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RESUMO 

 

 

BARBOZA, Thiago José de Souza. Cultura de tecidos, aspectos fitoquímicos e avaliação 

dos potenciais citotóxico, antibacteriano e antibiofilme de Kalanchoe pinnata (Lam.) 

Pers. cultivada in vivo e in vitro. 2017. 95f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) - 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2017 

 

 

A cultura de tecidos vegetais viabiliza a produção de biomassa vegetal e metabólitos 

secundários sob condições in vitro, em larga escala, reduzindo a necessidade de acesso ao 

material estabelecido in vivo e consequente risco de extinção a algumas espécies. Kalanchoe 

pinnata (Lam.) Pers., conhecida popularmente como saião-roxo, é utilizada na medicina 

popular para tratamento de diversas enfermidades, tendo sido demonstrada também a atividade 

antibacteriana in vitro de extratos metanólicos e etanólicos da espécie. A produção e modulação 

de metabólitos de interesse antimicrobiano, como a quercetina, podem ser obtidas a partir da 

cultura de tecidos vegetais. Sendo assim, explantes foliares de K. pinnata foram inoculados em 

meio MS na presença das auxinas PIC, 2,4-D, ANA e AIB e das citocininas KIN, BAP e TDZ 

para morfogênese in vitro.Extratos aquosos e metanólicos de material in vivo e in vitro foram 

obtidos e avaliados quimicamente por método colorimétrico e cromatográfico.Para a avaliação 

da atividade citotóxica foram utilizadas as linhagens de carcinoma humano HEp-2, Caco-2 e 

T84, cultivadas na presença dos extratos aquosos e dos flavonoides quercetina e rutina. A 

atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de macrodiluição e a avaliação da atividade 

antibiofilme foi realizada em Escherichia colienteroagregativa (EAEC 042). Foram obtidas 

plântulas in vitro, que posteriormente foram aclimatizadas com sucesso. Na presença de 

fitorreguladores foram obtidos calos, culturas de células em suspensão e raízes. A análise 

fitoquímica revelou a presença de fenóis, taninos, saponinas e 8 flavonoides nos diferentes 

extratos. Os extratos aquosos de K pinnata não apresentam toxidez para HEp-2, porém sendo 

as demais cepas sensíveis a estes extratos. Ao contrário, os flavonoides quercetina e rutina não 

apresentaram citotoxicidade a nenhuma linhagem avaliada. A atividade antimicrobiana foi 

observada no extrato de folha obtida in vivo, rutina e quercetina, sendo esta última capaz de 

inibir o crescimento bacteriano. A pesar de não inibir o crescimento de EAEC 042, os extratos 

de K. pinnata foram capazes de reduzir o crescimento de biofilme até valores superiores a 50%. 

O cultivo com quercetina, foi capaz de inibir o crescimento de EAEC 042 e Staphylococcus 

aureus e reduzir a formação de biofilme simples e misto destas duas bactérias, demonstrando a 

atividade deste flavonoide, que pode ser considerado um dos princípios ativos na inibição do 

crescimento bacteriano. Sendo assim, conclui-se que K. pinnata possui grande potencial de 

cultivo in vitro, podendo ser explorado para a produção de metabólitos de interesse medicinal. 

 

Palavras-chave: Crassulaceae. Citotoxicidade. Antibacteriano. Antibiofilme. Flavonoide. 

Cultura de tecidos vegetais. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

BARBOZA, Thiago José de Souza. Plant tissue culture, phytochemical aspects and 

evaluation of the cytotoxic, antibacterial and antibiofilm potentials of Kalanchoe pinnata 

(Lam.) Pers. grownin vivoandin vitro. 2017. 95f. Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) - 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2017 

 

 

The plant tissue culture provides the in vitro production of secondary metabolites and plant 

biomass on a large scale, reducing the need for access to the material growing in vivo. Kalanchoe 

pinnata, popularly known in Brazil as saião-roxo, is used in folk medicine to treat various diseases, has 

also been demonstrated in vitro antibacterial activity of methanol and ethanol extracts. The production 

of metabolites with antimicrobial interest, such as quercetin, may be obtained by plant tissue culture. 

Thus, leaf explants of K. pinnata were inoculated in MS medium in the presence of the auxins PIC, 2,4-

D, NAA and IBA and the cytokinins KIN, BAP and TDZ for in vitro morphogenesis. The phytochemical 

evaluation was performed with colorimetric and chromatographic methods for aqueous and methanolic 

extracts of the material obtained in vivo and in vitro. To evaluate the cytotoxic activity were used the 

human carcinoma cell lines HEp-2, Caco-2 and T84, cultured in the presence of extracts and the 

flavonoids quercetin and rutin. The antibacterial activity was evaluated by the macrodilution method 

and the evaluation of antibiofilm activity was performed in Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC 

042). In vitro plants were obtained and acclimatized successfully. In the presence of growth regulators 

were obtained calli, cell suspension cultures and roots cultures. Phytochemical analysis revealed the 

presence of phenols, tannins, saponins and 8 flavonoids in different extracts. The aqueous extracts of K. 

pinnata not show toxicity to Hep-2, but all other cells were sensitive to these extracts. Otherwise, the 

flavonoids quercetin and rutin showed no cytotoxicity at all the evaluated cell lines. The antimicrobial 

activity was observed in extract of leaves obtained in vivo, rutin and quercetin. Despite not inhibit the 

growth of EAEC 042, the extracts of K. pinnata was able to reduce the biofilm growth above 50%. The 

culture with quercetin was able to inhibit the growth of EAEC 042 and Staphylococcus aureus and to 

reduce the formation of simple and mixed biofilm of these two bacteria, showing that this flavonoid can 

be one of the active compounds in the inhibition of bacterial growth. In conclusion, K. pinnata have 

great potential for in vitro cultivation and can be exploited for the production of metabolites of medicinal 

interest. 

 

Keywords: Crassulaceae. Cytotoxicity. Antibacterial. Antibiofilm. Flavonoid. 

Planttissueculture. 
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INTRODUÇÃO 

 

As plantas estão relacionadas ao desenvolvimento humano há milhares de anos. São a 

base da medicina tradicional, sendo rica fonte de constituintes fitoquímicosque estão na 

composição de muitos fármacos. O uso de plantas medicinais é diverso em diferentes culturas 

no mundo todo. No Brasil, o modo de consumo predominante em comunidades tradicionais é 

na forma de chás, utilizando principalmente folhas e flores. Contudo, existem variadas formas 

de uso de espécies com propriedades medicinais, considerando, inclusive, a diversidade vegetal 

da nossa flora. A título de exemplo, só na região do pantanal podem ser encontradas mais de 

19 famílias botânicas relacionadas ao uso medicinal por comunidades tradicionais. (PINTO et 

al., 2017). 

A atividade medicinal de plantas é atribuída à ação de substâncias provenientes do 

metabolismo secundário vegetal. O metabolismo secundário difere do metabolismo primário 

por não produzir compostos orgânicos diretamente relacionados ao crescimento e 

desenvolvimento vegetal. No entanto, os metabólitos secundários, apesar de não vitais para os 

vegetais, apresentam importantes funções, como proteção contra infecções, atração de 

polinizadores e dispersores e na interação alelopática entre plantas. (OLIVOTO et al 2017). 

 Dentre as substâncias de interesse medicinal, destacam-se as das classes de alcaloides, 

glicosideos, antraquinonas, saponinas, terpenos e polifenois, como flavonoides e taninos 

(SHAKYA, 2016).Os metabólitos secundários ou especiais são substâncias de ocorrência 

restrita em grupos taxonômicos, podendo ser considerados marcadores químicos para diferentes 

táxons.Tais substâncias podem ser amplamente obtidas por diferentes sistemas in vitro (SILVA 

et al 2017). 

O extrativismo não planejado de plantas para uso medicinal pode elevar o risco de 

extinção de algumas espécies. Este risco aumenta, principalmente, quando a coleta compromete 

o vegetal como um todo, como no caso do uso de raízes ou de herbáceas inteiras, que 

inviabilizam a persistência da espécie no local de coleta. Para contornar estas situações, técnicas 

de biotecnologia vegetal, como a cultura de tecidos vegetais, surge como uma ferramenta para 

a produção de material vegetal e metabólitos secundários in vitro em larga escala, favorecendo 

a reduçãoda necessidade de acesso ao material estabelecido in situ (DELCHEH et al., 2014). 

Mesmo considerando-se que estão em condições artificiais, as necessidades de plantas 

cultivadas in vitro são as mesmas daquelas estabelecidas no ambiente natural. Enquanto as 

plantas que encontram-se no seu ambiente natural suprem sua demanda energética pela 

fotossíntese, a partir da fixação de carbono proveniente do CO2 atmosférico, sob condições in 
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vitro esse carbono é fornecido em grande parte por meio da adição de açúcares no meio de 

cultura. Nesse sentido, a composição do meio de cultura é específica para cada espécie, sendo 

o ponto chave para o estabelecimento e sucesso do cultivo de células e tecidos vegetais 

(MOLNÁR et al., 2011). 
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1 CULTIVO IN VITRO E AVALIAÇÃO MEDICINAL DE PLANTAS 

 

1.1 Produção de metabólitos especiais in vitro 

Diversas formulações de sais e vitaminas para meios de cultura vêm sendo desenvolvidas 

com vistas a suprir demandas específicas de cultivares. No entanto, existem formulações 

amplamente empregadas para diversas espécies, destacando-se a que foi proposta pelos 

pesquisadores ToshioMurashige e Folke K. Skoog (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 

denominada meio MS. A partir de estudos com o cultivo de calos de folhas de tabaco, o meio 

MS foi elaborado por estes pesquisadores, se tornando hoje o meio de cultivo in vitro mais 

utilizado em culturas de tecidos vegetais. 

Um dos principais fatores de indução da resposta morfogenética/morfogênica in vitro são 

os reguladores de crescimento vegetal ou fitorreguladores.  São substâncias de baixo peso 

molecular que mimetizam a ação de hormônios vegetais naturais, denominados de fitormônios. 

As principais classes de fitorreguladores utilizadas em culturas de tecidos vegetais são as 

auxinas e citocininas. Dentre as auxinas comumente utilizadas in vitro, podemos destacar o 

ácido naftalenoacético (ANA), ácido indolilbutírico (AIB), ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-

D) e ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico (picloram - PIC). Entre as substâncias que possuem 

ação citocinínicamais usadas podemos destacar a 6-furfurilamino-purina (cinetina - KIN), a 6-

benzilaminopurina (BAP) e a feniluréiacom ação citocinínica (mas também auxínica em alguns 

casos) 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)-uréia (tidiazuron – TDZ) (CALDAS, 1998). 

Ao contrário dos hormônios animais, que possuem atividade específica, os reguladores 

de crescimento vegetal possuem uma baixa diversidade estrutural e regulam muitos processos 

fisiológicos e morfogênicos de forma isolada ou sinergisticamente. A ação de um fitorregulador 

pode variar de acordo com a concentração, estágio de desenvolvimento vegetal, presença de 

outras substâncias ou fatores físicos, podendo inclusive apresentar ações antagônicas 

(ZABALAK et al., 2012). 

Os efeitos biológicos são muitas vezes típicos de determinada classe hormonal. Os 

fitorreguladores do grupo das auxinas são frequentemente utilizados in vitropara o estímulo ao 

desenvolvimento de raízes adventícias. Já o grupo das citocininas é amplamente empregado 

para a produção de brotos, necessitando posteriormente de uma etapa de enraizamento para o 

estabelecimento de plantas inteiras. A combinação entre estas duas classes de reguladores pode 

estimular o desenvolvimento de calos, que são massas celulares que se proliferam de forma 

desorganizada, num processo denominado calogênese (ULLAH et al., 2014). Tantos as culturas 

organizadas, formadas por plantas ou órgãos isolados, quanto as culturas desorganizadas, 



14 
 

exemplificadas por calos e suspensões celulares, são fontes de produção in vitro de metabólitos 

secundários. Dentre os sistemas usados para a produção in vitro de metabólitos secundários, 

destacam-se as culturas organizadas, como as que envolvem técnicas de micropropagação e a 

cultura de raízes adventícias, ou ainda as culturas de tecidos desorganizados anteriormente 

mencionadas (FILOVÁ, 2014). 

Existem três vias primárias de morfogênese in vitro para a regeneração de plantas a partir 

do desenvolvimento de explantes, que são pequenos segmentos vegetais retirados de uma planta 

para dar início a uma cultura. Estas vias são: a embriogênese somática, gerando embriões 

competentes à regeneração, a organogênese de brotoseo desenvolvimento de gemas pré-

existentes, seguida por organogênese de raízes para o estabelecimento vegetal. Ambas podem 

ser obtidas de forma direta, quando os embriões ou brotos se formam diretamente a partir do 

explante, ou por forma indireta. Nesta última, há a produção de calos a partir do explante inicial, 

havendo a formação dos embriões e brotos a partir destes calos previamente formados (Phillips, 

2004). Tais respostas constituem a técnica de micropropagação. 

A micropropagação é então reconhecida como a técnica que viabiliza a propagação clonal 

massiva in vitro a partir de explantes cultivados em meio de cultura específico. Por meio desta 

técnica, a biomassa vegetal pode ser elevada em um curto período de tempo para a extração de 

metabólitos de interesse, além da possibilidade da modulação e otimização desta produção 

(GEORGE; DEBERGH, 2008). 

Outro sistema de interesse no campo das medicinais é a cultura de raízes adventícias. A 

produção de raízes in vitro pode ser obtida a partir do cultivo de explantes radiculares ou pela 

indução de outros explantes, como foliares e caulinares. A rizogênesevai depender do estímulo 

fornecido por diferentes fitorreguladores e o balanço hormonal (KERBAUY, 1998). Devido ao 

contato direto com o solo na maioria dos vegetais, evolutivamente as raízes produzem 

substâncias para defesa contra a herbivoria e infecções (PARKER et al., 2012).Além da 

importância na fixação ao solo e absorção de nutrientes, estes órgãos podem produzir diversos 

metabólitos específicos nos vegetais, como é o caso da escopolamina, alcaloide tropânico de 

ação anticolinérgica e antiespasmódica, sintetizado em raízes de Brugmasiacandida. A escala 

de produção deste metabólito pode ser aumentada a partir do cultivo in vitro de raízes 

transformadas da espécie em biorreatores (OTÁLVARO-ÁLVAREZ; VELÁSQUEZ-

LOZANO, 2014), o que tem sido observado também para outras espécies, como em Atropa 

beladona (HABIBI et al., 2014).  

O estímulo de fitorreguladores in vitro pode induzir a desdiferenciação de células dos 

explantes e proliferação destas, formando massas celulares calogênicas. Estas massas podem 
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representar um sistema altamente produtivo de metabólitos especiais in vitro (CID, 1998). A 

partir da dissociação destas células no cultivo em meio líquido, são obtidas culturas de células 

em suspensão, que têm como principal característica a alta taxa de multiplicação. Este material 

pode ser utilizado em escala comercial para a produção de metabólitos secundários de interesse 

farmacêutico, sendo desenvolvidos protocolos para produção em larga escala de diversas 

espécies (YUE et al., 2014). 

 

1.2  Kalanchoe pinnata(Lamarck) Persoon 

 

Membro da família Crassulaceae, a espécie Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon é uma 

planta suculenta de porte herbáceo, medindo de 50 a 100 cm de comprimento (Figura 1a). 

Apresenta caule de coloração marrom e folhas elípticas verde-amareladas, com filotaxia oposta 

e bordo foliar crenado, podendo este apresentar coloração rosada. Caracteristicamente 

apresenta reentrâncias no bordo foliar apresentando gemas foliares (Figura 1b) que respondem 

pela propagação vegetativa da espécie (Figura 1c) (WHO, 2009). Apresenta inflorescência do 

tipo paniculada, com flores pendentes em forma de sinos, de coloração amarelada e corola 

avermelhada (Figura 1d). O período de floração ocorre entre os meses de novembro e março, 

possuindo formação de frutos em abril (RAJ et al., 2014). 

Conhecida popularmente no Brasil como saião-roxo, folha da fortuna ou saião, K. pinnata 

é cultivada em hortas e canteiros, devido ao seu uso medicinal e ornamental (OLIVEIRA et al., 

2003). O nome “folha da fortuna” faz menção ao potencial das folhas da espécie em gerar vários 

propágulos, a partir de suas gemas, produzindo vegetativamente novos indivíduos. Apesar de 

possuir sementes viáveis, em condições de estresse a espécie pode superexpressar genes 

relacionados à embriogênese somática e formação de meristemas apicais, atuando no 

desenvolvimento das gemas em conversão de plantas completas (GARCÊS et al., 2007). 

A espécie ocorre comumente em áreas quentes e secas, frequentemente em solos rochosos 

com pouca água. Distribui-se amplamente em várias regiões da África e Ásia, sendo cultivada 

também em jardins e residências como espécie ornamental e medicinal (WHO, 2009). À espécie 

têm sido atribuídas as atividades medicinais antibacteriana, antiparasitária, citotóxica, 

antimutagênica, antiviral, entre outras (RAJ et al., 2014). 
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Figura 1 - Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. [Sin: Bryophyllumpinnatum (Lam.) Kurz.].  

 

(a)      (b) 

 

(c)      (d) 

Legenda: (a) -Habitus herbáceo; (b) - Detalhe da folha enfatizando o bordo foliar crenado; (c) - Propágulo oriundo 

de gema localizada nas reentrâncias do bordo foliar; (d)- Inflorescência do tipo frouxa, pedicelada.  

Fonte: Imagens de internet obtidas de Google Imagens. http://www.worldofsucculents.com. Acesso em 

10.12.2016. 
 

Do ponto de vista taxonômico, K. pinnata apresenta a sinonímia botânica 

Bryophyllumpinnatum (Lam.) Kurz. Muitos problemas de classificação botânica são 

encontrados na subfamília Kalanchoideae, sendo propostas diversas organizações para alguns 

gêneros. Aos gêneros Kalanchoe, Bryophyllum e Kitchiningia é proposto que se tornem 

divisões de apenas um gênero, Kalanchoe (CHERNETSKYY, 2011). 

