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RESUMO 

A ocorrência e o potencial farmacológico de metabólitos secundários de micro-

organismos endofíticos de plantas, têm sido amplamente investigados. Tabebuia 

avellanedae, (ipê-roxo) é utilizada como analgésico, antiinflamatório, antibióticos e 

anti-mutagênico. Diante do potencial biotecnológico desta planta, o presente 

trabalho teve como objetivo isolar endofíticos de folhas de T. avellanedae e avaliar a 

atividade antimicrobiana. Foram isolados 166 endofíticos dos quais 

aproximadamente 74% (123) são fungos, 22% (36) bactérias e 4% (7) 

actinobactérias. Todas as actinobactérias foram identificadas como Streptomyces 

spp. Utilizou-se como micro-organismos testes bactérias Gram positivas, Gram 

negativas e leveduras patógenas oportunistas. Na seleção primária, actinobactérias 

(3) e fungos (9) apresentaram halos de inibição antimicrobiana. Destes endófitos na 

fermentação, aproximadamente 66,66% das actinobactérias tiveram atividade contra 

Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus e Bacillus subtilis e 11,11% dos fungos 

contra Candida albicans. Para extração dos compostos biativos os melhores 

solventes, pHs, meios de cultura e tempo de cultivo foram, respectivamente, para 

Streptomyces sp. PCA 3: acetato de etila, pH 7, MPE, 96 horas; para Streptomyces 

sp. PCA 4: clorofórmio, pH 7 (extrato) e acetona, pH 2 (biomassa), MPE, 72 horas; e 

para o fungo PEF 6: acetato de etila, pH 7, cinco dias. Foram detectados nos 

extratos da planta e endofíticos bioativos ß-amirina, ß-sitosterol, ácido ursólico, 

flavonóides e alcalóides sendo constatado que os compostos produzidos pelo 

isolado Streptomyces sp. PCA 4 são mais semelhantes aos produzidos pela planta. 

Diante desses resultados, conclui-se que os endofíticos bioativos apresentam 

potencial farmacológico, porém outros estudos são necessários para comprovar a 

efetividade dos mesmos.  

 

Palavras-chave: endófitos, ipê roxo, metabólitos secundários. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The occurrence and pharmacological potential of secondary metabolites of 

endophytic microorganisms, colonizing the interior of plants, have been widely 

investigated. Tabebuia avellanedae (ipe-purple) is used as an analgesic, 

antiinflammatory, antibiotics and anti-mutagenic. Given the biotechnological potential 

of this plant, this study aimed to isolate endophytes from leaves of T. avellanedae 

and evaluate the antimicrobial activity. 166 were isolated endophytic of which 

approximately 74% (123) is fungi, 22% (36) bacteria and 4% (7) actinomycetes. All 

actinomycetes were identified as Streptomyces spp. Were used as test 

microorganisms Gram positive and Gram negative bacteria and yeasts opportunistic 

pathogens. In the primary selection, actinobacteria (3) and fungi (9) showed inhibition 

halos antimicrobial. Endophytes in the fermentation of these, approximately 66.66% 

of actinobacteria had activity against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, and 

Micrococcus luteus and 11.11% of fungi against Candida albicans. For extracting the 

antibiotics best solvents, pH, growth media and cultivation time are, respectively, 

Streptomyces sp. PCA 3: ethyl acetate, pH 7, MEP, 96 hours, to Streptomyces sp. 

PCA 4: chloroform, pH 7 (extract), and acetone, pH 2 (biomass), MEP, 72 hours, and 

the mold 6 PEP: ethyl acetate, pH 7, five days. Were detected in the extract of the 

plant and endophytic bioactive ß-amyrin, ß-sitosterol, ursolic acid, flavonoids and 

alkaloids and revealed that the compounds produced by strain Streptomyces sp. 

PCA 4 are more similar to those produced by the plant. From these results it is 

concluded that the bioactive endophytes have pharmacological potential, but further 

studies are needed to confirm the potential of the same. 

 

Keywords: endophytes,  purple ype, secondary metabolites. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Desde tempos remotos, as plantas são utilizadas na medicina popular para 

controle de diversas enfermidades, tendo algumas destas, comprovação científica 

da eficácia de seu potencial farmacológico. Atualmente, os produtos naturais 

continuam sendo excelentes fontes de moléculas bioativas, pois possuem alta 

diversidade química e especificidade bioquímica elevada quanto a ligações com 

receptores específicos (MOLINARI, 2009). Aliado a isto, a crescente resistência 

apresentada pelos agentes etiológicos das doenças infecciosas bacterianas e 

fúngicas às drogas administradas representa um grave problema à terapêutica 

antimicrobiana. Tais fatos têm aumentado a busca por novas fontes de moléculas 

bioativas (STROBEL, 2003; LEVY, 2005). 

De Tabebuia avellanedae, conhecida popularmente como ipê roxo, já foi 

extraído o composto bioativo Lapachol que foi descrito pela primeira vez em 1882 

por Paternò (MORRISON et al, 1970). No uso popular, tem produzido resultados 

evidentes no tratamento de diabetes e úlceras gástricas, além de ser utilizado como 

analgésico, anti-inflamatório e até como anti-mutagênico. Também já tem sido 

empregado em hospitais, na forma de extrato fluído e em pó ou em pomada 

(GRANDIS et al, 2006).  

Diversidade biológica está relacionada à variabilidade química uma vez que 

organismos e seus biótipos estão sujeitos a constantes interações metabólicas e 

ambientais, estes podem produzir novos metabólitos secundários conforme relatado 

por alguns autores. Podem também ser uma fonte promissora na produção de 

moléculas inéditas com aplicações diversas ou modelos para a inovação de novos 

fármacos (LAM, 2007; TAKAHASHI et al, 2008; MOLINARI, 2009). 

Inúmeras pesquisas têm relatado a ocorrência e o potencial farmacológico de 

metabólitos secundários de micro-organismos endofíticos, que são colonizadores 

dos interiores dos tecidos de folhas, ramos e raízes em alguma etapa do ciclo de 

vida do vegetal sem causar-lhe danos e em troca, a planta lhe proporciona nutriente 

e proteção (AZEVEDO, 1998; 1999). Estes endófitos conferem maior resistência ao 

seu hospedeiro para as condições de estresse hídrico, podendo alterar suas 

propriedades fisiológicas e produzir hormônios vegetais além de outros compostos, 

como enzimas e fármacos de interesse biotecnológico (AZEVEDO et al., 2000; 

VIEIRA et al., 2012). Além do mais produzem metabólitos secundários incomuns que 
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são importantes para a planta. Vale salientar também que os endófitos poderão ser 

utilizados como vetores para a introdução de genes de interesse econômico para o 

setor da agricultura (TAECHOWISAN et al., 2005; AZEVEDO et al., 2000). 

Assim sendo, actinobactérias e fungos isolados de plantas medicinais 

apresentam importante fonte para obtenção de novos fármacos ou outras 

biomoléculas de interesse biotecnológico. Dessa forma, essa pesquisa visa Isolar 

micro-organismos endofíticos de folhas de Tabebuia avellanedae (ipê roxo) e avaliar 

se os mesmos possuem atividade antimicrobiana contra diferentes micro-organismos 

de importância para a saúde humana. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Isolar micro-organismos endofíticos de folhas de Tabebuia avellanedae (ipê roxo) 

e avaliar a atividade antimicrobiana para diferentes micro-organismos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

    Isolar micro-organismos endofíticos das folhas de Tabebuia avellanedae no 

período de verão (janeiro/2011) e inverno (junho/2011). 

