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Resumo: As plantas medicinais sdo produtoras de diversos metabdlitos e substancias, dentre estas

pode-se citar a clorofila que confere a coloracdo verde a folhas das plantas. Dentre os géneros
botanicos e familias botanicas utilizadas em experimentos cientificos destacam-se a familia Piperaceae
e 0 género Piper. O género Piper e a espécie Piper marginatum Jacq. que possui em suas folhas um
alto teor de clorofila 0 que confere a coloracé@o verde nas mesmas e muitas das vezes este teor ndo é
guantificado e dentre as técnicas utilizadas para se analisar o teor de concentracao de clorofila destaca-
se a técnica de Espectrofotometria no UV-Vis. O objetivo deste trabalho foi determinar a concentragéo
de clorofila de diferentes extratos presente em Piper marginatum Jacq coletadas em Itacoatiara por
meio da técnica de espectrofotometria no UV-Vis. As folhas de Piper marginatum Jacg. foram coletadas
no Campus | da UFAM em Itacoatiara e foram levadas para o laboratério de Quimica onde foram limpas
e submetidas ao processo de extracdo separadamente nos solventes (agua e etanol) os extratos foram
filtrados separadamente e armazenados em frasco &mbar e mantidos em temperatura adequada. Os
extratos foram submetidos a diferentes tipos de testes: Teor de clorofila em UV-Vis, Refratividade,
Condutividade elétrica e pH. As andlises foram submetidas ao teste estatistico usando o software
SISVAR para os parametros testados e as absorbancias foram analisadas pelo software SciDavis. Os
resultados obtidos avaliaram que o melhor solvente para extracdo de clorofila foi o etanol, todavia
ambos extratos se apresentaram estaveis durante os ensaios. Estes resultados sédo um indicativo que
a espécie possui estabilidade em ambos solventes todavia devem ser realizados testes
complementares sobre a espécie.

Palavras-chaves: Piper, clorofila, UV-Vis, Estabilidade, Solventes.
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Abstract: Medicinal plants are producers of various metabolites and substances, among which we

can mention chlorophyll, which gives the green color to plant leaves. Among the botanical genera and
botanical families used in scientific experiments, the Piperaceae family and the Piper genus stand out.
The genus Piper and the species Piper marginatum Jacq. which has a high chlorophyll content in its
leaves, which gives them a green color and this content is often not quantified and among the techniques
used to analyze the chlorophyll concentration, the UV Spectrophotometry technique stands out. -Vis.
The objective of this work was to determine the chlorophyll concentration of different extracts present in
Piper marginatum Jacq collected in Itacoatiara using the UV-Vis spectrophotometry technique. The
leaves of Piper marginatum Jacq. were collected at UFAM Campus | in Itacoatiara and were taken to
the Chemistry laboratory where they were cleaned and subjected to the extraction process separately
in solvents (water and ethanol). The extracts were filtered separately and stored in an amber bottle and
kept at an appropriate temperature. The extracts were subjected to different types of tests: Chlorophyll
content in UV-Vis, Refractivity, Electrical conductivity and pH. The analyzes were subjected to statistical
testing using the SISVAR software for the tested parameters and the absorbances were analyzed using
the SciDavis software. The results obtained evaluated that the best solvent for chlorophyll extraction
was ethanol, however both extracts were stable during the tests. These results are an indication that
the species is stable in both solvents, however additional tests must be carried out on the species.

Keywords: Piper, chlorophyll, UV-Vis, Stability, Solvents.
l.Introducéo

As plantas medicinais atualmente vém despertando o interesse da comunidade
cientifica para a aplicacdo de diferentes produtos botanicos em ensaios bioldgicos e
até mesmo em experimentos (MIRANDA, 2021). O Brasil € detentor da maior
biodiversidade vegetal do planeta e atualmente o catalogo da flora brasileira é
composto por cerca de 49.980 espécies classificadas em endémicas, cultivadas e
naturalizadas, o que caracteriza a Amazbnia como o lar de mais de 1/4 dessa
biomassa (IBGE, 2017; FLORA DO BRASIL, 2020).

