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RESUMO 

 

Peperomia blanda é uma erva rupestre, pequena que cresce em fendas de rochas, nesta 
espécie foi verificada a presença de componentes voláteis, associações de lignanas, 
flavonóides, entre outros compostos. Com o objetivo de determinar o potencial 
biológico de P. blanda, foi estudada a atividade antibacteriana e antioxidante de 
extratos, frações e substâncias isoladas de suas partes aéreas e raízes, obtidas por 
maceração a frio. Para determinação da atividade antibacteriana foram utilizadas as 
técnicas de difusão em agar e microdiluição contra cepas Gram-positivas e Gram-
negativas. Para determinação do potencial antioxidante foram realizados os ensaios 
espectrofotométricos: radical ABTS.+, HOCl, taurina-cloramina e ânion superóxido 
(O2

●-),  utilizando como padrões a quercetina e cisteína. Na técnica de difusão em agar, 
100µL de suspensão bacteriana a concentração de 108 UFC/mL foram semeadas em 
agar Muller-Hinton com alça de Drigalski. Discos de papel com 10 mm de diâmetros 
embebidos com 25µL das amostras vegetais foram dispostos na superfície dessas 
placas. Após incubação a 37ºC por 24 horas em aerobiose foram feitas as leituras dos 
halos de inibição de crescimento ao redor dos discos, medidos em milímetros. No teste 
de microdiluição os orifícios das microplacas foram preenchidos com 80µL de caldo de 
Muller-Hinton, 100µL de soluções da amostra vegetal diluída seriadamente de 1000 a 
12,5µg/mL e 20µL da cultura bacteriana a concentração de 107 células/mL. As 
microplacas foram incubadas a 37ºC durante 24 horas sob condições de aerobiose e 
posteriormente determinada a leitura da absorbância em leitor de microplaca a 595nm. 
As amostras vegetais não apresentaram atividade contra nenhuma das bactérias testadas 
pelo método de difusão em agar. Nos ensaios de microdiluição as amostras 
apresentaram os melhores resultados contra S. aureus, sendo que os policetídeos com 
CIM = 87,5 µg/mL, lignanas com CIM = 175 µg/mL e flavonóides com CIM > 350 
µg/mL. Como controles foram utilizados ciprofloxacino a 35µg/mL e DMSO a 5%. 
Para atividade antioxidante a fração diclorometânica apresentou IC50 de 7,47 µg/mL, 
27,38µg/mL e 77,34µg/mL para radical ABTS.+, HOCl e taurina-cloramina 
respectivamente. Estes resultados indicam que P. blanda contém compostos com 
atividade em relação as bactérias testadas, antibacteriana, e antioxidante o que torna 
relevante a continuidade dos estudos na determinação das propriedades biológicas nesta 
espécie vegetal. 
 
Palavras-chave: Peperomia blanda, difusão em ágar, microdiluição, antioxidante 
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ABSTRACT 
 
 
The species of Peperomia blanda is a perennial herb, which grows in small rocks 
crevices that showed the presence of volatile components, associations of lignans, 
flavonoids and other compounds. In order to determine the biological potential of P. 
blanda, we studied the antibacterial and antioxidant activity of extracts, fractions and 
compounds isolated from its aerial parts and roots, obtained by cold maceration. For 
determination the antibacterial activity was used agar diffusion and microdilution 
against strains Gram-positive and Gram-negative. For determination of antioxidant 
potential were performed spectrophotometric assay: ABTS+ radical, HOCl, 
taurinecloroamine and superoxide anions (O2

●-), using quercetin and cysteine as 
standards. In agar diffusion assay, 100 µL of bacterial suspension in the concentration 
of 108 CFU/mL were placed on Mueller-Hinton agar with Drigalski. Paper disks with 10 
mm in diameter embededd with 25µL samples of vegetables were placed on the surface 
of these plates. After incubation at 37°C for 24 hours under aerobic conditions were 
made the readings of the halos of growth inhibition around the disks, measured in 
millimeters. In the microdilution assay of the microdilutions were filled with 80µL 
broth Muller-Hinton, 100 µL of the solution plant sample serially diluted from 1000 to 
12.5 µg/mL and 20µL of bacterial culture concentration of 107 cells/mL. The 
microplates were incubated at 37°C for 24 hours under aerobic conditions and thereafter 
determined reading the absorbance in a microplate reader 595nm.The plant samples did 
not show any activity against the bacteria tested using agar diffusion. Microdilution 
bioassay the samples showed the best results against S. aureus, and the polyketides with 
MIC = 87.5 µg/mL, lignans with MIC = 175 µg/mL and flavonoids with MIC > 350 
µg/mL. As controls were used to ciprofloxacin 35µg/mL and DMSO 5%. For 
antioxidant activity dichlorometanic fraction showed IC50 of 7.47, 27.38 and 77.34 µg / 
mL for radical ABTS.+, and HOCl taurinacloroamina respectively. These results 
indicate that P. blanda contains compounds with antibacterial and antioxidant making it 
relevant for further study in determining the biological properties of this plant species. 
 
 
Key words: Peperomia blanda, agar diffusion, microdilution, antioxidant 
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1 - Introdução  

 

Historicamente, as plantas vêm sendo utilizadas pela humanidade na 

medicina tradicional desde o início de nossa civilização. Após a identificação de 

espécies e de gêneros que se adequavam ao uso medicinal, surgiram as técnicas 

de extração, secagem das folhas e raízes, trituração de sementes e técnicas de 

conservação que configuraram um corpo teórico-prático do conhecimento que 

constituía a medicina do homem primitivo. Esse processo foi lento e longo, no 

qual a intuição aliada ao ensaio, vagarosamente converteu a experiência do saber 

em memória coletiva (GOTTLIEB & KAPLAN, 1993). 

Os componentes da biodiversidade podem fornecer uma ampla gama de 

produto de origem econômica, dentre eles destacam-se os fitoterápicos e os 

fitofármacos, originados de recursos genéticos vegetais (SIMÕES et al., 2000).  

Apesar da ênfase dada nas pesquisas iniciais em fármacos sintéticos, certo 

interesse em plantas medicinais tem renascido em parte devido ao fato de muitos 

fármacos sintéticos serem potencialmente tóxicos e não estão livres dos efeitos 

secundários no paciente (MAREGESI et al., 2008). 

Plantas medicinais são bem conhecidas como fontes naturais para o 

tratamento de várias doenças desde a antiguidade. Mais de 20.000 espécies de 

plantas usadas para propostas medicinais são relatados pela organização mundial 

da saúde (OMS) (GULLECE et al., 2006). Produtos naturais, composto puro ou 

como extratos de plantas padronizados, promovem oportunidades sem limites 

para condução de novos fármacos, devido à disponibilidade inigualável da 

diversidade química (COS et al., 2006).  

No passado, a fitoterapia era mais adotada pela população carente, devido 

à fácil disponibilidade e menores custos. Atualmente, o uso de plantas como uma 

fonte de medicamentos é predominante em países em desenvolvimento como 

uma solução alternativa para problemas de saúde e está bem estabelecido em 

algumas culturas e tradições, especialmente na Ásia, América Latina e África 

(DUARTE et al., 2007). 
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Substâncias químicas, derivadas de espécies de plantas diferentes, podem ser 

consideradas como drogas importantes. Exemplos bem conhecidos desta estratégia 

incluem os glicosídeos cardiotônicos de Digitalis purpurea, os anti-hipertensivos e 

agentes tranquilizantes como reserpina da espécie indiana Rauvolfia serpentina, o 

antimalárico quinina isolados de Chincona spp (NEWMAN, 2000), e o extrato de 

Kava-kava, como é conhecida a Piper methyticum, como medicamento ansiolítico 

(RICE - EVANS, 1996). 

Piper nigrum (pimenta preta), cujos frutos constituem um dos mais 

importantes e utilizados condimentos do mundo, é conhecida por apresentar 

atividade antifúngica devido a presença de lactonas, terpenóides, alcalóides e 

saponinas (COWAN, 1999). 

Nos dias de hoje, embora o foco da indústria farmacêutica seja a síntese 

combinatória, a química de produtos naturais continua sendo a base para 

investigação de novas drogas (PHILLIPSON, 2001; ORTHOLAND, 2004). O 

potencial risco de intoxicações justifica cuidados especiais na preparação e consumo 

de plantas medicinais. A obediência as dosagens prescritas e o cuidado na 

identificação precisa do material utilizado podem evitar uma série de acidentes 

(LORENZI et al., 2002). 

As plantas medicinais podem ser utilizadas como misturas complexas, 

contendo todos os constituintes presentes no vegetal, extraídos sob a forma de 

infusão, óleos essenciais, tinturas e extratos, ou podem ainda ser utilizadas também 

para fornecer os princípios ativos quimicamente puros. A atividade farmacológica 

apresentada por uma planta é, portanto, resultado da ação de uma substância natural 

ou de várias substâncias presentes nos fitoterápicos (CARBONEZI, 1998). Tais 

substâncias são quimicamente muito variadas como, por exemplo: isoflavonóides, 

amidas, cumarinas, poliacetilenos contra fungos, terpenos e flavomóides contra 

insetos e bactérias, alcalóides tóxicos que agem como defesa contra herbívoros 

(COWAN, 1999).  

No Brasil existe uma flora bastante diversificada, em toda a sua extensão, 

com vegetações de diferentes características e cujos princípios ativos são 

desconhecidos. De um modo geral, as matas nativas são as maiores representações 

da riqueza de espécies da flora brasileira. O âmbito dessa extensão continental 
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abrange desde regiões equatoriais ao norte até áreas extratropicais ao sul, 

diferenciadas climática e geomorfologicamente, com uma extraordinária diversidade 

ecológica (NAPOLITANO et al., 2005). A magnitude da biodiversidade brasileira 

não é conhecida com precisão tal sua complexidade, estimando-se a existência de 

mais de dois milhões de espécies distintas de plantas, animais e micro-organismos 

(GUERRA e NODARI, 2003). 
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2. Revisão Bibliográfica 

2.1 – Piperaceae 

 

A família Piperaceae pertence à ordem Piperales, que é considerada 

como uma das mais primitivas plantas tropicais e subtropicais entre as 

Angiospermas. Esta família compreende 14 gêneros e aproximadamente 1950 

espécies, sendo que os predominantes da América do Sul são: Piper, 

Potomorphe, Sarcorhachis, Trianoeopiper e Peperomia (TAYLOR & HICKEY, 

1992). 

No Brasil, a família Piperaceae é representada por cinco gêneros, sendo 

que a maioria desses exemplares são arbustos ou trepadeiras, e raramente são 

árvores. Os principais componentes desta família são os fenilpropanóides 

(VELOZO et al., 2006; FELIPPE et al., 2008), lignanas (MONACHE & 

COMPAGNONE, 1996), alcalóides (DODSON et al., 2000), acido benzóico e 

derivados (BERGAMO et al., 2005; MORANDIM et al., 2005). 

Espécies de Piperaceae é bastante utilizada na alimentação, em 

inseticidas (NAVICKIENE et al., 2003), e também na medicina tradicional 

devido ao acúmulo de diferentes classes de metabólitos biologicamente ativos, 

tais como as amidas (NAVICKIENE et al., 2000), substâncias de baixo peso 

molecular, pironas e flavonóides (DANELUTTE et al., 2003; VELOZO et al., 

2009), fenilpropanóides e cromenos (BALDOQUI et al., 1999; LAGO et al., 

2004, MORANDIM et al., 2005; VELOZO et al., 2006), lignóides (MARTINS 

et al., 2003, FELIPPE et al., 2008) e outros metabólitos de biossíntese mista. 