 

    Avaliar atividade antimicrobiana das actinobactérias e fungos endofíticos 

isolados contra diferentes micro-organismos teste. 

 

   Avaliar atividade antimicrobiana em diferentes meios de culturas líquidos dos 

endofíticos bioativos e determinar as melhores condições de cultivo para 

produção dos antibióticos. 

 

  Realizar prospecção química comparativa entre o extrato da planta e o 

extrato dos endofíticos bioativos através da cromatografia em camada 

delgada. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Produtos naturais como fonte de novos fármacos 

 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), várias práticas de 

saúde não convencionais, como fitoterapia, vem crescendo cada vez mais e 

despertando o interesse da sociedade a respeito de seu uso e benefício. Aspectos 

como baixo custo e fácil acesso à grande parte da população são primordiais na 

disseminação do uso de fitoterápicos (OMS, 2008).  

Apesar das plantas medicinais fazerem parte da cultura popular há muitos 

anos, o interesse pela fitoterapia teve aumento considerável entre usuários, e 

serviços de saúde nas últimas décadas (WHO, 2011; HUFFORD, 1997; KENNY et 

al., 2001). A grande diversidade vegetal do Brasil aliada ao baixo custo da 

associação entre a utilização de plantas medicinais e a medicina terapêutica 

promove e incentiva a busca por novas fontes de fármacos. O país possui um terço 

da flora mundial e tem na Amazônia a maior reserva vegetal com grande potencial 

medicinal. Aliado à tais características, surge o interesse na busca de novos 

medicamentos desenvolvidos a partir da vasta e extensa flora brasileira (FRANÇA et 

al., 2008; SANTOS et al., 2011, YUNES et al.; 2001).  

De início, os pesquisadores investigaram as características dos vegetais 

através de levantamentos etnobotânicos, etnofarmacológicos, farmacognósticos e 

fitoquímicos. A riqueza da biodiversidade brasileira permitiu aos estudiosos o 

isolamento de compostos biologicamente ativos tendo como origem diferentes 

espécies vegetais. A partir daí, tais compostos são utilizados como modelo para a 

síntese de novos fármacos (GUERRA; NODARI, 2001). Os fundamentos histórico-

culturais da população brasileira permitiram a permanência da fitoterapia até os dias 

atuais, sendo esse costume reconhecido por sua eficácia através da consciência 

popular (SACRAMENTO, 2000). 

 Atualmente um dos principais impulsionadores do progresso e fonte de 

soluções técnicas para os problemas atuais e futuros da humanidade é a busca por 

novos produtos biológicos, através da diversidade de micro-organismos e de sua 

atividade antimicrobiana, que apresentam uma ampla gama de aplicações 

(BELOQUI et al., 2008). Segundo Newman e Cragg (2007), os produtos naturais 

continuam sendo uma fonte importante de novos produtos farmacêuticos, 
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constituindo a fonte mais produtiva para o desenvolvimento de novas moléculas 

bioativas. 

Desde os primórdios, as plantas têm sido utilizadas pelo homem, por povos 

de várias civilizações há mais de cinco mil anos, como fonte de alimento e de 

tratamento de doenças, devido à sua abundância na natureza e facilidade de 

obtenção (CORDELL, 1993; FRANÇA, 2001). Avanços terapêuticos foram obtidos 

através de várias investigações de espécies de plantas que foram utilizadas pela 

população durante séculos, de modo empírico. Apenas entre o fim do século XIX e 

início do século XX é que foi possível isolar os primeiros produtos obtidos a partir de 

espécies vegetais, dentre eles, alcalóides como morfina e quinina (HAMBURGER; 

HOSTETTMANN, 1991; PHILLIPSON, 2001). Muitos autores relatam que os 

fitoterápicos estão entre 25% dos medicamentos receitados em países 

industrializados, sendo que 50% são constituídos por substâncias de origem 

sintética e 25% a partir de outras fontes de produtos naturais. (CRAGG; NEWMAN, 

1999; CARVALHO, 2001; RATES, 2001). 

No início do século XX, quase todos os medicamentos eram obtidos de 

raízes, cascas e folhas de plantas. Os produtos naturais atualmente são 

reconhecidos como fontes significativas de fármacos e protótipos, compondo 

aproximadamente 60% dos compostos anticancerígenos e 75% dos medicamentos 

para doenças infecciosas. De acordo com a OMS, em 2002, mais de 90% das 

substâncias terapêuticas são derivadas de um produto natural (McCHESNEY, 

VENKATARAMAN, HENRI, 2007).  

É de grande importância o investimento em pesquisas relacionadas aos 

estudos químicos e farmacológicos de espécies vegetais. O resultado disso é a 

imensa produção de metabólitos secundários, podendo ter aplicação terapêutica 

(BRITO; BRITO, 1993). Segundo Montanari e Bolzani (2001) aproximadamente 

50.000 metabólitos secundários são obtidos de mais ou menos 500.000 espécies de 

plantas. 

Informações relevantes relacionadas à existência de metabólitos secundários 

nos vegetais são derivadas das análises fitoquímicas. Dessa forma, a busca e o 

isolamento de novos princípios ativos importantes na produção de fitoterápicos são 

de grande importância na descoberta de moléculas bioativas (SILVA et al, 2010). 

 A síntese química talvez não fosse capaz de produzir tantas estruturas 

complexas quanto as provenientes dos produtos naturais (DEMAIN, 2000). Deste 
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modo, a biodiversidade da natureza traz consigo a possibilidade da descoberta de 

novas moléculas com funcionalidade para o tratamento tanto de doenças antigas 

como novas (ZHANG, LIXIN, DEMAIN, 2006). 

 A literatura relata diversos exemplos de medicamentos que possuem a 

natureza como fonte e contribuem com a terapêutica, como o anti-inflamatório 

aspirina (1), o analgésico opióide morfina (2), o cardiotônico digitoxina (3), o 

antimalárico quinina (4), além da pilocarpina (5), utilizada para tratamento de 

glaucoma (BUTLER, 2004) (Figura 3.1). A terapia anticâncer também teve como 

base produtos naturais derivados de plantas como alcalóides da Vinca (6 e 7) e 

paclitaxel (8) (CALLERY e GANNETT, 2002) (Figura 3.1). 

 

 

 

Figura 3.1. Produtos naturais utilizados na terapêutica (Adaptado de Silva, 2010). 

 

 O lapachol foi descrito pela primeira vez em 1882 por Paternò (MORRISON et 

al, 1970). Sua estrutura química foi definida por Hooker em 1896, que o identificou 

como uma naftoquinona, a 2-hidroxi-3-(e-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona (RAO et 

al, 1968). O lapachol, com a ação controlada do calor, fornece a desidrolapachona 
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(xiloidona) e os isômeros α e β-lapachona (D’ALBUQUERQUE, 1968). Tais 

substâncias são bastante conhecidas por possuírem propriedades antitumorais, 

além de antiinflamatória, analgésica, antibiótica, antimalária, antitripanossoma e 

antiulcerogênica (Figura 3.2) (HUSSAIN et al., 2007).  

 

Figura 3.2. Estrutura química do lapachol (HUSSAIN et al., 2007). 

 

-Lapachona (Figura 3.3), um derivado do lapachol, apesar de ainda não ser 

um fármaco comercializado é uma substância muito importante do ponto de vista da 

pesquisa científica. Também apresenta atividade antitumoral e boa atividade 

farmacológica contra Tripanossoma cruzi, agente etiológico da doença de Chagas. 

