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RESUMO 

 

 

Piper tem grande importância medicinal, possui uma elevada riqueza de espécies e detém grande valor 
comercial, devido as características de seus óleos essenciais. Dada à evidência etnofarmacológica para 
os numerosos usos medicinais populares atribuídos à Piper callosum, e do potencial farmacológico de 
seus fitoconstituintes, esta espécie é considerada uma planta medicinal promissora para o 
desenvolvimento de fitofármacos. Este estudo tem como objetivo a caracterização morfoanatômica e a 
análise das atividades alelopática e antimicrobiana do extrato bruto e frações das folhas de Piper 
callosum. As folhas foram submetidas a técnicas morfológicas e histoquímicas com técnicas clássicas. 
O potencial alelopático do extrato e frações foi investigado por germinação e medidas crescentes. As 
folhas de P. callosum caracterizam-se morfologicamente como: hipoestomáticas e elípticas, apresentam 
tricomas glandulares na epiderme, possuem mesófilo composto por parênquima clorofiliano. Foi 
registrada a presença de hipoderme em ambas as faces de suas folhas. Dispõem de idioblastos secretores 
que se distribuem no mesófilo e apresentam resultados histoquímicos positivos para detecção de óleos 
essenciais. O extrato bruto (FEB) e suas frações foram testadas quanto ao potencial alelopático em 
relação as sementes de Lactuca sativa (alface) e Allium cepa (cebola), confirmando a capacidade do 
extrato e frações interferirem diretamente na germinação, na velocidade de germinação, crescimento, 
hipocótilo e radícula durante o bioensaio. A fração de acetato de etila (FAC) e fração clorofórmica 
(FCLO) afetaram todos os parâmetros avaliados para alface e, FAC, fração hexânica (FHEX) e FEB 
afetaram o crescimento para cebola. Os testes antibacterianos foram submetidos no método de difusão 
em ágar e indicaram que as folhas de P. callosum não apresentaram atividade antimicrobiana para os 
microrganismos testados. 
 

Palavras chave: Folhas de Piper callosum. Estudo morfológico e histoquímico. Potencial alelopático. 

Atividade antimicrobiana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

Piper has great medicinal importance, has a high species richness and holds great commercial value, 
due to the characteristics of its essential oils. Given the ethnopharmacological evidence for the 
numerous popular medicinal uses attributed to Piper callosum and the pharmacological potential of its 
phytochemicals, this species is considered a promising medicinal plant for the development of 
phytopharmaceuticals. This study aims to characterize the morphology and analysis of the allelopathic 
and antimicrobial activities of the crude extract and fractions of the leaves of Piper callosum. The leaves 
were submitted to morphological and histochemical techniques with classic techniques. The allelopathic 
potential of the extract and fractions was investigated by germination and increasing measures. The 
leaves of P. callosum are morphologically characterized as: hypoestomatic and elliptic, have glandular 
trichomes in the epidermis, have mesophyll composed of chlorophyllic parenchyma. The presence of 
hypodermis on both sides of its leaves was recorded. They have secretory idioblasts that are distributed 
in the mesophyll and present positive histochemical results for the detection of essential oils. The crude 
extract (FEB) and its fractions were tested for allelopathic potential in relation to the seeds of Lactuca 
sativa (lettuce) and Allium cepa (onion), confirming the ability of the extract and fractions to interfere 
directly in germination, germination speed, growth, hypocotyl and radicle during the bioassay. The 
fraction of ethyl acetate (FAC) and chloroform fraction (FCLO) affected all parameters evaluated for 
lettuce and, FAC, hexane fraction (FHEX) and FEB affected growth for onions. The antibacterial tests 
were submitted to the agar diffusion method and indicated that the leaves of P. callosum did not present 
antimicrobial activity for the tested microorganisms. 

 

Key words: Piper callosum leaves. Morphological and histochemical study. Allelopathic. Potential 

antimicrobial activity. 
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1. INTRODUÇÃO  

A família de plantas tropicais Piperaceae inclui 13 gêneros, são eles: Artanthe, 

Lindeniopiper, Macropiper, Manekia, Ottonia, Piperomia, Piper, Piperanthera, Pothomorphe, 

Sarcorhachis, Trianaeopiper, Verhuellia e Zippelia. (THE PLANT LIST, 2013), que forneceram 

a civilizações passadas e fornece para as atuais, uma fonte de diversos medicamentos e especiarias 

(SCOTT et al., 2007). Da família, destaca-se o gênero Piper, que inclui muitas espécies 

caracterizadas pelo uso na medicina popular e pela importância econômica e comercial, devido 

à produção de óleos essenciais utilizados pela indústria de condimentos, farmacêutica e de 

inseticidas (SILVA, 1999).  

Os compostos bioativos dos extratos de espécies de Piper demonstraram uma ação 

expressiva como agentes anticancerígenos, antitumorais e antimicrobianos em vários estudos 

farmacológicos (MGBEAHURUIKE et al., 2017). Esses compostos, possuem atividades anti-

inflamatórias, antioxidantes, antibacterianas, antifúngicas e antimaláricas (MGBEAHURUIKE 

et al., 2017).  

O tamanho diminuto das partes florais e a uniformidade morfológica das partes 

vegetativas gera problemas taxonômicos em Piper, o que pode ocasionar erros na identificação 

da espécie (MACHADO, 2007). Além disso, são poucos as informações disponíveis na 

literatura sobre a anatomia e morfologia das estruturas que contém os fitoconstituintes 

(MACHADO, 2007). 

Na medicina popular brasileira, as folhas e o caule jovem de Piper callosum Ruiz & 

Pav. são utilizados na forma de infusão ou cataplasma para tratar dismenorreia, cólicas 

intestinais, diarreia, além de repelente (ANDRADE et al., 2009). Possui atividades 

adstringente, hemostáticas, digestivas, diuréticas e depurativas (ANDRADE et al., 2009). 

Diversos fitoconstituintes voláteis e fixos foram isolados de Piper callosum, incluindo 

amidas, alcaloides, terpenos, tais como monoterpenos de hidrocarboneto, monoterpenos 

oxigenados, sesquiterpenos de hidrocarbonetos, sesquiterpenos oxigenados e esteroides; e 

fenólicos, como flavonoides oxigenados e fenilpropanóides (PARMAR et al., 1997; 

FACUNDO et al., 2004; ANDRADE et al., 2009). Estudos de óleos essenciais obtidos de P. 

callosum demonstraram atividades antifúngicas, inseticidas e larvicidas (ANDRADE et al., 

2009). 

