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RESUMO 

 

 

 

PEREIRA, Lídia da Silva; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 
Ribeiro; Março de 2015; “PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS DE FOLHAS E 
RAÍZES DE Capsicum annuum L.: CARACTERIZAÇÃO E ATIVIDADE 
INIBITÓRIA SOBRE MICRORGANISMOS FITOPATOGÊNICOS’’; Orientadora: 
Drª Valdirene Moreira Gomes; Conselheiros: Drª Rosana Rodrigues e Dr. André 
de Oliveira Carvalho. 
 

 

As plantas produzem uma gama de peptídeos antimicrobianos (AMPs) contra 

seus patógenos, podendo ser expressos de forma constitutiva ou induzidos após 

o ataque do patógeno ou frente a um estresse abiótico. Resultados demonstram 

que peptídeos isolados de plantas, tais como defensinas e LTPs, inibem o 

crescimento de diferentes espécies de fungos patogênicos. Este trabalho teve 

como principal objetivo detectar e caracterizar AMPs de folhas e raízes de 

Capsicum annuum e avaliar suas atividades inibitórias, sobre os fungos 

fitopatogênicos Colletotrichum lindemuthianum e Colletotrichum gloeosporioides 

causadores da antrocnose e sobre a bactéria Xanthomonas euvesicatoria 

causadora da mancha bacteriana. Além disso, atividade inibitória sobre enzimas 

serino protease e α-amilase salivar humana foi avaliada. Foram utilizadas duas 

metodologias para a extração de peptídeos das folhas e raízes de C. annuum: 

extração ácida e extração em etanol 50%. Os extratos provenientes de ambas as 

extrações foram submetidos à cromatografia de fase reversa em sistema HPLC, 

utilizando coluna C2/C18 com coluna guarda C8. Todo o processo de extração e 
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purificação foi acompanhado por eletroforese uni e bi-dimensional em gel de 

tricina. Os extratos brutos alcoólicos e ácidos de folhas e raízes foram capazes de 

inibir o crescimento do fungo C. lindemuthianum nas concentrações testadas e 

apenas o extrato alcoólico de raízes foi capaz de inibir o fungo C. gloeosporioides. 

Os peptídeos purificados por cromatografia foram também avaliados quanto a sua 

capacidade em inibir o crescimento desses fungos. Observou-se que peptídeos 

são potentes inibidores do crescimento de fungos fitopatogênicos. No 

antibiograma com a bactéria Xanthomonas euvesicatoria utilizando os extratos 

alcoólicos e ácidos de folhas e raízes de C. annuum em diferentes concentrações, 

verificou-se que esses extratos são capazes de inibir o crescimento desta 

bactéria. Observou-se nos ensaios enzimaticos que os extratos alcoólicos e 

ácidos de folhas são capazes de inibir a tripsina, mas só o extrato ácido inibiu a α- 

amilase salivar humana. Com esses resultados esperamos contribuir com o uso 

de AMPs de plantas como ferramentas no controle de doenças causadas por 

pragas e microrganismos fitopatogênicos. 
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ABSTRACT 

 

 

 

PEREIRA, Lídia da Silva; March, 2015; Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro “ANTIMICROBIAL PEPTIDES OF LEAVES AND 
ROOTS Capsicum annuum L.: CHARACTERIZATION AND INHIBITORY 
ACTIVITY ON PATHOGENIC MICRORGANISMS’’; Advisor: Drª Valdirene Moreira 
Gomes; Consultants: Drª Rosana Rodrigues e André de Oliveira Carvalho”.  
 

 

The plants produce a range of antimicrobial peptides (AMPs) against their 

pathogens and they can be expressed constitutively or be induced after pathogen 

attack or against abiotic stresses. Results demonstrated that AMPs isolated from 

plants, such as defensins and LTPs, inhibits the growth of different species of 

pathogenic fungi. This study aimed to detect and characterize AMPs from leaves 

and roots of Capsicum annuum L. and evaluate their inhibitory activities on the 

phytopathogenic fungi such as Colletotrichum lindemuthianum and Colletotrichum 

gloeosporioides causing the antrocnose and the bacteria Xanthomonas 

euvesicatoria cause of bacterial spot. In addition, their inhibitory activity against 

serine protease and human salivary α-amylase enzymes were evaluated. Two 

methodologies were used for the extraction of peptides from leaves and roots of C. 

annuum: acid extraction and extraction in 50% ethanol. The two extracts were 

subjected to reverse phase chromatography on HPLC system using C2/C18 

column with C8 guard column. The entire process of extraction and purification 

was followed by uni- and bi-dimensional electrophoresis in tricine gel. Alcoholic 

and acids extracts from leaves and roots were able to inhibit the growth of C. 
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lindemuthianum at the all concentrations tested, but only the alcoholic extract of 

roots was able to inhibit the fungus C. gloeosporioides. The peptides purified by 

chromatography were also evaluated for their ability to inhibit the growth of these 

fungi. It was observed that peptides are potent inhibitors of the growth of 

pathogenic fungi. The Antibiogram performed with the bacterium Xanthomonas 

vesicatoria and using alcoholic and acid extracts of leaves and roots from C. 

annuum at different concentrations showed that the both extracts are able to 

inhibit the growth of this bacterium. In this work we evaluated the ability of these 

extracts in inhibiting the activity of the human salivary α-amylase and 

trypsin.Observed that the alcoholic and acid extracts from leaf can inhibit trypsin 

activity, but only the acid extract inhibited the human saliavary α-amylase. With 

these results we expect to contribute using AMPs as tools in plant disease control 

tails pests and phytopathogenic microorganisms. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Peptídeos antimicrobianos (AMPs, do inglês antimicrobial peptides) são 

pequenas proteínas, menos de 100 resíduos de aminoácidos, com carga líquida 

positiva em pH fisiológico, são anfipáticos e possuem um amplo espectro de 

atividade contra microrganismos, sendo conservados durante a evolução 

(Gennaro e Zanetti, 2000; Hancock e Scott, 2000; Mitta et al., 2000; Boman, 2003; 

Marshall e Arenas, 2003; Peschel et al., 2006).  

Nas plantas, os AMPs desempenham o papel de defesa frente à invasão 

de um microrganismo, ou ataque de um inseto, ou até mesmo um estresse 

ambiental. Estes peptídeos foram denominados antimicrobianos, devido ao seu 

amplo espectro microbicida, especialmente sobre fungos, leveduras, vírus 

envelopados, bactérias e parasitas (Thevissen et al., 2004; Leornard et al., 2011). 

O mecanismo de ação dos AMPs ainda não é bem compreendido para 

todas as famílias conhecidas, mas muitos estudos indicam que na maioria das 

vezes ocorre a permeabilização da membrana do microrganismo, devido às 

características estruturais e químicas destas moléculas.  

AMPs possuem várias características químicas e biológicas que os 

classificam como agentes potenciais na produção de fármacos. Uma destas 

características é sua baixa toxicidade a células de mamífero in vitro. Dessa forma, 

estudos recentes baseiam-se no desenvolvimento de novos peptídeos antibióticos 

ou a conjugação de AMPs com medicamentos já utilizados convencionalmente. 

Outra vertente e o desemvolvimento de AMPs inseticidas, bem como plantas 
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transgênicas, que expresam genes que codificam AMPs, tornando essas plantas 

mais resistentes ao ataque de microrganismos invasores e pragas (Peters et al., 

2010; Teixeira et al., 2012). 

Um papel claro dos AMPs na proteção das plantas é relatado por Gao et al. 

(2000), em que as plantas transgênicas que expressam o gene para uma 

defensina  de alfafa se tornam mais resistentes ao fungo Verticillium dahliae. 

Outro exemplo do papel dos AMPs é visto por Molina e García-Olmedo (1997), 

em que as plantas transgênicas de Tabaco e Arabidopsis que expressavam o 

gene para LTP de cevada se tornavam mais resistentes à bactéria 

Pseudomonas syringae. 

Nos últimos anos, estudos têm demonstrado diferentes espécies de 

pimentas e pimentões com atividade antimicrobiana (Dias et al., 2013). Egorov e 

colaboradores (2005) demonstraram pela primeira vez a presença e a 

diversidade, simultaneamente, de diferentes classes de AMPs em sementes de 

trigo. No total foram isolados 49 AMPs, dos quais 30 foram identificados e 

agrupados em sete classes as quais incluem: defensinas, peptídeos ricos em 

glicina, tioninas, LTPs, knotinas símile, heveína símile e peptídeos com quatro 

cisteínas (MBP-1) entre outros que ainda são desconhecidos.  

 Assim, durante os últimos anos nosso grupo vem isolando e 

caracterizando diferentes peptídeos e proteínas antimicrobianas pertencentes a 

diversas espécies de plantas como Vigna unguiculata, Passiflora flavicarpa, 

Cucumis melo, Adenanthera pavonina, Phaseolus vulgaris e plantas do gênero 

Capsicum. Desta forma, a presente pesquisa investigou a interação entre fungos 

patogênicos e bactérias com moléculas peptídicas de plantas, antagonísticas ao 

seu desenvolvimento, importante não só por aspectos básicos, mas também 

aplicados, especialmente através da identificação de candidatos moleculares com 

alta capacidade de controle desses agentes fitopatogênicos. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

          2.1 - Objetivo geral 

 

Identificar e caracterizar peptídeos antimicrobianos de folhas e raízes de 

Capsicum annuum L., analisando seu efeito inibitório sobre microrganismos de 

interesse agronômico e sobre enzimas da família serino protease e α-amilase. 

 

 2.2- Objetivos específicos  

 

    Identificar peptídeos antimicrobianos a partir de diferentes extrações de 

folhas e raízes de C. annuum L. e comparar a efetividade quanto à obtenção dos 

peptídeos; Purificar e caracterizar os peptídeos antimicrobianos de folhas e raízes 

de C. annuum L.; Analisar o efeito inibitório dos extratos e dos peptídeos isolados 

de folhas e raízes de C. annuum L. sobre o crescimento dos fungos 

fitopatogênicos Colletotrichum lindemuthianum e Colletotrichum gloeosporioides; 

Analisar o efeito inibitório dos extratos de folhas e raízes de C. annuum L. sobre o 

crescimento da bactéria Xanthomonas euvesicatoria; Analisar o efeito inibitório 

dos extratos brutos de folhas e raízes de C. annuum L. sobre as enzimas tripsina 

e α-amilase salivar humana. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

 

 

3.1 - O sistema de defesa das plantas 

 

As plantas sofrem constantemente com injúrias causadas por pragas e 

doenças causadas por microrganismos patogênicos, sendo estes responsáveis 

por grandes perdas na agricultura. As plantas, entretanto, apresentam certo grau 

de resistência ao ataque desses agressores, tendo para isso desenvolvido 

durante a evolução, mecanismos bioquímicos e morfológicos para a sua defesa. A 

resistência de plantas ao ataque de patógenos pode ser compreendida como a 

capacidade que elas desenvolveram de impedir ou retardar a penetração dos 

microrganismos em seus tecidos (Wit, 2007). 

O sistema de defesa das plantas está dividido em dois grandes grupos: 

defesas constitutivas ou pré-formadas e defesas induzidas. As defesas 

constitutivas são aquelas naturalmente presentes nas plantas, funcionando como 

barreiras químicas e físicas. Essas defesas pré-formadas protegem as plantas, 

em um primeiro momento, sem a obrigatoriedade de um ataque ou agressão 

(Heath, 1997; Heath, 2000; Van Loo et al., 2006)  

As defesas induzidas são aquelas evidentes somente após a percepção da 

invasão do patógeno ou quando a planta sofre injúria. As respostas da defesa 

induzida incluem: resposta de hipersensibilidade, lignificação do tecido e ativação 

das barreiras químicas em que ocorre aumento na concentração ou síntese de 
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vários AMPs e proteínas relacionadas à patogênese, também conhecidas como 

proteínas PR (Heil, 2010). 

É importante ressaltar que as repostas produzidas pelas barreiras físicas e 

químicas fazem parte tanto da defesa constitutiva quanto da defesa induzida. As 

respostas das barreiras químicas constitutivas caracterizam-se pela produção de 

alcaloides, aminoácidos não proteicos, flavonoides, entre outros compostos de 

baixo peso molecular, podendo também ser principalmente decorrentes da 

presença de proteínas, tóxicas e peptídeos antimicrobianos, os quais são 

componentes fundamentais na defesa das plantas (Garcia-Olmedo et al., 2001; 

Nishimura e Dangl, 2010). 