Devido a sua citotoxicidade, a -Lapachona não pode ser utilizada no tratamento da 

Doença de Chagas, mas sua estrutura tem servido de modelo para o 

desenvolvimento de substâncias mais seletivas contra T. cruzi. Esta citoxicidade é 

importante para o controle da proliferação de diversos tipos de células cancerosas. 

-Lapachona é eficaz, in vitro, contra isolados de células humanas malignas de 

pulmão, mama, colo-retal, próstata; melanoma e leucemia (SILVA et al., 2003).  

 

Figura 3.3. Estrutura química da -Lapachona (HUSSAIN et al., 2007). 

 

A vasta existência de compostos bioativos naturais ainda desconhecidos 

incentiva a busca por novos fármacos, assim como suas aplicações na indústria e 

agricultura (DEMAIN e DIJKHUIZEN, 2006).  
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3.2 Tabebuia avellanedae 

 

Tabebuia avellanedae (Figura 3.4) pertence à família Bignoniaceae, é 

popularmente conhecida como ipê roxo, pau d'arco, ipê una, entre outros.  Há 

relatos de 36 gêneros desta família utilizados na medicina popular (GENTRY, 1992). 

Os Ipês ou pau d’arcos roxos são árvores de até 30 m de altura que podem atingir 

90 cm de diâmetro, e apresentam características de plantas heliófilas, ramos 

dicotômicos, tortuosos e grossos formando uma copa moderadamente ampla e 

globosa. O tronco é mais ou menos reto e cilíndrico, possui casca pouco espessa de 

coloração pardo-cinzenta. As raízes são vigorosas e profundas e as folhas são 

compostas por 5 a 7 folíolos, com ápice agudo, além de apresentar a flor, roxa-

violácea (LONGHI, 1995). São típicas de floresta latifoliada semidecídua da bacia do 

Paraná. Ocorrem do Maranhão até a região Sul do Brasil. Sua madeira de lei de 

grande durabilidade é largamente utilizada na marcenaria (LORENZI, 1992). 

 

 

Figura 3.4. Tabebuia avellanedae (HUSSAIN et al., 2007). 

 

Na medicina popular a entrecasca do ipê roxo é a parte que contêm 

propriedades farmacológicas, sendo dentre estas a mais destacada propriedade a 

anti-inflamatória (CARVALHO, 2003). Ainda das cascas, no Brasil, esta espécie 
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nativa das florestas tropicais da América do Sul, é utlizada como anti-fúngico, anti-

mutagênico, contra eczema, doença de Hodgkin, leucemia, estomatite, sífilis, 

úlceras, analgésico, anti-inflamatório e diurético (ALMEIDA, 1993; MIRANDA; et al., 

2001) além de ser frequentemente utilizada na medicina popular para o tratamento 

de diversas outras doenças. 

Entre os primeiros estudos de atividade biológica estão os do Instituto de 

Antibióticos/UFPE, assinados pelo Prof. Oswaldo Gonçalves de Lima a partir de 

1956, que encontrou atividade antimicrobiana do ipê-roxo frente a cepas de Bacillus 

subtilis, Sthaphylococcus aureus, M. flavus, B anthracis, B. cereus e E. coli (LIMA et 

al, 1956; ARAÚJO et al., 2002).  

Pereira et al. (2006), obtiveram do extrato de T. avellanedae os compostos 

lapachol e -lapachona e constataram atividade antimicrobiana e citotóxica contra 

cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes. Sadananda et al. (2011) 

obtiveram lapachol a partir dos endofíticos do extrato de T. argentea e foram 

detectadas atividades antimicrobianas e antioxidante.  

 

3.2.1 Micro-organismos endofíticos e seu potencial biotecnológico  

 

Uma fonte muito estimulante e promissora são os micro-organismos 

endofíticos que vivem nos tecidos das plantas. Compostos produzidos por micro-

organismos são historicamente mais recentes do que os produzidos a partir de 

plantas. Após a descoberta da penicilina por Fleming, em 1928, houve uma 

revolução no tratamento de infecções bacterianas, e os pesquisadores começaram 

uma busca intensa por produtos bioativos originados a partir de micro-organismos. 

Um grande número de fármacos foi desenvolvido com ampla variedade de 

indicações terapêuticas (GALLO et al., 2008). 

Novos problemas de saúde surgem gradativamente, como o agravamento de 

enfermidades causadas por diferentes tipos de câncer, surgimento de 

multirresistência bacteriana e fúngica. São apenas alguns exemplos que 

representam um grande desafio para o desenvolvimento de novos fármacos, o que 

amplia a busca por agentes bioativos mais eficazes. Dessa forma, os endofíticos são 

considerados uma fonte nova para obtenção de novas moléculas (STROBEL, 2003).  

Segundo Azevedo (1998; 1999), endofíticos são micro-organismos que estão 

presentes no interior de plantas, ramos e caules e podem ser isolados de material 
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vegetal desinfectado superficialmente. Normalmente, não causam dano à planta, 

mas de acordo com as condições do ambiente e do próprio estado fisiológico do 

hospedeiro, podem ser considerados patógenos. 

Consideram-se endofíticos aqueles que vivem toda ou uma parte do seu ciclo 

de vida no interior de plantas sem causar, aparentemente, sintomas de doenças 

(TAN; ZOU, 2001).  

Os endófitos foram descritos pela primeira vez por Bary em 1866, porém 

durante mais de um século eles foram quase que ignorados, principalmente devido 

ao fato de que se conhecia pouco sobre suas reais funções no interior dos vegetais 

e também por não produzirem em seus hospedeiros, estruturas externas visíveis. 

Sendo talvez, por isso, atualmente bastante estudados, os micro-organismos 

benéficos que colonizam o interior do tecido vegetal (NETO et al., 2002). 

De acordo com a fase do ciclo vegetativo da planta, a população de 

endofíticos em raízes, folhas, frutos e ramos apresenta variações quantitativas e 

qualitativas. Essas variações dependem da ação que os ambientes químico, físico e 

biológico exercem sobre cada organismo presente na população de micro-

organismos. (VALDEBENITO; SANHUEZA, 1997). 

A entrada do micro-organismo no interior da planta pode ocorrer através de 

feridas, estômatos, hidatódios, sementes, aberturas naturais, assim como pode ser 

causada por insetos e sendo a raiz , uma das principais portas de entrada. A 

emergência de raízes secundárias laterais sempre é acompanhada por ferimentos 

que servem de entrada para os micro-organismos. A entrada ativa dá-se também 

pela produção de enzimas ou estruturas que facilitam a penetração desses micro-

organismos (AZEVEDO, 1998).  

A microscopia eletrônica pode detectar a presença dos endofíticos no interior 

do tecido vegetal, assim como o isolamento em meio de cultura como foi observado 

por Sardi et al. (1992). Entretanto, para que o isolamento seja eficaz, a 

desinfestação da superfície externa do hospedeiro é de extrema importância na 

preparação da amostra, bem como a seleção de plantas sadias para evitar o 

isolamento de micro-organismos endofíticos patogênicos (BACON; HINTON, 1997). 

Desde o surgimento do termo “endofítico”, supõe-se que este pode tornar-se 

parasita sob determinadas condições, uma vez que é bastante afetado por fatores 

abióticos e bióticos, dentro dos limites de seu genótipo. Dessa forma, seu período de 

latência varia. Em termos evolutivos, os fungos endofíticos evoluíram de parasitas 
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ou de agentes patogênicos através da extensão nos períodos de latência e redução 

da virulência (SIEBER, 2007). 

