997; DYER et al., 2004; WANG et al., 2014).
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As espécies de Piper sdo bastante uniformes morfologicamente, com folhas
simples, alternadas e hastes articuladas com nds ampliados. Os ramos quebram facil-
mente nesses nos, seja quando estragados ou quando em decaimento. A maioria das
espeécies de Piper sdo aromaticas devido a presenca de 0leos essenciais nos seus tecidos,
principalmente nas folhas. Assim, o género é uma das mais faceis plantas para reconhe-
cer, devido o tipico cheiro picante ou aromético das folhas esmagadas ou hastes quebra-
das (DYER et al., 2004).

Antes de 1980, a maioria dos trabalhos sobre o género Piper tinha origem
indiana e dizia respeito aos seus constituintes quimicos e ao potencial que esses produ-
tos quimicos tinham como agentes pesticidas (por exemplo, piperina). Com a explosdo
da pesquisa ecoldgica nos tropicos nas Ultimas duas décadas, particularmente no Neo-
tropico, as especies de Piper tém sido usadas para estudar herbivoria, distribuicdo e a-
bundancia, padrdes fenolodgicos, dispersao de sementes por morcegos e aves, capacidade
fotossintética, reciprocismos, fitoquimica e muito mais (DYER et al., 2004).

As espécies de Piper tém alta importancia comercial, econémica e medici-
nal. Economicamente, as Piperaceae sdo importantes para a pimenta nos mercados
mundiais de especiarias. O fruto amadurecido de Piper nigrum é a fonte de pimenta
branca, enquanto o fruto ndo maduro da mesma espécie € a fonte de pimenta preta. Ori-
ginalmente da India, a pimenta-do-reino era importante no inicio da negociagao entre a
Europa e a Asia; hoje é cultivada em todo o trépico umido (PARMAR et al. 1997;
DYER et al., 2004).

2.2.1 Aspectos quimicos do género Piper

A fitoquimica do género Piper é rica em termos de nimeros de compostos
descobertos. Apenas cerca de 10% de todas as espécies de Piper (112 de mais de 2000
espeécies conhecidas em todo o mundo) foram investigadas fitoquimicamente. Essas 112
espécies apresentaram 667 compostos diferentes distribuidos da seguinte forma: 190
alcaldides/amidas, 49 lignanas, 70 neolignanas, 97 terpenos, 39 propenilfendis, 15 este-
roides, 18 kavapironas, 17 chalconas/dihidrochalconas, 16 flavonas, 6 flavanonas, 4
piperolideos e 146 compostos diversos que ndo se enquadram nos principais grupos
comuns de metabolitos secundarios (SENGUPTA; RAY, 1987; PARMAR et al. 1997;
DYER et al., 2004; WANG et al., 2014).
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A eficacia de extratos de Piper como agentes anticancerigenos, antimalargi-
cos e antimicrobianos sdo bem documentadas. Amidas e alcaldides sdo os principais
constituintes de especies de Piper que suprimem o crescimento de linhas celulares de
cancer. A Piperina, responsavel pelo aroma pungente em espécies de Piper, foi relatada
ser um inibidor do crescimento tumoral e metastase pulmonar em camundongos. Cha-
bamida, 4,5-Dihidroperina, Hinokinina, Chavicina, Cubebina, Pipericida e Guineensina
sdo demais compostos com propriedade anticancerigena (MGBEAHURUIKE et al.,
2017).

Figura 1. Estrutura das principais substancias com potencial anticAncer presentes no género Piper.

e A o

a. Piperina b. Chabamida c. 4,5-dihidropiperina

YRS

@

d. Hinokinina e. Chavicina f. Cubebina

Tt €
o A HA( 0

g. Pipericida h. Guineensina

2.3 A espécie Piper nigrum L.

A pimenta-do-reino, como é conhecida a Piper nigrum, é nativa das monta-
nhas costeiras tropicais do sudoeste da india, onde o comércio maritimo e terrestre com
o0 mundo antigo comecou ha pelo menos 3.500 anos atrds. Durante o periodo romano,

foi recolhido em grande parte de plantas florestais selvagens. No século 20, varios pai-
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ses da América do Sul e da Africa comegaram a produzir pimenta preta. Hoje a india, a

Indonésia e o Brasil sdo as principais fontes mundiais (MCGEE, 2004).

Figura 2. Representacéo esquemética da espécie Piper nigrum (Eugen Kohler, 1914).

No Brasil, a produgdo de pimenta preta é de cerca de 52 mil tonelanas e o-
cupa uma &rea plantada de 22384 hectares (IBGE, 2015).

Apesar da pouca participagdo no mercado nacional, sabe-se que a pimenta-
do-reino se adapta e cresce bem em diversos tipos de solo, especialmente os bem drena-
dos e com teor de argila suficiente para reter umidade durante o periodo mais seco do
ano. As cultivares adotadas nas principais areas produtoras, considerando também suas
caracteristicas e composicdo quimica (Embrapa Amazénia Oriental, 2004), sdo as se-

guintes:
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Tabela 1. Principais cultivares da espécie Piper nigrum, caracteristicas e composigao quimica dos respectivos frutos (Embrapa Amazodnia Oriental, 2004).