A família Crassulaceae mostra-se sistematicamente complexa e morfologicamente 

diversa, devido em parte à grande adaptação recorrente ao ambiente árido a que estão 

submetidos seus representantes. Com distribuição mundial nestes ambientes, é 

consideradacosmopolita, possuindo centros de diversidade no México, África do Sul, 

Macaronésia e Himalaia (MORT et al., 2001). O estudo filogenético mais representativo da 

família Crassulaceae foi realizado por Berger (1930), reconhecendo 35 gêneros em seis 

subfamílias (Figura 2), sendo a subfamíliaKalanchoideae representada pelos gêneros 
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Kalanchoe, Bryophyllum e Kitchiningia. Atualmente, baseados em estudos de análise 

filogenética a partir de cpDNA (DNA de cloroplastos), Hame t’Hart (1998) demonstraram a 

presença de muitos grupos polifiléticos nas subfamílias propostas por Berger. Deste modo, foi 

proposta a reorganização de Crassulaceae nas subfamíliasCrassuloideae e Sedoideae (Figura 

2), sendo o gênero Kalanchoe e suas três seções pertencentes à Sedoideae. 

 

Figura 2 – Classificação taxonômica da família Crassulaceae, proposta por Berger (1930) e 

reorganizada por Ham& t’Hart (1998). 

 
Fonte:Mortet al., 2001. 

 

1.2.1  Atividade antibacteriana de K. pinnata 

 

Muitos estudos vêm sendo realizados avaliando a atividade antibacteriana de extratos e 

substâncias isoladas de K. pinnata. Uma breve revisão da atividade antibacteriana in vitro de 

extratos da espécie é apresentada na Tabela 1. 
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Extratos de folhas da espécie são amplamente utilizados nas formas aquosas, metanólica 

e etanólica, apresentando atividade contra diversas cepas tanto gram-positivas quanto 

negativas. Caules e raízes da espécie também têm sido avaliados em suas formas metanólicas e 

aquosas, obtendo resultados positivos para tal atividade. 

 

Tabela 1 – Atividade antibacteriana in vitro de extratos de Kalanchoe pinnata. 

Cepa 

testada 
Material 

botânico 
Tipo de 

extrato 
Referência 

bibliográfica 

Alcaligenesfaecalis 
Folhas Aquoso 

Sharmaet al., 2014 
Caules, Raízes Aquoso, Metanólico 

Aspergillusniger 
Folhas, Caules, 

Raízes 
Etanólico 

Okwu;Nnamdi, 

2011a,b 

Bacillussubtilis 

Folhas 
Metanólico, 

Metanol 60%, 

Etanólico 

Akinpelu, 2000; 

Aibinuet al., 2007; 

Biswas et al., 2011 

Folhas, Caules, 

Raízes 
Aquoso, Metanólico Sharmaet al., 2014 

Caules Aquoso, Metanólico Nwadinigwe, 2011 

Bordetellabronchise

ptica 
Caules, Raízes Aquoso, Metanólico Sharmaet al., 2014 

Citrobactersp. Folhas Metanólico Aibinuet al., 2007 

Corynebacteriumdip

htheriae 
Caules, Raízes Aquoso, Metanólico Sharmaet al., 2014 

Enterococcusfaecali

s 
Folhas Metanólico Aibinuet al., 2007 

Escherichia coli Folhas 
Metanólico, 

Metanol 60%, 

Etanólico 

Akinpelu, 2000; 

Aibinuet al., 2007; 

Biswas et al.,2011; 

Okwu; Nnamdi, 

2011a,b; Pattewaret 

al., 2013 

Klebsiellapneumonia

e 
Folhas 

Metanólico, 

Etanólico 

Aibinuet al., 2007; 

Okwu&Nnamdi, 

2011a,b 

Micrococcusluteus Caules, Raízes Metanólico Sharmaet al., 2014 

Propionibacterium 

acnes 
Folhas Aquoso Kumaret al., 2013 

Proteusvulgaris Folhas Metanol 60% Akinpelu, 2000 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Folhas 

Metanólico, 

Metanol 60%, 

Etanólico 

Aibinuet al., 2007; 

Biswas et al., 2011; 

Okwu; Nnamdi, 

2011a,b; Pattewaret 

al., 2013 

Planta inteira 
Metanólico, 

Etanólico, Hexânico 
Tatsimoet al., 2012 
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Salmonella 

paratyphi 
Folhas Metanólico Aibinuet al., 2007 

Salmonella typhi 
Planta inteira 

Metanólico, 

Etanólico, Hexânico 
Tatsimoet al., 2012 

Caules Aquoso Nwadinigwe, 2011 

Serratiamarcescens 
Caules Aquoso 

Sharmaet al., 2014 
Raízes Metanólico 

Shigelladysenteriae Folhas 
Metanol 60%, 

Etanólico 

Akinpelu, 2000; 

Biswaset al., 2011 

Shigellaflexneri Folhas Metanólico Aibinuet al., 2007 

Staphylococcus 

aureus 

Folhas 
Metanólico, 

Metanol 60%, 

Etanólico 

Akinpelu, 2000; 

Aibinuet al., 2007; 

Biswas et al., 2011; 

Okwu; Nnamdi, 

2011a,b; Pattewaret 

al., 2013 

Caule Metanólico Nwadinigwe, 2011 

Planta inteira 
Metanólico, 

Etanólico, Hexânico 
Tatsimoet al., 2012 

 

Além de extratos, algumas substâncias isoladas da espécie têm demonstrado notada 

atividade antibacteriana in vitro. O alcaloide identificado como 1-etanamino, 7 hex-1-yne-5I-

ona fenantreno foi isolado de extratos etanólicos de folhas, possuindo atividade inibitória ao 

crescimento de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e K. pneumoniae (OKWU;NNAMDI, 2011a). 

A atividade inibitória ao crescimento de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e K. pneumoniae 

também foi observada no cultivo na presença de dois flavonoides, 5I- Metil-4I, 5, 7-trihidroxil 

flavona 1 e 4I, 3, 5, 7-tetrahidroxi 5-metil 5I-propenamina antocianidina 2, isolados de extratos 

etanólicos de folhas de K. pinnata (OKWU;NNAMDI, 2011b). Esta atividade também foi 

observada na avaliação de 6 flavonoides derivados de kaempferol isolados de extratos 

etanólicos da planta, sendo ativos contra S. aureus, P. aeruginosa e Salmonella typhi 

(TATSIMO et al., 2012). 

O uso de extratos da espécie, juntamente com outras substâncias, pode demonstrar a 

otimização da atividade antibacteriana. A utilização dos extratos aquosos de K. pinnata e Aloe 

barbadensis utilizados isoladamente apresentaram zona de inibição mínima em concentrações 

de extrato em torno de 10-3 paraS. aureus, E. coli, P. aeruginosa, Klebesiella sp., Proteus sp. e 

Salmonella typhi. Por outro lado, a associação destes dois extratos em cultivo aumentou 

atividade contra estas cepas, reduzindo a concentração mínima efetiva para valores em torno de 

10-9, demonstrando alto efeito sinergístico para esta atividade (ABUBAKAR et al., 2014). 
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A associação de extratos à nanopartículas também se mostra como uma estratégia para o 

aumento da atividade medicinal. Nanopartículas de prata, obtidas a partir da associação de 

nitrato de prata (AgNO3) a extratos aquosos de folhas da espécie, possuíram a capacidade de 

reduzir o crescimento de E. coli e S. aureus em cultivo em suspensão. A adição de 1 mM de 

AgNO3 aos extratos formam nanopartículas que apresentam atividade antibacteriana superior 

aos extratos ou soluções de AgNO3 avaliados sozinhos em cultura (BAISHYA et al., 2012). 

Isto demonstra a possibilidade da junção de diferentes ciências ao estudo da espécie na busca 

de agentes antibacterianos. 

 

1.3 Relevância do estudo do potencial antibacteriano com espécies vegetais 

 

A resistência antimicrobiana a diversos tratamentos é considerada uma ameaça mundial 

na área da saúde. O consumo excessivo de antibióticos para uso humano e para a produção de 

alimentos na cadeia produtiva animal, além de fatores como a globalização e um baixo controle 

de infecções facilitou o aumento da resistência em cepas de bactérias, tanto gram-positivas 

quanto gram-negativas, tornando urgente a busca por novos agentes antimicrobianos 

(HUTTNER et al., 2013). 

Altas taxas de resistência têm sido observadas principalmente em bactérias associadas a 

doenças comuns de interesse em saúde pública, como infecções urinárias e pneumonia em todas 

as regiões do mundo. Entre as bactérias comumente relacionadas a infecções hospitalares e 

infecções à população humana estão Escerichia coli, Klebsiellapneumoniae e Staphylococcus 

aureus. Para as causadoras de infecções principalmente em comunidadescarentes encontram-

se dentre outras Streptococcus pneumoniae, Shigella spp. e Neisseriagonorrhoea (WHO, 

2014). 

Dentre as bactérias enteropatogênicas, Escherichia colienteroagregativa (EAEC) é a 

maior causadora de diarreia no mundo, sendo associada aos quadros de diarreia persistente 

especialmente em crianças, indivíduos infectados com HIV e viajantes vindos de países em 

desenvolvimento (BERRY et al., 2014). Nestes países, a causa de morte por diarreia persistente 

para lactentes entre 1 e 11 meses é de 30%. Em crianças até 4 anos de idade esta taxa pode 

chegar a 69% (RAHMAN et al., 2014). 

Além de sua capacidade agregativa em células intestinais humanas, EAEC é capaz de 

formar biofilmes em superfícies. Esta conformação fornece resistência aos antibióticos, além 

de alto grau de dispersão e reinfecção, podendo representar até 80% das causas de infecções 

microbianas humanas (BUENO, 2014). A natureza dos biofilmes é capaz de protegê-los contra 
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condições adversas como dessecação, UV, compostos tóxicos e antibióticos, favorecendo a 

persistência. Deste modo faz-se importante a busca por novos agentes antimicrobianos com 

ação contra biofilmes (ABDEL-AZIZ; AERON, 2014). 

Na busca por novos agentes antimicrobianos, diversas substâncias oriundas de produtos 

naturais têm sido avaliadas, recebendo aquelas de origem vegetal grande destaque em suas 

propriedades antibacterianas (GYAWALI; IBRAHIM, 2014). As atividades biológicas de 

produtos naturais muitas vezes não são decorrentes de apenas um metabólito isolado, mas de 

uma combinação de diferentes substâncias, sendo validada a utilização de extratos vegetais 

brutos (SARANRAJ; SIVASAKTHI, 2014). 

Grande parte da atividade antimicrobiana de extratos vegetais está relacionada à ação de 

flavonoides, substâncias que apresentam também importância nutracêutica, devido às suas 

propriedades organolépticas em alimentos e atividades farmacológicas na saúde humana 

(TAPAS et al., 2008).  

Os flavonoides são os principais representantes dos compostos fenólicos, que integram o 

metaboliso secundário vegetal. Mesmo não sendo produzidos pelo metabolismo humano, os 

flavonoides apresentam diversas atividades farmacológicas, como antialérgica, anti-

inflamatória, vasodilatadora e antiulcerogênica. Já foram identificadas mais de quatro mil 

substâncias pertencentes ao grupo, tendo destaque para K. pinnata, as substâncias do grupo dos 

flavonóis, como a quercetina e a rutina (LOPESet al., 2000). 

Aos flavonoides, incluído quercetina, têm sido apontadas importantes propriedades 

antimicrobianas e antiparasitária, como antileishmania (MUZITANOet al., 2006, MUZITANO 

et al., 2011) e antibacteriana (GATTOet al., 2002, MITTALet al., 2014, PRASADet al., 2014), 

mostrando-se metabólitos de grande interesse em estudos antimicrobianos. 

 Dessa forma, torna-se relevante o estabelecimento de sistemas in vitro para a produção 

contínua de susbtâncias bioativas com potencial antimicrobiano, sendo de especial interesse a 

avaliação de flavonoides em espécies da família Crassulaceae. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Estabelecer protocolos de cultivo in vitro de Kalanchoe pinnata visando à produção de 

metabólitos com potencial antibacteriano, comparando ao material cultivado in vivo. 

 

2.2 Específicos 

● Avaliar a resposta morfogênica in vitro de diferentes explantes a partir da 

suplementação do meio MS com diferentes fontes de carbono e fitorreguladores; 

● Analisar extratos oriundos de plantas obtidas in vitro e in vivopara indicação 

farmacognóstica e possível presença de flavonoides; 

● Avaliar a citotoxicidade de extratos e de substâncias ocorrentesemK. pinnata 

obtida in vivo e in vitro; 

● Avaliar o potencial antibacteriano de extratos e substâncias ocorrentes em K. 

pinnata obtida in vivo e in vitro; 

● Avaliar o potencial de inibição na formação de biofilmes de extratos e substâncias 

ocorrentes em K. pinnata obtida in vivo e in vitro. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material botânico 

 

Exemplares de Kalanchoe pinnata foram acessados no bairro de Jacarepaguá (Rio de 

Janeiro RJ – 22°57’29.7”S, 43°21’13.3”W) e cultivados in vivo em telado (Figura 3) no 

Pavilhão Haroldo Lisboa da Cunha (PHLC), na Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

(UERJ), Campus Maracanã. Um exemplar tipo foi depositado no Herbário da UERJ sob registro 

HRJ 12515. 

 

Figura 3 – Plantas de Kalanchoe pinnata cultivadas em telado no PHLC/UERJ. 

 

(a)      (b) 

 

(c)      (d) 

Legenda: (a) Filotaxia; (b) detalhe da folha com bordo crenado; (c) aspecto da inflorescência destacando a 

coloração; (d) detalhe da flor.  

Nota: Comprimento de barras de 1 cm. 
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3.2 Cultura de tecidos de K. pinnata 

 

3.2.1 Estabelecimento in vitro de K. pinnata 

Folhas de exemplares cultivados in vivo, em área sombreada, foram utilizadas como 

fontes de explantes. O material foi lavado em água corrente e detergente comercial neutro, 

seguido de lavagem com solução de hipoclorito de sódio (NaClO) a 2%, sob agitação constante, 

por 10 minutos. Em seguida, o material foi enxaguado três vezes com água destilada estéril em 

câmara de fluxo laminar, sob condições assépticas. 

Foram utilizados explantes de nervura mediana e do bordo foliar, incluindo as gemas 

foliares, excisados em câmara de fluxo laminar após a esterilização. Cada explante de 1 cm² foi 

inoculado em meio de cultura estéril com a face abaxial em contato com o meio. 

Todos os experimentos foram mantidos em câmara de crescimento, sob fotoperíodo de 

16h e temperatura de 26±2°C. 

 

3.2.2 Uso de diferentes fontes de carbono na regeneração in vitro de K. pinnata 

Explantes de bordo foliar contendo gemas foram inoculados em meio de cultura contendo 

sais e vitaminas da formulação de MurashigeeSkoog (1962), denominado meio MS, na ausência 

de fitorreguladores (MSØ), solidificado com 0,8% de ágar e com pH final ajustado para 5,8, 

com esterilização a 121ºC por 15 minutos. Como fontes doadoras de carbono, foram utilizados 

os açúcares Dextrose, Sacarose e Sorbitol, nas concentrações de 60, 90 e 120 mM. 

Foram inoculados explantes em frascos de vidro de 6,5 x 8,5 cm, vedados com tampas de 

polipropileno. Para cada tratamento, foram utilizados 32 explantes, sendo inoculados quatro 

explantes por frasco. A avaliação foi realizada após 60 dias de cultivo, sendo registrados a 

porcentagem de regeneração, o número e o comprimento de folhas e raízes. 

A aclimatização das plantas desenvolvidas ex vitro foi realizada em telado sob 

luminosidade natural tendo como substrato terra preta adubada. As plantas foram transferidas 

diretamente da condição in vitro para ex vitro, sendo mantidas pelo período de sete dias, em 

área sombreada, e posteriormente expostas à luminosidade natural, recebendo duas regas por 

dia. 
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3.2.3 Uso de fitorreguladores na resposta morfogênica in vitro de K. pinnata 

Acrescidos ao meio MS sólido suplementado com 90 mM de sacarose (aproximadamente 

30 g.L-1), foram utilizados diferentes fitorreguladores na concentração de 5 µM, concentração 

para estímulo à resposta morfogênica in vitro para citocininas ou auxinas isoladamente em 

explantes da espécie (SANTOS et al. 2014). Do grupo das substâncias com ação citociníninca 

foram utilizados KIN, BAP e TDZ e do grupo das auxinas, ANA, AIB, PIC e 2,4-D. 

Para cada tratamento foram inoculados 20 explantes foliares contendo a nervura mediana 

ou o bordo com uma gema, sendo inoculados quatro explantes por frasco de 6,5 x 8,5 cm, 

vedados com tampas de polipropileno. Após 60 dias de cultivo, foram aferidas as biomassas, 

expressas em peso seco, de plantas (parte aérea e raízes), culturas de raízes e culturas de células 

em suspensão. 

 

3.2.4 Avaliação da morfogênese em explantes obtidos in vitro 

Explantes foliares e radiculares obtidos de plantas produzidasin vitro em meio MS sólido 

na ausência de fitorreguladores foramposteriormentecultivados em frascos do tipo erlenmeyer 

de 125 mL de volume e 5,5 x 10,5 cm, vedados com tampas de alumínio e filme plástico.  

Explantes foliares, compreendendo a folha inteira medindo cerca de 1x1 cm, e 1 g de 

raízes foram inoculados em meio MS líquido, na ausência ou presença das auxinas PIC, ANA, 

2,4-D e AIB ou citocininas KIN, BAP e TDZ, na concentração de 5µM. Foram utilizados cinco 

explantes foliares por frasco, sendo todos os cultivos em meio líquido mantidos sob agitação 

constante a 114 rpm em agitador orbital. A avaliação se deu após 60 dias de cultivo em sala de 

crescimento, sob fotoperíodo de 16h e temperatura de 26±2°C. 

 

3.3 Análise fitoquímica 

 

3.3.1 Preparo de extratos e substâncias ocorrentes em K. pinnata 

Para análise fítoquímica e avaliação do potencial medicinal de K. pinnata, foram 

utilizados extratos aquosos e metanólicos de folhas obtidas de plantas cultivadasin vivo, in vitro 

e aclimatizadas. Para a parte vegetativa in vivo, plantas obtidas in vitro, culturas de raízes e 

culturas de células em suspensão, foram preparados extratos metanólicos. Os flavonoides 

quercetina e rutina foram utilizados como substâncias representativas de flavonoides ocorrentes 

na espécie (MUZITANO et al., 2011). 

Os extratos aquosos foram preparados de acordo com o proposto por Muzitano e 

colaboradores (2011). Para a extração, foi utilizada a parte aérea de plantas cultivadas in vitro 
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em meio MS ausente de fitorreguladores e folhas de plantas cultivadas in vivo e de plantas 

aclimatizadas, provenientes de regeneração em meio MS. As plantas cultivadas in vivoforam 

coletadas no verão, sendo cultivadas em telado sob iluminação natural. 