A biodiversidade vegetal em países de clima tropical e subtropical como o 

Brasil é imensa. Estima-se que cada espécie vegetal possua micro-organismos 

endofíticos ainda não classificados e com propriedades pouco conhecidas, mas 

potencialmente de grande importância biotecnológica. Um desses potenciais seria 

sua utilização como vetores para a introdução de características de interesse 

biotecnológico em planta, produção de uma variedade de compostos secundários 

(alcalóides, terpenóides e compostos aromáticos repelentes ou tóxicos), produção 

de enzimas (celulases e ligninases), fitormônios de crescimento (giberelina), com 

capacidade de mineralizar fosfato orgânico, além da produção metabólitos bioativos 

com capacidade de inibir a presença ou matar fitopatógenos, como fungos, bactérias 

e vírus e da produção de antibióticos a partir de endofíticos do solo (AZUMA, 2011; 

DOWNIG et al., 2000; STROBEL, 2003; TOMASINO et al., 1995; VARGAS et al., 

2011). 

Os micro-organismos endofíticos surgiram durante a evolução das plantas, 

promovendo um potencial adaptativo às espécies hospedeiras na presença de 

condições de adversidade geradas por fatores abióticos, como salinidade, estresses 

oxidativos, seca, solos ácidos com alto teor de Zn e Al, ou bióticos, como micro-

organismos, herbívoros, ou insetos-praga. Os endofíticos conferem maior resistência 

aos seus hospedeiros a condições de estresse hídrico, podendo alterar suas 

propriedades fisiológicas, produzir hormônios vegetais e outros compostos, como 

importantes enzimas e fármacos de interesse biotecnológico (AZEVEDO et al., 2000; 

VIEIRA et al., 2012). Também produzem metabólitos secundários incomuns de 

importância para planta (TAECHOWISAN et al., 2005). 

A utilização de micro-organismos endofíticos em práticas agrícolas tem 

aumentado substancialmente nos últimos anos, atuando tanto na promoção de 

crescimento vegetal como no controle biológico de pragas e doenças de plantas, 

entre outras aplicações, podendo substituir o uso de produtos químicos, 

favorecendo, desta maneira, a preservação do ambiente (SOUZA, 2001). Eles 

podem parasitar os fitopatógenos por competição de nutrientes, produzindo 

substâncias antagônicas ou mesmo induzindo a planta a desenvolver resistência. 

Para a utilização dessas características, deve-se inicialmente conhecer as espécies 
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microbianas envolvidas e as estratégias utilizadas pelos micro-organismos nesta 

interação (ALVES, 1998; ATHAYDE et al., 2001). 

Luz (1996) afirma que a agricultura moderna tem enfrentado um grande 

desafio: aumentar a produção das culturas gerando sustentabilidade, dentro de uma 

visão holística de desenvolvimento, baseando-se num enfoque voltado para a 

proteção ambiental e uma das alternativas em potencial para atingir esse objetivo 

consiste no uso de micro-organismos endofíticos. Em contrapartida, Neto et al. 

(2002) afirmam que apesar de os endofíticos apresentarem a capacidade de 

estimular o crescimento das plantas, aumentando a produtividade, o conhecimento 

do genótipo da planta e do micro-organismo envolvido na promoção do crescimento 

é de extrema importância, pois, fungos e bactérias endofíticas podem expressar 

genes de interesse, e serem utilizados no controle de patógenos, promoção de 

crescimento vegetal e síntese de vitaminas, aminoácidos e vacinas no interior de 

plantas hospedeira. 

 

3.2.2 Actinobactérias 

 

O Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (2004), classifica as 

actinobactérias dentro do Filo e da classe Actinobacteria, a qual compreende 6 

ordens, 39 famílias, 139 gêneros e centenas de espécies. Dentre os gêneros 

incluídos nessa classe, estão os Streptomyces, Streptosporangium, Actinomadura, 

Nocardiopsis, Actinoplanes, Micromonospora, Amycolatopsis Actinomyces.  

As actinobactérias compartilham duas características: todas são Gram-

positivas e apresentam alta razão de guanina/citosina em seu DNA, podendo 

exceder 70% do total de bases nucleotídicas, variando de 51% em Corynebacteria e 

mais de 70% em Streptomyces e Frankia. Uma exceção é o genoma do patógeno 

obrigatório Tropheryma whipplei, com menos de 50% de C+G em seu DNA. 

(BERGEY´S, 2004). Possuem aspectos morfológicos e de ciclo celular diferenciados 

dos demais organismos Gram-positivos e podem ser aeróbios, microaerófilos ou 

anaeróbios (LACAZ et al., 2002). 

As actinobactérias possuem grande importância para a Biotecnologia, 

produzem metabólitos secundários com atividade biológica e destacam-se como 

produtores de vitaminas, enzimas, agentes antitumorais, imunomoduladores, 

antiparasiticos, antihelmínticos, antiprotozoários, antivirais, antimicrobianos, além de 
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herbicidas e inseticidas de ampla aplicação na agricultura (SANGLIER et al., 1993; 

DEMAIN, 1995). A maioria dos antibióticos em uso hoje são derivados de produtos 

naturais de actinobactérias e fungos (RAJU et al., 2010). 

As actinobactérias possuem vasta distribuição na natureza, tendo capacidade 

de desenvolvimento em diversos substratos. O solo é o habitat mais comum dessas 

bactérias, sendo abundante também na rizosfera, mas embora a maioria seja 

saprófita estrito, alguns podem formar associações parasíticas ou mutualísticas com 

plantas e animais (GOODFELLOW; WILLIANS, 1983).  

As primeiras observações sobre actinobactérias endofíticas foram feitas por 

Mundt e Hinkle em 1976, que descreveram o isolamento de 19 gêneros de bactérias 

do interior de sementes e óvulos de plantas, destacando – se os gêneros 

Corynebacterium, com 35 isolados, seguido por Nocardia e Streptomyces, ambos 

com apenas um isolado.  

Trejo-Estrada et al. (1998) relataram que actinobactérias endofíticas foram 

encontradas produzindo pelo menos três tipos de substâncias antagonistas em 

tecidos vegetais, incluindo antibióticos, enzimas e sideróforos. Araújo et al. (2000) 

identificaram endofíticos nas raízes e folhas do milho, dos quais 43,4% 

apresentaram atividade antimicrobiana. Teixeira et al. (2007) detectaram a presença 

de actinobactérias endofíticas em plantas de mandioca com capacidade de fixação 

de nitrogênio atmosférico e potencial para promover o crescimento da planta. 

Damasceno et al. (2011) utilizaram actinobactérias no biocontrole de fitonematóides 

em mudas de quiabeiro, potencializando seu crescimento. Cunha et al. (2009) 

analisando a influência de cinco diferentes meio de cultura na produção de 

metabólitos secundários do isolado Streptomyces sp. isolada de raízes da planta 

Conyza bonariensis (L), observou no extrato etanólico, atividade antimicrobiana para 

bactérias Gram positivas sendo o melhor resultado obtido para Micrococcus .luteus 

ATCC 2225 < 12,5 µg/mL. Já Stamford et al. (2001) constatou que a enzima α-

amilase produzida pelo endofítico Nocardiopsis sp. isolado de folhas de jacatupé e a 

enzima glucoamilase produzida pelo endofítico Streptosporangium sp. isolado de 

folhas de Zea mays L.  (STAMFORD et al.; 2002)  possuem grande potencial para 

aplicações diversas na indústria devido ao fato de ser termoestável.  
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3.2.3 Fungos 

 

Na classificação taxonômica, os fungos endofíticos podem ser ascomicetos, 

basidiomicetos, deuteromicetos e oomicetos, possuindo alta especificidade quanto à 

planta hospedeira ou podem ser colonizadores mais generalistas (SAIKKOMEN et 

al., 1998). 