CULTIVARES rf:d”lj'(rf(:;:z) mafu‘j:;ao COMPOSIGAO QUIMICA

a0 s J s i
BRAGANTINA 2700 Jun/Out ig,g?mdfjfIr:isnzsze:f,ﬁei;}::e’opliz f:‘; ;'eorreSina,

CINGAPURA 2300  Jun/Out égzﬁ’dgi glizseezzeg;gsd fp’o:;?;gz oleorresina,
GUAJARINA 2900 Jun/Out 4715222 Sz (rﬁelssnnsaeessée;g?;, dlell,ozi?)‘;/?igz oleorresina,
IACARA 2500 Set/Nov 2;‘222 32 ?e':ﬁlsaejze:;g; dlfp(ﬁ?ralgz oleorresina,
KOTTANADAN-1 2800  Set/Nov ?2332 32 ‘:;sionsae;zegzz‘;’ ;ezgg‘;ﬁr’ig: oleorresina,

KUTHIRAVALLY 2700 Set/Nov 5,7% de 6leos essenciais, 11,65% de oleorresina,

5,98% de resina e 56,39% de piperina
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O conhecimento acerca dos mais diversos tipos de cultivares é importante
para avaliacdo quanto a adaptacdo dessas nas diferentes regides produtoras, uma vez
que a espécie possui elevada exigéncia nutricional e alto grau de resposta a aplicacéo de
fertilizantes (CHAVES et al., 2006; KATO,1978; VELOSO et al.1998; CHEPOTE et
al., 1986).

Os diversos cultivares de pimenta-do-reino possuem caracteristicas pareci-
das quanto a composicdo quimica dos frutos, ciclo de maturacéo e rendimento por hec-

tare. (Embrapa Amazénia Oriental, 2004).

2.3.1 Constituintes quimicos da espécie Piper nigrum L.

Estudos fitoquimicos sobre a Piper nigrum L. tém evidenciado a presenca
de 25 alcaldides, 4 propenilfendis, 3 lignanas, 1 neolighana, 53 terpenos, 1 esteroide, 8
flavonas, e 22 componentes diversos ndo adequados as classes supracitadas (PARMAR
et al., 1997; DYER et al., 2004; SCOOT et al., 2008). Em percentual, esses constituin-

tes se enquadram no seguinte modo:

Figura 3. Gréfico da constituicdo percentual dos componentes quimicos da espécie Piper nigrum dividi-
dos em suas respectivas classes (proprio autor, com base em levantamentos bibliogréficos).

Flavonas / =
7%

Propenilfendis
3%

Esterdides e ———— Lignanas
1% N
Neolignanas

1%

Na Tabela 2 estdo relacionadas as principais substancias da espécie Piper
nigrum relatadas nas literaturas pesquisadas.
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Tabela 2. Estrutura das principais substancias relatadas para a espécie Piper nigrum.

Estruturas Estruturas Estruturas

Alcaloides

SO OJKJV/\CD <WQ

Guineensina Piperina Brachiamida B

o 0 HO OH
S v SOl

Dihidropipericida N-Formilpiperidina N-trans-Feruloiltiramina

Aeidyy Pndy i

Piperamida Piperamina Piperettina

0 0
SN OWD
6

4 I
o = Sy Nﬁ/
4 H
H

0

(2E,4E)-N-5-[(4-Hidroxifenil)-

Pipericida pentadienoil]piperidina

(2E,4E)-N-Dodecadienoil pirrolidina
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[ M I
AN
WN/Y ) H/Y MN/\(
H H

(2E,4E)-N-Isobutildecadienamida

a

(2E,4E 8E)-N-9-(3,4-Metileno
dioxifenil)nonatrienoilpirrolidina

(2E,8E)-N-9-(3,4-Metileno
dioxifenil)nonadienoilpiperidina

(2E,4E)-N-Isobutileicosadienamida (2E,4E)-N-Isobutiloctadienamida

(2E,4E,10E)-N-11-(3,4-Metilenoadioxifenil)

(2E,4E,8Z)-N-Isobutil-eicosatrienamida AT
undecatrienoilpiperidina

@]
HO
NH,
HO H/\

3,4-Dihidroxi-6-(N-etilamina)benzamida
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Estruturas Estruturas Estruturas

Terpenos
H
OH
L
(-)-Muuroleno (2Z,6E)-Famesol (a)-Cadinol
(a)-Copaeno (or)-Cubebeno (o)-Elemeno
/ /
X =
(a)-Humuleno (o)-Fellandreno (o)-Santaleno
F \]\ OH
(a)-Selineno (o)-Terpineno (a)-Terpineol



W
"y, ’