O gênero Piper é composto por aproximadamente 1000 espécies de 

vegetação característica, sendo frequentemente encontrados como vegetação 

secundária de florestas tropicais das Américas e Ásia. A maioria das espécies são 

arbustos de crescimento rápido e muitos deles apresentam conhecidas atividades 

antiséptica, inseticida e antimicrobiana (NAVICKIENE et al., 2006; DE 

MORAIS et al., 2007; FAZOLIN et al., 2007; DUARTE et al., 2007). Do ponto 

de vista fitoquímico tem sido detectado quantidades razoáveis de safrol, dilapiol, 
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miristicino e derivados similares a metilenodioxifenil nestas espécies vegetais, 

como compostos bioativos (GUERRINI et al., 2009). 

Uma investigação de algumas espécies, tais como, P. aduncum 

(BALDOQUI et al., 1999) e P. hispidum (ALÉCIO et al., 1998), foram isolados 

derivados do ácido benzóico e amido pirrolidona e identificado como composto 

citotóxico e antifúngico respectivamente (MARTINS et al., 2000). 

Segundo GUERRINI et al, (2009), óleos essenciais isolados de P. 

aduncum e P. obliqum apresentaram atividade contra bactérias Gam-positivas e 

negativas, sendo a melhor atividade obtida frente a E.coli com concentração 

inibitória mínima (CIM)= 230µg/mL. Nenhum dos óleos essenciais foram ativos 

nos ensaios de scavenger de ABTS●
+ 

(2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico) e DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazila) na concentração de 20 µg/mL. 

A espécie Piper betle é conhecida por apresentar atividade 

antimicrobiana in vitro e in vivo, e pomadas preparadas com extratos de folhas 

preveniram o crescimento de S. aureus, Estreptococcus β – hemolítoco do grupo 

A e dermatófitos (WIROTESANGTHONG et al, 2008). Chás preparados a partir 

das folhas de Piper betle apresentaram atividade antioxidante contra os radicais 

DPPH, hidroxil (-●OH) e superóxido (O2
●-), com capacidade antioxidante total 

equivalente ao ácido ascórbico e ácido gálico. (DASGUPTA & DE BRATATI, 

2004). 

HOLETZ et al., (2002) em uma pesquisa de plantas medicinais 

brasileiras relataram atividade antimicrobiana do extrato aquoso-etanólico das 

folhas de Piper regnelli contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida 

krusei e Candida tropicalis. Além disso, PESSINI et al., (2003) avaliando a 

atividade antibacteriana das fração  hexânicas e clorofórmicas das folhas de 

Piper regnelli, demonstraram boa atividade contra bactérias Gram-positivas e 

baixa atividades contra bactérias Gram-negativas. Já as frações de acetona, 

metanol (MeOH), MeOH/água e clorofórmio/ acetato de etila (AcOEt), não 

apresentaram nenhuma atividade tanto para as Gram-positivas quanto para as 

Gram-negativas.  
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MAREGESI et al., (2008) encontraram forte atividade contra bactérias 

Gram-positivas, principalmente Bacillus cereus e Staphylococcus aureus em 

extratos n-hexano da casca da raiz de Elaeodendron achlechteranum. 

LOPEZ et al., (2001) verificaram atividade antimicrobiana de extratos 

metanólicos das folhas de P. lanceafolium, plantas colombianas, contra Candida 

albicans, Klebsiella pneumoniae, Enterococus faecalis, Mycobacterium phlei, 

Bacillus subtilis, e Staphylococcus aureus com significantes zonas de inibição. 

 

2.1.1 – Gênero Peperomia  

 

Por apresentar uma folhagem vistosa, as espécies da Peperomia são 

utilizadas como plantas ornamentais. As folhas são também amplamente 

utilizadas na medicina para tratamento de inflamações, asma, úlceras gástrica, 

por suas atividades analgésica, fungicida e antibacteriana (ARRIGONI-BLANK 

et al., 2004). 

O gênero Peperomia representa um dos gêneros mais importantes da 

família Piperaceae. Possui 3100 espécies, sendo que 710 são epífitas (ZOGHBI 

et al., 2005). A maioria das espécies de Peperomia apresenta folhas providas de 

tecido especializado em reservar água, e essa alta capacidade de armazenar água 

possibilita sobrevida nos períodos de seca, dos quais espécies de hábitos 

epifíticos são submetidas com frequência (TAKEMORI et al., 2003). Dentre as 

várias espécies pertencentes a este gênero, Peperomia blanda vem sendo 

estudada quanto a sua composição química e característica biológica.  

Algumas atividades biológicas foram encontradas em compostos isolados 

do gênero de Peperomia. Como a presença de fenóis com atividade 

antiparasitária de P. galioides (MAHIOU et al., 1995, 1996), e extratos das 

partes aéreas de P. pellucida com atividade analgésica em camundongos 

(AZIBA et al., 2001).    

Peperomia blanda conhecida como erva jaboti (VELOZO, 2009), é uma 

erva rupestre, tomentosa, pequena que cresce em fendas de rochas (Figura 1). 

São encontradas nas Antilhas e na América do Sul, e no Brasil é encontrado nos 
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estados de Roraima, Goiás (Brasília - DF), Ceará, Minas Gerais, Rio de Janeiro, 

São Paulo e Rio Grande do Sul (GUIMARÃES & GIORDANO, 2004). Estudos 

químicos com esta espécie demonstram a presença de componentes voláteis 

(GUERRINI et al., 2009), bem como a associação de lignanas com atividade 

antiprotozoária (MARTINS et al, 2003) e cromenos isolados com atividade 

antifúngica e antitumoral (BALDOQUI et al., 1999; LAGO et al., 2004; 

VELOZO et al., 2006). Esta espécie também tem sido exaustivamente 

investigada com fonte de novos produtos como potencial antimicrobiano e 

atividades inseticidas (MIN et al., 2004; KONISHI et al., 2005; SACCHETTI et 

al., 2005). 

 

 
                                                                                              http://upload.wikimedia.org 

Figura 1: Peperomia blanda 

 

Investigações fitoquímicas anteriores em diferentes espécies de 

Peperomia tem mostrado a presença de flavonóides (AQUIL et al., 1993; 

VELOZO et al., 2009), derivados benzopiranos (SEERAM et al., 1998; 

SALAZAR et al., 2005), secolignanas (MONACHE & COMPAGNONE, 1996; 

GOVINDACHARI et al., 1998), terpenos, arilpropanóides, compostos fenólicos 

(BAYMA et al., 2000; LI et al., 2003) e óleos essenciais (SILVA et al., 1999; 

ZOGHBI et al., 2005). 

Significantes atividades têm sido relatadas para os derivados de lignanas 

isoladas das Piperaceae (MARTINS et al., 2003; LUIZE et al., 2006). Em 
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estudos precedentes com extratos de média polaridade de partes aéreas de 

Peperomia blanda foram encontrados flavonóides e lignanas tetraidrofurâncias 

(FELIPPE et al., 2008), esta primeiramente isolada de Litsea grandis 

(HOLLOWAY & SCHEINMANN, 1974) e Peperomia sui (CHENG et al.,2003) 

que apresentam atividade biológica frente às formas tripomastigotas (LOPES et 

al., 1998) e epimastigota de cepa Y (FELIPPE et al., 2008) de Trypanosoma 

cruzi. 

Dois novos flavonóides isolados por VELOZO et al., (2009) de 

Peperomia blanda, são exemplo de C – glicosil flavona, uma classe de 

compostos raramente encontrados em plantas da família Piperaceae, que 

usualmente produzem flavonóides não glicosídicos e O – glicosídicos.  

 

2.2 – Metabólitos secundários  

 

As plantas medicinais possuem uma ilimitada habilidade para sintetizar 

metabólitos secundários, sendo estes uma grande fonte de possíveis fármacos devido 

à diversidade de moléculas com as mais variadas estruturas e propriedades químicas 

(HOSTETTMANN et al., 2003). Durante muito tempo, os metabólitos secundários 

foram considerados como produtos de excreção vegetal, com estruturas químicas e, 

algumas vezes, propriedades biológicas interessantes. Atualmente, entretanto, sabe-

se que muitas destas substâncias estão diretamente envolvidas nos mecanismos que 

permitem a adequação do produtor ao seu meio (SIMÕES, 2004). Em muitos casos, 

estas substâncias fitoquímicas servem como mecanismos de defesa da planta contra 

micro-organismos, insetos e herbívoros, proteção contra raios ultra violeta (UV) e 

para atrair polinizadores ou animais dispersores de sementes, entre outros. 

(SIMÕES, 2004).  

O metabolismo secundário de plantas pode variar consideravelmente 

dependendo de vários fatores que apresentam correlações entre si e não atuam 

isoladamente, podendo influenciar em conjunto no metabolismo secundário, como 

por exemplo, sazonalidade, índice pluviométrico, temperatura e altitude, entre 

outros (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Em geral os extratos de plantas contêm 

baixas concentrações de compostos ativos e um elevado número de compostos 
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promissores, requerendo o uso de bioensaios sensíveis para avaliar uma ampla 

variedade química e pequenas quantidades de amostras. Estes ensaios devem ser 

simples, reprodutíveis, rápidos e de baixo custo (SOUZA BRITO, 1996).  

 

2.2.1 – Lignanas 

 

As lignóides são substâncias que se depositam nas paredes das células 

vegetais, conferindo rigidez. Representam de 15-35% da matéria seca dos 

troncos de gimnospermas e angiospermas arborescentes. São macromoléculas, 

polímeros de unidades básicas C6 – C3, abrangendo, usualmente muitas 

unidades fenilpropânicas. Mais de 500 lignóides estão relatados na literatura. 

Deste total 90% pertencem ao grupo das lignanas e neolignanas (SIMÕES, 

2003).  

Os lignóides subdividem-se em lignanas que são dímeros formados 

através do acoplamento oxidativo de álcool cinamílico entre si ou destes com 

acido cimâmico; neolignanas que são dímeros oxidativos de alil fenóis e de 

propil fenóis, entre si ou cruzados e não apresentam carbono gama (Cγ); 

oligolignóides que são os oligômeros de lignóides, ou seja, os produtos 

resultantes de condensação de três a cinco unidades fenilpropanoídicas. 

O caminho biossintético dos arilpropanóides, precursores primários dos 

lignóides, desenvolvem-se a partir da fenilalanina ou da tirosina, pela via 

redutora, que envolve a formação de ácido cinâmico, adeído cinâmico e alcoois 

cinamílicos (SIMÕES, 2003). 

 

2.2.2 – Policetídeos  

 

A via do acetato-malonato é uma das seqüências reacionais que conduz à 

produção de substâncias com estruturas moleculares contendo anéis aromáticos. 

Policetídeos, substâncias formadas pela condensação de uma unidade de acetil-CoA 

como iniciadora do processo biossintético e várias unidades de malonil-CoA para 

alongamento da cadeia, dominam a aleloquímica (JUNIOR, 2002).  
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Organismos são sujeitos a ataque por predadores e podem produzir 

substâncias aleloquímicas para sua proteção. Algas, por exemplo, contêm 

policetídeos e sesquiterpenóides defensivos. Os primeiros são gerados pela 

condensação de unidades acetato, um processo do metabolismo primário que leva 

principalmente a ácidos graxos (JUNIOR, 2002; SATA, 2005). 

Esponjas do gênero Plakortis têm provado serem uma rica fonte de 

policetídeos. Estes compostos têm mostrado um amplo espectro de atividades 

biológicas tais como antibacteriana, leishmanicida e citotóxica (SATA, 2005).  

Outros produtos naturais marinhos têm apresentado atividade farmacológica, 

incluindo acetogeninas, policetídeos, terpenos, alcalóides, peptídeos e metabólitos 

de origem biossintética mista (PINTO, 2002). 