A maioria das plantas, senão todas as plantas estudadas, em seu 

ecossistema natural estão colonizadas por fungos sem nenhuma manifestação 

patogênica (KOGEL, FRANKEN, HÜCKELHOVEN, 2006). Estes fungos podem 

habitar seu hospedeiro intracelularmente (CABRAL et. al., 1993; SADANANDA et. al. 

2011) ou intercelularmente (BOYLE et al., 2001), presentes em quaisquer órgãos 

das plantas e em todos os estágios de seu desenvolvimento, colonizando todos os 

nichos ecológicos existentes (SCHULZ e BOYLE, 2005).  

A presença dos fungos endofíticos nas raízes de seus hospedeiros pode 

favorecer ao seu crescimento, originando uma interação mutualista, onde há o 

fornecimento de nutrientes necessários à sobrevivência do micro-organismo. O 

endófito também pode sintetizar metabólitos capazes de inibir plantas epífitas e 

agentes patogênicos que competem pelo mesmo hospedeiro, assim como regular o 

metabolismo do hospedeiro (SCHULZ et al., 2002).  

Os fungos endofíticos também podem produzir enzimas extracelularmente, 

que apresentam grande importância para a digestão e transporte de nutrientes para 

a célula do hospedeiro, além de enzimas envolvidas no processo de patogênese 

(BATENAM; BASHAM, 1976). Essas enzimas são de grande importância na 

degradação dos substratos, sendo os produtos utilizados por estes organismos para 

crescimento e reprodução; na digestão e transporte de nutrientes para a célula, com 

também, no processo de patogênese, principalmente em relação aos fungos 

necrotróficos, os quais matam as células do tecido colonizado (PATERSON; 

BRIDGE, 1994; ASSUNÇÃO et al., 1999). 

Com a utilização excessiva e descontrolada dos tradicionais antibióticos e 

antifúngicos, ocorre o surgimento de micro-organismos patogênicos 

multirresistentes, tanto em humanos quanto em animais e plantas. Tal fato constitui 

atualmente uma enorme preocupação para a saúde pública, representando uma 

clara e crescente ameaça à saúde mundial (PABLOSMENDEZ et al., 1997; 

RAVIGLIONE et al., 1995; SADANANDA, 2011).  
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Há pelo menos um milhão de espécies novas de fungos endofíticos em todas 

as plantas (GANLEY et al., 2004), que apresentam potencial para fornecer uma 

ampla variedade de produtos naturais, bioativos e de estrutura única (TAN e ZOU, 

2001; HUANG et al.; 2007).  

Os metabólitos secundários produzidos por fungos são pertencentes a 

diversos grupos estruturais, como esteroides, xantanas, compostos fenólicos, 

isocumarinas, quinonas, terpenos, citocalasanas, alcalóides e diversos outros 

grupos estruturais (RAMOS, 2008). Pode-se observar na Tabela 3.1 alguns 

exemplos de metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos, enfatizando 

a extensa diversidade química dessas substâncias, sendo classificadas como 

policetídeos, derivados do chiquimato, terpenos, esteroides, alcalóides e peptídeos, 

geralmente dotados de atividades antimicrobiana e citotóxica. Além dos metabólitos 

secundários, os endofíticos também têm importância na produção de enzimas 

aplicadas em processos biotecnológicos para biotransformação de moléculas e na 

alimentação do homem (BORGES et al., 2009). 

 

 

3.3 Metabólitos bioativos produzidos por micro-organismos endofíticos 

 

Mutações genéticas podem desenvolver novos fenótipos e essas novas 

sequências gênicas podem ser adquiridas pelas bactérias. Os eventos mutacionais 

ocorrem quando as sequências gênicas são modificadas, podendo conferir 

vantagens ao micro-organismo, tornando-o algumas vezes patogênico e 

perpetuando esta característica à sua progênie. Também pode ocorrer transferência 

de material genético entre as bactérias, sendo essa outra forma de aquisição de 

genes envolvidos com virulência (VIEIRA, 2009). 

O aumento na predominância de bactérias multirresistentes, tem tornado a 

busca por novos agentes antimicrobianos uma importante estratégia para as 

terapias alternativas uma vez que poderá contribuir para debelar estas infecções 

com bactérias multirresistentes (LEVY, 2005). Em decorrência dessas 

multirresistências, um imenso mercado para novas drogas com atividade 

antimicrobiana é relevante, principalmente, levando em consideração a grande 

biodiversidade, que ocorre no Brasil. Tal fato faz com que estudos com endofíticos 

sejam bastante promissores e principalmente com a possibilidade na descoberta de 
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novos antimicrobianos, que poderão gerar dividendos para o país (NETO et al., 

2002).  

 

Tabela 3.1. Exemplos de metabólitos secundários de fungos endofíticos incluídos 

em diversas classes químicas (adaptado de SILVA, 2010).  

 

Fungo 

endofítico 

Classe  

química 

Metabólito 

secundário 

Atividade 

biológica 

Neotyphodium 

sp. 

Alcalóide  Chanoclavina Inseticida 

Colletotrichum 

sp. 

Esteróide 1-oxoergosta-

4,6,8(14),22-

tetraeno 

Antifúngico 

Taxomyces 

andreanae 

Terpeno Taxol® 

(paclitaxel) 

Anticancerígeno 

Pezicula sp. Derivados e 

isocumarina 

(R)-Mellein Herbicida, 

fungicida e 

algicida 

Hormonema 

dermatioides 

Quinona Rugulosina Inseticida 

Endofíticos do 

capim-azul (Poa 

ampla) 

Flavonóide Tricina Tóxico para 

larvas de 

mosquitos 

Acremonium sp.  Peptídeo Leucinostatina A Anticancerígeno 

e antifúngico 

Phoma sp. Fenol Ácido 2-Hidroxi-

6-metilbenzóico 

Antibacteriano 

Phyllosticta sp. Compostos 

clorados 

Criptosporiopsina Antimicrobiano e 

algicida 

  

O desenvolvimento de resistência a antibióticos em diversos patógenos, representa 

um grave problema à terapêutica antimicrobiana, sendo, portanto, necessário e 

relevante, a busca por novas fontes de moléculas bioativas. O aumento das 

infecções hospitalares por S. aureus MRSA vem sendo acompanhada pela 
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resistência a vários antibióticos, como os aminoglicosídeos, quinolonas, macrolídeos 

e tetraciclinas (RIBEIRO, 2005). 

A busca por novos produtos bioativos que possam contribuir de maneira 

eficaz no combate a bactérias patogênicas, constitui uma meta importante tendo em 

vista o combate à bactérias multirresistentes como por exemplo Staphylococcus 

aureus. (DEMAIN, 1999; TAN E ZOU, 2005), devido à sua patogenicidade e seu 

frequente isolamento em amostras biológicas. Vários fatores contribuem para sua 

virulência como a formação de cápsula, produção da proteína A, toxinas, enzimas e 

constituintes da parede celular (KONEMAN, 2001). 

Nas primeiras décadas do século XX, o surgimento de alguns medicamentos 

marcou a história da humanidade. Entre outros, pode ser mencionada a descoberta 

da penicilina por Alexander Fleming, em 1928 (CALIXTO E SIQUEIRA JR., 2008). A 

estreptomicina foi o primeiro antibiótico ativo, desenvolvido em 1945, por Waksman, 

Schatz e Bugie, citado por Demain, 2006, utilizado contra a bactéria da tuberculose. 