(o)-Tujeno (B)-Cariofileno (B)-Fameseno
/
/
(B)-Guaieno (B)-Ocimeno (B)-Felandreno
(B)-Selineno (y)-Terpineno 1,8-Cineol
2,8(9)-p-Mentadien-4-ol Calameneno 3-Careno



e g

5,10(15)-Cadienen-4-ol 3,8(9)-p-Menthadien-I-ol y-Cadineno

f WOH 0

Canfeno Carveol Carvona
@]
OH :J;
Citronellol Criptona Curcumeno
OH
\\\\\\ \
.n‘““\
OH
Dihidrocarveol Guaiol Isocariofileno
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Limoneno Linalool Mirceno
OH
2
N OH
Nerolidol p-Cimen-8-ol p-Cimen-8-ol metil éter
X
2
p-Cimeno Sabineno Sesquisabineno
OH
Terpinen-5-ol Terpinoleno Transfitol



Estruturas Classe Estruturas Classe
Esteroides, Flavonoides, Lignanas, Neolignanas e Propenilfendis
R0
ESTEROIDE FLAVONAS
HO!
Esqueleto Base
Sitosterol
- R1=R4=H; R,=glucosil;
Isoquercitrin A R.=OH
Isorhamnetin A 3-O-(beta)-D- R;1=H; Rz=rutinosil; Rs=OH,;
rutinoside R,=CHj
Kaempferol 3-O-arabinosideo- R;=rhamnosil; R,=arabinosil;
7-rhamnoside R3=Rs=H
Kaempferol 3-O- B b b .
(beta)glucosideo Ri=Rs=Rs=H; Ro=glucosil
Quercetin A 3-O-(beta)-D- R1=Rs=H; R,=galactosil;
galactosiideo R;=0OH
Quercetin A 3-O-(beta)-D- R1=R4=H; R,=rhamnosil;
rhamnosideo Rs=0OH
Quercetin A 3-O-(beta)-D- R1=R;=H; R,=rutinosil;
rutinosideo r3=0OH
- i . R1:CH3; RZZRA:QIUCOSH;
Rhamnetin A O-triglucosideo Rs=0-glucosil
LIGNANA LIGNANA
(-)-3,4-Dimetoxi-3,4- (-)-3’,4¢-Dimetoxi-3,4’-
dimetilenodioxicubebina dimetilenodioxicubebina
LIGNANA /O " NEOLIGNANA

(-)-Cubebina

(-)-Piperenona
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PROPENILFENOL PROPENILFENOL
o

o

Safrol

O composto mais conhecido da semente de P. nigrum é a amida, a piperina.

Ela é o metabdlito secundario presente em maior concentracdo na semente da planta. A

analise do germoplasma de P. nigrum de diferentes distribuidores da América do Norte

mostrou que os niveis de piperina no material de sementes secas flutuavam juntamente

com o conteldo total de piperamida. A semente moida de P. nigrum, o grdo de pimenta

ou a baga seca contém 10,8% em peso de oleorresina, 5,7% em peso de piperina, 1,5%

(v/m) de 6leo essencial e 9% em peso de agua. (SCOTT et al., 2008).

A extracdo com etanol de frutos Piper nigrum resultou em 64,0 mg de extra-

to por grama de material de partida. Para identificar os constituintes do extrato. A per-

centagem de piperamina foi quantificada no extrato etanélico de Piper nigrum e os re-

sultados foram 36,0 + 0,2% para piperina e 4,2 + 0,2% para piperilina (SOUZA GRI-

NEVICIUS et al., 2016).
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Na Tabela 3 podemos ver a porcentagem m/m da composi¢do quimica dos

gréos explorados comercialmente no Brasil:

Tabela 3. Porcentagem m/m da composicdo quimica dos grdos de pimenta-do-reino exploradas no Brasil.

Componente Quimica  Teor Encontrado no Gréo (%)

Amido 22,00-48,00
Cinza 5,00-6,00
Fibra Crua 10,30-18,30
Oleo-resina 10,03-14,80
Oleos essenciais 2,37-5,70
Piperina 39,37-69,09
Resina 5,98-10,06
Umidade 12-14

A partir destes dados, é importante a extragdo correta dos componentes de
interesse para sua elucidacdo dos componentes quimicos dos tecidos vegetais da pimen-

ta-do-reino.

2.4 Fundamentac0es tedricas das técnicas de extracdo, quantificacdo e identifica-

¢do de compostos organicos.

2.4.1 Extracdo Liquido-Liquido

As diferentes técnicas de extracdo podem estar baseadas em mecanismos
quimicos diferentes, como a solubilidade de substancias no solvente utilizado em fun-
¢do sua polaridade (MOURE et al., 2001; TSAO e DENG, 2004).

O preparo de amostra € uma das etapas criticas do processo analitico e tem
sido um dos principais obstaculos para a obtencéo de resultados adequados em termos
de precisdo e detectabilidade. Para minimizar estes problemas, diferentes métodos tém
sido propostos a fim de aperfeicoar e propor alternativas a extracao liquido-liquido (L-

LE, do inglés Liquid-Liquid Extraction) convencional.
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A LLE ¢ um método classico de extracao e pré-concentracdo de analitos. No
entanto, distingue-se pelo longo tempo de preparo, requer grandes volumes de solventes
organicos, além de envolver varias etapas que estdo associadas com as perdas de analito
e ocorréncia de contaminacdo (OJEDA e ROJAS, 2011).

