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Fitoquimica e atividade antifiungica do extrato de folhas de Piper
marginatum no controle de fitopatogenos

O emprego de extratos vegetais com potencial antifingico pode ser uma opgdo para reduzir o uso de agroquimicos, evitar problemas ambientais, bem como a
resisténcia de fitopatdgenos. Objetivou-se caracterizar quimicamente e avaliar a atividade antifungica do extrato etandlico de folhas da espécie Piper marginatum
sobre os fungos fitopatogénicos Alternaria sp e Colletotrichum musae. O extrato etandlico foi obtido via Soxhlet, e o perfil quimico caracterizado por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD). Nos ensaios antiflingicos, o extrato foi diluido em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) para obtengdo das concentragdes 10%,
20%, 30%, 40% e 50% e vertidos em placas de Petri contendo BDA, para deposi¢do dos fitopatdgenos ap6s solidificagdo. O controle consistiu do semeio dos fungos
em meio sem adigdo dos extratos. Os fitopatdgenos Alternaria sp. e C. musae foram obtidos de eucalipto e banana. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial com quatro repetigdes. As avaliagdes foram realizadas medindo-se o diametro médio das colonias diariamente, durante
cinco dias. A identificagdo do perfil cromatografico de P. margintatum evidenciou a presenga de taninos hidrolisaveis, fenilpropanoides, flavonoides e terpenoides.
O fitopatédgeno mais sensivel a agdo do extrato foi C. musae, a partir da concentragdo de 10%. As concentragdes de 40 e 50% foram responsaveis por redugdes de
10,9% e 20,2% no crescimento micelial deste fungo. Com isso, o extrato etandlico de Piper marginatum, pode ser considerado promissor para produgdo de um
antifungico natural na redugdo do uso de agroquimicos.

Palavras-chave: Controle alternativo; Extrato; Piper marginatum; Colletotrichum musae; Alternaria sp..

Phytochemistry and antifungal activity of Piper marginatum leaf
extract in the control of phytopathogens

The use of plant extracts with antifungal potential may be an option to reduce the use of agrochemicals, avoid environmental problems as well as the resistance
of phytopathogens. The objective was to chemically characterize and evaluate the antifungal activity of the ethanolic extract of Piper marginatum leaves on
phytopathogenic fungi Alternaria sp. and Colletotrichum musae. The ethanolic extract was obtained via Soxhlet, and the chemical profile characterized by Thin
Layer Chromatography (CCD). In antifungal assays, the extract was diluted in potato-dextrose-agar (BDA) culture medium to obtain 10%, 20%, 30%, 40% and 50%
concentrations and poured into BDA-containing Petri dishes for deposition of the extracts. phytopathogens after solidification. The control consisted of the sowing
of the fungi in medium without addition of the extracts. Plant pathogens Alternaria sp. and C. musae were obtained from eucalyptus and bananas. The experimental
design was completely randomized in a factorial scheme with four replications. Evaluations were performed by measuring the average diameter of the colonies
daily for five days. The identification of P. margintatum chromatographic profile showed the presence of hydrolysable tannins, phenylpropanoids, flavonoids and
terpenoids. The phytopathogen most sensitive to the action of the extract was C. musae, from the concentration of 10%. The concentrations of 40 and 50% were
responsible for reductions of 10,9% and 20,2% in the mycelial growth of this fungus. With this, the ethanolic extract of Piper marginatum can be considered
promising for the production of a natural antifungal in reducing the use of agrochemicals.
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Fitoquimica e atividade antifungica do extrato de folhas de Piper marginatum no controle de fitopatdgenos
MACEDO, C. G.; SOUSA, B. C. M.; FRAGA, S. S.; LOURIDO, K. A.; LUSTOSA, D. C.; SILVA, E. O.; CASTRO, K. C. F.

INTRODUGAO

A sociedade vem se preocupando cada vez mais com o uso intensivo e indiscriminado de produtos
guimicos que causam diversos problemas ao meio ambiente e ao homem, como a contaminac¢do de dguas,
solos, animais e alimentos; a intoxicacdo de agricultores; a elimina¢do de microrganismos responsaveis pela
degradacdo da matéria organica ou de organismos utilizados em programas de controle biolégico. Também
se verifica uma crescente resisténcia de fitopatdgenos, pragas e plantas daninhas a produtos quimicos
(SPADOTTO et al., 2004).