O material fresco foi macerado mecanicamente com o auxílio de alofariz e pistilo e 

posteriormente aquecido em água destilada a 20% (proporção em peso de material fresco por 

volume de água, p/v) a 50°C por um período de 30 minutos. Após este período, o material foi 

filtrado, congelado a -20ºC e posteriormente liofilizado a -59ºC sob pressão de 60 µmHg. Após 

a liofilização, o material foi ressuspenso em água destilada estéril nas concentrações necessárias 

para experimentação. 

Para a extração metanólica foram utilizadas folhas, caules e raízes de material obtido in 

vivo em cultivo sob luminosidade natural e coletado no verão. Dos sistemas in vitro, foram 

utilizadas para extração a cultura de raízes, culturas de células em suspensão e parte aérea de 

plantas obtidas em meio MS sólido sem fitorreguladores. 

Todo material foi seco em estufa a 40ºC, macerado mecanicamente em almofariz e pistilo 

e imerso em metanol sendo mantido no escuro com agitação constante em shaker a 114 rpm. A 

cada dois dias o solvente foi removido, reservado e adicionado novo solvente ao material. Após 

sete dias, todo o solvente reservado de cada material foi removido e o extrato concentrado em 

rotaevaporador a 45ºC.  

Os flavonoides quercetina e rutina (Sigma-Aldrich®) foram solubilizados em 1 mg de 

substância por mL de metanol.  

 

3.3.2  Ensaiosfitoquímicos indicativos das classes de metabólitos 

A análise preliminar para detecção de flavonoides, alcaloides, saponinas, fenóis e taninos 

foi realizada segundo protocolo exposto por Barbosa (2001). 

Foram avaliados extratos metanólicos de folha, caule e raiz de planta cultivada in vivo e 

parte aérea de planta obtida in vitro em meio MSØ, além de cultura de raízes e cultura de células 

em suspensão. Foram avaliados também extratos aquosos de folhas, provenientes de planta 

obtida in vivo, parte aérea obtida in vitro em meio MSØ e folhas de plantas aclimatizadas. 

 Para o teste com alcaloides foram utilizados dois reativos indicativos de presença. O 

Reativo de Mayer foi preparado a partir da solução de 1,36 g de cloreto de mercúrio dissolvido 

em 60 mL de água destilada e 5 g de iodeto de potássio dissolvidos em 20 mL de água destilada, 

diluídas para um volume final de 100 mL de solução. Para o Reativo de Bouchardat, foi 

preparada solução com 4 g de iodeto de potássio e 2 g de iodo ressublimado diluídos em 100 

mL de água destilada.  
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Dos extratos secos, 20 mg de cada foram dissolvidos em 5 mL de solução de ácido 

clorídrico a 5%. Após a filtração, foram adicionadas três gotas dos reativos em cada tubo de 

ensaio contendo extrato e em tubos contendo água destilada como controle negativo. A 

observação da formação de um precipitado de coloração branca, no Reativo de Mayer, e de 

coloração laranja avermelhado para reação com o Reativo de Bouchardat são resultados 

positivos da presença de alcaloides.  

Para o teste preliminar para a detecção de flavonoides, 20 mg dos extratos foram 

dissolvidos em 20 mL de água destilada. Após a filtração, o material foi transferido para dois 

tubos de ensaio, sendo em um tubo o extrato acidulado para pH 3 e no outro alcalinizado a pH 

11. A presença de diferentes tipos de flavonoides foi visualizada de acordo com a alteração da 

coloração do extrato em pH ácido e básico. 

Para a análise da presença de saponinas nos extratos analisados, 20 mg de cada foram 

dissolvidos em 5 mL de água destilada e diluídos para 15 mL. Após agitação vigorosa por 2 

minutos em tubo fechado, a formação de uma camada de espuma estável por mais de 30 minutos 

foi considerada resposta positiva para saponinas espumídicas. 

Por fim, a análise para fenóis e taninos foi realizada a partir da solubilização de 10 mg de 

cada extrato em 5 mL de água destilada. Após a filtração, o extrato foi transferido para um tubo 

de ensaio onde foram adicionadas três gotas de solução alcoólica de percloreto de ferro a 1%. 

Qualquer mudança na coloração ou formação de precipitado foi considerada indicativa de 

reação positiva, quando comparada com o tubo de controle negativo. Extratos que apresentaram 

coloração inicial entre o azul e o vermelho foram indicativos da presença de fenóis. A formação 

de precipitado escuro de tonalidade azul indicou a presença de taninos pirrogálicos, enquanto o 

precipitado verde indicou a presença de taninos catéquicos. 

 

3.3.3Análise de flavonoides livres e ligados a açúcares 

Esta etapa do trabalho foi realizada na Central Analítica Fernanda Coutinho, no Pavilhão 

Haroldo Lisboa da Cunha, na UERJ, com auxílio do farmacêutico Eduardo Nunes da Fonseca. 

O método analítico para avaliação da presença de flavonoides ligados a açúcares foi 

estabelecido segundo protocolo de Costa e colaboradores (2011). A análise dos extratos se deu 

por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrofotometria em ultravioleta com 

detector por arranjo de diodos (CLAE-UV-DAD), utilizando o aparelho (Dione Ultimate 3000) 

acoplado a uma coluna C18 (Dione Bonde Sílica Produtos, µM, 4,6 x 250mm, 5µm). 

A fase móvel foi constituída de um gradiente composto por solução de água milli-Q 

acidificada com ácido acético glacial a 1%, com pH ajustado para 3 (solução A) e aceto nitrila 
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(Solução B). Nos tempos de 0 a 30 minutos foi empregada variação linear de A - B na proporção 

de 95:5 (v/v) até 80:20 (v/v). De 30 a 40 minutos foi estabelecida a condição isocrática, com A 

- B a 80:20 (v/v). Por fim, de 40 a 47 minutos ocorreu a variação linear de A - B de 80:20 (v/v) 

até 95:5 (v/v), reestabelecendo a condição inicial. A taxa de fluxo do efluente foi mantida 

constante a 1 mL/min, realizada em temperatura ambiente. A detecção foi realizada a 340 nm. 

Após o estabelecimento do método analítico, o material foi analisado quanto à presença 

de flavonoides livres. Para esta análise foi utilizada a técnica de cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada à espectrofotometria em ultravioleta seguida de ionização por elétron spray 

e espectrometria de massas (CLAE-UV-IES-EM), em comprimento de onda de 254 nm. Para 

realização da CLAE foi utilizado um aparelho UPLC Shimizu composto por degaseificador 

(DEU20AS), duas bombas (LC20AD), injetor automático (SIL20AC), detector de UV com 

comprimento de onda fixo (SPD20A), forno (CTO20A) e interface (CSM20A). 

A separação das amostras foi realizada em coluna thermoscientific RP18 (250 mm x 4,6 

mm, com partícula de 5 Å), com fluxo da fase móvel de 0,5 mL.min-1 sem programação de 

temperatura. A fase móvel consistiu em um gradiente do tipo rampa, tendo início com 100% de 

água MilliQ acidificada com ácido acético glacial a pH 3,0 e 0% de acetonitrila. Em 120 

minutos as concentrações iniciais foram invertidas para 0% de água acidificada e 100% de 

acetonitrila, reestabelecendo-se a condição inicial em 126 minutos. 

Após a passagem pelo detector de UV com lâmpada fixa em 254 nm, a fase móvel foi 

gaseificada pela técnica de Ionização por eletronspray no micrOTOF, em temperatura de 200°C 

com fluxo de 9 µL.min-1 e pressão de 4 psi. 

O espectrômetro de massas foi calibrado com solução de formiato de sódio 0,1 µM e foi 

feita a varredura de massas com m/z 50 a 3000, no modo de ionização negativo. A energia de 

ionização foi de 10 eV com análise somente de varredura MS. 

 

3.4  Avaliação da citotoxicidade de extratos de Kalanchoe pinnata 

 

3.4.1  Linhagens celulares 

Foram utilizadas para esta etapa do estudo as linhagens celulares HEp-2 (ATCC CCL23, 

originária de carcinoma de laringe humana), Caco-2 (ATCC HTB37, originária de 

adenocarcinoma de cólon humano) e T84 (ATCC CCL248, originária de carcinoma colo-retal). 

Estas linhagens foram obtidas no Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia 

da UERJ, local aonde foram realizados os ensaios de citotoxicidade, antibacteriano e 
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antibiofilme, sendo utilizados protocolos para as análises rotineiramente empregados neste 

departamento com modificações necessárias.  

 

3.4.2  Cultivo e manutenção celular 

As células HEp-2 foram cultivadas em frascos plásticos contendo 5 mL de meio de cultura 

essencial MEM (MinimalEssentialMedium, Gibco-BRL) na presença de antibióticos, sendo 50 

µg.mL-1 de gentamicina e 2,5µg.mL-1 de fungizona. Asculturasforam suplementadas com 5% 

de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e 0,5% de glutamina 2,5 mM, sendo mantidas em estufa a 

37ºC com 5% de CO2, por cerca de 2 a 3 dias, até atingir a confluência. O subcultivo foi 

realizado a cada 2 ou 3 dias. 

A linhagem celular Caco-2 foi cultivada em frasco contendo meio de cultura essencial 

mínimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco-BRL) acrescido de 10% de soro 

fetal bovino (SFB), L-glutamina 2,5 mM, 50 µg.mL-1 de gentamicina e 2,5 µg.mL-1 de 

fungizona. As células foram mantidas em estufa a 37C com atmosfera 5% CO2, ocorrendo a 

troca de meio a cada 2 ou 3 dias e o subcultivo a cada 7 ou 8 dias. 

A linhagem celular T84 foi cultivada em frasco contendo uma mistura de meio Ham F12 

e meio DMEM na proporção 1:1 (Gibco-BRL), acrescido de 10% de SFB, L-glutamina 2,5 

mM, 50 µg.mL-1 de gentamicina e 2,5 µg.mL-1 de fungizona. As células foram mantidas em 

estufa a 37C com atmosfera 5% CO2, recebendo troca de meio a cada 2 ou 3 dias e o subcultivo 

a cada 7 ou 8 dias. 

Para o subcultivo das linhagens, os tapetes foram recobertos com solução de tripsina-

EDTA (tripsina 0,2% e EDTA 0,02% em PBS 0,01 M com pH 7,2) (Bird &Forrester, 1981). 

Após a remoção da solução, as células foram desprendidas suavemente utilizando-se pipeta 

com meio de cultura completo. A suspensão contendo as células foi então dividida em dois 

novos frascos, que foram incubados a 37C, em atmosfera 5% CO2 e 95% O2 até a confluência 

dos tapetes celulares.  

3.4.3Bioensaio de citotoxicidade com extratos e flavonoides ocorrentes em Kalanchoepinnata 

obtidos in vivo e in vitro 

Foram avaliados extratos de K. pinnata quanto à citotoxicidade em concentração de 

500µg.mL-1 para os extratos metanólicos, 500 µg.mL-1 e 1000 µg.mL-1 para os extratos aquosos 

e 50 µg.mL-1para os flavonoides quercetina e rutina. O ensaio foi realizado em placas de 96 

poços, apresentando tapetes celulares confluentes e aderidos, em volume de meio de cultura de 

100 µL por poço. Sobre as culturas foram adicionados os diferentes extratos e substâncias 
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solubilizados em PBS-D, mantendo-se em seguida o cultivo por 24h em estufa a 37ºC e 5% de 

CO2. No período correspondente a três horas antes do término do cultivo (21h) foram 

adicionados 5 mg.mL-1 de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio 

(MTT). Após este período, a placa foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos para deposição 

dos cristais de MTT formados. O sobrenadante foi descartado e os cristais solubilizados pela 

adição de 100 µL de DMSO (100%) em cada orifício. A leitura foi realizada em leitor de 

microplacas a 492 nm. Como controles negativos foram utilizados os cultivos celulares na 

ausência de tratamento e o cultivo na presença de 5% de metanol. Como controle positivo, as 

células foram cultivadas na presença de metanol 100%. 

 

3.5Avaliação do potencial antibacteriano de K. pinnata 

 

3.5.1  Isolamento de cepas 

Em todos os ensaios foram utilizadas cepas de referência, obtidas em sua maioria do 

American TypeCultureCollection (ATCC, Rockville, MD, EUA). As demais cepas foram 

oriundas da coleção do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UERJ. 

Foram utilizadas cepas bacterianas (Quadro 1), englobando Gram-positivas e Gram-negativas 

de interesse clínico em saúde pública. 

Para montagem do estoque, as cepas foram semeadas com o auxílio de alças descartáveis 

estéreis em placas de petri de 90 mm de diâmetro, contendo 20 mL de meio de cultivo sólido 

Mueller-Hintonagar (MHA, Oxoid Ltda.). O material semeado foi mantido em estufa a 37ºC 

por 18h para crescimento. Utilizando alças, as colônias formadas nas culturas foramremovidas 

e adicionadas em meios para estoque. As cepas foram estocadas a -70ºC em meio 

TrypticSoyBroth (TSB, Merck®) e SkimMilk (Sigma-Aldrich®) acrescidos de 20% de 

glicerol, para impedir a cristalização do material em congelamento. 
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Quadro 1 – Cepas utilizadas nos ensaios para avaliação do potencial antibacteriano de 

Kalanchoe pinnata. 
Gram-positivas Gram-negativas 

Espécie Cepa Espécie Cepa 

Bacillusthuringiensis ATCC 33679 Citrobacterfreundii ATCC 12241 

Enterococcusfecalis 29212 Escherichia coli  EAEC 17-2 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922 

Staphylococcussaprophyticus ATCC 15305 Escherichia coli ATCC 35218 

Staphylococcussimulans ATCC 27851 
Escherichia coli 

enteroagregativa(EAEC) 
042 

Streptococcus pyogenes 8668 Escherichia coli K-12  C600 

  Escherichia coli K-12 HB 101 

  Klebsiellapneumoniae ATCC 700603 

  Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

  

Salmonella 

entericaserovarTyphimuri

um 

C20 

  Serratiamarcescens 7145 

  Shigellasonnei ATCC 25931 

 

3.5.2  Ensaio de macrodiluição 

A avaliação do potencial antimicrobiano dos extratos e substâncias foi realizada a partir 

do método do ensaio de diluição em ágar (macrodiluição), utilizado por Soberón e 

colaboradores (2007), com algumas modificações. 

As cepas bacterianas dos estoques foram cultivadas para crescimento em tubos de ensaio 

de 15 x 100 mm contendo 3 mL de meio Mueller-HintonBroth (MHB, Oxoid, Ltda.) mantidas 

em estufa por 18h a 37ºC. Após a fase de crescimento, as culturas obtidas foram aliquotadas 

em tubos de polipropileno estéreis para manipulação em trabalho. 

Os diferentes extratos e substâncias avaliados foram solubilizados em 20 mL de MHA, 

em torno de aproximadamente 50°C, em meio ainda não solidificado e o conteúdo final 

despejado em placas de petri de 90 mm. Extratos de K. pinnata foram avaliados em 

concentração máxima de 1000 µg.mL-1. Como controles negativos do experimento foram 

utilizados o meio MHA puro e o mesmo meio acrescido de 1% e 10% de MeOH, concentração 

final após a solubilização de quercetina e rutina nas concentrações de 10 e 100 µg.mL-1, 

respectivamente. Resultados de cepas que sofreram alteração no crescimento por influência do 

solvente foram sinalizados, porém desconsiderados para resposta positiva da atividade dos 

flavonoides. 
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Para cada placa de tratamento foram semeados 2 µL de cada suspensão bacteriana em 

duplicata. Após 24h de incubação em estufa a 37ºC, o crescimento bacteriano foi avaliado. 

Todo material e meios de cultivos foram previamente esterilizados por autoclavagem a 121ºC 

e pressão por 20 minutos. 

 

3.5.3Avaliação do potencial de inibição na formação de biofilmes de EAEC 042 

A avaliação do estabelecimento de biofilmes de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC 

042) foi realizado a partir do ensaio espectrofotométrico de inibição de biofilme, utilizando 

como referência o trabalho de Namasivayame Roy (2013) com algumas modificações.  

As suspensões bacterianas foram padronizadas e ajustadas a 0.14 nm de densidade óptica 

(D.O.) em 520 nm, sendo adicionados 100 µL da suspensão em placas de 96 poços. Em seguida 

foram adicionados os extratos e substâncias ocorrentes em K. pinnata em triplicata, sendo 

mantido o cultivo em incubação por 18h a 37°C. Extratos aquosos foram avaliados nas 

concentrações de 500 e 1000 µg.mL-1, extratos metanólicos na concentração de 1000 µg.mL-1e 

os flavonoides quercetina e rutina ambos nas concentrações de 5 e 50 µg.mL-1. 

Após a incubação, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 µL de solução 

corante de cristal violeta 1% (p/v) por 30 minutos. Após este período, a solução foi removida e 

os poços foram gentilmente lavados com PBS-D, sendo em seguida adicionados 100 µL de 

etanol 95%, mantendo em incubação por 15 minutos para solubilização dos cristais. A leitura 

foi realizada em leitor de microplacas a 570 nm. O cálculo do índice de inibição do crescimento 

de biofilmes, expresso em porcentagem, se deu de acordo com a fórmula: 

 

Índice de inibição (%) = D.O. no controle – D.O. no tratamento x 100 

D.O. no controle 

3.5.4 Avaliação do potencial antibiofilme da quercetina sobre biofilmes individuais e misto 

As condições de obtenção de suspensões bacterianas e cultivo em placa de 96 poços se 

deu similarmente à forma apresentada no item 3.5.3. Foram utilizadaspara este experimento a 

cepa de EAEC 042, como representante gram-negativa e S. aureus (ATCC 25923) como 

representante gram-positiva. 

Para a avaliação de cepas individualmente, foram inoculados 100 µL de suspensão 

bacteriana de cada cepa por poço. Para avaliação de biofilme misto, foram inoculados 50 µL de 

EAEC 042 e 50 µL de S. aureus no mesmo poço, totalizando o volume de 100 µL de suspensão 

bacteriana. 
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Inicialmente foram estabelecidas as concentrações inibitórias a 50% do crescimento 

bacteriano (IC50) e concentração inibitória mínima (MIC) para EAEC 042 e S. aureus 

isoladamente ou cultivadas juntas em mistura. As cepas foram inoculadas nos orifícios em 

sextuplicata na presença de quercetina em concentração crescente de 1 a 250 µg.mL-1e mantidas 

em estufa por 18h a 37°C. A leitura se deu em leitor de microplacas a 492 nm sendo feita a 

diferença entre a D.O. obtida nos poços de tratamento e nos poços de branco, constituídos por 

um volume de 200 µL de meio de cultura acrescido de diferentes concentrações correlatas de 

quercetina, sem bactérias.  