 

3.2 - Peptídeos antimicrobianos de plantas (AMPs) 

 

As plantas produzem uma ampla gama de proteínas antimicrobianas para 

defenderem-se de fitopatógenos. Os AMPs podem ser encontrados na maioria ou 

em todas as espécies de plantas, e são encontrados constitutivamente em órgãos 

de armazenamento como sementes, tubérculos, órgãos reprodutivos, frutos e 

flores (Thevissen et al., 2004; Peters et al., 2010). Os AMPs possuem uma ampla 

atividade contra bactérias patogênicas, fungos, vírus envelopados e parasitas, 

sendo, dessa forma, uma estratégia comum aplicada pelas plantas como resposta 

de defesa (Leonard et al., 2011).  

Os AMPs são moléculas que apresentam um baixo peso molecular podendo 

variar de 3 a 10 kDa. Possuem carga líquida positiva em pH fisiológico, dobram-

se em moléculas anfipáticas, apresentando uma face hidrofóbica e outra face 

carregada, facilitando a interação com a membrana da célula alvo (Lay e Gallo, 

2009; Baumann et al., 2010).  AMPs são ricos em cisteína, podendo variar entre 

4, 6 ou 8 de acordo com a família, sendo as cisteínas pareadas formando pontes 

dissulfeto (2, 3 ou 4), conferindo à molécula uma alta estabilidade. Os AMPs 

apresentam, ainda, uma estrutura tridimensional globular comum, de acordo com 

a família em que se encontram (Broekaert et al., 1997).  

 Baseando-se na homologia das estruturas primárias, os peptídeos podem 

ser classificados em diferentes famílias, entre elas estão: as snakinas, peptídeos 

do tipo heveína, peptídeos do tipo knotinas, peptídeos MBP-1, peptídeos 

macrocíclicos, proteínas transportadoras de lipídeos (LTPs), defensinas, e 
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tioninas (Benko-Isepon et al., 2010). Os AMPs podem ser classificados também 

quanto à massa molecular, carga, estrutura tridimensional e atividade inibitória 

(Tabela 1).  

 
 
Tabela 1  - Peptídeos antimicrobianos de plantas, adaptado de García-Olmedo et 
al. (2001). 
 

Família  Número 
de 

resíduos 

Ligações 
dissulfeto 

Tipos de 
subfamílias 

Atividade inibitória  

 
LTPs  

90-95 (I) 
ou 

70-75 (II) 

 
3-4 

 
I-II 

 
Bactérias Gram-
positivas e fungos 
 

Snakinas  61-70 6 I-III Bactérias e fungos 

Defensinas  45-54 4 I-IV Bactérias Gram- 
positivas e fungos 

Tioni nas 45-47 3-4 I-IV Bactérias e fungos 

Heveínas - like  43 4 I Bactérias Gram-
positivas  e fungos 
 

Knotinas - like  36-37 3 I Bactérias Gram-
positivas e fungos 

Seferdinas  28-38 0  I-II Bactérias e fungos 
 

MBP-1 33 2 I Bactérias e fungos 
 

Peptídeos 
macrociclicos 

29-31 3 I-III Bactérias 
Gram-positivas 
 

IB- AMPs 20 2 I Bactérias Gram-
positivas e fungos 

 
 
As snakinas são AMPs encontrados em várias espécies de plantas, foram 

inicialmente isoladas de batata (Solanum tuberosum). São peptídeos ricos em 

cisteína (12 resíduos) e possuem uma ampla atividade contra bactérias e fungos 

(Berrocal-Lobo et al., 2002). 

 Os AMPs da família MBP-1 possuem um enovelamento característico, 

onde duas α-hélices estão unidas por duas pontes de dissulfeto, sua estrutura 
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contém 33 resíduos de aminoácidos. Estes AMPs foram isolados de sementes de 

milho da espécie Zea mays por Duvick et al. (1992). A atividade deste peptídeo foi 

observada em concentrações muito baixas em torno de 7,6 e 14,52 µM, contra 

bactérias Gram-negativas e fungos (Duvick et al., 1992). 

 Os AMPs similares a heveínas possuem 43 resíduos de aminoácidos, 

quatro ligações dissulfeto e são ricos em glicina. São relatados no látex das 

seringueiras, em sementes de amaranto, folhas de beterraba, flores da espécie 

Pharbitis nil, frutos de sabugueiro, nas flores do gênero Arabidopsis, na casca de 

plantas de Eucommia ulmoides, bem como, em várias outras espécies de plantas. 

Estes AMPs possuem atividade contra um amplo espectro de fungos e bactérias 

(Broekaert et al.,1990; Brokaert t al., 1992; Koo et al., 1992; Nielsen et al., 1997; 

Huang et al., 2002). 

 Os peptídeos da família knotina foram inicialmente isolados de sementes 

de Mirabilis jalapa, popularmente chamada de maravilha. Peptídeos desta família 

apresentam em torno de 36 - 37 resíduos de aminoácidos, três ligações dissulfeto 

e um enovelamento característico em forma de nó. Estes peptídeos inibem o 

crescimento de uma ampla gama de fungos e bactérias (Benko-Iseppon et al., 

2010). 

 Os Ib-AMPs foram isolados inicialmente em sementes de Impatiens 

balsamina, popularmente chamada de bálsamo de jardim. São peptídeos com 20 

resíduos de aminoácidos e possuem duas ligações dissulfeto. Sua atividade já foi 

identificada contra fungos e bactérias Gram-positivas (Tailor et  al.,1997). 

 Os peptídeos pertencentes à família das Seferdinas são os únicos 

peptídeos descritos que não possuem pontes de dissulfeto. Suas estruturas são 

formadas por peptídeos lineares ricos em glicina e histidina e apresentam entre 

28 - 38 resíduos de aminoácidos. Estes peptídeos foram inicialmente isolados de 

raiz de Capsella bursapastoris, conhecido popularmente como bolsa-de-pastoros, 

são ativas contra fungos e bactérias (Park et al., 2000).  

Os peptídeos macrocíclicos foram inicialmente encontrados em plantas das 

famílias Rubiaceae e Violaceae, apresentando em sua estrutura 29 - 31 resíduos 

de aminoácidos e três ligações dissulfeto. São peptídeos ativos contra fungos e 

bactérias (Craik et al., 2006). 

 As tioninas foram os primeiros peptídeos de plantas caracterizados 

(García-Olmedo et al.,1998). São peptídeos básicos, com baixo peso molecular, 
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em torno de 5 kDa, ricos em arginina, lisina e cisteína. Localizam-se 

predominantemente no meio intracelular, mas também, são encontradas no 

espaço extracelular e em vários tecidos vegetais, como sementes, caules e 

raízes. A principal característica das tioninas é a sua ampla atividade antifúngica e 

antibacteriana, e os seus efeitos antimicrobianos conduzem à permeabilização 

das membranas celulares (Cammue et al.,1992; Bohlmann et al., 1998; Stec, 

2006). Há também vários relatos que mostram plantas transgênicas expressando 

um gene para tionina e tornando-se mais resistentes ao ataque de fungos, 

bactérias e outros patógenos (Epple et  al., 1997). 

 As LTPs são peptídeos catiônicos encontrados em muitas espécies de 

mono e dicotiledôneas. Estas proteínas foram nomeadas proteínas 

transportadoras de lipídeos, devido à sua capacidade de facilitar a transferência 

de fosfolipídios entre as membranas celulares. As LTPs são subdivididas em duas 

famílias, LTP1 e LTP2, que apresentam massa molecular de aproximadamente 7 

e 9 kDa, respectivamente. As duas famílias apresentam, em comum, oito resíduos 

de cisteína, formando quatro pontes dissulfeto, elevado ponto isoelétrico e um 

peptídeo sinal, que varia de acordo com a família. O peptídeo sinal da família 

LTP1 apresenta em torno de 21 a 27 resíduos de aminoácidos e a família LTP2 

de 27 a 35 resíduos de aminoácidos. Peptídeos de ambas as famílias, 

apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e/ou Gram-

negativas, fungos e leveduras (Thevissen et al., 1996). 

 As defensinas representam uma família de peptídeos com 45 a 54 resíduos 

de aminoácidos, sendo, primeiramente, caracterizadas em plantas por Terras e 

colaboradores (1995). Estes peptídeos obtidos a partir de grãos de trigo e cevada 

foram, inicialmente, chamados de tioninas, por apresentarem tamanho de 5 kDa e 

quatro ligação dissulfeto (Broekaert et al., 1995). Apesar das semelhanças entre 

tioninas e defensinas, as mesmas não apresentavam o mesmo padrão de 

formação de pontes de dissulfeto. As defensinas apresentam oito cisteínas que 

formam uma estrutura estável, com quatro pontes dissulfeto, que são enoveladas 

em forma globular, contendo três folhas-β antiparalelas e uma α-hélice (Carvalho 

e Gomes, 2009).  

 No reino vegetal, as defensinas podem ser encontradas na maioria, se não 

em todas as plantas (Broekaert et al., 1995; Liu et al., 2006). Isoladas a partir de 

várias espécies, podem ser encontradas em diferentes partes da planta, por 
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exemplo, folhas de rabanete da espécie Raphanus sativus (Terras et al., 1992), 

frutos de pimenta da espécie Capsicum annuum L. (Meyer et al.,1996) e 

sementes de Phaseolus vulgaris (Games, et al., 2008). 

 Mello e colaboradores (2011) mostraram que a defensina PvD1 de 

Phlaseolus vulgaris, na concentração de 100 µg/mL, foi capaz de causar 

permeabilização na membrana celular de diferentes leveduras tais como: Candida 

albicans, Kluyveromyces marxiannus e Saccharomyces cerevisiae. Nas leveduras 

Candida albicans e Candida guilliermondii, a defensina foi capaz de causar ainda 

desorganização da membrana citoplasmática. Na levedura Candida albicans e no 

fungo Fusarium oxyporum, PvD1 induziu a produção ROS, que são compostos 

que comprometem funções celulares. Assim as defensinas de plantas são 

dotadas de múltiplas atividades biológicas, entre elas, a inibição de fungos e 

bactérias Gram-positivas. O mecanismo de ação deste peptídeo baseia-se na 

interação com a célula alvo, permeabilização das membranas celulares e inibição 

do crescimento de diferentes espécies de fungos e leveduras patogênicas (Dubin 

et al., 2005; Carvalho e Gomes, 2011). 

 

3.3 - O Gênero Capsicum 

 

O gênero Capsicum compreende pimentas e pimentões que apresentam 

uma grande variabilidade nos tipos de frutos, variando em tamanhos, cores e 

formas. Plantas do gênero Capsicum pertencem à família Solanaceae, que inclui 

pimentas de importante valor econômico (Luning, et al., 1995; Menichini et al., 

2009).  

 As plantas do gênero Capsicum são, preferencialmente, autógamas com 

flores hermafroditas, com 2n = 2x = 24 número de cromossomos, mas outras 

espécies, principalmente as selvestres, podem apresentar 2n = 2x = 26 números 

de cromossomos (Pickersgill et al., 1997).  Diferença no número de cromossomos 

de acordo com Pozzobon e colaboradores (2006) podem ocorrer em plantas da 

mesma espécie ou plantas de espécies diferentes.  

 O gênero Capsicum compreende plantas nativas das zonas tropicais e 

úmidas da América Central e do Sul. Segundo Mc Leod e colaboradores (1982), a 

hipótese mais aceita sugere que a maior parte das espécies do gênero Capsicum 
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originou-se na região Sul-Central boliviana, com migrações para os Andes e 

terras baixas da Amazônia.  

A pimenta é uma cultura importante para a agricultura, não apenas pelo 

seu valor econômico, mas também, por ser uma especiaria da culinária popular, 

valorizada por seus atributos sensoriais de cor, sabor, pungência, aroma e valor 

nutricional do seu fruto. Seus frutos podem ser consumidos em diferentes 

estádios de maturação, desde verde até totalmente maduro (Kouassi et al., 2012).   

 Devido à sua versatilidade, as pimentas do gênero Capsicum também são 

utilizadas como especiarias, na ornamentação e em uma ampla variedade de 

aplicações terapêuticas, como antiinflamatório e diurético (Bosland, 1994; Topuz e 

Odzemir, 2007; Maria et al., 2010). 

 As pimentas e os pimentões do gênero Capsicum sempre foram utilizados 

pelos índios e civilizações antigas com a finalidade de tornar os alimentos mais 

agradáveis ao paladar, eram também utilizados pelos índios por serem fontes de 

conservantes naturais. Devido as suas propriedades antioxidantes, as pimentas e 

pimentões do gênero Capsicum têm sido alvos de estudos na prevenção de 

alguns tipos de câncer, doenças cardiovasculares e no processo de 

envelhecimento (Deepa et al., 2006; Arroyo e Iruela-Arispe, 2010; Guzman et al., 

2010). 

 O cultivo de Capsicum se iniciou com a domesticação das espécies C. 

annuum, C. frutescens, C. baccatum, C. pubescens e C. chinenses (Zimmer et 

al.,2012). O gênero Capsicum ainda pode ser dividido em três grandes 

complexos, de acordo com a facilidade de cruzamento: Complexo baccatum, 

Complexo pubescens e Complexo annuum (Pickersgill, 1991).  