O controle de doencgas causadas por fungos fitopatogénicos é realizado quase que exclusivamente
com aplicacbes de agroquimicos de alta periculosidade, provocando diversos problemas ambientais e
resisténcia dos patdgenos a esses produtos. Assim, o emprego de extratos vegetais com potencial antifingico
pode ser uma op¢do para reduzir o uso de defensivos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003). Em relagdo a
utilizagcdo do controle quimico, um dos maiores perigos representados diz respeito aos efeitos que eles
podem provocar na saude das pessoas, principalmente daquelas que, no campo ou na industria, ficam
expostas ao contato direto com os agrotdxicos (LONDRES, 2011).

A busca crescente por produtos que apresentem baixa toxicidade ao homem, menor impacto
ambiental e menores custos de aquisicdo vem fazendo crescer a utilizacdo dos recursos naturais renovaveis
como fonte de novas substancias bioativas (KIM et al., 2003; MENEZES, 2005; PANG et al., 2012). Dentre os
métodos alternativos de controle, a utilizacdo de extratos e éleos essenciais de plantas medicinais pode ser
uma opcdo viavel, em relagdo do ponto de vista econ6mico e principalmente ambiental (RODRIGUES et al.,
2006).

O controle alternativo de doengas em plantas com dleos e extratos vegetais ja foi relatado por alguns
autores, como Venturoso et al. (2011), que verificou, in vitro, atividade antifiingica de extratos aquosos de
cravo-da-india, alho e canela sobre os fitopatdgenos Aspergillus sp., Penicillium sp., Colletotrichum sp.,
Phomopsis sp., Fusarium solani e Cercospora kikuchii; Carnelossi et al. (2009), que constatou potencial dos
dleos essenciais de Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Mentha arvensis e Artemisia dracunculus no
controle de Colletotrichum gloeosporioides em frutos de mamao, e Silva et al. (2007), que observou atividade
antifdngica de dleos essenciais de Piper callosum, Piper marginatum var. anisatum e Piper enckea sobre
Moniliophthora perniciosa, Phytophthora palmivora e Phytophthora capsici.

O género Piper possui um grande numero de espécies conhecidas popularmente como Pariparoba.
No Brasil, cerca de 266 dessas espécies habitam lugares Umidos, quentes, varzeas de florestas tropicais e
todos os tipos de vegetacdo, principalmente, a vegetacdo conhecida como pioneira (KATO et al., 2007). Esse
género possui importancia econdmica através das industrias farmacéuticas, alimenticia e de inseticidas,
tendo em vista o seu uso terapéutico em diversas doencas, além de interesse comercial por meio da
producdo de dleos essenciais (MAIA et al., 1987, MESQUITA et al., 2005; REIGADA, 2009; SANTOS et al.,
2001). A Piper nigrum, por exemplo, é uma espécie bastante difundida comercialmente pela producdo de

pimenta-do-reino através do fruto, sendo usada na culindria mundial como especiaria (SRINIVASAN, 2007).
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Os estudos fitoquimicos das espécies de Piper tém levado ao isolamento de uma variedade de
compostos fisiologicamente ativos pertencentes a diferentes classes de metabdlitos secundarios, tais como
alcaloides, amidas, propenilfendis, ligninas, neoligninas, terpenos, esteroides, kavalactonas, piperolidinas,
chalconas, diidrochalconas, flavonas e flavononas, apresentando importantes atividades bioldgicas para este
género (PARMAR et al., 1997).

A flora da Amazbnia é bastante diversificada e em parte constituida por espécies nativas com
caracteristicas peculiares. Dentre essas, destaca-se P. marginatum Jacqg, conhecida popularmente como
malvaisco, caapeba cheirosa, nhandi, nhandu, pimenta-do-mato e pimenta-dos-indios (GUIMARAES et al.,
2004). Ocorre nas indias Ocidentais, América Central e na América do Sul, e no Brasil encontra-se nos estados
do Amazonas, Pard, Ceard, Paraiba e Pernambuco (YUNCKER, 1972; GUIMARAES et al., 2004). Abundante na
Amazonia, P. marginatum é amplamente utilizada na medicina popular contra gonorreia, problemas da
vesicula, tosse, baques, erisipela, queimaduras, dor de cabeca, gripe, furinculos, alivio de dor, inchaco,
inflamacao das pernas, desinfetar e cicatrizar feridas, calmante, no tratamento de doencas do baco e figado,
como diurético, no tratamento de picadas de cobra e insetos, acdo antiespasmaddica (PEREIRA et al., 2007).