Muitos desses fitoconstituintes são compostos bioativos conhecidos e possuem efeito 

alelopático (RIZVI et al. 1992; REIGOSA et al. 2006). Os principais responsáveis por tais 

propriedades são os taninos, glicosídeos cianogênicos, alcaloides, sesquiterpenos, flavonoides 



 
 

 

e ácidos fenólicos (KING e AMBIKA, 2002). Ao longo dos anos, tem-se comprovado que as 

plantas produzem substâncias químicas com propriedades alelopáticas que afetam ou não 

algumas espécies de plantas (especificidade) (CARVALHO, 1993). Esses fitoconstituintes são 

denominados como aleloquímicos e, por meio de interações bioquímicas, esses compostos 

afetam a germinação e o crescimento de outras plantas (INDERJIT e DUKE, 2003). Assim, a 

alelopatia é definida como qualquer efeito direto ou indireto, benéfico ou prejudicial, de uma 

planta ou de microrganismos sobre outra planta, mediante produção de compostos químicos 

que são liberados no ambiente (RICE, 1984).  

Esses compostos provenientes de extratos de plantas podem contribuir para o 

desenvolvimento de antibióticos mais eficazes e menos tóxicos, na corrida contra a resistência 

e o surgimento de microrganismos patogênicos (OSTROSKY et al., 2008). A busca por novos 

agentes antimicrobianos, para aplicação em produtos farmacêuticos e cosméticos, faz-se cada 

vez mais necessária, devido ao surgimento de microrganismos resistentes aos antibióticos em 

uso clínico, e aos microrganismos oportunistas que levam a infecções fatais. (OSTROSKY et 

al., 2008). 

Piper, destaca-se, pela sua riqueza em compostos químicos com consideráveis 

atividades biológicas. O panorama fitoquímico da maioria das espécies deste gênero já foi 

investigado, o que levou ao isolamento de compostos fisiologicamente ativos, respectivos às 

mais variadas classes (PARMAR et al., 1997). Silva et al. (1992), citam diversas atividades 

biológicas dos compostos terpênicos, dentre elas a atividade herbicida, antimicrobiana, 

citostática e antitumoral. 

Portanto, dado a riqueza química e aos problemas taxonômicos de Piper callosum, o 

presente trabalho tem como objetivo a caracterização morfoanatômica das folhas, a análise da 

atividade alelopática e antimicrobiana do extrato bruto e frações das folhas desta espécie. 

  



 
 

 

2. JUSTIFICATIVA 

O presente trabalho teve como foco o estudo da morfoanatomia, atividade alelopática 

e potencial antimicrobiano do extrato bruto e frações das folhas de Piper callosum Ruiz & Pav. 

(Piperaceae).  

P. callosum se destaca economicamente, por ser rica em compostos químicos com 

consideráveis atividades biológicas e pela sua utilização na medicina popular (PARMAR et al., 

1997). Dada essa utilização, fez-se necessário o estudo morfoanatômico devido a similaridade 

morfológica entre as espécies de Piper. Esta similaridade contribui para erros de identificação, 

troca, e até mesmo a falsificação quando as espécies são coletadas e comercializadas como 

plantas medicinais. Em virtude desse equívoco, é necessário estabelecer características 

morfológicas e anatômicas que auxiliem na identificação correta e como controle de qualidade 

desta planta (ALBIEIRRO et al. 2005). 

Já, quando se refere a alelopatia, os efeitos alelopáticos ocorrem por intermédio de 

substâncias químicas, denominadas aleloquímicos, que pertencem a diferentes classes de 

compostos, tais como fenóis, terpenos, alcaloides, saponinas, taninos entre outros (INDERJIT 

e DUKE, 2003; RICE, 1984). Desse modo, a investigação do potencial alelopático das plantas, 

pode representar uma oportunidade para a descoberta de novas moléculas e compostos ativos 

com possibilidade de emprego na agricultura e como fornecedora de fármacos. Neste trabalho 

a alelopatia foi estudada devido aos componentes químicos e atividade biológica, presentes nas 

folhas de P. callosum e do gênero a que pertence.  

Devido a resistência dos microrganismos, do âmbito hospitalar, e a dificuldade de 

eliminar toda essa resistência, devido ao seu mecanismo de propagação (GOODMAN, 2003), 

é de fundamental importância a análise e controle deste mecanismo, já que as cepas 

multirresistentes colocam em risco toda a população. Como o problema de resistência a 

medicação continua crescendo, é necessário o desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos úteis ou novas formas de tratar o microrganismo resistente. Extratos de 

diversas plantas, como Rosmarinus officinalis Linnaeus, Coriandrum sativum Lindel, 

Micromeria fruticosa (L.) Druce, Cumium cyminum Linnaeus, Mentha piperita Linnaeus, e 

Piper, possuem, além de propriedades antibacterianas, a capacidade de interferir na atividade 

antibiótica e tendência a potencializar os antibióticos (CHANDA, 2011). Desse modo, estudos 

de novos antimicrobianos em plantas, são importantes e cruciais em diversos setores do 

mercado farmacêutico. Além disso, as plantas são fortes candidatas em estudos de 



 
 

 

bioprospecção, atuando nas descobertas da atividade farmacológica de novos agentes 

antimicrobianos. 

  



 
 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

Caracterizar morfoanatomicamente as folhas da espécie Piper callosum e, analisar a 

atividade alelopática e antimicrobiana do extrato bruto e frações da planta. 

3.2.  Objetivo Específico 

 Realizar o estudo morfoanatômico das folhas de Piper callosum.  

 Avaliar a alelopatia do extrato bruto e frações, em diferentes concentrações, frente as 

sementes de Lactuca sativa Linnaeus e Allium cepa Linnaeus em relação ao 

crescimento e germinação. 

 Analisar a atividade antimicrobiana do extrato, em relação as cepas Escherichia coli 

(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella typhimurium 

(ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis 

(ATCC 12228). 

  



 
 

 

4. REFERENCIAL BIBLIOGRÁFICO 

4.1.  Sobre a planta  

A família Piperaceae inclui 13 gêneros e 2.658 espécies (THE PLANT LIST, 2013). 

No Brasil, esta família compreende cinco gêneros, em que Piper e Piperomia, são os gêneros 

predominantes (RORIG e POSER, 1991; RATES et al., 1997; MOREIRA et al., 1998; 

DANELUTTE et al., 2003).  

As plantas pertencentes à Piper são herbáceas ou arbustivas, possuem folhas inteiras, 

intercaladas, inflorescência espiculada, com flores hermafroditas muito reduzidas (Figura 1) 

(HEGNAUER, 1996). Certas espécies deste gênero possuem como principais características a 

essência forte, agradável e sabor ácido; e, são usadas em ampla diversidade no uso de 

condimentos, aromatizantes e medicinal (HEGNAUER, 1996).  

Figura 1 – Plantas pertencentes à Piper – (A) Piper callosum; (B) Piper tuberculatum; (C) Piper marginatum 

Fonte A: CAMPOS, I. D. Fonte B: NOGUEIRA, S. R. Fonte: C NUNES J. S.

Diferentes componentes químicos já foram encontrados nas espécies de Piperaceas, 

como: amidas, cromonas, fenilpropanoides, lignanas e neolignanas (MARTINS et al., 2003). 