Três anos depois, em 1948, Lechevalier e Waksman, citado por Demain, 2006, 

relataram a descoberta da neomicina, e a candicidina em 1953. A neomicina é um 

aminoglicosídeo utilizado como um antibacteriano tópico e a candicidina é um 

polieno utilizado como produto antifúngico tópico (DEMAIN, 2006).  

Surgia uma nova era antibiótica, conduzida por metabólitos secundários 

isolados de micro-organismos com ação seletiva sobre bactérias patogênicas e 

fungos. Muitos medicamentos surgiram como as penicilinas, cefalosporinas, 

tetraciclinas, entre outros (DEMAIN, 2006). Em 2002, já haviam sido descritos mais 

de 22.000 compostos bioativos desenvolvidos a partir de micro-organismos. Entre 

eles estavam incluídos antibióticos produzidos, principalmente, por actinobactérias 

(45%), fungos (38%), e as bactérias unicelulares (17%) principalmente por 

Pseudomonas e Bacillus (BERDY, 2005). 

Dentre as principais fontes de novos compostos bioativos estão as 

actinobactérias. Os antibióticos produzidos por espécies marinhas possuem 

características diferentes e únicas quando comparadas aos provenientes de fontes 

terrestres. Actinobactérias isoladas de amostras marinhas coletadas da região 

entremarés, na China, produziram efeito inibitório em relação a bactérias 

patogênicas como Bacillus cereus (Gram-positiva) e Escherichia coli (Gram-

negativa) (LU, 2009). 
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Como exemplo, pode-se citar a abissomicina C, considerado um excelente 

inibidor de bactérias Gram-positivas, de isolados clínicos multirresistentes e de 

cepas de Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina. O composto policíclico 

é produzido a partir do gênero Verrucosispora da subordem Micromonosporineae 

isolado de amostras de sedimento marinho (FIEDLER, 2005).  

Outros dois compostos ativos, a partir do metabólito secundário do 

Streptomyces, designado de L0804, isolado de lodo marinho na China, apresentam 

atividades antimicrobiana e anti-tumoral, sendo um deles identificado como a 

griseoviridina (LIN, 2010). 

Da planta medicinal Kenedia nigricans, nativa da Austrália, foram isolaram 24 

isolados de Streptomyces endofíticos com destaque para Streptomyces sp. 114c-

NRRL 30562 que produz o antibiótico Mumumbicina com elevada atividade contra 

Mycobacterium tuberculosis, esta atividade foi da ordem de 4,5 ng/mL enquanto a 

cloroquina, antibiótico padrão, a atividade para M. tuberculosis é da ordem de 7,0 

ng/mL. Posteriormente, da planta do norte da Austrália Grevillea pteridofilia, também 

foram isolaram Streptomyces sp. NRRL 30566 que produz o antibiótico 

Kakadumicina com elevada atividade para Plasmodium falciparum cujo IC 50 é da 

ordem de 7,0 ng/mL (CASTILLO, et. al., 2002). 

Vários fungos endofíticos têm atraído atenção especial por causa de sua 

capacidade de produzir diferentes pigmentos com alta estabilidade química 

(SADANANDA, 2011). Os endofíticos também podem produzir antibióticos e esses 

produtos naturais têm sido observados inibindo ou matando uma ampla variedade 

de micro-organismos prejudiciais incluindo fitopatógenos, assim como bactérias, 

fungos, vírus e protozoários que afetam humanos e animais (STROBEL et al., 2004).  

Outros fungos endofíticos também já foram descritos como produtores de 

inúmeras substâncias bioativas com atividade antimicrobiana contra várias bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas e também atividade contra outros fungos de igual 

interesse clínico, como Candida albincans e Trichophyton spp. Algumas substâncias 

como criptocina (LI et. al., 2000) e criptocandina foram isoladas de fungos 

endofíticos e apresentavam elevada atividade antifúngica (STROBEL, et. al., 1999).  

Pesquisa realizada por Ramos (2010) com fungos endofíticos isolados de 

Sonchifolius smallanthus mostraram ótima atividade antimicrobiana contra 

Staphylococcus aureus, Kocuria rhizophila, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia 

coli. Vieira et al. (2012) publicaram recentemente o primeiro registro de fungos 
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endofíticos em folhas da planta popularmente conhecida como alfinete-de-soldado 

(Ixora coccinea L., Rubiaceae) em Pernambuco.  

Alguns grupos de pesquisa identificaram mais de centenas de isolados de 

fungos endofíticos isolados de plantas medicinais do sul da Índia, que apresentaram 

atividade promissora contra antitumorais e antimicrobianos (GANGADEVI e 

MUTHUMARY, 2007, 2008).  

 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Coleta do ipê roxo (T. avellanedae) 

 

Uma coleta prévia foi realizada de três indivíduos diferentes de Ipê roxo, 

localizadas em diferentes pontos do Campus da Universidade Federal de 

Pernambuco e as amostras foram encaminhadas ao Herbário do Departamento de 

Botânica da Universidade Federal de Pernambuco para confirmação da espécie 

Tabebuia avellanedae, sendo as exsicatas dessas amostras anexadas no referido 

herbário. As coletas para o isolamento de micro-organismos endofíticos foram 

realizadas em dois períodos distintos: verão e inverno. As folhas sadias foram 

coletadas da região basal das árvores e acondicionadas em sacolas devidamente 

identificadas e encaminhadas ao Laboratório de Coleção de Micro-organismos do 

Departamento de Antibióticos/UFPEDA.  

 

4.2 Assepsia e desinfestação das folhas 

 

 As folhas foram lavadas em água corrente e em seguida com água destilada 

para retirada de resíduos, sendo posteriormente colocadas sobre papel absorvente 

em temperatura ambiente para secar. 

Em seguida, cada folha foi submetida ao processo de desinfestação para 

eliminação dos micro-organismos epifíticos, segundo a técnica de PEREIRA et. al., 

(1993); ARAÚJO et al. (2002), onde as folhas foram submetidas a tratamento com 

álcool etílico 70% por um minuto, hipoclorito de sódio 2,6% por cinco e dois minutos, 

novamente em álcool a 70% por 30 segundos e duas vezes consecutivas em água 

destilada por 30 segundos, sendo a última água de lavagem utilizada para controle 
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do processo através de semeio em placa de Petri com cada tipo de meio de cultura 

utilizado no isolamento (Figura 4.1).  

 

 

Figura 4.1. Etapas de desinfestação das folhas de T. avellanedae por imersão em 

álcool 70% (A), hipoclorito de sódio 2,6% (B), álcool a 70% (C) e água 30 s. (D). 

 

4.3 Isolamento dos micro-organismos endofíticos. 

 

 O isolamento foi realizado utilizando a técnica de fragmentação segundo 

Araújo et. al. (2002). Foram retiradas as bordas e nervuras das folhas com estilete 

esterilizado sendo em seguida cortadas em fragmentos que foram transferidos para 

placas de Petri com os diferentes meios de cultura (Figura 4.2). 