Para a avaliação de biofilmes, foram mensuradas a concentração inibitória na formação 

de 50% de biofilmes (BIC50) e a mínima concentração inibitória da formação de biofilmes 

(MBIC). As cepas foram avaliadas isoladamente ou em mistura, na presença de concentrações 

de quercetina de 1 a 250 µg.mL-1 segundo protocolo descrito no item 3.5.3 para avaliação de 

biofilmes. 

Todos os experimentos foram realizados em sextuplicatas e repetidos ao menos três vezes. 

 

3.6 Análise estatística 

 

Para os experimentos de cultivo in vitro de K. pinnata, citotoxicidade de extratos e 

avaliação antibiofilme, foi observada a diferença estatística entre os tratamentos a partir da 

análise de variância dos dados, utilizando o programa GraphPad Prism®. A indicação da 

diferença significativa (p < 0,05) entre os resultados se deu a partir do teste de comparação 

múltipla de Tukey. A comparação da diferença estatística em relação a um controle específico 

se deu pelo pós-teste de Dunnett (p < 0,05). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Cultura de tecidos de K. pinnata 

 

4.1.1 Influência da fonte de carbono na regeneração in vitro 

O protocolo de descontaminação mostrou-se eficiente para a manutenção da viabilidade 

do material in vitro, não permitindo a contaminação em 100% dos explantes. 

As gemas foliares presentes nos explantes obtidos de plantas in vivomostraram-se 

competentes na regeneração de plantascompletasin vitro. Estas puderam ser recultivadas a 

partir da inoculação de folhas obtidas in vitro em meio MS sem fitorreguladores, podendo este 

processo ser repetido por período indeterminado. 

Das diferentes fontes de carbono utilizadas para a regeneração de gemas em meio MS, a 

sacarose mostrou-se como o açúcar mais adequado ao desenvolvimento de plantas (Figura 4). 

Explantes cultivados em meios suplementados com dextrose ou sorbitol apresentaram baixa 

taxa de regeneração, com exceção do tratamento com dextrose na concentração de 120 mM, 

que apresentou taxa comparável à de sacarose (Figura 4).  

Em todos os tratamentos com suplementação de sacarose foram observadas plantas 

normais após 30 dias de cultivo (Figura 5). 

Plantas obtidas em meio suplementado com 90 mM de sacarose (Figura 6a) mostraram-

se plenamente competentes à aclimatização, não sofrendo com o processo de transferência para 

a condição ex vitro (Figura 6b). 
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Figura 4 – Regeneração in vitrodeKalanchoe pinnataa partir de explantes foliares contendo 

gema na presença de diferentes fontes de carbono em meio MS sem 

fitorreguladores, após 60 dias de cultivo. 
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Legenda: (a) – número de folhas; (b) – comprimento de folhas; (c) – número de raízes; (d) – comprimento de 

raízes; (e) – porcentagem de regeneração.  

Nota: Valores marcados com asterisco (*) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). D – dextrose; SA – 

sacarose; SO – sorbitol. 

 

* * 

* 

* * 

* * * 

* 
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Figura 5 – Plantas de Kalanchoe pinnata regeneradas in vitro em meio MS suplementado com 

diferentes concentrações de sacarose após 30 dias de cultivo. 

 
Nota: Comprimento da barra de 1 cm. 

 

 

Figura 6 – Aclimatização de Kalanchoe pinnata após 60 dias de cultivo in vitroem meio MS 

com 90 mM de sacarose. 

 

   (a)        (b) 

Legenda: (a) – Plantas cultivadas in vitro em meio de cultura MS;(b) – Plantas aclimatizadas após 14 dias em 

substrato de terra preta. 

Nota: Comprimento das barras de 1 cm. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

60 mM 90 mM 120 mM 
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4.1.2 Uso de fitorreguladores na resposta morfogênica in vitro de K. pinnata 

 

Os fitorreguladores testados foram capazes de estimular o desenvolvimento morfogênico 

de explantes de planta cultivada in vivo em diferentes tecidos (Tabela 2). Utilizado como 

controle, o meio MS ausente de fitorreguladores estimulou o desenvolvimento de plantas a 

partir do explante de gema foliar, não promovendo, no entanto, resposta morfogênica em 

explantes de nervura mediana. 

O tratamento com as auxinas picloram e 2,4-D promoveu a proliferação de calos nos 

explantes contendo nervura mediana, tendo o 2,4-D sido competente na proliferação de calos 

também em explantes de gemas foliares. Ambos os tratamentos produziram massa calogênica 

que não diferiu estatisticamente entre si em sua biomassa. Para as gemas foliares cultivadas na 

presença de picloram, houve a proliferação de raízes, sendo este o único tratamento que 

apresentou tal resposta (Figura 7). 

A partir de explantes de gemas foliares cultivadas em meio MS sólido, foram obtidas 

plantas nos tratamentos com as citocininas KIN, BAP, TDZ (Figura 8) e as auxinas ANA e 

AIB. Os tratamentos com estas auxinas induziram os maiores valores de peso seco de parte 

aérea, tendo o tratamento com ANA gerado a maior biomassa radicular. Nenhum destes 

fitorreguladores na concentração de 5 µM foi capaz de estimular resposta morfogênica em 

explantes de nervura mediana, ausentes de gemas. 
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Tabela 2 – Respostas morfogênicas de explantes foliares de Kalanchoe pinnata após 60 dias 

de cultivo in vitro, em meio MS sólido acrescido de diferentes fitorreguladores na 

concentração de 5µM. 

Tratamento Explante 
Respostas (Peso seco em grama) 

Plantas Culturas in vitro 

Parte Aérea Raízes Calos Raízes 

(MSØ) 
Gema 0,028±0,007 0,010±0,006 - - 

Nervura - - - - 

KIN 
Gema 0,043±0,007 0,025±0,005 - - 

Nervura - - - - 

BAP 
Gema 0,015±0,009 - - - 

Nervura - - - - 

TDZ 
Gema 0,012±0,003 - - - 

Nervura - - - - 

ANA 
Gema 0,074±0,021* 0,075±0,019* - - 

Nervura - - - - 

AIB 
Gema 0,074±0,032* 0,040±0,010 - - 

Nervura - -  - 

PIC 
Gema - - - 0,026±0,012 

Nervura - - 0,029±0,008* - 

2,4-D 
Gema - - 0,022±0,010* - 

Nervura - - 0,021±0,005* - 
Nota 1: Em cada coluna, valores marcados com (*) não diferem estatisticamente entre si (p>0.05). 

Nota 2: Para os explantes responsivos ao tratamento hormonal, a resposta foi de 100% de induçãomorfogênica. 

As respostas não observadas estão marcadas com um traço (-). 
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Figura 7 – Respostas morfogênicas de explantes foliares de Kalanchoe pinnata cultivados em 

meio MS sólido com 5 µM de diferentes auxinas, após 60 dias de cultivo. 
 

 

(a)      (b) 

 

(c)        (d) 

 

(e)        (f) 

Legenda: Cultivo a partir de explantes foliares em meio MS suplementado com 5 µM de auxinas. (a) – nervura em 

2,4-D; (b) – gema em 2,4-D; (c) – nervura em PIC; (d) – gema em PIC; (e) – gemas em ANA; (f) – 

gemas em AIB.  

Nota: Comprimento de barrasde 1 cm. 
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Figura 8 – Respostas morfogênicas de explantes foliares de Kalanchoe pinnata cultivados em 

meio MS sólido com 5 µM de diferentes citocininas, após 60 dias de cultivo. 

 

(a)        (b) 

 

(c)        (d) 

Legenda: (a) – Cultivo de gemas em meio MS ausente de fitorreguladores;(b) – Meio de cultivo suplementado 

com 5 µM de KIN; (c) – BAP; (d) – TDZ. 

Nota: Comprimento de barras de 1 cm. 

 

4.1.3Avaliação da morfogênese em explantes obtidos in vitro 

O cultivo de explantes foliares provenientes de plantas regeneradas em meio MSØ, 

propiciou o desenvolvimento de diferentes tecidos e órgãos, quando cultivados em meio MS 

líquido na presença de 5 µM de fitorreguladores (Tabela 3). Em meio MS na ausência de 

fitorreguladores, as gemas presentes em explantes foliares mostraram-se competentes na 

regeneração de plantas completas em meio líquido (Figura 9a). No entanto, raízes obtidas de 

plantas regeneradas in vitro não apresentaram resposta proliferativa no cultivo em meio líquido 

na ausência de fitorreguladores. 

Com relação ao cultivo na presença de auxinas, a regeneração de plantas a partir de 

explantes foliares foi observada apenas no cultivo com 5 µM de AIB, estimulando rápida 

proliferação (Figura 9b).  
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A desdiferenciação tecidual observada a partir de explantes foliares e posterior 

proliferação de células, formando culturas de células em suspensão (CCS) foi observada no 

meio contendo PIC ou 2,4-D (Figuras 9c e 9d). A auxina PIC foi efetiva no desenvolvimento 

de CCS da espécie, as quais puderam ser subcultivadas com inóculos de 1 grama de células, 

garantindo a manutenção do seu crescimento em meio líquido ou meio sólido (Figura 9e) e 

gerando calos da espécie.  

Apesar do estímulo à proliferação celular, as CCS obtidas com 2,4-D 

apresentarambiomassa três vezes menor em comparação às obtidas com PIC (Tabela 3). Com 

relação ao cultivo com ANA, não houve a produção de CCS, apenas oestímuloao início do 

processo de desdiferenciação celular, porém de modo incompleto e insignificante. 

O cultivo de raízes na presença de AIB mostrou-se eficiente na proliferação homogênea 

in vitro, apresentando crescimento e aumento do número de raízes (Figura 9f). A proliferação 

de raízes também foi observada no cultivo de explantes radiculares em meio suplementado com 

ANA ou 2,4-D (Figuras 9g e 9h). No entanto, esta proliferação mostrou-se pouco significativa 

quantitativamente, apresentando diversos pontos de desenvolvimento de calos no tecido. Assim 

como no meio ausente de fitorreguladores, os explantes radiculares não apresentaram resposta 

morfogênica na presença de PIC em cultivo. 

As citocininas foram capazes de estimular o desenvolvimento de gemas pré-existentes 

nas folhas para o desenvolvimento de plantas in vitro. No entanto, em comparação ao cultivo 

obtido em MSØ (Figura 10a) ou AIB, as biomassas obtidas por frasco de cultivo em meio 

contendo BAP, KIN ou TDZ (Figuras 10b, 10c e 10d) não revelaram diferença estatística 

(Tabela 3). Os explantes radiculares cultivados na presençadestas citocininas não apresentaram 

resposta morfogênica ou proliferativa nas condições analisadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

Tabela 3 - Respostas morfogênicas em meio MS líquido a partir de explantes de Kalanchoe 

pinnata cultivados por 60 dias na presença de 5µM de fitorreguladores. 

Tratamento Explante 
Respostas (Peso seco em grama) 

Planta CCS CR 

MSØ 
Folhas 0,396 ± 0,03* - - 

Raízes - - - 

ANA 
Folhas - NS - 

Raízes - - NS 

AIB 
Folhas 0,362 ± 0,118* - - 

Raízes - - 0,397 ± 0,001 

PIC 
Folhas - 0,606 ± 0,026* - 

Raízes - - - 

2,4-D 
Folhas - 0,175 ± 0,057 - 

Raízes - - NS 

BAP 
Folhas 0,415 ± 0,032* - - 

Raízes - - - 

KIN 
Folhas 0,444 ± 0,053* - - 

Raízes - - - 

TDZ 
Folhas 0,417 ± 0,029* - - 

Raízes - - - 

Legenda 1: CCS – cultura de células em suspensão; CR – cultura de raízes in vitro; NS – crescimento não 

significativo em relação ao inóculo inicial. 
Nota 1: Em cada coluna, valores marcados com (*) não diferem estatisticamente entre si (p>0.05). 

Nota 2: Valores representam média ± desvio padrão por erlenmeyer, sendo previamente inoculados 3 explantes 

foliares ou 0,5 g de raízes por frasco. 

Nota 3: Para os explantes responsivos ao tratamento hormonal, a resposta foi de 100% de indução morfogênica. 

As respostas não observadas estão marcadas com um traço (-). 
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Figura 9 – Respostas morfogênicas de explantes excisados de plantas in vitrodeKalanchoe 

pinnata napresençade diferentes auxinas, após 60 dias de cultivo. 

 
(a)        (b) 

 
(c)        (d) 

 
(e)        (f) 

 
(g)        (h) 

Legenda: (a) –CultivoemMSØ; (b) - com 5 µM de AIB; (c)- PIC; (d) - 2,4-D; (e) - cultivo de calos em 5 µM de 

PIC;(f)– Cultivo de raízes em5 µM de AIB; (g) – ANA; (h) 2,4-D. 

Nota:  Comprimento de barras de 1 cm. 
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Figura 10 – Respostas morfogênicas de explantes foliares excisados de plantas in 

vitrodeKalanchoe pinnata em relação à presença de diferentes citocininas, após 

60 dias de cultivo em meio líquido. 

 

(a)          (b) 

 

(c)          (d) 

Legenda: (a) - Cultivo de plantas meio MS ausente de fitorreguladores; (b) - Cultivo em meio suplementado com 

5 µM de BAP; (c) - KIN; (d) - TDZ. 

Nota: Comprimento de barras de 1 cm. 

 

4.2 Análise fitoquímica 

 

A análise fitoquímica preliminar dos extratos de K pinnatarevelou a possível presença de 

saponinas e taninos em extratos metanólicos de folhas, caules e raízes de plantas cultivadas in 

vivo. A possível presença de flavonoides foi observada em folhas e caules, não sendo constatada 

em extratos metanólicos de raízes. Não foram observados alcaloides e fenóis nestes três extratos 

(Tabela 4). 

O extrato aquoso de folhas obtidas in vivo, de coloração inicial lilás, indicoua presença 

de flavonoides, saponinas, fenóis e taninos, exceto alcaloides (Tabela 4). A presença de fenóis 

neste extrato difere do resultado obtido para o mesmo material em extração metanólica, que 

apresentou coloração inicial verde sem reação positiva para essas substâncias. 
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A parte aérea de plantas obtidas em meio MS sem fitorreguladores apresentou resultado 

positivo apenas para a análise de flavonoides, tanto para extratos metanólicos quanto aquosos. 

Após a fase de aclimatização, os extratos aquosos de folhas apresentaram reação positiva apenas 

para flavonoides, mantendo o perfil fitoquímico do cultivo in vitro. 

De modo similar, o extrato metanólico de cultura de células em suspensão, obtida pelo 

cultivo de folhas em meio MS líquido suplementado com PIC, mostrou reação positiva apenas 

para flavonoides. Para as culturas de raízes in vitro em meio MS suplementado com AIB, foi 

observada reação positiva para a presença de flavonoides e saponinas (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Análise do perfil fitoquímicode extratos metanólicos e aquosos de diferentes 

materiais deK. pinnataobtidosin vivo e in vitro. 

Extratos Flavonoides1 Alcaloides2 Saponinas3 Fenois4 Taninos4 

M
et

a
n

ó
li

co
s 

Folha + - + - + 

Caule + - + - + 

Raiz - - + - + 

Parte aérea in 

vitro 
+ - - - - 

Cultura de 

raízes in vitro 
+ - + - - 

CCS + - - - - 

A
q

u
o
so

s 

Folhain vivo + - + + + 

Parte aérea in 

vitro 
+ - - - - 

Folhas 

aclimatizadas 
+ - - - - 

Legenda: + = presença da substância química; - = ausência da substância química; 1 Teste para flavonas, 

flavonóis e xantonas; 2 Testes com reativo de Meyer e Bouchardat; 3 Teste para saponinas 

espumídicas; 4 Teste com solução alcoólica de percloreto férrico. 

 

A análise por CLAE-UV-DAD revelou a presença de flavonoides ligados a açúcares 

majoritariamente nos extratos de folha (Figura 11a) e planta regenerada in vitro (Figura 11b). 

Estas duas amostras apresentaram perfísfitoquímicos semelhantes quando analisados seus 

sinais em UV em 340 nm. 

O sinal majoritário das amostras foi revelado no tempo de retenção (TR) em torno de 39 

minutos. Os outros dois sinais mais relevantes da amostra foram observados nos tempos em 

torno de 33 e 41 minutos. Além destes, três sinais menores foram identificados em ambas as 

amostras nos tempos em torno de 34, 35 e 37 minutos. O sinal em 35 minutos apresenta-se mais 

perceptível no extrato de folhas cultivadas in vivo, enquanto que o sinal revelado em 37 minutos 

é mais perceptível no extrato de material cultivado in vitro.  
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O padrão das curvas de cada sinal observado em ultravioleta indica a possível presença 

de flavonoides em ambas as amostras. Para os demais extratos de material in vivo (caule e 

raízes) e in vitro (cultura de células em suspensão e cultura de raízes) analisados, não foram 

observados sinais e padrões indicativos da presença de flavonoides ligados a açúcares para a 

condição analisada (dados não mostrados). 

 

Figura 11 – Cromatograma de análise de flavonoides em extratos de Kalanchoe pinnata pelo 

método de CLAE-UV-DAD a 340 nm. 

 

      (a) 

 

      (b) 

Legenda: (a) - Extratos metanólicos de folhas obtidas in vivo; (b) - parte aéreade planta cultivada in vitro em meio 

MS na ausência de fitorreguladores. 

 

A análise em CLAE-UV-IES-EM, no comprimento de onda de 254 nm, revelou a 

presença de diferentes compostos nos extratos analisados, sendo observados seis sinais em 

extratos metanólicos de folhas cultivadas in vivo, parte aérea cultivada em meio MS sem 
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fitorreguladores, culturas de células em suspensão e culturas de raízes. Foram revelados 

também 13 sinais em extratos metanólicos de caule e 14 sinais em extratos aquosos de folhas 

cultivadas in vivo.  

Para esta análise, não foram observados sinais para o extrato metanólico de raízes 

cultivadas in vivo e extratos aquosos de parte aérea cultivada em meio MS sem fitorreguladores 

e folhas de plantas aclimatizadas. 

A partir do cálculo de intensidade relativa, tendo como base a relação massa/carga (m/z), 

foram observadas sete substânciascomuns aos diferentes extratos para determinados tempos de 

retenção (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Análise de massas (m/z) para sinais em tempos de retenção em comum obtidos por 

CLAE-UV-IES-EM a 240 nm para diferentes extratos de Kalanchoe pinnata 

cultivada in vivo e in vitro. 