 

2.2.3 – Flavonóides 

 

Os flavonóides pertencem a uma ampla classe de compostos fenólicos de 

baixo peso molecular, derivados de benzo-g-pironas (HEIM et al., 2002). Os 

flavonóides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropanóides, constituem uma 

importante classe de polifenóis, presentes em relativa abundância entre os 

metabólitos secundários de vegetais (Figura 2). Entretanto esta definição levando 

em conta somente a estrutura química não é apropriada, uma vez que existem 

compostos contendo hidroxilas fenólicas, que fazem parte de outras classes de 

metabólitos. Os flavonóides representam um dos grupos fenólicos mais importantes 

e diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos e 

amplamente distribuída no reino vegetal (SIMÕES, 2004).  As principais categorias 

estruturais gerais são as flavonas, as flavanonas, os flavonóis, as antocianidinas e as 

isoflavonas, em alguns casos o anel heterocíclico de seis membros é substituídos por 

um anel de cinco (auronas) ou aparece uma forma isomérica de cadeia aberta 

(chalconas). (ROBBERS, 1997).   
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Figura 2: Estrutura básica dos flavonóides. 

 

Os flavonóides apresentam propensão em inibir radicais livres devido suas 

estruturas químicas, baseadas em seu núcleos, posições e tipos de substituintes que 

influenciam na atividade antioxidante (HEIM et al., 2002).  São conhecidos por 

exercerem uma infinidade de propriedades biológicas como antimicrobiana, 

antiviral, anti-inflamatória, analgésica e antiúlcera (SIMOES, 2003). 

Os flavonóides de origem natural apresentam-se, frequentemente, 

oxigenados e um grande número ocorre conjugado com açúcares. Os encontrados 

nas folhas dos vegetais podem ser diferentes daquelas presentes nas flores, nos 

caule, raízes ou frutos, o mesmo composto ainda ocorre em diferentes 

concentrações, dependendo do órgão vegetal em que se encontra (SIMÕES, 2003). 

 

Tabela 1: Metabólitos secundários isolados de espécies de Peperomia. 

 

Classe Estrutura Espécie Referência 

Flavonóide 

OOH

OH O

O

 

acacetina 
 

Peperomia 

pellucida 

AQUIL  et al., 

1993 

Secolignana 

O O
H

H

O

O

O

O

 

peperomina A 

Peperomia 

glabella 

MONACHE & 

COMPAGNONE, 

1996 
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Policetídeo 

O H

O

O H

C H 3

O

 

proctoriona B 

Peperomia 

proctorii  

SEERAM et al., 

2000 

Cromeno O

H3CO

O

HO  

metil 7-hidroxi-5- metil-2,2-dimetil-2H-1-

cromeno-6-carboxilado 

Peperomia 

villipetiola 

SALAZAR et al., 

2005 

Lignana 

tetraidrofurânica 

O

O O

AcO

OH

O

O

O

O

 

7,7’-bis(5-metoxi-3,4-metilenodioxifenil)-8-

acetoximetil-8’-hidroximetiltetraidrofuranica 

Peperomia 

dindygulensis 
WU et al., 2005 

Lignana 

tetraidrofurânica 

O

OCH 3H 3 CO

O

O

O

O

1

1
23

4

5
6

7

8

9 9 '

8 '

7 ' 1 '

6 '

5 '

4 '
3 '

2 '

  

rel-(7R,8S,7’S,8’S)-4,5,4’,5’-dimetilenodioxi-

3,3’-dimetoxi-7,7’-epoxilignana 

Peperomia 

blanda 

FELIPPE et al., 

2008 

Seco-lignana 

O

O

O

O

O

O

H 3 CO

H 3 CO

H

H

H

6

12
3 4

5

6

1 '

2 '
3 '

4 '

5 '
6 '

1 ' '
2 ' '

3 ' '
4 ' '

5 ' '

6 ' '

 

(2R,3S)2-metil-3-[bis(3’,4’-metilenodioxi-5’-

metoxifenil)metil]butirolactona 

Peperomia 

blanda 

FELIPPE et al., 

2008 

Flavona 

O

OO H

H 3 CO

OCH 3

OCH 3

OCH 3

8

1
2

34
1 05

6

7
8

9
1 '

2 '
3 '

4 '

6 '
5 '

 

5-hidroxi-3’,4’,7,8-tetrametoxiflavona 

Peperomia 

blanda 

FELIPPE et al., 

2008 
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2.3 – Atividade antimicrobiana 

 

Diversos métodos laboratoriais são empregados na determinação da 

atividade antimicrobiana “in vitro”, sendo aplicados como triagem de novas 

substâncias biativas. 

A técnica de difusão em ágar é bastante utilizada, com pequenas 

variações na metodologia, sendo considerada de fácil execução, reprodutível e 

permite a experimentação de diversas concentrações das substâncias-teste em 

uma mesma placa. (NCCLS – M2 A8, 2003; COWAN, 1999; NETO et al., 2002; 

MORAIS, 2006). 

Métodos de diluição em meio líquido também são comumente utilizados 

na avaliação da atividade antimicrobiana de compostos químicos. A prova de 

sensibilidade por este método foi uma das primeiras a serem desenvolvidas, 

servindo ainda hoje como método de referência (NCCLS – M7 A6, 2003; 

LANGFIELD, 2004). 

Ambas as técnicas de difusão em ágar e diluição em tubos, requerem 

grande quantidade de substâncias-teste, o que restringe grandemente a sua 

utilização em bioensaio para compostos antimicrobianos uma vez que os 

produtos naturais na grande maioria das vezes são extraídos em pequenas 

quantidades. 

Segundo diversos autores a técnica alternativa mais amplamente utilizada 

em ensaios microbiológicos e a de diluição seriada de extratos em microplacas 

que permite a utilização de pequenas quantidades e/ou volumes. 

Outro aspecto vantajoso desta metodologia e a possibilidade de se utilizar 

mais de uma substância-teste, bem como diferentes micro-organismo em um 

mesmo ensaio. Possibilita ainda demonstrar qual a mínima concentração da 

substância a ser testada necessária para inibir o crescimento bacteriano 

(COWAN, 1999; PALOMINO et al., 2002; ELOFF, 2000; LANGFIELD, 2004; 

ALVES, 2006) 
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2.4 - Antioxidantes  

 

Os antioxidantes são compostos que impedem ou diminuem a oxidação de 

outras moléculas, inibindo a iniciação ou a propagação de reações de oxidação 

(VELIOGLU, 1998). Entre eles estão os compostos fenólicos que são antioxidantes 

primários e agem como sequestradores de radicais livres e bloqueadores de reações 

em cadeia. Eles estão largamente distribuídos na natureza, com destaque aos 

derivados dos ácidos benzóicos e cinâmico, bem como os flavonóides 

(DEGASPARI, 2004). 

O termo radical livre refere-se a um átomo ou molécula altamente reativa, 

que contêm número ímpar de elétrons em sua última camada eletrônica. É este não 

emparelhamento de elétrons da última camada que confere alta reatividade a esses 

átomos ou moléculas (HALLIWELL, 1992).  

Radical livre não é o termo correto para designar todos os agentes reativos 

potencialmente patogênicos, de origem endógena (intracelular) ou xenobióticos, 

pois nem todos apresentam elétrons desemparelhados em sua camada de valência. 

Assim podem-se denominar estes agentes, como por exemplo, aqueles que 

originam-se do metabolismo do O2, como espécies reativas do oxigênio (ERO) 

(FERREIRA & MATSUBARA 1997). 

Em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o O2 sofre 

redução tetravalente (quatro elétrons), resultando na formação de H2O. 

Normalmente, a redução completa do O2 ocorre na mitocôndria (Figura 3), durante 

esse processo também são formados intermediários reativos, como os radicais 

ânions superóxido (O2
●-), hidroperoxila (HO2

●-) e hidroxila (●OH), e espécies não 

radicalares como o peróxido de hidrogênio (H2O2). (FERREIRA & MATSUBARA 

1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 



Revisão Bibliográfica   17 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 3: Redução tetravalente do oxigênio molecular (O2) na mitocôndria 

até a formação de H2O. 
 

O H2O2 é formado por dismutação espontânea ou por ação da superóxido 

dismutase (SOD) a partir do O2
●-, a remoção do H2O2 ocorre por ação de enzimas 

antioxidantes, como a catalase. Em células como os polimorfonucelares neutrófilos 

o H2O2 reage com a enzima mieloperoxidase (MPO) originando o intermediário 

redox MPO I. Este oxida o íon cloreto (Cl -) formando o HOCl (HAMPTON et al., 

1998).  

A elevação na produção de ERO, ou deficiência na defesa antioxidante leva 

ao estresse oxidativo, na qual as espécies reativas podem produzir danos celulares, 

tais como a lipoperoxidação das membranas, havendo assim um desequilíbrio entre 

o consumo de glutationa reduzida (GHS) e a produção de glutationa oxidada 

(GSSG) (HALLIWELL, 1993).  

 

2.4.1 - Cátion radical ABTS
.
+ 

 
Um dos métodos mais utilizados para avaliar a atividade antioxidante é via a 

captura do radical ABTS●+, o qual pode ser gerado através de uma reação química, 

eletroquímica ou enzimática (Fig. 4). Com essa metodologia, pode-se medir a 

atividade de compostos de natureza hidrofílica e lipofílica (KUSKOSKI et al., 

2005). 
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Figura 4: Oxidação do ABTS pelo K2S2O8. 

 

2.4.2 - Ácido hipocloroso (HOCl) 

 

O HOCl, ou a sua forma dissociada, hipoclorito (OCl-), é um potente 

oxidante e agente microbicida, que reage com muitas biomoléculas, como proteínas, 

aminoácidos, lipídeos, ácidos nucléicos, vitaminas (JENNER et al., 2002,) tióis, 

tioesteres e ascorbato (VELLOSA, 2007) e outras ERO, tais como oxigênio singlete 

(O2
1) e radical hidroxil (-●OH). É formado pela oxidação de Cl-, catalisada pela 

MPO em presença de H2O2 (LAPENNA & CUCCURULLO, 1996; VELLOSA, 

2007). 

 

 

Figura 5: Oxidação dos íons cloreto na formação de HOCl 

 

O HOCl modifica lipoproteínas de baixa densidade (LDL). A exposição da 

LDL ao HOCl causa oxidação nos seus resíduos de triptofano e tirosina e outros 

lipídeos, contribuindo assim com o desenvolvimento da aterogênese (JERLICH et 

al, 1998). Apresenta, contudo uma ação protetora, à medida que participa do 

processo de destruição de micro-organismos, mas ao mesmo tempo pode agredir os 

tecidos, pois nem células de mamíferos nem de bactérias podem detoxicar o HOCl 

por via catalítica. (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). 

 

K2S2O8 
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2.4.3 – Taurina-cloramina (TauCl) 

 

As cloraminas são produtos da reação entre o HOCl e o grupo NH2 de 

aminoácidos (KHALIL, 2005). São oxidantes mais estáveis e menos tóxicos que o 

HOCl e “in vivo” um dos produtos desta reação e a formação de TauCl 

(TauCl)(BABIOR, 2000). 

 

 

 

Figura 6: Formação das cloraminas 

 

As Cloraminas podem ter curta ou longa duração, apresentar caráter 

lipofílico ou hidrofílico, sendo que aquelas lipofílicas de longa duração difundem-se 

através da membrana plasmática com maior facilidade, gerando danos oxidativos a 

grandes variedades de biomoléculas (LAPENNA & CUCCURULLO, 1996). As 

monocloraminas (NH2Cl) estão diretamente relacionadas com injúrias gástricas, 

observadas na presença de Helicobacter pylori, que geram elevadas quantidades de 

amônia (SUZUKI, 1992) e ativam os neutrófilos produtores de HOCl (LAPENNA 

& CUCCURULLO, 1996) os quais reagem com aminoácido taurina formando 

TauCl. 