Estudos fitoquimicos com espécies de Piper demonstram uma grande diversidade de metabdlitos
secundadrios, inclusive com ac¢do antifungica (REIGADA et al., 2007; JOHNNY et al., 2011). Porém, poucas
informacgdes foram encontradas sobre a espécie P. marginatum, nativa do estado do Par3, e extragao de seus
compostos utilizando como solvente o etanol, que segundo Capello et al. (2007), é menos tdxico,
biodegradavel e ocasiona menor poluicdo ao meio ambiente em relacdo aos outros tipos de solventes.
Diante do exposto, objetivou-se avaliar a composi¢do quimica e a atividade antifingica do extrato etandlico

de folhas da espécie P. marginatum sobre Alternaria sp. e Colletotrichum musae.

METODOLOGIA

Para a obtencdo do extrato etandlico, folhas de P. marginatum, conhecida popularmente como
Cabeba-cheirosa, Nhandi, Pimenta-do-mato e Pimenta-dos-indios, foram coletadas em area de mata
natural, situada na Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA, no municipio de Santarém (PA) no
periodo seco, més de novembro, das 17h as 18h. O material vegetal foi identificado botanicamente e
depositado no Herbario da UFOPA, sob o registro HSTM - n2 00370.

As folhas foram secas em estufa de circulagdo de ar a 40°C durante 3 dias, e posteriormente
trituradas, pesadas (83g) e submetidas a extracao via Soxhlet para obteng¢do do extrato etandlico bruto, por
um periodo de quatro horas. Apds evaporacdo do solvente, o extrato foi armazenado em frasco ambar,
devidamente identificado e acondicionado sob refrigera¢do a -10°C. O rendimento do extrato foi obtido por
meio da férmula: [Massa do extrato (g)/Massa do material seco (g)] x 100.

O extrato etandlico de P. marginatum foi submetido a andlise de cromatografia de camada delgada
(CCD), para a obtencao perfil quimico preliminar a fim de se avaliar as possiveis classes de substancias como:
taninos hidrolisdveis, cumarinas, terpenos e flavondides. O extrato foi dissolvido em metanol

correspondendo a uma concentracdo de 20mg/mL. Utilizou-se como fase mdvel trés sistemas de eluigdo:
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Acetato de etila: Acido férmico: Acido acético glacial: Agua (AAAA) e Hexano: Acetato de etila: Acido férmico
(HAA) e empregando como fase estacionaria placas de aluminio TLC com fluorescéncia, de silica gel 60 da
Macherey-Nagel com area total de 50cm?.

Ap0s a eluicdo do extrato nas placas cromatograficas, as manchas foram visualizadas em camara de
fluorescéncia com luz ultravioleta (UV) em 254 e 360nm e, em seguida, como reagente revelador utilizou-se
Hidréxido de potassio (KOH) a 5% (m/v), Difenilboriloxietilamina (NP) a 1% (m/v), Vanilina sulfdrica a 1%
(m/v) e Cloreto férrico a 1% (m/v), para cada classe de substdncias. Para a efetivacdo das reagSes com os
reagentes reveladores especificos, para as classes de substancias taninos e terpenos, submeteu-se cada placa
em chapa de aquecimento a 100°C para revelar substincias organicas presentes. Os resultados obtidos foram
comparados com os padrdes de referéncia, segundo metodologia adaptada por Wagner & Bladt (2001).

Na avaliagdo da atividade antifingica do extrato de Cabeba-cheirosa foram utilizados os fungos
fitopatogénicos Alternaria sp. e C. musaeprovenientes de folhas de eucalipto e frutos de banana,
respectivamente, dos quais foram obtidas col6nias axénicas para utilizacdo no ensaio. Foram preparadas
solucbes contendo o extrato de P. marginatum e agua destilada esterilizada, na proporgao 1:1, sendo
adicionado Polivinilpirrolidona (PVP), na concentracdo 1:4 (extrato: PVP). As solu¢des foram filtradas em
membrana de Millipore® (0,22 um), e colocadas em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), fundente
(aproximadamente 45° C), para obtencdo das seguintes concentragdes: 10%; 20%; 30%; 40% e 50%.