 O Complexo annuum é representado pelas espécies: C. annuum (var. 

annuum e glabriusculum), C. frutescens, C. chacoense, C.galapagoensei e C. 

chinense (Pickersgill, 1991).  

 Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), 

Capsicum annuum é a espécie de pimenta mais conhecida e difundida no mundo. 

Trata-se de uma planta herbácea, com flores brancas, que dão origem a frutos de 

diferentes tamanhos e cores. A espécie Capsicum annuum é largamente utilizada 

na indústria de alimentos, devido às suas propriedades corantes e aromatizantes 

(Romo-Hualde et al., 2012). Seus pimentões são considerados uma das 



11 

 

fruticulturas mais importantes das regiões subtropicais de todo o mundo (Marín et 

al., 2004).  

Plantas do gênero Capsicum têm sido alvo de vários estudos, Jung e et al. 

(2003) estudaram três genes isolados de plantas do gênero Capsicum, nestes 

genes CALTPI, CALTPII e CALTPIII, observaram-se-se que estes genes 

codificavam para proteínas transportadoras de lipídeos (LTP) um AMP já descrito. 

Observou- se também que o gene CALTPIII, apenas era transcrito nas folhas, nas 

raízes, nas flores e nos tecidos do fruto quando estavam infectados por 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Phytophthora capsici e Colletotrichum 

gloeosporioides. O gene CALTPIII também foi expresso nas folhas superiores 

após as folhas mais baixas serem imunizadas por bactérias patogênicas ou por 

não patogênicas (Jung et al., 2006). 

Ribeiro et al. (2007; 2012) apresentaram em seus estudos, que peptídeos 

isolados de sementes de pimenta da espécie C. annuum L. são eficazes contra o 

crescimento de leveduras de diferentes gêneros como Candida, Kluveromyces, 

Saccharomyces e Pichia, e causam alterações nas estruturas celulares destas 

leveduras. Taveira et al. (2014) identificaram em frutos de C. annuum L. uma 

proteína similar a tionina, com atividade antifúngica e antibacteriana. Esses 

resultados se devem a mecanismos de defesa desenvolvidos pelas plantas 

durante o processo evolutivo. 

 3.4 - Fungos do gênero Colletotricum 
 

Os fungos do gênero Colletotricum são causadores da antracnose, uma 

das doenças de grande importância que atingem plantas de diversas culturas 

como: morango, manga, caju, banana, goiaba, maçã, tomate, jiló, berinjela, entre 

outras. Em pimentão e pimentas as espécies do gênero Colletotrichum que 

causam a antrocnose estão subdivididas em várias espécies, tais como C. 

gloeosporioides, C. capsici, C. acutatum, C. dematium e C. coccodes. No Brasil, o 

principal agente causador da doença é o fungo C. gloeosporioides, sendo as 

infecções causadas pelos fungos de outras espécies raras (Mendes et. al., 1998; 

Azevedo et al., 2006). 

A Antracnose é a principal doença em C. annuum L., caracterizada por 

lesões necróticas arredondadas de diferentes diâmetros, o centro desta lesão é 

constituído de uma massa de conídeos alaranjada sendo, esta doença com maior 
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incidência em períodos de chuva. As condições para a infecção do fungo são de 

20ºC á 24ºC, e alta umidade relativa do ar, sendo a presença de água um fator 

essencial para a germinação e dispersão dos esporos fúngicos pela lavoura 

(Lopes et al., 2003; Serra & Silva, 2004; Azevedo et al., 2006).  

Patógenos deste gênero são responsáveis por grandes perdas na 

agricultura por serem capazes de infectar as plantas em diferentes fases do seu 

desenvolvimente. As perdas se apresentam principalmente na pós-colheita em 

frutífera. No Brasil, estimam-se perdas de cerca de 30% em produtos 

comercializados (Serra & Silva, 2004; Tavares, 2004).  

Segundo a EMBRAPA, a principal forma de controle desta doença é o uso 

de fungicidas, sementes sadias, rotação de bem como, a utilização de cultivares 

resistentes. Sendo a obtenção de cultivares dificultada pela grande variabilidade 

genética dos fungos. Outra forma de controle desta doença é o uso de agrotóxico, 

mas o uso de forma indiscriminada tem causado problemas como a contaminação 

do meio ambiente e a seleção de fungos resistentes aos agrotóxicos já utilizados 

convencionalmente. Nesse sentido, formas alternativas de controle da antrocnose 

que sejam menos danosos ao ambiente se tornam de grande importância para o 

controle desta doença (Rios & Recio, 2005). 

Nos últimos anos, há relatos do uso de extratos e óleos essenciais de 

plantas no controle de microrganismo fitopatogênicos como, por exemplo, 

bactérias, vírus, nematoides e fungos (Fiori et al., 2000; Schwan-Estrada & 

Stangarlin, 2005). Os extratos e óleos essenciais de plantas podem agir 

diretamente sobre os microrganismos ou indiretamente, ativando o sistema de 

defesa das plantas (Franzener et al., 2000; Bonaldo et al., 2004).  

3.5 - Bacterias do gênero Xanthomonas 
 

As bactérias do gênero Xanthomonas são causadoras da mancha- 

bacteriana. Os patógenos causadores desta doença pertencem a quatro espécies 

Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri e X. perforans. A mancha- 

bacteriana é uma doença de difícil controle que atinge plantas de diferentes 

culturas (berinjela, jiló, tomate, pimenta e pimentão e etc.) e em diferentes 

estágios de seu desenvolvimento (Joneset al., 2004; Obradovic et al., 2004).  

Mancha-bacteriana é uma das doenças mais importantes em tomate e 

pimenta, caracterizada pela formação de manchas necróticas ou não, distribuídas 
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principalmente nas bordas das folhas Há ocorrência também de lesões de 

coloração marrom no caule.  Nos frutos esta doença causa deformações e 

manchas de coloração esbranquiçadas a marrom. A disseminação da doença se 

dá a longas distâncias por meio de sementes contaminadas, plantas doentes 

dentro de uma mesma área de cultivo ou até mesmo através da água cotaminada 

da chuva ou da irrigação. Estima-se que esta doença pode levar a cerca de 30% 

de perdas na produção de frutos. (Ritchie, 2000).  

As medidas de controle da mancha-bacteriana são baseadas 

primeiramente na seleção do local do plantio, sendo este bem ventilado, bem 

drenado e longe de áreas de cultivo de solanácias.  Deve-se realizar análise no 

solo, utilizar mudas e sementes livres de contaminação, bem como a irrigação 

adequada que não favoreça o aparecimento da bactéria. Outra medida de grande 

importância é a utilização de cultivares com genótipos resistentes. Em áreas em 

que a contaminação já é latente, utiliza-se de agrotóxicos à base de hidróxido de 

cobre, oxicloreto de cobre, oxitetraciclina e estreptomicina (Viana et al., 2007). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

4.1 - Materiais biológicos 

 

              4.1.1 - Sementes  

 

As sementes de C. annuum L. (acesso UENF1381) foram selecionadas no 

banco de germoplasma e fornecidas pela Profª Dra
. Rosana Rodrigues do 

Laboratório de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) da Universidade Estadual 

do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de 

Janeiro, Brasil. Este acesso foi primeiramente identificado como sendo resistente 

á mancha bacteriana causada por Xanthomonas euvesicatoria. A resistência 

genética é controlada por três genes resistente (Riva et al.,2004). 

 

   4.1.2 - Microrganismos 

 

Os fungos fitopatogênicos Colletotrichum lindemuthianum (5771) e 

Colletotrichum gloeosporioides (5522) foram cultivados em meio de cultura Ágar 

Sabouraud e mantidos conservados no Laboratório de Fisiologia e Bioquímica de 

Microrganismos (LFBM) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.  

A bactéria Xantomonas euvesicatoria, isolado T1P3 (ENA - 4135), foi 

cultivada em meio de cultura DYGS (1L do meio DYGS foi preparado adicionando 
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2 g de glicose, 1,5 de peptona bacteriológica, 1,5 g de extrato de levedura, 0,5 de 

K2HPO, 1,5 g de ácido glutâmico, 0,5 de MgSO4 e 18 g de Agar, o pH foi 

ajustado para 7, em seguida a solução foi autoclavada por 15 mim) e mantida no 

Laboratório de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) da UENF, Campos dos 

Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.  

 

4.2 - Extração e purificação parcial de proteínas d e folhas e raízes de 

C. annuum L. 

 

   4.2.1 - Cultivo das plantas  

 

As plantas de C. annuum L. foram cultivadas em câmara de crescimento a 

28ºC e 80 UR com fotoperido de 16h para o dia e 8h para a noite.  O plantio das 

sementes foi realizado em bandejas de isopor de 72 células com substrato 

comercial Vivatto ® adubado com formulação N-P-K (4-14-8), sendo irrigadas uma 

vez ao dia. Com 47 dias as primeiras folhas foram cortadas próximo ao pecíolo e 

as folhas cotiledonares foram excluídas. As raízes coletadas foram lavadas até a 

retirada total do substrato e depois lavadas por mais uma vez em água destilada. 

Após a coleta, as folhas e raízes foram armazenadas separadamente em 

saquinhos de papel alumínio e imerso em nitrogênio líquido. Após este período, o 

material foi armazenado em ultrafreezer -70°C, para  posterior extração proteica. 

 

   4.2.2 - Extração proteica das folhas e raízes de C. annuum L.  

 

                 4.2.2.1 - Extração alcoólica 

 

O extrato proteico foi obtido segundo metodologia descrita por Claeson et 

al., (1998). O processo se baseia na solubilidade de peptídeos na mistura de 

etanol e água (Esquema 1). 

As folhas e raízes foram descongeladas e pesadas (3 g) e maceradas em 

nitrogênio líquido, separadamente, até obtenção de uma farinha fina. Em seguida 

foi adicionado diclorometano para a retirada do pigmento das folhas na proporção 

de 1:10 (30 mL) e o material foi mantido sob agitação por 60 min a 4°C. Este 

procedimento foi repetido sem obter a total retirada do pigmento das folhas. O 
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diclorometano foi retirado após o extrato ter sofrido decantação. As proteínas da 

farinha foram extraídas, em etanol 50% na proporção de 1:10 (30 mL) sob 

agitação por 180 min, a 4°C. O homogenato foi centr ifugado a 10.000 x g por 15 

min a 4°C em centrífuga refrigerada. Após a centrif ugação, o sedimento foi 

descartado e o sobrenadante filtrado em filtro de 0,45 µm. Posteriormente, o 

material foi dialisado a 4°C por três dias com três trocas diárias, sendo em 

seguida liofilizado e o teor proteico dosado pelo método do ácido bicinconínico, 

obtido da Sigma Co, St LouisI, USA. Os extratos foram demominados Ext1 

(extrato alcoólico de folhas) e Ext3 (extrato alcoólico de raízes).  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1- Extração alcoólica de folhas e raízes de C. annuum L. a partir da 
extração descrita por Claeson et al. (1998). 

Folhas e raízes de pimenta  
 

          - Maceração  
          - Diclorometano (1:10) 
          - Agitação/60mim a 4°C  
          - Retirado do diclorometano residual 
  

Homogenato   

  Centrifugado 10.000 x g/15 mim a  4°C  

   Sedimento   

- 1:10 (30 mL) de etanol 50% 
- Agitação/120 mim a 4°C  

Sobrenadante  

            Extrato prot eico alcoólico   
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    4.2.2.2 - Extração ácida 

 
O extrato proteico foi obtido segundo metodologia descrita por Egorov et 

al., (2005), com algumas modificações por extração. O processo se baseia na 

solubilidade e resistência dos peptídeos na mistura ácida empregada (Esquema 

2). 

As folhas e raízes foram pesadas (3g) e maceradas em nitrogênio líquido, 

separadamente, até obtenção de uma farinha fina. Em seguida foi adicionado éter 

de petróleo na proporção de 1:10 (30mL) e o material foi mantido sob agitação por 

60 min a 4°C. Após a centrifugação, o sedimento foi  descartado. Em um bearker 

foi adicionado a solução de extração proteica na proporção 1:10 (TFA 1%, NaCl 

1%, PMSF 1 mM, e PVPP 4%, ácido fórmico 5%). O material foi agitado em 

ambiente refrigerado por 120 mim. Após este período, o homogenato foi 

centrifugado a 15.000 x g por 10 min a 4°C. Após a centrifugação, o sediment o foi 

descartado e o sobrenadante filtrado em filtro de 0,45 µm. Posteriormente, o 

material foi dialisado a 4°C por três dias com três trocas diárias, sendo em 

seguida, liofilizado e o teor proteico dosado pelo método do ácido bicinconínico.  

