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RESUMO 

 O mosquito Aedes aegypti é responsável pela transmissão de dengue, Zika, 

chikungunya, febre amarela urbana e outras arboviroses, causando significativo 

impacto na saúde pública e na economia mundial. O controle vetorial é recomendado 

pela Organização Mundial da Saúde como a medida mais eficiente para a redução 

dos casos. As matrizes alimentícias são uma alternativa promissora, pois o amplo 

consumo humano reduz possíveis toxicidades, além de estarem disponíveis no 

mercado. Esse trabalho tem por objetivo testar diferentes extratos produzidos a partir 

de matrizes alimentícias em larvas e pupas de Aedes aegypti, otimizar a produção do 

extrato etanólico dos frutos de Piper nigrum (pimenta do reino) e validar uma 

metodologia analítica para a quantificação de piperina, seu componente majoritário. 

Foram produzidos 70 extratos brutos, que foram testados quanto a atividade larvicida 

e pupicida em Aedes aegypti. Desses, 19 foram considerados ativos, sendo P. nigrum 

a matriz escolhida para continuação do trabalho. Para isso foi utilizado planejamento 

tipo Box-Behnken para as extrações com equipamento de extração acelerada por 

solvente. Para a validação foi utilizado cromatografia líquida de alta eficiência com 

detector de arranjo de diodo, e foram executadas as figuras de mérito, seletividade, 

linearidade, limites operacionais de detecção e quantificação, estudo prévio de 

estabilidade, precisão, recuperação e exatidão, efeito matriz e robustez. O método foi 

considerado seletivo, separando o pico majoritário e mais 12 picos minoritários ao 

longo de um perfil cromatográfico com o tempo de análise em 21 minutos. A 

linearidade aos níveis de teor e de impurezas apresentaram dados estatísticos 

aceitáveis com faixas lineares de 11,5 a 263,6 µg/mL para teor e 1,5 a 48,5 µg/mL 

para impurezas. Os limites operacionais de detecção e quantificação do padrão de 

piperina foram de 0,54 e 1,54 µg/mL. Em 72 h, durante o estudo de estabilidade, 

observaram-se quedas dos teores de piperina isolada (18,94%) e de piperina no 

extrato (5,97%). O desvio padrão relativo máximo foi de 6,06% considerando todos os 

picos em estudo no parâmetro de precisão. A exatidão do método foi dada pelo estudo 

de recuperação o qual oscilou entre 88,09 a 107,36%. O efeito matriz apresentou o 

paralelismo entre as curvas de forma adequada e para a robustez o fluxo da fase 

móvel do método cromatográfico nunca deverá ser alterado. Foi determinado CL50 do 

extrato etanólico padronizado dos frutos de P. nigrum (1,1 µg/mL) e do padrão de 

piperina (19,0 µg/mL) em larvas L3 de Ae. aegypti. Além disso foi determinado 

atividade residual de 9 dias para o extrato a 4 µg/mL e para piperina a 60 µg/mL 

realizando quantificação simultânea de piperina para ambas as amostras. Sendo 

assim, o extrato etanólico de P. nigrum apresentou-se como alternativa para controle 

de Ae. aegypti com atividade laboratorial comprovada e metodologia validada, que 

pode ser utilizada em futuros produtos inseticidas.   

Palavras- chave: Aedes aegypti, Piper nigrum L., pimenta-do-reino, padronização e 

validação, Extração acelerada por solvente (ASE) 

 



 
 

ABSTRACT 

The Aedes aegypti mosquito is responsible for the transmission of dengue, Zika, 

chikungunya, urban yellow fever and other arboviruses, causing a significant impact 

on public health and the world economy. Vector control is the most efficient measure 

recommended by the World Health Organization to reduce cases. Food matrices are 

a promising option due to widespread human consumption reducing possible toxicity, 

not to mention their market availability. This work aimed to test crude extracts produced 

with food matrices, optimize the production of an ethanol extract from Piper nigrum L. 

(black pepper) fruit and validate an analytical methodology for piperine quantification, 

its major component. Of the 70 extracts produced and tested against larvae and pupae, 

19 were considered active against at least one of the immature forms, with P. nigrum 

chosen to continue the research. A Box-Behnken design plan was used for extractions 

performed by an accelerated solvent extractor (ASE) system. Validation employed 

high-performance liquid chromatography with a diode array detector, while the figures 

of merit, selectivity, linearity, operational limits of detection and quantification, 

preliminary study of stability, precision, recovery and accuracy, matrix effect and 

robustness were documented. The method was considered selective, separating the 

major and 12 minor peaks along a chromatographic profile with an analysis time of 21 

minutes. Linearity at the levels of content and impurities presented acceptable 

statistical data, with linear ranges from 11.5 to 263.6 µg/mL for content and 1.5 to 48.5 

µg/mL for impurities. The operational limits for detection and quantification of the 

piperine standard were 0.54 and 1.54 µg/mL. After 72 h, during the stability study, there 

were decreases in the isolated piperine (18.94%) and in the extract (5.97%) contents. 

The maximum relative standard deviation was 6.06% considering all peaks under 

study in the precision parameter. The method accuracy was provided by the recovery 

study which ranged from 88.09 to 107.36%. The matrix effect presented the parallelism 

between the curves in an adequate manner, and for robustness, the mobile phase flow 

of the chromatographic method should not be altered. The LC50 values of the 

standardized P. nigrum fruit ethanol extract (1.1 µg/mL) and the piperine standard 

(19.0 µg/mL) were determined against L3 Ae. aegypti larvae. Furthermore, 9-day 

residual activity was determined for the extract (at 4 µg/mL) and piperine (at 60 µg/mL), 

performing simultaneous piperine quantification in both samples. Thus, the P. nigrum 

ethanol extract presented itself as an alternative to control Ae. aegypti with proven 

laboratory activity and validated methodology, which can be used in future insecticide 

products. 

Keywords: Aedes aegypti, Piper nigrum L., black pepper, standardization and 

validation, accelerated solvent extraction (ASE) 
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1. Referencial teórico  

1.1. Justificativa 

O mosquito Aedes aegypti se adaptou facilmente às regiões tropicais e 

subtropicais onde as condições climáticas permitem seu desenvolvimento adequado. 

A disseminação ocorre em grandes centros e regiões metropolitanas, onde há 

disponibilidade para reprodução e propagação ao redor da grande circulação de 

pessoas. Esse vetor é responsável por transmitir arboviroses mundialmente 

importantes, como dengue, Zika, chikungunya e febre amarela urbana, para as quais 

não existem tratamentos específicos, e em que somente para febre amarela existe 

sistema vacinal reconhecidamente efetivo (1).  

Mais da metade da população mundial vive em áreas de risco para contágio 

destas arboviroses, e estima-se que o impacto econômico causado chega a escala de 

milhões de dólares. Este relato mostra a importância de agregar conhecimento e 

buscar estratégias de controle de um dos vetores mais relevantes do mundo. Porém, 

alguns dos inseticidas utilizados no controle apresentam falhas, como o 

desenvolvimento de resistência por parte dos insetos, além de toxicidade ambiental 

(2,3).  

Os produtos naturais têm sido descritos como uma alternativa para substituir os 

inseticidas convencionais, com relatos adequados e de qualidade de distintas 

espécies de plantas. Contudo, em muitos casos há limitações, como a disponibilidade 

de matéria-prima para o uso em larga escala, além da escassez de padronização e 

validação vinculadas às amostras com potencial para uso no controle de Ae. aegypti. 

Estudos relataram a atividade de produtos alimentícios, como chás, frutas, verduras e 

especiarias, que são amplamente comercializados ao redor do mundo. Dentre essas 

espécies, a Piper nigrum L. - pimenta-do-reino, teve sua atividade relatada e se 

mostrou como um produto em potencial (4,5). 

Sendo assim, este trabalho buscou diferentes amostras consumidas por diversas 

populações ao redor do mundo e que apresentassem alguma atividade em Ae. 
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aegypti. Após triagem prévia, P. nigrum se destacou considerando os três critérios 

adotados: (i) a ampla disponibilidade comercial, (ii) o consumo em rotina por seres 

humanos e (iii) a potente atividade larvicida contra o vetor em estudo. Embora, 

observaram-se alguns trabalhos na literatura demonstrando o controle de qualidade 

de P. nigrum, pouquíssimos estudos relacionaram a padronização, método 

cromatográfico completamente validado com atividade larvicida e residual contra o Ae. 

aegytpi. Por isso, o trabalho aqui relatado busca atingir esse contexto analítico 

escasso na literatura, com o objetivo de gerar alta qualidade do extrato etanólico de 

P. nigrum para o controle de Ae. aegypti. 

1. 2 O Aedes aegypti e seu ciclo de vida 

O mosquito Aedes aegypti pertence a ordem Díptera e a família Culicidae (6). 

Este vetor é holometábolo, ou seja, possui ciclo de vida completo constituído por 4 

estágios: ovo; larva; pupa e adulto. Os ovos (Figura 1A), ao serem postos, são 

inicialmente claros e translúcidos, rapidamente se tornam escuros, sendo resistentes 

a dessecação e podem eclodirem ao longo de até 8 meses, a depender das condições 

naturais que estiverem sujeitos. Os ovos são colocados pelas fêmeas nas paredes 

horizontais de criadouros contendo água, ao submergirem eclodem, dando origem as 

larvas (7–9). O estágio larval tem duração de 5 a 10 dias, é um estágio aquático onde 

as larvas se desenvolvem e se alimentam de matéria orgânica contida nos criadouros. 

Conforme seu desenvolvimento, as larvas são classificadas em quatro estágios 

denominados L1, L2, L3 e L4 (Figura 1B). Sua estrutura é dividida em cabeça, tórax e 

abdome, possui cerdas pelo corpo que auxiliam o nado e têm função sensorial (6). No 

ambiente aquático, após o período de desenvolvimento larval, posterior ao estágio L4, 

as larvas se transformam em pupas (Figura 1C), permanecendo nesse estágio por 2 

a 3 dias. As pupas apresentam cefalotórax e abdome, sendo possível diferenciar 

machos de fêmeas com auxílio de lupas, nesse estágio não há alimentação. Ao fim 

do estágio pupal, os indivíduos se transformam em mosquito adulto (Figura 1D). Esses 

mosquitos têm longevidade de aproximadamente 30 dias. Os adultos machos se 
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alimentam de soluções açucaradas. As fêmeas possuem hábitos hematófagos, já que 

a ingestão de sangue é necessária para maturação de seus ovos (1).  

 

Figura 1. Formas imaturas e mosquito durante o ciclo de vida do Aedes aegypti. A) 
Ovos; B) Larvas em seus quatro estágios; C) Pupas: macho1, e fêmea2; e D) Mosquito 
adulto. 

 

1.2.1 O impacto do vetor Aedes aegypti  

As arboviroses são doenças virais transmitidas por artrópodes. Estas doenças 

são amplamente propagadas devido a adaptação do vírus ao vetor, as características 

climáticas, a disponibilidade de criadouros e as interações do hospedeiro invertebrado 

com as espécies vertebradas (10). Dentre os vetores competentes para a transmissão 

de vírus, o Ae. aegypti se destaca por ser capaz de transmitir as arboviroses de maior 

impacto global (11). O Aedes albopictus também é um vetor importante para a 

transmissão dessas doenças, porém como possui comportamento menos 

1 

2 
2 



 15 
 
 

 

antropofílico, faz com que o Ae. aegypti seja superior no que diz respeito ao poder de 

propagação das arboviroses (12).  

Mais de 50% da população global vive em áreas propicias para a transmissão 

de arboviroses, sendo a dengue considerada uma das dez ameaças a saúde mundial, 

com estimativa de 390 milhões de casos por ano (2,13). As pessoas infectadas com 

dengue podem ou não apresentar sintomas. Quando estão sintomáticas podem ter 

febre, dores de cabeça, nos olhos ou nas articulações. Existe ainda o quadro de 

dengue severa, caracterizado pelo extravasamento de plasma, provocando 

sangramento severo e podendo levar o paciente a óbito. Os sintomas incluem forte 

dor abdominal, vômitos persistentes e eventualmente com sangue, e fadiga (14). Os 

tratamentos disponíveis são apenas para tratar os sintomas. A Dengvaxia® é a 

primeira vacina licenciada em diferentes países para tentar prevenir a dengue. Apesar 

disso, a existência de 4 diferentes sorotipos do vírus faz com que esse imunizante 

possa aumentar o risco de dengue severa em pacientes que não foram expostos 

previamente (14). Estudos de fase 3 com outra vacina a, TAK-003 (Takeda) 

mostraram sua eficiência quando aplicadas em crianças entre 4 e 16 anos, diferente 

da Dengvaxia® que só pode ser aplicada em crianças maiores de 9 anos (15).  

O vírus Zika também apresenta grande preocupação mundial, por causar 

epidemias pelo mundo. Em 2016 a Organização Mundial da Saúde (OMS) considerou 

essas ocasiões como uma emergência de saúde pública de relevância internacional. 

Este vírus pode ser transmitido pelo Ae. aegypti, por relação sexual ou por 

transmissão vertical, de mãe para filho durante a gravidez. Os sintomas mais comuns 

são similares aos da dengue, como dores de cabeça, nas articulações e febres. Além 

destes, o Zika vírus pode desencadear, a síndrome de Guillain-Barré e outras 

neuropatias, bem como estar associada a microcefalias em neonatais e outras más 

formações durante a gravidez (16,17).   

A chikungunya também é transmitida pelo Ae. aegypti e compartilha sintomas 

comuns aos da dengue e Zika, mas sua principal característica é a dor severa nas 

articulações que pode evoluir para um quadro crônico. Até a semana epidemiológica 
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16 de 2021, foram registrados 20.993 casos prováveis de chikungunya no Brasil 

(18,19). 

O Ae. aegypti transmiti a febre amarela urbana. Porém, o mesmo vírus é 

também transmitido por mosquitos do gênero Haemagogus, como H. leucocelaenus 

e H. janthinomys, causando a mesma doença, chamada de febre amarela silvestre. 

Essas espécies de Haemagogus foram responsáveis por surtos no Brasil entre 2016-

2018. O principal sintoma da forma grave é o comprometimento do fígado que pode 

gerar icterícia, devido a não metabolização da bilirrubina que se acumula na corrente 

sanguínea. Para essa arbovirose, a vacinação é apontada pela OMS como a medida 

mais importante de prevenção (20,21). 

Além do impacto direto na saúde dos indivíduos expostos às arboviroses, 

existem os custos econômicos para tratamento e prevenção dessas doenças. Para a 

febre amarela e dengue as estimativas de estudos realizados para cálculo dos custos 

com essas doenças entre 2000-2018, apontam que os valores mundiais totais variam 

de 2,1 a 57,3 bilhões de dólares (3). 

 Adicionalmente, em 2020, com a emergência da pandemia de Covid-19 os 

serviços de saúde de diferentes países onde as arboviroses são endêmicas têm 

enfrentado desafios que vão desde o atendimento de pacientes até os serviços de 

vigilância, contribuindo para um possível declínio no número de casos registrados 

destas doenças (19). Na Figura 2 é possível verificar a emergência do número de 

casos de Covid-19 e o declínio no número de casos de dengue simultaneamente por 

semana epidemiológica compreendendo os seguintes países: Argentina; Brasil; Chile; 

Paraguai; Uruguai (20).  
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Figura 2.  Distribuição de casos de Covid-19 e dengue em 2020 e 2021 por semana 
epidemiológica, nos seguintes países: Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai. 
Traduzido da Organização Pan-Americana de Saúde (20). 

 

O controle vetorial é fortemente indicado como forma de reduzir o número de 

casos de transmissões destes vírus. O controle mecânico consiste na eliminação de 

criadouros para o vetor. O controle biológico inclui o uso de outros organismos 

parasitos, patógenos ou predadores, como a bactéria entomopatogênica Bacillus 

thuringiensis istraelensis (BTI). O controle químico utiliza-se basicamente inseticidas 

sintéticos (23). Existe ainda o Manejo Integrado do Vetor (MIV), que incluí os serviços 

de vigilância ambiental, conscientização da população e o processo para utilização de 

controle químico e biológico (24).  

Alguns desafios são enfrentados no controle vetorial, como a resistência 

adquirida pelos mosquitos e a toxicidade ao meio ambiente, provocada principalmente 

pelos inseticidas químicos. Quatro principais classes de inseticidas sintéticos são 

utilizadas: organoclorados; organofosforados; carbamatos; piretróides (25). 

Atualmente, no Brasil foram inseridos 2 inseticidas para o controle da fêmea adulta, 

Cielo-ULV® (imidacloprida + praletrina) e Fludora® fusion (clotianidina + deltametrina). 

Essas combinações foram introduzidas com o intuito de substituir o organofosforado 

Malathion, pelo qual os mosquitos já adquiriram resistência. Como larvicida, foi 

inserido o inseticida de origem natural Espinosade, composto pela mistura de 

espinosina A e D, que são metabólitos secundários da bactéria Saccharopolyspora 

spinosa (26–28). Visando aprimorar o controle vetorial, uma das alternativas é buscar 
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contornar os problemas de resistência e toxicidade, por meio dos estudos com 

produtos naturais (29). 