TR (min) Folha Caule Raiz PA CCS CR FA 

39,2 579.2 - - 579.2 - - - 

39,8 579.2 - - 579.2 - - - 

42,1 563.2 - - 563.2 - - 563.1 

44,8 421.3 - - 421.3 - - 481.2 

101,1 399.3 399.3 - 399.3 399.3 - - 

107,6 369.3 369.3 - 369.3 369.3 369.3 - 

114 339.3 339.3 - - 339.3 339.3 - 

Legenda: (TR) - Tempo de retenção para extratos metanólicos de folhas, caules, raízes, parte aérea cultivada in 

vitro (PA), cultura de células em suspensão (CCS), cultura de raízes (CR) e extrato aquoso de folhas 

(FA). 

 

4.3 Citotoxicidade de extratos de K. pinnata 

 

As substâncias quercetina e rutina não apresentaram toxicidadeao cultivo das diferentes 

linhagens celulares avaliadas, assim como o metanol na concentração de 5%, que representa 

valor acima do máximo de resíduo presente nos extratos (Figura 12). 

Nenhum dos extratos aquosos apresentou toxidez no cultivo celular da linhagem HEp-2. 

Para os extratos metanólicos, a parte aérea cultivada in vitro e a cultura de raízes mostraram 

toxidez significativa, reduzindo a viabilidade celular em torno de 50% em relação ao controle 

avaliado (Figura 12). 

As linhagens Caco-2 e T84 mostraram-se mais sensíveis ao cultivo na presença de 

extratos aquosos da espécie. Os extratos de folhas cultivadas in vivo,folhas de plantas 

aclimatizadas e parte aérea da planta cultivada in vitro, em sua maior concentração 
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(1000µg.mL-1), mostraram-se tóxicos a Caco-2.Para a linhagem T84, estes extratos 

apresentaram toxidez tanto em 500 µg.mL-1 quanto em 1000 µg.mL-1(Figura 12). 

Os extratos metanólicos não apresentaram redução da viabilidade celular ao cultivo de 

Caco-2, com exceção do extrato de culturas de células em suspensão, reduzindo a viabilidade 

em torno de 50%. Para a linhagem T84, apenas o extrato metanólico de raízescultivadasin vivo 

não apresentou toxidez (Figura 12). 
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Figura 12 - Citotoxicidade de extratos aquosos (H2O), metanólicos (MeOH) e de substâncias 

ocorrentes em Kalanchoe pinnata após 24 horas de cultivo a 37ºC e 5% CO2. 
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Legenda: F: Folhas de plantas cultivadas in vivo; PA: Parte Aérea cultivada in vitro; FA: Folhas de plantas 

aclimatizadas; Q:Quercetina; R: Rutina; MF: Folhas de plantas cultivadas in vivo; MC: Caule de plantas 

cultivadas in vivo; MR: Raízes de plantas cultivadas in vivo; MPA: Parte Aérea cultivada in vitro; 

MCCS: Cultura de células em suspensão; MCR: Cultura de raízes in vitro. * = Difere estatisticamente 

ao teste de Dunnett (P < 0,05). 
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4.4  Avaliação do potencial antibacteriano 

 

Os extratos aquosos de K. pinnata apresentaram reduzida atividade antibacteriana, não 

sendo capazes de inibir o crescimento de nenhuma das cepas analisadas. No entanto, foram 

observadas reduções no crescimento de C. freundii, B. thuringiensis, S. sonnei e E. coli K-12 

(HB 101) na presença do extrato aquoso de folhas cultivadas in vivo (Tabela 6). O extrato 

aquoso de parte aérea de planta cultivada em meio MS ausente de fitorreguladores não interferiu 

no crescimento das cepas. Porém, o extrato aquoso de folhas de plantas aclimatizadas, levou à 

redução do crescimento de S. simulans (Tabela 6). 

Apesar de não inibir o crescimento de Pseudomonas aeruginosa, os extratos aquosos e a 

quercetina estimularam a produção de pigmento de cor amarela na colônia formada (Figuras 

13b e 13c). Esta coloração não foi observada no controle, contendo apenas meio Mueller-

Hinton Agar (Figura 13a) ou suplementado com metanol nas concentrações avaliadas e no 

cultivo com rutina nas concentrações testadas. 

Na concentração de 10 µg.mL-1 a rutina foi capaz de reduzir o crescimento de P. 

aeruginosa e C. freundii. Já a quercetina em mesma concentração reduziu o crescimento P. 

aeruginosa, C. freundii, E. coli (17-2), S. marcescens e B. thuringiensis. Quando a concentração 

destas substâncias foi elevada para 100 µg.mL-1 em cultivo, a rutina foi capaz de reduzir o 

crescimento de todas as cepas com exceção de E. faecalis, ao passo que a quercetina inibiu o 

crescimento de todas as cepas analisadas (Figura 13d) (Tabela 6).  

Em S. macescens cultivada na presença de 100 µg.mL-1 de rutina foi observado baixo 

crescimento e ausência de pigmentação da colônia. Para esta mesma cepa, foi observada a 

redução da intensidade de coloração do pigmento quando em cultivo na presença de 10 µg.mL-

1 de quercetina (Figura 13c). 

Os controles utilizando metanol estavam relacionados à concentração final deste solvente 

na placa contendo quercetina ou rutina, devido ao fato destas substâncias serem solúveis apenas 

nesta condição. Na concentração de 10%, o metanol em cultura mostrou influência no 

crescimento das cepas de P. aeruginosa, C. freundii, E. coli (17-2), E. coli (ATCC 25922) e S. 

aureus. Sendo assim, os resultados de redução ou inibição do crescimento destas cepas na 

presença de 100 µg.mL-1 de rutina e quercetina não puderam ser considerados. De modo 

contrário, como 10% de metanol em cultivo não apresentouinfluência no crescimento das 

demais cepas, para estas, os resultados puderam ser validados. 
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Tabela 6 - Crescimento bacteriano na presença dos flavonoides quercetina e rutina e de extratos aquosos e metanólicos (µg.mL-1) de Kalanchoe 

pinnataobtidain vivo e in vitro. 

Cepas 
F 

1000 

C 

1000 

RZ 

1000 

PA 

1000 

CCS 

500 

RIV 

500 

AF 

1000 

APA 

1000 

AFA 

1000 

Q 

10 

RU 

10 

MeOH 

1% 

RU 

100 

Q 

100 

MeOH 

10% 

P. aeruginosa (ATCC 27853) NT NT NT NT NT NT - - - R R - R I R 

C. freundii (ATCC 12241) R R R - A A R - - R R - R I R 

E. coli enteroagregativa (17-2) A A R - A A - - - R - - R I R 

E. coli (ATCC 25922) R R R - A A - - - - - - R I R 

S. aureus (ATCC 25923) R - A - A A - - - - - - R I R 

S. marcescens (7145) R - R - A A - - - R - - R I - 

S. simulans (ATCC 27851) R R R - A A - - R - - - R I - 

B. thuringiensis (ATCC 33679) R R R - A A R - - R - - R I - 

S. saprophyticus (ATCC 15305) NT NT NT NT NT NT - - - - - - R I - 

S. entericaserovarTyphimurium (C20) - - R - A A - - - - - - R I - 

E. faecalis (29212) - - R - A A - - - - - - - I - 

E. coli K-12 (C600) - R R - A A - - - - - - R I - 

S. sonnei(ATCC 25931) - R R - A A R - - - - - R I - 

E. coli (ATCC 35218) R - R - A A - - - - - - R I - 

S. pyogenes (8668) - - I - A A - - - - - - I I - 

E. coli K-12 (HB 101) R - R - A A R - - - - - R I - 

K. pneumoniae (ATCC 700603) NT NT NT NT NT NT - - - - - - R I - 

E. colienteroagregativa (042) R R R - A A - - - - - - R I - 
Legenda: Extratos metanólicos – F: folhas; C: caule; RZ: raízes; PA: parte aérea cultivada in vitro; CCS: cultura de células em suspensão; RIV: raízes cultivadas in vitro. 

Extratos aquosos - AF: folhas de planta cultivada in vivo; APA: Parte aérea cultivada in vitro; AFA: Folha de planta aclimatizada. Flavonoides - RU: Rutina; Q: 

Quercetina. A = aumento; R = redução I = inibição; NT = não testado; Traço (-) = crescimento similar ao controle em MHA. 

Nota: Dados grifados em vermelho não puderam ser validados devido à influência do solvente no controle (MeOH 10%). 
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Figura 13 – Atividade antibacteriana de extrato aquoso de folhas de Kalanchoe pinnata e do 

flavonoidequercetina após 24h de cultivo a 37ºC. 

 

       (a)         (b) 

 

       (c)         (d) 

Legenda: (a) - Cepas cultivadas em meio MHA; (b) cultivo na presença de 1000 µg.mL-1 de extrato aquoso de 

folhas in vivo; (c) – de quercetina na concentração de 10 µg.mL-1; (d) – e de quercetina na concentração 

de 100 µg.mL-1. 1 - P. aeruginosa (ATCC 27853); 2 - C. freundii (ATCC 12241); 3 - E. 

colienteroagregativa (17-2); 4 - E. coli (ATCC 25922); 5 - S. aureus (ATCC 25923); 6 -  S. marcescens 

(7145); 7 - S. simulans (ATCC 27851); 8 - B. thuringiensis (ATCC 33679); 9 - S. saprophyticus (ATCC 

15305); 10 - S. entericaserovarTyphimurium (C20); 11 - E. faecalis (29212); 12 - E. coli K-12 (C600); 

13 - S. sonnei (ATCC 25931); 14 - E. coli (ATCC 35218); 15 - S. pyogenes (8668); 16 - E. coli K-12 

(HB 101); 17 - K. pneumoniae (ATCC 700603); 18 - E. colienteroagregativa (042).  

Nota: Comprimento de barras de 1 cm. 

 

Ao contrário da atividade de extratos aquosos, os extratos metanólicos da planta cultivada 

in vivo apresentaram notada atividade antibacteriana. Foram observadas reduções no 

crescimento de nove cepas em extratos metanólicos de folha, sete cepas em extrato metanólico 

de caule e 13 cepas em extrato metanólico de raízes, sendo este último efetivo na inibição do 

crescimento de S. pyogenes na concentração de 1000 µg.mL-1. Para os extratos metanólicos de 
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parte aérea de plantacultivadain vitro, culturas de células em suspensão e cultura de raízes, não 

foi observada atividade de redução ou inibição do crescimento bacteriano (Tabela 6). 

 

4.5Avaliação da atividadeantibiofilme 

 

A formação de biofilmes de E. colienteroagregativa (EAEC 042) mostrou-se alterada 

quando em cultivo na presença dos extratos aquosos de K. pinnata e de quercetina (Figura 14a). 

Apesar de não expressar inibição do crescimento desta cepa no ensaio de macrodiluição, os 

extratos aquosos de folhas da planta cultivada invivo foram capazes de reduzir a formação de 

biofilme de EAEC 042 a valores acima de 50%. Tal redução também foi observada na presença 

de extratos aquosos de folhas de plantas aclimatizadas. Ambos os extratos apresentaram 

inibição do crescimento nas concentrações de 500 ou 1000 µg.mL-1(Figura 14a). 

Apesar do resultado positivo para os extratos aquosos de folha in vivo e de planta 

aclimatizada, os extratos aquosos de parte aérea de planta cultivada in vitro não foram capazes 

de apresentar redução significativa na formação de biofilme. A ausência de inibição também 

foi observada no cultivo bacteriano na presença de rutina nas concentrações de 5 ou 50 µg.mL-

1 e na presençadequercetina em 5 µg.mL-1 (Figura 14b). 

No entanto, na maior concentração testada (50 µg.mL-1), a quercetina foi capaz de reduzir 

a formação de biofilme em uma taxa próxima a 50%, assim como os extratos aquosos de folhas 

de plantas in vivo e aclimatizadas. 
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Figura 14 – Formação de biofilmes de EAEC (042) após 18h de cultivo a 37ºC na presença de 

extratos aquosos, metanólicos e substânciasocorrentesemKalanchoe 

pinnata(µg.mL-1) cultivada in vivo e in vitro. 

 

 

(a)                                                                (b) 

Legenda: (a) – Extratos aquosos; (b) – Extratos metanólicos e flavonoides. F: Folha de planta cultivada in vivo; 

C: caule cultivado in vivo; PA: Parte aérea de planta cultivada in vitro; FA: Folha de planta 

aclimatizada; CCS: cultura de células em suspensão; RIV: Raiz de plantacultivadain vitro; Q: 

quercetina; R: rutina; * Valores não diferem estatisticamente do controle ao teste de Dunnet (P < 0,05). 

 

Os extratos metanólicos de K. pinnata demonstraram influência sobre a formação de 

biofilmes de EAEC 042. A maior atividade inibitória foi observada em extrato metanólicos de 

raízes da espécie, em concentração de 1000 µg.mL-1, com índice de inibição em torno de 60%. 

Nesta mesma concentração, extratos de folhas, parte aérea cultivada in vitro, cultura de células 

em suspensão e cultura de raízes demonstraram atividade inibitória próxima a 40%. Para o 

extrato metanólico de caule, o índice de inibição foi de aproximadamente 50%(Figura 14b). 

Os biofilmes e o crescimento bacteriano de EAEC 042 e S. aureus individualmente ou 

em mistura foram avaliados na presença de diferentes concentrações de quercetina pura (Figura 

15). EAEC 042 se mostrou menos sensível à presença de quercetina para o crescimento 

bacteriano e estabelecimento de biofilme quando comparado à S. aureus. Quando as duas cepas 

foram avaliadas em mistura, foi observado que há a tendência a concentração efetiva de 

quercetina para inibição do biofilme na mistura se igualar à concentração efetiva para inibição 

de biofilme de EAEC 042 avaliada isoladamente.  

A concentração de quercetina requerida para as aferições feitas para os biofilmes 

representam o dobro das concentrações necessárias para inibição do crescimento bacteriano. 

Para S. aureus, a IC 50 e a MIC estão em torno de 27 e 52 µg.mL-1 de quercetina, 

respectivamente. Para ambos, EAEC 042 e a mistura das cepas, os valores de IC50 e MIC são 

próximos a 38 e 77 µg.mL-1, respectivamente (Figura 15). 

 

* 

* 

* 
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Figura 15 – Avaliação do potencial antibiofilme da quercetina (µg.mL-1) sobre EAEC 042 e S. 

aureus cultivados isoladamente ou em mistura. 

 

Legenda: Ec – Escherichia colienteroagregativa (EAEC 042); Sa – Staphylococcus aureus (ATCC 25923); MBIC 

– mínima concentração inibitória para formação de biofilme; BIC50 – concentração inibitória à 

formação de 50% de biofilme; MIC – mínima concentração inibitória ao crescimento bacteriano; IC50 

– concentração inibitória ao crescimento bacteriano em 50%. 

 

Quanto à avaliação da formação de biofilmes, S. aureus presenta BIC50 em 53 µg.mL-1 

e MBIC em 100 µg.mL-1 de quercetina.  Para EAEC 042 e biofilme misto das duas cepas, o 

valor médio de BIC50 é de 74µg.mL-1 e de MBIC de 200 µg.mL-1, o dobro da concentração de 

quercetina necessária para mesmo efeito em biofilme de S. aureus isoladamente (Figura 15). 

Os resultados relativos às atividades citotóxica, antibacteriana e antibiofilme de extrato 

aquoso de folhas, quercetina e rutina estão reunidos no artigo “Cytotoxic, 

antibacterialandantibiofilmactivitiesofaqueousextractsofleavesandflavonoidsoccuring in 

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.”, publicado no periódico “JournalofMedicinal 

PlantsResearch”, conforme Apêndice A do presente trabalho. 
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5 DISCUSSÃO  

 

O protocolo estabelecido para descontaminação das folhas obtidas de plantas cultivadasin 

vivo mostrou-se eficiente. Apesar de a espécie apresentar folhas de consistência crassa, o 

hipoclorito de sódio (NaClO) a 2% foi suficiente para descontaminação e garantia da 

manutenção da viabilidade dos tecidos, permitindo o desenvolvimento de plantas sadias em 

meio MS. Além do NaClO, a lavagem com solução de etanol 70% também pode ser utilizada 

para garantir a limpeza de K. pinnata cultivada em condições naturais, sempre seguida de 

lavagens com água destilada estéril para remoção dos agentes desinfestantes (LEAL-COSTA 

et al., 2010). 

O uso de detergente comercial também foi favorável à descontaminação foliar. Soluções 

à base de cloro, tais como o hipoclorito de sódio, possuem ação germicida e são amplamente 

utilizadas para descontaminação de explantes. A associação destas soluçõescom detergentes e 

surfactantes, como o Tween 80 por exemplo, melhora o contato das substâncias 

descontaminantescom os tecidos vegetais, uma vez que elimina a tensão superficial do material, 

elevando a taxa de descontaminação (GRATTAPAGLIA;MACHADO, 1998). 

A propagação in vitro de K. pinnata a partir de gemas foliares foi alcançada com sucesso 

a partir do cultivo em meio MS. Este meio de cultura é conhecido por ser uma das formulações 

mais completas para as respostas in vitro e mostrou conter os nutrientes necessários para o 

desenvolvimento dessas gemas formando plantas completas e competentes à aclimatização, 

como já observado em outros trabalhos com a espécie (LEAL-COSTA et al., 2010; 

MUZITANO et al., 2011). 

Além dos constituintes do meio de cultura, o cultivo in vitroé realizado sob condições 

controladas de fatores físicos e químicos. No caso de fatores físicos, a luminosidade é uma 

condição que tem sido bastante investigada, por exemplo. A presença de luz é extremamente 

importante no controle da expressão dos genes BRANCHED1 (BCR1), que são relacionados à 

promoção de dormência em gemas. A exposição à luminosidade direta, com maior 

concentração de comprimento de onda vermelho em relação ao vermelho extremo, associada à 

excisão do explante, favorecem a repressão destes genes, promovendo o desenvolvimento de 

plantas (GONZÁLEZ-GRANDÍO;CUBAS, 2014). 

Em relação aos fatores químicos, ou seja, substâncias que são suplementadas ao meio de 

cultura, a concentração de açúcares tem grande relevância no desenvolvimento de gemas. A 

adição de sacarose estimula a divisão de células meristemáticas das gemas, promovendo a 

progressão do ciclo celular diretamente ou por via indireta, a partir da redução da expressão de 
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BRC1. A concentração de açúcares exógenos nesta resposta in vitro mostra-se substancialmente 

mais relevante do que a concentração de auxinas endógenas, atuantes no bloqueio do 

desenvolvimento de gemas (MASON et al., 2014). 