Os extratos foram denominados Ext2 (extrato ácido de folhas) e Ext4 (extrato 

ácido de raízes). 
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Esquema 2- Extração ácida de folhas e raízes de C. annuum L. a partir da 
extração descrita por Egorov et al. (2005). 
 
 

 

   4.2.3 - Purificação parcial por cromatografia de fase rever sa em 

sistema HPLC 

 
Os extratos liofilizados e dosados foram submetidos à cromatografia de 

fase reversa em sistema HPLC, utilizando coluna C2/C18 (µRPC C2/C18 ST 

Folhas e raízes de  pimenta   

   Sedimento  Sobrenadante  

Homogenato   

      - TFA 1% 
      - NaCl 1% 
       - Ácido fórmico 5% 
      -  PMSF 1 mM 
      -  PVPP 4% 
       Agitação/ 120 mim a 4°C  

Sobrenadante     Sedimento   

             Extrato proteico ácido  

Homogenat o  

- Centrifugação à 15.000 x g/ 10 mim  à 4 °C  

- Maceração 
- Éter de petróleo (1:10)  

   - Agitação/ 60 mim a 4°C  
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4.6/100, GE Healthcare) com coluna guarda C8 (Pelliguard, Sigma). A coluna foi 

equilibrada em acetonitrila 2% contendo TFA 0,1% (solução A), em fluxo de 0,5 

mL/min. As proteínas foram separadas com gradiente da solução B (acetonitrila 

80% contendo TFA 0,1%). Durante a eluição dos peptídeos foi utilizado um 

gradiente, como descrito abaixo: 

 
 

        TEMPO (minutos)                                         CONCENTRAÇÃO DE B (%)  

0,01                                                                                     0 

10,00                                                                                   0 

80,00                                                                                100 

85,00                                                                                100 

85,1                                                                                    0 

95,00                                                                                  0 

 
 

4.3 - Eletroforese  

 

   4.3.1 - Eletroforese em gel de Tricina-SDS-PAGE 

 

A eletroforese em gel de Tricina-SDS-PAGE foi realizada segundo 

metodologia descrita por Schaggner e Von Jagow (1987). Foram usadas placas 

de vidro 8 x 10 cm e 7 x 10 cm e espaçadores de 0,5 mm. 

 

   4.3.2 - Preparo das amostras e condições de corr ida 

 

Alíquotas dosadas das amostras provenientes do processo de extração e 

purificação de peptídeos de folhas e raízes de C. annuum L., foram adicionadas 

ao tampão de amostra (Tris/HCl 125 mM pH 6,8; SDS 2,5%; sacarose 10%; azul 

de bromofenol 0,25%; β-mercaptoetanol 5%). Em seguida, o material foi aquecido 

por 5 min a 100°C, centrifugado a 10.000 x g por 2 min e o sobrenadante aplicado 

no gel de concentração. Para a corrida, utilizaram-se tampão catodo (Tris/HCl 0,1 

M pH 8,3; SDS 0,2%) e tampão anodo (Tris/HCl 0,2 M pH 8,9; SDS 0,2%). A 

eletroforese transcorreu por, aproximadamente, 16 horas em uma corrente de 20 

V. Para acompanhar a massa molecular dos peptídeos, foram utilizados os 
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seguintes marcadores de massa molecular: mioglobina (16.950 Da), mioglobina I 

+ II (14.400 Da), mioglobina I + III (10.800 Da), mioglobina I (8.160 Da), 

mioglobina II (6.200 Da), glucagon (3.500 Da) e mioglobina III (2.500 Da) 

(SDS175, Sigma). 

 

   4.3.3. Eletroforese Bidimensional (2D-PAGE)   

 

O perfil proteico dos extratos provenientes de ambas as extrações, ácida e 

alcoólica, foi avaliado por eletroforese bidimensional, utilizando o aparelho Ettan 

IPG.Phor 3 (GE Healthcare) seguindo as recomendações do fabricante e de 

acordo com as metodologias descritas por O’ Farrel, (1975), Bjellqvist et al., 

(1992) e Görg et al., (1998). 

  

    4.3.3.1 - Focalização Isoelétrica (Primeira dimensão) 

 

Para a focalização isoelétrica, 100 µg dos extratos alcoólicos e ácidos de 

folhas e raízes de C. annuum L. foram solubilizados, separadamente, no tampão 

de rehidratação (ureia 7M; tioureia 2M, CHAPS 2%; anfólitos 0,5% e DTT 0,2 - 

0,4%, azul de bromofenol 0,0002%) e aplicados na fita de gradiente de pH 

imobilizado (pH 3 - 10) de 7 cm. 

A focalização das amostras foi realizada em sistema Ettan IPG. Phor 3 (GE 

Healthcare) à temperatura de 20°C e corrente total de 50µA por fita de pH  

imobilizado de 7cm, utilizando a seguinte programação: 200 V por 12h 

(rehidratação), 200 V por 200 Vh (step), 500 V por 1000 Vh (step), 1000 V por 

2000 Vh (step), 4000 V por 1 h (gradiente), 8000 V por 30000 Vh (step).  

 
 

            4.3.3.2 - Segunda dimensão em gel SDS-Tricina-PAGE 

 

Após a focalização, a fita de pH imobilizado passou por dois passos de 

equilíbrio, em que foi imersa em solução de equilíbrio (ureia 6 M, Tris/HCl 75 mM 

pH 8,8, glicerol 29,3%, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%) contendo DTT (50 

mg DTT para 5 mL de solução de equilíbrio) sob agitação por 15 min e, 

posteriormente, solução de equilíbrio contendo iodoacetamida (125 mg para 5 

mL de solução de equilíbrio),também, sob agitação por 15 min. 
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Após o processo de equilíbrio, a fita de pH foi colocada no topo de um gel 

SDS-Tricina-PAGE selado com agarose 0,05%. A eletroforese transcorreu por, 

aproximadamente, 16 horas em uma corrente de 20 V. Para acompanhar a 

massa molecular dos peptídeos, foram utilizados os seguintes marcadores de 

massa molecular: mioglobina (16.950 Da), mioglobina I + II (14.400 Da), 

mioglobina I + III (10.800 Da), mioglobina I (8.160 Da), mioglobina II (6.200 Da), 

glucagon (3.500 Da) e mioglobina III (2.500 Da) (SDS175, Sigma). 

 

4.3.4 - Visualização das proteínas 

 

Para visualização das proteínas, o gel foi corado com nitrato de prata, 

segundo a metodologia descrita por Morrissey (1998). Após o término da corrida, 

o gel foi incubado por 40 mim na solução 1 (ácido acético 10%, etanol 4%). Após 

este período, o gel foi lavado por 2 min em água ultrapura e em seguida incubado 

por 20 mim na solução 2 (glutaraldeído 2%). O gel foi lavado por duas vezes de 

10 min em água ultrapura e incubado na solução 3 (etanol 60%) por 20 min. O gel 

foi, então, incubado por 20 min na solução de coloração (etanol 20%, nitrato de 

prata 1%, hidróxido de amônio 30% e NaOH 40%), que foi preparada na hora do 

uso e mantido sob o abrigo da luz. Em seguida, o gel foi lavado por duas vezes de 

10 min na solução três e incubado na solução reveladora (etanol 20%, 

formaldeído 37%, ácido cítrico 5,75 mM) até obter-se a coloração desejada. A 

coloração foi fixada com uma solução de fixação (ácido acético 10%, 0,5 mL de 

glicerol) por 10 min. Em seguida o gel foi armagenado em água destilada. 

 
 

 4.4 - Determinação da sequência de aminoácidos 

 

 Os peptídeos de folhas e raízes de C. annuum L. purificados por 

cromatografia de fase reversa, foram submetidos ao sequenciamento automático 

em sequenciador da Shimadzu (modelo PPFQ-33A). Foi empregada a 

metodologia desenvolvida por Edman (1950). A degradação de Edman é um 

processo cíclico em que resíduos de aminoácidos são clivados um a um (a cada 

ciclo) a partir da extremidade N-terminal da proteína, e são identificados como 

derivativos feniltioidantoínas (PTH-AA). Em cada ciclo são realizadas três etapas: 

acoplamento do fenil-isotiocianato (PITC) como resíduo amino-terminal, clivagem 
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do resíduo amino-terminal via ciclização em meio ácido, conversão do derivativo 

tiazolinona (AZT) formado para um derivativo mais estável, a tioidantoína (PTH), o 

qual pode ser identificado por cromatografia de fase reversa em coluna C18, 

usando um sistema de eluição isocrático (ACN 37%) (Allen, 1989). 

  Este experimento foi realizado em colaboração com a Dra
. Ilka Maria 

Vasconcelos, da Universidade Federal do Ceará. 

As sequências das frações purificadas foram comparadas com as 

sequências em bancos de dados relatados de aminoácidos e foram apresentados 

para o alinhamento automático, utilizando o sistema de busca NCBI-BLAST ( 

Altschul et al., 1997). 

 

4.5 - Ensaio de inibição do crescimento de fungos f itopatogênicos 

 

   4.5.1 - Ensaio  de inibição da germinação de esporos fúngicos em 

meio líquido 

 

Os fungos filamentosos C. lindemuthianum e C. gloeosporioides foram 

cultivados em placas de Petri, contendo 30 mL de Ágar Sabouraud por um 

período de 11 dias a 30°C . Após o crescimento dos fungos, foram adicionados 10 

mL de caldo Sabouraud na placa de Petri contendo os fungos, e com auxílio de 

uma alça de Drigalski, realizou-se a liberação dos esporos fúngicos. Essa 

suspensão foi filtrada em um tubo contendo gase, para a obtenção e 

quantificação dos esporos fúngicos em câmara de Neubauer, com uso do 

microscópico óptico. Posteriormente, os esporos fúngicos (2 x 103 cel.mL-1) foram 

incubados em 100 µL de caldo Sabouraud contendo os extratos alcoólicos e 

ácidos (15,6; 31,5; 62,5; 125; 500; 250 e 1000 µg/mL) e as frações purificados de 

folhas e raízes de C. annuum L. (250 µg/mL). As frações obtidas a partir do 

extrato ácido de folhas (L1’, L2’, L3’ e L4’), as frações do extrato alcoólico de 

folhas (L1 e L2’), a fração obtida do extrato ácido de raízes (R2’) e a fração do 

extrato alcoólico de raízes (R2) foram testadas contra o fungo C. lindemuthianum. 

O ensaio foi realizado em placas de cultura de células de 96 poços a 30ºC 

por um período de até 54h, de acordo com o padrão de crescimento do fungo. A 

determinação da densidade óptica foi monitorada de 6 em 6h em leitor de 

microplacas a 620 nm. Todo o ensaio foi realizado em triplicata e sob condições 



23 

 

de assepsia em capela de fluxo laminar, segundo metodologia adaptada de 

Broekaert et al., (1990). Os dados para a inibição do crescimento fúngico foram 

avaliados pela ANOVA e as diferenças das médias de p <0,05 foram 

considerados significativos. Todas as análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o software GraphPad Prism ( versão 5.0 para Windows) . 

 

   4.5.2 - Efeito dos peptídeos sobre a permeabilização das membranas 

fúngicas 

 

O efeito dos peptídeos isolados de folhas e raízes de C. annuum L sobre a 

permeabilização de membrana dos fungos filamentosos C. lindemuthianum e C. 

gloeosporioides, foi avaliado utilizando o corante Sytox gree, que possui afinidade 

por ácidos nucleicos. Havendo um comprometimento na membrana dos 

microrganismos, o corante penetra na célula, liga-se ao DNA e emite 

fluorescência (Thevissen et al., 1999). Para avaliarmos se as frações L1’, L2’, L4’, 

L8’, L1, L2, R2 e R2’ eram capazes de permeabilizar as membranas dos fungos 

C. lindemuthianum e com isso começarmos a entender o mecanismo de ação 

destes peptídeos, avaliamos alíquotas do teste de inibição (controle e tratado), 

que foram incubadas com o corante fluorescente Sytox green na concentração 

final de 0,2 µM, por 30 minutos ao abrigo da luz e sob leve agitação. Uma alíquota 

da cultura foi adicionada sobre uma lâmina, coberta com uma lamínula e 

observada em microscópio óptico de fluorescência. Todas as imagens de 

fluorescência foram captadas com o mesmo tempo de exposição. 

 

4.6 - Antibiograma 

 

 Para avaliar o efeito dos extratos, alcoólicos e ácidos de folhas e raízes de 

C. annuum L. sobre o crescimento da bactéria Xantomonas euvesicatoria, isolado 

T1.P3 (ENA - 4135), utilizou-se a metodologia descrita por Costa et al., (2012). 