1.3 Produtos naturais alimentícios como inseticidas 

Matrizes naturais desempenham um papel fundamental na descoberta e no 

desenvolvimento de produtos. Diferentes metabólitos secundários de plantas, 

originados de variadas rotas biossintéticas, destacam-se pela atividade inseticida com 

baixo impacto ambiental, sendo caracterizado como eco-friendly. Considerando a 

variedade e a complexidade das amostras naturais, a padronização e/ou métodos 

completamente validados que são exigidos para registros em agências reguladoras, 

ainda são considerados escassos (30,31).  

No Brasil em 2021 a safra de alimentícios, incluindo grãos, frutas, legumes, 

especiarias, dentre outros pode bater recorde, com a produção de 264,9 milhões de 

toneladas (32). Este dado contribuiu para a escolha de buscar amostras naturais 

comestíveis com capacidade tóxica ao vetor Ae. aegypti, além de estarem presentes 

no cotidiano da população, oferece possibilidade de obtenção em grande escala e, 

provavelmente com custos acessíveis.  

Uma revisão da atividade larvicida de plantas, incluindo frutas, chás e 

especiarias, evidenciou o potencial de produtos naturais para auxiliar no controle de 

vetores (33). Pavela et al. relacionaram a atividade larvicida de 429 espécies de 

plantas em vetores do gênero Anopheles, Aedes e Culex, sendo que 29 apresentaram 

valores de CL50 < 10 ppm (4), das quais algumas usualmente comercializadas. A 

atividade repelente e de toxicidade por contato dos óleos essenciais de folhas de louro 

(Laurus nobilis) e caule de canela (Cinnamomum ssp.) foram considerados eficientes 

para o controle dos insetos Liposcelis bostrychophila (piolho de farinha) e Tribolium 

castaneum (besouro castanho) que infestam produtos armazenados, particularmente 

grãos de alimentos (34). O extrato metanólico da casca do fruto de abacate (Persea 

americana) apresentou atividade larvicida em Anopheles stephensi (CL50 6,65 ppm), 

Ae. aegypti (CL50 7,12 ppm) e Culex quinquefasciatus (CL50 10,78 ppm) (35). O óleo 

de alho demonstrou atividade repelente para uma espécie de flebotomíneo, vetor de 
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leishmaniose, sendo na concentração de 1 ppm, capaz de repelir 95% dos indivíduos 

testados (36). A combinação de extratos de diferentes polaridades de funcho 

(Foeniculum vulgare Mill.) e camomila (Matricaria chamomilla L.), plantas utilizadas 

para preparo de chás, apresentou atividade ovicida e larvicida em Culex pipens L. 

(37). Óleos essenciais de espécies de Cinnamomum, testados individualmente ou em 

misturas, inclusive com adição do constituinte principal - cinamaldeído, apresentaram 

atividade em fêmeas adultas de Ae. aegypti e Ae. albopictus (38). Misturas de óleos 

essenciais de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. e Eucalyptus globulus Labill. 

demonstraram atividade em Aedes e na mosca doméstica (Musca domestica) (39). 

Alguns grãos comercializados, como a chia (Salvia hispanica L.) e o gergelim preto 

(Nigella sativa L.) apresentaram atividade inseticida em Spodoptera exigua Hübner 

(lagarta-do-cartucho) (150 µg por lagarta, 97% mortalidade) e em Anopheles 

stephensi Liston (CL50 88,1 ppm) (40,41).  

Em adição, a otimização de extratos de matrizes alimentícias tem sido realizada 

por meio de nanopartículas. A produção de nanopartículas com o extrato aquoso de 

Elettaria cardamomum L. (cardamomo) permitiu aumentar a atividade em larvas de 

Ae. aegypti (CL50 reduzido em mais de 3 vezes), e de Culex tritaeniorhynchus Giles, 

o transmissor da encefalite japonesa. Nanopartículas de Citrus limon (L.) Osbeck 

(limão siciliano) foi ativo em larvas de Anopheles stephensi (CL50 26,32 mg/L) e Ae. 

aegypti (CL50 6,17 mg/L) (42,43). 

1.4  Padronização e validação de métodos analíticos 

A padronização está relacionada a atribuir medições, especificações ou 

desenvolver algum tipo de uniformização para produzir ou avaliar algum sistema, 

processo ou cadeia produtiva. Esta apresenta como finalidade principal a busca pela 

qualidade permitindo as correções de erros ou o alinhamento de varáveis inclusas nas 

fases de um dado procedimento. A padronização deve ser dividida em etapas, sendo 

os processos presentes em cada etapa variável de acordo com a área de trabalho e 

os objetivos definidos (44). 
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As agências reguladoras mundiais controlam e descrevem legalmente os 

parâmetros de um método completamente validado. De um modo geral, tais agências 

que figuram como principais no exterior são: ICH (International Conference on 

Harmonization), USP (The United States Pharmacopeia), IUPAC (International Union 

of Pure and Applied Chemistry) e a FDA (Food and Drug Administration). No Brasil, 

ao âmbito de fármacos, fitoterápicos, agroquímicos e alguns processos, estão 

presentes: ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), INMETRO (Instituto 

Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial) e MAPA (Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento). Para estas agências, considerando pequenas 

variações, um método validado visa assegurar a credibilidade de medições, com 

evidências legais e documentadas que garantam a confiabilidade para sua execução. 

Em outras palavras, um procedimento completamente validado dever incluir as 

seguintes figuras de méritos: seletividade, linearidade e faixa dinâmica de trabalho, 

limite operacional de detecção – LOD, limite operacional de quantificação – LOQ, 

estudo de estabilidade do método, precisão, exatidão, efeito matriz, robustez e, em 

muitos casos o estudo de aplicabilidade. (45,46). 

Na literatura, os métodos existentes, geralmente não determinam todas estas 

figuras de méritos a partir de produtos naturais relacionando com algum sistema 

biológico, e esta falta pode estar inserida em quatro grandes desafios: 1 – ter a 

quantidade suficiente de matéria-prima para produzir adequadamente a matriz de 

trabalho ao longo dos procedimentos; 2 – promover a elucidação estrutural completa 

de pelo menos um analito que confira a qualidade geral à matriz em estudo; 3 – caso 

o analito elucidado ou de interesse não esteja disponível comercialmente, o mesmo 

deve ser isolado em quantidade adequada para execução de todas as figuras de 

méritos com grau de pureza de pelo menos 96%; 4 – o método completamente 

validado deve ser capaz de atuar no mínimo em duas frentes, por exemplo, de modo 

a garantir a qualidade do analito na respectiva matéria-prima e no sistema biológico 

que a matriz e analito foram submetidos. Trabalhar estes quatro contextos 

concomitantemente para atingir os objetivos propostos não é trivial, o que pode 

justificar as diferentes metodologias relatadas na literatura, porém poucas de forma 
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completas ao âmbito de produtos naturais e menos ainda relacionando aos sistemas 

biológicos.  

O óleo da espécie vegetal Azadirachta indica A. Juss., conhecido como “neem" 

é o único inseticida natural aprovado no Brasil, União Europeia e Estados Unidos para 

controle de Ae. aegypti (47,48). Substâncias descobertas de fontes naturais e, 

posteriormente sintetizadas ou isoladas também são utilizadas no controle de vetores, 

dentre elas as piretrinas e o espinosade (49,50). Estudos descrevem métodos 

analíticos para produtos naturais com atividade inseticida: Kasaj et al. desenvolveu e 

validou um método para quantificação de piretrinas em amostras comerciais de 

extratos por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), com detector de arranjo 

de diodo (51). Para o neem (A. indica), métodos foram estudados para a quantificação 

do seu componente ativo principal, a azadiractina, que atua contra diferentes insetos. 

As técnicas envolveram diferentes equipamentos, incluindo as cromatografias líquida 

e gasosa com diferentes detectores como espectrometria de massas ou UV- visível 

(52). Um estudo utilizando extrato etanólico de P. nigrum determinou piperina em 

água, mas em frasco distinto dos que continham larvas de Ae. aegypti ao longo de 

teste residual (53). O extrato hexânico das folhas de Schinus terebinthifolia Raddi. 

(Anacardiaceae), conhecida como pimenta-rosa apresentou o bilobol como seu 

componente principal que teve sua atividade descrita em larvas de Ae. aegypti e em 

embriões de peixe zebra. Neste estudo foi realizada quantificação do referido analito, 

bem como o estudo de degradação do bilobol na água dos embriões (54).  

Somente amostras ou produtos com alguma padronização e/ou método 

analítico validado poderão ser aceitos ou registrados por alguma das agências 

reguladoras anteriormente mencionadas. Isto se deve à grande qualidade em todos 

os sentidos das análises qualitativas e quantitativas que são agregadas a qualquer 

analito, matriz, produto ou matéria-prima que estejam padronizadas e validadas.  

1.5 A planta Piper nigrum L. 

Piper nigrum L. pertence à família Piperaceae (Figura 3). Esta planta está 

comercialmente disponível sendo mundialmente conhecida como pimenta-do-reino, 



 22 
 
 

 

pimenta redonda, pimenta preta, pimenta branca, pimenta verde ou pimenta vermelha 

(Figura 4), a depender do seu estado de colheita, período de maturação ou processo 

de secagem e conservação com qual foram tratadas. Há relatos de confusão da 

pimenta vermelha de P. nigrum com a pimenta rosa de Schinus molle ou S. 

terebinthifolius (55).  

 

Figura 3. A) Espécie de Piper nigrum crescendo ao longo de árvore. B) Destaque de 
suas folhas e frutos/pimentas vermelha e verde. Fonte: 
https://jb.utad.pt/especie/Piper_nigrum - com adaptação autoral. 

 

 

B 

A 
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Figura 4. As diferentes pimentas de Piper nigrum com destaque para suas cores. 
Fonte: 
https://en.wikipedia.org/wiki/Black_pepper#/media/File:4_color_mix_of_peppercorns.j
pg, com adaptação autoral. 

  

As espécies de P. nigrum são consideradas trepadeiras lenhosas perenes que 

crescem em torno de 4 a 6 m de altura sob árvores de suporte ou com o uso de postes 

e treliças. Estas plantas se espalham, sendo capazes de enraizarem rapidamente 

quando os caules tocam o solo. As suas folhas são alternadas, inteiras. As suas flores 

medindo de 4 a 8 cm de comprimento são pontas pendulares. Estas pontas são 

alongadas variando-se conforme o amadurecimento de seus frutos. P nigrum é 

originária da Índia, se adaptando adequadamente a climas quentes e úmidos (55). O 

Brasil é o quarto maior produtor mundial de pimenta-do-reino. Em 2020 a produção 

chegou a mais de 114 mil toneladas e os estados que mais produziram tal especiaria 

foram o Espírito Santo e o Pará (56,57).  

A fitoquímica a partir de P. nigrum está amplamente reportada na literatura 

envolvendo diferentes classes químicas como as lignanas, neolignanas, flavonoides, 

Preta 

Branca 

Rosa/ vermelha 

Verde 
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terpenos, alcaloides, ácidos fenólicos, amidas e esteroides. As piperamidas são 

compostos característicos da espécie, responsáveis pelo sabor picante e também pela 

maioria das atividades biológicas já descritas. E a diferença na composição química é 

crucial para identificação da espécie e origem de P. nigrum, pois esta permite fazer 

uma correlação com a procedência da planta (56,58). O óleo essencial presente nos 

frutos é rico em terpenos que conferem aroma e sabor único a especiaria (59). A 

piperina e seus análogos (Figura 5) também são convencionalmente chamadas de 

alcamidas e estão presentes na grande maioria das espécies de Piperaceae. A 

pimenta-do-reino é a espécie que apresenta maior quantidade de piperina, variando 

de 2 a 9% de seu teor. Estudos relataram a segurança do uso desta pimenta tanto em 

testes in vitro quanto in vivo (59). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudos relataram as mais distintas atividades farmacológicas de P. nigrum, 

incluindo anticancerígena, antialérgica, hipoglicemiante, antioxidante e antimicrobiana 

(56). Assim como, a atividade inseticida em vetores de doenças e em insetos que são 

pragas agrícolas. O extrato etanólico dos frutos de pimenta-do-reino e suas frações 

apresentaram CL50 que variaram de 1 a 7 ppm em larvas de Ae. aegypti. Em estudo 

Figura 5.  Estruturas químicas de alcamidas previamente obtidas de P. nigrum. 
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de revisão, o extrato etanólico dos frutos de P. nigrum apresentou valor de CL50 (0,98 

ppm) larvicida em Ae. aegypti mais potente que seu componente majoritário, a 

piperina (CL50 5,10 ppm) (5). Na composição deste extrato há outras alcamidas 

capazes de potencializar tal atividade. Nanopartículas produzidas com o óleo 

essencial do fruto de P. nigrum apresentaram atividade em pragas de grãos estocados 

(60,61). Park et al. relataram atividade do extrato e frações hexânica e clorofórmio dos 

frutos de P. nigrum em larvas L3 de Ae. aegypti (100 ppm, 100% mortalidade). Este 

estudo bioguiado obteve 5 componentes: piperina (CL50 5,1 ppm), pelitorina (CL50 0,92 

ppm), guineensina (CL50 0,89 ppm), pipercida (CL50 0,1 ppm ) e retrofractamida A 

(CL50 0,039) ppm (62).  

Considerando o levantamento bibliográfico, fica evidente o potencial da 

pimenta-do-reino, referindo-se à sua fitoquímica, suas atividades biológicas, bem 

como algumas metodologias analíticas para seu controle de qualidade. A P. nigrum 

se adequa aos critérios propostos no trabalho, já que é um produto alimentício, 

consumido ao redor do mundo, apresenta atividade inseticida, e está disponível no 

mercado em larga escala, além de dispor de bom custo-benefício. Nesse contexto, o 

presente trabalho, descreverá a completa padronização e validação para tal matéria-

prima, monitorando o principal marcador químico da espécie, a piperina, em 2 

situações: (i) utilizando o extrato etanólico e diferentes lotes vendidos no mercado e 

(ii) monitorando tal extrato e a piperina no ensaio larvicida residual em Ae. aegypti. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Padronizar a obtenção do extrato etanólico de pimenta preta, P. nigrum. Validar 

um método cromatográfico completo para o extrato e piperina, capaz de monitorar a 

qualidade de amostras comerciais e de teste larvicida em Ae. aegypti. 

2.2 Objetivos específicos  

➢ Desenvolvimento e padronização de extrações de amostras alimentícias; 

➢ Avaliação das atividades larvicida e pupicida dos extratos produzidos; 

➢ Desenvolver e validar método cromatográfico para extrato padronizado 

abrangendo todas as figuras de méritos pertinentes; 

➢ Determinar CL50 e CL90 de extrato padronizado e validado 

➢ Determinar atividade larvicida residual a partir do marcador químico e do 

extrato de trabalho;  

➢ Monitorar concomitantemente os teores do extrato de P. nigrum e de 

piperina durante a execução do ensaio residual.  
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3. Materiais e métodos 

3.1 Amostragens e extrações iniciais 

 
Incialmente, as 70 amostras listadas na tabela 1 foram adquiridas em mercados 

locais do Distrito Federal. As amostras frescas ou secas variaram a depender dos 

custos, disponibilidades e das quantidades necessárias para extrações preliminares. 

O preparo destas amostras foi iniciado com a redução de partícula com auxílio de 

processador ou tesouras com posterior tamisação através de peneira/tamis com 

malha medindo 1,4 mm (12 mesh). Após estes procedimentos, considerando a relação 

massa/volume pesou-se cerca de 50 g de cada amostra, transferindo-as para a cela 

de extração com capacidade de 100 mL do equipamento Dionex™ ASE™ 150 

Accelerated Solvent Extractor (ASE-150). Todas as extrações foram feitas pelo 

extrator acelerado por solvente ASE-150, utilizando solvente extrator constituído pela 

mistura de hexano:acetato de etila:diclorometano:etanol na proporção de 4:4:1:1 v/v. 

Os parâmetros iniciais designados ao ASE-150 foram: temperatura de extração em 

70 °C, com tempo de extração de 5 minutos por ciclo, com a execução de 3 ciclos 

estáticos e lavagem de 60% do volume da cela, além de 150 segundos de tempo de 

purga. As extrações resultantes destes processos foram concentradas usando-se 

evaporador rotativo Buchi-150, transferidas para frascos de vidro de 20 mL pesados, 

que foram mantidos em capela química sob exaustão até peso constante. 

Posteriormente, os rendimentos de cada extrato seco foram determinados 

considerando a massa inicial de material extraído e a massa de extrato bruto. Uma 

alíquota de cada um destes extratos foi reservada para serem submetidas aos ensaios 

larvicida e pupicida em Ae. aegypti.  
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Tabela 1. Amostras alimentícias adquiridas no comércio do Distrito Federal. 