Ainda, diversos terpenos foram isolados  nas espécies desta família, como componentes do óleo 

essencial de folhas, flores e caules, em que, a análise dos compostos voláteis aponta a presença 

de monoterpenos, sesquiterpenos e arilpropanóides, tais como, apiol, dilapiol, miristicina, 

safrol, limoneno, citral, geraniol, mirceno, canfeno, eugenol, cariofileno, E-nerolidol, entre 

outros, com significativas propriedades biológicas. (MARTINS et al., 2003). 

A ação biológica de espécies de Piper é muita variada e muito utilizada na medicina 

popular para tratamento de inúmeras doenças (VIEIRA, 1992; DI STASI, 2000; LORENZI e 

MATOS, 2002). O gênero, destaca-se economicamente, por ser rico em compostos químicos 

com consideráveis atividades biológicas (PARMAR et al., 1997). O panorama fitoquímico da 
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maioria das espécies deste gênero já foi investigado, levando ao isolamento de compostos 

fisiologicamente ativos, respectivos às mais variadas classes (PARMAR et al., 1997).  

Silva et al. (1992), citam diversas atividades biológicas dos compostos terpênicos, 

dentre elas a atividade herbicida, antimicrobiana, citostática e antitumoral. A magnitude do 

gênero Piper é baseada na utilização de abundantes espécies como plantas medicinais e, como 

fonte de matéria-prima para a indústria farmacêutica, cosmética e perfumaria. (LEAL, 2000). 

Dentre as espécies de Piper, Piper callosum Ruiz et Pav. se destaca por sua utilização 

na medicina popular, em que o chá da folha é usado para extinguir os distúrbios gastrintestinais, 

como afrodisíaco e repelente (VAN DEN BERG, 1993). A espécie é conhecida popularmente 

como joão brandin e óleo elétrico, e o seu óleo essencial contém safrol (64 %), metil-eugenol 

(2,69 %) e α-pineno (6,9 %) (MAIA et al., 2000). No estudo dos componentes químicos fixos 

e voláteis desta espécie, foram isolados alcaloides; terpenos, como monoterpenos de 

hidrocarbonetos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos de hidrocarbonetos, sesquiterpenos 

oxigenados e esteroides; fenólicos, como flavonoides oxigenados e fenilpropanoides 

(PARMAR et al., 1997; ANDRADE et al., 2004; FACUNDO et al., 2004).  A avaliação do 

extrato etanólico das folhas de P. callosum, sugere a presença de fenólicos, terpenos e ausência 

de saponinas, e a análise do óleo essencial é constituído, principalmente por safrol (AYRES, 

2014). 

4.2.  Caracterização morfoanatômica 

A principal particularidade utilizada para diferenciar Piper dos demais gêneros da 

família é o hábito arbóreo-arbustivo, já que Piperomia agrupa as espécies herbáceas (SOUZA 

e LORENZI, 2012), enquanto Manekia compreende as trepadeiras volúveis (SCHUBERT et 

al., 2012).  

A morfologia das folhas, das nervuras e das brácteas florais são as características 

morfológicas tradicionalmente empregadas para descrever as espécies de Piper. O tamanho das 

flores e a variedade da forma dos caracteres vegetativos, associados à elevada riqueza de táxons 

do gênero, podem atrapalhar na identificação das espécies (JARAMILLO e MANOS, 2001; 

YUNCKER, 1972; GUIMARÃES e CARVALHO-SILVA, 2009; CARVALHO-SILVA et al., 

2015). 

Devido à similaridade morfológica entre as espécies de Piper, como ressaltado por 

Pessini et al. (2003) e por Albiero et al. (2005), torna  difícil diferenciar e identificar de forma 

clara e objetiva cada uma delas, que acaba por contribuir nos erros de identificação, troca e 

falsificação, quando estas espécies são coletadas e comercializadas como plantas medicinais.  



 
 

 

4.3. Alelopatia 

O termo alelopatia engloba todas as interferências provocadas entre microrganismos e 

plantas, estimuladas pela liberação de substâncias químicas, por meio de tecidos vegetais vivos 

ou não (MOLISCH, 1937). A maioria desses componentes é resultado da atividade do 

metabolismo secundário da planta, onde sua concentração pode variar entre espécies e entre o 

local em que estão presentes, já que a síntese dos metabólitos secundários é iniciada por 

variações bióticas e abióticas que as plantas são expostas. (FERREIRA e AQÜILA, 2000) 

Rice (1984), determina o termo alelopatia como o efeito direto ou indireto, vantajoso 

ou desvantajoso, que uma planta ou microrganismos tem sobre outra planta, por meio da 

produção de compostos químicos que são liberados no ambiente. Ele, ainda, difere a alelopatia 

de competição, afirmando que: “os efeitos alelopáticos dependem dos aleloquímicos liberados 

no ambiente pelas plantas doadoras. Dessa maneira, a alelopatia diferencia-se da competição, 

pois a competição é a diminuição ou retirada de algum fator ambiental, como água, luz e 

nutrientes necessários à outra planta no mesmo ecossistema” 

O mecanismo de ação dos aleloquímicos ainda é pouco conhecido, devido à 

dificuldade de distinguir os efeitos secundários das causas primárias. Algumas plantas 

produzem compostos, provenientes do metabolismo secundário, que agem inibindo ou 

contribuindo no processo de germinação, por acometer os seguintes processos: divisão celular, 

aumento de estruturas celulares, crescimento induzido por hormônios, permeabilidade de 

membranas, absorção de minerais, abertura estomática, fotossíntese, respiração, síntese 

proteica, metabolismo de lipídeos e ácidos orgânicos, atividade de várias enzimas e nas relações 

hídricas do vegetal (RICE, 1984). A atividade alelopática se dá por meio dos efeitos destas 

substâncias, em conjunto com às condições ambientais, e pode ser um fator que causa o sucesso 

ou infortúnio no cultivo de plantas. (FERREIRA, 2004). 

A alelopatia está diretamente ligada a outros estresses ambientais, abrangendo 

temperaturas extremas, deficiências de nutrientes e umidade, radiação, insetos, doenças e 

herbicidas (EINHELLING, 1996). Geralmente, as condições de estresse estimulam a produção 

de aleloquímicos, ampliando o efeito alelopático. (EINHELLIG, 1995).  

Os metabólitos secundários podem prevenir a decomposição das sementes e acometer 

a dormência e o desenvolvimento das gemas (HARBORNE, 1988). Todavia, é importante 

lembrar que os efeitos benéficos de uma planta sobre outra não devem ser separados do conceito 

de alelopatia, uma vez que, um certo componente químico pode ter efeito inibitório ou 



 
 

 

estimulante, que dependerá da sua concentração no ambiente e sensibilidade do tecido a eles 

(RICE, 1984).  

O desempenho, concreto, dos aleloquímicos em relação as plantas é, simplesmente, 

uma sinalização periférica de mudanças anteriores. Assim, os estudos referentes ao efeito de 

aleloquímicos sobre a germinação e/ou desenvolvimento da planta são manifestações 

secundárias de processos ocorridos a nível molecular e celular (FERREIRA e AQÜILA, 2000; 

FERREIRA, 2004).  