A extracdo liquido-liquido pode ser assistida por ultrassom. O ultrassom po-
de acelerar a formacdo de uma solucdo turva fina, aumentando a eficiéncia de extracao,
porém, o0 tempo necessario para a extracao € superior. Em contrapartida, tem-se redugéo
no consumo de solventes e melhora na eficiéncia da extracdo (MOREIRA et al., 2014).

Assim como o uso de ultrassom, o uso de vortex reduz o consumo de sol-
ventes e melhora a eficiéncia da extracdo. Comparado com a extracdo assistida por
ultrassom, o vortex é lento por conta da auséncia de formacdo de goticulas
submicrométricas, que no ultrassom aumenta significativamente a superficie de contato
entre os dois liquidos, resultando em transferéncia de analito rapida e eficiente. No
entanto, a extracdo assistida por ultrassom por longos periodos pode causar a
descomposicdo dos analitos (M.-1. Leong et al., 2014).

2.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o tipo mais versatil e
mais amplamente empregado de cromatografia por eluicdo (SKOOG, DOUGLAS et al.,
2013). Consiste em um método fisico-quimico de separacdo, que ocorre através de dife-
rentes interagOes entre as substancias presentes em uma mistura e a interface entre dois
ambientes quimicos imisciveis: a fase estacionaria e a fase mével (HUIE, 2002).

Esta técnica emprega pequenas colunas, recheadas de materiais especial-
mente preparados e uma fase movel que € eluida sobre altas pressdes. Entre os métodos
modernos de analise, a cromatografia ocupa um lugar de destaque devido a sua eficién-
cia para efetuar a separacdo, a identificacdo e a quantificacdo das espécies quimicas,
isoladamente ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise, como por
exemplo a espectrofotometria ou a espectrometria de massas (CEFET-RIO DE JANEI-
RO, 2010; PALOSCHI, 1998).
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Figura 4. Esquema representativo de um sistema de cromatografia (Fraige, 2012).
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2.4.3 Espectrofotometria UV-Vis

Um espectrbmetro € um instrumento espectroscopico que utiliza um mono-
cromador ou um policromador juntamente com um transdutor para converter as intensi-
dades radiantes em sinais elétricos. Os espectrofotdmetros oferecem a vantagem consi-
deravel de que o comprimento de onda pode ser alterado continuamente tornando possi-
vel registrar-se um espectro de absorcdo. Os fotdmetros apresentam as vantagens da
simplicidade, da robustez e do baixo custo. A maioria dos espectrofotdbmetros cobre a
regido do UV/visivel.

A espectroscopia de absorcdo molecular nas regides espectrais ultravioleta e
visivel é amplamente utilizada para a determinacdo quantitativa de um grande ndmero
de espécies inorganicas, organicas e bioldgicas. A faixa de trabalho da espectroscopia
UV-Vis fica na regido de comprimento de onda de 190 a 800 nm (SKOOG, DOUGLAS
etal., 2013).

A espectroscopia de absor¢do molecular baseia-se na medi¢do da transmi-
tancia T ou da absorbancia A de solucBes contidas em células transparentes com um
comprimento de célula em b centimetros. Normalmente, a concentracdo de um analito
absorvente é linearmente relacionada a absortividade molar €, conforme a lei de Beer:

A= —logT = eb[analito]
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Figura 5. Esquema representativo de um espectrofotdmetro UV/Vis de feixe Unico (Skoog, 2013).
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2.4.4 Arranjo de Fotodiodo

Os fotodiodos sdo dispositivos semicondutores de juncdo pn que respondem
a luz incidente por meio da formacao de pares elétron-vacancias. Quando uma voltagem
é aplicada a um diodo pn de forma que o semicondutor do tipo p seja negativo em
relacdo ao semicondutor tipo n, o diodo é dito estar reversamente polarizado.

Um diodo de silicio pode funcionar como um detector de radiacdo porque 0s
fotons ultravioleta e visivel sdo suficientemente energéticos para criar elétrons e
vacancias adicionais quando atingem a camada de deplecéo da juncéo pn. O aumento da
condutividade é medido facilmente e é diretamente proporcional & poténcia radiante.

Os fotodiodos de silicio tornaram-se importantes recentemente porque 1.000
ou mais deles podem ser fabricados lado a lado em uma Unica lamina de silicio. Com
um ou dois arranjos de diodos colocados ao longo da extensdo do plano focal de um
monocromador, todos os comprimentos de onda podem ser monitorados simultanea-
mente, tornando assim possivel a espectroscopia de alta velocidade. (SKOOG, DOU-
GLAS et al., 2013).

2.4.5 Ressonancia Magnética Nuclear

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica analitica que pode
ser utilizada para a andlise e elucidacgéo estrutural de compostos quimicos. A elucidacéo
estrutural se baseia na deteccdo das propriedades magnéticas dos nucleos (LUZYANIN
& ABRANTES, 2010).

Para que um determinado isétopo possa ser analisado por RMN é necessario
que este tenha propriedades especificas de spin, massa impar ou nimero atdmico impar
ou ambos impar (PAVIA et al., 2010).