Nº amostra Nome popular Nome científico Parte da Planta 

1 Amora Branca Morus alba Partes aéreas 

2 Canela de Velho Miconia albicans Partes aéreas 

3 Mulungu Erythrina verna Madeira Caule 

4 Goji Berry Lycium barbarum Fruto 

5 Alecrim Rosmarinus officinalis Folha 

6 Moringa Moringa oleifera Folha 

7 Espinheira Santa Maytenus ilicifolia Partes aéreas 

8 Capim Limão Cymbopogon citratus Folha 

9 Camomila Matricaria chamomilla Flor 

10 Chapéu de Couro Echinodorus grandiflorus Partes aéreas 

11 Coco Cocos nucifera Fruto 

12 Melissa Lippia alba Folha 

13 Chia Salvia hispanica Semente 

14 Alcachofra Cynara scolymus Folha 

15 Carqueja Baccharis trimera Folha e caule 

16 Calêndula Calendula officinalis Flor 

17 Carqueja Baccharis triptera Folha e caule 

18 Cavalinha Equisetum arvense Hastes estéreis 

19 Cacau Theobroma cacao Semente em pó 

20 Abóbora Cucurbita sp. Semente 

21 Gergilim preto Nigella sativa Semente 

22 Gergilim Branco Sesamum indicum Semente 

23 linhaça dourada Linum usitatissimum Semente 

24 Amaranto Amaranthus caudatus Semente 

25 Quinoa Chenopodium quinoa Semente 
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26 Girassol Helianthus annus Semente s/ casca 

27 Cacau Theobroma cacao Semente 

28 Cardamomo Elettaria cardamomum Semente em pó 

29 Limão Siciliano Citrus lemon Casca do fruto 

30 Pimenta malagueta Capsicum sp. Fruto 

31 Pimenta chocolate Capsicum sp. Fruto 

32 Pitaya Hylocerus monacanthus Fruto casca 

33 Avocado Persea americana Polpa 

34 Abacate Persea americana Polpa 

35 Romã Punica granatum Fruto casca 

36 Pimenta scorpion amarela Capsicum sp. Fruto 

37 Abacate Persea americana Semente 

38 Batata Yacon Smallanthus sonchifolius Tubérculo 

39 Pimenta scorpion vermelha Capsicum sp. Fruto 

40 Pinha Annona squamosa Fruto polpa 

41 Blueberry seca Vaccinium myrtillus Fruto 

42 Jurubeba Solanum paniculatum Fruto 

43 Pinha Annona squamosa Fruto casca 

44 Maxixe Cucumis anguria Fruto 

45 Romã Punica granatum Fruto semente e arilo 

46 Pitaya Hylocerus monacanthus Fruto polpa 

47 Cebola Allium cepa Bulbo 

48 Cebola roxa Allium cepa Bulbo 

49 Gengibre Zingiber officinalis Rizoma 

50 Limão Siciliano Citrus lemon Polpa 

51 Abacate Persea americana Casca do fruto 

52 Avocado Persea americana Semente 
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53 Avocado Persea americana Casca do fruto 

54 Olho de Boi Dioclea violacea Semente 

55 Uxi amarelo Endopleura uchi Caule 

56 Tamarindo Tamarindus indica Semente 

57 Bluberry fresca Vaccinium myrtillus Fruto 

58 Vagem Phaseolus vulgaris Fruto 

59 Ervilha Pisum sativum Fruto 

60 Cranberry Vaccinium macrocarpon Fruto 

61 Uva Passa Branca Vitis vinifera Fruto 

62 Pimenta Cumari Capsicum sp. Fruto 

63 Pimenta Bode Capsicum sp. Fruto 

64 Pimenta dedo de moça Capsicum sp. Fruto 

65 Pimenta de cheiro Capsicum sp. Fruto 

66 Sassafrás Sassafras albidum Caule 

67 Mostarda Brassica alba Semente 

68 Carapiá Dorstenia brasiliense Raiz 

69 Pimenta de macaco Piper aduncun Flor 

70 Pimenta-do-reino preta Piper nigrum Fruto 

 

 3. 2 Extração padronizada a partir da amostra de trabalho 

Após os estudos iniciais a pimenta-do-reino preta (nº 70 listada na tabela 1) foi 

selecionada para o prosseguimento dos trabalhos. Uma nova aquisição de 1 kg dos 

frutos in natura de P. nigrum foi necessária (fabricante “Rei dos condimentos”, lote 

número 9073). Toda alíquota de 1 kg de frutos foi pulverizada utilizando moinho de 

facas laboratorial resultando em pó com partículas menores que 1,4 mm. Toda esta 

matéria-prima in natura com partícula reduzida foi estabelecida como a amostra de 

trabalho. 
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Um planejamento fatorial do tipo Box-Behnken foi realizado utilizando o extrator 

acelarado por solvente ASE-150. Para isso, foram utilizados três fatores contínuos: 

quantidade de amostra (1 - 5 g), temperatura de extração (50 – 130 °C) e tempo de 

ciclo estático (2 - 4 minutos). O solvente etanol e 2 ciclos estáticos no extrator foram 

parâmetros fixos. O rendimento (%) de extrato seco e a mortalidade das larvas (%) na 

concentração de 1,9 µg/mL foram as respostas monitoradas. Um total de 15 

experimentos foram realizados em duplicata e todas as análises foram estudadas com 

o uso do software Minitab® 18.  

Os dados resultantes deste planejamento fatorial permitiram definir a extração 

padronizada a partir da amostra de trabalho. Para essa extração, 1 g de frutos de 

pimenta-do-reino preta pulverizada foi transferida para cela extratora com capacidade 

de 100 mL, a qual foi posteriormente acoplada ao extrator de solventes acelerado 

Dionex™ ASE™ 150. Os parâmetros do equipamento extrator foram temperatura de 

extração em 50 ºC, com tempo de ciclo estático em 4 minutos/ciclo, com a execução 

de 2 ciclos e com a lavagem de 60% do volume da cela durante 150 segundos de 

tempo de purga. 

3.3 Preparo analítico da amostra de trabalho 

Ao final de cada extração padronizada a partir da amostra de trabalho foram 

obtidos cerca de 175 mL de extrato etanólico. Alíquotas de 1 mL de cada extração 

foram filtradas através de filtro analítico medindo 13 mm de diâmetro com membrana 

de nylon de 0,22 µm de porosidade. Todas as amostras foram filtradas diretamente 

para frasco apropriado de injetor automático e já analisadas subsequentemente, pelo 

equipamento e condições descritas na seção 3.4. O padrão de piperina, em uso de 

rotina, foi preparado na concentração de ~150 µg/mL com o uso de balão volumétrico, 

utilizando-se etanol com os mesmos sistemas de filtragem e análise.   

3.4 Equipamento e sistema analítico 

Todas as análises da amostra de trabalho e respectivo padrão foram 

conduzidas por cromatografia líquida de alta eficiência - CLAE. O cromatógrafo da 
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marca Waters apresentava detector UV-DAD modelo 2998, sistema binário de 

solventes com bombas mod. 1525 e auto injetor mod. 2707. Depois do preparo 

analítico de cada amostra, 10 µL foram injetados no sistema cromatográfico. A 

separação dos compostos foi atingida com o uso de fase estacionária reversa C18 em 

uma coluna cromatográfica Kinetex (5 µm, Biphenyl, 100 Å 150 x 4,6 mm) e fase móvel 

composta por acetonitrila:água, ambas contendo 0,2% de ácido fórmico. A eluição dos 

compostos foi realizada sob gradiente como apresentado na tabela 2, sob vazão de 1 

mL/min, com tempo total de análise de 21 minutos. Todos os perfis cromatográficos 

foram adquiridos com comprimento de ondas em 266 nm. 

Tabela 2. Gradiente de eluição da fase móvel analítica 

Tempo (min.) Água (%) Acetonitrila (%) 

 60 40 

1 55 45 

9 20 80 

13 15 85 

16 15 85 

17 0 100 

18 60 40 

21 60 40 

 

3.5 Parâmetros de validação 

 

 Para o desenvolvimento desses parâmetros, seguiu-se especialmente a 

Resolução da Diretoria Colegiada – RDC Nº 166 de 2017 – ANVISA. Para alguns 
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casos artigos científicos também foram consultados (63). A grande maioria das 

variáveis estudadas ao longo destes parâmetros foram dadas pelo cálculo de desvio 

padrão relativo, conforme equação a seguir: 

 

DPR (%) = (S/X).100 

 
Em que, DPR %: corresponde ao desvio padrão relativo, S: é a estimativa do desvio 
padrão e X: é a média das medidas em replicatas.  

 

A adequabilidade do sistema foi elaborada pela avalição individual de duas 

soluções de padrão de piperina em concentrações semelhantes com ~150 µg/mL, 

cada. Estas soluções foram nomeadas como P1 e P2. Nas análises de rotina para 

verificar a qualidade do sistema obtinham-se seis análises de P1 e duas análises de 

P2. Posteriormente, avaliavam-se a conformidade dos picos pelo estudo comparativo 

com relação ao tempo de retenção, área do pico, bem como calculava-se a razão de 

P1 função de P2. 

A seletividade foi dada pelo estudo comparativo entre os perfis cromatográficos 

do padrão com àqueles obtidos para a amostra em estudo, além da avaliação das 

respostas: tempo de retenção, fator de separação α, largura de base do pico e altura 

do pico. Além disso, a pureza espectral do padrão, e a comparação dos espectros de 

UV entre padrão e amostra foram monitorados ao longo das análises.  

A linearidade foi avaliada por meio da elaboração de curvas analíticas do 

padrão. Estas curvas foram obtidas a partir de diluições seriadas de soluções-mãe, 

com concentrações expressas em μg/mL. Durante os estudos foi necessário obter 

uma curva ao nível de teor e outra ao nível de impureza, ambas em triplicata. As 

análises estatísticas dos dados foram obtidas pelo método de regressão linear e 

expressa pela equação de primeira ordem y = ax + b, em que, y: corresponde à 

resposta medida (área do pico), x: concentração (μg/mL), a: corresponde ao 

coeficiente angular, dado pela inclinação da reta e b: corresponde ao coeficiente 

linear, dado pelo ponto de interseção da reta com o eixo das ordenadas. O coeficiente 

de correlação de Pearson, r e R-quadrado também foram calculados. Tal modelo de 
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regressão incluiu a obtenção de Y – previsto e gráficos de resíduos que permitiram 

determinar a faixa linear dinâmica.   

Os limites operacionais de detecção – LOD e de quantificação - LOQ foram 

determinados por procedimentos semelhantes ao processo de linearidade. Para isso, 

foram elaboradas curvas analíticas com o componente de interesse respeitando a 

faixa dinâmica de trabalho próxima ao limite de detecção. Após a elaboração destas 

curvas, foi obtida a regressão linear, determinando, a estimativa do desvio padrão do 

coeficiente linear e a média do coeficiente angular. Em seguida, estes dados foram 

aplicados às seguintes equações: LOD = 3,3.(s/S) e LOQ = 10.(s/S), obtendo-se os 

limites operacionais de detecção e quantificação, respectivamente. Nestas equações, 

s é a estimativa do desvio padrão do coeficiente linear e S é a média do coeficiente 

angular. 

No estudo de estabilidade do método, tanto o padrão obtido no preparo 

analítico como a amostra de trabalho extraída pelo extrator ASE-150, foram 

submetidas às variações de temperatura e luz ao longo de 3 dias. Ambas as amostras 

foram mantidas sob luz e temperatura ambiente por 9 h/dia e reservadas ao escuro 

dentro de geladeira por 15 h/noite. A cada 24 h tais amostras foram submetidas aos 

procedimentos analíticos e seus teores relativos foram determinados. 

O parâmetro de precisão foi avaliado de duas formas: pela repetibilidade e pela 

precisão intermediária. As repostas obtidas foram: área do pico, tempo de retenção e 

fator cauda. A repetibilidade foi avaliada conforme ao grau de concordância entre os 

resultados de medições sucessivas de no mínimo seis amostras. Essas medições 

foram realizadas sob as mesmas condições cromatográficas e procedimentos de 

extração, único local e equipamento, realizando repetições no mesmo dia. A precisão 

intermediária seguiu os mesmos parâmetros da repetibilidade, porém esta foi 

realizada em dias consecutivos e por dois analistas. 

A exatidão do método foi calculada por meio do ensaio de recuperação. Na fase 

inicial, construiu-se uma matriz a partir da mesma amostra de trabalho livre de seus 

compostos. Para tanto, cerca de 100 g de P. nigrum pulverizada foi submetida à 

extração exaustiva com auxílio de aparelho de Soxhlet, utilizando-se etanol:acetona 

9:1 v/v por 16 h (64). Ao final deste procedimento o material vegetal esgotado foi seco 
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em temperatura ambiente e analisado pela metodologia analítica descrita, 

confirmando a exclusão eficiente de seus componentes. Para a recuperação, 

pesaram-se 15 alíquotas de 1 g cada da amostra esgotada em suportes “barcas” de 

papel alumínio. Estas amostras foram separadas em três níveis de concentração com 

cinco ensaios individuais. Ao nível de concentração nomeada baixa foi adicionado 1 

mL do padrão de piperina a 10 mg/mL em cada pesagem. Aos níveis médio e alto 

adicionaram-se tal padrão a 20 e 40 mg/mL, respectivamente. Estas amostras 

enriquecidas com padrão foram secas em temperatura ambiente por 2 h. 

Posteriormente, para evitar perda de amostra, as barcas de alumínio contendo a 

matriz enriquecida foram transferidas diretamente para cela de extração do extrator 

ASE-150, realizando, 15 extrações separadamente. Ao final de cada extração o 

volume médio de extrato etanólico a partir destas amostras enriquecidas foi de 175 

mL, correspondendo às concentrações teóricas de piperina em níveis baixa, média e 

alta de 57,14, 114,28 e 228,57 µg/mL, respectivamente. Depois de todas as extrações 

amostrais, todas as amostras resultantes foram preparadas analiticamente e 

analisadas por cromatografia em fase líquida (seção 4.3 e 4.4 respectivamente).  

O parâmetro efeito matriz foi obtido por meio de curvas analíticas. Foi elaborada 

uma curva com o padrão de piperina nas concentrações seriadas de 163; 81; 41; 20 

e 10 µg/mL. Em seguida, a partir do extrato seco de P. nigrum obteve-se as diluições 

etanólicas com 143; 138; 125; 99 e 48 µg/mL. Essas concentrações foram analisadas 

separadamente em triplicata. E em seguida, foram misturadas proporcionalmente 

ponto a ponto, resultando, assim, na análise do extrato enriquecido com o padrão. O 

efeito matriz normalizada – EMN foi calculado pela análise dos coeficientes angulares 

envolvendo as respectivas curvas analíticas.    

A robustez do método também foi elaborada pela alternativa de planejamento 

fatorial completo 24. Para tanto foram considerados quatro diferentes fatores em dois 

níveis de variações, positivo +1 e negativo -1, listados na tabela 3. Ao longo destes 

estudos, incluindo 16 experimentos em duplicata, as respostas monitoradas foram o 

tempo de retenção e a área de pico. Os efeitos observados nestas respostas foram 

determinados e convertidos em valores de desvio padrão relativo pela equação: DPR 

= (EfeitoX/Média das medições) x 100. 
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Tabela 3. Fatores utilizados para realização de planejamento fatorial para 
determinação da robustez. 

Nível 
Fatores 

T (min.) Filtro λnm Fluxo (mL/min)  

-1 3 PVDF 256 nm 0,9 

+1 5 PTFE 276 nm 1,1 

Método nominal 4 Nylon 266 nm 1,0 

T= tempo de ciclo estático no extrator ASE-150; Filtro= tipo de membrana usada no 
preparo analítico da amostra; λnm= comprimento de onda utilizado ao detector UV-
DAD. Fluxo= fluxo da fase móvel utilizada na análise por CLAE. 
 

3.6 Aplicabilidade do método na análise de diferentes lotes de Piper nigrum L. 

A aplicabilidade do método foi realizada pela quantificação absoluta de piperina 

em diferentes amostras disponíveis no mercado. Para tanto foram adquiridos cinco 

lotes de pimenta preta (Lotes Nº RPPNP-31102020; RCPNP-OO8R; TCPNP-14921; 

CFPNP-70926; CTFGPNP-30102020) e cinco lotes de pimenta branca (Lotes 

NºCDQPNB-341; RPPNB-30102020; TCPNB-14921; CTFGPNB-31102020; BMPNB-

32102020). Estas amostras passaram por todos os procedimentos já descritos, 

incluindo a redução de partículas, as pesagens, as extrações padronizadas e o 

preparo analítico de amostras. Posteriormente, tais amostras foram submetidas às 

análises cromatográficas utilizando todos os conceitos da metodologia em estudo. Ao 

final de cada análise as respostas área de pico, tempo de retenção, bem como a 

determinação do teor de piperina p/p nos respectivos extratos foram obtidas.  

3.7 Ensaios biológicos em Aedes aegypti L.  

3.7.1 Manutenção de colônia de Ae. aegypti 

Os testes biológicos utilizando-se formas imaturas de Ae. aegypti foram 

realizados com cepa Rockfeller mantidas no Insetário ArboControl - Laboratório Prof. 