Pires et al. (2001) enfatizam que a grande maioria dos estudos em alelopatia refere-se 

somente ao efeito do aleloquímico sobre a germinação e o crescimento da planta-alvo, sem 

levar em conta os eventos celulares relacionados às mudanças fisiológicas e genéticas. No 

entanto, Macias et al. (1998) mostraram a relevância dos estudos sobre as interações 

alelopáticas, que é capaz de ser vantajosa na pesquisa por fitotoxinas naturais produzidas por 

plantas ou microrganismos, e, que seus derivados sintéticos podem ser empregados como 

herbicidas naturais mais intrínsecos e, menos prejudiciais ao meio ambiente.  

Os compostos aleloquímicos estão localizados nas folhas, caules aéreos, rizomas, 

raízes, flores, frutos e sementes de diversas espécies, mas as folhas e as raízes são as fontes 

mais significativas de aleloquímicos (RODRIGUES et al. 1992; INDERJIT e DAKSHINI, 

1992, 1994). Esses podem ser liberados pelas plantas por lixiviação a partir dos tecidos, 

volatilização, exsudação pelas raízes e decomposição de resíduos da planta (RODRIGUES et 

al. 1992; INDERJIT e DAKSHINI, 1992, 1994). 

As toxinas solúveis em água (ácidos orgânicos, açúcares, aminoácidos, substâncias 

pécticas, terpenoides, alcaloides, compostos fenólicos e giberelinas) (ALMEIDA, 1988). 

Assim, as toxinas são lixiviadas da parte aérea e das raízes ou dos resíduos vegetais em 

decomposição, depositando-se no solo e acometendo o crescimento da comunidade ao seu redor 

(ALMEIDA, 1988).  

Na volatilização, os compostos aromáticos das folhas, flores, caules e raízes podem 

ser absorvidos por outras plantas, afetando, principalmente, o crescimento ou o 

desenvolvimento das plantas que se encontram nas proximidades (ALMEIDA, 1988; 

DURIGAM e ALMEIDA, 1993).  Nesse grupo, estão inclusos os compostos como o   gás 

carbônico, a amônia, o etileno e os terpenóides.  Os terpenoides agem sobre as plantas vizinhas 

por via dos próprios vapores ou condensados no orvalho ou, chegam ao solo e são filtrados 

pelas raízes (SOUZA,1988). Nas raízes são liberadas um grande número de compostos 

alelopáticos que são liberados na rizosfera circundante e podem atuar direta ou indiretamente 

nas interações entre as plantas, sejam elas de diferentes espécies, e na ação de microrganismos. 



 
 

 

Entre esses compostos exsudados pelas raízes, são citados o ácido oxálico, a amidalina, a 

cumarina e o ácido transcinâmico (SOUZA,1988). 

Na decomposição dos resíduos, as toxinas são liberadas pela decomposição, direta ou 

indireta, das partes aéreas ou subterrâneas, pela ação de microrganismos. A perda da integridade 

de membranas celulares permite a liberação de muitos compostos (como os glicosídeos 

cianogênicos, ácidos fenólicos, agropireno, cumarinas e flavonóides), que são tóxicos aos 

organismos vizinhos (RICE, 1984; SOUZA, 1988). 

4.4. Potencial antimicrobiano 

As bactérias são microrganismos procarióticos específicos do Reino Bacteria, com 

aproximadamente 0,2 a 2 μm de diâmetro e 1 a 6 μm de comprimento; possuem diferentes 

formas, como cocos, bacilos, espirilos e vibriões; tem em sua estrutura celular: cápsula (camada 

mucosa), parede celular, membrana celular, citoplasma, inclusões, ribossomos, cromossomos, 

plasmídeos, fimbrias e flagelos (TRABULSI, 2005). 

Bactérias como Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, 

Salmonella sp., Shiguella sp., Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, 

Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp., entre outras, são 

responsáveis por várias doenças em seres humanos. Enquanto as bactérias, acima, podem ser 

patogênicas, outras fazem parte da microbiota normal dos seres humanos, importantes para o 

funcionamento e proteção de alguns órgãos (KONEMAN, 2001). 

As infecções bacterianas têm sido uma das principais causas de patologias ao longo da 

história, com a descoberta e advento dos antibióticos, este problema inclina-se a desaparecer. 

Contudo, nos dias de hoje, os microrganismos têm progredido em seus mecanismos de 

resistência que, divergem dos avanços alcançados nos tratamentos das infecções (GOODMAN, 

2003). 

O primeiro caso de resistência bacteriana à antibióticos foi publicado em 1947, quando 

foi relatado o isolamento de S. aureus, resistente à penicilina em 38 de 100 pacientes com 

infecções estafilocócicas, na Inglaterra (BARBER, 1947). Em 1961, cepas de S. aureus 

resistentes a meticilina e outras penicilinas semissintéticas já haviam sido isoladas (JEVONS, 

1961). Conforme os estudos divulgados por Jeong et al. (2014) e Fluegge (2006), a ocorrência 

de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) isolado de swab nasal de indivíduos sadios, foi de 

91% na Coréia e 82,1% na Alemanha. 

Há dois tipos de resistência aos antimicrobianos, a resistência natural e a adquirida; a 

natural em que, qualquer indivíduo, isolado da espécie, independentemente de onde foi isolado, 



 
 

 

apresenta resistência, sendo uma característica específica de um microrganismo, que ocorre sem 

a exposição ao antibiótico; e a adquirida, apenas algumas cepas a apresentam, justamente 

porque desenvolveram ao longo do tempo (TRABULSI, 2005). Existem quatro grandes 

mecanismos de resistência aos antibióticos são eles:  alteração da permeabilidade; alteração do 

local de ação; a bomba de efluxo e; o mecanismo enzimático, que altera a estrutura química do 

antibiótico (GOODMAN, 2003). 

A resistência das bactérias aos antimicrobianos varia do local, da região, do país, e tem 

estrita associação com a terapia antimicrobiana frequentemente usada pelos profissionais de 

saúde (TRABULSI, 2005). Para auxiliar no controle de desenvolvimento da resistência é 

necessário traçar os perfis dos locais de hospitais e instituições conhecendo, assim, a tendência 

do comportamento e, desta maneira, viabilizar formas efetivas de controle (FLUEGGE, 2006; 

TAVARES, 2001). 

 É reconhecida a dificuldade de eliminar completamente a resistência bacteriana em 

ambientes hospitalares, em virtude do mecanismo de propagação. Logo é fundamental a análise 

e controle deste processo, uma vez que essas cepas multirresistentes colocam em risco toda a 

população (FLUEGGE, 2006; TAVARES, 2001). Como o problema de resistência a medicação 

continua crescendo, é necessário o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos úteis ou 

novas formas de tratar o microrganismo resistente (NEGI, 2012). 