Os nucleos dos atomos sdo vistos como pequenos cones com carga que gi-
ram em torno do seu eixo, gerando campo magnético local. Com base neste fendmeno, a
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amostra é colocada sob efeito de intenso campo magnético onde os nucleos ficam ali-
nhados com um campo B, e absorvem energia, mudando a orientagdo de spin em rela-
cao ao campo quando a frequéncia do aparelho corresponde exatamente a frequéncia de
ressonancia caracteristica do nucleo (que se designa por frequéncia de Larmor). Desli-
gando a fonte de radiacdo eletromagnética, os nucleos retomam a sua orientacéo origi-
nal emitindo radiagdo que origina um sinal elétrico. Apds tratamento matemaético (co-
mo, por exemplo, transformacdo de Fourier - FT) é possivel tragar um gréfico da inten-
sidade do sinal em funcdo da frequéncia aplicada a que chamamos espectro de RMN
(CLARIDGE, 2009; PAVIA et al., 2010).

A frequéncia da radiacdo de radiofrequéncia que é absorvida por um dado
nacleo é fortemente afetada pelo seu ambiente quimico, isto &, por elétrons e nucleos
préximos, por isso cada ndcleo analisado gera sinal elétrico caracteristico e Unico
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). Um espectro de RMN tipico mostra aumento do
deslocamento quimico expresso em partes por milhdo (ppm) da direita para esquerda.
Isso implica que os prétons menos protegidos eletronicamente aparecerdo mais a es-

querda e os mais protegidos, a direita do espectro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Extragéo e Caracteriza¢do de Pimenta-do-Reino

3.1.1 Obtencao e preparo do extrato hidroalcodlico das folhas, frutos e talo de P.

nigrum

A planta de espécie P. nigrum foi coletada no municipio de Porto Velho,
Rondodnia a data de 30 de maio de 2016. As folhas, frutos maduros, frutos verdes e talo
foram separados, secos, pulverizados, pesados e recebidos pela Embrapa Agroindustria
Tropical.

Pesaram-se em tubos de ensaio aproximadamente 50 mg da amostra pulve-
rizada de cada tecido vegetal para o preparo do extratos. O preparo de cada extrato foi
realizado em duplicata.

A amostra, adicionou-se 4 mL de Hexano, homogeneizado durante 1 min
em Agitador de Tubos tipo Vortex com plataforma em Viton e Lavadora Ultrassdnica
modelo USC-1400 pelo periodo de 20 min.

A fracdo resultado da extracdo dos componentes apolares, adicionou-se 4
mL de solugdo Et-OH/H,O-Milli-Q (70:30 v/v), homogeneizou-se durante 1 min em
Agitador de Tubos e Lavadora Ultrassonica pelo periodo de 20 min. A fracdo foi centri-
fugada por 10 min sob rotacdo de 2500 rpm em Centrifuga Clinica Modelo 80-2b Angu-
lo Fixo para 12 Tubos 15 ml.

A fase inferior de cada duplicata, resultado da extracdo dos componentes
polares, de Et-OH/H,0 foi coletada e reunida em frascos de vidro de 10 mL previamen-
te tarados. A fase superior, Hexanica, foi descartada segundo POP (Procedimento de
Operacdes Padrao) de descarte de residuos da Embrapa.

Para analise em CLAE, filtrou-se uma aliquota de 1 mL com auxilio de fil-
tro com membrana de PTFE hidrofébico, diametro do filtro 13 mm, didametro do poro
0,22 um da marca Allcrom. A aliquota foi coletada em vial transparente de 2 ml e dia-
metro 9 mm com septo duplo PTFE/Silicone.

As fragdes hidroalcoolicas de Folha, Talo, Fruto Verde e Fruto Maduro em
frascos de vidro de 10 mL foram secas e pesadas. Os extratos foram armazenados em

local protegido contra umidade e calor.
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3.1.2 Analise do perfil cromatografico por CLAE analitica

Para avaliar as caracteristicas de retencdo dos compostos presentes em cada
fracdo e absorcdo UV-Vis das amostras, as fracbes foram analisadas por CLAE. Os ex-
tratos analisados foram os de Piper nigrum Folha, Talo, Fruto Verde e Fruto Maduro.
Aproximadamente 2,0 mg de cada fracdo foram solubilizados em 1,0 mL de Et-
OH/H,0 (70:30 v/v) e filtradas através de membranas de PTFE com poros de 0,22 um
de 13 mm de didmetro da marca Simplepure™ Syringe filters (EUA). As analises das 4
fragdes foram realizadas em aparelho UFLC da marca Shimadzu, equipado com injetor
automatico, detector UV-Vis com arranjo de fotodiodo a uma faixa de comprimento de
onda de 200 a 400 nm, em fluxo de 2 mL min™, volume de injecdo de 20 pL.