O cultivo em meio MS suplementado com sacarose mostrou-se o mais eficiente no 

desenvolvimento in vitrode gemas de K. pinnata. No entanto, a multiproliferação de brotos ou 

plantas a partir de gemas foliares necessita de mais estudos. No presente trabalho, todos os 

tratamentos a que estes explantes foram submetidos resultaram apenas na produção de uma 

planta por gema, demonstrando o forte padrão genético para a propagação vegetativa por esta 

via.  

A concentração de 90 mM de sacarose pode ser considerada a mais propícia ao 

desenvolvimento in vitro de K. pinnata, por apresentar valores superiores ou que não diferem 

estatisticamente em todos os parâmetros avaliados. A sacarose tem sido o carboidrato de 

escolha na maioria dos estudos em culturas de tecidos vegetais. Sua concentração mais 

amplamente utilizada está em torno de 30 g.L-1, ou 90 mM, sendo, no entanto, necessário o 

ajuste para cada espécie em estudo, visando à otimização da produção (SINGH;PATEL, 2014). 

O cultivo em meio de cultura contendo sacarose leva à alta taxa de síntese e acúmulo de 

substâncias vitais quando comparado a cultivos com sorbitol ou outros açúcares. Este fenômeno 

pode estar metabolicamente relacionado à maior taxa de regeneração e desenvolvimento in 

vitroem cultivo com sacarose (MELLO et al., 2001). 

Embora a suplementação dos meios de cultura com açúcar seja considerada essencial para 

suprir a demanda energética vegetal, sendo uma variável nutricional no cultivo in vitro,a 

elevação da concentração de açúcares acima de um ponto ótimo pode levar a um estresse 

osmótico nas culturas, prejudicando o processo morfogênico (PAIVA NETO;OTONI, 2003). 

Apesar de muitas vezes não afetar diretamente na taxa de regeneração, o aumento da 

concentração de diferentes açúcares a valores superiores a 3% (aproximadamente 90 mM) pode 

levar à expressiva diminuição do número e comprimento de brotos e raízes em cultivos in vitro 

(GAUCHAN, 2012; PANATHULA et al., 2014). De modo contrário, concentração de açúcares 

em meio de cultura abaixo de 60 mMpode causar a hiperidricidade do cultivo, reduzindo a 

viabilidade e taxa de regeneração dos explantes (BAHMANI et al., 2009). Por apresentar o 

maior número médio de raízes e demais parâmetros equiparáveis em sua maioria com os obtidos 

no cultivo com sacarose, a dextrose em 120 mM pode ser considerada uma alternativa à 

sacarose no cultivo in vitro para regeneração de plantas da espécie.  

Outro fator importante para o desenvolvimento in vitroé o uso de fitorreguladores. Sabe-

se, por exemplo, que a adição de citocininas suplementadas no cultivo in vitroestimulaa 
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proliferação celular e a morfogênese, sobretudo em tecidos meristemáticos, propiciando o 

desenvolvimento de gemas e brotos (ZABALAK et al., 2012). 

Neste trabalho, de modo geral, as citocininas não forneceram estímulo para a 

morfogênese em explantes foliares da região da nervura mediana. No entanto, todas as 

citocininas testadas apresentaram potencial para o desenvolvimento de gemas foliares em 

plantas, tanto em meio sólido quanto líquido. Alguns autores indicam que diferentes 

concentrações e combinações com as citocininas TDZ e BAP podem induzir alta taxa de 

regeneração de plantas por gemas, porém, não sendo eficientes na multiproliferação, gerando 

apenas um broto por gema pré-existente (NAZ et al., 2009). 

O cultivo in vitro com auxinas, ao contrário das citocininas, não se mostrou homogêneo 

em termos de resposta morfogenética.No presente trabalho, foram observadas respostas 

morfogênicas diferenciadas em explantes de gemas e de nervuras. Os cultivos de gemas foliares 

com as auxinas AIB ou ANA auxiliaram no desenvolvimento de plantasinvitroda espécie. Este 

efeito também foi observado nos estudos in vitro com Kalanchoetomentosa, onde o cultivo na 

presença de ANA isoladamente ou em combinação com BAP pode induzir o rápido 

desenvolvimento de brotos por organogênese direta a partir de ápices caulinares (KHAN et al., 

2006). No entanto, o cultivo de explantes foliares na presença de altas concentrações de 

fitorreguladores, como 10 µM de ANA associado a concentrações de TDZ ou BAP pode reduzir 

a frequência de regeneração, comoobservadoem K. pinnata e K. daigremontiana (NAZ et al., 

2009).  

Para os ensaios avaliando a atividade das auxinas PIC e 2,4-D, prevaleceu a formação de 

calos a partir dos explantes foliares. Em estudodeK. pinnata com 2,4-D, realizado por Santos e 

colaboradores (2014) a concentração em torno de 5 µM mostra-se como a melhor para o 

desenvolvimento de calos, podendo concentrações elevadas levarem à toxicidade no cultivo. 

Quando cultivados na ausência de luz, a formação de calos pode ser otimizada com a associação 

de BAP. Porém, o cultivo destes explantes foliaresem meio sólido não induz a 100% de 

diferenciação dos explantes (SANTOS et al., 2014). O cultivo em 2,4-D estimula a produção 

de calos friáveis em K. pinnata, que podem ser utilizados em estudos de culturas de células em 

suspensão, ao passo que a adição de BAP ao cultivo aumenta o grau de compactação destes 

calos (MIZONOBE, 2001). 

Uma vez estabelecido o material in vitro, a avaliação fitoquímica do mesmo se fez 

importante para o avanço nos estudos antibacterianos da espécie, iniciando-se pela avaliação 

do material cultivado in vivo em condições ambientais naturais.  
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A concentração de metabólitos em folhas de K. pinnata está diretamente relacionada à 

qualidade e intensidade luminosa, havendo maior produção sob estímulo de luz azul e em maior 

intensidade. Deste modo, é possível que haja também maior concentração de metabólitos com 

atividade medicinal em extratos de folhascultivadas sob luminosidade natural em relação às 

mantidas em cultivo in vitro (CRUZ et al., 2012).A maior concentração de flavonoides 

quercetínicos em folhas da espécie também está diretamente relacionada a intensidade 

luminosa. O cultivo de K. pinnata sob incidência de luz solar direta no período do verão fornece 

rendimentos de flavonoides totais três vezes superior em relação a plantas cultivadas in vitro e 

duas vezes superior a plantas aclimatizadas (MUZITANO et al., 2011). 

O metanol é o solvente de escolha para a maioria dos trabalhos com flavonoides da planta, 

devido à alta solubilidade de substânciascomoquercetina e rutina, o que favorece a extração. 

Estudos aprofundados para identificação ou isolamento de flavonoides requerem investimento 

em particionamento do extrato metanólico, isolamento de cristais em cromatogafia e 

identificação por espectrometria de massa com ressonância magnética nuclear 

(MEGAWATI;FAJRIAH, 2013).  

Diversos métodos analíticos podem ser utilizados para quantificação de flavonoides, 

como cromatografia em camada fina, cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e 

espectrofotometria, podendo estes métodos serem comparados entre si.Deste modo são 

necessários esforços para o isolamento e a identificação inicial de substâncias padrão para 

quantificações e uso futuros (YOO et al., 2010).  

Diferentes técnicas e métodos de análise, além do tipo de extração devem ser utilizados 

para uma melhor elucidação do perfil fitoquímico de espécies. Apesar de não terem sido 

observados flavonoides em extratos de raízes de K. pinnata no presente trabalho,Majaz e 

colaboradores (2011a) observaram flavonoides em extratos clorofórmicos de raízes da espécie 

em CLAE. Estes, no entanto, não foram observados em cromatografia gasosa acopladaà 

espectrometria de massas, técnica que apontou apenas a presença de esteroides. A avaliação 

fitoquímica preliminar de extrato clorofórmico de raízes revelou também o indicativo de 

presença de saponinas, alcaloides, glicosídeos e taninos (MAJAZ et al., 2011a). 

No presente trabalho, a técnica deCLAE-UV-IES-EM para análise de massas pôde revelar 

a presença de sinais indicativos da presença de substâncias em comum para extratos de 

materiaisobtidosin vivo e in vitro. Estes resultados podem ser comparados por outros métodos 

analíticos e futuramente avaliados para identificação de novas substâncias. Neste ponto, são 

necessários mais estudos para elucidação do perfil fitoquímico observado no material obtido in 

vivo e in vitro, visando também a utilização com fins medicinais da espécie. 
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Apesar de ser detectada similaridade de substâncias entre os materiais analisados, é 

possível inferir que há variação de metabólitos secundários entre os diferentes órgãos. Isto pode 

ser devido à necessidade de produção específica para diferentes tipos de estresse, como por 

exemplo, radiação, herbivoria ou infecções. Deste modo, alguns extratos podem mostrar-se 

mais ativos quando testados em determinadas atividades medicinais devido à presença de 

substâncias específicas ao órgão de ocorrência (OLIVOTO et al. 2017). 

A atividade antibacteriana de K. pinnata tem sido reportada na literatura, podendo ser 

destacado o uso etnofarmacológico a partir do consumo da espécie na forma de chás e infusões 

(MAJAZ et al., 2011b). Sendo assim, a avaliação da toxidez de extratos aquosos mostra-se 

pertinente para a seguridade doseu aproveitamento para fins medicinais. As linhagens 

selecionadas para o presente estudo estão relacionadas a esta forma de consumo por via oral, 

sendo eleitas células de linhagens tumorais de laringe (HEp-2), cólon intestinal (Caco-2) e cólon 

retal (T84).  

Com relação aos extratos aquosos avaliados, a linhagem HEp-2 mostrou-se resistente ao 

cultivo na presença desses, o que não foi observado para as demais linhagens. Para os extratos 

metanólicos, a linhagem T84 demonstrou maior sensibilidade ao cultivo na presença de extratos 

da espécie. Devido à ausência de um padrão de toxidez aos diferentes extratos, é proposto que 

características específicas a cada extrato influenciem na sensibilidade das diferentes linhagens, 

não podendo ser correlacionada a um grupo específico de metabólitos avaliados neste trabalho. 

A análise fitoquímicarealizada neste trabalho revelou a presença de flavonoides em todos 

os extratos avaliados, com exceção de raízes obtidas in vivo. Uma vez que não foi observada 

citotoxicidade a nenhuma linhagem para os compostos quercetina e rutina, a toxidez observada 

em alguns extratos não pode ser relacionada a flavonoides livres presentes na planta e nas 

culturas in vitro. 

Compostos denominados bufadienolideos estão caracteristicamente presentes em folhas 

e caules de K pinnata e outras espécies do gênero Kalanchoe, sendo apresentados como 

potenciais repelentes de insetos na planta (SUPRATMAN et al., 2000). Em ensaios in vitro, 

estas substâncias demonstram alta citotoxicidade em linhagens de carcinomas humanos, 

destacando-se os compostos Bryofilina A e Bryofilina B (MILAD et al., 2014). Este grupo de 

metabólitos pode ser considerado o principal nesta atividade para a espécie, possuindo potencial 

de quimioprevenção de câncer. (SUPRATMAN et al., 2001). A possível presença destes 

compostos nos extratos avaliados pode também estar relacionada a sensibilidade observada em 

algumas linhagens. 
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Os extratos aquosos de K. pinnata não mostraram atividade inibitória ao crescimento 

bacteriano, avaliado pelo bioensaio em macrodiluição, bem como extratos metanólicos de 

material cultivado in vitro. No entanto, extratos aquosos de folhas cultivadas in vivo 

apresentaram redução do crescimento de quatro cepas avaliadas. A atividade antibacteriana in 

vitrode extratos aquosos de folhas também foi observada em cepas de Propionibacterium acnes 

(KUMAR et al., 2013), Alcaligenesfaecalis e Bacillussubtilis (SHARMA et al., 2014). 

Apesar do observado para extratos aquosos, extratos metanólicosda planta apresentam 

notada atividade antibacteriana. Em extratos de folhas de K. pinnata já foi observada também 

atividade antibacteriana em cepas como Enterococcusfaecalis (AIBINU et al., 2007) 

Escherichia coli (PATTEWAR et al., 2013), Klebsiellapneumoniae (OKWU;NNAMDI, 

2011b), Pseudomonas aeruginosa (TATSIMO et al., 2012), Salmonella typhi 

(NWADINIGWE, 2011), Shigelladysenteriae (AKINPELU, 2000), Staphylococcus aureus 

(BISWAS et al., 2011), entre outras. 

Extratos metanólicos de raízes de K. pinnata mostram-se mais efetivos na atividade 

antibacteriana contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa em relação aos extratos de raízes em 

éter de petróleo, clorofórmio ou aquoso, não sendo ativos, no entanto contra Candidaalbicans 

(MAJAZ et al., 2011c). 

Para o caule da espécie, o extrato metanólicomostrou-se mais efetivo que o extrato aquoso 

contra o crescimento de Bacillussubtilis, S. aureus, Salmonella entericaserovarTyphi, 

Alcaligenesfaecalis, Bortedellabronchiseptica, Corynebacteriumdiphiteriae, 

Micrococcusluteus e Serratiamarcescens, com valores próximos à gentamicina e 

ciprofloxacina, antibióticos de referência utilizados (NWADINIGWE, 2011; SHARMA et al., 

2014). 

No presente trabalho foram observadas as atividades de redução e inibição de 

Serratiamarcescensapenas quando cultivada na presença de quercetina. Esta substância pode 

ser um dos princípios ativos presentes em extratos metanólicos da planta, uma vez que a 

quercetina demonstra alta solubilidade neste solvente (MEGAWATI;FAJRIAH, 2013). 

Aquercetina apresenta notada atividade antibacteriana em concentrações superiores a 10 

µg.mL-1, sendo capaz de inibir o crescimento de todas as cepas testadas neste trabalho. Além 

destas cepas, a quercetina apresenta atividade antibacteriana também às cepas de 

Proteusmirabilis, Acinetobacterbaumannii, Heliobacterpylori e também em Staphylococcus 

aureus Multirresistente (MRSA) quando avaliada sozinha ou em associação com oxacilina 

(RAMOS et al., 2006; OZÇELIK et al., 2006). 
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Também presente em extratos de K. pinnata, a rutina demonstrou atividade antibacteriana 

para todas as cepas avaliadas. Apesar da inibição do crescimento das cepas avaliadas observada 

no cultivo com 100 µg.mL-1 de quercetina, a rutina mostrou-se capaz de conferir apenas a 

redução no crescimento das cepas avaliadas. Para cepas de E. coli e S. aureus, a mínima 

concentração inibitória de rutina apresenta-se em valores superiores a 100 µg.mL-1 

(ARARUNA et al., 2012). 

Além dos flavonoides, a presença de saponinas, fenóis e taninos nos extratos de folhas 

cultivadas in situe extratos metanólicos da planta pode estar relacionada a atividade 

antibacteriana observada em relação aos demais extratos aquosos e metanólicos de materiais 

derivados de cultivo in vitro, que não apresentaram reação positiva para a presença destas 

substâncias.  

A atividade antibacteriana de saponinas isoladas de extratos vegetais já foi demonstrada 

em cepas de E. coli, B. subtilis e outras, além da atividade antifúngica (EDEWOR et al., 2009; 

KANNABIRAN et al., 2009; MAATALAH et al., 2012). Do mesmo modo, taninos 

hidrolisados e taninos condensados de origem vegetal são ativos contra o crescimento de E. 

coli, B. subitilis, B. cereus e B. licheniformis, Shigellaboydii, S. flexneri entre outros, além de 

leveduras e fungos (BANSO;ADEYEMO, 2007; LIM et al., 2006). 

Em relação aos compostos fenólicos como ácidos fenólicos e cumarinas, a atividade 

antibacterianafoi observada em cepas de E. coli e Bacilluscereus entre outras e fungos 

(NOHYNEK et al., 2006; NITIEMA et al., 2012). O aumento e efetividade da atividade 

antibacteriana de derivados de ácidos fenólicos está geralmente relacionada ao aumento da 

cadeia alquílica na molécula do ácido, mostrando-se efetivas também as regiões butil éster 

(MERKL et al., 2010). 

Algumas substâncias de origem vegetal possuem a capacidade de controlar o 

estabelecimento e crescimento de biofilmes bacterianos. Estassusbtânciaspodem atuar em 

diferentes estágios da formação de biofilmes, como na adesão bacteriana, na motilidade e no 

quorum-sensing, tendo ainda a vantagem de possuírem menor probabilidade de resistência 

bacteriana (BORGES et al., 2013). 

Dentre estes mecanismos, a adesão celular é um mecanismo chave na fisiopatologia de 

EAEC em casos de diarreias agudas. O padrão agregativo de aderência às células epiteliais e a 

formação de biofilme são fatores de virulência importantes para as EAEC (VILLASECA et al., 

2005). 

Apesar de não apresentarem inibição do crescimento de colônias de EAEC (042), os 

extratos aquosos de folhas de K. pinnata cultivadas in vivo e de folhas de plantas aclimatizadas, 



63 
 

além da quercetina e extratos metanólicos da planta e de material cultivado in vitro (parte aérea 

e cultura de raízes), foram capazes de inibir a formação de biofilmes em valores próximos ou 

superiores a 50%. 

A redução de biofilmes pode estar relacionada à repressão de genes de curli e motilidade, 

resultando também na diminuição da produção de fímbrias, crescimento e dispersão. 

Compostos como a cumarina podem atuar em de E. coliO157:H7 (EHEC) também na repressão 

de genes produtores de toxina tipo shiga e virulência (LEE et al., 2014a). 

Assim como observado para EAEC, a quercetina apresenta também atividade 

antibiofilme para Staphylococcus aureus, observada em ensaios in vitro. A quercetina presente 

em extratos é capaz de atuar na repressão de genes de adesão celular, além de reduzir a 

capacidade hemolítica de S. aureus, sendo sugerida para o uso na inibição da formação de 

biofilmes recalcitrantes (LEE et al., 2013). 

Mesmo muitas vezes não atuando na inibição do crescimento bacteriano, extratos vegetais 

podem ser efetivos contra a formação de biofilmes de S. aureus. Para a cepa resistente a 

meticilina (MSRA) foi observada a inibição da formação de biofilmes por extratos de 

Gingkobiloba, ainda que este extrato não tenha apresentado efeito sobre o crescimento 

bacteriano em cultivo in vitro. Este extrato também se mostrou efetivo na inibição do biofilme 

de EHEC em diferentes superfícies, impedindo a aderência em poliestreno, nylon e vidro (LEE 

et al., 2014b). 