 

2.4.4 – Radical ânion superóxido 

 

O radical superóxido (O2
●-) ocorre em quase todas as células aeróbicas e é 

produzido durante a ativação máxima de neutrófilos, monócitos, macrófagos e 

eosinófilos (HALLIWELL, 1990), é formado pela redução mono eletrônica do 

oxigênio (Figura 7). Apesar de ser considerado pouco reativo em soluções aquosas, 

tem sido descritas lesões em sistemas biológicos secundária a sistemas geradores de 

O2
●- (FERREIRA & MATSUBARA 1997). 
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O O2
●- é o mais comum e abundante na célula. Sua formação ocorre a partir 

da redução parcial do oxigênio molecular por um elétron. É um produto de cadeia 

transportadora de elétrons ou da ação de fagócitos para defesa bactericida (DIAZ et 

al, 1998).  

Um rápido aumento do metabolismo dos carboidratos pela via das pentoses 

fosfato (HENDERSON & CHAPPLE, 1996), associado a um aumento do consumo 

de O2, e sob ação da NADPH oxidase, produz o O2
●-, caracterizando o termo 

explosão oxidativa (KHALIL, 2005). 

 

 
 
Figura 7: Formação de ânions superóxidos (O2

●-) em membranas celulares. 
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3 – Justificativa 

 

As plantas têm desempenhado um papel fundamental no desenvolvimento 

de novos fármacos por muitos anos, pois elas têm sido utilizadas como fontes de 

produtos naturais biologicamente ativos. Estima-se atualmente que estes 

produtos estejam envolvidos no desenvolvimento de aproximadamente 44% de 

todas os novos fármacos prescritos (MALLAVARAPU, 2001). 

Os produtos naturais de origem vegetal constituem uma estratégia 

importante para a inovação farmacêutica e a competitividade do setor, tendo em 

vista a singularidade dessas substâncias e suas aplicações, bem como, por seu 

papel como protótipos moleculares para o desenvolvimento de novos fármacos. 

Tendo em vista que bactérias resistentes a múltiplos antimicrobianos 

representam um desafio no tratamento de infecções, é notória a necessidade de 

encontrar novas substâncias com propriedades antimicrobianas para serem 

utilizadas no combate a esses micro-organismos. Assim, apesar do grande 

número de produtos de plantas já conhecidos, a probabilidade de se identificar 

novos metabólitos bioativos de fontes vegetais apresenta-se ainda hoje 

irrevogável (OLIVEIRA & BRAGA, 2003). 

Diversos estudos botânicos, químicos, farmacológicos e ecológicos vêm 

sendo realizados, e cada vez mais demonstra-se e justifica-se a importância e o 

potencial da flora brasileira. Plantas da família Piperaceae, que são naturais do 

Bioma – Cerrado do Estado de São Paulo apresentam compostos com potencial 

atividade biológica, o que as tornam alvos potenciais para estudos. 

A caracterização biológica de substâncias puras e/ou extratos vegetais, 

com atividade antimicrobiana é de extrema relevância bem como a determinação 

de suas propriedades antioxidantes. 
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4 – Objetivos 

O objetivo do presente estudo é determinar a atividade biológica de 

plantas da espécie  Peperomia blanda (Piperaceae). Para esta caracterização 

foram realizados testes para avaliar: 

1. Atividade antibacteriana utilizando as cepas Staphylococcus 

aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli 

e Pseudomonas aeruginosa. 

2. Atividade antioxidante, utilizando como modelos o radical 

ABTS●+, o radical superóxido (O2
●-), e as espécies reativas do 

ácido hipocloroso e taurina-cloranima. 
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5 - Material e Métodos 

5.1 - Extratos vegetais 

5.1.1 - Obtenção e procedência  

 

Foram estudados os extratos brutos, quatro frações e nove substâncias 

puras, (lignanas, policetídeos e flavonóides) da planta Peperomia blanda que são 

apresentadas na Tabela 2. Obtidas e cedidas pela Profa. Dra. Maysa Furlan, 

coordenadora do laboratório Núcleo de Biossíntese, Bioensaios e Ecofisiologia 

de Produtos Naturais (NUBBE) – Instituto de Química de Araraquara – UNESP.  

As partes aéreas de Peperomia blanda foram coletadas na Reserva 

Ecológica da Ripasa, no município de Araraquara – SP, Brasil como parte da 

tese de doutorado de Lidiane Gaspareto Felippe, o qual foi identificado 

previamente pela Dra. Elsie Franklin Guimaraes, sendo que a exsicata está 

depositada no Instituto de Biociência da USP, São Paulo (Kato-547). 

 

5.1.2 - Estudo fitoquímico de Peperomia blanda 

 

As partes aéreas de Peperomia blanda foram secas em estufa a 40oC e 

trituradas em moinho pequeno. Posteriormente trituradas e submetidas à extração 

com acetato de etila, por maceração. O extrato obtido foi dissolvido em 

MeOH:H2O na proporção 8:2 e a solução obtida foi colocada em um funil de 

separação. 

Foi realizada extração líquido-líquido com hexano e a solução obtida na 

extração foi concentrada em rotaevaporador. A fração MeOH:H2O restante foi 

então extraída com CH2Cl2 e concentrada em rotaevaporador. Por último a 

fração MeOH:H2O foi extraída com AcOEt e concentrada em rotaevaporador. A 

fração hidroalcoólica foi concentrada em rotaevaporador.  

Através do estudo fitoquímico da fração CH2Cl2, a qual foi submetida a 

uma CC de sílica gel 60 de 20 cm de altura e 6 cm de diâmetro eluída com 

Hex:AcOEt, em proporções crescentes de polaridade (100% Hex → 100% 
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AcOEt), sendo coletadas 20 frações de 600 mL. As frações obtidas foram 

analisadas por CCDC utilizando como fase móvel Hex:AcOEt (1:1) e agrupadas 

de acordo com seus Rf, resultando 17 frações.  

A fração 4 foi identificada como a substância 7 previamente isolada 

(Figura 8). A fração 5 foi submetida a uma coluna de sílica de 27 cm de altura e 

4 cm de diâmetro eluída com Hex:AcOEt, em proporções crescentes de 

polaridade (100% Hex → 100% AcOEt), obtendo-se 125 frações que foram 

analisadas por CCDC utilizando como fase móvel Hex:AcOEt (6:4) e agrupadas 

de acordo com seus Rf, resultando em 13 frações. A subfração 5-3 foi 

identificada como sendo a substância 8. A subfração 5-4 foi fracionada em 

CLAE preparativo, originando 5 frações na qual a fração 5-4-1 foi identificada 

como sendo a substância 9 e a fração 5-4-5 como sendo a substância 10  e fração 

(7-49-4) como sendo as substâncias 14 e 15. Finalmente a subfração 5-6 foi 

identificada como sendo a substância 11.  

As frações 5 e 8 apresentaram precipitados amarelos, os quais foram 

separados por centrifugação e posteriormente recristalizados em metanol, sendo 

identificados respectivamente como as substâncias 12 e 13. As estruturas 

isoladas das partes aéreas de Peperomia blanda estão ilustradas na figura 8. 
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Figura 8: Estrutura das sustâncias isoladas de Peperomia blanda 
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Tabela 2: Materiais vegetais de Peperomia blanda  

 

Composto Nome/código Extrato 
Bruto 

Fração Substância 
Pura 

Massa 
(mg) 

1 Acetato de etila X   10,0 

      

2 Etanólico X   10,0 

      

3 Diclorometano  X  11,0 

      

4 Hexano  X  10,0 
      
5 Acetato de etila  X  10,0 
      

6 Hidroalcoolica  X  10,0 

      

7 
 Lignana 

tetraidrofurânica 
  X 0,7 

      

8 
Lignana 

tetraidrofurânica 
  X 0,8 

      

9 
 Lignana 

tetraidrofurânica 
  X 2,2 

      
10  Secolignanas   X 0,9 
      

11  Secolignanas   X 1,3 

      

12 Policetídeos   X 0,7 

      

13 Policetídeos   X 0,8 
      

14 Flavona   X 1,1 
      

15 Flavona    X 1,2 
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5.2 - Cepas bacterianas 

 

Foram utilizadas as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Bacillus subtilis ATCC 

19659, e as bactérias Gram-negativas Escherichia coli ATCC 25922 e 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Os estoques bacterianos foram 

mantidos a -20oC em glicerol/caldo Müller-Hinton (CMH) (v/v), até o momento 

do uso. 

 

5.3 - Avaliações da atividade antibacteriana  

5.3.1 – Difusão em ágar 

5.3.1.1 - Padronização da suspensão bacteriana 

 

A suspensão bacteriana foi padronizada adicionando-se uma cultura de 24 

horas, em tampão fosfato – salino (PBS) estéril até atingir uma turvação 

equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 108 

UFC/mL). A concentração final de bactérias foi determinada 

espectrofotometricamente estabelecendo a leitura em 0,08 a 0,10 a 625nm que 

corresponde população bacteriana de 1,5 x 108 UFC/mL.  

Posteriormente, para realização dos ensaios de diluição em microplacas 

foi realizada uma diluição 1/10 em tubo, obtendo-se uma suspensão de 

107UFC/mL (SANCHES, 2004). 

 

5.3.1.2 – Preparo das soluções contendo substâncias de referência para o 

controle positivo 

 

Foi utilizada como controle positivo a ampicilina para Staphylococcus 

aureus, vancomicina para Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis.  Foram 
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preparadas soluções de 5mg/mL (solução A: 1 mg em 200µL de água destilada), em 

seguida estas soluções foram diluídas 1/100 em água destilada (solução B: 

0,05mg/mL), e por fim as solução B foi diluída 1/10 em CMH, obtendo-se uma 

concentração final de 5 µg/mL. 

A solução de tetraciclina foi utilizada para Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa. Foi diluído 5mg em 200µL de água destilada e diluída 1/100. Esta 

solução foi diluída em CMH (1/10), obtendo uma concentração final de 5µg/mL. 

A kanamicina foi preparada da mesma maneira que os outros antibióticos, 

com uma concentração final de 10µg/mL. 

Uma solução de cloridrato de ciprofloxacino foi preparada a concentração 

final de 35µg/mL. 

 

5.3.1.3 – Desenvolvimento do teste de difusão em ágar 

 

 Semeou-se 100µL de suspensão de crescimento bacteriana, 

concentração de 108 UFC/mL em ágar Müller Hinton com alça de Drigalski. 

Discos de papel (Whatman nº1) com 6 mm de diâmetro foram embebidos com 

25µL dos extratos vegetais e/ou substâncias puras nas concentrações de 1000, 

500, 250 e 125µg/mL, bem como com 25µL dos controles positivo e negativo. 

Os discos de papel foram colocados na superfície das placas de Petri, contendo o 

inóculo. As placas foram incubadas por duas horas em geladeira para garantir a 

difusão das amostras vegetais e em seguida incubadas em aerobiose a 37oC 

durante 24 horas. Após incubação foram feitas medidas em milímetrodos halos 

de inibição formados ao redor do disco (MURRAY et al., 2007). 

 

5.4.1 - Determinação da atividade antibacteriana e concentração inibitória 

mínima (CIM) pelo método de diluição em microplacas  

Os ensaios foram desenvolvidos segundo ELLOF, 1998; NCCLS, 2003. 

O extrato bruto e as frações vegetais foram preparados inicialmente na 

concentração de 2000µg/mL em solução com 10% de DMSO (dimetilsulfóxido) 
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em CMH, as substâncias puras foram preparadas em solução estoque de 

concentração 350 µg/mL, utilizando 10% de DMSO em CMH. O teste foi 

realizado utilizando os 96 orifícios das microplacas (Figura 9). Aos poços das 

linhas de A até H das colunas 1 a 12 foram adicionados 80µL de CMH. Nas 

colunas 3 e 10, linha A a H  foram adicionados 100µL da solução-estoque do 

controle positivo e negativo, respectivamente. Aos orifícios das colunas de 4 a 9 

(divididas em duas substâncias em triplicata), linha A foram adicionados 100µL 

dos extratos vegetais, ou frações, ou substâncias puras, após homogeneização 

foram realizadas diluições sucessivas de base 2, passando 100µL de cada orifício 

até a linha H. Obtendo um volume final de 80µL nos orifícios das microplacas 

com as concentrações finais das amostras vegetais variando de 1000µg/mL a 

7,81µg/mL para os extratos e frações e de 350µg/mL a 3,81µg/mL para as 

substâncias puras.  Aos orifícios das colunas 11 e 12, linha A foram adicionados 

100µL das amostras vegetais que sendo a homogeneização idêntica aos das 

colunas 4 a 9. 