Os solventes empregados apresentavam grau HPLC (CH3CN e H,O-Milli-
Q) e foram adequadamente filtrados através de de membranas de nylon com poros de 0,45
um (Phenomenex). A fase movel consistiu de solu¢do aquosa com 0,1% de acido férmi-
co (solvente A) e acetonitrila pura (solvente B), com gradiente de eluicdo do método
utilizado variando de 5 % a 95 % de B de 0 a 25,0 min, em seguida elevando para 100
% de B durante 3 min, encerrando a 5 % do solvente B por 3 min para lavar, recondi-

cionar e atingir o equilibrio do sistema.

3.1.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Agilent DD2 de
600 MHz (para nucleo de 1H) e equipado com uma sonda One Probe de 5 mm de dié-
metro interno (H-F/15N-31P) de deteccao inversa e gradiente de campo no eixo “z“. A
amostra escolhida para analise, Fruto Maduro de P. nigrum, apresentou sinal de maior
intensidade para o provavel composto: a piperina, detectada via cromatografia e correla-
¢do com dados UV-Vis da literatura. A amostra foi preparada dissolvendo-se aproxima-
damente 5 mg da sua fracdo em 600 uL de solucéo hidrometanolica de cloroférmio deu-

terado.
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3.1.4 Espectrofotometria UV-Vis

Para determinagdo dos polifendis totais, utilizou-se a metodologia descrita
por Obanda e Owuor (1997), com adaptacdes (SILVEIRA, 2010). Como solucdo pa-
dréo, utilizou-se acido galico nas concentracées de 0,007 a 0,070 mg mL™ em etanol
10%, na qual foi gerada uma curva de calibragdo. Os valores de absorbancia de cada
concentracdo foram lidos e os resultados foram expressos em mg de acido gélico por
100g de amostra.

As 4 fragbes de P. nigrum obtidas na secagem dos frascos de penicilina
foram previamente diluidos em 5 mL de Et-OH/H,0O (10:90 v/v), e realizadas medidas
com aliquotas variando de 25 puL a 300 pL, para avaliagdo da concentragdo padrdo de
analise para todas as condi¢des de extragéo.

Em tubos de ensaios, tomou-se aliquota de 50uL da solugcdo amostral e
adicionou-se 450uL de agua destilada para o volume reacional de 0,5 mL. Adicionou-Se
0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu e, ap6s 3 minutos, 0,5 mL de Na,CO3s/H,0 (20:80
m/v) e 3,5 mL de agua destilada.

A solucdo de cor preparada repousou durante o periodo de 60 minutos em
local escuro. Apds o tempo de espera, as absorbancias foram lidas em espectrofotémetro
a comprimento de onda selecionado de 725 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracéo Liquido-Liquido

A extragdo liquido-liquido dos constituintes polares de cada tecido vegetal da es-
pécie P. nigrum, mostra que o processo de extracdo empregado é viavel para estudos de carac-
terizacdo, uma vez que remove do extrato os constituintes apolares de pouco interesse.

No extrato hidroalcoolico da Folha, o rendimento percentual apresentado foi o
maior obtido, valor de 45,8%. Dentre os quatro tecidos vegetais analisados, o Fruto Maduro
apresentou o menor, a 29,0%.

Tabela 4. Dados referentes a extracdo do ExtHA.

Descricio Tecido Massa de Extrato Rendimento de
¢ Vegetal Hidroalcodlico (mg) Extracdo (%0)
Piper nigrum Folha 22,9000 45,8
Piper nigrum Talo 15,3000 30,6
Piper nigrum Fruto Verde 15,1000 30,2
. . Fruto
Piper nigrum maduro 14,5000 29,0
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4.2 Determinacao de Polifenolicos Totais

A curva de calibracdo para determinacdo de polifendlicos totais adquirida esta a-

presentada abaixo.

Figura 6. Curva de calibracao para determinacao de polifenolicos em concentracges de 0,007mg mL™*a 0,070
mg mL™ de Acido Gélico.
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As amostras de Piper nigrum e o branco amostral preparado com agua destilada e

reagente de Folin-Ciocalteu obtiveram os seguintes valores de Absorbancia experimental:

Tabela 5. Dados de absorbancia para polifendlicos totais das solugdes de branco, Fruto Maduro, Fruto Verde,
Talo e Folha.

Amostra BRANCO Fruto Maduro  Fruto Verde Talo Folha

1 0,0016 0,0728 0,0943 0,1007  0,3281
2 0,0015 0,0658 0,0816 0,0938  0,3243
3 0,0018 0,0813 0,0990 0,01025 0,3239
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Aplicando Teste Q', ou de Dixon, para todas as amostras da distribuicéo, obser-
vamos que nenhum dos valores apresentados é suspeito, portanto fazemos o trabalho estatisti-
co para determinacdo da concentracdo de polifendlicos, representada por [polifenolicos], com
uso de todos os valores.

Sabendo que:

A = Coef.Lineart Coef-Angular [Polifendlicos]aiuiaa

[Polifendlicos] = [Polifendlicos]giiaa Fatorgimicao

o N [Polifendlicos); o
[Polifendlicos|media = N ,onde N é o nimero de amostras

N ([Polifenélicos]; — [Polifendlicos]msaia)®
N-1

S =

Tabela 6. Dados das Amostras analisadas via Espectrofotometria UV-Vis para polifendlicos totais.