 Com o objetivo de avaliar a formação de halos de inibição em diferentes 

tempos e concentrações, uma alçada da bactéria foi crescida em 30 mL de meio 

DYGS líquido, este foi mantido sob agitação em um shaker por um período de 

24h a 28°C e 100 rpm.  Após este período 100 µL des te meio líquido turvo, rico 

em bactérias, foi transferido para um erlenmeyer contendo 30 mL meio DYGS 
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semi-sólido 0,8%, para chegar à temperatura de 40°C . Foi utilizado banho-maria 

por, aproximadamente, 40 mim e a temperatura foi medida com um termômetro 

descontaminado em hipoclorito 1% por 3mim e, após este período, foi lavado por 

três vezes com água estéril. Assim o meio foi vertido sobre placas de Petri. 

  Após a solidificação do meio foram colocados sobre ele cinco discos de 

papel de aproximadamente 6mm de diâmetro e sob cada disco foram adicionados 

5 µL dos extratos alcoólicos e ácidos de folhas e raízes de C. annuum L.. Em um 

dos discos foram adicionados 5µL de água como controle. As concentrações 

testadas de cada extrato foram de 40, 80, 160, 320 µg/mL. As placas foram 

avaliadas no período de 24 e 48h, com um paquímetro eletrônico digital da marca 

Stainless Hardened. 

 

4.7 - Determinação da inibição da atividade da trip sina 

 

 A atividade inibitória da enzima tripsina pelos extratos alcoólicos e 

ácidos de folhas e raízes de C. annuum L. foi determinada medindo-se a atividade 

hidrolítica residual da tripsina (1 mg/mL) com o uso do substrato BApNA  (0,0625 

mM), após pré-incubação dos extratos. A atividade proteolítica foi medida pelo 

uso de um peptídeo sintético derivado da p-nitroanilida em tampão Tris-HCl, pH 

8,0, a 37ºC, num volume final de 200 µL. A reação foi interrompida pela adição de 

100 µL de ácido acético 30% (v/v) e a hidrólise do substrato foi acompanhada 

fotometricamente pela medida de absorbância liberada pelo p-nitroanilida a 405 

nm (Macedo et al., 2007). Todas as análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o software GraphPad Prism ( versão 5.0 para Windows) . 

4.8 - Determinação da inibição da atividade da αααα-amilase salivar humana  

 

O ensaio de atividade enzimática da α-amilase salivar humana foi realizado 

de acordo com a metodologia descrita por Bernfeld (1955). Alíquotas dos extratos 

alcoólicos (75, 150 e 300 µg/mL) e ácidos de folhas (375; 18,75; 37,5; 75; 150; 

300 µg/mL) de C. annuum L. foram misturadas a 10U de α-amilase salivar 

humana e incubadas por 15 min a 37 °C. Após este pe ríodo foi adicionado amido 

1%, totalizando um volume final de 50 µL, e a mistura retornou para o banho-

maria por mais 15 min. As amostras foram retiradas do banho e após o 

resfriamento foram adicionados 200 µL da solução de DNS (hidróxido de sódio 
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4%, 3,5- ácido dinitrosalicílico 1%, tartarato duplo de sódio e potássio 45 g, fenol 

cristalino 2 g). As amostras do ensaio foram, então, fervidas por 5 min e 200 µL 

de água foram adicionadas a cada amostra. A hidrólise do substrato pela enzima 

foi determinada após leitura da absorbância a 540 nm.  

Os experimentos foram realizados em triplicata e foi calculado o desvio 

padrão para cada um deles. Uma unidade de α-amilase foi definida como a 

variação de 0,1 de ABS a 540 nm por 30 minutos de reação, como descrito por 

Franco e et al. (2000). Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

software GraphPad Prism ( versão 5.0 para Windows). 
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5. RESULTADOS   

 

 

 

5.1 - Eletroforese unidimensional SDS-Tricina-PAGE dos extratos 

alcoólicos e ácidos de folhas e raízes de C. annuum L. 

 

 O perfil eletroforético dos extratos proteicos alcoólico e ácido de folhas de 

C. annuum L. revelou bandas majoritárias em torno de 6 a 8 kDa, com bandas 

superiores a 14 kDa para o extrato alcoólico e bandas entre 8 e 10 kDa para o 

extrato ácido. (Figura 1, raias 1 e 2). Nas raízes, a extração alcoólica obtiveram-

se bandas majoritárias entre 6 e 8 kDa. Já para o extrato ácido bandas superiores 

obtiveram-se  6 kDa (Figura ,1 raias 3 e 4). 
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Figura 1 - Perfil eletroforético em gel unidimensional SDS-Tricina-PAGE dos 
extratos alcoólico e ácido de folhas e raízes de C. annuum L.. M - marcador de 
baixo peso molecular (kDa), 1 - Extração alcoólica folhas; 2 - Extração ácida 
folhas; 3 - Extração alcoólica raiz; 4 - Extração ácida raiz. O gel foi revelado por 
precipitação com nitrato de prata.  
 
 

5.2 - Eletroforese bi-dimensional SDS-Tricina-PAGE dos extratos 

alcoólicos e ácidos de folhas e raízes de C. annuum L. 

 

Avaliou-se a composição proteica dos extratos alcoólicos e ácidos de 

folhas e raízes de C. annuum L., através da eletroforese bi-dimensional SDS-

Tricina-PAGE. 

No perfil eletroforético do extrato alcoólico de folhas, observaram-se 

proteínas majoritárias com massa molecular entre 7 e 8 kDa e pI variando entre 4 

e 5, e proteínas com massa molecular superior a 14 kDa com pI entre 4 e 7 

(Figura 2).  
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Figura 2  - Perfil eletroforético em gel bi-dimensional SDS-Tricina-PAGE do 
extrato alcoólico de folhas de C. annuum L. O gel foi corrido por 24h. 
 

 

 No perfil eletroforético do extrato ácido de folhas, observaram-se proteínas 

entre 6 kDa e com pI variando entre   3 a 6,5,  proteínas majoritárias entre 3 e 8 

kDa e pI variando entre 8 e 9,5 (figura 3). 
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Figura 3  - Perfil eletroforético em gel bi-dimensional SDS-Tricina-PAGE do 
extrato ácida de folhas raízes de C. annuum L. O gel foi corrido por 24h. 
 

 

No perfil eletroforético do extrato alcoólico de raízes, observaram-se 

proteínas de massa molecular majoritárias de aproximadamente 8 e 14  kDa , 

estas proteínas apresentam  pI entre 4 á 5 (Figura 4).  
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Figura 4  - Perfil eletroforético em gel bi-dimensional SDS-Tricina-PAGE do 
extrato alcoólica de raízes de C. annuum L. O gel foi corrido por 24h.   
 

 

No perfil eletroforético do extrato alcoólico de raízes, observaram--se 

proteínas de massa molecular variando entre aproximadamente 8 e 14 kDa e 

proteínas maiores que 14  kDa .  Estas proteínas apresentam pI entre 6 á 9 

(Figura 5).  

 

 16,9 
 
 
 
 
 

14,4 
10,8 

 
 

8,1 
6,2 
3,5 

 
 



31 

 

 

 

 

 

 
Figura 5  - Perfil eletroforético em gel bi-dimensional SDS-Tricina-PAGE do 
extrato ácido de raízes de C. annuum L. O gel foi corrido por 24h. 
 

 

5.3 - Isolamento de peptídeos de folhas C. annuum L. 

 

 Na figura 6A observou-se o perfil cromatográfico da extração alcoólica de 

folhas de C. annuum L. vários picos foram selecionados, sendo os majoritários 

denominados de frações L1, L2, L3, L4, L5, L6 e L7, com os tempos de retenção 

de 28,5, 29,3, 45,9, 47,8, 48,9, 51,3, e 53,4 min, respectivamente.  

 No perfil cromatográfico da extração ácida de folhas de C. annuum L., 

observou-se a presença de diferentes picos, sendo os majoritários denominados 

frações L1’, L2’, L3’, L4’, L5’, L6’, L7’ e L8’, com os tempos de retenção de 29,24, 

29,8, 30,04, 30,5, 31,6, 35,3, 35,3 e 55,3 min, respectivamente. (Figura 6B). 
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Figura 6 -  Perfil cromatográfico dos extratos proteicos provenientes das extrações 
alcoólica e ácida de folhas de C. annuum L. após cromatografia de fase reversa 
em sistema HPLC utilizando coluna C2/C18 com coluna guarda C8.  A - Perfil 
cromatográfico da extração alcoólica. B - Perfil cromatográfico da extração ácida. 
A cromatografia foi realizada com fluxo de 0,5 mL/min, a 33 °C, tendo como 
eluentes às soluções A (acetonitrila 2% contendo TFA 0,1%) e B (acetonitrila 80% 
contendo TFA 0,1%). O gradiente de eluição é representado pela linha preta. 
 
 

5.4 - Eletroforese unidimensional SDS-Tricina-PAGE das frações 

purificadas do extrato alcoólico e ácido de folhas   
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 No perfil proteico do extrato alcoólico de folhas de C. annuum L., não se 

observou na fração NR, a presença de banda proteica. As frações L1 e L2 

apresentam bandas proteicas isoladas, ambas com massa molecular de 

aproximadamente 7 kDa. As demais frações L3, L4, L5, L6 e L7 apresentam 

várias bandas majoritárias entre 6 e 14 kDa e bandas superiores a 14 kDa. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Perfil eletroforético em gel unidimensional SDS-Tricina-PAGE das 
frações provenientes do extrato alcoólico de folha de C. annuum L., obtidas após 
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC. (A) M- marcador de baixo peso 
molecular (kDa); NR- (fração não retida); L1- (28,5 min); L2- (29,3 min); L3- (45,9 
min). (B)  L4- (47,8 min); L5- (48,9 min); L6- (51,3 min) e L7- (53,4 min). O gel foi 
revelado por precipitação com nitrato de prata. 
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No perfil proteico do extrato ácido de folhas de C. annuum L., observou-se 

que as frações L1’ e L2’ apresentam bandas isoladas de aproximadamente 6 kDa. 

Em F3’ observou-se uma banda de aproximadamente 6 kDa e uma banda de 

aproximadamente 7 kDa. E as frações L4’, L5’, L6’, L7’ e L8’, apresentam bandas 

isoladas entre 6 e 7 kDa. (Figura 8). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 8 -  Perfil eletroforético em gel unidimensional SDS-Tricina-PAGE das 
frações proveniente do extrato ácido de folhas de C. annuum L., obtidas após 
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC. M - marcador de baixo peso 
molecular (kDa); L1’ - (29,24 min); L2’ - (29,8 min); L3’  - (30.04 min); L4’  - (30,5 
min); L5’  - (31,6 min); L6’  - (35,3 min); L7’  - (35,3 min) e L8’ - (55,3 min). O gel foi 
revelado por precipitação com nitrato de prata. 

 
 
5.5 - Isolamento de peptídeos de raízes de C. annuum L. 

 

No figura 9, observou-se o perfil cromatográfico da extração alcoólica de 

raízes de C. annuum L., as frações coletadas foram denominadas NR1, NR2, R1 

e R2, e com os respectivos tempos de retenção de 2,2, 3,3, 54,08 e 61,17 mim. 

Na figura 9B, observou-se o perfil cromatográfico da extração ácida de raízes de 

C. annuum L., onde os picos coletados foram denominados R1’, R2’, R3’ e R4’, 

com tempos de retenção de 18,2, 28,2, 41,3 e 42,6 mim, respectivamente. 
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Figura 9 - Perfil cromatográfico dos extratos proteicos provenientes das extrações 
alcoólica e ácida de raízes de C. annuum L. após cromatografia de fase reversa 
em sistema HPLC utilizando coluna C2/C18 com coluna guarda C8.  A - Perfil 
cromatográfico da extração alcoólica. B - Perfil cromatográfico da extração ácida. 
A cromatografia foi realizada com fluxo de 0,5 mL/min, a 33 °C, tendo como 
eluentes as soluções A (acetonitrila 2% contendo TFA 0,1%) e B (acetonitrila 80% 
contendo TFA 0,1%). O gradiente de eluição é representado pela linha preta. 
 

 

          5.6 - Eletroforese unidimensional SDS-Tri cina-PAGE das frações 

purificadas do extrato alcoólico e ácido de raízes 
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 No perfil proteico do extrato alcoólico de raízes observou-se que a fração 

R1 apresenta banda proteica de aproximadamente 8 kDa e R2 bandas maiores 

que 16 kDa. As frações NR1 e NR2 não apresntaram bandas proteicas. 

 
 
                M             NR1          NR2       R2                         R1   

        
 
 Figura 10 - Perfil eletroforético em gel unidimensional SDS-Tricina-PAGE das 
frações provenientes do extrato alcoólico de raízes de C. annuum L., obtidas após 
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC. M - marcador de baixo peso 
molecular (kDa); NR1- (fração não retida no tempo de 2,2 min); NR2 (fração não 
retida no tempo de 3,4 min); R1- (60,8 min); R2- (70,6 min).  O gel foi revelado por 
precipitação em nitrato de prata. 
 