O uso de plantas medicinais ndo é recente e desde os tempos mais remotos
sdo apresentadas contribui¢cdes do uso destas para a promoc¢ao da saude (MIRANDA,
2021). Dentre os géneros botanicos e familias botanicas utilizadas em experimentos
cientificos destacam-se a familia Piperaceae e o género Piper que pertencem a ordem
Piperales (BANKI et al., 2021), e em sua maioria s&o dicotiledéneas (SARJANI et al.,
2017) e atualmente as suas espécies estdo distribuidas em quatro subfamilias
(Peperomioideae Miq., Piperoideae Arn., Verhuellioideae Trel. ex Samain & Wanke e
Zippelioideae Samain & Wanke) e dez géneros (BANKI et al., 2021).

A espécie Piper marginatum pertencente a familia Piperaceae € chamada
popularmente por capeba, malvavisco, pimenta-do-mato, caapeba-cheirosa e nhandi,
além disto na terapéutica esta espécie é usada como fitoterapico. Na literatura ja foram
encontradas evidéncias das atividades fungicida in vitro e o extrato das folhas de P.
marginatum foi ativo para Colletotrichum scovileii causador de antracnose no
desenvolvimento de pimentdes (ARAUJO et al., 2014) assim como 0 extrato
hidroalcodlico demonstrou atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (DUARTE et al., 2004; SANTANA, 2015).

O género Piper possui em suas folhas um elevado teor de clorofila o que confere
a coloracao verde e muitas das vezes este teor ndo é quantificado e dentre as técnicas
utilizadas para se analisar o teor da concentracao de clorofila destaca-se a técnica de
Espectrofotometria no UV-Vis (THIESEN, 2017; LORENZEN, 1967).

Na literatura existem poucos relatos da determinagédo da concentracao do teor
de clorofila presente nas folhas das plantas do género Piper o que pode fornecer
subsidios para pesquisas futuras na area, assim o objetivo deste trabalho foi
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determinar a concentracao de clorofila presente nos extratos aquoso e etandlico das
folhas de Piper marginatum Jacq. coletadas em Itacoatiara por meio da técnica de
espectrofotometria no UV-Vis.

2. METODOLOGIA

2.1 Coleta do vegetal

Folhas de Piper marginatum Jacq. foram coletadas na Universidade Federal do
Amazonas no Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia e as coordenadas do local
sao (S 58°26 '54.3” W 3°8' 28,8").

2.2 Preparo dos extratos

As folhas de Piper marginatum Jacq. coletadas foram levadas para o laboratorio
213 e limpas com flanela e dgua destilada. Apds a limpeza as folhas foram pesadas
separadamente e anotados os pesos. O peso obtido foi fracionado em 2 partes sendo
600g para cada um dos extratos, pois foram utilizados 2 solventes (agua e etanol).

Foram utilizados dois graus com pistilo para obtencao dos extratos, onde as folhas
foram trituradas utilizando o solvente indicado usando 400mL de cada um dos
solventes e apoés a trituracdo completa os extratos foram filtrados em papel filtro
separadamente e armazenados em geladeira e frasco ambar devidamente
identificados.

2.3 Andlise do teor de clorofila por espectrofotometria

A determinacao do teor de clorofila dos extratos aquoso e etandlico de Piper
marginatum Jacq foi realizada no laboratério de quimica analitica da Universidade
Federal do Amazonas do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia, laboratorio 213.
O teor de clorofila foi determinado mediante metodologia convencional com uso de
Espectrofotdbmetro UV-Vis, segundo método descrito por Arnon (1949) com
modificacdes onde os diferentes extratos obtidos e armazenados na geladeira foram
submetidos a centrifugacdo em tubos Falcon a 3500 RPM em uma centrifuga e os
tubos foram retirados cuidadosamente da centrifuga tendo-se o cuidado para nao
ressuspender o material sélido sedimentado.