[Polifendlicos] [Polifendlicos]media . Desvio Padréo [Polifendlicos]
AMOSTRA 1 1 Variancia (S) 1 0
(mg 5mL™) (mg 5mL™) (mg 5mL™) (% m/m)
Fruto 0,8223
Maduro 0,7589 0,8269 4,9525E-03 0,0704 5,7025
0,8994
Fruto 1,0172
Verde 0,9021 0,9931 6,6600E-03 0,0816 6,5766
1,0599
1,0753
Talo 1,0127 1,0599 1,7336E-03 0,0416 6,9272
1,0916
3,1370
Folha 3,1025 3,1128 4,4175E-04 0,0210 13,5930
3,0989

O ExtHA Folha possui maior teor de constituintes quimicos de polifendlicos, a-
presentando o dobro percentual se comparado aos outros tecidos vegetais de P. nigrum anali-

sados. Esse resultado é esperado uma vez que as folhas da espécie Piper nigrum sdo a maior

! Teste Q ou teste de Dixon determina se o valor mais extremo em uma amostra é um outlier.
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fonte dos constituintes flavonoides e propenilfendis, enquanto os Frutos Verde e Maduro sdo
ricos em alcalGides.
A partir dos baixos valores de Desvio Padrao, o teste de Folin utilizado €é reprodu-

tivel e robusto para os tecidos vegetais de Piper nigrum estudados.

4.3 CLAE-AFD

A analise de CLAE-DAD das 4 fragdes originadas do ExtHA dos tecidos vegetais
estudados de Piper nigrum proporcionou a detec¢do de 53 compostos. A Tabela 7 relaciona o
tempo de retencdo de cada constituinte e as respectivas fragdes em que o sinal UV-Vis carac-

teristico é observado.

Tabela 7. Tempo de Retencdo dos constituintes quimicos apresentados nos tecidos vegetais de Piper nigrum.

FRACAO
Tempo de ¢

Retencao (min
¢éo ( ) FOLHA FRUTO VERDE FRUTO MADURO TALO

5,35 — — — SIM
5,50 — — — SIM
5,70 SIM — — —
6,61 — — — SIM
6,77 — — — SIM
6,82 SIM — — —
6,94 — — — SIM
7,40 SIM — — SIM
10,89 SIM — — —
12,06 SIM — — —
12,15 — SIM SIM —
12,43 — — SIM —
12,58 — — SIM —
12,78 — SIM — —
12,84 — — SIM —
12,87 — — — SIM
13,20 — SIM SIM —
13,35 — — — SIM
13,42 SIM — — —
13,42 — SIM SIM —
13,51 — — — SIM
13,72 — SIM SIM SIM
14,46 — SIM — SIM
14,51 SIM — — —



14,70 — — - SIM

15,02 — SIM SIM —
15,19 — SIM SIM —
15,34 SIM — — —
15,47 — SIM SIM —
15,47 — — — SIM
15,50 — — — SIM
15,69 — SIM SIM —
15,80 — — SIM —
15,82 — — SIM —
15,83 — — — SIM
15,99 — SIM — —
16,67 — SIM — —
16,69 — — — SIM
16,82 — — SIM —
17,26 — — SIM —
17,42 SIM SIM — —
17,55 SIM SIM SIM SIM
17,86 — SIM — —
17,96 — — SIM —
18,14 — SIM SIM —
19,10 — SIM SIM SIM
19,27 SIM — — —
19,71 — — SIM —
19,86 SIM SIM — —
19,91 — — — SIM
20,08 — SIM SIM —
23,54 SIM — — —

A partir dos dados da tabela acima, determina-se que o tecido vegetal Folha apre-
senta 13 componentes quimicos detectados; Fruto Verde, 19 componentes quimicos; Fruto
Maduro, 21 componentes quimicos; e Talo, 19 componentes quimicos detectados. Destes, um
componente com T, = 17,55 min aparece em todos os tecidos vegetais e outros 15 componen-

tes aparecem simultaneamente em dois ou mais tecidos vegetais diversos. S&o esses:

Tabela 8. Tempo de Retencdo dos constituintes quimicos apresentados nos tecidos vegetais de Piper nigrum a

fim de comparar os perfis fitoquimicos.

Tempo de FRAGAO
Retengdo (MIN)  £5| HA  FRUTO VERDE FRUTO MADURO  TALO
7,40 SIM — — SIM
12,15 — SIM SIM -
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13,20 — SIM SIM —

13,42 — SIM SIM —
13,72 — SIM SIM SIM
14,46 — SIM — SIM
15,02 — SIM SIM —
15,19 — SIM SIM —
15,47 — SIM SIM —
15,69 — SIM SIM —
17,42 SIM SIM — —
18,14 — SIM SIM —
19,10 — SIM SIM SIM
19,86 SIM SIM — —
20,08 — SIM SIM —

Os extratos hidroalcodlicos de Fruto Verde e Maduro, especificamente, possuem
12 constituintes quimicos em comum. Os picos de maior intensidade destes extratos aparecem
em T, = 13,42 min e sdo caracteristicos para a piperina, identificado a partir da comparacéo
entre o espectro UV-Vis apresentado na Tabela 9 e o espectro da literatura segundo ADOS-
RAKU (2013) na figura 8.