 

No perfil proteico do extrato ácido de raízes de C. annuum L. (Figura 11) 

observou-se que a fração R2’ apresenta uma banda com peso molecular de, 

aproximadamente, 8 kDa. Na fração R3’, observou-se uma banda de, 

aproximadamente, 8 kDa e outra banda de peso molecular superior a 16 kDa. Nas 

frações R4’ e R1’, não foi possível observar bandas, constatou-se que estas 

frações estavam em concentração muito baixas e por este motivo não 

conseguimos visualizá-las no gel. 
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Figura 11  - Perfil eletroforético em gel unidimensional SDS-Tricina-PAGE do 
extrato ácido de raízes de C. annuum L., obtidas após cromatografia de fase 
reversa em sistema HPLC. M - marcador de baixo peso molecular (kDa); NR’ - 
(fração não retida); R1’ - (18,2 min); R2’ - (28,2 min); R3’ - (41,3 min) e R4’ - (42,6 
min). O gel foi revelado por precipitação com nitrato de prata. 
 

 

5.7 - Sequenciamento de aminoácidos  

 

  As frações utilizadas neste ensaio foram as frações L1’, L2’, L4’ e L8’, 

referentes à extração ácida de folhas, com os tempos de retenção de 29,24, 

29,28, 31,6 e 55,3 min, respectivamente.  As frações L1 e L2, referentes à 

extração alcoólica de folhas, com os tempos de retenção de 28,5 e 29,3 min, 

foram denominadas A5 e A6, respectivamente. A fração R2’, referente à extração 

ácida de raízes no tempo de retenção de 28,2, foi denominada A7  e a fração R2, 

referente à extração alcoólica de raízes no tempo de retenção de 61,17 min, foi 

denominada  A8. 

 As frações L1’, L2’, L4’, L8’, L1, L2, R2’ e R2 foram enviadas para o 

sequenciamento N-terminal, onde foi empregada a metodologia desenvolvida por 

Edman (1950).  

A sequência apresenta 26 resíduos de aminoácidos e 85% de similaridade com 

um trecho de uma proteína de C. annuum L., relacionada à defesa de plantas, 
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denominada proteína U-Lim de, aproximadamente, 14,5 kDa e 5,8 de pI (Figura 

12).  

 
 

 
Figura 12 - Alinhamento de sequência da Fração L1’ e da proteína U-Lim de C. 
annuum L. As cisteínas pareadas estão marcadas de amarelo. 
 

 

5.8 - Efeito dos extratos de folhas e raízes de C. annuum L. sobre a 

inibição do crescimento de fungos fitopatogênicos e m meio líquido  

 

  Na figura 13, observa-se em A que os extratos Ext 1, Ext 2, Ext 3 e Ext 4, 

foram capazes de inibir o crescimento do fungo C. lindemuthianum na 

concentração testada de 1000 µg/mL. Em B, observa-se que apenas Ext 3 foi 

capaz de inibir significativamente o crescimento do fungo C. gloeosporioides na 

concentração de 1000 µg/mL. Os demais extratos testados não foram capazes de 

inibir significativamente o crescimento do fungo na mesma concentração testada. 

Assim, a partir dos resultados obtidos, seguiu-se com os ensaios de inibição, 

agora com diferentes concentrações dos diferentes extratos para o fungo C. 

lindemuthianum e utilizou-se apenas o Ext 3 para o fungo C. gloeosporioides. Na 

figura 14, observa-se o ensaio de inibição de crescimento do fungo C. 

lindemuthianum, visualiza-se que os extratos foram capazes de inibir o 

crescimento do fungo. 
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Figura 13 - Efeito dos extratos proteico alcoólico e ácido de folhas e raízes de C. 
annuum L. (1000 µg/mL) sobre o crescimento dos fungos (A) C. gloeosporiodes e 
(B) lindemuthianum. O crescimento dos fungos foi observado até 54 h.(-�-
)Controle; (-�-) Ext1 ;(-�-) Ext2;(-�-) Ext3; (-�-) Ext4.Os valores são médias (± 
DP) de triplicados . Os asteriscos indicam diferenças significativas (P <0,05) entre 
o tratamento experimental e controle nas 48 h de experimento 
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Figura 14  - Fotografias do ensaio do extrato proteico de C. annuum L. (1000 
µg/mL) sobre o crescimento do fungo C. lindemuthianum. Ext1 (extrato alcoólico 
de folhas), Ext3 (extrato alcoólico de raízes) e Ext 4 (extrato ácido de raízes) 
sobre o crescimento dos fungos O crescimento do fungo foi observado até 48 h. 
 

 

Na figura 15, observa-se a curva de crescimento do fungo C. 

lindemuthianum, na presença dos diferentes extratos em diferentes 

concentrações. Para o Ext.1, as concentrações utilizadas foram de 125, 500, 250 

e 1000 µg/mL, a concentração de 125 µg/mL inibiu 31%, a concentração de 250 

µg/mL inibiu 41%, a concentração de 500 µg/mL inibiu 44% e a concentração de 

1000 µg/mL foi capaz de inibir 44% do crescimento do fungo C. lindemuthianum.  

Para o Ext. 2, também foram utilizadas as mesmas concentrações, a 

concentração de 125 µg/mL inibiu 36%, a concentração de 250 µg/mL inibiu 26%, 

a concentração de 500 µg/mL inibiu 27% e a concentração de 1000 µg/mL foi 

capaz de inibir 23% do crescimento do fungo C. lindemuthianum.  

Nos testes com o Ext. 3, as concentrações utilizadas foram as de 62,5, 

125, 500, 250 e 1000 µg/mL, a concentração de 62,5 µg/mL inibiu 25%, a 

concentração de 125 µg/mL inibiu 52%, a concentração de 250 µg/mL inibiu 59%, 

           1 - Controle 
         2 - 1000 µg/mL 
         3 -  500 µg/mL 
         4 - 250 µg/mL 
         5 - 125 µg/mL 
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a concentração de 500 µg/mL inibiu 27% e a concentração de 1000 µg/mL foi 

capaz de inibir 69% do crescimento do fungo C. lindemuthianum. 

Para o Ext. 4, as concentrações utilizadas foram de 15,6, 31,5, 62,5, 125, 

500, 250 e 1000 µg/mL, a concentração de 15,6 µg/mL inibiu 16%, a 

concentração de 31,5 µg/mL inibiu 28%, a de 62,5 µg/mL inibiu 24%, a 

concentração de 125 µg/mL inibiu 22%, a concentração de 250 µg/mL inibiu 89%, 

a concentração de 500 µg/mL inibiu 96% e a concentração de 1000 µg/mL foi 

capaz de inibir 100% do crescimento do fungo C. lindemuthianum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 15 -  Curva de crescimento do fungo C. lindemutianum. (A) - Extrato 
alcoólico de folhas; (-�-) Controle; (-�-) 125 µg/mL (-�-) 250 µg/mL (-�-) 

500 µg/mL.. (B) - Extrato ácido de folhas; (-�-) Controle; (-�-) 125 µg/mL; (-

�-) 250 µg/mL (-�-) 500 µg/mL.. (C) - Extrato alcoólico raízes ; (-�-) Control; 
(-�-) 125 µg/mL; (-�-) 250 µg/mL (-�-) 500 µg/mL.  (D) - Extrato ácido raízes; 
(-�-) Control; (-�-) 15,6 mL µg; (-�-)31,5 µg/mL; (-�-) 62,5µg/mL; (-�-) 

125 µg/mL; (-�-) 250 µg/mL; (-�-) 500 µg/mL.. Os asteriscos indicam diferenças 
significativas (P <0,05) entre o tratamento experimental e controle nas 48 h de 
experimento 
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Na figura 16, observa-se a curva de crescimento do fungo C. 

gloeosporioides na presença do Ext 3, para este teste foram utilizadas as 

concentrações de 62,5, 125, 500, 250 e 1000 µg/mL do respectivo extrato. O 

fluconazol (128 µg/mL) foi utilizado como controle positivo, um antifúngico já 

utilizado convencionalmente na área médica. Todas as concentrações utilizadas 

neste ensaio foram capazes de inibir o crescimento do fungo C. gloeosporioides. 

A concentração de 62,5 µg/mL inibiu 32%, a concentração de 125 µg/mL inibiu 

38%, a concentração de 250 µg/mL inibiu 52%, a concentração de 500 µg/mL 

inibiu 73% e a concentração de 1000 µg/mL foi capaz de inibir 100% e o 

fluconazol foi capaz de inibir 100% do crescimento do fungo C. gloeosporioides.  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16 - Curva de crescimento do fungo C. gloeosporioides. Extrato alcoólico 
de raízes. (-�-) Controle; (-�-) 62.5 µg/mL; (-�-) 125 µg/mL (-�-) 250 
µg/mL (-�-) 500 µg/mL. .Os asteriscos indicam diferenças significativas (P <0,05) 
entre o tratamento experimental e controle nas 48 h de experimento. 
 

 

         5.9 - Efeito das frações purificadas de fo lhas e raízes de C. annuum L. 

sobre a inibição do crescimento de fungos fitopatog ênicos em meio líquido 

 

 Para o fungo C. lindemuthianum, observou-se que A1 foi capaz de inibir 

aproximadamente 6% e que a fração A2 foi capaz de inibir aproximadamente 19% 

do seu crescimento.  Já as frações A3, A4, A5 e A7 não foram capazes de inibir o 
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crescimento deste fungo.  A6 inibiu, aproximadamente, 5%, e a fração A8 inibiu, 

aproximadamente, 25% do seu crescimento do fungo (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 17 - Curva de crescimento do fungo C. lindemuthianum na presença de 
250 µg/mL das frações  (A) (-�-) Controle; (-�-) L1’ (-�-) L2’; (-�-) L4’; (-�-) L8’ e  (-�-) 
R2. (B) (-�-) Controle; (-�-) L1; (-�-) L2; (-�-) R2’; (-�-) R2. Os asteriscos 
indicam diferenças significativas (P <0,05) entre o tratamento experimental e 
controle nas 48 h de experimento. 
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         5.10 - Efeito das frações purificadas de f olhas e raízes de C. annuum L., sobre a 

permeabilização de membranas de fungos fitopatogêni cos 

  

No ensaio de permeabilização de membranas de fungos fitopatogênicos 

(Figuras 18, 19, 20 e 21), observou-se o efeito das frações L1’, L2’, L4’, L8’, L1, 

L2, R2’ e R2 sobre o fungo C. lindemuthianum. Observou-se, também, que a 

maioria das frações na concentração testada não foi capaz de permeabilizar a 

membrana do fungo quando comparado ao controle. A fluorescência observada 

pode ser comparada ao background observado para o controle. Apenas as 

frações L2’, L1 e L2 parecem mostrar uma maior fluorescência quando 

comparadas ao controle. Assim, constatou-se que estes peptídeos na 

concentração testada não apresentam a propriedade de permeabilização sobre as 

membranas destes fungos, podendo agir por outros mecanismos de ação. 

 



45 

 

         

 

 

 

 

jnij 

 

 
                                                                                                                                             
  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 - Microscopia de campo claro e fluorescência do fungo C. 
lindemuthianum na presença de 250 µg/mL das frações L1’ e L2’ e do corante 
Sytox  green. Aumento: 200x. 
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Figura 19- Microscopia de campo claro e fluorescência do fungo C. 
lindemuthianum na presença de 250 µg/mL das frações L4’ e L8’ e do corante 
Sytox green. Aumento: 200x. 
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Figura 20 - Microscopia de campo claro e fluorescência do fungo C. 
lindemuthianum na presença  de 250 µg/mL das frações L1 e L2, e do corante 
Sytox green. Aumento: 200x. 
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Figura 21 - Microscopia de campo claro e fluorescência do fungo C. 
lindemuthianum na presença  de 250 µg/mL das frações R2’ e R2 e do corante 
Sytox green. Aumento: 200x.  
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   5. 11 - Antibiograma  

 

 Avaliou-se o efeito dos extratos alcoólicos e ácidos de folhas e raízes de C. 

annuum L. sobre o crescimento da bactéria Xanthomonas euvesicatoria, mediu-se 

a formação de halos de inibição no período de 24 e 48h (Figura 22). Observou-se 

que no período de 24h o extrato alcoólico de folhas (Ext 1) não foi capaz de 

formar halo de inibição de crescimento em nenhuma das concentrações testadas. 

No teste com extrato ácido de folhas (Ext 2), observou-se a formação de halos de 

inibição de crescimento, com 40 µg/mL obserou-se um halo de 0,46 mm de 

diâmetro, com 80 µg/mL um halo de 1,22 mm de diâmetro, com 160 µg/mL um 

halo de 0,32 mm de diâmetro e com 320 µg/mL um halo de 0,89 mm de diâmetro. 