Extratos de diversas plantas, como Rosmarinus officinalis, Coriandrum sativum, 

Micromeria fruticosa L., Cumium cyminum, Mentha piperita, possuem, além de propriedades 

antibacterianas, a capacidade de interferir na atividade antibiótica, com tendência à 

potencialização de antibióticos, e esta interação demonstrou muitos resultados promissores 

(CHANDA, 2011). 

Desse modo, estudos de novos antimicrobianos em plantas são importantes e cruciais 

em diversos setores de empresas farmacêuticas. Além disso, as plantas são fortes candidatas em 

estudos de bioprospecção, atuando nas descobertas da atividade farmacológica de novos 

agentes antimicrobianos, especialmente em países como o Brasil, que oferece uma elevada 

biodiversidade a ser estudada e analisada (LIMA et al., 2006). 

  



 
 

 

5. METODOLOGIA  

5.1.  Material vegetal 

As folhas frescas de P. callosum foram coletadas, para preparação do extrato etanólico, 

na área do Instituto de Ciências Exatas e Tecnologia - ICET, na Universidade Federal do 

Amazonas - UFAM, 3°08'33.6"S 58°25'53.0"W, no município de Itacoatiara/AM. Foi coletada 

uma amostra específica de folhas intactas, completamente desenvolvidas e expandidas para a 

caracterização morfoanatômica e histoquímica. A morfologia foliar externa foi classificada de 

acordo com a classificação proposta por Hickey (1974). Folhas inteiras e cortes transversais 

foram fixados em formalina tamponada (FNT) e sulfato ferroso (SFF) por 48 horas 

(JOHANSEN, 1940), e posteriormente estabilizados em etanol a 70%, segundo Berlyn e 

Miksche (1976). 

5.2. Estudo anatômico e histoquímico 

Folhas inteiras e fragmentos da base, meio e ápice foram submetidos à técnica de 

diafanização por meio de hidróxido de sódio a 5% (NaOH) até a despigmentação total (SASS, 

1951) e clarificados em hipoclorito de sódio (NaClO) a 10%. Após lavagem e armazenamento 

em álcool a 70%, o material foi corado em violeta de cristal a 1% e fucsina básica, e 

subsequentemente montado em gelatina de Kaiser, de acordo com Roeser (1972). 

O material fixado na FNT foi seccionado transversalmente com a mão livre no 

micrótomo de uma tabela, e os cortes obtidos foram corados com azul de toluidina para uma 

descrição geral do padrão anatômico (O'BRIEN et al., 1964), e submetidos aos seguintes testes 

histoquímicos: azul de Coomassie, para detecção de proteínas totais (FISHER, 1968); PAS 

(reagente de Schiff / ácido periódico), para polissacarídeos de cadeia longa (O'BRIEN e 

MCCULLY, 1981; McMANUS, 1948); Sudan Red para lipídios totais (DAVID e CARD, 

1964); e NADI - Reagente NADI (DAVID e CARD, 1964) para óleos essenciais e oleorresinas. 

As seções transversais também foram submetidas ao sulfato ferroso (SFF) para identificação de 

compostos fenólicos (JOHANSEN, 1940). 

Os procedimentos de microscopia foram realizados no laboratório de botânica do 

ICET-UFAM. Observações e documentação fotográfica foram realizadas sob microscópio 

óptico (Leica DM500) com auxílio de um smartphone. As imagens e a montagem da placa 

foram realizadas com a ajuda da versão 0.92.3 do programa Inkscape®, software livre. 

 



 
 

 

5.3. Procedimentos de extração 

Folhas intactas e de tamanho aproximado de P. callosum foram coletadas uma a uma, 

e, posteriormente, limpas com um pano umedecido em água destilada. Depois, 3 kg de folhas 

foram triturados com auxílio de tesouras para adquirir maior superfície de absorção no processo 

de extração. Logo após a trituração, adicionaram-se 3 litros de álcool etílico 96%, para obtenção 

do extrato hidroalcoólico, e a solução foi deixada em repouso a temperatura ambiente por 15 

dias. 

O extrato bruto etanólico foi seco em banho – Maria à 70 °C e armazenado em frascos 

de vidro devidamente identificados como FEB. Decorrido este processo, o rendimento do 

extrato bruto (FEB), foi calculado pela seguinte equação: 

Equação 1: 

��: 
����(�)

�������(�)
���� 

Em que: Rf é o rendimento final; Mext, a massa do extrato alcoólico seco; Mfolhas, 

massa das folhas. 

O fracionamento foi feito através da partição sólido-líquido. Foram determinados 200 

mg do extrato bruto para a partição em cada solvente utilizado: hexano, clorofórmio e acetato 

de etila. Foram feitas três lavagens, de 50 mL cada uma, com os solventes em ordem crescente 

de polaridade. Após o fracionamento foram obtidas as seguintes frações: FHEX, para a fração 

hexânica; FCLO, fração clorofórmica; FAC, para acetato de etila; e FREM, para a fração 

remanescente hidroalcoólica. 

5.4. Teste de potencial alelopático 

O exame do potencial alelopático da FEB e das frações de P. callosum foi realizado 

sobre as sementes de Lactuca sativa L. (alface) e Allium cepa L. (cebola) de acordo com a 

metodologia descrita por Macías et al. (2005). Assim, 50 sementes de L. sativa e 25 de A. cepa 

foram colocadas em placas de Petri com papel Whatman nº 6 e 5mL do extrato (FEB) e frações, 

preparadas nas concentrações de 62,5 µg/mL, 250 µg/mL e 500 µg/mL, para alface e, 125 

µg/mL, 250 µg/mL e 500 µg/mL para cebola para cada amostra em água. Os ensaios foram 

realizados em quadruplicata para cada concentração, seguido de incubação a temperatura 

controlada (25 °C). Como controle negativo, utilizou-se água destilada em vez dos tratamentos, 

extratos e frações. 

 



 
 

 

5.4.1. Germinação e crescimento 

Os bioensaios de germinação e crescimento foram realizados de acordo com a 

metodologia descrita por Macías et al. (2005). A germinação foi monitorada durante todo o 

processo. As sementes de alface germinadas foram contadas em um intervalo de 24 horas por 

7 dias e as sementes de cebola germinadas em um intervalo de 24 horas por 14 dias. O ensaio 

terminou quando o número de sementes germinadas permanece estável. 

O índice de velocidade de germinação (IVG) das sementes foi calculado pela equação: 

Equação 2: 
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Em que G1, G2, G3, G4 ... Gn é o número de sementes germinadas e N1, N2, N3, N4 

... Nn é o número de dias após o início do ensaio. 

O teste de crescimento foi executado após ter cessado o período de germinação e 

consistiu em medir o comprimento da radícula e hipocótilo de 10 plantas em cada tratamento. 

5.4.2. Teores de clorofila  

Para o ensaio de clorofila total, foi utilizado o método proposto por Paula et al. (2014) 

em que, ao final dos testes de germinação e crescimento, um total de 10 plântulas primárias 

foram cortadas inteiras e transferidas para tubos de ensaio com 5,0 ml de etanol 96% e então os 

tubos foram embrulhados em papel alumínio e deixados em temperatura ambiente por 24 horas.  