Subseqüentemente foi adicionado 20µL da suspensão bacteriana de 107 

UFC/mL em cada orifício, exceto nos orifícios da coluna 1 (branco) e nos 

orifícios de controle do extrato (colunas 11 e 12). As microplacas foram 

incubadas à 37oC por 24 horas. Cada extrato ou substância foi testado em 

triplicata na mesma microplaca. 

 

5.4.1.1 - Leitura espectrofotométrica  

 Após incubação as microplacas foram submetidas à leitura no leitor de 

microplacas a 595nm. A inibição do crescimento bacteriano foi evidenciada pela 

ausência turvação ou redução desta no meio, que pode ser demonstrada através 

das leituras das absorbâncias em 595nm. Foi considerada a CIM a menor 

concentração do extrato vegetal capaz de inibir em 90% a multiplicação das 

cepas bacterianas.  

 

 



Material e Métodos   33 

  

5.4.1.2 - Leitura utilizando resazurina  

Segundo PALOMINO et al., (2002) e MONTEJANO, (2005) a resazurina é um 

corante (fenoxazin-3-ona) indicador de óxido-reducão, que tem sido utilizado na 

determinação da atividade antibacteriana. Foram pipetados 50µL da solução de 

resazurina a concentração de 0,01% em água Milli-Q nos orifícios das microplacas que 

foram incubadas em temperatura ambiente até a mudança de coloração. A manutenção 

da cor azul nos orifícios foi interpretada como ausência de crescimento bacteriano e o 

desenvolvimento de cor rosa, como ocorrência de crescimento bacteriano. A CIM foi 

definida como a menor concentração de amostra vegetal sem a mudança de coloração 

para rosa.  

 
 

 
Figura 9: Representação esquemática da microplaca na determinação da 

atividade antibacteriana e da CIM utilizando leitura espectrofotométrica e resazurina 

como revelador. 
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5.4.2 - Determinação do potencial antioxidante  

 

Para os ensaios antioxidantes foram avaliados, além das amostras de 

vegetais, também a quercetina e cisteína (Figura 10) como agentes antioxidantes 

padrão. 

 

O

OH

OH

OH

OH

OH

O             

SH OH

O

HNH2  

Quercetina                                                 Cisteína 

 

Figura 10: Estruturas moleculares dos padrões antioxidantes 

 

Para os cálculos das porcentagens de inibição foi utilizada a seguinte 

equação abaixo. 

 

% inibição =        1 _ Ab                   x 100 

              Aa 

 

Equação para cálculo das porcentagens de inibição.  

Onde: 

• Ab é a absorbância* na ausência da amostra e  

• Aa é a absorbância* na presença da amostra. 

 

* As leituras espectrofotométricas foram realizadas nos comprimentos de onda 

(nm), específicos para cada cromóforo dos ensaios realizados. 
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5.4.2.1 – Preparo das soluções padrões 
 

A solução padrão de quercetina foi preparada em MeOH e na 

concentração de 0,5 g/L (1,48mM). Esta solução foi diluída na proporção de 1/30 

em MeOH (0,049mM). A solução padrão de cisteína foi preparada em MeOH e 

na concentração de 17,5g/L (0,1M). Esta solução foi diluída na proporção de 

1/100 em MeOH ficando (0,001M).    

Nos finais dos experimentos a concentração de MeOH ficou em 25% e as 

concentrações dos padrões nas microplacas variaram para determinação da 

inibição. Os ensaios foram realizados em triplicatas e os resultados foram 

expressos em média ± desvio padrão das porcentagens de inibição calculadas 

através da equação descrita no item 5.4.2. 

 
5.4.2.2 – Preparo das soluções dos extratos vegetais 

 

Para realização dos ensaios de atividade antioxidante foram utilizados os 

extratos brutos AcOEt e etanólico (EtOH) e as frações hexânica, diclorometânica 

(DCM) e hidroalcoolica. Os extratos vegetais foram preparados inicialmente na 

concentração 1080µg/mL em MeOH e DMSO, sendo estes permanecerão em 

25% e 5%, respectivamente, na realização dos ensaios.  

 
5.4.2.3 - Atividade antioxidante total pelo ABTS••••+ 

 

O radical catiônico do ABTS (C18H24N6O6S4) é utilizado para avaliar as 

habilidades dos flavonóides e agentes fenólicos como captadores (scavengers) de 

radicais (PELLEGRINI et al., 1998). O cátion radical ABTS�+ apresenta picos 

de absorbância (Figura 11) em três comprimentos de onda 630nm, 734nm e 

812nm (PELLEGRINI et al., 1998). 
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Figura 11: Formação do cátion radical ABTS•+ 

 

A avaliação quantitativa da atividade antioxidante frente ao ABTS•+ foi 

realizada através de medidas espectrofotométricas da captura do radical, na 

presença de extratos vegetais (PELLEGRINI et al., 1998). 

O ABTS•+ foi preparado a partir da reação de oxidação do ABTS, 7 mM, 

pelo persulfato de potássio (K2S2O8) 51 mM, em tampão PBS pH 7,4, mantida 

em repouso de 12 a 16 horas ao abrigo de luz (Fig. 12). Após incubação esta 

solução estoque foi diluída 1/30 em tampão PBS pH 7,4 cuja absorbância à 734 

nm foi de aproximadamente 0,7.  

Na realização da atividade antioxidante pelo ABTS•+ as concentrações 

das amostras vegetais variaram de acordo com a sua capacidade de capturas. A 

ação antioxidante foi determinada pelo decréscimo da absorbância em 734nm, 

após 15 minutos de incubação ao abrigo da luz. Os ensaios foram realizados em 

triplicatas e os resultados foram expressos em média ± desvio padrão das 

porcentagens de inibição calculadas através da equação descrita no item 5.4.2. 

 

 

 

 

 

λ max. 342 nm 

λ max. 734 nm 
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5.4.2.4 – Ensaios de captura (Scavenger) de HOCl e da taurina-cloramina 
 

O princípio das reações é a oxidação do 3,5,3’,5’-tetrametilbenzidina 

(TMB)  com o aumento da absorção a 655 nm (Fig. 12). As reações foram 

realizadas segundo COSTA et al. (2004) com adaptações. 

 

CH3

NH2

CH3

CH3

NH2

CH3                

CH3

CH3

CH3

NH

CH3

NH

 

 

Figura 12: Reação de oxidação do 3,5,3’,5’-tetrametilbenzidina (TMB) 

 

Para o sistema com HOCl foi utilizado tampão fosfato de sódio 50mM, pH 

7,4. Foram utilizados 4µL de HOCl na concentração de 4,57mM previamente 

diluído (1:6) em hidróxido de sódio (NaOH) pH 12,0, e concentrações variadas 

dos extratos vegetais, mantendo-se a proporção de 25% de MeOH no volume 

final do ensaio e incubação por 5 minutos. Após incubação foram adicionados 

60µL TMB 7mM preparado no momento do uso e nova incubação por 5 minutos. 

A leitura das absorbâncias foi à 655nm. A concentração solução estoque de HOCl 

foi determinada espectrofotometricamente, através de seu coeficiente de extinção 

molar em 295nm (350 M-1cm-1; ZGLICZYNSKI et al., 1971). 

Para o sistema com TauCl utilizou-se a reação do HOCl  4,57mM, 

previamente diluído em NaOH pH 12,0 (1:6), com taurina (Tau – 1,464 mM) em 

tampão fosfato de sódio 50mM, pH 7,4 (HARRINSON & SCHULTZ, 1976). Os 

extratos vegetais foram adicionados à mistura, mantendo a proporção de 25% de 

MeOH no volume final da reação na microplaca, seguindo-se incubação de 5 

minutos e adição do TMB 7mM preparado no momento do uso. Segue-se nova 

incubação por 5 minutos e leituras das absorbâncias. 

  

 

2 e- 
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5.4.2.5 - Ensaios de captura (Scavenger) do ânion radical superóxido (O2
●-) 

 

O O2
●- reage com o azul de nitrotetrazólio (NBT) para formar uma 

formazana (Fig. 13). A intensidade de cor é diretamente proporcional à 

concentração do radical (KAKKAR et al., 1984). O ensaio foi realizado em 

solução tampão de pirofosfato de sódio (25mM, pH 8,3), sendo que a mistura 

reacional continha 5µL de metassulfato de fenazina (PMS) 372µM, NBT 600µM, 

NADH 1560µM e diferentes concentrações das amostras vegetais em volume 

final de 300 µL. As reações foram iniciadas pela adição da NADH. Após 

incubação por 90 segundos a 250C foram adicionados 15µL de ácido acético 

glacial. Em seguida nova incubação por 5 minutos e a absorbância foi medida em 

560nm. Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão das 

porcentagens de inibição calculadas através da equação descrita no item 5.4.2. 

 

 

 

Figura 13: Representação esquemática da geração do ânion radical superóxido e ação 

de um antioxidante presente no meio. NBT = azul de nitrotetrazólio; PMS: 

metassulfato de fenazina; NADH = nicotinamida adenina dinucleotídio (OLIVEIRA 

et al, 2009). 
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6 - Resultados 

6.1 - Determinação da atividade antibacteriana das soluções contendo 

substâncias de referência para o controle positivo 

 

Foram feitos testes com diferentes antibióticos (ampicilina, gentamicina, 

tetraciclina, kanamicina e vancomicina) e substâncias antimicrobianas 

(clorexedina e cloridrato de ciprofloxacino) para determinar o melhor controle 

positivo a ser utilizado durante os testes (Tabela 3 e Figura 13). 

Apesar dos testes feitos com todos os antibióticos e substância 

antimicrobiana citadas acima, o antibióticos escolhido para realização dos testes, 

tanto para a difusão em ágar como para a diluição em microplacas foi o 

cloridrato de ciprofloxacino, que mostrou boa atividade em ambos os testes e 

também facilitou a visualização dos halos no teste de difusão em ágar.   

 

Tabela 3: Resultados dos antibióticos no teste de difusão em ágar. 

 
R- resistente; * Sensibilidade medida pelo halo de inibição em mm.; Amp – ampicilina; Gent – 
gentamicina; Kan – Kanamicina; Tetra – tetraciclina; Van – vancomicna; Cipro – ciprofloxacino; 
Clor – clorexedina; MeOH - metanol 

 

 
 

 Antibiótico (mm) 
 
 
Bactérias 
 

 
Amp 

 
Gent  

 
Kan 

 
Tetra 

 
Van 

 
Cipro 

 
 
 

    
Clor 

  
 
 
 
MeOH 

 
Staphylococcus 

aureus 

 
13* 

 
11 

 
R 

 
R 

 
14 

 
19 

 
  17 

     
     R 

 
Escherichia coli 

 
    R 

 
R 

 
R 

 
R 

 
R 

 
17 

 
  15 

      
     R 

 
Enterococcus 

faecalis 

 
R 

 
15 

 
R 

 
R 

 
13 

 
22 

 
   21 

      
     R 

 
Pseudomonas 
aeruginosa 

 
R 

 
R 

 
R 

 
R 

 
R 

 
17 

 
  16 

      
     R 

 
Bacillus subtilis 

 
16 

 
17 

 
R 

 
15 

 
16 

 
23 

 
17 

 
R 
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A figura 14 mostra como modelo, o teste de difusão em ágar utilizando o 

B. subtilis. A bactéria apresentou-se resistente ao extrato vegetal nas diferentes 

concentrações, entretanto foi sensível a ampicilina, ciprofloxacino e gentamicina 

apresentando halos de inibição de crescimento ao redor dos discos.  