José Elias de Paula - Anexo do Laboratório de Farmacognosia - UnB. A manutenção 

seguiu as orientações da Organização Mundial da Saúde. A temperatura (25 a 28 ºC) 
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e umidade relativa do ar (60 – 80%) foram controladas, sob fotoperíodo de 12 horas 

por dia. A eclosão dos ovos foi realizada em câmara sob pressão reduzida. Após as 

eclosões, as larvas colocadas em bandejas plásticas (com dimensões de 50 x 35 x 8 

cm) foram alimentadas com ração de peixe. As pupas fêmeas e machos foram 

separadas visualmente para montagem das gaiolas na proporção de 1:3, para machos 

e fêmeas, respectivamente. Os adultos foram alimentados com solução açucarada a 

10% e sangue de equino para as fêmeas fornecido pelo Hospital Veterinário da UnB, 

para a maturação dos ovos (65).   

 

3.7.2 Testes de triagens larvicida e pupicida 

Para testes larvicida utilizaram-se placas de 12 poços contendo 10 larvas L3 por 

poço em 3 mL de água. Em cada poço foram aplicados 50 µL das amostras 

previamente diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO), considerando a obtenção das 

concentrações finais desejadas. Na fase inicial, as amostras foram testadas a 250 

µg/mL. Nestes ensaios, as amostras que apresentaram 100% de mortalidade de 

larvas foram, posteriormente, avaliadas à 125, 62,5 e 31,25 µg/mL. As amostras foram 

consideradas ativas quando a taxa de mortalidade foi maior ou igual a 80% nas 

respectivas concentrações. O percentual de mortalidade das larvas foi avaliado após 

24 h do tratamento e todos os testes foram realizados em triplicata. Como controle 

positivo foi utilizado o temefós e para o negativo DMSO. 

Para os ensaios pupicidas usaram-se 10 pupas sob estas mesmas condições e 

metodologia, porém em tais ensaios as amostras foram avaliadas na concentração de 

250 µg/mL com a leitura dos resultados realizada em 24 e 48 horas. O 

desenvolvimento das pupas foi observado até que o controle virasse mosquito, para 

verificar se as amostras foram capazes de inibir o desenvolvimento do inseto. 
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3.7.3 Determinação das concentrações letais CL50 e CL90 do extrato etanólico 

de P. nigrum e piperina   

 Para determinação de CL50 e CL90 do extrato etanólico de P. nigrum e do 

padrão de piperina foram utilizadas 25 larvas L3 em copos plásticos transparentes 

contendo 120 mL de água com coluna de água variando de 5 a 10 cm, conforme 

normas descritas pela OMS. O extrato etanólico foi avaliado nas concentrações de 

2,5; 1,5; 1,1; 0,9; e 0,5 µg/mL. Para a piperina utilizou-se as concentrações 50; 25; 15; 

10 e 5 µg/mL. Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata e, em três testes 

independentes. A mortalidade das larvas foi avaliada em 24, 48 e 72 h. DMSO (1%) e 

temefós (6,25; 3,13; 1,76; 0,58 e 0,39 µg/mL) foram utilizados para garantir a correta 

execução do ensaio como controle negativo e positivo, respectivamente. Para os 

cálculos das concentrações letais foi empregado o modelo de regressão não linear de 

4 parâmetros no software GraphPadPrism 9. 

 3.7.4 Determinação dos teores de piperina no extrato etanólico de P. nigrum e 

do padrão de piperina utilizando o método validado no ensaio residual em larvas de 

Ae. aegypti 

No ensaio com o extrato etanólico, a partir do extrato seco preparou-se 1 L de 

solução na concentração de 4 µg/mL em água com 0,5% de etanol com o auxílio de 

balão volumétrico. Em seguida, 800 mL desta solução foi dividida em quatro copos 

descartáveis contendo 25 larvas L3, cada, totalizando um volume final de 200 mL em 

cada copo. Após esse procedimento foram retirados 5 mL desta solução de cada copo 

e transferidos para único frasco de vidro com tampa. O volume total de 20 mL foi 

congelado e seco em liofilizador. O conteúdo seco resultante foi solubilizado com 1 

mL de etanol, submetido ao preparo analítico e analisado pelo método validado. Esta 

primeira amostragem foi nomeada como T0. Em continuidade ao ensaio de atividade 

larvicida residual da amostra, o peso do conjunto experimental de cada um dos 4 

copos contendo a solução em estudo mais larvas foi registrado. Ao passar 24 horas 

de ensaio, caso existisse larvas vivas, as mesmas foram retiradas com bastante 

cautela. Adicionavam-se outras 25 larvas novas, e o volume de água foi restabelecido 
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com base na diferença de pesagem devido a evaporação natural de água do sistema. 

Todos estes procedimentos amostrais foram realizados dia-a-dia ao longo de 9 dias, 

finalizando o ensaio residual com a determinação simultânea de piperina no extrato 

na presença de larvas de Ae. aegypti. 

Para o procedimento contendo o padrão de piperina, inicialmente, foram 

preparados 2 L de solução aquosa com 0,5% de etanol adicionando-se a mesma 

matriz esgotada, obtida por soxhlet usada no estudo de recuperação na concentração 

de 500 µg/mL (item 3.5). Esta solução contendo a matriz esgotada foi necessária para 

eliminar a precipitação de piperina em solução abundantemente aquosa. Depois deste 

procedimento, usando esta solução, preparou-se 1 L com o padrão de piperina na 

concentração de 60 µg/mL. Similarmente ao extrato, 800 mL desta solução foi dividida 

em quatro copos contendo cada um deles 25 larvas L3, resultando em volume final de 

200 mL. Posteriormente, 1 mL da solução de cada copo foram transferidos para fracos 

com tampa separadamente, nos quais já continham 1 mL de etanol em cada. 

Resultaram-se, portanto, quatro amostras individuais com o volume final de 2 mL. 

Estas quatro amostras foram homogeneizadas por 2 minutos em ultrassom. Este 

sistema analítico em quadruplicata foi denominado T0. Tais amostras passaram pelo 

preparo analítico e método validado. Em seguida, o conjunto experimental de cada 

um dos 4 copos foi pesado, atuando semelhantemente ao extrato. Ao passar 24 h as 

larvas eventualmente vivas foram cuidadosamente retiradas e 25 novas larvas foram 

adicionadas. O volume de água foi reabastecido pelos valores de pesagens iniciais e 

finais, repetindo-se todos os procedimentos por 9 dias consecutivos. Desta forma foi 

possível quantificar o padrão de piperina concomitantemente ao mesmo ambiente de 

larvas de Ae. aegypti. 

 

4. Resultados e discussão  

4.1 Triagem de amostras alimentícias em larvas e pupas de Aedes aegypti 

Os extratos das amostras alimentícias foram obtidos de acordo com o método 

geral de extração descrito na seção 3.1. As 70 amostras listadas na tabela 4 foram 
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testadas em larvas e pupas de Ae. aegypti, além da determinação de rendimento para 

cada extrato em questão. 

Tabela 4. Rendimento dos extratos avaliados e mortalidade de larvas e pupas na 
concentração de 250 µg/mL com leitura após 24 h. 

Nº amostra Nome popular Mortalidade 

larvas (%) 

Mortalidade 

pupas (%) 

Rendimento 

(%) 

1 Amora Branca I 5 3,2 

2 Canela de Velho I 50 2,1 

3 Mulungu 33 95 0,3 

4 Goji Berry 100 36 1,7 

5 Alecrim I I 12,6 

6 Moringa 26 I 7,9 

7 Espinheira Santa I I 2,1 

8 Capim Limão 20 I 2,7 

9 Camomila 100 26 4,4 

10 Chapéu de Couro 100 70 2,6 

11 Coco I I 62,6 

12 Melissa 2,5 25 3,3 

13 Chia 50 5 1,8 

14 Alcachofra I 5 4,7 

15 Carqueja I I 7,1 

16 Calêndula I 23 9,0 

17 Carqueja I 6 7,8 

18 Cavalinha 10 30 2,1 

19 Cacau (pó) 6 100 7,6 

20 Abóbora I I 32,7 

21 Gergilim preto I I 45,1 

22 Gergilim Branco I I 3,6 

23 linhaça dourada I I 25,4 

24 Amaranto 36 I 2,1 
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25 Quinoa 6 I 1,7 

26 Girassol 6 3 41,0 

27 Cacau (semente) I I 22,7 

28 Cardamomo  100 56 3,6 

29 Limão Siciliano (Casca fruto) 56 6 0,3 

30 Pimenta malagueta 100 100 0,4 

31 Pimenta chocolate 23 12 1,9 

32 Pitaya (Casca fruto) 100 I 0,05 

33 Avocado (Polpa) I 36 0,5 

34 Abacate (Polpa) 100 100 0,2 

35 Romã I I 0,7 

36 Pimenta scorpion amarela 100 94 0,3 

37 Abacate (Semente) 6 I 2,7 

38 Batata Yacon I 100 0,3 

39 Pimenta scorpion vermelha 7 46 0,07 

40 Pinha (Polpa) 26 I 0,2 

41 Blueberry seca 100 33 0,7 

42 Jurubeba I I 0,3 

43 Pinha (Casca do fruto) I I 0,2 

44 Maxixe I 6 0,4 

45 Romã I I 3,2 

46 Pitaya (Polpa) I I 2,0 

47 Cebola I I 1,0 

48 Cebola roxa I I 1,3 

49 Gengibre I I 0,5 

50 Limão Siciliano (Polpa) I I 1,8 

51 Abacate (Casca do fruto) 100 12 0,5 

52 Avocado (Semente) 100 6 1,9 

53 Avocado (Casca do fruto) 12 6 0,6 
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54 Olho de Boi I 100 0,3 

55 Uxi amarelo I 6 0,9 

56 Tamarindo I 66 0,7 

57 Bluberry fresca I I 2,1 

58 Vagem I I 0,5 

59 Ervilha I I 0,9 

60 Cranberry I 10 1,0 

61 Uva Passa Branca 100 6 0,5 

62 Pimenta Cumari 100 23 0,3 

63 Pimenta Bode I 3 0,8 

64 Pimenta dedo de moça I 6 1,6 

65 Pimenta de cheiro 10 6 0,9 

66 Sassafrás 100 10 0,2 

67 Mostarda I 43 0,6 

68 Carapiá 67 3 0,6 

69 Pimenta de macaco 47 I 3,0 

70 Pimenta-do-reino preta 100 I 6,0 

I = inativa 
 

A partir destas 70 amostras, 15 extratos (Tabela 4 - Nº 4, 9, 10, 28, 30, 32, 34, 

36, 41, 51, 52, 61, 62, 66, 70) apresentaram atividade larvicida, causando mortalidade 

de 100% das larvas após 24 h de exposição. As amostras 13, 29, 68 e 69 

apresentaram mortalidade moderada variando entre 47 e 67%. Quanto à atividade 

pupicida, os extratos de pimenta scorpion amarela (Tabela 4, Nº 36); e mulungu 

(Tabela 4, Nº 3), apresentaram mortalidade de 94 e 95% em 24 h. Outras cinco 

amostras 19, 30, 34, 38 e 54 eliminaram 100% das pupas nesse mesmo tempo de 

ensaio. As amostras 2, 39, 56 e 67 foram moderadamente pupicidas com mortalidade 

oscilando entre 43 e 66%. As amostras 10 e 28 foram capazes de matar 100% de 

larvas e no mínimo de 55% de pupas. Os extratos das amostras 30, 34 e 36 foram 

ativos em larvas e pupas mostrando mortalidade acima de 90% 
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Todos os extratos que atingiram alguma atividade superior a 90% foram 

submetidos ao teste dose resposta. Ao reduzir a concentração na faixa de 30 µg/mL 

o extrato Nº 70 de P. nigrum foi o único capaz de matar todas as larvas em após 24 

horas de exposição. Nenhuma das amostras que apresentaram atividade pupicida 

atingiu mortalidade de 100% nesse período e nessa faixa de concentração. 

Na literatura, há relatos de atividade de algumas das espécies descritas nesse 

estudo. O extrato aquoso de cardamomo apresentou CL90 de 88,46 µg/mL em larvas 

de Ae. aegypti (43). O óleo essencial de camomila foi ativo conforme sua origem com 

CL50 de 2,9 a 60,5 µg/mL (66). Os extratos de diferentes partes de Persea americana 

demonstraram atividade em larvas com CL50 variando de 9,82 a 21,32 µg/mL (67). P. 

nigrum demonstrou atividade em larvas com CL50 de 1,84 µg/mL considerando o 

extrato etanólico dos frutos e CL50 de 32,23 µg/mL a partir do óleo essencial das folhas 

(68,69).  

As larvas de Ae. aegypti se alimentam e são capazes de filtrar o ambiente 

aquático retendo, por exemplo, as amostras sob análise (70). As pupas não se 

alimentam e não filtram tal ambiente. Certamente, estes são alguns motivos para que 

algumas amostras funcionem como larvicida, mas não como pupicida. Por outro lado, 

a composição química das amostras também influencia, já que existem amostras que 

são ativas nas duas formas imaturas testadas. 

Logo após todo este estudo de triagem de amostras comestíveis, quatro 

amostras foram consideradas de primeira escolha para estudos futuros. Incluem 

pimenta malagueta (Tabela 4, Nº 30); cumari (Tabela 4, Nº 62); pimenta scorpion 

amarela (Tabela 4, Nº 36) e pimenta-do-reino preta (Tabela 4, Nº 70). No presente 

trabalho optou-se em prosseguir com a pimenta-do-reino preta (amostra Nº 70) devido 

a sua elevada atividade larvicida, por ser amplamente consumida no mundo, 

apresentar custo-benefício acessível e estar comercialmente disponível em larga 

escala.  
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4.2 Otimização da extração de P. nigrum por ASE - extração acelerada por 

solvente 

 A extração acelerada por solvente – ASE, de um modo geral, pode ser 

considerada um avanço quando comparada à extração por Soxhlet. Guardadas as 

proporções e objetivos, esta técnica de extração poderia substituir o uso de ultrassom 

e outras técnicas agitadoras extrativas. A extração acelerada por solvente permite a 

extração viável de compostos orgânicos a partir de amostras sólidas e semissólidas. 

O princípio desta técnica envolve o uso de solventes pressurizados, temperaturas 

programáveis, tempo e número de ciclos estáticos. As amostras são acondicionadas 

dentro de uma cela de extração, comumente de aço inox, o sistema de solvente 

escolhido preenche esta cela sob uma dada pressão e temperatura sendo o período 

e número de vezes em que o solvente está em contato com a amostra denominado 

de ciclo estático. Por meio desta metodologia obtém-se a solução extrativa 

automaticamente filtrada com menos uso de solventes, flexibilidade do tamanho 

amostral e com extrações eficientes dos compostos de interesse (71). Por estes 

motivos unindo a rapidez e a repetibilidade das extrações, o ASE foi selecionado para 

a padronização da amostra de trabalho. 

 O estudo inicial, utilizando ASE com amostra de P. nigrum, envolveu a definição 

do solvente extrator. Nesta fase foi realizada a triagem com diferentes solventes. 

Optou-se em trabalhar com etanol, acetato de etila e água sob distintas temperaturas 

e proporções conforme mostrado na figura 6. Estes solventes foram selecionados, 

especialmente por serem considerados verdes, provenientes de fontes renováveis e 

com baixa toxicidade (72). A resposta monitorada nestes ensaios foi o percentual de 

mortalidade de larvas de Ae. aegypti, com todos os extratos na concentração de 1,9 

µg/mL. Nessa concentração, a amostra extraída com 100% de etanol a 50 ºC 

demonstrou maior percentual de mortalidade (Figura 6), sendo, portanto, o etanol 

definido como solvente extrator.  
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 Como etanol foi definido como solvente extrator para todos os ensaios por 

extração acelerada por solvente, ainda há a possibilidade de trabalhar as seguintes 

variáveis: temperatura, quantidade amostral para a extração, tempo de ciclo e número 

de ciclos. Para otimização de tempo, a variável número de ciclos foi fixada em dois 

ciclos estáticos para todos os experimentos. Assim, a quantidade de amostra, o tempo 

de ciclo e a temperatura foram as variáveis escolhidas para a elaboração do 

planejamento fatorial do tipo Box – Benhken, monitorando duas respostas: a atividade 

larvicida do extrato na concentração de 1,9 µg/mL e os respectivos rendimentos para 

cada extração. A tabela 5 apresenta as variáveis estudadas e os resultados 

envolvendo as duas respostas monitoradas. 

Figura 6. Percentual de mortalidade de larvas L3 de Aedes aegypti após 24 horas de 
exposição à diferentes extratos para triagem de solventes, testados a 1,9 µg/mL. EtOH 
= etanol; H2O = água destilada. *= diferença estatística, quando comparado com a 
extração a 100% EtOH a 50 °C no teste de Dunnet. 
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Tabela 5. Experimentos realizados de acordo com o planejamento Box - Behnkhen, 
variáveis estudadas e respostas rendimento e o percentual de mortalidade de larvas 
L3 de Ae. aegypti. 