Bactérias formadoras de biofilmes são capazes de aderir em superfícies e formar esta 

estrutura, sem a necessidade de se associarem a outras espécies. No entanto, em ambientes 

naturais, os biofilmes podem ser formados por diferentes microorganismos. A exemplo de 

biofilmes orais, estes são formados pelo acúmulo de bactérias, como Streptococcus mutans e 

fungos, como Candidaalbicans.A natureza heterogênea de biofilmes pode proteger as células 

contra agentes antimicrobianos e a defesa do hospedeiro, podendo ocorrer múltiplos 

mecanismos de resistência antimicrobiana (ABDEL-AZIZ;AERON, 2014). Deste modo, faz-

se importante a avaliação não só de biofilmes simples, com apenas um microorganismo aderido, 

mas de misturas, que contenham dois ou mais microorganismos. 

No presente trabalho, as culturas de biofilme misto, com EAEC 042 e S. aureus obtiveram 

crescimento satisfatório nos controles testados. Para o cultivo na presença de quercetina foi 

observado em geral que EAEC 042 mostra-se mais resistênte à ação inibitória desta substância 

quando comparado à S. aureus. Este padrão manteve-se nos biofilmes mistos, observando-se 

valores de crescimento dos biofilmes mistos próximos ao crescimento de EAEC 042 e 
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superiores à S. aureus.Isto sugere que a cepa mais resistente se mantenha persistente na mistura 

ou confira maior resistência ao biofilme como um todo. 

Em outros trabalhos, é observado o aumento da resistência em biofilmes mistos. A 

associação de E. coli, S. aureus, B. subtilis e P. aeruginosaem crescimento foi avaliada na 

presença de extratos de espécies vegetais comerciais, observando-se que apesar do aumento de 

resistência das misturas, os extratos são capazes de inibir o estabelecimento de biofilmes 

(AGRAWAL, 2011).  

Além de EAEC 042, a eficiência da quercetina na atividade antibiofilmejá foi 

demonstrada em E. Coli O157:H7. Esta substância e outros flavonoides podem atuar como 

possíveis inibidores não específicos da comunicação célula a célula mediada por AI-2 

(autoindutor-2), representante da família de moléculas sinalizadoras no quorum-sensing em 

biofilmes de E. coli (VIKRAM et al., 2010).Esta atividade da quercetinaé relevante, 

considerando o fato deAI-2 estar envolvida também no desenvolvimento de biofilmes. A 

ligação entre AI-2 e LsrR (regulador gênico) é mediadora da arquitetura do biofilme e sua 

formação, pela coordenação de interações de genes relacionados a biofilmes, afetando as 

respostas fenotípicas (LI et al., 2007). 

Além de AI-2, a quercetina e outras susbtânciasfitoquímicas podem atuar como 

antagonistas de lactonashomoserinas (outra classe de sinalizadores envolvidos no quorum-

sensing), sendo responsáveis pela redução de forma dose-dependente de biofilmes de E. coli e 

Vibrioharveyi (BORGES et al., 2013). 

O quorum-sensing possui papel vital na regulação dos fatores de virulência em muitos 

patógenos. Deste modo, a interrupção do quorum-sensing pode ser uma estratégia efetiva no 

combate ainfecções microbianas. A quercetina age na atividade inibitória do quorum-sensing a 

partir de mudanças conformacionais entre o receptor e o complexo de quercetina formado, 

atuando como competidora de compostos sinalizadores e favorecendo a atividade 

antibacteriana e antibiofilme (GOPU et al., 2015). 

Pelo exposto, pode-se concluir que flavonoides quercetínicosconstituem um dos 

princípios ativos de extratos de Kalanchoe pinnata para a atividade antibacteriana. Sendo assim, 

estudos in vitro enfatizando a modulação e otimização da produção de flavonoides da espécie 

produzida por técnicas in vitro podem ser promissores na busca de novos agentes 

antimicrobianos. 

Os dados obtidos no presente trabalho demonstram a capacidade regenerativa in vitro de 

K. pinnata em diferentes sistemas. Outros protocolos podem ser desenvolvidos para o 

estabelecimento in vitro, além do emprego de técnicas para a otimização e modulação da 
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produção de substâncias visando à avaliação em atividades biológicas diversas com relevância 

medicinal. 
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CONCLUSÕES 

 

A partir dos objetivos propostos para a cultura de tecidos, avaliações fitoquímicas e do 

potencial medicinal de Kalanchoe pinnata foi possível concluir, para cada uma das abordagens, 

os seguintes pontos: 

 

Quanto ao cultivo in vitro 

 

• A suplementação com sacarose na concentração de 90 mM foi considerada a melhor 

alternativa como fonte de carbono visando ao desenvolvimento de gemas foliares para a 

produção de plantasin vitro, propiciando maior taxa de regeneração, números e 

comprimentos de folhas e raízes, após 60 dias de cultivo; 

 

• A adição de citocininas e auxinas na concentração de 5 µM otimizou o desenvolvimento 

de gemas em plantas in vitro, sem, contudo, induzir amultiproliferação de gemas ou plantas 

a partir de explantes de nervura mediana; 

 

• A adição da auxina 2,4-D induziu a calogênese, a partir de explantes de nervura mediana 

ou de gemas. O uso de PIC estimulou a produção tanto de calos em nervura mediana quanto 

de raízes em gemas foliares; 

 

• A cultura de células em suspensão pode ser obtida em meio MS líquido na presença de 5 

µM de PIC a partir do cultivo de folhas de plantas obtidas em MSØ sólido; 

 

• Plantas regeneradas em meio sólido sem suplementação hormonal mostraram-se eficiente 

fonte de inóculo para cultura de raízes em meio líquido contendo AIB. 

 

Quanto aos estudos fitoquímicos 

 

• Flavonoides estão possivelmente presentes em todos os extratos de plantas obtidas in vivo, 

com exceção de raízes; 

• Saponinas e taninos estão possivelmente presentes em todos os extratos de plantas obtidas 

in vivo, mas não foram observados em material produzido in vitro; 
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• A análise de massas para sinais obtidos por CLAE-UV-IES-EM a 240 nm revelou a 

presença de sete substâncias comuns aos extratos analisados de ambas as procedências. 

 

Quanto ao potencial citotóxico 

 

• De modo geral, os extratos aquosos não apresentaram citotoxicidade para a linhagem 

celular Hep-2, assim como os metanólicos para Caco-2; 

• A linhagem T84 mostrou-se mais sensível à presença de extratos metanólicos e aquosos; 

• Os flavonoides quercetina e rutina não apresentaram toxidez para as linhagens celulares 

avaliadas. 

 

Quanto ao potencial antibacteriano  

 

• Extratos de material obtido in vivo e a rutina apresentaram atividade na redução do 

crescimento de diversas cepas avaliadas; 

•  A quercetinafoi capaz de inibir o crescimento de todas as cepas avaliadas, quando em 

concentração de 100 µg.mL-1. 

 

Quanto ao potencial antibiofilme 

 

• A formação de biofilmes de EAEC 042 mostrou-se sensível à presença de extratos aquosos 

de folhas cultivadas in vivo e de plantas aclimatizadas, bem como extratos metanólicos da 

espécie e quercetina, mostrando redução no crescimento de biofilmes em torno de 50%. 

• Na presença de quercetina, biofilmes de Staphylococcus aureus mostraram-se mais 

sensíveis em relação à EAEC 042; 

•  Os biofilmes mistos com ascepasdeS. aureus e EAEC 042 conferiram maior resistência à 

atividade inibitória da quercetina em relação ao biofilme simples de S. aureus, porém, não 

maior do que o biofilme simples de EAEC 042; 

• A quercetina possui atividade antibacteriana e antibiofilme para as cepas avaliadas, 

podendo ser um dos metabólitos ativos para a atividade antimicrobiana de K. pinnata. 

 

 

 



68 
 

REFERÊNCIAS 

 

ABDEL-AZIZ, S & AERON, A. Bacterial Biofilm: Dispersal and Inhibition Strategies. SAJ: 

Biotechnol. v1, n1, p. 1-10, 2014. 

ABUBAKAR, A.A.; OLADELE, H.A.; ADEJUMOKE, A.A.; KAYODE, F. Synergistic effect 

of combined extract of Bryophyllumpinnatum and Aloe barbadensis enhances 

antimicrobial activity in-vitro. Glo. Adv. Res. J. Med. Med. Sci., v.3, p.26-32, 2014. 

AGRAWAL, I. Susceptibility of bacterial biofilms against some leaf extracts. Plant, sci. feed, 

n. 5, p.69-73, 2011. 

AIBINU, I.E.; ODUNAYO, R.A.; ADENIPEKUN, T.; ADELOWOTAN, T.; ODUGBEMI, T. 

In vitro antimicrobial activity of crude extracts from plants Bryophyllumpinnatum and 

Kalanchoe crenata. Afr. J. Trad. CAM, v.4, n.3, p.338-344, 2007. 

AKINPELU, D.A. Antimicrobial activity of Bryophyllumpinnatum leaves. Fitoterapia, n.71, p. 

193-194, 2000. 

ARARUNA, M.K.A.; BRITO, S.A.; MORAIS-BRAGA, M.F.B.; SANTOS, K.K.A.; SOUZA, 

T.M.; LEITE, T.R.; COSTA, J.G.M.; COUTINHO, H.D.M. Evaluation of antibiotic & 

antibiotic modifying activity of pilocarpine &rutin. Indian J. Med. Res., v.135, p.252-

254, 2012. 

BAHMANI, R.; KARAMI, O.; GHOLAMI, M. Influence of carbon sources and their 

concentrations on rooting and hyperhydricity of apple rootstock MM.106. World Appl. 

Sci. J., v.6, n.11, p.1513-1517, 2009. 

BAISHYA, D.; SHARMA, N.; BORA, R. Green Synthesis of Silver Nanoparticle using 

Bryophyllumpinnatum (Lam.) and monitoring their antibacterial activities. Arch. Appl. 

Sci. Res., v.4, n.5, p.2098-2104, 2012. 

BANSO, A. & ADEYEMO, S.O. Evaluation of antibacterial properties of tannins isolated from 

Dichrostachyscinerea. Afr. J. Biotechnol., v.6, n.15, p.1785-1787, 2007. 

BARBOSA, W.L.R. Manual para análise fitoquímica e cromatográfica de extratos vegetais. 

Rev Científica da UFPA, v.4, p.12-18, 2001. 

BERGER, A. Crassulaceae. In: Engler, A. &Prantl, K., Die NaturlichenPflanzenfamilien, 2 ed., 

18A, p.352–483, 1930. 

BERRY, A.A., YANG, Y., PAKHARUKOVA, N., GARNETT, J.A., LEE, W., COTA, E., 

MARCHANT, J., ROY, S., TUITTILA, M., LIU, B., INMAN, K.G., RUIZ-PEREZ, F., 

MANDOMANDO, I., NATARO, J.P., ZAVIALOV, A., MATTHEWS, S. Structural 

insight into host 



69 
 

recognitionbyaggregativeadherencefimbriaeofenteroaggregativeEscherichia coli. PLOS 

Pathogens. v.10, p.1-15, 2014. 

BIRD, B.R. & FORRESTER, F.T. Basic laboratory techniques in cell cultures. U.S. 

Department of health and human services, CDC, Atlanta, 1981. 

BISWAS, S.K.; CHOWDHURY, A.; DAS, J.; KARMAKAR, U.K.; SHILL, M.C. Assessment 

of cytotoxicity and antibacterial activities of ethanolic extracts of Kalanchoe pinnatalinn. 

(family: Crassulaceae) leaves and stems. Int. J. of Pharm. Sci. and Res., v.2, n.10, p. 2605-

2609, 2011. 

BORGES, A.; ABREU, A.C.; MALHEIRO, J.; SAAVEDRA, M.J.; SIMÕES, M. Biofilm 

prevention and control by dietary phytochemicals. In: MÉNDEZ-VILAS, A. Microbial 

pathogens and strategies for combating them: science, technology and education. 

Badajoz: Formatex Research Center; Microbiology Book Series, v.1, p.32-41, 2013. 

BUENO, J. Anti-biofilm drug susceptibility testing methods: looking for new strategies against 

resistance mechanism. J. Microbial Biochem. Technol. v.1, p.1-9, 2014. 

CALDAS, L.S.; HARIDASAN, P.; FERREIRA, M.E. Meios nutritivos. In: TORRES, A.C.; 

CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. Cultura de tecidos e transformação genética em plantas. 

Brasília: Ed. da Embrapa, v.1, p.87-132, 1998. 

CHANG, C.C.; YANG, M.H.; WEN, H.M.; CHERN, J.C. Estimation of total flavonoid content 

in propolis by two complementary colorimetric methods. J. of Food and Drug Anal., v.10, 

n.3, p.178-182, 2002. 

CHERNETSKYY, M. Problems in nomenclature and systematics in the subfamily 

Kalanchoideae (Crassulaceae) over the years. Acta Agrobot., v.64, n.4, p.67-74, 2011. 

CID, L.P.B. Suspenão celular. In: TORRES, A.C.; CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. Cultura de 

tecidos e transformação genética em plantas. Brasilia: Ed. da Embrapa, v.1, p.161-181, 

1998. 

COSTA, G.M.; ORTMANN, C.F.; SCHENKEL, E.P.; REGINATTO, F.H. An HPLC-DAD 

method to quantification of main phenolic compunds from leaves of Cecropia species. J. 

Braz. Chem. Soc., v.22, n.06, p. 1096-1102, 2011. 

CRUZ, P.C.; CHEDIER, L.M.; PEIXOTO, P.H.P.; FABRI, R.L.; PIMENTA, D.S. Effects of 

light intensity on the distribution of anthocyanins in Kalanchoe brasiliensisCamb. and 

Kalanchoe pinnata (Lamk.) Pers. An. Acad. Bras. Cienc., v.84, p.1-7, 2012. 

DELCHEH, K.S.; KASHEFI, B.; MOHAMMADHASSAN, R. A review optimization of tissue 

culture medium medicinal plant: Thyme. Intl. J. Farm. & Alli. Sci., v.3, n.9, p.1015-1019, 

2014. 



70 
 

EDEWOR, T.I.; IBIKUNLE, G.J.; USMAN, L.A. Phytotoxic and antimicrobial screening of 

saponin isolated from ethanolic leaf extract of Xylopiaaethipioca. Sci. Focus, v.14, n.4, 

p.507-512, 2009. 

FILOVÁ, A. Production of secondary metabolities in plant tissue cultures. Res. J. Agricult. 

Sci., v.46, p.236-245, 2014. 

GARCÊS, H.M.P.; CHAMPAGNE, C.E.M.; TOWNSLEY, B.T.; PARK, S.; MALHÓ, R.; 

PEDROSO, M.C.; HARADA, J.J.; SINHA, N.R. Evolution of asexual reproduction in 

leaves of the genus Kalanchoe. PNAS, v.104, n.39, p.15578-15583, 2007. 

GATTO, M.T., FALCOCCHIO, S., GRIPPA, E., MAZZANTI, G., BATTINELLI, L., 

NICOLSI, G., LAMBUSTA, D., SASO, L. Antimicrobial and anti-Lipase activity of 

quercetin and its C2-C16 3-O-Acyl-Esters. Bioorg. & Med Chem. v.10, p.269-272, 2002. 

GAUCHAN, D.P. Effect of different sugars on shoot regeneration of maize (Zea mays L.). 

Kathman. Un. J. Sci. Eng. Technol., v.8, p.119-124, 2012. 

GEORGE, E.F. & DEBERGH, P.C. Micropropagation: Uses and Methods. In: GEORGE, E.F.; 

HALL, M.A.; KLERK, G.J. Plant propagation by tissue culture. 3 Ed., Dordrecht: 

Springer, p.29-64, 2008. 

GONZÁLEZ-GRANDÍO, E. & CUBAS, P. Identification of gene functions associated to active 

and dormant buds in Arabidopsis. Plant Signal. Behav., v.9, p1-3, 2014. 

GOPU, V.; MEENA, C.K.; SHETTY, P.H. Quercetin influences quorum sensing in food borne 

bacteria: in-vitro and in-silico evidence. PLoS ONE, v.10, n.8, p.1-17, 2015. 

GRATTAPAGLIA, D. & MACHADO, M.A. Micropropagação In: TORRES, A.C.; CALDAS, 

L.S.; BUSO, J.A. Cultura de tecidos e transformação genética em plantas. Brasilia: Ed. da 

Embrapa, v.1, p. 331-353, 1998. 

GYAWALI, R. & IBRAHIM, S.A. Natural products as antimicrobialagents. Food Control, 

v.46, p.412-429, 2014. 

HABIBI, P.; PIRI, K.; DELJO, A.; MOGHADAM, Y.; GHIASVAND, T. Increasing 

scopolamine content in hairy roots of Atropa belladonna using bioreactor. Braz. Arch. 

Biol. Technol., p. 1-9, 2014. 

HAM, R. C. H. J. V. & ‘T HART, H. Phylogenetic relationships in the Crassulaceae inferred 

from chloroplast DNA restriction-site variation. Am. J. Bot., v.85, p.123–134, 1998. 

HUTTNER, A., HARBARTH, S.; CARLET, J.; COSGROVE, S.; GOOSSENS, H.; HOLMES, 

A.; JARLIER, V.; VOSS, A.; PITTER, D. Antimicrobial resistance: a global view from 

the 2013 World Healthcare-Associated Infections Forum. Antimicrob. Resist. Infect. 

Control, v.2, n.31, p.1-13, 2013. 



71 
 

KANNABIRAN, K.; MOHANKUMAR, T.; GUNASEKER, V. Evaluation of antimicrobial 

activity of saponin isolated from Solanum xanthocarpum and Centellaasiatica. IJNES, 

v.3, p.25-28, 2009. 

KERBAUY, G.B. Cultura de raízes e regeneração de plantas. In: TORRES, A.C.; CALDAS, 

L.S.; BUSO, J.A. Cultura de tecidos e transformação genética em plantas. Brasilia: Ed. 

da Embrapa, v.1, p.161-181, 1998. 

KHAN, S.; NAZ, S.; ALI, K.; ZAIDI, S. DirectorganogenesisofKalanchoe tomentosa 

(Crassulaceae) fromshoot-tips. Pak. J. Bot., v.38, n.4, p.977-981, 2006. 