Para o isolamento de fungos, foram utilizados os meios de cultura Batata 

Dextrose Ágar - BDA (batata 200 g, glicose 20 g, Ágar 15 g, H2O 1000 mL), pH 6,8 – 

7 e Ágar Sabouraud – SAB (peptona 10 g, D+ glicose 40 g, Ágar 15 g, H2O 1000 

mL) pH  5,6 sendo ambos, acrescidos de clorafenicol (100 µg/mL); e para o 

isolamento de bactérias e actinobactérias foram utilizados os meios: Ágar Extrato de 

Levedura-extrato de Malte (ISP-2) (extrato de levedura 4 g, extrato de malte 10 g, 

dextrose 4 g, Ágar 15 g, H2O 1000 mL)  pH 7,2,  H.T (extrato de carne e levedura 1 

g, dextrina 10 g, N-Z amina A 2 g, CaCl 7H2O 0,02 g, Ágar 13 g, 1000mL de água) 

pH 7,3  e ALA (L-arginina 0,3 g, glicose 1 g, glicerol 1 g, K2HPO4 0,3 g, MgSO4 7 

H2O 0,2 g, NaCl 0,3 g, extrato de levedura a 0,1%, CuSO45H2O 1 mg, MnSO4H2O 1 

mg, ZnSO47H2O 1 mg, Ágar 15 g, H2O 1000 mL) pH 6,4,  todos acrescidos de 

nistatina  (100 µg/mL). 

A B 
C D 
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Figura 4.2. Processo de fragmentação das folhas (A) e distribuição dos fragmentos 

nos meios de cultura específicos (B e C). 

 

As placas foram incubadas a 30ºC por até 40 dias em estufa para B.O.D 

sendo o crescimento dos micro-organismos acompanhado diariamente.  

A purificação dos micro-organismos foi realizada por esgotamento visando 

obter colônias isoladas de cada micro-organismo. A preservação das culturas puras 

foi realizada em tubos de penicilina, contendo meio sólido inclinado e adicionado 

óleo mineral esterilizado. Os tubos foram fechados com tampas de borracha, 

vedados com selo de alumínio e estocados a temperatura ambiente. 

A frequência de isolamento foi obtida através do número de fragmentos com o 

crescimento microbiano em relação ao número total de fragmentos utilizados 

(ARAÚJO, et al, 2002).  

 

4.4 Avaliação da atividade antimicrobiana em meio sólido 

 

Visando selecionar os micro-organismos endofíticos isolados com atividade 

antimicrobiana, foi realizada uma seleção primária em meio sólido através da técnica 

do teste em bloco de gelose (ICHIKAWA et al., 1971) modificado.  

Para obtenção dos blocos de gelose foram confeccionados “tapetes” a partir 

da cultura pura de cada endofítico a ser testado. Para tal, foi preparada uma 

suspensão de esporos em água destilada esterilizada, da qual 100 µL foram 

transferidos para a placa de Petri contendo 20 mL dos meios de cultura SAB ou BDA 

A B 
C 
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para fungos e dos meios de cultura ALA, ISP-2 ou MC para actinobactérias, sendo a 

suspensão espalhada com alça de Drigalski. As placas foram incubadas a 30◦C 

durante sete e 10 dias para crescimento de fungos e actinobactérias, 

respectivamente. Após período de incubação, os blocos de gelose circulares de seis 

mm de diâmetro foram feitos com auxílio de um furador esterilizado. Aos tapetes de 

fungos, foi adicionado um mL de clorofórmio na tampa da placa de Petri invertida, a 

fim de estacionar o crescimento celular.   

Os micro-organismos testes utilizados nos ensaios de atividade 

antimicrobiana, foram provenientes de culturas pertencentes à Coleção de Culturas 

Microbianas do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPEDA) (Tabela 4.1). As suspensões microbianas foram preparadas 

em água destilada e sua concentração determinada e diluída até a escala 0,5 de 

MacFarland (1,5 x 108 UFC/mL).  

 

Tabela 4.1. Micro-organismos utilizados nos teste de atividade antimicrobiana com 

bloco de gelose, provenientes da coleção Microbiana do UFPEDA. 

Microrganismos  Número (UFPEDA) 

Sthaphylococcus aureus 02 

Bacillus subtilis 86 

Mycobacterium smegmatis 71 

Micrococcus. luteus 100 

Escherichia coli 224 

Enterococus faecalis  138 

Klebsiella pneumoniae 396 

Pseudomonas aeruginosa 416 

Proteus vulgaris  740 

Candida albicans 1007 

Candida. krusei 1002 

Malassezia furfur 1320 

S. aureus (isolado clínico) 687 

S. aureus (isolado clínico) 633 

S. aureus (isolado clínico) 660 

S. aureus (isolado clínico) 676 

S. aureus (isolado clínico) 712 

S. aureus Multiressistente 733 
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Todos os testes de atividade antimicrobiana, mostrados de maneira geral na 

Figura 4.3, foram realizados em triplicata e obtidos pela média aritmética dos 

diâmetros dos halos de inibição formados ao redor de cada bloco. 

 

Figura 4.3. Esquema simplificado da técnica de atividade antimicrobiana por bloco 

de gelose (ICHIKAWA et al., 1971) modificado. Suspensão do micro-organismo teste 

(A), meio de cultura específico para crescimento do micro-organismo teste (B), 

endofítico em blocos de gelose (C), teste pronto (D). 

 

4.5 Avaliação da produção de antibióticos em meio líquido 

 

As actinobactérias endofíticas selecionadas em meio de cultura sólido, foram 

testadas contra os micro-organismos teste que se apresentaram sensíveis a estes, 

através da técnica de Difusão em Ágar (BAUER, et al., 1966) em diferentes meios 

de cultura líquidas de onde foram retiradas amostras e acompanhadas a variação de 

pH e produção de biomassa em diferentes tempos durante todo o bioprocesso. Tal 

procedimento visou determinar as melhores condições de cultivo para maior 

produção do antibiótico e sua posterior extração. Os meios de cultura líquidos 

utilizados comuns às actinobactérias foram M1, MPE e ISP-4 e ainda, um meio de 

cultura com a mesma composição do meio sólido em que o endofítico apresentou 

atividade antimicrobiana na seleção primária (Figura 4.4).  
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Figura 4.4. Esquema da avaliação de atividade antimicrobiana em meio líquido.   

Produção de moléculas bioativas (A), teste de difusão em disco  (B).  

 

Antes da realização do teste de atividade antimicrobiana, foram 

confeccionados tapetes do endofítico para obtenção do pré inóculo, este, foi 

cultivado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL com 50 mL de meio de cultura 

líquido aos quais foram adicionados três blocos de gelose do tapete.  

O pré inóculo foi submetido à agitação de 180 rpm durante 48 horas a 

temperatura ambiente (28-30 °C). Transcorrido o período de incubação, 10% v/v (5 

mL) foram adicionados a frasco de Erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL de cada 

meio de cultura líquido para obtenção de diferentes inóculos que foram mantidos por 

até 120 horas sob agitação de 180 rpm a temperatura ambiente. Para realização dos 

testes de atividade antimicrobiana em difusão em Agar, a cada 24 horas de cultivo 

(chegando até 120 horas), alíquotas de 1 mL de cada frasco de Erlenmeyer foram 

transferidas para tubos tipo Eppendorf e  centrifugadas durante 2 minutos a 1000 

rpm para separação do líquido metabólico da biomassa, que foi obtida através da 

diferença entre o peso do Eppendorf contendo apenas biomassa do seu peso inicial. 