Foram colocados aproximadamente cerca de 3 mL de cada uma das amostras
do sobrenadante nas cubetas espectrofotométricas de 1 cm de caminho oOptico e foi
usado como branco da amostra a agua. Como padrdo da clorofila foi utilizado o
corante verde brilhante diluido em agua.

Apoés o término das leituras, foram desprezadas as solugdes das cubetas e
lavadas com etanol a 70% antes de proceder a proxima leitura visto que as amostras
foram analisadas em triplicata, isto €, as dos extratos lidas individualmente e salvas
em pastas do Excel devidamente identificadas este procedimento foi repetido durante
21 dias.

2.4 Analise de refratividade

Os extratos (aquoso e etandlico) foram submetidos ao teste de refratividade em
aparelho refratdbmetro no laboratério de Quimica Analitica da UFAM onde com uma
pipeta Pasteur individualmente e separadamente foram adicionados o0s extratos na
lente do equipamento e foi realizada a leitura feita em triplicata de ambos os extratos
e os valores anotados em planilhas do Excel, este processo foi repetido durante 21
dias.
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2.5 Anélise de pH e de Condutividade elétrica

Os extratos etandlico e aquoso foram submetidos a leitura em pHmetro digital
no laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica assim como foram
analisados os padrdes de condutividade elétrica também em triplicata onde os dados
foram anotados e repassados para planilhas do Excel.

2.6 Andlise visual

Com o intuito de obtermos uma anélise mais compacta foram usadas reacdes
bésicas com solugédo de hidroxido de sédio a 1IN e 0,1N a fim de acompanhar a
mudanca de coloracéo dos extratos em relacdo ao tratamento controle que foi o verde
brilhante.

2.7 Analise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada por meio da coleta dos dados anotados onde
foi construida uma planilha no Excel e os teores de clorofila dos extratos foram
interpretados e comparados através do software SciDavis.
Os dados obtidos em triplicata foram submetidos ao célculo da média para que
posteriormente fossem avaliadas: variancia, média, desvio padrdo, coeficiente de
variacdo e a concentracao de clorofila utilizando o Software SISVAR.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Teor de clorofila
O teor de clorofila foi determinado pela lei de formacéo da equacéo:

Clorofila (ug/L) = 26,73 - (D664c — D665¢) - (v/(V x L))

Onde:

V é o volume, em litros, da amostra filtrada.

v € 0 volume, em mL, de etanol/agua usado para extracao.

L € o caminho éptico, em cm, da cubeta espectrofotométrica usada.
D664c € a densidade Optica a 664 nm, corrigida.

D665c € a densidade Optica a 665nm, corrigida.

Os extratos apresentaram diferentes valores de absor¢céo de clorofila conforme visto
no quadro 1 abaixo.

Quadro 1: Teor de Absorcéo de clorofila
Extrato aquoso 1,336

Extrato etanolico 2,670
Fonte: Os autores., (2024)

A clorofila é um pigmento de origem vegetal concentrado majoritariamente nas
regides foliares das plantas, as quais possuem uma composi¢cdo quimica bastante
diversificada. Diferentes métodos podem ser usados para extrair a clorofila dos
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vegetais, todavia, é fundamental compreender que diferentes solventes tendem a
extrair maior teor de clorofila do que outros (CHEN.,2023; ARNON.,1949).
Neste trabalho o solvente que permitiu uma maior absorgéo para a clorofila foi o

etanol, principalmente pelo fato de a polaridade do etanol ser excelente e permitirem
que 0s

Absorcao padrao de clorofila

— Andise pado de clorofia |

Absorbanica (u.a)

R e e s e s e S B T T T T
] b 0 k-] 00

Comprimento de onda (nm)
pigmentos foliares fossem extraidos por trituracéo, para que assim fosse realizada a
analise espectrofotométrica. O espectro de absor¢cdo maxima da clorofila na presenca
de etanol € de 665nm. (LICHTENTHALER., 1996).