Apds a adigdo do extrato etandlico de P. marginatum, os meios foram homogeneizados e vertidos
em placas de Petri, onde depositou-se, centralmente, um disco (4mm) de BDA por placa, contendo as
estruturas dos seus respectivos fitopatdgenos (PINTO et al., 2003). O tratamento controle consistiu do cultivo
dos fungos em BDA sem adicao do extrato. Os fungos foram incubados a 25°C, sob fotoperiodo de 12h. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial, com quatro repeticdes.
As avaliagOes foram realizadas medindo-se o diametro médio das coldnias, diariamente, durante cinco dias.
Os dados foram submetidos a ANOVA, comparando-se as médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

utilizando-se o software estatistico Sisvar 5.6.

DISCUSSAO TEORICA

O rendimento do extrato etandlico de P. marginatum, a partir de 83 g de folhas secas e trituradas foi
de 21,4%. Os resultados do perfil quimico por CCD do extrato de P. marginatum evidenciaram a presenca de
taninos hidrolisaveis, flavonoides, terpenos e a auséncia de cumarinas (tabela 1). Para o ensaio antiflingico,
verificou-se diferenca significativa tanto para os fatores isoladamente (fitopatégenos e concentragdes), bem
como para a interagao entre eles (p<0,05). Em rela¢do ao fator fitopatdgenos, C. musae sp. foi o mais sensivel
ao extrato de P. marginatum, conforme se nota na figura 1, com redugdo de 1,5cm no didametro médio das

colbnias em relacdo a Alternaria sp.

Tabela 1: Classes de substancias do extrato etandlico de folhas de P. marginatum por CCD.
Classes de substancias Extrato etandlico Piper marginatum

Presenga/Auséncia | Intensidade de Coloragdo
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Taninos hidrolisaveis + T+
Cumarinas - R
Flavonoides + ++
Terpenoides + +

Legenda: Presenca (+); Auséncia (-); Forte (+++); Moderada (++); Fraco (+).

Diametro médio das col6nias (cm)
= N w P o

o
o U kr UNUWLELULOO®

Alternaria sp Colletotrichum sp

Fitopatdégenos
Figura 2: Diametro médio das col6nias dos fitopatdgenos submetidos ao extrato da Piper marginatum. Médias
seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Considerando as concentragdes do extrato etandlico de P. marginatum, verificou-se uma linearidade
na reducdo do diametro médio das colénias com o aumento das concentragdes, ilustrada na figura 2. A
concentracdo de 50% proporcionou melhor a¢do antifungica, com reducdo de 11,5% em relagdo ao controle.
Analisando a interagdo entre os fatores (fitopatdgenos x concentra¢des), apenas a concentracdo de 50%
reduziu o diametro médio da col6nia de Alternaria sp., em relagao ao controle. Enquanto que, C. musae teve
seu crescimento diminuido, em relagdo ao tratamento controle, em todas as concentra¢des analisadas,
diferindo também do fungo Alternaria sp. (tabela 2). As concentragdes de 40% e 50% ocasionaram redugdes
de 10,9% e 20,2%, respectivamente, no crescimento micelial do isolado flungico obtido dos frutos de banana.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e pelas mesmas letras maiusculas nas linhas

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,01).

b b a ab b
C
0 PVP 10 20 30 40 50
Concentragdes do extrato (%)

Figura 3: Diametro médio das colonias dos fitopatdgenos submetidos as diferentes concentragdes do extrato de Piper
marginatum. Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

o ~N w el
VN w s owm

[

Diametro médio das colonias (cm)
o
wv

o

Tabela 2: Diametro médio das colonias de Alternaria sp. e Colletotrichum musae submetidos ao extrato etandlico de
Piper marginatum, em diferentes concentracdes.

Didametro médio das col6nias (cm)
Concentragdes do extrato (%)
Controle PVP 10 20 30 40 50
5,42 aBC 5,52 aB 5,87 aA 5,85 aA 5,82 aA 5,37 aC 5,15aD

Fitopatégenos

Alternaria sp.
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Colletotrichum sp. 4,10 bA 4,05 bAB 3,92 bCB | 3,85 bCD | 3,75 bDE 3,65 bE 3,27 bF
CV (%) 1,21
Legenda: PVP: Polivinilpirrolidona.

A flora da Amazbnia é bastante diversificada e em parte constituida por espécies nativas com
caracteristicas peculiares. Dentre essas, destaca-se P. marginatum Jacq., conhecida popularmente como
malvaisco, caapeba cheirosa, nhandi, nhandl, pimenta-do-mato e pimenta-dos-indios; encontra-se
distribuida na América do Sul, na América Central e nas Antilhas; no Brasil, a espécie é encontrada em toda
Regido Norte (GUIMARAES et al., 2004).

