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ANTIMICROBIAL AND ALLELOPATHIC POTENTIAL OF THE AMIDES ISOLATED FROM THE ROOTS OF Ottonia martiana

Miq., PIPERACEAE. Two amides, piperovatine and isopiperlonguminine, were isolated from the roots of Ottonia martiana Miq., a
herbaceous shrub commonly used in folk medicine in the treatment of toothache. The crude extract (CE) and isolated compounds
were submitted to bioautography and allelopathic assay. The bioautograms allowed the detection of compounds with antibacterial
activity and the identification of the bioactive substance piperovatine. The CE and amides exhibited an allelopathic effect on Lactuca

sativa (lettuce) seedling growth but did not affect the seeds’ germinability.
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INTRODUÇÃO

Ottonia martiana Miq., espécie pertencente à família Piperaceae,
é um arbusto comum da Floresta Atlântica da região sul do Brasil1. É
conhecida pelos nativos do litoral paranaense como “anestesia”, de-
vido ao seu emprego popular como anestésico local em odontalgias2,3.
Em outras regiões do Brasil (sul, sudeste e norte) é conhecida como
“jaborandi, taburutá e jaguarandi” 4.

Estudos fitoquímicos realizados com extratos desta espécie vege-
tal revelaram a presença das amidas piperovatina, piperlonguminina e
isopiperlonguminina, além de esteróides (isômeros de β-sitosterol e
estigmasterol) e do sal nitrato de potássio2,3,5. Apesar destas amidas
serem previamente conhecidas por terem sido isoladas de outras espé-
cies de Piperaceae6-17, pouco se conhece sobre suas atividades biológi-
cas, entre as quais destacam-se efeitos de salivação, dormência e sen-
sação de queimadura na língua11, além da ação piscicida13, inseticida14

e antibacteriana18. Em estudos recentes, o potencial antimicrobiano do
extrato bruto de O. martiana frente aos fitopatógenos Cylindrocladium
spathulatum19, Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum e
Rhizoctonia sp.20 também foi comprovado.

Como a busca por substâncias naturais tem sido intensificada
face a urgência de novos fármacos, estudos fitoquímicos com enfoque
multidisciplinar têm sido contemplados21-23. Porém, a escolha de
métodos simples, sensíveis, práticos, confiáveis e que eliminem eta-
pas no processo de separação de constituintes bioativos torna-se
indispensável21,24. Também cabe ressaltar que muitas substâncias
químicas presentes nos vegetais podem levar ao surgimento de efeito
alelopático (interferência na germinação de sementes e no desen-
volvimento de outras plantas) de grande interesse científico, visto
muitos aleloquímicos serem utilizados na medicina popular para
tratamento de diversas doenças25.

Diante do exposto, justifica-se re-isolar as amidas isopiperlon-

guminina e piperovatina, para realizar um estudo fitoquímico com
enfoque multidisciplinar, a fim de detectar e identificar amidas
antimicrobianas com potencial alelopático em extratos das raízes de
O. martiana, por meio dos ensaios de bioautografia, germinação de
sementes e crescimento de plântulas de L. sativa (alface).

PARTE EXPERIMENTAL

Instrumentação e material

Os pontos de fusão foram determinados em um aparelho Kofler
“hot stage”. Os espectros de RMN foram obtidos um aparelho Bruker
– Avance 400 (1H: 400 MHz; 13C: 100 MHz). Nas separações
cromatográficas em coluna (CC) e em camada delgada (CCD) empre-
gou-se sílica gel 60 F

254
 (Merck). A análise qualitativa foi realizada

por meio de cromatografia gasosa capilar acoplada à espectrometria
de massas (CG-EM, Varian 3800 - SATURN 2000), 70 eV, coluna
CP-SIL 5 CB (60 m x 0,32 mm d.i. x 1,00 mm), He como gás de
arraste, velocidade linear de 1,6 mL min-1, e temperaturas de 300 °C
no injetor, 300 °C no detector e na coluna a temperatura programada
de 100-300 °C em uma taxa de aquecimento de 20 °C min-1, perma-
necendo em 300 °C por 10 min.

Para a bioautografia foram utilizadas cepas das bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 29737), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), Salmonella choleraesuis (ATCC 10708) e
Escherichia coli (ATCC 11229), fornecidas pelo Instituto de
Tecnologia do Paraná (TECPAR).

Para a avaliação do potencial alelopático utilizaram sementes
de Lactuca sativa (alface), classe fiscalizada, cultivar Babá, com
99% de viabilidade.

Material vegetal

As raízes de O. martiana foram coletadas em Coroados, mu-
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bioautogramas por meio da formação das zonas de inibição ao re-
dor de suas bandas. O teste foi realizado em duplicata.