 

Figura 14: Bacillus subtilis em ágar Muller Hinton 

para o extrato diclorometano 

 

6.2 – Determinação da atividade antibacteriana pelo método de difusão em 

ágar 

Os extratos brutos e frações derivadas do extrato AcOEt foram inativos 

nas diluições 1000µg/mL, 500µg/mL, 250µg/mL, 125µg/mL (Tabela 4 e Figura 

14), tanto para as bactérias Gram-positivas S. aureus, E. faecalis e B. subtilis, 

como para as bactérias Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa. O solvente não 

interferiu no crescimento bacteriano, o antibiótico inibiu o crescimento 

bacteriano ao redor do disco, apresentando assim atividades satisfatórias 

viabilizando a metodologia do ensaio, conforme os resultados apresentados na 

Tabela 3. 

As bactérias Gram-positivas S. aureus, E. faecalis e B. subtilis, e as 

bactérias Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa foram resistente nas diluições 

1000µg/mL, 500µg/mL, 250µg/mL, 125µg/mL (Tabela 5), para todas as 

substâncias puras. O solvente não interferiu no crescimento bacteriano, o 

antibiótico inibiu o crescimento bacteriano ao redor do disco, apresentando assim 

atividades satisfatórias viabilizando a metodologia do ensaio, conforme os 

resultados apresentados na Tabela 3. 

1000µg/mL 

500µg/mL 

250µg/mL 

125µg/mL Ampicilina 

Ciprofloxacino 

Gentamicina 

DMSO  
10% 
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Tabela 4: Resultados em (µg/mL) dos extratos brutos e frações derivadas 

do extrato AcOEt frente aos micro-organismos testados pelo método de difusão 

em Agar 

  

Extratos  

Micro-organismos
 

E.coli        P.aeruginosa       E.faecalis        B. subtilis       S. aureus 

1– Extrato bruto 
EtOH  

 
>1000 

 
>1000 

 
>1000 

 
>1000 

 
>1000 

2- Extrato bruto 
AcOEt 

 
>1000 

 
>1000 

 
>1000 

 
>1000 

 
>1000 

3- Fr– Dicloro 
 

>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

4- Fr – Hex 
 

>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

5- Fr – AcOet 
 

>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

6- Fr – Hidro 
 

>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

 

Tabela 5: Resultados em (µg/mL) das substâncias isoladas frente aos 

micro-organismos testados pelo método de difusão em ágar 

   

Sustâncias isoladas  
(Compostos) 

Micro-organismos  
 

E.coli         P.aeruginosa        E.faecalis     B. subtilis      S. aureus 

7 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

8 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

9 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

10 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

11 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

12 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

13 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

14 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

15 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 
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6.3 – Determinação da atividade antibacteriana pelo método de diluição em 

microplacas utilizando leitura espectrofotométrica 

Os resultados das CIM para os extratos brutos AcOEt e EtOH estão 

apresentados nos gráficos 1 a 5.  
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Gráfico 1: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcOEt e EtOH para 

S. aureus. 
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Gráfico 2: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcOEt e EtOH para 

B. subtilis. 
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E. faecalis
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Gráfico 3: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcOEt e EtOH para  

E. faecalis. 
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Gráfico 4: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcOEt e EtOH para  

E. coli. 
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Gráfico 5: Atividade antibacteriana dos extratos brutos AcOEt e EtOH para  

P. aeruginosa 
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Os resultados das CIM para as frações hexânica, AcOEt, DCM e 

hidroalcoolica estão apresentados nos gráficos 6 a 10.  
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Gráfico 6: Atividade antibacteriana das frações  para S. aureus 
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Gráfico 7: Atividade antibacteriana das frações  para B. subtilis 
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E. faecalis
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Gráfico 8: Atividade antibacteriana das frações  para E. faecalis 
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Gráfico 9: Atividade antibacteriana das frações  para E. coli 
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Gráfico 10: Atividade antibacteriana das frações para P. aeruginosa 
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Os resultados das CIM para os flavonóides e policetídeos isolados estão 

apresentados nos gráficos 11 a  15.  
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Gráfico 11: Atividade antibacteriana dos flavonóides e policetídeos para S. aureus 

 

 

B. subtilis

0,000

0,100

0,200

0,300

0,400

0,500

2,7 5,5 10,9 21,9 43,8 87,5 175,0 350,0

Concentração ( µg/mL)

A
bs

or
bâ

nc
ia

Composto 12 Composto 13 Composto 14 Composto 15
 

Gráfico 12: Atividade antibacteriana dos flavonóides e policetídeos para B. subtilis 
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E. faecalis
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Gráfico 13: Atividade antibacteriana dos flavonóides e policetídeos para E. faecalis 
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Gráfico 14: Atividade antibacteriana dos flavonóides e policetídeos para E. coli 
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Gráfico 15: Atividade antibacteriana dos flavonóides e policetídeos para P. 

aeruginosa 
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Os resultados das CIM para as lignanas isoladas estão apresentados nos 

gráficos 16 a 20.  
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Gráfico 16: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para S. aureus 
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Gráfico 17: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para B. subtilis 
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Gráfico 18: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para E. faecalis 

 

 

E. coli

0,000

0,100

0,200

0,300

0,400

0,500

0,600

0,700

2,7 5,5 10,9 21,9 43,8 87,5 175,0 350,0

Concentração ( µg/mL)

A
bs

or
bâ

nc
ia

 5
95

nm

Composto 7 Composto 8 Composto 9 Composto 10 Composto 11

 

Gráfico 19: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para E.coli 
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Gráfico 20: Atividade antibacteriana das lignanas isoladas para P. aeruginosa 
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Tabela 6: Determinação da atividade antibacteriana e da concentração 

inibitória mínima (CIM) dos extratos brutos e frações, pela técnica de diluição em 

microplaca com leitura espectrofotométrica 

 

Extratos  

Micro-organismos
 

E.coli         P.aeruginosa       E.faecalis        B. subtilis       S. aureus 

1– Extrato bruto 
EtOH  

>1000 >1000 1000 >1000 >1000 

2- Extrato bruto 
AcOEt 

1000 1000 500 1000 1000 

3- Fr– Dicloro 
 

>1000 1000 1000 >1000 1000 

4- Fr – Hex 
 

>1000 1000 >1000 >1000 500 

5- Fr – AcOet 
 

>1000 >1000 1000 >1000 >1000 

6- Fr – Hidro 
 

>1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

 

Tabela 7: Determinação da atividade antibacteriana e da concentração 

inibitória mínima (CIM) das substâncias isoladas, pela técnica de diluição em 

microplaca com leitura espectrofotométrica 

   

Sustâncias isoladas 
(Compostos) 

Micro-organismos  
 

E.coli         P.aeruginosa        E.faecalis     B. subtilis      S. aureus 

7 > 350 > 350 350 > 350 > 350 

8 350 > 350 175 > 350 > 350 

9 350 > 350 > 350 350 > 350 

10 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350 

11 350  350 175 > 350 > 350 

12 > 350 > 350 > 350 350 87,5  

13 > 350 > 350 > 350 350 175 

14 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350 

15 > 350 > 350 350 > 350 > 350 
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O extrato bruto EtOH apresentou atividade antibacteriana na concentração 

de 1000µg/mL para E. faecalis. Entretanto não apresentou atividade frente as 

demais bactérias nas concentrações testadas. O extrato bruto acetado de etila não 

apresentou atividade apenas contra E. coli na concentração até 1000µg/mL, 

apresentando atividade antibacteriana na concentração de 1000µg/mL para S. 

aureus, B. subtilis e P. aeruginosa e CIM = 500µg/mL para E. faecalis. 

A fração DCM apresentou atividade antibacteriana de 1000µg/mL frente as 

bactérias P. aeruginosa e S. aureus. A fração hexânica também apresentou atividade 

frente a estas bactérias com CIM = 1000µg/mL e 500µg/mL respectivamente. 

Os compostos 12 e 13 (Tabela 7) apresentaram atividade antibacteriana 

principalmente frente as bactérias Gram-positivas. Para B. subtilis apresentaram 

atividade antibacteriana na concentração de 350µg/mL. Contra S. aureus o 

composto 12 apresentou CIM = 87,5µg/mL e o composto 13 CIM = 175µg/mL. 

As lignanas e flavonóides isolados apresentaram melhor atividade 

antibacteriana com CIM = 350 µg/mL, principalmente para E. coli (compostos 8, 10 

e 11), E. faecalis (compostos 7 e 11) e  B. subtilis (compostos 8 e 12). 

 

6.4 – Determinação da atividade antibacteriana pelo método de diluição em 

microplacas utilizando resazurina como revelador 

 

Os resultados obtidos pela técnica de diluição em microplaca utilizando 

resazurina como revelador estão apresentados nas Tabelas 8 e 9. 
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Tabela 8: Determinação da atividade antibacteriana e da concentração 

inibitória mínima (CIM) dos extratos brutos e frações, pela técnica de diluição em 

microplaca utilizando resazurina como revelador 

 

Extratos  

Micro-organismos
 

E.coli         P.aeruginosa       E.faecalis        B. subtilis       S. aureus 

1– Extrato bruto 
EtOH  

> 1000 > 1000 1000 > 1000 > 1000 

2- Extrato bruto 
acetato de etila 

> 1000 > 1000 500 1000 1000 

3- Fr– Dicloro 
 

> 1000 > 1000 500 > 1000 1000 

4- Fr – Hex 
 

> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 

5- Fr – AcOet 
 

> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 

6- Fr – Hidro 
 

> 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 

 

Tabela 9: Determinação da atividade antibacteriana e da concentração 

inibitória mínima (CIM) das substâncias isoladas, pela técnica de diluição em 

microplaca utilizando resazurina como revelador 

 
 

Sustâncias isoladas 
(Compostos) 

Micro-organismos  
 

E.coli         P.aeruginosa        E.faecalis     B. subtilis      S. aureus 

7 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350 

8 350 > 350 175 > 350 > 350 

9 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350 

10 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350 

11 350 > 350 350 > 350 > 350 

12 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350  

13 > 350 > 350 > 350 > 350 350 

14 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350 

15 > 350 > 350 > 350 > 350 > 350 
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Os extratos brutos EtOH e AcOEt apresentaram atividade antibacteriana com 

CIM = 1000µg/mL e 500µg/mL frente a E. faecalis, mas os extrato AcOEt também 

apresentou atividade contra B. subtilis e S. aureus na concentração de 1000µg/mL. 

A fração DCM apresentou atividade antibacteriana com CIM = 500µg/mL e 

1000µg/mL contra as bactérias Gram-positivas E. faecalis e S. aureus. 

Os compostos 10 e 13 (Tabela 9) apresentaram atividade antibacteriana na 

concentração de 350µg/mL contra E. coli e S. aureus, sendo que o composto 10 

também apresentou CIM = 175 µg/mL contra E. faecalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Staphylococcus aureus pelo método de diluição em microplaca 
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6.5 – Determinação da atividade antioxidante 

 

Para realização dos testes de atividade antioxidante foram utilizados os 

extratos brutos EtOH e AcOEt e as frações hexânicas, DCM e hidroalcoolica, 

preparados em MeOH 25% e DMSO 5% proporção esta obtida no final do 

experimento.  

Foram realizados os ensaios antioxidantes para os extratos vegetais contra o 

cátion radical ABTS•+, acido hipocloroso (HOCl), TauCl e anions superóxidos. 