Finalizado esse período, as leituras de absorbância da Clorofila A (663 nm) e B 

(645nm) foram feitas com espectrofotômetro. Para o branco, foi utilizado o etanol 96%. O teor 

de Clorofila Total foi calculado pela equação: 

Equação 3:  

��������� ����� = ��, � � ��� � + �, �� �  ��� �  

Em que Abs A e Abs B são as absorbâncias das clorofilas A e B, respectivamente. 

5.5. Ensaio de atividade antimicrobiana 

Para o estudo do potencial antimicrobiano utilizou-se o método de difusão em disco 

adaptado de Salvagnini eta al., (2008) e Ostrosky et al., (2008) em linhagens de Escherichia 

coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella thyphimurium 

(ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidemirdis (ATCC 

12228). 



 
 

 

As cepas foram inoculadas em caldo BHI (caldo de infusão de cérebro e coração), para 

que crescessem, e incubadas a 35 °C por 24 horas. Subsequente a este processo, uma alíquota, 

de cada cepa inoculada foi semeada em ágar Mueller Hinton, e, novamente, incubada em estufa 

a 35 °C em um intervalo de 24h. Cada cultura bacteriana foi diluída em solução salina estéril 

(5 mL) a 0,9% e ajustada a 0,5 na escala de turbidez de MacFarland. O repique foi realizado 

em placa contendo Mueller Hinton com auxílio de alça de platina estéril. 

O extrato foi preparado na concentração de 100 mg/mL. Os discos de antibiogramas 

foram empregados de 10 µL da solução do extrato, e levados à estufa para total evaporação do 

solvente. Os controles negativos dos discos foram empregados com o mesmo solvente (álcool 

70%) utilizado para diluir a amostra e, para o controle positivo foram utilizados 30 µg de 

clorafenicol.  

Os discos de antibiogramas, já impregnados, foram depositados sobre as placas 

inoculadas. As placas foram levadas à estufa a 35 °C por 24 horas. Em seguida, as placas foram 

retiradas e os halos foram medidos com auxílio do paquímetro. 

5.6.  Análises dos dados 

Para a análise do potencial alelopático, as frações e as concentrações testadas foram 

consideradas como variáveis independentes e comprimento total, tamanho do hipocótilo, 

tamanho da radícula e IVG, como variáveis dependentes. A normalidade dos dados foi testada 

por Shapiro-Wilk, e foi considerada que os valores das variáveis dependentes não diferiram de 

uma distribuição normal, com p> 0,05.  

Verificado a normalidade, foram realizadas Análise de Variância de Duas Vias 

(ANOVA´s Two-Way), seguido pelo teste de Tukey a 5% de significância, quando necessário. 

As análises foram realizadas empregando o software estatístico R, versão 3.5.3 (R TEAM 

CORE DEVELOPMENT, 2016) através do pacote Vegan (OKSANEN et al., 2013) e o pacote 

Agricolae (MENDIBURU, 2017). 

  



 
 

 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1.  Rendimento do extrato alcóolico.  

O rendimento do extrato foi obtido relacionando a massa do extrato bruto resultante 

da extração (230,754g) com a massa do material botânico utilizado para a extração. O extrato 

foi obtido a partir de 3 kg das folhas de P. callosum (código FEB). A partir dos cálculos 

realizados, obteve-se um rendimento de 7,7% de extrato bruto para 3 kg de material botânico 

coletado. 

6.2.  Estudo morfoanatômico e histoquímico 

Os resultados morfológicos (Figura 2), mostraram que as folhas são completas, glabras 

e alternadas, com formato elípitico – ovalado, base e membro assimétrico e ápice acuminado. 

Sua cor é esverdeada nas faces adaxial e abaxial (Figura 2A e 2B), e pode ser visto que a adaxial 

é mais brilhante e mais escura que a abaxial. Possui venação proeminente em suas faces, esta é 

do tipo eucamptódroma (Figura 2C). Esses resultados assimilam-se aos perfis de Piper 

crassinervium H. B & K e Piper gaudichaudianum Kuntze, descritas por Albiero et al. (2005a, 

2006), e assimilam-se aos perfis de Piper descritos por Gogosz et al. (2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: GUESDON, I. R.; CAMPOS, I. D. 2018. 

As folhas possuem estômatos localizados na epiderme inferior; tricomas glandulares, 

revestidos por cutícula lisa (Figura 3D). Hipoderme em ambas as faces.  

Possui idioblastos secretores (Figura 3E). Eles apresentam forma elíptica e esférica, 

distribuem-se pelo mesófilo, em geral, no parênquima clorofiliano na nervura central. Eles 

ainda podem ser visualizados nos ramos vasculares das folhas. Os testes histoquímicos da tabela 

1, indicam que os idioblastos são ricos em lipídeos totais/ óleos essenciais. 
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Figura 2 - Vista frontal da epiderme da lâmina foliar de Piper callosum Ruiz & Pav.: (A) Face adaxial; (B) Face 
abaxial; (C) Venação da folha de P. callosum 



 
 

 

  O mesófilo é dorsiventral, composto pelo parênquima paliçadico, na face adaxial, e por 

parênquima lacunoso, na face abaxial. E nele, também estão localizados os óleos essenciais. 

Todos esses resultados corroboram com o perfil anatômico das folhas de Piper callosum, 

descritas por Silva et al. (2017) 

 

 

 

 

 

 

                          

 

 

 

 Fonte: GUESDON, I. R.; CAMPOS, I. D. 2018. 

Os resultados histoquímicos (Tabela 1) indicam que as folhas de P. callosum são ricas 
em compostos fenólicos e óleos essenciais, estes, por sua vez, estão acumulados nos idioblastos. 
Na Figura 3F e 3G, é possível ver o resultado do teste NADI, que indica a localização dos óleos 
essenciais, que são representados pela cor azul. Parmar et al. (1997), Facundo et al. (2004) e 
Andrade et al.  (2009), afirmaram que, a mistura de substâncias hidrofóbicas e hidrofílicas 
identificados na secreção, das estruturas secretoras de P. callosum está de acordo com os 
fitoconstituintes da planta. Em Piper, os idioblastos são descritos, anatomicamente, como 
estruturas secretoras oleosas (GOGOSZ, 2012; MARINHO, 2011). Esses testes reforçam os 
resultados obtidos por Silva et al. (2017). 

Tabela 1 - Resultado da análise dos testes histoquímicos para a indicação de compostos fenólicos, proteínas, 

polissacarídeos de cadeia longa e lipídeos totais/ óleos essenciais da folha de P. callosum. 

Teste Classe de metabólitos Resultados 

SFF Compostos Fenólicos + 

Azul de Coomassie Proteínas - 

PAS 
 

Polissacarídeos de cadeia 
longa 

- 

Sudan Red /NADI 
Lipídeos Totais / Óleos 

essenciais 
+ 

(+) resultado positivo, (-) resultado negativo; (SFF) Sulfato ferroso; (PAS) Reagente de Schiff; (NADI) α-naftol e 

dimetilfenileno diamina. 