A clorofila € altamente sensivel e pode sofrer um processo de conversao para a
feofitina por meio da adicdo de um &cido, que atua removendo 0 magnésio da
molécula de clorofila conforme explica (GOLTERMAN et al., 1978) e no esquema da
figura 1 sdo apresentados os produtos de conversdo da clorofila. E fundamental
entender o comportamento da feofitina pelo fato desta absorver a luz a 665nm, todavia
com menor intensidade, Figura 1.

Figura 1: Produtos de converséo da clorofila.

WRRRP. |
CLOROFILA - Mg > FEOFITINA | ~ COCH, PIROFEOFITINA

- fitol - fitol - fitol

CLOROFILIDEO - Mg FEOFORBIDEO - CO:CH, >PIROFEOFORBIDE(

Fonte: Adaptado de Damodaran e Parkin., (2019).

No grafico 1 é apresentada a absorbéncia do padrdo de clorofila do verde
brilhante monitorado com o auxilio do SciDavis.

Grafico 1: Absorcéo da clorofila padréo
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Fonte: Os autores., (2024)

No gréfico 2 sdo apresentadas as absorbancias da clorofila nos diferentes
solventes testados as linhas de cor vermelha contornam a &rea de absor¢do da
clorofila usando a agua e a linha preta contorna a area de absorcao da clorofila usando
o etanol.

Gréfico 2: Absorcao da clorofila em solventes diferentes.

— Extrato etandlico Os
— Extrato aquoso

Fonte:

200 300 400 500 600 700
autores., (2024)

As analises realizadas por meio da técnica do UV-Vis apresentam diferentes
teores de absor¢cbes de clorofila em ambos os extratos comparados ao controle
padrdao da amostra que € o verde brilhante e que possui dois picos principais de
absorcao onde o primeiro € em 450nm e o segundo em 570 nm que se encontra dentro
dos padrbes estabelecidos pela literatura.

Comparando os dados do padrdao com os dos solventes utilizados nota-se que
0 extrato aquoso comega a absorver a clorofila em um comprimento de onda 235 nm
e alcanga o seu maior pico de absorcdo em 350 nm, isto pode estar associado a
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absorcédo parcial que a agua realiza pois abstrai parcialmente os pigmentos que tem
afinidade com o meio aquoso e tendem a ser arrastadas com maior facilidade Mussi
et al. (2003); Porra., (1989).

No extrato etandlico conforme visto no gréfico 2 e na tabela 1 a absorcéo foi
muito maior, isto acontece pois o etanol possui em sua estrutura a hidroxila que tem
afinidade com a clorofila, principalmente pelo fato de que do ponto de vista quimico
as ligacOes entre as moléculas de clorofilas séo frageis (ndo-covalentes), rompendo-
se com facilidade ao macerar o tecido em solventes organicos conforme aborda Mussi
et al. (2003).

Um outro fator que justifica uma maior absorcéo da clorofila em meio etandlico
€ o carater hidrofilico/hidrofébico pois os solventes polares como a acetona, o metanol,
o etanol, o acetato de etila, a piridina e a dimetilformamida s&o os mais eficazes para
a extracdo completa das clorofilas (BRAZ-FILHO, 1994). Estudos randomizados
realizados para extrair clorofilas a e b, revelaram que o aumento da polaridade da
clorofila b em relacédo a clorofila a deve-se a presenca do substituinte aldeido (VON
ELBE, 2000; MUSSI, 2003).

Os dois produtos da degradacéo da clorofila a sdo o feoforbideo a e a feofitina
0s quais podem interferir na determinacdo da clorofila a ao absorverem luz e
fluorescerem na mesma regido do espectro. Se esses compostos estiverem presentes
na amostra, podem ocorrer erros significativos na concentracdo de clorofila e
influenciar nos resultados experimentais (BARROSO, 1998).

3.2 Andlise fisico quimica dos extratos

A andlise fisico quimica dos extratos é apresentada na tabela 1.