O extrato alcoólico de raízes (Ext 3) não apresentou formação de halo de inibição 

de crescimento.  No extrato ácido de raízes (Ext 4), observou-se a formação de 

halos de inibição de crescimento, com 40 µg/mL um halo de 0,61 mm de 

diâmetro, com 80 µg/mL não foi possível observar formação de halo de inibição, 

com 160 µg/mL não foi possível observar a formação de halo de inibição de 

crescimento e com 320 µg/mL foi possível observar um halo de 4,91mm de 

diâmetro. 

 No período de 48h, o extrato alcoólico de folhas (Ext 1) não apresentou 

halo de inibição de crescimento em nenhuma das concentrações testadas. No 

extrato ácido de folhas (Ext 2), observou-se a formação de halos de inibição de 

crescimento, com 40 µg/mL um halo de 0,41 mm de diâmetro, com 80 µg/mL um 

halo de 1,48 mm de diâmetro, com 160 µg/mL um halo de 0,40 mm de diâmetro e 

com 320 µg/mL um halo de 0,40 mm de diâmetro.O extrato alcoólico de raízes 

(Ext 3) não apresentou formação de halo de inibição de crescimento.  No extrato 

ácido de raízes (Ext 4), observou-se a formação de dois halos de inibição de 

crescimento apenas com 320 µg/mL, um denominado A com 2,42 mm e outro 

denominado B com 4,37 mm de diâmetro (Figura 23). 
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Figura 22-  Antibiograma da bactéria Xanthomonas euvesicatoria, na presença dos 
extratos alcoólicos e ácidos de folhas e raízes de C. annuum L.. Ext 1  - Extrato 
alcoólico folha; Ext 2  - Extrato ácido folha; Ext 3  - Extrato alcoólico raiz e Ext 4  - 
Extrato ácido de raízes.  1- 40 µg/mL; 2 - 80 µg/mL; 3 - 160 µg/mL; 4 - 320 µg/mL 
dos respectivos extratos e C - controle. As placas foram avaliadas no período de 
24 e 48h. 
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Figura 23 -  Antibiograma da bactéria Xanthomonas euvesicatoria, na presença de 
320 µg/mL do extrato ácido de raízes de C. annuum L. A placa foi avaliada no 
período de 48h. Em (A) halo com 2,42 mm de diâmetro e, em (B) halo de 4,37 mm 
de diâmetro. 
 

 

             5.12 - Ensaio de inibição da tripsina  

 

 Avaliou-se o efeito dos extratos alcoólico e ácido de folhas de C. annuum L. 

sobre a atividade da enzima tripsina. Observou-se que a extração alcoólica de 

folhas na concentração de 75 µg/mL foi capaz de inibir 35%, a concentração de 

150 µg/mL foi capaz de inibir 76%, a concentração de 300 µg/mL foi capaz de 

inibir 94% e a concentração de 600 µg/mL foi capaz de inibir, aproximadamente, 

95% da inibição da enzima (Figura 24A). Na figura 24B, a extração ácida de 

folhas na concentração de 75 µg/mL foi capaz de inibir 56%, a concentração de 

150 µg/mL foi capaz de inibir 93%, a concentração de 300 µg/mL foi capaz de 

inibir 94% e a concentração de 600 µg/mL foi capaz de inibir, aproximadamente, 

98% da atividade enzimática. 

B 

A 
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Figura 24 -  Efeito do extrato alcoólico é ácido de folhas de C. annuum L. sobre a 
atividade da tripsina. (A)  Extrato alcólico de folhas e (B) Extratos ácido de folhas. 
 
 
              5. 13 - Ensaio de inibição da α- amilase salivar humana 

 A atividade inibitória enzimática foi realizada com o extrato alcoólico e 

ácido de folhas de C. annuum L.. A extração alcoólica de folhas, nas 

concentrações testadas, não foi capaz de inibir a atividade da enzima. (Figura 

25A). Em nossos resultados, apenas o extrato ácido de folhas mostrou 

especificidade para α- amilase observou-se que todas as concentrações testatas 

foram capazes de inibir 100% da atividade da enzima (Figura 25B). 
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Figura 25 -  Efeito do extrato alcoólico é ácido de folhas de C. annuum L. sobre a 
atividade da  α- amilase salivar humana. (A) Extrato alcólico de folhas e (B) 
Extratos ácido de folhas. 
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6. DISCUSSÃO 

 

  

 

Diferentes famílias de AMPs foram identificadas e caracterizadas em vários 

tipos de organismos, especialmente nas plantas. Os AMPs fazem parte do 

sistema de defesa inato e participam da defesa contra uma gama de 

microrganismos invasores. Em plantas já foram identificadas e purificadas várias 

proteínas e peptídeos com atividade antimicrobiana. Os AMPs mais descritos na 

literatura são as tioninas, defensinas e LTPs, estes, assim como as outras 

famílias de AMPs, já foram descritos em várias espécies de plantas, e já foram 

vistos atuando simultaneamente em uma mesma planta e em diferentes órgãos 

(Terras et al., 1993; Mosolov e Valueva, 2005; Castro e Fonte 2005; Egorov et al., 

2005;). 

 O presente trabalho buscou identificar e caracterizar AMPs em folhas e 

raízes de Capsicum annuum L. onde, ainda estuda-se a ação dos extratos 

proteicos e das frações purificadas de folhas e raízes de C. annuum L. sobre o 

crescimento dos fungos fitopatogênicos C. lindemuthianum e C. gloeosporioides 

e, sobre a bactéria Xantomonas euvesicatoria. A ação desses extratos sobre as 

enzimas tripsina e α-amilase salivar humana também foi avaliada. 

 Iniciamos o trabalho com a extração proteica para qual foram utilizadas 

duas metodologias: extração alcoólica e extração ácida. Estas duas extrações 

foram escolhidas objetivando uma comparação para melhor avaliação da 

obtenção de peptídeos antimicrobianos. O protocolo utilizado para extração 

alcoólica, em etanol 50%, foi o descrito por Claeson e colaboradores (1998). 
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Neste trabalho, a extração alcoólica foi utilizada para extração de polipeptídeos 

das partes aéreas da planta Viola arvensis, resultando em uma fração que 

apresentava um peptídeo cíclico de 29 resíduos de aminoácidos, denominado 

Varv. O protocolo para extração ácida foi realizado de acordo com Egorov e 

colaboradores (2005), que demonstraram pela primeira vez a presença e a 

diversidade, simultaneamente, de diferentes classes de AMPs em sementes de 

trigo. 

 Com base nas metodologias acima citadas, os extratos provenientes das 

extrações alcoólica e ácida de folhas apresentaram bandas majoritárias em torno 

de 6 kDa e bandas superiores a 10 kDa. Na extração alcoólica e ácida de raízes, 

observaram-se bandas majoritárias entre 6 e 10 kDa e ainda era possível 

observar bandas superiores a 16 kDa. Como todos os extratos apresentaram 

proteínas de baixa massa molecular, seguiu-se com o processo de purificação de 

peptídeos de ambos os extratos (Figura 1). 

 O perfil cromatográfico do extrato alcoólico de folhas é apresentado na 

figura 7 e mostra que apenas as frações F1 e F2 apresentaram bandas isoladas e 

de baixa massa molecular, ambas apresentando uma banda com 

aproximadamente 7 kDa. O perfil cromatográfico do extrato ácido de folhas 

(Figura 8) apresentou oito diferentes frações, com bandas majoritárias variando 

de 6 a 8 kDa. Com estes dados, concluiu-se que a extração ácida de folhas foi 

mais eficiente no processo de separação das proteínas em relação à extração 

alcoólica de folhas. O perfil cromatográfico do extrato alcoólico e ácido de raízes 

de C. annuum L. também apresentou uma diversidade de bandas proteicas, tanto 

de baixa massa molecular (6 a 8 kDa) como também superiores a 16 kDa (Figura 

10 e 11). Concluiu-se, também, que o extrato ácido de raízes foi mais eficiente no 

processo de separação de proteínas do que o extrato alcoólico de raízes. Vários 

trabalhos já demonstraram a presença de peptídeos e proteínas em diferentes 

partes das plantas. Para Li et. al (2014), além de obterem diferentes frações, 

separam por eletroforese bidimensional proteínas de folha, caule, raíz, da 

semente e do calo de Arabidopsis thaliana. Neste trabalho, foram caracterizados 

ao todo 41 ‘spots’ por massa molecular e ponto isoelétrico. Para uma melhor 

caracterização das frações provenientes das extrações alcoólica e ácida de folhas 

e raízes de C. annuum L., realizou-se eletroforese bidimensional.  Verificou-se 

que os extratos, além da diversidade de bandas de baixa massa molecular, 
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também mostraram diversidade em relação aos pontos isoelétricos detectados 

(Figura 2 - 5). 

A determinação das sequências de aminoácidos foi utilizada como passo 

final de caracterização química das frações. A sequência N-terminal de L1’ 

revelou que esta proteína apresenta 85% de similaridade com trecho da 

sequência de uma proteína, relacionada à defesa de plantas em C. annuum, 

denominada proteina U-Lim (Figura 12). A bioprospecção da atividade 

antimicrobiana em plantas de pimenta e pimentão tem mostrado que parte desta 

atividade está associada com a presença de proteínas e peptídeos (catiônicos e 

aniônicos) contidos nos seguintes órgãos da planta: folhas, frutos e sementes, 

como descritos por Moguel-Salazar (2011). Neste trabalho, os autores descrevem 

o potencial terapêutico e agronômico de peptídeos antimicrobianos do gênero 

Capsicum. Peptídeos de plantas vêm sendo descritos como potentes inibidores 

do crescimento de microrganismos. Muitos destes peptídeos possuem uma ampla 

atividade contra bactérias Gram-negativas e/ou Gram-positivas, vírus, 

protozoários e fungos (Diz et al., 2006; Ribeiro et al., 2007; Carvalho e Gomes, 

2009; Berrocal-Lobo et al., 2009; Pelegrini et al., 2011). Nos últimos anos, nosso 

grupo tem mostrado peptídeos de plantas do gênero Capsicum como potentes 

inibidores do crescimento de fungos e de protozoários. Diz et al. (2006) isolaram e 

caracterizaram uma proteína transportadora de lipídeo bem como Ribeiro et al. 

(2007), isolaram e caracterizaram um potente inibidor de proteinase com alta 

atividade antimicrobiana de sementes deste gênero. Cruz et al. (2010) isolaram e 

caracterizaram um peptídeo de sementes de pimentão de 9 kDa. Esse peptídeo 

isolado apresentou homologia de sequência com a LTPs, um peptídeo 

antimicrobiano já bem caracterizado. Neste trabalho, os autores ainda 

constataram a atividade antifúngica do peptídeo isolado sobre os fungos Fusarium 

oxysporum e Colletotrichum lindemunthianum e também sobre as leveduras 

Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranifaciens, Candida tropicalis e Candida 

albicans. Dias et al. (2013) isolaram AMPs de sementes de Capsicum chinense e 

verificaram que eles eram capazes de inibir o crescimento das leveduras S. 

cerevisiae, C. albicans, C. tropicalis, P. membranifaciens e Kmaxiannus e ainda, 

demonstraram que esses peptídeos eram capazes de causar alterações 

morfológicas nas células das leveduras testadas.  Recentemente, dois novos 
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peptídeos, com atividade antimicrobiana, foram isolados também de sementes de 

gênero Capsicum por Bard et al., (2014 e 2015).  

Além disso, um trabalho inovador, realizado por Pereira (2013) demonstrou 

a purificação de proteínas isoladas de folhas de Capsicum baccatum. Em seus 

experimentos, foram comparadas duas diferentes metodologias de extração: 

alcoólica e aquosa. Neste trabalho foi observado o efeito inibitório do extrato 

proteico, proveniente da extração alcoólica, sobre promastigotas de Leishmania 

amazonensis. Observou-se que o extrato proteico foi capaz de inibir 

aproximadamente 70% da proliferação do parasita na concentração de 200 µg/mL 

e 100 % na concentração de 500 µg/mL, no período de 48h.  

 Tendo em vista a presença de peptídeos nos extratos alcoólicos e ácidos 

de folhas e raízes de C. annuum L., os extratos e as frações purificados foram 

testados em ensaios de inibição de crescimento de fungos fitopatogênicos. 

Primeiramente, os extratos na concentração de 1000 µg/mL foram testados e 

verificou-se que os extratos, alcoólicos e ácidos, de folhas e raízes, de C. annuum 

L. foram capazes de inibir o crescimento do fungo C. lindemuthianum e que 

apenas o extrato alcoólico de folhas foi capaz de inibir o crescimento do fungo C. 

lindemuthianum e C. gloeosporioides (Figura 13 e 14). Também, testou-se o 

extrato alcoólico e ácido de folhas para o fungo C. lindemuthianum em 

concentrações menores e verificou-se que estes extratos não foram capazes de 

inibir o crescimento do fungo C. lindemuthiamum nas concentrações testadas. 