Pesquisas existentes de extratos oriundos das folhas de P. marginatum apontam para outras técnicas
de extragcdo, como por exemplo, maceracgdo a frio, agitacdo constante, além da utilizacdo de solventes de
diferentes polaridades (ARAUJO et al., 2014; DUARTE et al., 2004), o que dificulta a comparacdo com a
literatura sobre rendimento. A espécie P. arboreum, quando submetida ao mesmo método de extracao,
apresentou um rendimento de apenas 6,9% (FIGUEREDO et al., 2014), sendo inferior ao obtido na espécie P.
marginatum.

O perfil fitoquimico das espécies de Piper apresenta-se muito diversificado, sendo isolados
compostos pertencentes as mais diferentes classes de metabdlitos secundarios, incluindo amidas, lignanas,
hidroquinonas, neolignanas, alcaloides, terpenos, derivados do acido benzoico e aristolactamas (PARMAR et
al., 1997; YAMAGUCHI et al., 2006), corroborando com os resultados encontrados neste trabalho. A presenca
ou auséncia de metabdlitos secundarios também pode ser atribuidas a fatores ligados a estimulos ambientais
como: sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, nutrientes presentes no solo, entre outros
(GOBBO-NETO et al., 2007).

Araujo et al. (2014) verificou inibicdo no crescimento micelial de Colletotrichum scovillei pelo extrato
metandlico de P. marginatum; os resultados encontrados neste trabalho com o extrato etandlico desta
espécie sobre Colletotrichum musae também foram significativos. Espécies do género Piper ja foram testados
contra alguns fitopatégenos in vitro. Silva et al. (2007) avaliou os dleos essenciais de Piper callosum, P.
marginatum var. anisatum e Piper enckea sobre Moniliophthora perniciosa, Phytophthora palmivora e
Phytophthora capsici, constatando que os 6leos de P. callosum e P. enckea foram mais efetivos; Extrato de
Piper chaba inibiu o crescimento micelial de Fusarium oxysporum, P. capsici, Colletotrichum capsici, F. solani
e Rhizoctonia solani (RAHMAN et al., 2011).

Santos et al. (2014), avaliando o extrato de aroeira (Schinus terebinthifolius), in vitro, observou efeito
fungitoxico capaz de inibir o desenvolvimento de diversos fungos, incluindo C. gloeosporioides, porém,
testando o extrato aquoso e o hidrolato de sementes dessa espécie, os efeitos ndo foram favoraveis, em
nenhuma das concentracdes, no combate a este fungo em goiaba. Rozwalka (2008) observou que o extrato
aquoso de cancorosa (Jodina rhombifolia) inibiu em apenas 9,07% o crescimento de Colletotrichum
gloeosporioides demonstrando baixa eficiéncia desse extrato quando comparado ao obtido de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum), que inibiu em 100% o crescimento do fungo, em meio BDA, na concentra¢do de

10%.
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Ranasinghe et al. (2002), utilizou as plantas medicinais cravo-da-india e canela (Cinnamomum
zeylanicum) que apresentaram efeito fungistatico e fungicida contra Colletotrichum musae e Fusarium
proliferatum, ambos patdgenos da bananeira. Os resultados encontrados para o fungo Alternaria sp. deve-
se ao fato que, os metabdlitos secundarios obtidos de plantas podem afetar de forma distinta os diferentes
fitopatogenos, até mesmo espécies dentro de um mesmo género.

Além de permitir a aquisicdo de conhecimentos sobre os efeitos positivos das plantas medicinais, os
resultados podem contribuir para a manutencdo do equilibrio ambiental e de uma agricultura mais
sustentavel. Que irdo ajudar positivamente na reducdo de perdas na producdo agricola, reducdo de
problemas relacionados a intoxicacdo alimentar, causado pelos fitopatdgenos e principalmente reducgdo na

contaminacdo das dguas subterraneas e superficiais, da atmosfera e dos solos

CONCLUSOES

O extrato etandlico de P. margintatum apresentou taninos hidrolisdveis, fenilpropanoides,
flavonoides e terpenoides na sua composicdo quimica. Foi observada atividade antifungica sobre o
fitopatogeno C. musae, em todas as concentragGes testadas. Estes resultados viabilizam a realizacdo de

fracionamentos e ensaios in vitro e in vivo, visando a identificacdo e isolamento dos compostos bioativos

para a formulacdo de produtos alternativos no controle da antracnose.
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