 

6.5.1 – Determinação atividade antioxidante total pelo ABTS••••+ 

 

Na realização da atividade antioxidante pelo cátion radical ABTS•+ as 

concentrações variaram de 1,8 a 27 µg/mL para os extratos EtOH, frações DCM e 

hidroalcoolico, de 1,8 a 54 µg/mL para AcOEt e de 18 a 270 µg/mL para o 

hexânico. Os resultados de IC50 para os ensaios do cátion radical ABTS estão 

expressos na figura 16. 
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Figura 16: Resultados de IC50 para os ensaios do ABTS•+ 
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Os resultados obtidos nos ensaios de captura do ABTS•+ demonstraram que 

os extratos vegetais e frações utilizadas nos testes apresentaram boa atividade 

antioxidante, sendo que as frações DCM e hidroalcoolica apresentaram melhor 

atividade com IC50 de 7,47 e 7,75 µg/mL respectivamente, em relação ao padrão de 

quercerina cuja IC50 foi 1,46µg/mL, na mesma matriz.  

O extrato bruto AcOEt e EtOH também apresentaram boa atividade para o 

ABTS•+ com IC50 de 14,21 e 8,53 µg/mL respectivamente, mas a fração hexânica 

apresentou um IC50 de 124,10 µg/mL, relativamente alto.  

 

6.5.2 – Determinação atividade antioxidante Scavenger de HOCl 

 

Neste ensaio para a determinação da ação dos extratos e frações foram 

utilizadas duas matrizes em meio aquoso, com 25% de MeOH e 5% de DMSO. Os 

resultados de IC50 para os ensaios de HOCl com MeOH e DMSO estão expressos 

nas figuras 17 e 18 respectivamente. 
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Figura 17: Resultados de IC50 para os ensaios de atividade antioxidante 

(Scavenger) do HOCl  com MeOH  
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Figura 18: Resultados de IC50 para os ensaios de atividade antioxidante 

(Scavenger) do HOCl  com DMSO. 
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Os ensaios de captura (Scavenger) do HOCl com os extratos em matrizes 

com MeOH apresentaram como melhor atividade a fração DCM e extrato EtOH 

com IC50 de 30,91 e 43,42 µg/mL respectivamente. O extrato bruto AcOEt e a 

fração hidroalcoolica também apresentaram IC50 de 52,45 e 48,02 µg/mL 

respectivamente, mas a fração hexânica apresentou um IC50 de 210,33 µg/mL, 

relativamente alto frente aos padrões de quercetina e cisteína os quais mostraram um 

IC50 de 1,46 e 3,10 µg/mL respectivamente.  

Os ensaios de captura (Scavenger) de HOCl dos mesmos extratos em 

matrizes com DMSO que não apresentaram boa atividade antioxidante para HOCl, 

com exceção da fração DCM que apresentou um IC50 de 27,38 µg/mL. Os demais 

extratos apresentaram IC50 de 127,26 µg/mL, 144,73 µg/mL, 201,33 µg/mL e 

124,67µg/mL para extrato bruto AcOEt e EtOH, frações hexânica e hidroalcoolica 

respectivamente. Os padrões para esta matriz apresentaram um IC50 de 2,13 e 4,00 

µg/mL para quercetina e cisteína respectivamente.  

 

6.5.3 – Determinação atividade antioxidante (Scavenger) de Taurina-cloramina 

(TauCl) 

Para a determinação da ação das amostras vegetais foram preparados em 

duas matrizes em meio aquoso, MeOH 25% ou DMSO 5%. Os resultados de IC50 

para os ensaios de TauCl estão expressos nas figuras 19 e 20. 
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Figura 19: Resultados de IC50 para os ensaios de atividade antioxidante 

(Scavenger) da TauCl  com MeOH. 
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Figura 20: Resultados de IC50 para os ensaios de atividade antioxidante 

(Scavenger) da TauCl  com DMSO. 
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Os ensaios de captura (Scavenger) de TauCl com os extratos com matrizes 

de MeOH apresentou como melhor atividade o extrato bruto e AcOEt com IC50 de  

63,37µg/mL respectivamente. As frações DCM e hidroalcoolica apresentaram 

atividade relativamente alta contra esta espécie, sendo o IC50 de 192,5 e 165,63 

respectivamente. O extrato bruto EtOH apresentou IC25 = 26,31 µg/mL e a fração 

hexano apresentou IC15 = 73,05 µg/mL frente aos padrões de quercetina e cisteína 

com IC50 de 1,39 e 2,14 µg/mL respectivamente.  

Os ensaios feitos com os extratos em matrizes com DMSO para TauCl 

apresentaram IC50 de 53,58, 77,34 e 97,10 µg/mL para as frações hidroalcoolica, 

DCM e hexânica respectivamente, como os melhores resultados. Os extratos brutos 

apresentaram IC50 de 162,63 e 187,23 µg/mL para o EtOH e AcOEt 

respectivamente. Os padrões para esta matriz apresentaram um IC50 de 2,82 e 3,17 

µg/mL para quercetina e cisteína respectivamente.  

 

6.5.4 – Determinação atividade antioxidante (Scavenger) para ânion superóxido 

 

Para determinação da ação antioxidante, as amostras vegetais foram 

preparadas em duas matrizes de meio aquoso, MeOH 25% ou DMSO 5%. Os 

resultados de IC50 para os ensaios de ânions superóxidos estão expressos nas figuras 

21. 
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Figura 21: Resultados de IC50 para os ensaios de atividade antioxidante 

(Scavenger) de ânions superóxidos com DMSO. 
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Os ensaios de captura (Scavenger) para o ânion radical superóxido com 

extratos em matrizes com MeOH não puderam ser realizados, pois ocorreu turvação 

do sistema com o aumento das concentração dos extratos impossibilitando a leitura 

espectrofotométrica.    

Os ensaios de captura (Scavenger) do ânion radical superóxido com os 

extratos em matrizes com DMSO apresentaram melhor atividade para a fração 

hexânica com IC50 de 27,19 µg/mL, comparado à quercetina com IC50 de 8,30 

µg/mL. Os extratos brutos AcOEt, EtOH e as frações DCM e hidroalcoolica 

apresentaram IC50 de 82,10 µg/mL, 48,47 µg/mL, 45,43 µg/mL e 52,10 µg/mL 

respectivamente. 

 

Tabela 10: Valores dos IC50, nos ensaios de captura para os extratos 

vegetais, padrões, preparados em matrizes diferentes. 

 NR: ensaios não realizados 
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DMSO 
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MeOH 

AcOEt 14,21 52,45 127,26 
 

187,23 63,37 82,10 NR 

 Etanólica 8,53 43,42 144,73 162,63 NR 48,47 NR 

Fr – Hex 124,10 210,33 210,33 97,10 NR 27,19 NR 

Fr – Diclor 7,47 30,91 27,38 77,34 192,5 45,43 NR 

Fr – Hidro 7,75 48,02 124,67 53,58 165,63 52,10 
 

NR 

Quercetina 1,46 1,46 2,13 2,52 1,39 8,30 NR  

Cisteina NR 3,10 4,00 3,17 2,40 NR NR 
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7 – Discussão  

 

A utilização de produtos naturais com propriedades terapêuticas é tão antiga 

quanto à civilização humana e, por um longo período, minerais, produtos vegetais e 

animais foram as principais fontes de substâncias ativas (RATES, 2001). Durante 

milênios, o homem, empiricamente, aprofundou seus conhecimentos visando à 

melhoria nas condições de alimentação e a cura de suas enfermidades, 

demonstrando uma estreita inter-relação entre o uso das plantas e sua evolução 

(SANTOS, 2006). 

A magnitude da biodiversidade brasileira não é conhecida com precisão tal a 

sua complexidade, estimando-se a existência de mais de dois milhões de espécies 

distintas de plantas, animais e micro-organismos (GUERRA e NODARI, 2003). 

Em relação a flora, esta é bastante diversificada, em toda a sua extensão, 

com vegetações de diferentes características e com princípios ativos ainda 

desconhecidos. De um modo geral, as matas nativas são as maiores representações 

das riquezas de espécies da flora brasileira (NAPOLITANO et al., 2005). 

Nesse sentido, a busca por opções terapêuticas para diferentes patologias faz 

da pesquisa de produtos naturais um campo fértil em opções de moléculas com 

diferentes atividades biológicas. Por outro lado, devido ao desconhecimento da 

possível existência da ação tóxica, bem como de sua indicação de uso adequada, as 

plantas medicinais são muitas vezes utilizadas de forma incorreta, não produzindo o 

efeito desejado (FELFILI et al., 2002). 

O Brasil, especialmente nas regiões onde a biodiversidade é especialmente 

rica, é verificado um amplo conhecimento popular sobre plantas medicinais. A 

busca de substâncias naturais, de baixo custo e com menores efeitos adversos, tem 

levado a um número crescente de pesquisa nesta área (CALIXTO, 2000; 

RODRIGUES, 2005). 

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessária devido ao 

surgimento de micro-organismos resistentes e de infecções oportunistas fatais, 

associadas a AIDS, sendo também necessária nas áreas de quimioterapia 

antineoplásica e transplantes (PENNA et al., 2001). Vários estudos são direcionados 

para descobrimento de novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos de 
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plantas e outros produtos naturais, para serem aplicados em produtos farmacêuticos 

e cosméticos e também e um melhor entendimento de como etnomedicina pode 

tratar infecções (LANGFIELD, 2004).  

O gênero Peperomia representa um dos mais importantes da família 

Piperaceae. São utilizadas como plantas ornamentais e com ampla aplicação na 

medicina no tratamento de inflamações, asma, ulceras gástrica, por suas atividades 

analgésica, fungicida e antimicrobiana (MAHIOU et al., 1995, 1996; LOPES et al., 

1998; AZIBA et al., 2001; ARRIGONI-BLANK et al., 2004; FELIPPE et al., 2008).  

Atualmente, existem vários métodos para avaliar a atividade antibacteriana 

dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusão em ágar, 

método de diluição em tubo e em microplaca (OSTROSKY, 2008).  

Em nossos estudos foram utilizados a difusão em ágar e microdiluição em 

placa para determinar a atividade antibacteriana dos extratos brutos, frações e 

substâncias puras isoladas de Peperomia blanda.  

De acordo com NASCIMENTO et al. (2007) é necessária a padronização de 

diversos fatores, como o tempo de exposição do micro-organismo ao extratos 

vegetais, a utilização de controles positivos e negativos, o uso da quantidade de 

emulsificador, a composição do extratos vegetais e a descrição precisa das 

condições em que foram obtidos, para que se possa determinar o verdadeiro 

potencial biológico dos extratos vegetais estudados e também realizar estudos 

comparativos diretos entre eles.  

LANGFIELD et al., (2004) propõem uma abordagem para lidar com 

diferenças de solubilidade dos extrato utilizando água como solvente. O DMSO foi 

utilizado para a dissolução inicial dos extratos, que foram diluídos em várias 

concentrações em caldo nutriente no lugar da água. Os problemas de solubilidade 

foram superados pela sonicação da amostra em DMSO. 

A solução de DMSO a 10% foi o solvente mais adequado para diluir as 

amostras vegetais durante e realização dos ensaios. A concentração final do solvente 

(DMSO) utilizado nos ensaios de atividade antimicrobiana nas técnicas de difusão 

em ágar e diluição em microplacas foi de 10%, onde não houve interferência no 

crescimento bacteriano em nenhum dos ensaios (Fig 14, coluna 12). Isto foi 

previamente descrito por KARAMAN et al., (2003) que utilizou as duas técnicas 
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para verificar a atividade antimicrobiana do extrato metanólico de Juniperus 

oxycedrus dissolvido em DMSO 10%, concentração de solvente que não inibe o 

crescimento dos micro-organismos.  