Para a identificacdo dos sinais da Tabela 7, utilizou-se os cromatogramas de

CLAE-DAD apresentados abaixo com seus respectivos tempos de retencao.
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Figura 7. Cromatogramas CLAE-DAD 200-400 nm para Piper nigrum Folha (A), Talo (C), Fruto Maduro (B) e Fruto Verde (D).
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A Tabela 9 abaixo apresenta os espectros de UV-Vis para os sinais obtidos

de cada pico e seus tempos de retengéo:

Tabela 9. Espectros UV-Vis para os picos dos constituintes quimicos apresentados nos tecidos vegetais

Piper nigrum e tempo de retencdo.
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T, = 15,69 min

T, = 15,80 min
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A partir dos T, apresentados acima, podemos verificar a presenga do com-
ponente quimico piperina como majoritario nos ExtHA de Fruto Verde e Fruto Maduro
de acordo com os dados da literatura para a substancia e o espectro UV-Vis em T, =
13,42.
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Figura 8. Espectro UV-Vis da Piperina relatados na literatura (ADOSRAKU, 2013) comparados com o

composto majoritario no ExtHA de Fruto Maduro e Verde.
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4.4 Caracterizacdo quimica da piperina

O espectro de RMN de *H (600MHz, CDCls) apresentou sinais de 1,6 a 7,4
ppm. Os hidrogénios olefinicos aparecem em trés dubletos largos, todos na faixa de 6H
6,43-6,77 ¢ um multipleto em dH 7,40, correspondentes aos hidrogénios 5, 6, 7 e 1. Fo-
ram observados também sinais para hidrogénios aroméaticos em 6H 6,87; 6,88 e 6,96 e
dioximetilénicos em 6H 5,95. Os hidrogénios do anel piperidinico aparecem na faixa 6H
1,56 a 3,59.

Através deste experimento foram atribuidos na Tabela 10 os sinais dos
hidrogénios do constituinte alcaloide majoritario da fracdo Fruto Maduro de P. nigrum
foram devidamente identificados, compativeis com os apresentados na literatura
(WENKERT et al., 1971).
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Tabela 10. Dados de deslocamento quimico em RMN *H (150 MHz, CDCl,) da Piperina relatados na
literatura (WENKERT et al., 1971) comparados com o ExtHA de Fruto Maduro, respectivamente.

Posicéo

Piperina (Literatura)

Piperina (Fruto Maduro)

SH oH
1 7,38 7,40 (m)
2 6,93 6,96 (d)
3 6,71 6,73 (d)
4 6,81 6,88 (dd)
5 6,73 6,77 (d)
6 6,80 6,87 (5)

7 6,38 6,43 (d)
8 5,92 5,95 (s)

9 3,59 3,62 (d)
10 1,70 1,62 (m)
1 1,56 1,62 (m)

Abaixo, na Figura 9 a estrutura e os espectros de RMN *H da fragdo de

Piper nigrum Fruto Maduro, na qual demonstrou maior sinal para Piperina (t, = 13,42

min).

Figura 9. Estrutura da piperina com hidrogénios sinalizados.
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A partir da correspondéncia do H das Figuras 10 e 11, em que se mostra 0s

sinais de hidrogénio respectivos a cada hidrogénio sinalizado na Figura 9, a elucidagéo

da estrutura da piperina é realizada.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H [600 MHz, CDCl5] do ExtHA P. nigrum Fruto Maduro.
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Figura 11. Expansdo do espectro de RMN de *H [600 MHz, CDCls] do ExtHA P. nigrum Fruto Maduro.
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5 CONCLUSAO

O estudo de Cromatografia permitiu a elaboracao do perfil fitoquimico dos
extratos de Piper nigrum e posterior investigacdo via Espectrofotometria UV-Vis para a
quantificacdo de polifendlicos totais nos extratos de P. nigrum, fornecendo dados sobre
o teor da classe de Flavonas e Propenilfénois de cada tecido vegetal analisado, onde o
tecido vegetal Folha apresentou maior teor de polifenolicos.

A andlise cromatografica permitiu a deteccdo de 53 compostos nos extratos
de Piper nigrum, reunido dos compostos identificados comparando sua presenca nos
diversos tecidos vegetais estudados, das quais um desses constituintes foi identificado e
15 outros estdo presentes simultaneamente em mais de um tecido vegetal.

Atraveés da analise por Ressonancia Magnética Nuclear da fracdo obtida do
extrato hidroalcodlico dos frutos maduros de Piper nigrum, pode-se caracterizar um
composto majoritario da espécie, derivado de alcaloide, classe de substancias comum no
género Piper. A estrutura caracterizada foi estabelecida como piperina.

Desta forma, por meio dos resultados obtidos no presente trabalho, vé-se
necessaria continuidade nas atividades com a intengdo de caracterizar outras ou até

mesmo novas substancias.
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