Experimento T (min.) Temp (ºC) QA (g) Mort (%) Rend (%) 

A 2 130 3 30,8 9,1 

B 3 130 1 61,7 9,7 

C 4 50 3 84,2 6,5 

D 4 90 1 74,2 7,1 

E 4 90 5 78,3 7,9 

F 4 50 3 86,7 6,8 

G 2 50 3 80,8 4,9 

H 3 130 1 78,3 9,5 

I 3 130 5 23,3 10,1 

J 3 90 3 60,8 8,9 

K 2 90 5 53,3 11,0 

L 3 90 3 88,3 7,4 

M 3 90 3 75,0 7,0 

N 2 90 5 86,7 6,9 

O 3 50 1 92,5 6,4 

P 2 90 1 71,7 7,7 

Q 2 50 3 90,0 6,1 

R 3 90 3 76,7 7,0 

S 3 50 5 80,8 6,2 

T 4 90 1 70,0 6,8 

U 2 90 1 52,5 7,1 

V 4 130 3 68,3 8,3 

W 2 130 3 60,0 9,1 

X 4 90 5 65,0 10,8 

Y 4 130 3 19,2 13,0 
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Z 3 50 5 82,5 6,6 

AA 3 130 5 67,5 8,5 

AB 3 90 3 61,7 7,1 

AC 3 90 3 43,3 10,0 

AD 4 50 1 94,2 5,9 

T= tempo de ciclo estático; Temp= temperatura de extração; QA= quantidade de 
amostra; Mort= mortalidade de larvas L3 a 1,9 µg/mL; Rend= rendimento. 
 

 

Após a obtenção das respostas percentual de mortalidade e percentual de 

rendimento (Tabela 5), as mesmas foram submetidas ao teste de influência das 

variáveis. Para tanto, foram elaborados gráficos de Pareto, nos quais relacionaram-se 

fatores em função dos efeitos padronizados das variáveis estudadas para o percentual 

de mortalidade (Figura 7A) e para o rendimento (Figura 7B). Por meio destes gráficos 

foi possível observar que o fator B = temperatura, ultrapassou o valor limite dos efeitos 

padronizados representado pela linha vermelha tracejada (Figura 7). Portanto, a 

temperatura foi capaz de influenciar as duas respostas estudadas. Sabendo-se deste 

resultado e visando conhecer como a temperatura influenciaria cada uma delas, dois 

gráficos de contorno para cada resposta foram gerados. Para obter estes gráficos 

demonstrados na figura 8 foi necessário fixar uma das variáveis, sendo assim os 

gráficos foram plotados com a quantidade de amostra fixa em 3 g. Assim obteve-se a 

relação temperatura e tempo de ciclo estático. Pela avaliação desta relação incluindo 

as duas respostas em estudo foi possível definir que a medida em que a temperatura 

se eleva, aumenta o percentual de rendimento, porém a mortalidade diminui.  

Portanto, a temperatura influenciou as duas respostas de forma inversa. 
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Figura 7 . Gráficos de Pareto e valor do teste t de student. Valores de efeitos superiores 
a linha tracejada aponta influência do fator. A) Gráfico de Pareto para o percentual de 
mortalidade a 1,9 µg/mL. B) Gráfico de Pareto para o percentual de rendimento. 
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Figura 8. Gráficos de contorno para as respostas: A) % de rendimento e B) % de 
mortalidade, fixando a quantidade de amostra em 3 g. 
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O cenário ideal no contexto destas extrações seria obter elevado rendimento 

de extrato, bem como alta atividade larvicida. Contudo, os estudos ao redor do 

planejamento fatorial demonstraram uma relação inversa para estas duas respostas. 

Assim, na avaliação dos dados, optou-se em escolher a metodologia experimental de 

extração AD definida pelo planejamento e listada na tabela 5. Nesta metodologia o 

tempo de ciclo estático ficou com 4 minutos, a temperatura em 50 ºC, a quantidade de 

amostra em 1 g com a mortalidade de 94,2% e o rendimento de 5,9%. Como pode ser 

observado na tabela 5 este valor de rendimento não foi o mais elevado. Contudo, a 

escolha priorizou a alta atividade e com rendimento aceitável para a continuidade do 

trabalho visando o desenvolvimento analítico.  

Em um estudo anterior (73) foi realizada extração de P. nigrum por maceração 

tradicional, utilizando 145 g de amostra para 1 L de etanol (93%). O material foi 

macerado em três ciclos com renovação de solvente a cada 72 horas, obtendo 

rendimento de 6,4%, próximo aos rendimentos das extrações a 50 °C realizadas neste 

trabalho. Cada um dos experimentos com as características otimizadas para as 

nossas condições, despende cerca de 20 minutos e, em média 175 mL de solvente, 

uma redução de mais de 600 vezes no tempo e 15 vezes no volume de solvente 

quando comparado com o relato (73) da literatura.  

4.3 Elucidação estrutural, desenvolvimento e validação do método analítico  

Os estudos da literatura relatam informações sobre a composição química do 

extrato etanólico de P. nigrum apontando a piperina como a alcamida majoritária, 

podendo existir outras amidas similares (Figura 5), além da possível detecção de 

compostos fenólicos convencionais (73). O padrão de piperina está disponível 

comercialmente pela empresa Merck® e foi adquirido para ser usado ao longo do 

processo analítico e ensaios biológicos. Contudo, foi realizado um estudo fitoquímico 

rápido com o extrato de P. nigrum obtida no comércio com o intuito de comprovar a 

presença desses constituintes nessa amostra. Para isso, uma alíquota de 60 g do 

extrato seco de trabalho foi fracionada por métodos cromatográficos 
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convencionalmente realizados no Laboratório de Farmacognosia - UnB (74). A partir 

deste fracionamento foram obtidos 5 g dos cristais de piperina (Figura 9). 

 

 
Figura 9. Cristais de piperina isolados da amostra de trabalho de P. nigrum 

 

A elucidação estrutural desta alcamida foi realizada especialmente pelos 

experimentos de ressonância magnética nuclear – RMN. A figura 10 apresenta o 

espectro de RMN de 1H da piperina. Neste espectro, existe um singleto intenso com 

deslocamento químico em torno de δ 6,0 ppm o qual pode ser atribuído à presença 

de hidrogênios de CH2 do grupo metilenodióxi. Há diferentes sinais entre δ 6,4 a 7,4 

ppm direcionando para a detecção de hidrogênios aromáticos e das ligações duplas 

conjugadas. Há um sinal em δ ~ 3,5 ppm que caracteriza os grupos CH2 ligados ao 

nitrogênio da função amida. Há também outros hidrogênios de CH2 entre δ 1,5 e 1,6 

ppm que podem compor ao ciclo nitrogenado. Estes dados de RMN estão condizentes 

com a literatura (75). 
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Por meio das metodologias de separações foi possível isolar e purificar a 

piperina em grande quantidade, corroborando com os dados da literatura em que a 

mesma é tratada como o componente majoritário. Algumas tentativas de obter outros 

compostos estão em andamento. Porém, esses componentes são bastante 

minoritários existindo a possibilidade de obter alíquotas somente para o processo de 

identificação. Por outro lado, a piperina pode ser considerada um marcador químico 

na espécie de P. nigrum, uma vez que tal alcamida pode ser encontrada em alguma 

quantidade em todas as variações dos frutos da espécie (76).  

4.3.1 Adequabilidade do sistema  

 Na adequabilidade do sistema estão envolvidas análises sistemáticas do 

padrão antes de iniciar, por exemplo, o estudo de alguma figura de mérito. Estas 

Figura 10. Espectro de RMN de 1H da piperina (CDCl3, 600 MHz) e sua estrutura 
química elucidada. 
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análises visam demonstrar as qualidades dos sistemas de cromatografia e de 

pesagem. Em resumo essas análises devem ser capazes de indicar se naquele dia e 

momento o sistema analítico está apto a fornecer as respostas esperadas. Assim, as 

soluções do padrão de piperina nomeadas como P1 e P2 na concentração definida 

de trabalho ~150 µg/mL foram avaliadas pelas respostas tempo de retenção, área do 

pico e fator cauda. A tabela 6, mostra estes dados em que o desvio padrão relativo 

para tais respostas normalmente ficou abaixo de 2% e a razão entre P1 e P2 oscilou 

entre de 90 a 102%. 

 

Tabela 6. Dados na avaliação da adequabilidade do sistema, razão entre P1 e P2 
adequada com erro menor que 3%. 

P1 P2 

Razão % 

Análise TR (min) Área FC Análise TR (min) Área FC 

1 6,85 163340 10,69 1 6,86 163804 10,66 

98,74 

2 6,85 160543 10,55 2 6,85 163722 10,59 

3 6,85 160456 10,50 _ _ _ _ 

4 6,86 162050 10,49 _ _ _ _ 

5 6,86 160388 10,49 _ _ _ _ 

6 6,85 162740 10,53 _ _ _ _ 

Média 6,85 161586 10,54 Média 6,86 163763 10,62 

Desvio 0,01 1298 0,08 Desvio 0,01 58 0,05 

DPR (%)  0,08 0,80 0,73 DPR (%)  0,10 0,035 0,49 

Massa (mg)  15,03 Massa (mg)  15,04 

Teor  0,9718 Teor  0,9718 

 Diluição 100  Diluição 100 

[C] (µg/mL) 146 [C] (µg/mL) 146 

TR= tempo de retenção; FC= fator cauda; P1 e P2= padrão de piperina; DPR= desvio 

padrão relativo 
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4.3.2 Seletividade  

 A figura de mérito seletividade diz respeito à capacidade em determinar 

confiavelmente o padrão de interesse na presença de outros compostos que estão 

presentes na amostra (77–79) . Durante estes estudos considerando o uso de amostra 

do extrato de trabalho e do padrão de piperina, foi observado a separação eficiente 

dos possíveis compostos detectados. Diferentes sistemas de solventes incluindo 

proporções de metanol, água e acetonitrila foram avaliados. O uso de modificadores 

de fase como os ácidos trifluoracético, fórmico e acético foram incluídos aos testes 

visando atingir alta resolução de cada pico de interesse. O sistema de separação foi 

avaliado trabalhando-se de forma isocrática e por meio de gradientes lineares. Neste 

contexto, foram testados 47 formatos de gradientes. O comprimento de onda ao 

detector UV-DAD foi selecionado de forma a apresentar uma varredura do maior 

número possível de picos. Distintas fases estacionárias, incluindo as fases reversas 

Kinetex EVO, Onyx monolítica, Luna 2ªG, Synergi-Fusion-RP, Kinetex Biphenyl com 

diferentes tamanhos de partículas e dimensões foram ensaiadas. Três filtros analíticos 

contendo membranas de nylon, PTFE e PVDF passaram por testes. Ao longo destes 

estudos foram testadas diferentes diluições do padrão de piperina e do extrato 

etanólico obtido por extração acelerada por solvente. Alíquotas de 10 e 20 µL foram 

injetadas no sistema de cromatografia em fase líquida. A separação de treze picos, 

sendo a piperina majoritária e outros doze compostos minoritários foi atingida como 

descrita nas seções metodológicas do presente trabalho com tempo de análise em 21 

minutos. Os perfis cromatográficos do padrão e do extrato etanólico podem ser 

verificados na figura 11. O padrão de piperina isolado de P. nigrum, também foi 

submetido a estudo de pureza espectral em que há o fatiamento do pico em cinco 

posições distintas (Figura 12). Em cada posição obtém-se um espectro de UV. A 

comparação entre estes espectros e seus percentuais de área correspondentes 

indicaram não existir impurezas co-eluindo, denotando, portanto, uma pureza 

espectral do pico com teor de 97,18%. Adicionalmente, os espectros de UV dos treze 

picos separados foram apresentados na figura 13. Estes espectros podem enunciar a 

presença de ácidos fenólico e aromáticos, possivelmente outras amidas encontradas 
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no gênero Piper (80). Assim, optou-se em avaliar a qualidade destes treze picos pelas 

variáveis cromatográficas tempo de retenção, fator de separação α, altura do pico e 

largura de base do pico. A tabela 7 apresenta estes resultados com desvio padrão 

relativo não ultrapassando 5%. 
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Figura 11. Perfis cromatográficos obtidos por CLAE-DAD em 266 nm. A) Perfil 
cromatográfico do padrão de piperina isolado de P. nigrum e sua estrutura química. 
B) Perfil do extrato etanólico de P. nigrum. C) Ampliação de B. 
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Figura 12. Pureza espectral do padrão piperina com teor de 97,18%. A) Contorno 
lateral do pico. B) Fatiamento em cinco posições e C) Espectros de cada posição. 

 

 
Figura 13. Espectros de UV dos picos separados durante o estudo de seletividade. 
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Tabela 7. Variáveis cromatográficas de cada pico em estudo (n = 6). 
N° TR (min) ± DP DPR 

(%) 

Fα ± DP DPR 

(%) 

AP ± DP DPR 

(%) 

LBP ± DP DPR 

(%) 

PP 6,87 ± 0,005 0,07 1,04 ± 0,001 0,07 33280 ± 216 0,65 14,2 ± 0,17 1,22 

1 5,91 ± 0,015 0,25 1,05 ± 0,0008 0,08 1173 ± 36 3,06 10,4 ± 0,40 3,88 

2 6,22 ± 0,014 0,23 1,06 ± 0,0008 0,08 600 ± 18 2,93 10,6 ± 0,41 3,92 

3 6,61 ± 0,015 0,22 1,05 ± 0,0003 0,03 773 ± 30 3,82 9,3 ± 0,29 3,10 

4 6,93 ± 0,015 0,22 1,09 ± 0,0003 0,03 35781 ± 847 2,37 14,3 ± 0,20 1,42 

5 7,58 ± 0,015 0,20 1,06 ± 0,0002 0,02 4408 ± 131 2,96 13,0 ± 0,48 3,71 

6 8,04 ± 0,016 0,19 1,06 ± 0,0003 0,03 1200 ± 35 2,95 11,1 ± 0,48 4,35 

7 8,53 ± 0,016 0,18 1,10 ± 0,0004 0,03 4051 ± 193 4,76 10,5 ± 0,41 3,86 

8 9,36 ± 0,016 0,16 1,04 ± 0,0002 0,02 2229 ± 76 3,43 9,4 ± 0,25 2,68 

9 9,78 ± 0,016 0,17 1,11 ± 0,0004 0,03 4902 ± 169 3,45 10,9 ± 0,39 3,60 

10 10,88 ± 0,015 0,14 1,10 ± 0,0002 0,02 3471 ± 98 2,83 10,7 ± 0,50 4,72 

11 11,99 ± 0,017 0,14 1,06 ± 0,0006 0,06 3822 ± 129 3,37 16,5 ± 0,50 3,04 

12 12,75 ± 0,019 0,15 1,03 ± 0,0004 0,04 1467 ± 54 3,66 13,9 ± 0,35 2,48 

13 13,15 ± 0,019 0,14 1,10 ± 0,0010 0,09 2514 ± 101 4,01 17,3 ± 0,70 4,04 

N°= Numeração dos picos; PP= Padrão de piperina TR= tempo de retenção em 
minutos; Fα= Fator de separação; AP= Altura do pico; LBP= Largura de base do pico 
em segundos; DP= Desvio padrão; DPR= Desvio padrão relativo (%). 
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4.3.3 Linearidade  

 A linearidade corresponde à capacidade de um método em obter resultados 

diretamente proporcionais à concentração do padrão em estudo na amostra, dentro 

de uma faixa linear dinâmica (77–79). A linearidade desenvolvida no trabalho incluiu 

a elaboração de duas curvas analíticas com o padrão de piperina, ambas contendo 

seis níveis de concentração. Uma curva denominada ao nível de teor foi feita para 

garantir a quantificação do padrão no extrato etanólico e outra curva chamada ao nível 

de impureza foi realizada para quantificar adequadamente o padrão durante a 

realização dos ensaios biológicos. Tais curvas foram adquiridas nas seguintes faixas 

de concentrações: de 11,5 a 263,6 µg/mL ao nível de teor e de 1,5 a 48,5 µg/mL ao 

nível de impureza. Para ambas as curvas e para cada nível de concentração em 

triplicata as variáveis tempo de retenção, área e altura de pico foram monitoradas 

(Tabelas 8 e 9). Os resultados indicaram DPR de área variando de 0,31 a 5,57% e de 

0,76 a 2,45% para os níveis teor e impureza, respectivamente. O coeficiente de 

correlação de Pearson r2 foi superior a 0,999 para as duas curvas analíticas como 

pode ser observado pelas figuras 14 e 15. 
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Tabela 8. Níveis de concentrações da curva analítica para teor em triplicata e variáveis 
cromatográficas estudadas. 