Ensaio da germinação de sementes e crescimento das radículas
e hipocótilos das plântulas

Para o potencial alelopático utilizaram-se os métodos adapta-
dos daqueles descritos por Ferreira e Aquila29. Os organismos-
teste utilizados neste bioensaio foram sementes de alface, que fo-
ram submetidas a resfriamento de 4 °C por 72 h para superação de
dormência. Os bioensaios da germinação de sementes e do desen-
volvimento das radículas e hipocótilos das plântulas foram reali-
zados em câmara de germinação com temperatura controlada (16,8–
17,2 °C). As sementes foram acondicionadas em caixas Gerbox
(11 x 11 cm) previamente forradas com duas folhas de papel de
filtro estéreis, as quais foram umidecidas com 1 mL do extrato,
fases ou substâncias a serem testadas e mantidas à 40 °C por 24 h
para total evaporação do solvente e adição de 3 mL de água desti-
lada estéril.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e em
quatro concentrações (0,1; 0,2; 0,4; 0,8 mg mL-1). As caixas Gerbox
com soluções-teste e controle (solvente: EtOH) receberam o mes-
mo número de sementes (25).

As leituras para avaliação da germinação foram diárias ao longo
de 5 dias consecutivos. A medição das radículas e hipocótilos foi
realizada após este período (7 dias). O delineamento estatístico
foi inteiramente casualizado. As médias dos resultados foram com-
paradas pelo teste de Tukey (p < 0,05), utilizando-se o programa
estatístico SANEST30.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As amidas piperovatina (1) e isopiperlonguminina (2) apresen-
taram, respectivamente, Tr = 14,348 e 15,356 min no cromatograma
(CG-EM). Ambas foram obtidas como cristais brancos.

O composto 1, de fórmula molecular C
17

H
23

O
2
N, apresentou pon-

to de fusão 115-119 °C e íon molecular m/z 273 (CG-EM). O ponto
de fusão juntamente com os dados espectrais (CG-EM) foram con-
sistentes com aqueles descritos na literatura para a piperovatina2,10,17.

O composto 2, de fórmula molecular C
16

H
19

O
3
N, apresentou pon-

to de fusão 139-141 °C e íon molecular m/z 273 (CG-EM). Os dados
espectrais (CG-EM) juntamente com o ponto de fusão foram simi-
lares aos da isopiperlonguminina, amida descrita como o corres-
pondente isômero cis,cis da piperlonguminina10,17. As pequenas di-
ferenças verificadas encontram-se na faixa do erro experimental.

O teste de bioautografia permitiu detectar várias zonas de inibi-
ção de crescimento bacteriano nos bioautogramas do EB e FDCM
das raízes de O. martiana frente às bactérias Gram positivas S. aureus
e S. epidermidis, indicando a presença de componentes bioativos
com Rfs 0,35; 0,58; 0,7 e 0,81 (Estruturas 1 e 2). Surpreendentemen-
te, quando Cunico et al. avaliaram o extrato etanólico dos órgãos
totais desta espécie vegetal (20,5 mg/mL), foram detectadas zonas de
inibição somente nos ensaios frente a S. aureus3, provavelmente em
razão do extrato aplicado nas cromatoplacas ser menos concentrado
e, conseqüentemente, da menor concentração de substâncias bioativas.
Zonas de inibição não foram detectadas nos bioautogramas ensaia-
dos frente as bactérias Gram negativas testadas. Além disso, na aná-
lise dos bioautogramas frente as bactérias Gram positivas testadas
verificou-se que EB, FDCM, piperovatina e a fração 12-19 da fase
DCM apresentaram zonas de inibição com Rfs similares (0,35), fato
que levou à identificação de uma das substâncias responsáveis por
esta bioatividade: a amida piperovatina. A bioautografia confirmou
neste trabalho a sua praticidade, visto ser uma técnica que pode ser

nicípio de Guaratuba, estado do Paraná, em abril de 2000. A
identificação botânica foi realizada por Dr. G. Hatschbach do
Museu Botânico Municipal da Prefeitura de Curitiba, Paraná,
(MBM), com exsicata da espécie depositada no herbário MBM,
sob número 259.057.

Extração, fracionamento e isolamento

As raízes (198,95 g) foram desidratadas em estufa de ar seco
circulante à 40 oC, reduzidas a um pó fino, e extraídas exaustiva-
mente por maceração a frio com metanol (95%) durante 7 dias (3x1
L). Uma parte do material obtido após filtração e evaporação com-
pleta do MeOH, sob pressão reduzida à 40 °C, foi reservada para
utilização em bioensaios (1 g). A outra parte (6,96 g) foi particionada
com 250 mL de hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de
etila (AcOEt) e butanol (BuOH). A fase DCM (FDCM) obtida após
evaporação do solvente (1,97 g) foi submetida à CC com os eluentes
hexano, AcOEt e MeOH em misturas de polaridade crescente (5%).
Os eluatos assim obtidos foram coletados em frascos de 20 mL,
monitorados por CCD, comparados com amostras autênticas, reu-
nidos e armazenados em local apropriado (fresco e ventilado) para
evaporação lenta dos solventes. O aparecimento de cristais nas pa-
redes dos frascos coletores (frações 20 e 12) permitiu o isolamento
de piperovatina (1) e isopiperlonguminina (2), respectivamente.

Piperovatina (1): C
17

H
23

O
2
N. Cristais brancos. Mp 115-119 °C.