 

 

F G D E 

Figura 3 - Vista das secções transversais das folhas de Piper callosum. - (D) Tricomas glandulares; (E) Idioblastos; 
(F e G) Resultados histoquímicos positivos para detecção de óleos essenciais (cor azul). 



 
 

 

6.3.  Avaliação do potencial alelopático 

Na Tabela 2 é representado o resultado da ANOVA, nela nenhum tratamento afetou o 

IVG de alface.  

Tabela 2 - Resultados da análise de variância para o extrato bruto e frações de P. callosum, usando as variáveis 

(Amostras e Concentrações) sobre o IVG, comprimento total, comprimento de hipocótilo e comprimento de 

radícula de L. sativa. 

 
Grau de 

liberdade (dF) 
Valor de F Valor de P 

IVG    
Amt. 5 0.391 0.852 
Conc. 2 0.173 0.841 
Int. (Amt + Conc) 8 0.954 0.482 
COMPRIMENTO 
TOTAL 

   

Amt. 5 4.632 0.001* 
Conc. 2 6.146 0.004* 
Int. (Amt + Conc) 8 3.310 0.004* 
COMPRIMENTO 
HIPOCÓTILO 

   

Amt. 5 5.955   0.0002* 
Conc. 2 5.956 0.005* 
Int. (Amt + Conc) 8 3.452 0.003* 
COMPRIMENTO 
RADÍCULA 

   

Amt. 5 4.213 0.003* 
Conc. 2 3.957 0.026* 
Int. (Amt + Conc) 8 2.416 0.03* 

Nota: (*): Houve diferença significativa, quando comparado ao controle negativo; Fórmulas mais altas indicam 
correlação mais forte. IVG: Índice de Velocidade de Germinação; Amt: Amostra; Conc: Concentração; Int: 
Interação. 
 

Na figura 4A é possível analisar os resultados obtidos para o comprimento total das 

sementes de alface, em que a FAC a 250 µg/ mL e  FCLO a 250 µg/ mL e a 500 µg/ mL, tiveram 

o melhor resultado de efeito alelopático (p = 0.03; p = 0.004; p = 0.017, respectivamente), 

quando comparado ao controle negativo.  

Na figura 4B são analisados os resultados obtidos para o hipocótilo das sementes de 

alface, em que as frações de FAC a 250 µg/ mL, FCLO a 250 µg/ mL e a 500 µg/ mL, exibiram 

melhor resultado (p = 0.015; p = 0.004; p = 0.003, respectivamente) quando comparado ao 

controle negativo. O valor de F para o teste de crescimento total e hipocótilo sobre as sementes 

de alface, demostra que o aumento da concentração acaba por promover a inibição do 

comprimento total e hipocótilo das plântulas, o que indica que diferentes metabólitos podem 

ser os responsáveis pela atividade. 



 
 

 

Na Figura 4C, são analisados os resultados obtidos para a radícula das sementes de 

alface, é possível notar que FCLO a 250 μg/ mL teve o menor valor de crescimento e 

diminuíram o comprimento da radícula de alface (p = 0.039), quando comparado ao controle. 

De acordo com o valor de F, das radículas, na tabela 2, a inibição da radícula, está associada 

mais a concentração do que a composição química da amostra (extrato e frações) analisadas. 

Isso indica que a interação entre amostra e concentração pode ser física, por mudanças tanto na 

osmolaridade, quanto na difusão do meio, não sendo relacionada aos compostos aleloquímicos, 

como no comprimento total e hipocótilo.  

Figura 4 - Resultados de crescimento e germinação de alface submetidos a diferentes concentrações de extrato 

bruto e frações. (A) Comprimento Total; (B) Tamanho do Hipocótilo; (C) Tamanho da Radícula 

 

  

A B 



 
 

 

 

Fonte: CAMPOS, I. D. 2018. 

Para cebola, na tabela 3, é possível observar, a partir do valor de F, que as 

concentrações testadas afetam mais o crescimento das sementes, do que amostras. Isto se deve 

ao fato de que a FHEX é rica em fenois, e a FEB é rica em terpenos, que são moléculas de baixo 

molecular, e convertem as soluções em hipotônicas. Todas as concentrações estimularam o 

crescimento do hipocótilo das sementes de cebola. De acordo com a tabela 3, foi possível notar 

que a interação entre amostras e concentração instilaram nesse fator. No entanto, a convergência 

assemelha-se mais ao aumento da concentração de que a composição química da planta, 

atribuindo a compreensão que os compostos apolares são mais eficazes quando comparado aos 

polares, não obstante, os compostos polares exibiram melhor resultado para as sementes de 

alface, sendo esta, por sua vez, uma dicotiledônea, e a cebola uma monocotiledônea.   
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Tabela 3 - Resultados da análise de variância para extrato bruto e frações de P. callosum, usando as variáveis 

(Amostras e Concentrações) sobre o IVG, comprimento total, comprimento de hipocótilo e comprimento de 

radícula de A. cepa. 

 
Grau de 

liberdade (dF) 
Valor de F Valor de P 

IVG    
Amt. 5 9.918 1.47e-06* 
Conc. 2 1.260 0.293 
Int. (Amt + Conc) 8 0.835 0.576 
COMPRIMENTO 
TOTAL 

   

Amt. 5 16.58 1.74e-09* 
Conc. 2 16.98 2.65e-06* 
Int. (Amt + Conc) 8 3.15 0.006* 
COMPRIMENTO 
HIPOCÓTILO 

   

Amt. 5 102.277 < 2e-16* 
Conc. 2 5.166 0.009* 
Int. (Amt + Conc) 8 1.113 0.371 
COMPRIMENTO 
RADÍCULA 

   

Amt. 5 14.406 1.29e-08* 
Conc. 2 8.833 0.0005* 
Int. (Amt + Conc) 8 1.030 0.427 

Nota: (*) Houve diferença significativa, quando comparado ao controle negativo; Fórmulas mais altas indicam 
correlação mais forte. IVG: Índice de Velocidade de Germinação; Amt: Amostra; Conc: Concentração; Int: 
Interação. 
 
Figura 5 - Resultado de crescimento e germinação de cebola submetidos a diferentes concentrações de extrato 
bruto e frações. (A) Índice de Velocidade de Germinação; (B) Comprimento Total; (C) Tamanho do Hipocótilo; 
(D) Tamanho da Radícula. 
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Fonte: CAMPOS, I. D. 2018. 

 

Em relação ao IVG das sementes de cebola (Figura 5A), a FREM a 500 µg/mL afetou 

a velocidade de germinação das sementes (p <0,001), quando comparada ao controle. De acordo 

com o valor de F, da tabela 3, percebe-se que a amostra apresenta uma interferência maior, 

quando testadas nas sementes de cebola, quando comparada ao valor de F da concentração. 