Nível Curvas TR (min) Área AP 

 Curva 1 6,88 283617 61605 

 Curva 2 6,87 278136 60985 

1 (263,6 µg/mL) Curva 3 6,89 283183 61454 

 Média 6,88 281645 61348 

 DP 0,010 3047 323 

  DPR (%) 0,14 1,08 0,53 

 Curva 1 6,89 192047 42429 

 Curva 2 6,89 192184 42570 

2 (184,5 µg/mL) Curva 3 6,89 193128 42705 

 Média 6,89 192453 42568 

 DP 0,003 589 138 

  DPR (%) 0,04 0,31 0,32 

 Curva 1 6,91 98766 21108 

 Curva 2 6,90 95855 20861 

3 (92,3 µg/mL) Curva 3 6,90 96544 20976 

 Média 6,90 97055 20982 

 DP 0,002 1521 124 

  DPR (%) 0,03 1,57 0,59 

 Curva 1 6,91 48503 10441 

 Curva 2 6,90 48012 10387 

4 (46,1 µg/mL) Curva 3 6,90 47422 10318 

 Média 6,90 47979 10382 

 DP 0,003 541 62 

  DPR (%) 0,05 1,13 0,59 

 Curva 1 6,90 23590 5122 

 Curva 2 6,91 23395 5097 

5 (23,1 µg/mL) Curva 3 6,92 21304 4699 

 Média 6,91 22763 4973 

 DP 0,004 1267 237 

  DPR (%) 0,06 5,57 4,77 

 Curva 1 6,90 10242 2266 

 Curva 2 6,91 10339 2274 

6 (11,5 µg/mL) Curva 3 6,91 10281 2234 

 Média 6,91 10287 2258 

 DP 0,002 49 21 

  DPR (%) 0,03 0,47 0,94 

TR= tempo de retenção em minutos; AP= Altura do pico; DP= Desvio padrão; DPR= 
Desvio padrão relativo (%). 
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Tabela 9. Níveis de concentrações para a curva analítica para impureza em triplicata 
e variáveis cromatográficas estudadas. 

Nível Curvas TR (min) Área AP 

1 (48,5 µg/mL) 

Curva 1 6,90 54167 11949 

Curva 2 6,95 52974 11785 

Curva 3 6,92 53541 11773 

Média 6,92 53561 11836 

Desvio 0,027 597 98 

DPR (%) 0,39 1,11 0,83 

2 (24,3 µg/mL) 

Curva 1 6,91 26719 5925 

Curva 2 6,90 27134 5939 

Curva 3 6,90 27018 5899 

Média 6,90 26957 5921 

Desvio 0,006 214 20 

DPR (%) 0,09 0,79 0,34 

3 (12,1 µg/mL) 

Curva 1 6,90 12917 2852 

Curva 2 6,91 12994 2833 

Curva 3 6,91 13114 2828 

Média 6,91 13008 2838 

Desvio 0,003 99 13 

DPR (%) 0,04 0,76 0,45 

4 (6,1 µg/mL) 

Curva 1 6,91 6330 1394 

Curva 2 6,91 6431 1377 

Curva 3 6,91 6479 1391 

Média 6,91 6413 1387 

Desvio 0,003 76 9 

DPR (%) 0,04 1,19 0,65 

5 (3,0 µg/mL) 

Curva 1 6,92 2697 595 

Curva 2 6,92 2648 593 

Curva 3 6,91 2649 620 

Média 6,92 2665 603 

Desvio 0,002 28 15 

DPR (%) 0,03 1,05 2,5 

6 (1,5 µg/mL) 

Curva 1 6,90 1439 330 

Curva 2 6,91 1372 310 

Curva 3 6,92 1393 317 

Média 6,91 1401 319 

Desvio 0,008 34 10 

DPR (%) 0,11 2,45 3,18 

TR= tempo de retenção; AP= Altura do pico; DP= Desvio padrão; DPR= Desvio 
padrão relativo (%). 
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Figura 14. Curva analítica da piperina ao nível de teor. 

 

 

2.2 – Nível de impureza 
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Figura 15. Curva analítica da piperina ao nível de impurezas. 
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A análise de variância dos dados foi realizada para as duas curvas (Tabelas 10 

e 11). Por meio do teste de ANOVA verificou-se a relação teste F calculado > F 

tabelado demonstrando a diferença entre os valores das variâncias do resíduo em 

relação àqueles da regressão, contribuindo aos coeficientes de Pearson, confirmando 

à adequabilidade das curvas em estudo. Os coeficientes das equações foram 

estudados estatisticamente realizando o teste t obtendo valor de p < 0,05 mostrando 

significância da média entre os erros de tais coeficientes para as duas curvas. 

Tabela 10. Análise de variância dos dados da regressão em nível de teor (ANOVA). 

ANOVA 

  GL  SQ MQ F Fs Ft 

Regressão 1 1,73E+11 1,73E+11 43761 6,25392E-29 4,49 

Resíduo 16 6,34E+07 3,96E+06    

Total 17 1,73E+11     

  Coeficientes Erro padrão Stat t valor-P 95% Inf. 95% Sup. 

Interseção -2010,01 707,26 -2,84 0,0118 -3509,34 -510,68 

Variável X  1069,45 5,11 209,19 6,2539E-29 1058,61 1080,29 

GL= graus de liberdade; SQ= soma dos quadrados; MQ= média dos quadrados; F= 
coeficiente do Teste de Fisher para verificação das diferenças entre as variâncias da 
regressão e dos resíduos; Fs= valor-P do teste F; Ft= F tabelado; Stat t= Estatística 
do teste t de Student de significância para cada um dos coeficientes; 95 % Inf= Limite 
inferior do intervalo de confiança 95%; 95% Sup= Limite inferior do intervalo de 
confiança 95%. 
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Tabela 11. Análise de variância dos dados da regressão ao nível de impureza 
(ANOVA) 

ANOVA 

  GL SQ MQ F Fs Ft 

Regressão 1 6035233961 6035233961 61886,5 3,91E-30 4,49 

Resíduo 16 1560335,9 97521 
   

Total 17 6036794297         

  Coeficientes Erro padrão Stat t valor-P 95% Inf. 95% Sup. 

Interseção -421,72 102,53 -4,11 0,001 -639,07 -204,37 

Variável X  1115,28 4,48 248,77 3,90E-30 1105,78 1124,78 

GL= graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; MQ = média dos quadrados; F = 
coeficiente do Teste de Fisher para verificação das diferenças entre as variâncias da 
regressão e dos resíduos; Fs = valor-P do teste F; Ft = F tabelado; Stat t = Estatística 
do teste t de Student de significância para cada um dos coeficientes; 95% Inf = Limite 
inferior do intervalo de confiança 95%; 95% Sup = Limite inferior do intervalo de 
confiança 95%. 

 

Logo após os estudos de significância das regressões foi construído um modelo 

envolvendo Y experimental e Y previsto visando determinar o quanto as medidas 

experimentais divergiram das medições teóricas utilizando-se os cálculos de resíduos, 

resíduos padronizados, recuperação residual e recuperação pontual para cada curva 

analítica. Estes dados para ambas as curvas estão apresentados nas tabelas 12 e 13. 

Na avaliação destes resultados, a recuperação residual oscilou de 96,04 a 106,35% 

para o nível de teor com erro de recuperação pontual da curva variando em menos de 

6%. Para a curva ao nível de impureza, os pontos de mais baixa concentração a 1,5 

e 3 µg/mL apresentaram variações médias entre as medições de 10% tanto para 

recuperação residual como para o erro da recuperação pontual. Para todas as outras 

concentrações ao nível de impureza tais variações médias ficaram abaixo de 5%. Este 

estudo avalia as possíveis divergências entre os dados reais e o modelo teórico ponto 

a ponto obtido pela regressão. Portanto, na avaliação geral dos dados de cada curva, 

os mesmos se divergiram com valores aceitáveis para o propósito analítico do 

presente trabalho. 
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Tabela 12. Resultados de resíduos da regressão em nível de teor. 

OBS. 
Conc. 

(µg/mL) 
Y experimental Y previsto Res. Res. P. Rec. residual % Rec. curva % 

1 263,6 283617 279897 3720 1,93 98,69 101,32 

2 263,6 278136 279897 -1761 -0,91 100,63 99,38 

3 263,6 283183 279897 3286 1,70 98,84 101,17 

4 184,5 192047 195325 -3278 -1,70 101,71 98,34 

5 184,5 192184 195325 -3141 -1,63 101,63 98,41 

6 184,5 193128 195325 -2197 -1,14 101,14 98,89 

7 92,3 98766 96657 2109 1,09 97,86 102,14 

8 92,3 95855 96657 -802 -0,42 100,84 99,19 

9 92,3 96544 96657 -113 -0,06 100,12 99,89 

10 46,1 48503 47324 1179 0,61 97,57 102,40 

11 46,1 48012 47324 688 0,36 98,57 101,40 

12 46,1 47422 47324 98 0,05 99,79 100,20 

13 23,1 23590 22657 933 0,48 96,04 103,79 

14 23,1 23395 22657 738 0,38 96,84 103,00 

15 23,1 21304 22657 -1353 -0,70 106,35 94,52 

16 11,5 10242 10323 -81 -0,04 100,79 99,34 

17 11,5 10339 10323 16 0,01 99,85 100,13 

18 11,5 10281 10323 -42 -0,02 100,41 99,66 

OBS= número da observação; Conc= concentração; Res= resíduo; Res. P= resíduo 
padronizado; Rec. Residual= recuperação da regressão com relação ao dado 
experimental do eixo Y; Rec. Curva= recuperação pontual da regressão determinando 
a qualidade do eixo X.  
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Tabela 13. Resultados de resíduos da regressão em nível de impureza. 

OBS. 
Conc.  Y 

experimental 

Y 

previsto 
Res. 

Res. 

P. 

Rec. residual 

% 

Rec. curva 

% (µg/mL) 

1 48,5 54167 53692 475 1,57 99,12 100,88 

2 48,5 52974 53692 -718 -2,37 101,35 98,67 

3 48,5 53541 53692 -151 -0,5 100,28 99,72 

4 24,3 26719 26635 84 0,28 99,69 100,31 

5 24,3 27134 26635 499 1,65 98,16 101,84 

6 24,3 27018 26635 383 1,26 98,58 101,41 

7 12,1 12917 13107 -190 -0,63 101,47 98,6 

8 12,1 12994 13107 -113 -0,37 100,87 99,17 

9 12,1 13114 13107 7 0,02 99,94 100,05 

10 6,1 6330 6342 -12 -0,04 100,2 99,81 

11 6,1 6431 6342 89 0,29 98,62 101,31 

12 6,1 6479 6342 137 0,45 97,89 102,02 

13 3 2697 2960 -263 -0,87 109,77 92,21 

14 3 2648 2960 -312 -1,03 111,8 90,76 

15 3 2649 2960 -311 -1,03 111,75 90,79 

16 1,5 1439 1269 170 0,56 88,21 110,03 

17 1,5 1372 1269 103 0,34 92,52 106,07 

18 1,5 1393 1269 124 0,41 91,12 107,31 

OBS= número da observação; Conc= concentração; Res= resíduo; Res. P= resíduo 
padronizado; Rec. Residual= recuperação da regressão com relação ao dado 
experimental do eixo Y; Rec. Curva= recuperação pontual da regressão determinando 
a qualidade do eixo X.  

 

Visando confirmar que as possíveis divergências entre os valores resultantes 

envolvendo Y experimental e Y previsto foram aceitáveis optaram-se nas plotagens 

dos gráficos de resíduos das regressões lineares para ambas as curvas. As figuras 

16 e 17 apresentam tais gráficos demonstrando os resíduos em relação Y previsto e 

o percentual para os resíduos padronizados. Por meio destas figuras pode ser 

observado que os resíduos padronizados apresentaram valores de variações de no 

máximo ± 2,5% e não foi encontrado padrão de distribuição de resíduos. Portanto, 

todos os conjuntos de resultados descritos para a linearidade demonstraram que as 
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duas curvas analíticas de trabalho obedecem às faixas lineares dinâmicas adequadas 

com precisão e exatidão para cada concentração que incluem à estas respectivas 

faixas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.4 Limites operacionais de detecção e quantificação (LOD e LOQ) 

 O limite operacional de detecção diz respeito à menor quantidade de substância 

em análise que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada. O limite 

operacional de quantificação representa a menor concentração do padrão de 

interesse que pode ser quantificada com precisão e exatidão (77–79). Conforme 

descrito na metodologia tais limites foram obtidos por curvas analíticas similarmente 

ao estudo de linearidade. Os valores de LOD e LOQ para o padrão de piperina foram 

A B 

B A 

Figura 16. Plotagem de resíduos da regressão linear ao nível de teor. A) Resíduos 
em relação ao Y previsto da curva. B) Resíduo padronizado em %. 

Figura 17. Plotagem de resíduos da regressão linear ao nível de impureza. A) 
Resíduos em relação ao Y previsto da curva. B) Resíduo padronizado em %. 
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de 0,54 µg/mL 1,54 µg/mL, respectivamente, com desvio padrão relativo de 4,4% ao 

nível da quantificação. Visando confirmar estes valores experimentalmente, na figura 

18 foi apresentado um exemplo de perfil cromatográfico do padrão de piperina na 

concentração de 0,81 µg/mL com o tempo de retenção em 6,9 minutos. Na literatura 

há variações na detecção de piperina dependendo da metodologia utilizada podendo 

variar de 0,27 a 4,35 µg/mL. (79,80). 

 

 

 

 

 

 

4.3.5 Estudo de estabilidade dos compostos para o método  

 O estudo de estabilidade do presente trabalho visa avaliar o comportamento 

dos compostos na amostra de trabalho, bem como o comportamento do padrão de 

piperina em distintas condições dentro do laboratório conforme explicado na seção 

experimental, expondo as amostras a diferentes condições do ambiente (77–79). Uma 

mesma amostra de piperina e do extrato foram preparadas separadamente e foram 

analisadas ao longo de 72 horas. As variáveis tempo de retenção e área de pico foram 

monitoradas para os treze compostos detectados no extrato e para o padrão de 

piperina. As tabelas 14 e 15 mostram que os desvios padrões relativos para estas 

variáveis foi de no máximo 4,93% envolvendo todos os compostos. O teor absoluto 

do padrão de piperina em etanol diminui de 97,18% no tempo = 0 para 78,24% em t = 

72 h (Figura 19). O teor de piperina no extrato também apresentou queda com 95,60% 

em t = 24 h reduzindo para 89,63% em t = 72 h (Figura 20). A piperina em etanol 

durante 72 h mostrou um decréscimo de seu teor de 18,94% (Figura 19), enquanto a 

Figura 18. Perfil cromatográfico do padrão de piperina a 0,81 µg/mL com tempo de 
retenção em 6,9 minutos. 

Padrão de piperina 
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piperina presente no extrato apresentou tal diferença em 5,97% no mesmo período de 

tempo (Figura 20). Comparando-se a queda entre o tempo = 0 do padrão com o t = 

72 h de piperina no extrato o valor foi de 7,55%. Sendo assim, a piperina no extrato é 

mais estável em relação padrão isolado. Os outros doze compostos detectados no 

extrato apresentaram teores em média de 98% ao longo de 72 h, não existindo 

variações significativas entre eles (Figura 20). 

 

Tabela 14. Parâmetros estudados na estabilidade do padrão de piperina (n = 3). 
 

TR ± DP DPR (%) Área ± DP DPR (%) 

t = 0 6,88 ± 0,004 0,06 168182 ± 546 0,33 

t = 24 h 6,87 ± 0,001 0,02 158914 ± 1707 1,07 

t = 48 h 6,86 ± 0,004 0,05 147883 ± 1356 0,92 

t = 72 h 6,87 ± 0,002 0,03 135387 ± 382 0,28 

 TR= tempo de retenção; DP= Desvio padrão; DPR= Desvio padrão relativo. 
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Tabela 15. Parâmetros avaliados na estabilidade do extrato etanólico de Piper nigrum 
(n = 3). 