Tabela 1: Analise fisico quimica dos extratos

Parametro Extrato aguoso Extrato etandlico

Média de absorbancia 2,1 2,8
Desvio padrdo 0,14 0,1
Coeficiente de variacdo 0,2% 0,3%
Variancia 0,02 0,01

Condutividade elétrica 0,1ImV 0,3mV
pH 6,2 6,4
Refratividade 0,3 0,2

Fonte: Os autores., (2024)

Na tabela 1 onde sédo apresentadas as analises estatisticas do perfil fisico-
quimico pode-se notar que as diferencas entre ambos os extratos sdo pequenas,
todavia padrées como a condutividade elétrica medida em mV, pH e refratividade séo
fundamentais para compreender diferentes processos e aplicacdes dos extratos
botanicos em diferentes ensaios biolégicos que visam desenvolver novos métodos de
estudos usando estes produtos (GRASSHOFF, 1999).

Quando investigamos um extrato notamos que parametros como controle do pH,
da condutividade elétrica e da refratividade da concentracdo dos extratos €
fundamental, pois, de acordo com Ferreira e Borguetti (2004), no desenvolvimento dos
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extratos podem ser extraidas substancias como agucares e aminoacidos que sao
capazes de influenciar na concentragdo i0nica e ser osmoticamente ativos
dependendo do solvente utilizado.

Os resultados da refratividade apresentaram-se similares aos obtidos., (2018)
gue avaliaram o papel da refratividade em ensaios alelopatico utilizando extrato das
raizes e folhas de M. lathyroides e apresentaram valores variando entre 0,1 e 0,3, o
gue reforcou para os autores que os extratos aquosos das folhas e raizes de M.
lathyroides apresentaram efeitos toxicos sobre a germinagdo e o0 crescimento de
plantulas de alface comprovando que é fundamental a analise deste parametro para
0S experimentos.

As folhas possuem um alto teor de clorofila assim notou-se um aumento no valor
numérico da condutividade elétrica de cada extrator, evidenciando maior liberacao de
compostos para os extratos provenientes das folhas de acordo com o aumento das
concentracOes analisadas. De acordo com Melhoranga Filho et al. (2011) a extrac&o
de ativos muitas vezes, ndo depende somente dos compostos secundarios, mas
também da quantidade em que sdo sintetizados e da viabilidade de chegarem ao sitio
de acédo e se concentrarem no extrato, dados similares foram descritos por Chen Ying
(2023) e Katsimichas (2023).

3.3 Testes confirmatorios

Diferentes reagentes podem influenciar na absorgéo de clorofila assim como
degradar a clorofila pelo fato de que os metabdlitos presentes nos extratos botanicos
podem sofrer reacfes quimicas e mudarem de cor.

Para isto foram utilizadas soluc6es de hidréxido de sédio nas concentracdes de
1IN e 0,1N, as mudancas nas colora¢des sao apresentadas na Figura 2. Em cada um
dos tubos de ensaio foi adicionado 3 mL de solucdo sendo que apenas em 2 foram
adicionados os reagentes para comparar com o controle.

Figura 2: Solugéo verde brilhante padréo

Fonte: Os autores., (2024).
Legenda: A: Sem NaOH, B: Com NaOH a 1N, C: Com NaOH 0,1N.

Figura 3: Solugéo extrato etanolico
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Fonte: Os autores., (2024).
Legenda: A: Sem NaOH, B: Com NaOH a 1N, C: Com NaOH 0,1N,

Figura 4: Solugédo extrato aquoso

Fonte: Os autores., (2024).
Legenda: A: Sem NaOH, B: Com NaOH a 1N, C: Com NaOH 0,1N

Diferentes extratos botanicos sdo capazes de alterarem a sua coloracdo na
presenca de diferentes meios reacionais, no teste contendo apenas o corante verde
brilhante é possivel notar que ndo foram observadas mudanc¢as na coloracao, porém
o meio ficou altamente béasico por conta da adicdo do NaOH em diferentes
concentracoes.

A seguir é apresentada a estrutura do corante verde brilhante, os atomos de
NaOH por serem base possuem a capacidade de atuarem na hidrélise de radicais
hidroxila como visto na imagem abaixo, onde plausivelmente pode sofrer uma reacao
de adicéo e liberar agua e formar estruturas eletrénicas estaveis.