KUMAR, S.; MALIK, D.K.; KUMAR, R. Antimicrobial effects of Mangiferaindica, Bombax 

ceiba, Syzygiumcumini and Kalanchoe pinnata against acne-inducing bacteria. Asian J. 

Exp. Biol. Sci. v.4, n.4, p.645-647, 2013. 

LEAL-COSTA, M.V.; NASCIMENTO, L.B.S.; MOREIRA, N.S.; REINERT, F.; COSTA, 

S.S.; LAGE, C.L.S.; TAVARES, E.S. Influence of blue light on the leaf morphoanatomy 

of in vitro Kalanchoe pinnata (Lamarck) Persoon (Crassulaceae). Microsc. Microanal., 

v.16, p.576–582, 2010. 

LEE, J.H.; PARK, J.H, CHO, H.S.; JOO, S.W.; CHO, M.H.; LEE, J. Anti-biofilm activities of 

quercetin and tannic acid against Staphylococcus aureus. Biofouling, v.29, n.5, p.491-

499, 2013. 

LEE, J.H.; KIM, Y.G.; CHO, H.S.; RYU, S.Y.; CHO, M.H.; LEE, J. Coumarins reduce biofilm 

formation and the virulence of Escherichia coli O157:H7. Phytomedicine, v.21, p.1037-

1042, 2014a. 

LEE, J.H.; KIM, Y.G.; CHO, H.S.; RYU, S.Y.; CHO, M.H.; LEE, J. Ginkgolic acids and 

Ginkgo biloba extract inhibit Escherichia coli O157:H7 and Staphylococcus aureus 

biofilm formation. Int. J. of Food Microbiol., v.174, p.47-55, 2014b. 

LI, J.; ATTILA, L.; WOOD, T.K.; VALDES, J.J.; BENTLEY, W.E. Quorum sensing in 

Escherichia coli is signaled by ai­2/lsrR: effects on small rna and biofilm architecture. J. 

of Bacteriol., v.189. n.16, p.6011-6020, 2007. 

LIM, S.H.; DARAH, I.; JAIN, K. Antimicrobial activities of tannins extracted from Rhizophora 

apiculata barks. J. Trop. Forest. Sci., v.18, p.59-65, 2006. 

LOPES, R.M., OLIVEIRA, T.T., NAGEM, T.J., PINTO, A.S. Flavonoides. Biotec. Ciencia& 

Des. v.17, p.18-22, 2000. 

MAATALAH, M.B.; BOUZIDI, N.K.; BELLAHOUEL, S.; MERAH, B.; FORTAS, Z.; 

SOULIMANI, R.; SAIDI, S.; DERDOUR, A. Antimicrobial activity of the alkaloids and 



72 
 

saponin extracts of Anabasis articulata. J. Biotechnol. Pharm. Res., v.3, n.3, p.54-57, 

2012. 

MAJAZ, Q.;NAZIM, S.; SHAIKH, S.; GOMASE, P.; CHOUDHARI, A. Phytochemical 

analysis of chloroform extract of roots of Kalanchoe pinnata by HPLC and GCMS. IJRAP, 

v.2, n.7, p.1693-1699, 2011a. 

MAJAZ, A.Q.; TATIYA, A.U.; KHRURSHID, M.; NAZIM, S.; SIRAJ, S. The miracle plant 

(Kalanchoe pinnata): a phytochemical and pharmacological review. IJRAP, v.5, n.2, 

p.1478-1482, 2011b. 

MAJAZ, Q.; NAZIM, S.; AFSAR, S.; SIRAJ, S.; SIDDIK, P. Evaluation of antimicrobial 

activity of roots of kalanchoe pinnata. Int. J. Pharmacol. Bio. Sci. v.5, p.93-96, 2011c. 

MASON, M.G.; ROSS, J.J.; BABST, B.A.; WIENCLAW, B.N.; BEVERIDGE, C.A. Sugar 

demand, not auxin, is the initial regulator of apical dominance. PNAS, v.111, n.6, p.6092-

6097, 2014. 

MEGAWATI, A.D. & FAJRIAH, S. 3’,4’-Dimethoxy Quercetin, a flavonol compound isolated 

from Kalanchoe pinnata. J. Applied Pharm. Sci., v.3, p.88-90, 2013. 

MELLO, M.O.; DIAS, C.T.S.; AMARAL, A.F.C.; MELO, M. Growth of Bauhinia forficata 

Link, Curcuma zedoaria Roscoe and Phaseolus vulgaris L. cell suspension cultures with 

carbon sources. Sci. Agri., v.58, n.3, p.481-485, 2001. 

MERKL, R.; HRADKOVA, I.; FILIP, V.; SMIDRKAL, J. Antimicrobial and antioxidant 

properties of phenolic acids alkyl esters. Czech J. Food Sci., v.28, n.4, p.275-279, 2010. 

MILAD, R.; EL-AHMADY, S.; SINGAB, A.N. Genus Kalanchoe (Crassulaceae): a review of 

its ethnomedicinal, botanical, chemical and pharmacological properties. European J. 

Med. Plants, v.4, p.86-104, 2014. 

MITTAL, A.K., KUMAR, S., BANERJEE, U.C. Quercetin and gallic acid mediated synthesis 

of bimetallic (silver and selenium) nanoparticles and their antitumor and antimicrobial 

potential. J. of Col. and Int. Sci. v.431, p.194-199, 2014. 

MIZONOBE, G. Basic research on tissue cultures of Kalanchoe pinnata Pers.; Part 1, study of 

medium element conditions for callus formation from leaves. J. of Environ. Sci. Lab., v.8, 

p.345-356, 2001. 

MOLNÁR, Z.; VIRÁG,E.; ÖRDÖG, V. Natural substances in tissue culture media of higher 

plants. Acta Biol. Szeged., v.55, p.123-127, 2011. 

MORT, M.E.; SOLTIS, D.E.; SOLTIS, P.S.; FRANCISCO-ORTEGA, J.; SANTOS-

GUERRA, A. Phylogenetic relationships and evolution of Crassulaceae inferred from 

matK sequence data. Am. J. Bot., v.88, p.76-91, 2001. 



73 
 

MURASHIGE, T. & SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with 

tobacco tissue cultures. Physiol. Plant., v.15, p.473-479, 1962. 

MUZITANO, M.F., TINOCO, L.W., GUETTE, C., KAISER, C., ROSSI-BERGMANN, B., 

COSTA, S.S. The antileishmanial activity assessment of unusual flavonoids from 

Kalanchoe pinnata. Phytochem. v.67, p.2071-2077, 2006. 

MUZITANO, M.F; BERGONZI, M.C; DE MELO, G.O; LAGE, C.L.S; BILIA, A.R.; 

VINCIERI, F.F.; ROSSI-BERGMANN, B.; COSTA, S.S. Influence of cultivation 

conditions, season of collection and extraction method on the content of antileishmanial 

flavonoids from Kalanchoe pinnata. J. of ethnopharmacol., v.133, p.132-137, 2011. 

NAMASIVAYAM, S.K.R. & ROY, E.A. Antibiofilm effect of medicinal plat extracts against 

clinical isolate of biofilm of Escherichia coli. Int. J. Pharm. Pharm. Sci, v.5, n.2, p.486-

489, 2013. 

NAZ, S.; JAVAD, S.; ILYAS, S.; ALI, A. An efficient protocol for rapid multiplication of 

Bryophyllumpinnatum and Bryophyllumdaigremontianum. Pak. J. Bot., v.41, n.5, p.2347-

2355, 2009. 

NITIEMA, L.W.; SAVADOGO, A.; SIMPORE, J.; DIANOU, D.; TRAORE, A.S. In vitro 

antimicrobial activity of some phenolic compounds (coumarin and quercetin) against 

gastroenteritis bacterial strains. Intl. J. Microbiol. Res., v.3, n.3, p.183-187, 2012. 

NOHYNEK, L.J.; ALAKOMI, H.L.; KAHKONEN, M.P.; HEINOMEN, M.; HELANDER, 

I.M.; OKSMAN-CALDENTEY, K.M.; PUUPPONEN-PIMIA, R.H. Berry phenolics: 

antimicrobial properties and mechanisms of action against severe human pathogens. 

Nutrition and Cancer, v.54, p.18-32, 2006. 

NWADINIGWE, A.G. Antimicrobial activities of methanol and aqueous extracts of the stem 

of Bryophyllumpinnatum (Crassulaceae). Afr. J. of Biothechnol., v.10, n.72, p.16342-

16346, 2011. 

OKWU, D.E. & NNAMDI, F.U. A Novel Antimicrobial phenanthrene alkaloid from 

Bryopyllumpinnatum. E-J. of Chem., v.8, n.3, p.1456-1461, 2011a. 

OKWU, D.E. & NNAMDI, F.U. Two novel flavonoids from Bryophyllumpinnatum and their 

antimicrobial Activity. J. Chem. Pharm. Res., v.3, n.2, p.1-10, 2011b. 

OLIVEIRA, L.F.G.; GILBERT, B.; VILLAS BÔAS, G.K. Oportunidades para inovação no 

tratamento da leishmaniose usando o potencial das plantas e produtos naturais como 

fontes de novos fármacos. Fitos, v.8, p.33-41, 2013. 

OLIVOTO, T.; NARDINO, M.; CARVALHO, I.R.; FOLLMANN, D.N.; SZARESKI, V.J.; 

FERRARI, M.; PELEGRIN, A.J.; SOUZA, V.Q. Plant secondary metabolites and its 



74 
 

dynamical systems of induction in response to environmental factors: A review. Afr. J. 

Agric. Res., v.12, n.2, p. 71-84, 2017. 

OTÁLVARO-ÁLVAREZ, A.M. & VELÁSQUEZ-LOZANO, M.E. Obtención de 

escopolamina enbiorreactor a partir de cultivos de raíces de Brugmansiacandida. Rev. 

Acad. Colomb. Cienc., v.38, n.146, p.35-42, 2014. 

OZÇELIK, B.; ORHAN, I.; TOKER, G. Antiviral and antimicrobial assessment of some 

selected flavonoids. Z. Naturforsch., v.61, p.632-638, 2006. 

PAIVA NETO, V.B. & OTONI, W.C. Carbon sources and their osmotic potential in plant tissue 

culture: does it matter? Sci. Hort., v.97, p.193-202, 2003. 

PARKER, J.D.; SALMINEN, J.P.; AGRAWAL, A.A. Evolutionary potential of root chemical 

defense: genetic correlations with shoot chemistry and plant growth. J. Chem. Ecol., v.38, 

p.992–995, 2012. 

PANATHULA, C.S.; MAHADEV, M.D.; NAIDU, C.V. GAUCHAN, D.P. Effect of different 

carbohydrates on in vitro plant regeneration of Centellaasiatica (L.) - an important 

antijaundice medicinal plant. Int. J. Med. Arom. Plants, v.4, p.41-47, 2014. 

PATTEWAR, S.V.; PATIL, D.N.; DAHIKAR, S.B. Antimicrobial potential of extract from 

leaves of Kalanchoe pinnata. Int. J. of Pharm. Sci and Res., v.4, n.12, p. 4577-4580, 2013. 

PHILLIPS, G.C. Invited review: in vitro morphogenesis in plants – recent advances. In Vitro 

Cell. Dev. Biol.—Plant, v.40, p.342-345, 2004. 

PINTO, J.S.; OLIVEIRA, A.K.M.; FERNANDES, V.; MATIAS, R. Ethnobotany and popular 

culture in the use of plants in settlements on the southern edge of southern pantanalMato 

Grosso.  Biosc. J., v.33, p.193-2013, 2017. 

PRASAD, V.G.N.V., KRISHNA, B.V., SWAMY, P.L., RAO, T.S., RAO, G.S. Antibacterial 

synergy between quercetin and polyphenolic acids against bacterial pathogens of fish. 

Asian Pac. J. of Trop. Dis., v.4, p.326-329, 2014. 

RAHMAN, A.E., MOINUDDIN, M., MOLLA, M., WORKU, A., HURT, L., KIRKWOOD, 

B., MOHAN, S.B., MAZUMDER, S., BHUTTA, Z., RAZA, F., MREMA, S., 

MASANJA, H., KADOBERA, D., WAISWA, P., BAHL, R., ZANGENBERG, M., 

MUHE, L. Childhood diarrhoeal deaths in seven low- and middle-income countries. Bull. 

World Health Organ. v.92, p.664-671, 2014. 

RAJ, A.; GURUJARA, M.P.; JOSHI, H.; SHARSTRY, C.S. Kalanchoe pinnatum in treatment 

of gallstones: an ethnopharmacological review. Int. J. PharmTech. Res., v.6, p.252-261, 

2014. 



75 
 

RAMOS, F.A.; TAKAIASHI, Y.; SHIROTORI, M.; KAWAGUCHI, Y.; TSUCHIYA, K.; 

SHIBATA, H.; HIGUTI, T.; TADOKORO, T.; TAKEUCHI, M. Antibacterial and 

antioxidant activities of quercetin oxidation products from yellow onion (Allium cepa) 

Skin. J. Agric. Food Chem., v.54, p.3551-3557, 2006. 

SANTOS, M.R.A.; FERREIRA, M.G.R.; GUIMARÃES, M.C.M.; LIMA, R.A.; OLIVEIRA, 

C.L.L.G. Callogenesis in leaves of Kalanchoe pinnata Lam. by 2,4-D and BA action. 

Rev. Bras. Pl. Med., v.16, n.3., p.760-764, 2014. 

SARANRAJ, P. & SIVASAKTHI, S. Medicinal plants and its antimicrobial properties: a 

review. Global J. Pharmacol., v.8, n.3, p.316-327, 2014. 

SILVA, C.G.; ALMEIDA, V.L.; CAMPANA, P.R.V.; ROCHA, M.P. Plant cell cultures as 

producers of secondary metabolites: Podophyllum lignans as a model. In: JHA, S. 

Transgenesis and secondary metabolism. Springer International Publishing (online), 

2017. 

SHAKYA, A.K. Medicinal plants: future source of new drugs. Int. J. of Herb. Med., v.4, n.4, 

p.59-64, 2016. 

SHARMA, A.; BHOT, M.; CHANDRA, N. In vitro antibacterial and antioxidant activity of 

Bryophyllumpinnatum (Lam.) Kurz. Int. J. Pharm. Pharm. Sci., v.6, p.558-560, 2014. 

SINGH, P. & PATEL, R.M. Factors influencing in vitro growth and shoot multiplication of 

pomegranate. The Bioscan, v.9, n.3, p.1031-1035, 2014. 

SOBERÓN, J.R.; SGARIGLIA, M.A.; SAMPIETRO, D.A.; QUIROGA, E.N.; VATTUONE, 

M.A. Antibacterial activity of plant extracts from northwestern Argentina. J. of appl. 

Microbiol., v.102, p.1450-1461, 2007. 

SUPRATMAN, U.; FUJITA, T.; AKIYAMA, K.; HAYASHI, H. New insecticidal 

Bufadienolide, Bryophyllin C, from Kalanchoe pinnata. Biosc. Biotechnol. Biochem., 

v.64, n.6, p.1310-1312, 2000. 

SUPRATMAN, U.; FUJITA, T.; AKIYAMA, K.; HAYASHI, H.; MURAKAMI, A.; SAKAI, 

H.; KOSHIMIZU, K.; OHIGASHI, H. Anti-tumor promoting activity of bufadienolides 

from Kalanchoe pinnata and Kalanchoe daigremontiana × tubiflora. Biosc. Biotechnol. 

Biochem., v.65, n.4, p.947-949, 2001. 

TAPAS, A.R., SAKRKAR, D.M., KAKDE, R.B. Flavonoids as nutraceuticals: a review. Trop. 

J. of Pharm. Res. v.7, p.1089-1099, 2008. 

TATSIMO, S.J.N.; TAMOKOU, J.D.; HAVYARIMANA, L.; CSUPOR, D.; FORGO,P.; 

HOHMANN, J.; KUIATE, J.R.; TANE, P. Antimicrobial and antioxidant activity of 



76 
 

kaempferol rhamnoside derivatives from Bryophyllumpinnatum. BMC Res. Notes, v.5, 

n.158, p. 1-6, 2012. 

ULLAH, S.; N, N.; ULLAH, M.; JABEEN, N. Effect of growth regulators on micro propagation 

of different olive cultivars (Oleaeuropaea). Int. Res. J. Agricult. Aqua. Sci., v.1, n.1, p.9-

14, 2014. 

VIKRAM, A.; JAYAPRAKASHA, G.K.; JESUDHASAN, P.R.; PILLAI, S.D.; PATL, B.S. 

Suppression of bacterial cell–cell signalling, biofilm formation and type III secretion 

system by citrus flavonoids. J. of Appl. Microbiol., v.109, p.515-527, 2010. 

VILLASECA, J.M.; HERNANDEZ, U.; SAINZ-ESPUNES, T.R.; ROSARIO, C.; ESLAVA, 

C. Enteroaggregative Escherichia coli: an emergent pathogen with different virulence 

properties. Rev. Latinoam. Microbiol., v.47, n.3-4, p.140-159, 2005. 

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. Medicinal plants in Papua New Guinea. 

Geneva: WHO Press, 2009. 

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION. Antimicrobial resistance: global report on 

surveillance. Geneva: WHO Library Cataloguing, 2014. 

YOO, K.S.; LEE, E.J.; PATIL, B.S. Quantification of quercetin glycosides in 6 onion cultivars 

and comparisons of hydrolysis-HPLC and spectrophotometric methods in measuring total 

quercetin concentrations. J. of Food Sci. v.75, n.2, p. 160-165, 2010. 

YUE, W.; MING, Q.L.; LIN, B.; RAHMAN, K.; ZHENG, C.L.; HAN, T.; QIN, L.P. Medicinal 

plant cell suspension cultures: pharmaceutical applications and high-yielding strategies 

for the desired secondary metabolites. Crit. Rev. Biotechnol., v.1, n.1, p.1-18, 2014. 

ZABALAK, D.; POSPISILOVA, H.; SMEHILOVA, M.; MRIZOVA, K.; FREBORT, I.; 

GALUSZKA, P. Genetic engineering of cytokinin metabolism: Prospective way to 

improve agricultural traits of crop plants. Biotechnol. Adv., p.1-21, 2012. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 
 

APÊNDICE  –Artigo publicado 

 

 

 

 

 

 



78 
 

 

 

 

 

 

 

 



79 
 

 

 

 

 

 

 

 



80 
 

 

 

 

 

 

 

 



81 
 

 

 

 

 

 

 

 



82 
 

 

 

 

 

 

 

 



83 
 

 

 

 

 

 

 

 



84 
 

 