N° Tempo (h) TR ± DP DPR (%)  ÁREA ± DP DPR (%) 

1 

0 5,85 ± 0,003 0,05 4896 ± 99 2,03 

24 5,85 ± 0,006 0,11 4767 ± 129 2,7 

48 5,86 ± 0,005 0,08 4903  ± 113 2,31 

72 5,85 ± 0,003 0,06 5043 ± 159 3,16 

2 

0 6,16 ± 0,005 0,09 2813 ± 113 4,02 

24 6,16 ± 0,008 0,12 2769 ± 94 3,4 

48 6,17 ± 0,003 0,05 2724  ± 109 4,01 

72 6,16 ± 0,003 0,05 2800 ± 105 3,76 

3 

0 6,55 ± 0,003  0,05 3074 ± 60 1,95 

24 6,55 ± 0,009 0,14 3025 ± 85 2,8 

48 6,56 ± 0,002 0,03 3053 ± 150 4,93 

72 6,55 ± 0,002 0,04 3117 ± 100 3,21 

4 

0 6,86 ± 0,003 0,05 168859 ± 1219 0,72 

24 6,86 ± 0,005 0,07 161430 ± 1687 1,04 

48 6,88 ± 0,003 0,05 160535 ± 886 0,55 

72 6,87 ± 0,003 0,04 151349 ± 1178 0,78 

 

 

5 
 

0 7,52 ± 0,002 0,03 18467 ± 109   0,59 

24 

48 

7,52 ± 0,002 0,08 17747 ± 217 1,22 

7,52 ± 0,003 0,03 18747 ± 241 1,29 

72 7,52 ± 0,003 0,03 18664 ± 198 1,06 

6 

0 7,99 ± 0,003 0,04 4564 ± 31 0,68 

24 7,98 ± 0,005 0,06 4406 ± 87 1,97 

48 7,99 ± 0,002 0,03 4648 ± 49 1,05 

72 7,98 ± 0,002 0,03 4545 ± 98 2,15 

7 

0 8,48 ± 0,003 0,03 20184 ± 413 2,04 

24 8,48 ± 0,005 0,06 19588 ± 289 1,48 

48 8,48 ± 0,005 0,06 20171 ± 190 0,94 

72 8,47 ± 0,003 0,03 19861 ± 311 1,57 

8 

0 9,31 ± 0,004 0,04 8418 ± 183 2,18 

24 9,31 ± 0,004 0,05 8097 ± 219 2,7 

48 9,31 ± 0,006 0,07 8481 ± 88 1,04 
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72 9,30 ± 0,003 0,03 8407 ± 228 2,71 

9 

0 9,72 ± 0,004 0,04 21940 ± 278 1,27 

24 9,72 ± 0,004 0,04 21139 ± 262 1,24 

48 9,72 ± 0,006 0,06 21754 ± 149 0,68 

72 9,72 ± 0,003 0,03 21748 ± 759 3,49 

10 

0 10,83 ± 0,002 0,02 13730 ± 180 1,31 

24 10,82 ± 0,006 0,06 13327 ± 184 1,38 

48 10,83 ± 0,006 0,05 13934 ± 48 0,35 

72 10,82 ± 0,001 0,01 13955 ± 221 1,58 

11 

0 11,93 ± 0,001 0,01 22916 ± 420 1,83 

24 11,92 ± 0,006 0,05 22129 ± 405 1,83 

48 11,93 ± 0,007 0,06 23453 ± 355 1,52 

72 11,92 ± 0,002 0,02 23319 ± 361 1,55 

12 

0 12,69 ± 0,006 0,05 10213 ± 421 4,12 

24 12,68 ± 0,006 0,05 9647 ± 214 2,22 

48 12,69 ± 0,007 0,05 10403 ± 142 1,37 

72 12,68 ± 0,003 0,02 10591 ± 522 4,93 

13 

0 13,08 ± 0,007 0,06 19214 ± 329 1,71 

24 13,07 ± 0,003 0,02 18449 ± 431 2,34 

48 13,09 ± 0,008 0,06 19722 ± 332 1,69 

72 13,07 ± 0,005 0,04 19379 ± 340 1,75 

N°= numeração dos picos; TR= tempo de retenção em minutos; DP= Desvio padrão; 
DPR= Desvio padrão relativo. 
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Figura 19. Estabilidade considerando o teor absoluto do 
padrão de piperina ao longo de 72 h. 
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Figura 20. Estabilidade considerando o teor relativo dos 13 picos estudados presentes 
no extrato etanólico de Piper nigrum. 
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4.3.6 Precisão  

A precisão pode ser considerada a habilidade em avaliar a proximidade dos 

resultados entre análises independentes de uma mesma amostra sob condições 

definidas (77–79). A tabela 16 apresenta os dados de repetibilidade e a tabela 17 

mostra os resultados de precisão intermediária. O tempo de retenção, a área de pico 

e o fator cauda foram as variáveis estudadas. Levando em conta todos os compostos 

em estudo presentes no extrato etanólico de trabalho os DPR calculados ficaram com 

valores abaixo de 6,1% tanto para repetibilidade quanto para precisão intermediária, 

denotando, portanto, um método com precisão aceitável.  

 
Tabela 16. Dados de repetibilidade do extrato etanólico de P. nigrum (n=6) 

N° TR ± DP DPR (%)  ÁREA ± DP DPR (%) FC ± DP DPR (%) 

1 5,90 ± 0,004 0,07 5430 ± 199 3,67 0,12 ± 0,0028 2,39 

2 6,21 ± 0,004 0,06 3167 ± 89 2,82 0,07 ± 0,0016 2,31 

3 6,60 ± 0,005 0,08 3402 ± 95 2,79 0,11 ± 0,0028 2,64 

4 6,91 ± 0,005 0,07 169034 ± 4279 2,53 5,75 ± 0,1401 2,43 

5 7,55 ± 0,006 0,08 20417 ± 803 3,93 0,93 ± 0,0340 3,66 

6 8,02 ± 0,005 0,06 4979 ± 137 2,76 0,30 ± 0,0063 2,11 

7 8,51 ± 0,004 0,05 18700 ± 838 4,48 1,24 ± 0,0677 5,47 

8 9,34 ± 0,004 0,04 9326 ± 347 3,72 0,88 ± 0,0266 3,01 

9 9,75 ± 0,004 0,04 24481 ± 895 3,65 2,28 ± 0,0881 3,65 

10 10,85 ± 0,004 0,03 15553 ± 680 4,37 2,21 ± 0,0881 3,99 

11 11,95 ± 0,003 0,03 26559 ± 1067 4,02 3,27 ± 0,1481 4,52 

12 12,69 ± 0,005 0,04 12062 ± 194 1,61 1,55 ± 0,0359 2,31 

13 13,08 ± 0,003 0,02 22277 ± 945 4,24 2,86 ± 0,1174 4,10 

N°= Numeração dos picos; TR= tempo de retenção em minutos; FC= Fator cauda; 
DP= Desvio padrão; DPR= Desvio padrão relativo. 
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Tabela 17. Dados de precisão intermediária do extrato etanólico de P. nigrum (n=6). 

N° TR ± DP DPR (%)  ÁREA ± DP DPR (%) FC ± DP DPR (%) 

1 5,90 ± 0,005 0,08 5357 ± 248 4,64 0,11 ± 0,005 4,16 

2 6,21 ± 0,005 0,09 3121 ± 136 4,34 0,07 ± 0,004 5,70 

3 6,59 ± 0,005 0,08 3336 ± 164 4,92 0,10 ± 0,004 3,85 

4 6,91 ± 0,005 0,07 1690554 ± 6782 4,27 5,46 ± 0,217 4,02 

5 7,56 ± 0,005 0,07 18912 ± 937 4,98 0,88 ± 0,044 5,04 

6 8,03 ± 0,005 0,07 4786 ± 219 4,61 0,29 ± 0,013 4,59 

7 8,52 ± 0,005 0,06 19562 ± 882 4,52 1,30 ± 0,078 6,06 

8 9,34 ± 0,005 0,05 8861 ± 426 4,85 0,85 ± 0,043 5,13 

9 9,76 ± 0,005 0,05 22858 ± 1112 4,86 2,16 ± 0,116 5,39 

10 10,85 ± 0,005 0,05 14425 ± 696 4,85 2,09 ± 0,117 5,61 

11 11,95 ± 0,004 0,03 25800 ± 760 2,93 3,14 ± 0,185 5,95 

12 12,70 ± 0,006 0,05 11904 ± 298 2,51 1,50 ± 0,072 4,87 

13 13,09 ± 0,005 0,04 22148 ± 779 3,51 2,77 ± 0,164 5,97 

N°= Numeração dos picos; TR= tempo de retenção em minutos; FC= Fator cauda; 
DP= Desvio padrão; DPR= Desvio padrão relativo. 
 

4.3.7 Exatidão  

A exatidão demonstra o grau de concordância entre os valores teóricos e 

experimentais a partir de um conjunto de medições (77–79). A exatidão do presente 

trabalho foi calculada levando em conta o ensaio de recuperação já descrito. A partir 

deste ensaio foram obtidos os valores de erro absoluto, erro relativo e percentuais de 

recuperação utilizando a matriz esgotada enriquecida com padrão de piperina em três 

níveis de concentração. Na tabela 18 é possível verificar os resultados de recuperação 

para nível alto de 92,73% com DPR de 5,10%, nível médio de 88,88% com DPR de 

4,76% e nível baixo de 83,36% com DPR de 5,70%. A média dos erros relativos para 

estes três níveis foram 7,27; 11,12 e 16,64%, respectivamente. Este ensaio envolveu 

realizar 15 extrações individuais por ASE a partir de matriz seca e enriquecida com o 

padrão de trabalho. Posteriormente, cada uma das amostras foi filtrada através de 

filtro analítico para, então, serem analisadas pelo método desenvolvido. Portanto, 

considerando os processos de extrações e filtragens, o erro máximo de cerca de 17% 



 76 
 
 

 

em concentrações baixas está aceitável para considerar a exatidão no presente 

trabalho. 

 

 Tabela 18. Parâmetros para determinação da exatidão do método 

N CT (µg/mL) CE (µg/mL)  E absoluto (µg/mL) E (%) Rec (%) RecM (%) ± DP DPR (%) 

A
lt

a
 

228,57 

221,1 7,47 3,27 96,73 

92,73 ± 4,73 5,1 

202,35 26,22 11,47 88,53 

203,37 25,2 11,03 88,97 

204,41 24,16 10,57 89,43 

228,59 -0,02 -0,01 100,01 

M
é
d

ia
 

114,28 

98,8 15,48 13,55 86,45 

88,88 ± 4,23 4,76 

98,65 15,63 13,68 86,32 

95,78 18,5 16,19 83,81 

108,11 6,17 5,4 94,6 

106,51 7,77 6,8 93,2 

B
a
ix

a
 

57,14 

45,81 11,33 19,83 80,17 

83,36 ± 4,75 5,7 

44,66 12,48 21,84 78,16 

52,59 4,55 7,96 92,04 

47,29 9,85 17,24 82,76 

47,8 9,34 16,35 83,65 

N= níveis; CT= concentração teórica; CE= concentração experimental; E= erro; Rec= 
recuperação; M= média; DP= desvio padrão; DPR= desvio padrão relativo. 
 

4.3.8 Efeito matriz 

O efeito matriz refere-se à dados experimentais capazes de mensurar o quanto 

os componentes naturalmente presentes em uma matriz podem interferir na 

quantificação do analito de interesse (77–79). Estes dados experimentais incluem a 

comparação de coeficiente angulares de curvas analíticas elaboradas com a matriz in 

natura e com a mesma, enriquecida com o padrão de trabalho. Na figura 21 pode ser 

observado três curvas analíticas. Uma delas realizada a partir do padrão de piperina 

em etanol. A outra inclui a mistura proporcional das concentrações como mencionadas 
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na metodologia, usando o padrão adicionado do extrato etanólico de P. nigrum. Na 

análise destas duas primeiras curvas experimentais observa-se o paralelismo das 

retas indicando ausência de interferências. Como já era esperado, a curva que 

demonstra a mistura de padrão e matriz está numa faixa de concentração maior, uma 

vez que já existia piperina no extrato naturalmente. Para deixar este paralelismo mais 

evidente, uma terceira curva foi plotada subtraindo a área do pico de piperina natural 

presente no extrato. Desta forma simula-se a piperina que foi adicionada na matriz 

livre de piperina, mas contendo todo o restante da matriz. Por meio desta simulação 

o paralelismo entre as curvas fica nítido demonstrando ausência de efeito matriz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Regressões lineares para determinação de efeito matriz. PP= Padrão de 
piperina em etanol; PP+E= Padrão de piperina em extrato etanólico de trabalho; 
PP+E-Br= Padrão de piperina em extrato etanólico de trabalho com a área de piperina 
natural do extrato subtraída. 
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 Adicionalmente aos dados de paralelismo, o efeito da matriz normalizada - EMN 

foi calculado como mostra a tabela 19. O EMN foi obtido pela razão entre o coeficiente 

angular da curva do padrão de piperina em relação aos coeficientes angulares da 

matriz natural enriquecida apresentando EMN = 0,97 e erro relativo de 3,02% e da 

matriz natural subtraída mostrando EMN de 0,96 e erro relativo de 4,46%. Quanto 

mais próximo de 1 o EMN estiver, mais similares serão as retas e, portanto, a ausência 

de efeito matriz que causaria interferências na quantificação fica confirmada. 

 

Tabela 19. Dados de efeito da matriz normalizada. 
Curva Equações r2 FLT (µg/mL) P Dados de efeito matriz 

PP y = 1083,9x - 1839,3 0,9997 10,15 - 162,15 5 
M ± DP DPR 

EMN E% 
CA CA % 

PP+E y = 1117,6x - 6040,2 0,9956 153,02 - 210,56 5 1100,75 ± 24 2,16 0,97 
± 

3,02 

PP+E-Br y = 1134,5x - 4589,4 0,9990 12,12 - 165,70 5 1109,2 ± 36 3,23 0,96 
± 

4,46 

PP= Padrão de piperina em etanol; PP+E= Padrão de piperina em extrato etanólico 
de trabalho; PP+E-Br= Padrão de piperina em extrato etanólico de trabalho com a 
área de piperina natural do extrato subtraída. FLT= Faixa linear de trabalho; NP= 
Número de pontos; M= Média; DP= Desvio padrão; CA= Coeficiente angular; DPR= 
Desvio padrão relativo; EMN= Efeito da matriz normalizada. 

 

4.3.9 Robustez 

A análise de robustez mede a habilidade de um método frente à pequenas 

variações. Um método é considerado robusto quando o mesmo não é afetado por 

pequenas modificações deliberadas em seus parâmetros (77–79). Neste estudo o 

tempo de ciclo estático está relacionado ao extrator ASE-150, as diferentes 

membranas dos filtros estão inclusas ao preparo analítico da amostra e as variações 

de comprimento de onda e fluxo da fase móvel pertencem ao sistema cromatográfico. 

Estes quatro parâmetros, foram modificados deliberadamente seguindo um 

planejamento fatorial e podem representar um todo desde às extrações, amostragens 
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e análises. Nestes ensaios foi monitorada a piperina presente na amostra de trabalho. 

Isto significa que o extrato etanólico de P. nigrum foi submetido à estas variações 

propositais o que aumenta o nível de complexidade geral. Os efeitos das respostas 

tempo de retenção e área de pico foram obtidos e convertidos em seus respectivos 

valores de DPR. A figura 22 mostra as diferentes combinações advindas do 

planejamento em função dos valores de DPR dos efeitos determinados. Neste estudo 

foi determinado os valores de desvio padrão relativo aceitáveis em no máximo de 10%. 

Assim a única variável que atingiu valores superiores ao aceitável foi o fluxo da fase 

móvel (Figura 22). Analiticamente, o fluxo de fase em qualquer sistema cromatográfico 

pode alterar parâmetros envolvidos na equação mestra da resolução, a qual comanda 

a qualidade do formato dos picos envolvidos. Esta equação faz relações envolvendo 

o fator de separação α, a constante de distribuição K entre os compostos nas fases 

envolvidas, além dos parâmetros de eficiência, dados pelo número de pratos teóricos 

(83). Nem sempre pequenas modificações de fluxo gerariam efeitos significativos. No 

ensaio proposto as modificações de fluxo da fase móvel geraram efeitos com valores 

acima de 10%. Por outro lado, dada a magnitude deste ensaio somente uma das 

variáveis foi sensível. Portanto, este método foi considerado robusto e poderá ser 

executado em qualquer estabelecimento pertinente, resultando em dados bastante 

semelhantes com os quais estão sendo demonstrados no presente trabalho desde 

que, não haja alteração no fluxo da fase móvel analítica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 22. Gráfico de robustez para o método relacionando ensaios e % DPR dos 
efeitos determinados. DPR= desvio padrão relativo. A) gráfico de robustez para o 
tempo de retenção; B) gráfico de robustez para a área de pico. 
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4.4 Aplicabilidade do método na análise de lotes comerciais 

Na aplicabilidade do método foram analisados diferentes lotes comerciais de P. 

nigrum. Nestas análises consideraram-se as variações de pimenta-do-reino branca e 

preta. A pimenta-do-reino preta é obtida a partir dos frutos verdes, que sofrem 

oxidação de polifenóis presentes nas cascas para chegarem a coloração preta. Já a 

pimenta branca é obtida pela remoção das cascas da pimenta preta (84). Os diferentes 

lotes de pimentas foram extraídos e analisados de acordo com os procedimentos 

padronizados e validados. O teor absoluto de piperina foi determinado em cada lote 

estudado (Tabela 20). O método desenvolvido no presente trabalho foi capaz de 

quantificar piperina em 10 diferentes amostras comerciais, incluindo as diferenças de 

variedades de cores para os frutos. Na literatura há relatos de quantificação de 

piperina em lotes de P. nigrum de diferentes países, mostrando que a detecção por 

CLAE-UV-DAD é adequada para o controle de qualidade desta matéria-prima (85). 