MS m/z (rel. int): 273 ([M]·+, 52), 201 (12), 173 (100), 159 (24), 152
(65), 139 (63), 121 (44), 96 (55).

Isopiperlonguminina (2): C
16

H
19

O
3
N. Cristais brancos. Mp 139-

141 °C. MS m/z (rel. int): 273 ([M]•+, 25), 216 (16), 201 (57), 173
(58), 172 (23), 152 (4), 143 (31), 135 (13), 115 (100), 96 (24).

Bioautografia

No teste para o potencial antimicrobiano da O. martiana, foi
empregado o método de bioautografia26, adaptado das modifica-
ções propostas por Romeiro27, buscando-se detectar e identificar
substâncias bioativas. As suspensões bacterianas foram padroniza-
das em suloção salina segundo a escala 0,5 de MacFarland28. Volu-
mes de 3 µL do extrato bruto (1 mg mL-1), FHex, FDCM, FAcOEt,
FBuOH (1mg mL-1), piperovatina (0,1 mg mL-1),
isopiperlonguminina (0,1 mg mL-1) e da fração 12-19 da fase DCM
(mistura de isopiperlonguminina com piperovatina – 0,1 mg mL-1)
foram aplicados sobre placas de sílica gel GF

254 
(2,5 x 5,0 cm), as

quais foram submetidas ao sistema eluente n-hexano:acetato de etila
(70:30 v/v). Após secagem, as cromatoplacas foram depositadas em
placas de Petri onde foram vertidos os meios de cultura ágar nutri-
ente (NA) contendo as suspensões bacterianas previamente padro-
nizadas e o revelador cloreto de trifeniltetrazolium (1%)24. Após 24
h de incubação à 35 °C, as substâncias cromatograficamente sepa-
radas que exibiram atividade antibacteriana foram reconhecidas nos
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utilizada tanto para extratos de plantas como para substâncias isola-
das, principalmente por ser um ensaio simples, confiável, eficiente e
sensível, pois menos de 2,5 μg de substância bioativa formam áreas
de inibição visíveis22.

No teste de germinação de sementes observou-se que as solu-
ções-teste (EB, piperovatina, isopiperlonguminina e fração 12-19 da
FDCM) não apresentaram, nas concentrações testadas, influência
sobre a germinabilidade da L. sativa (percentual final da germina-
ção), porém promoveram um atraso na germinação. Isto corrobora
com o fato de que o efeito alelopático muitas vezes não é percebido
sobre a taxa de germinação, que indica o percentual final de germi-
nação no tempo, mas sobre a velocidade de germinação, que indica
o tempo necessário para germinação, ou sobre outro parâmetro do
processo31.

Os resultados da avaliação do potencial alelopático podem ser
melhor visualizados na Tabela 1.

No bioensaio para o potencial alelopático sobre o desenvolvi-
mento das plântulas de L. sativa verificou-se que EB, nas concen-
trações testadas, produziu efeitos inibitórios sobre o crescimento
das radículas (12,30 a 44,66%) e dos hipocótilos (16,24 a 55,35%).
A piperovatina, nas concentrações de 0,1 e 0,8 mg mL-1, inibiu o
crescimento dos hipocótilos (10,63 a 21,72%) e na concentração
de 0,2 mg mL-1, apresentou uma tendência de estímulo sobre o
crescimento dos hipocótilos (2,77%). Em muitos casos, uma subs-
tância pode estimular o crescimento vegetal em baixas concentra-
ções e em concentrações mais altas, produzir um efeito inibitó-
rio32,33. Sobre o crescimento das radículas, a piperovatina apresen-
tou um baixo efeito inibitório (11,86 a 19,62%). A
isopiperlonguminina (0,8; 0,4 e 0,2 mg mL-1) apresentou efeito
inibitório sobre o crescimento das radículas (21,70 a 37,31%) e
sobre o crescimento dos hipocótilos, nas concentrações de 0,1 e
0,8 mg mL-1, um baixo potencial de inibição foi evidenciado (17,57
a 21,70%). Surpreendentemente, a fração 12-19 da FDCM, con-
tendo uma mistura de piperovatina com isopiperlonguminina (1:3

– w/w), potencializou o efeito inibitório sobre o crescimento das
radículas e hipocótilos de alface, quando comparado ao exibido
pelas mesmas quando testadas isoladamente. Apesar destes re-
sultados sugerirem um efeito sinergístico entre as substâncias
piperovatina e isopiperlonguminina, a possibilidade da fração 12-
19 apresentar outros aleloquímicos com efeitos mais significati-
vos não foi excluída, já que constituintes minoritários podem exer-
cer forte ação e mascarar resultados de atividades biológicas de
frações supostamente “puras”.

Neste trabalho, a utilidade e praticidade da bioautografia para
detecção e isolamento de amidas antibacterianas foram confirmadas e
o potencial alelopático foi evidenciado.

Como muitos aleloquímicos são utilizados na medicina popular
para cura de doenças25, controle de plantas invasoras34 e na
sustentabilidade de uma região, sem degradação das fontes naturais
ou riscos ao meio ambiente, estudos complementares devem ser reali-
zados com esta espécie vegetal.
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