Na Figura 5B, no que se refere ao comprimento total das sementes de cebola, as frações 

de FAC a 500 μg/mL, FCLO a 500 μg/mL e FEB a 250 μg/mL, expressaram o melhor resultado 

(todas as frações tiveram o p <0,001) quando avaliadas comparativamente ao controle negativo. 

Na Figura 5C, no que se refere a hipocótilo, é possível notar que a FAC a 500 μg/mL 

foi a única fração que diferiu significativamente (p = 0.030), quando comparada ao controle 

negativo. Todas as outras concentrações estimularam o crescimento do hipocótilo. De acordo 

com a tabela 3, é possível perceber que a natureza química da amostra e as concentrações 

testadas, influenciaram nos parâmetros avaliados. Porém, a relação entre amostra e 

concentração, parece ser maior quando ocorre o aumento da concentração, em detrimento à 

natureza química, ressaltando a ideia em que os metabólitos de alta polaridade são mais eficazes 

que os de baixa polaridade. 

Na Figura 5D pode-se observar que a FHEX a 250 μg/mL e a 500 μg/mL, e a FREM 

a 250 μg/mL, dispuseram do melhor resultado (p = 0.002; p = 0.006; p <0,001, respectivamente) 

C D 



 
 

 

quando comparados ao controle negativo. De acordo com o valor de F, a composição química 

da amostra é mais pertinente e associada com a atividade visualizada. Neste caso, os metabólitos 

de baixa polaridade apresentam maior efetividade que os com maior polaridade. 

Conforme os resultados apresentados, é possível observar a relação dose-dependente 

entre IVG, crescimento e a natureza química dos extratos, pois as concentrações das amostras 

analisadas, aumentaram no IVG e no comprimento das plântulas de alface e cebola. 

Sobressaíram-se FAC a 250 µg/mL, FCLO a 250 µg/mL e a 500 µg/ mL, quando avaliados em 

relação as sementes de alface, e a fração FHEX em todas as concentrações testadas, segundo os 

parâmetros avaliados para as sementes de cebola.  

 De acordo com An et al. (1993), é assumido que alguns aleloquímicos possuem dois 

atributos, inibitório e estimulatório. Rice (1984) menciona que em baixo tratamento, os efeitos 

alelopático podem não ser inibitórios para a espécie receptora, mas sim estimulantes, em 

determinados casos.  No entanto, segundo os resultados obtidos neste trabalho, foi presenciado 

efeitos inibitórios, mesmo em concentrações baixas, e que em certos casos, essas mesmas 

concentrações, se tornaram estimulantes para o crescimento do hipocótilo de L. sativa e A. cepa. 

Os resultados mostraram que independente da concentração, da espécie receptora e da planta 

em avaliação, as sementes de L. sativa, foram as que sofreram maior atividade alelopática.   

Extratos alcoólicos de capim-santo (Cymbopogon citratus (DC), tiveram efeito 

alelopático significativo no desenvolvimento da radícula das sementes de alface (Lactuca sativa 

L. cv. Simpson), porém o mesmo extrato não demonstrou potencial alelopático sobre o 

desenvolvimento do hipocótilo de alface. (FILHO et. al., 2012) 

A atividade biológica de um dado aleloquímico depende tanto da concentração como 

do limite da resposta da espécie afetada. O limite de inibição para um dado químico não é 

constante, porém está intimamente relacionado à sensibilidade da espécie receptora, aos 

processos metabólicos da planta e às condições ambientais. (SOUZA FILHO, et al., 2009). A 

maioria das substâncias alelopáticas é derivada dos compostos fenólicos, que influenciam na 

absorção de nutrientes (BOOKER et al., 1992), na atividade enzimática (DEVI e PRASAD, 

1992), nas relações hídricas (BARKOSKY e EINHILLIG, 1993), na fotossíntese e na 

respiração (HEJL et al., 1993). Entre os aleloquímicos comumente citados como responsáveis 

por causarem efeitos diretos e indiretos estão os terpenos, alcalóides, compostos fenólicos, 

esteróides, ácidos graxos de cadeia longa e lactonas insaturadas (MALHEIROS e PERES, 

2001). 

 



 
 

 

6.3.1. Teores de clorofila 

No experimento realizado para avaliar o teor de clorofila total (clorofilas a + b), 

verificou-se que não houve diferença significativa entre os tratamentos. A redução no teor de 

clorofila promove uma redução nas taxas fotossintéticas. A fotossíntese é o processo físico-

químico para o crescimento das plantas, a qual é influenciada por fatores ambientais e por 

aleloquímicos (ZHOU e YU, 2006).  

Segundo Chou (1999), certas classes de aleloquímicos interferem na fotossíntese por 

induzir mudanças no conteúdo de clorofila das plantas. Rizvi et al. (1992) citam os ácidos 

fenólicos, às cumarinas, os polifenois e os flavonoides, presentes em Piper, como os principais 

aleloquímicos responsáveis pela inibição da fotossíntese, por alterarem o transporte de elétrons 

e a fosforilação nos fotossistemas. 

6.4. Ensaio de atividade antimicrobiana 

Os resultados dos testes antibacterianos indicaram que o extrato bruto de P.callosum 

não apresentou atividade antimicrobiana para as seguintes linhagens testadas, conforme tabela 

abaixo: 

Tabela 4 - Ensaio de atividade antimicrobiana utilizando o extrato bruto das folhas de P.  callosum e clorafenicol. 

(-) não apresentou halo de inibição 

O resultado antimicrobiano do extrato das folhas de Piper callosum mostrou que essas 

folhas não possuem a atividade antimicrobiana, divergindo do gênero a que pertence. Já que, 
segundo Silva et al. (1992), este gênero é caracterizado pelas diversas atividades biológicas dos 
compostos terpênicos, dentre eles a atividade antimicrobiana.  

 Produto testado/ concentração/ tamanho do halo (cm) 

Cepas 

P. callosum 
Extrato bruto 

(FEB) 
100 mg/ mL 

Clorafenicol 
Controle positivo 

30 µg/ Ml 

Clorafenicol 
Controle negativo 

Solvente 

ATCC 25922 - 3,1 0 
ATCC 27853 - 1,8 0 
ATCC 14028 - 3,1 0 
ATCC 6538 - 3,2 0 
ATCC 12228 - 4,2 0 



 
 

 

7. CONCLUSÃO 

As características morfoanatômicas descritas para a folha, tais como, hipoestomáticas 

e elípticas, apresentam tricomas glandulares na epiderme, e com mesófilo composto por 

parênquima clorofiliano homogêneo, hipoderme em ambas as faces e idioblastos secretores que 

se distribuem pelo mesófilo, geralmente alinhados na epiderme, contribuem na identificação de 

P. callosum. Apresenta resultados histoquímicos positivos para compostos fenólicos e lipídeos 

totais. Conclui-se também que a fração FAC, em todas as concentrações, interferiu na 

germinação, IVG e crescimento inicial das plântulas de alface e cebola. O extrato de P. callosum 

não possui atividade antimicrobiana sobre as cepas testadas.  
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