Tabela 20. Lotes de P. nigrum, avaliados na aplicabilidade 

Fornecedor Lote TR ± DP DPR ÁREA ± DP DPR Teor % 

RP 

RC 

TC 

CF 

CTFG 

CDQ 

RP 

TC 

CTFG 

BM 

PNP-31102020 

PNP-OO8R 

PNP-14921 

PNP-70926 

PNP-30102020 

PNB-341 

PNB-30102020 

PNB-14921 

PNB-31102020 

PNB-32102020 

6,914 ± 0,011 

6,912 ± 0,004 

6,909 ± 0,006 

6,902 ± 0,019 

6,894 ± 0,001 

6,899 ± 0,004 

6,908 ± 0,003 

6,925 ± 0,022 

6,932 ± 0,002 

6,927 ± 0,005 

0,165 

0,052 

0,086 

0,276 

0,021 

0,064 

0,04 

0,325 

0,032 

0,072 

124125 ± 8004 

115555 ± 3777 

96426 ± 2696 

96046 ± 6863 

115941 ± 3533 

141792 ± 6411 

99920 ± 1134 

127618 ± 2119 

130894 ± 9520 

152313 ± 6150 

6,45 

3,27 

2,8 

7,15 

3,05 

4,52 

1,13 

1,66 

7,27 

4,04 

2,0 

2,0 

1,6 

1,6 

1,9 

2,3 

1,7 

2,1 

2,2 

2,5 

RP= Rei das Pimentas; RC= Rei dos condimentos; TC= Temperos e Cia; CF= 
Carrefour; CTFG= Casa de temperos Feira do Guará; CDQ= Casa de Doces e queijos; 
BM= Biomundo; PNP= Piper nigrum preta; PNB= Piper nigrum branca TR= tempo de 
retenção; DP= Desvio padrão; DPR= Desvio padrão relativo.  
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4.5 Avaliação da atividade biológica do extrato padronizado de P. nigrum 

Após a realização de todos os procedimentos de padronização e validação com 

as amostras de trabalho, tanto o extrato etanólico de P. nigrum como o padrão de 

piperina foram avaliados novamente quanto as atividades larvicida e pupicida em Ae. 

aegypti. Assim como na fase de triagem, a piperina e o respectivo extrato continuaram 

sendo inativos para pupas. A atividade larvicida foi refeita para ambas as amostras 

seguindo o protocolo descrito pela OMS determinando a CL50 e a CL90 conforme 

apresentado na tabela 21.  

 

Tabela 21. Atividade biológica de P. nigrum e piperina em larvas L3 de Aedes aegypti. 

Amostra 
Concentração 

(µg/mL) 

CL50 24h* ;48h**; 72h*** 

µg/mL (IC 95%) 

CL90
 24h* ;48h**; 72h*** 

µg/mL (IC 95%) 
R2 24 h 

Piperina 
50; 25; 15; 10; 

5 

19,03 (17,6 - 20,7)* 

 11,3 (10,2 - 12,4)**  

7,5 (6,2 - 8,8) *** 

38,1 (31,8 -45,4)*  

27,6 (22,1 - 34, 4)**  

23,8 (17,2 - 33,3)*** 

0,87 

Extrato 

etanólico  

P. nigrum 

2,5; 1,5; 1,1; 

0,9; 0,5 

1,1 (1,1 - 1,2)* 

 0,9 (0,6 - 0,9)** 

 0,9 (0,8 - 1,0)*** 

1,8 (1,6 - 1,9)* 

 1,3 (1,2- 1,5)**  

1,2 (1,0 - 1,4)***  

0,92 

Temefós  

0,00625; 

0,00313; 

0,00156;0,0007

8;0,00039 

0,0011 (0,0010 - 0,0012)* 

0,0010 (0,0010 - 0,0011)** 

0,0009 (0,0009 - 0,0010)*** 

0,00165 ( 0,00154 - 0,00175)* 

0,00156 (0,00141 - 0,00170)** 

0,00129 (0,0011 - 0,00146)*** 

0,98 

CL50= Concentração letal de 50% dos indivíduos; CL90= Concentração letal de 
90% dos indivíduos; IC 95%= Intervalo de confiança de 95%. Dados expressos 
pela média de 3 experimentos independentes realizados em 5 concentrações (25 
larvas em cada) e em quadruplicata, totalizando 1500 larvas por amostra. 
Temefós foi utilizado como controle positivo. 

 

Os valores de CL50 e CL90 larvicidas determinados para piperina foram de 19,03 

e 38,1 µg/mL após 24 h, respectivamente (Tabela 21). O padrão de piperina aqui 

relatado passou por todos os processos de elucidação estrutural, padronização e 

validação de forma a obter seu grau de pureza com teor de 97%. Estes valores de 

concentrações letais encontrados para a piperina foram mais potentes quando 
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comparados com outros compostos/extratos denominados na literatura como muito 

ativos em larvas (CL50 < 50 µg/mL) (29). A piperina no extrato de P. nigrum 

desempenha papel importante, pois a partir dela são formados outros isômeros como 

a isopiperina, a chavicina e a isochavicina. Fragmentos de piperina podem fazer parte 

da formação de outras alcamidas similares durante a biossíntese no metabolismo 

vegetal (86,87). A piperina pode ser considerada um marcador químico em variedades 

de pimenta-do-reino. Por estar sempre presente nestas especiarias a piperina 

corrobora com outros compostos naturalmente presentes nesta especiaria, não 

somente no que diz respeitos às características organolépticas, bem como nas 

diferentes atividades biológicas reportadas na literatura (88). 

O presente estudo reafirma a importância da piperina ao conjunto piperina mais 

os outros compostos minoritários detectados pelo método validado fazendo com que 

o extrato etanólico de P. nigrum apresente CL50 e CL90 em 1,1 e 1,8 µg/mL após 24 h 

de exposição (Tabela 21). Conforme a literatura descreve, no extrato de etanólico de 

P. nigrum pode existir alcamidas minoritárias com atividade larvicida bem mais potente 

que a piperina ou o próprio extrato. Assim, a interação da somatória destes compostos 

no extrato considerando a atividade larvicida, oferece bons indicativos de que misturas 

em concentrações conhecidas de alcamidas específicas poderiam render um produto 

totalmente inovador (89). 

O mecanismo de ação da atividade destas amidas ainda não está claramente 

definido em Ae. aegypti, porém, alguns dados sugerem que a atuação ocorra no 

citocromo p450 do mosquito. Este teria a função de detoxificação de compostos, 

mostrando alterações nas células do tubo digestivo das larvas (90,91). A presença de 

grupamentos metilenodioxi, as cadeias carbônicas com diferentes insaturações, além 

da função orgânica amida conferem o reconhecido potencial inseticida para estas 

amostras (30,90,92). 
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4.6 Uso do método validado no sistema biológico de larvas de Aedes aegypti: 

quantificação de piperina simultânea à atividade larvicida residual 

Esta etapa do trabalho buscou quantificar o padrão de piperina e a piperina 

presente no extrato etanólico dos frutos de P. nigrum padronizado, por meio de dois 

ensaios individuais, em ambiente aquático contendo larvas L3 de Ae. aegypti ao longo 

de um estudo de residualidade. O intuito foi definir o que estaria acontecendo entre 

amostras e larvas simultaneamente por meio da quantificação absoluta do principal 

marcador químico da amostra. 

Conhecendo-se sobre os parâmetros de CL50 descritos ao tópico anterior, 

nestes ensaios de residualidade as concentrações de partida foram de 60 µg/mL para 

o padrão de piperina e de 4 µg/mL para o extrato de P. nigrum padronizado. Depois 

de diferentes características estudadas para determinar estas concentrações de 

partida surgiu uma primeira questão a ser contornada. 

O padrão de piperina foi totalmente solúvel em água até a faixa de 50 µg/mL. 

Acima desta concentração precipitava como mostra a figura 23A. Esta precipitação 

não ocorreu com o extrato, porém com o padrão tal característica inviabilizaria a sua 

quantificação. Para resolver esta questão preparou-se uma solução aquosa contento 

500 µg/mL da matriz esgotada que foi utilizada no ensaio de recuperação (Figura 

23B). Assim, este sistema aquoso com a matéria orgânica esgotada permitiu 

solubilizar de forma efetiva o padrão de piperina. Esta solução de matriz esgotada 

sem adição de padrão foi usada no controle, não apresentando nenhuma mortalidade 

sob as larvas em estudo. 
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Figura 23. A) Padrão de piperina em água a 60 µg/mL. B) Padrão de piperina em 
água com matriz esgotada a 60 µg/mL. 

 

O segundo ponto a ser resolvido foi determinar o erro analítico na quantificação 

de piperina em um sistema aquático e em baixas concentrações. Sendo assim, o erro 

analítico foi definido utilizando faixas próximas de concentrações ao ensaio de 

residualidade. Para tanto, um ensaio de recuperação similar ao descrito na 

metodologia foi elaborado considerando todo o sistema aquoso sem a presença de 

larvas. As concentrações teóricas do padrão de piperina foram a) 47,3 µg/mL, b) 23,6 

µg/mL e c) 4,58 µg/mL. Tais alíquotas foram transferidas para copos individuais 

contendo 200 mL de água. Em seguida, estas amostras foram homogeneizadas 

manualmente com auxílio de espátula, preparadas analiticamente e analisadas pelo 

método validado. Os erros analíticos para as concentrações a, b e c foram de 37; 41 

e 54%, respectivamente. Normalmente, compostos orgânicos em matrizes aquosas 

resultam em erros relativamente elevados, principalmente quando se trata de 

concentrações de trabalho baixas. Contudo, o erro definido nesta metodologia não 

indica um ensaio de exatidão. Este erro foi de fundamental importância para 

estabelecer um fator de correção analítico de modo que a determinação absoluta ou 

alguma variação de piperina esteja relacionada diretamente à presença das larvas e 

não sofra a influência do sistema. 
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Uma vez que as principais questões foram resolvidas, o ensaio residual foi 

realizado como descrito na seção metodológica. A figura 24 apresenta os gráficos 

para cada ensaio realizado, nos quais podem ser observadas as correlações de 

quantificação do padrão de piperina e piperina no extrato em relação à mortalidade de 

larvas L3 do vetor Ae. aegypti em estudo ao longo de nove dias consecutivos. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Gráficos de atividade residual e quantificação simultânea de piperina. A= 
Atividade residual de extrato etanólico de P. nigrum a 4 µg/mL. B= Atividade residual 
de padrão de piperina a 60 µg/mL. 
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Levando em conta o ambiente aquoso contendo extrato padronizado e 25 

larvas (Figura 24A), nos primeiros três dias de ensaio foi possível observar 100% de 

mortalidade com a concentração de piperina variando 0,85 a 1,11 µg/mL. No quarto 

dia de ensaio a mortalidade das larvas foi de 89% com piperina no extrato em 1,25 

µg/mL. No quinto dia observou-se 78% de mortalidade e 1,02 µg/mL de piperina. Na 

avaliação do sexto e sétimo dia tal mortalidade foi de 60% e 52% respectivamente a 

1,09 µg/mL do marcador em questão. No oitavo dia a concentração de piperina foi de 

1,04 µg/mL com mortalidade de 37% já no nono dia a piperina no extrato foi 

quantificada na concentração de 0,81 µg/mL e queda da mortalidade para 14%, 

finalizando o ensaio residual com o extrato padronizado. Durante esta quantificação 

simultânea observou-se que a concentração de piperina variou como esperado 

considerando a faixa de erro do método validado determinada no estudo de exatidão, 

a qual foi de no máximo 17%. A concentração média de piperina no extrato ao longo 

dos nove dias ensaiados foi de 1,03 ± 0,13 µg/mL com DPR de 12%, respeitando a 

exatidão do método. Conforme estes cálculos, a concentração de piperina no extrato 

não variou drasticamente, seu valor médio foi determinado mostrando uma certa 

regularidade na sua concentração durante o período de ensaio. No entanto, a 

mortalidade de larvas a partir do quarto dia de ensaio foi decrescente variando de 89 

e chegando a 14% no último dia de experimento. Sendo assim, outros compostos 

minoritários em conjunto com a piperina que potencializam a elevada atividade 

larvicida do extrato padronizado tiveram queda de seus teores, justificando este 

comportamento de mortalidade.  

O resultado apresentado na figura 24B envolvendo o padrão de piperina, de 

uma certa forma comprovou todas as observações discutidas para o extrato 

padronizado. Ou seja, a concentração do padrão variou dentro da exatidão do método 

com um valor médio de 53,4 ± 4,6 µg/mL com DPR de 8,7% sendo regular ao longo 

do ensaio residual. A mortalidade das larvas foi de 100% ao longo dos nove dias de 

ensaio, uma vez que a concentração de partida para este ensaio foi superior ao CL90 

da piperina, já descrita ao tópico anterior. As alternativas em trabalhar com as 

concentrações de partida mais elevadas tanto para o padrão de piperina como para o 
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extrato foram lançadas para obter a exata certeza de mortalidade inicial e, ao longo 

do ensaio, caso tais concentrações variassem significativamente o método validado 

continuaria funcionando no quesito quantificação, bem como o percentual de 

mortalidade poderia se comportar diferentemente do que foi observado.   

No geral, o presente trabalho visou estabelecer três estratégias específicas. A 

primeira, obtenção de amostras comerciais em larga escala. A segunda, o uso 

obrigatório de amostras consumidas por seres humanos no cotidiano. A terceira, 

determinar a existência de alguma atividade larvicida em Ae. aegypti, 

preferencialmente em baixa concentração. Estas três estratégias tiveram um contorno 

analítico detalhado no sentido de padronizar e validar as amostras referidas de 

trabalho. Uma triagem de diferentes matérias-primas amplamente disponíveis no 

comércio foi realizada levando em conta as atividades larvicida e pupicida. Os extratos 

dos frutos de P. nigrum demonstraram enorme potencial adequando o uso da espécie 

as três estratégias mencionadas. Diferentes dados descritos na literatura para a 

especiaria corroboraram para o conhecimento da matéria-prima, mas o presente 

estudo apresenta um conjunto de dados inovadores no que diz respeito às extrações 

padronizadas vinculadas à um método cromatográfico completamente validado, os 

quais puderam ser confrontados simultaneamente ao ensaio residual com larvas do 

vetor em estudo, conforme as descrições anteriores. Na literatura há somente um 

controle de qualidade determinando amostra de P. nigrum em relação a larvas de Ae. 

aegypti, porém os autores não descreveram as figuras de validação e nem parâmetros 

de padronizações, além das amostras que são quantificadas, serem retiradas de 

recipientes separados dos que estão contidas as larvas, não sendo expostas as 

mesmas condições (53). No presente trabalho todas as figuras de méritos foram 

desenvolvidas na íntegra com enorme rigor das agências reguladoras. Além disso, 

outro ponto desafiador foi interligar de alguma forma quatro módulos analíticos 

distintos para funcionarem sequencialmente atendendo as faixas aceitáveis de erro e 

de trabalho. São eles: extração acelerada por solventes, preparo analítico da amostra, 

sistema cromatográfico, e técnicas de quantificação em água e em solvente orgânico. 

Este alinhamento analítico sob o comando de todas as figuras de validação em 
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perfeita aceitabilidade de cálculos pode ser considerado novo na literatura. Portanto, 

todo o desenvolvimento e parâmetros respeitados aqui poderão servir como ponto de 

partida na continuidade em encontrar amostras tóxicas para o mosquito e que sejam 

amigáveis aos outros organismos vivos e ao meio ambiente. 
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5. Conclusão 

O presente trabalho realizou triagem a partir de diferentes espécies alimentícias 

disponíveis no mercado em larvas e pupas de Ae. aegypti. O estudo também executou 

procedimentos envolvendo variáveis que influenciaram na atividade larvicida e no 

rendimento do extrato etanólico dos frutos de P. nigrum utilizando equipamento ASE, 

determinando, uma metodologia padronizada de extração.  

Um método cromatográfico foi completamente validado, seguindo-se agências 

reguladoras nacionais e internacionais envolvendo os parâmetros: seletividade, 

linearidade, limite operacional de detecção (LOD) e quantificação (LOQ), estabilidade, 

precisão, exatidão, efeito matriz e robustez.  

Foram obedecidos os protocolos OMS, para determinação da atividade do 

extrato etanólico padronizado de P. nigrum em larvas de Ae. aegypti bem como do 

seu componente majoritário a piperina. A metodologia analítica validada foi aplicada 

a diferentes lotes de P. nigrum e foi possível quantificar o padrão de piperina durante 

teste de atividade larvicida residual em ambiente aquático na presença de larvas ao 

longo de nove dias.  

Todos os resultados relatados aqui indicam que o extrato etanólico dos frutos 

de P. nigrum pode ser utilizado como alternativa no controle de Ae. aegypti. Este 

extrato foi produzido a partir de solvente reconhecidamente verde e apresentou CL50 

larvicida de 1,1 µg/mL e rendimento de 6%. 

A alternativa sugerida dos dados resultantes, contorna problemas encontrados 

para a utilização de produtos naturais como alternativa no controle de vetores. Isto é, 

utilizando matéria-prima amplamente disponível no comércio com atividade larvicida 

comprovada em Ae. aegypti, que apresenta certo nível de segurança, sendo o extrato 

obtido a partir de pimenta-do-reino, consumida mundialmente na alimentação.  

Este extrato com todos os requisitos analíticos determinados neste estudo 

demonstra alto potencial para o desenvolvimento de formulações, possibilitando 
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através da padronização e a validação realizadas, análise rigorosa e adequada, 

garantindo a qualidade e atividade larvicida adequada.  
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