Na determinação da atividade antibacteriana a técnica de difusão em ágar é 

bastante utilizada, ainda que limita-se a micro-organismos de crescimento rápido, 

podendo ser aeróbios ou facultativos. A avaliação comparativa frente a um padrão 

biológico de referência e o halo de inibição de crescimento é medido pelo diâmetro 

do halo de inibição, até a margem onde há crescimento de micro-organismos 

(BARRY & THORNSBERRY, 1991). O método de difusão em ágar é um bioensaio 

adequado para condução da identificação antibacteriana, mas não eficiente na 

quantificação da bioatividade (ELOFF, 1998, 2000), e utilizam grandes quantidades 

de extratos e frações cromatográficas, o que limita a utilização de produtos naturais 

(LANGFIELD, et al., 2004). 

De acordo com os resultados obtidos pela técnica de difusão em ágar 

verificou-se que essa técnica é menos sensível do que a técnicas de diluição em 

microplaca. Isso nos leva a supor que a utilização desta técnica pode resultar em 

falsos negativo quanto à atividade antimicrobiana de um extrato vegetal, ainda que 

considerada de fácil execução, reprodutível e permite experimentar diversas 

concentrações das substâncias-teste em uma mesma placa. (NCCLS – M2 A8, 2003; 

COWAN, 1999; NETO et al., 2002; MORAIS, 2006). 

Ambas as técnicas de difusão em ágar e diluição em tubos, requerem grande 

quantidade de substâncias-teste, o que restringe grandemente a sua utilização em 

bioensaio para compostos antimicrobianos uma vez que os produtos naturais na 

grande maioria das vezes são extraídos em pequenas quantidades. 

Apesar dos testes feitos com todos os antibióticos e substância 

antimicrobiana (Tabela 3 e Fig 14), o antibiótico escolhido para realização dos 

testes, tanto para a difusão em ágar como para a diluição em microplacas foi o 

cloridrato ciprofloxacino, que mostrou boa atividade na concentração de 35µg/mL 

em ambos os testes e também facilitou a visualização dos halos no teste de difusão 

em ágar.  

Método de diluição em meio líquido também é comumente utilizado na 

avaliação da atividade antimicrobiana de compostos químicos. A prova de 
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sensibilidade por este método foi uma das primeiras a serem desenvolvidas, 

servindo ainda hoje como método de referência (NCCLS – M7 A6, 2003; 

LANGFIELD, 2004). 

O ensaio de diluição em microplacas apresenta algumas vantagens em 

relação ao método de difusão em ágar, como o aumento da sensibilidade para 

pequenas quantidades de extratos vegetais, capacidade de distinguir entre o efeito 

bacteriostático e bactericida, e determinação quantitativa da concentração inibitória 

mínima (LANGFIELD et al.,  2004). ELOFF (1998) relata alguns fatores 

interferentes neste ensaio como células de alguns micro-organismos que se aderiam 

à base dos poços, enquanto as de outros permaneciam em suspensão, compostos 

presentes em alguns extratos que precipitavam, e extratos coloridos em altas 

concentrações os quais interferiam na análise e consequentemente nos resultados 

finais. 

Outro aspecto vantajoso desta metodologia e a possibilidade de utilizar mais 

de uma substância-teste, bem como diferentes micro-organismo em um mesmo 

ensaio. Possibilita ainda demonstrar qual é a menor concentração da substância a ser 

testada necessária, para inibir o crescimento bacteriano (COWAN, 1999; ELOFF, 

2000; PALOMINO et al., 2002; LANGFIELD et al., 2004; ALVES, 2006). 

Essas técnicas que determinam a concentração inibitória mínima são 

quantitativas, pois possibilitam demonstrar qual a menor concentração do extrato 

necessária para inibir a multiplicação bacteriana. Embora essas técnicas sejam mais 

sensíveis, em relação as técnicas em meio de cultivos sólidos, são mais trabalhosas 

quando realizadas manualmente, o que impede a realização de um espectro maior de 

“screening” em um curto espaço de tempo (COWAN, 1999; DEVIENNE & 

RADDI, 2002; SUFFREDINI et al., 2004; ALVES, 2006). 

Segundo PALOMINO et al. (2002) e MONTEJANO, (2005) a resazurina, 

que é um corante (fenoxazin-3-ona) indicador de óxido-reducão, tem sido utilizado 

para avaliar a viabilidade e o crescimento ou multiplicação bacteriana para testar a 

atividade antimicrobiana. O uso de um indicador colorimétrico elimina a 

necessidade de um leitor de placas espectrofotométrico e evita a ambiguidade 

associada a comparação visual ou medição dos halos de inibição de crescimento em 

placas de ágar. (LANGFIELD, et al.,  2004).  
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Em nosso trabalho a inibição do crescimento bacteriano foi evidenciada pela 

ausência de crescimento no meio, sendo considerada a CIM a menor concentração 

do extrato vegetal capaz de inibir 90% do crescimento bacteriano pelo método 

espectrofotométrico. 

Os resultados obtidos em relação as substâncias isoladas mostram uma 

diferença de sensibilidade entre os métodos de leitura espectrofotométrica e o 

método que utiliza resazurina como revelador. 

Bactérias Gram-negativas são geralmente mais resistentes, a compostos 

antibacterianos, comparadas com as Gram-positivas (COS et al., 2006). A falta de 

atividade das partes das plantas testadas contra as bactérias Gram-negativas 

poderiam ser atribuídas a maior resistência a estas bactérias, devido a presença de 

uma membrana extracelular agindo como barreira a substâncias incluindo 

antibióticos (PALOMBO & SEMPLE, 2001, PESSINI et al, 2003). 

   A maior sensibilidade na determinação da concentração inibitória mínima 

para as substâncias isoladas foram os da diluição em microplaca utilizando leitura 

espectrofotométrica, sendo assim, este método de extrema importância para 

determinação da atividade antibacteriana de extratos de origem vegetal, não 

devendo ser substituído pelo uso de um indicador colorimétrico e sim utilizado em 

conjunto para melhor compreensão dos resultados. 

A formação de espécies reativas é equilibrada naturalmente pela existência 

de biomoléculas com ação antioxidante, substâncias que, quando em pequenas 

quantidades, são capazes de inibir ou retardar processos oxidativos, como, por 

exemplo, a lipoperoxidação (ATOUI et al, 2005; CHUN et al, 2005). Diferentes 

compostos antioxidantes presentes na dieta desempenham importantes funções em 

retardar o desenvolvimento de doenças crônicas tais como doenças cardiovasculares, 

câncer, reações inflamatórias e Mal de Alzheimer (VELLOSA, 2007). 

A molécula de oxigênio é muito estável em seu estado fundamental, mas não 

é estável quando reduzida à O2
●-, H2O2, 

-●OH, por poluentes ambientais, radiações 

ultra-violeta e pelas redução parcial do O2. Esses ERO de oxigênio provocam danos 

oxidativos às biomoléculas, tais como carboidratos, proteínas, lipídios e DNA 

(DASGUPTA & DE BRATATI, 2004) acelerando o envelhecimento e estão 

relacionados ao acidente vascular cerebral, doença de Parkinson, catarata, 
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aterosclerose dentre outras (FERREIRA & MATSUBARA 1997). Entre estas 

espécies, o ●OH é o considerado mais reativo e provoca graves danos 

(GUTTERIDGE, 1984). Por exemplo, a oxidação de LDL estimula a internalização 

de colesterol nos macrófagos, os quais, consequentemente, se convertem em células 

espumosas, contribuindo para a formação da placa de ateroma (HALLIWELL, 

1990). 

Nos ensaios realizados para a determinação da atividade antioxidante com os 

extratos brutos e frações preparadas em duas matrizes diferentes foi verificado o 

efeito destas matrizes testadas. Estas matrizes foram preparadas nas mesmas 

concentrações que não apresentam toxicidade nos ensaios microbiológicos. 

O ensaio de captura contra o ABTS•+
 foi realizado como triagem da 

atividade antioxidante destes extratos vegetais, os quais apresentaram atividade 

antioxidante relativamente boa, exceto a fração hexânica, em comparação ao padrão 

de quercetina. Justificando assim continuidade dos demais ensaios para determinar o 

potencial antioxidante frente as ERO de relevância biológica. 

Chás preparados a partir das folhas de Piper betle, outro gênero da mesma 

família, apresentaram atividade antioxidante para os radicais DPPH, ●OH, O2
●-, com 

capacidade antioxidante total equivalente ao ácido ascórbico e ácido galico de 0,076 

e 0,021 mg/mL respectivamente (DASGUPTA & De BRATATI, 2004). 

VELOZO et al, 2009 investigaram o potencial antioxidante de dois novos 

flavonóides isolados de Peperomia blanda, usando o ensaio DPPH, sendo que 

ambos os compostos mostraram apenas uma modesta atividade antioxidante com 

valores e IC50 de 357,2 e 90,5µM em relação à quercetina com  IC50 de 7,2 µM. 

Os extratos vegetais quando ensaiados na matriz aquosa com 25% MeOH, 

mostraram resultados de IC50 menores em relação aos extratos ensaiados em matriz 

com 5% DMSO. Para o ensaio de captura (Scavenger) do O2
●-, não foi possível a 

comparação com a matriz com MeOH devido a turvação do sistema, fato também 

ocorrido no ensaio de captura (Scavenger) da TauCl para o extrato EtOH e fração 

hexano onde foram calculados os IC 25 e IC 15 respectivamente, devido a turvação . 

Compostos fenólicos de origem vegetal são economicamente importantes 

sendo usados nas indústrias alimentícia, química e farmacêutica. Existem diversas 

metodologias de extração para estas substâncias bioativas, empregando-se 
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geralmente a extração por solventes aquosos ou orgânicos (MeOH, etanol e acetona) 

ou misturas (OLIVEIRA, 2005). Contudo, há uma grande dificuldade em 

estabelecer qual o melhor solvente ou sistema extrativo mais eficiente, já que vários 

fatores estão envolvidos neste processo, como a espécie, as propriedades físico-

químicas das substâncias, o tempo e a temperatura da extração (ANDREO & 

JORGE, 2006). 

Os flavonóides são conhecidos por exercerem uma infinidade de 

propriedades biológicas como antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatória, 

analgésica e antiúlcera  e antioxidante (SIMOES, 2003). 

A atividade antioxidante de compostos orgânicos é dependente de algumas 

características estruturais e suas propriedades de oxidação e redução, que incluem, 

na maioria dos casos, a presença de grupamentos fenólicos. Desta forma, 

flavonóides, fenilpropanóides e outros compostos aromáticos são os principais alvos 

da busca por antioxidantes (VELLOSA, 2007). 

Podemos também observar, que não só fatores estruturais intrínsecos das 

moléculas ou a composição dos extratos vegetais influi na avaliação do potencial 

antioxidante. Nos ensaios realizados verificamos que dependendo das condições de 

sua realização (matrizes) observa-se diferenças em relação aos respectivos IC50, 

que pode refletir o favorecimento ou não da interação dos extratos e frações com as 

espécies radicalares ou outras espécies reativas. 
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8 – Conclusões  

 

1. Na avaliação da atividade antibacteriana pelo método de difusão em ágar 

utilizando discos de papel, os extratos brutos, frações e substâncias isoladas 

mostraram-se resistentes a todos os micro-organismos nas concentrações 

testadas. 

2. Na avaliação da atividade antibacteriana utilizando o método de diluição em 

microplacas, os extratos brutos, frações e substâncias isoladas apresentaram 

atividade antibacteriana principalmente frente as bactérias Gram-positivas.   

3. O método de diluição em microplacas utilizando leitura espectrofotométrica 

mostrou-se mais adequado na determinação da atividade antibacteriana com as 

substâncias puras. 

4. Nossos resultados comprovam a maior sensibilidade do método de diluição em 

microplacas em relação ao método de difusão em Ágar.  

5. É possível e necessária a combinação de diferentes métodos de análise na 

avaliação da capacidade antioxidante in vitro de extratos vegetais. As frações 

DCM e hidroalcoolicas foram as que apresentaram melhor atividade 

antioxidante.  
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