Figura 5: Estrutura do corante verde brilhante

Fonte: Adaptado de Quimica e Vida., (2022).

Os extratos aquosos e etanolico mudaram de cor principalmente pelo fato de
gue a Piper marginatum Jacq € rica em diversos metabdlitos secundarios como 0s
flavonoides que também sdo carreados durante a extracdo da clorofila, assim ao




Revista Multidisciplinar do Nordeste Mineiro, v.04,2024
ISSN 2178-6925

adicionar as solugdes de NaOH em diferentes concentragdes nos extratos notou-se
uma mudancga rapida o que pode revelar a presenca de diferentes metabdlitos
secundarios presentes nos extratos da espécie (SIMOES.,2017; ARNON.,1949).

Os flavonoides e as clorofilas possuem afinidade por meios basicos o que
justifica a mudanca de cor o que pode fornecer informagcBes acerca de quais
metabdlitos se fazem presentes nos extratos estudados e assim como podem oferecer
mais detalhes sobre a composicéo fisico quimica das clorofilas presente em Piper
marginatum Jacq conforme visto na figura 6 a seguir (SIMOES.,2017)

Figura 6: Solucéo padrédo e Extratos apés adicdo de NaOH

Fonte: Os autores., (2024).

Os extratos de Piper marginatum Jacq possuem diferentes compostos quimicos
e a estrutura destes compostos pode ser afetado com o uso de bases como o NaOH,
visando isto foi plotado um mecanismo visual utilizando um flavonoide j& descrito na
literatura isolado de uma espécie pertencente ao género Piper frente ao ser submetido
com o NaOH visando deixar o estudo mais completo conforme visto na figura 7 a
seguir.

Figura 7: Proposta mecanistica da acdo do NaOH frente um flavonoide de uma espécie
de Piper.

OH"

Fonte: Os +2 moléculas de H,0 autores., (2024).

0 ’ mecanismo
esbocado acima apresenta a interacdo do grupamento hidroxila do NaOH interagindo
com os grupamentos hidroxila do flavonoide plotado no software ChemDraw.

A reacdao inicia com dois ataques nucleofilicos de duas moléculas de hidroxila
abstraindo um atomo de hidrogénio e liberando duas moléculas de agua, o oxigénio

10
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ao perder um atomo de hidrogénio fica carregado eletronegativamente e isto faz com
gue as duplas ligacbes presentes no anel benzénico por meio de reacdo de
estabilizacdo usando meia seta se unam e formem dois grupos carbonilicos na
estrutura do flavonoide, reacdes como estas sdo investigadas em laboratérios de
Fitoquimica, Farmacognosia, Quimica Medicinal e Quimica de Produtos Naturais
visando compreender reacdes organicas de interesse medicinal (MATOS.,2009;
SOUZA.,2012).

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Através da investigacao dos padrdes fisicos quimicos é possivel afirmar que a
espécie Piper marginatum Jacgq é uma espécie que possui diversos potenciais
terapéuticos e € muito importante no conhecimento popular e medicinal das pessoas.

Quanto aos solventes testados com o intuito de extrair a clorofila, o que
apresentou melhor extracdo foi o etanol por conta de suas propriedades fisico
quimicas.

Os parametros analisados neste trabalho sao inéditos, ainda ndo foram descritos
em outros trabalhos, as analises de pH, refratividade e condutividade elétrica
mantiveram-se estaveis durante todo o processo de analise fisico quimica e anélise
estatistica.

O mecanismo envolvendo o uso de NaOH frente um flavonoide isolado de uma
espécie de Piper ainda ndo havia sido descrito na literatura e nem explicado, sendo
um dos pontos cruciais para o estudo da quimica de produtos naturais.

Os extratos apesar de algumas diferencas quanto ao teor de clorofila extraida
apresentaram caracteristicas similares durante a andlise estatistica, fato este pelo
gual espera-se que testes posteriores usando estes extratos sejam desenvolvidos
visando analisar o potencial bioativo e fisico quimico da espécie.
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