Porém, quando testados os extratos, alcoólico e ácido, de raízes, estes se 

mostraram eficientes na inibição do crescimento deste fungo (Figura 15). Para o 

fungo C. gloeosporioides, apenas o extrato alcoólico de raízes foi testado, visto 

ser o único extrato que inibiu este fungo na concentração de 1000 µg/mL, e 

verificou-se, neste ensaio, que houve inibição em todas as concentrações 

testadas (Figura 16).  

Desta forma, como já descritos acima, vários trabalhos vêm demostrando a 

atividade dos AMPs, inclusive os isolados de gênero Capsicum contra diferentes 

espécies de fungos (Molina et al., 1993; Terras et al., 1995; Diz et al., 2006; 

Ribeiro et al., 2007; Ribeiro et al., 2012; Taveira et al., 2014; Bard et al., 2014; 

Bard et al., 2015). Estes resultados mostram o potencial biotecnológico dos 

AMPs, já que estas moléculas agem sob uma gama de microrganismos 

patogênicos. 
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 Realizou-se também, ensaios de inibição do crescimento dos fungos C. 

lindemuthianum e C. gloeosporioides, agora utilizando 250 µg/mL das frações 

purificadas. Nesta concentração não se observou inibição do crescimento do 

fungo, sendo que as frações L2’ e R2, as que apresentaram ação, inibiram 19% e 

25%, respectivamente, o crescimento do fungo C. lindemuthianum (Figura 16). Já 

é reportado na literatura proteínas de plantas que agem de forma sinérgica em 

seu sistema de defesa e que frente à agressão de um patógeno tem sua 

virulência reduzida, os resultados obtidos em nestes estudos mostraram bastante 

diferença na porcentagem de inibição dos extratos e das frações purificadas em 

sistema HPLC. Essa diferença pode ser da falta de sinergismo das frações 

purificadas em relação aos extratos de folhas e raízes de C. annuum L. (Carvalho 

et al., 2001; Diz et al., 2006).  

 A ação dos AMPs permeabilizando as membranas de microrganismos já 

vem sendo demonstrada por vários autores como um dos principais mecanismos 

de ação destas moléculas (Regente et al., 2005; Brogden, 2005, Zottich et al., 

2011; Taveira et al., 2014).  Para verificar se as frações purificadas eram capazes 

de permeabilizar a membrana do fungo C. lindemuthiamum, utilizou-se o corante 

Sytox green como marcador, visto que, se a membrana da célula estiver 

deteriorada o corante entra na célula e se liga a ácidos nucleicos. Observou-se 

que as frações não foram capazes de permeabilizar as membranas dos fungos, 

na concentração testada, apesar de sugerir que as frações L2’, L1 e L2 

apresentaram uma maior fluorescência nas células tratadas com relação ao 

controle (Figura 18, 19, 20 e 21).  

Neste trabalho, além dos ensaios com fungos fitopatogênicos, realizou-se 

um antibiograma com a bactéria Xanthomonas euvesicatoria (Figura 21). Vários 

trabalhos utilizam-se desta, sendo de grande utilidade para área médica e 

agronômica, visto que é uma das formas mais rápidas de avaliar qual o  

antibiótico que melhor combate um determinado microrganismo. Trabalhos 

também demonstram esta metodologia sendo utilizada na área agronômica, para 

avaliação de possíveis antimicrobianos, já que várias culturas sofrem com danos 

causados por microrganismo fitopatogênicos (Poupard et al., 1994).  

Filho e Romeiro (2009) avaliaram o crescimento da bactéria Xanthomonas 

euvesicatoria frente a fármacos antimicrobianos, com o objetivo de desenvolver 

um meio semi-seletivo, sendo essa semi-seletividade avaliada pela 
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suplementação do meio com 50 fármacos antimicrobianos distintos, e dos 50 

fármacos apenas três não foram capazes de inibir o crescimento da bactéria. 

Notavelmente, foi observado o efeito sinérgico dos antimicrobianos, quando estes 

foram combinados. Estes resultados mostram a eficiência do uso de substâncias 

antimicrobianas para o controle de microrganismo fitopatogênicos.  

          Outro exemplo foi descrito por Loguercio et al. (2005), que avaliaram a 

atividade antimicrobiana de plantas medicinais de diversas espécies, dentre elas 

a de folhas jambolão (Syzygium cumini L.). Neste trabalho, foi avaliada a 

existência de um efeito antibacteriano no extrato hidro-alcoólico de folhas desta 

planta. Foram utilizados 17 isolados de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. Não houve inibição significativa de crescimento nos tratamentos 

realizados com salina e etanol, entretanto, o extrato hidro-alcoólico de folhas de 

jambolão foi capaz de inibir o crescimento de 100% das bactérias testadas. Os 

isolados das bactérias Gram-positivas apresentaram um halo médio de 19,5mm, 

enquanto o das bactérias Gram-negativas foi observado um halo de 18,8mm. 

Desta forma, observou-se neste trabalho que não há diferença de sensibilidade 

do extrato testado para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. 

 No antibiograma realizado neste trabalho, avaliou-se o crescimento da 

bactéria Xantomonas euvesicatoria in vitro na presença dos extratos de C. 

annuum L.. Os resultados evidenciaram que os extratos alcoólicos, de folhas e 

raízes, não foram capazes de inibir o crescimento da bactéria. Porém, para o 

extrato ácido de folhas, as diferentes concentrações usadas apresentaram a 

formação de halos de inibição. Para o extrato ácido de raízes também foi 

observada a formação de halos, mas não em todas as concentrações usadas 

nem seguindo uma inibição dose-dependente. Para a não observação desta 

inibição nas concentrações referidas, sugerimos que a dosagem possa ter 

interferido em nossos resultados, visto o excesso de coloração destes durante a 

dosagem.  

 Segundo Ximenes (2004), na avaliação do antibiograma não existe um 

consenso sobre os critérios de interpretação dos valores obtidos através dos 

resultados obtidos em um antibiograma. Vários métodos automáticos e escalas 

são utilizados para a interpretação desta técnica, porém muitos destes métodos 

ainda precisam ser aprimorados para uma melhor compreensão dos resultados 

obtidos. Assim, neste trabalho, objetivou-se apenas observar se os extratos 
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alcoólicos e ácidos de folhas e raízes de C. annuum L. eram capazes de inibir o 

crescimento da bactéria Xanthomonas euvesicatoria nas concentrações testadas.

 Neste trabalho, também, avaliou-se a capacidade dos extratos, alcoólico e 

ácido, de folhas de C. annuum L. em inibir a atividade da tripsina, uma enzima da 

classe serino protease que pode ser encontrada em organismos patogênicos que 

colonizam tecidos vegetais.  Estes microrganismos dependem de um conjunto de 

proteases como fator de virulência. Em paralelo, as plantas desenvolveram genes 

que codificam para inibidores de proteinases (PIs), sendo estes inibidores 

regulados em diferentes fases do desenvolvimento da planta, em órgão de 

armazenamento tais como: sementes, tubérculos, flores e frutos, bem como 

apresentando diferentes funções biológicas e farmacológicas (Laskowski et al., 

1980; Gomes et al., 2011). Desta forma, vários trabalhos já identificaram PIs em 

diferentes espécies de plantas, inclusive em Capsicum. Ribeiro et al. (2007), que 

também isolaram um peptídeo com alta atividade inibitória contra tripsina. Moulin 

et al. (2014), por exemplo, identificaram inibidores de tripsina em folhas de 

Capsicum baccatum var. pendulum que foram inculados com PepYMV (Pepper 

yellow mosaic virus). Dokka e Davuluri (2014) identificaram, em semente de 

Abelmoschus moschatus, um inibidor de tripsina com atividade contra diferentes 

fungos (Candida albicans, Candida tropicalis, Asperigillus flavus, Sacchamyces 

cerevisiae, Candida glaba e Asperigillus niger) e bactérias (Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Bacillus sabtilis, Streptococcus 

phyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syringae e Streptococcus 

pyogenes).  

 Neste trabalho, constatou-se que o extrato alcoólico e ácido de folhas de C. 

annuum L. apresentou especificidade para tripsina, isto foi constatado através da 

porcentagem de inibição da enzima na qual foi visualizada inibição em todas as 

concentrações utilizadas (Figura 24). 

 Analisou-se, também, os extratos alcoólico e ácido de folhas de C. annuum 

L. sobre a atividade da enzima α-amilase salivar humana. Várias proteínas e 

peptídeos com atividade antimicrobiana e capacidade de inibir a α-amilase já 

foram descritas em várias espécies de plantas. A α-amilase é uma enzima de 

grande importância para o crescimento e desenvolvimento de insetos e os 

inibidores, por sua vez, inibem a atividade α-amilase, participando da defesa da 

planta frente a um ataque causado por pragas (Svensson et al., 2004; Payan, 
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2004; Silva et al, 2014; Maczó et al., 2014). Interessantemente, vem sendo 

descrito esta nova propriedade de inibir α-amilase para alguns peptídeos 

antimicrobianos, especialmente os da família das defensinas e das proteínas 

transportadoras de lipídeos (LTPs) (Diz et al., 2011; Zottich et al., 2011; Carvalho 

e Gomes 2011). 

  Para o ensaio com a enzima α-amilase salivar, testaram-se diferentes 

concentrações do extrato alcoólico e ácido de folhas (Figura 25A). Os resultados 

mostraram que o extrato alcoólico de folhas não foi capaz de inibir a enzima em 

nenhuma das concentrações testadas e que apenas o extrato ácido de folhas foi 

capaz de inibir a atividade da enzima em todas as concentrações testadas, sendo 

esta inibição de 100% para todas as concentrações (Figura 25B). 

 Observou-se nos ensaios realizados com as enzimas tripsina e α-amilase 

salivar humana, que o extrato proveniente da extração ácida de folhas é capaz de 

inibir as duas enzimas, o que nos leva a acreditar que podemos ter neste extrato 

um inibidor bifuncional. Vários trabalhos descrevem proteínas bifuncionais com 

atividade para tripsina e α-amilase (Strobl et al., 1998). Em 2001 Gómez-Leyva e 

Blanco-Labra, relataram em seu trabalho uma protease de milho com peso 

molecular de 22 kDa, com atividade para tripsina e alfa-amilase. Saxena et al. 

(2010) purificaram uma proteína da planta Eleusine coracana de 14 kDa, com 

atividade para tripsina e α-amilase.  Assim, com os resultados obtidos neste 

trabalho espera-se contribuir para o uso de peptídeos antimicrobianos como 

ferramenta biotecnológica para o controle de insetos e microrganismos patógenos 

de planta. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 

 

- Metodologias de extração padronizadas foram eficientes no processo de 

concentração de proteínas de baixo peso molecular e todos os extratos obtidos de 

folhas e raízes de C. annuum L. apresentaram bandas proteicas isoladas, com 

baixa massa molecular variando de 6 - 8 kDa; 

- O perfil eletroforético bi-dimensional do extrato alcoólico de folhas apresentou 

uma maior diversidade de spots quando comparado ao extrato ácido de folhas. 

Os extratos apresentaram bandas majoritárias ente 6 e 10 kDa e bandas maiores 

que 14 kDa com pIs variando de 4 - 9,5; 

- O perfil eletroforético bi-dimensional do extrato alcoólico de raízes, apresentou 

uma maior diversidade de spots quando comparado ao extrato ácido de raízes, 

apresentando bandas majoritárias de 8 e maiores que 14 kDa com  pIs variando 

de 4 - 5  para o extrato alcoólico e 7 - 9 para o extrato ácido 

- A sequência de aminoácidos da fração A1 (extração ácida de folhas de C. 

annuum L.) apresentou 85 % de similaridade com um trecho de uma proteína de 

C. annuum, relacionada à defesa de plantas, denominada proteina U-Lim; 

- Os extratos alcoólicos e ácidos de folhas e raízes de C. annuum L. foram 

capazes de inibir o crescimento do fungo C. lindemuthianum e apenas a extração 

alcoólica de raízes foi capaz de inibir o crescimento do fungo C. gloeosporioides; 

- As frações isoladas não foram capazes de inibir o crescimento do fungo C. 

lindemuthianum na concentração testada e não foram capazes de permeabilizar 

as membranas desses fungos de forma significativa; 



63 

 

- Apenas os extratos ácidos de folhas e raízes de C. annuum L. foram capazes de 

inibir o crescimento da bactéria Xanthomonas euvesicatoria; 

- Os extratos alcoólico e ácido de folhas foram capazes de inibir a enzima tripsina 

em todas as concentrações testadas e apenas o extrato ácido de folhas de C. 

annuum L. foi capaz de inibir a enzima α-amilase salivar humana. 
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