O pH também foi aferido durante todo o bioprocesso.  
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Já para o cultivo líquido dos fungos foram utilizados os meios BDA e SAB 

líquidos tanto no pré inoculo quanto no inóculo. O procedimento utilizado na 

preparação do pré inóculo e inóculo foi similar ao utilizado para as actinobactérias 

sendo o tempo de retirada das amostras dos inóculos de 5 e 10 dias. Para 

separação do líquido metabólico da biomassa, as amostras foram transferidas para 

tubo tipo Falcon de 50 mL e centrifugadas durante 2 minutos a 10.000 rpm sendo 

em seguida filtradas. Discos de papel foram umedecidos com 50 µL do líquido 

metabólico (actinobactérias/fungos) para realização dos testes antimicrobianos e 

postos para secar,sendo em seguida transferidos para placas contendo suspensão 

do micro-organismo teste e incubadas a 30-37 °C por  24-48 horas em estufa B.O.D. 

Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados obtidos pela média 

aritmética dos diâmetros dos halos de inibição. 

 

4.6 Extração de compostos bioativos 

 

Dos isolados de actinobactérias selecionadas na avaliação da produção de 

antibióticos em meio de cultura líquido, foram realizados inóculos com 500 mL de 

meio de cultura de acordo com as melhores condições de meio de cultivo (meio de 

cultura, tempo e pH). O líquido metabólico foi separado da biomassa através de 

centrifugação (10.000 rpm por 5 minutos).  

Para a extração dos compostos bioativos no líquido metabólico das 

actinobactérias foram utilizados os solventes acetato de etila, hexano e clorofórmio 

em pH 2,0, 7,0 e 9,0 na proporção de 100 mL de líquido metabólico original para 50 

mL de solvente. Os frascos contendo as misturas foram colocados sob agitação por 

15 minutos permanecendo em repouso para separação em duas fases, sendo em 

seguida o extrato retirado e acondicionado em frasco âmbar e posto sob 

refrigeração. E para a extração da biomassa, foram utilizados os solventes acetona, 

metanol e etanol para a extração do princípio ativo em pH 2,0, 7,0 e 9,0. A cada 10 

mL de solvente foi adicionado 0,2 g de peso úmido da massa celular e colocado sob 

agitação por 30 minutos (para a desidratação das células e extração dos produtos 

bioativos intracelulares), sendo o extrato  separado em frasco âmbar e refrigerado. 

Discos de papel foram umedecidos com 50 µL de ambos os extratos (líquido 

metabólico e biomassa) e com o extrato bruto. Em seguida, procedeu-se o teste 
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antimicrobiano através da técnica de difusão em Ágar, sendo as condições de 

incubação de acordo com o micro-organismo teste. 

  Para a extração dos compostos bioativos do isolado fúngica bioativa o líquido 

metabólico utilizado foi obtido de acordo com a preparação para avaliação da 

produção de antibióticos em meio líquido descrito no item 4.5 e foi utilizado como 

solvente extrator o acetato de etila de acordo com Sadananda et al. (2011), sendo a 

técnica de extração similar a das actinobactérias.  

 

4.7 Prospecção química comparativa do extrato da planta de T. avellanedae 

com os extratos dos metabólitos dos endofíticos bioativos 

  

 Dos isolados de actinobactérias e fungo bioativo foram preparados extratos 

de acordo com o procedimento descrito no item 4.5 utilizando as condições 

específicas de tempo, pH, solvente e meio de cultura que resultaram numa melhor 

atividade antimicrobiana.  

Para obtenção do extrato da planta, a partir de 100 gramas de folhas, que 

foram trituradas e maceradas, foi realizada uma infusão alcoólica contendo 90 mL do 

solvente para 10 gramas de folhas. A mistura foi submetida a agitação durante 15 

minutos e posterior filtração, sendo armazenada em frasco escuro que foi mantido 

sob refrigeração. 

A prospecção química comparativa dos extratos foi realizada através da 

cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando os compostos, fase móvel e 

padrões, mostrados na Tabela 4.2. A identificação dos componentes teve como 

suporte (fase estacionária) placas cromatográficas do tipo Merck 60 GF 254, 

Alugram SilG UV 254, Polygram SilG UV com espessura de 0,250 nm.  
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Tabela 4.2. Grupos químicos pesquisados nos extratos dos micro-organismos 

endofíticos bioativos selecionados e extrato da planta de T. avellanedae e 

características da Cromatografia em Camada Delgada. 

Grupo 

químico Fase móvel (v/v) Revelador Padrão 

Quinonas 

Tolueno (6): Acetato de etila (4): Ácido 

Fórmico (3) Vapores de amônia Lapachol 

Polifenóis  

 Acetato de etila (100): Ácido Fórmico 

(3): Ácido Acético (3): Água (3) 

NEU - Wagner & Bladt 

(1996); Neu (1956) 

Luteolina 

Quercetina 

Alcalóides 

Acetato de etila (100): Ácido Fórmico 

(11): Ácido acético (11): Água (26) 

Dragendorff(Wagner; 

Bladt,1996) Pilocarpina 

Triterpenos/

esteróides Tolueno (90): Acetato de etila (12) 

Lieberman Burchard  

(Harborne, 1998) 

Ácido ursólico, ß-

amirina, ß-sitosterol  

Taninos 

Acetato de etila (100): Ácido Fórmico 

(3): Ácido Acético (3): Água (3) 

Vanilina clorídrica 

(Roberts et al.,1957) Epicatequina 

Iridoide 

Acetato de etila (100): Ácido Fórmico 

(3): Ácido Acético (3): Água (3) 

Vanilina clorídrica 

(Roberts et al.,1957) Ipolamida 

Compostos 

fenolicos 

Acetato de Etila (100): Metanol (17): 

Água (13) KOH 5% em metanol 

cumarina padrão 

Merck 

 

4.9 Classificação dos micro-organismos  

A classificação das actinobactérias foi realizada através da Taxonomia 

convencional, no Laboratório de Coleção de micro-organismos do Departamento de 

Antibióticos da UFPE segundo  Baltimore; Wikins (1986). Para tal, foram realizados 

micro cultivos em que cada micro-organismo foi inoculado em forma de estrias 

paralelas em placas de Petri contendo o meio de cultura no qual se obteve melhor 

crescimento e esporulação, sendo em seguida inseridas três lamínulas por estria em 

ângulo de 45°. Os micro cultivos foram incubados a 30 °C durante 15 dias em estufa 

para B.O.D. Após o período de incubação, as lamínulas foram retiradas e postas 

sobre lâminas e observadas ao microscópio óptico onde se observou as 

características micromorfológicas dos isolados como presença ou ausência de 

esporos, forma de cadeia de esporos ou a presença de esporângio. As bactérias 

endofíticas isoladas foram classificadas através da Técnica de coloração de Gram 

em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. Os fungos foram classificados 

por códigos e serão posteriormente identificados. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Isolamento e identificação de micro-organismos endofíticos 

 

5.1.1 Experimento piloto 

 

Para isolamento de endofíticos se faz necessária a eliminação dos micro-

organismos epifíticos por técnicas químicas visando a desinfestação cujo tempo de 

tratamento é variável. Diante disto, foi realizado um isolamento prévio (piloto) para 

determinar o tempo adequado de desinfestação. 

Folhas de três diferentes indivíduos de T. avellanedae, foram desinfestadas por 

cinco minutos com hipoclorito de sódio (2,6%) sendo observado escurecimento das 

folhas, indicativo de oxidação. Após 12 dias foi observada alta oxidação em todos os 

fragmentos e surgimento apenas de uma colônia de fungo (Figura 5.1). Em 

decorrência deste resultado o tempo determinado em hipoclorito de sódio foi de dois 

minutos. 

Soares (2011) afirma que a não observação de oxidação das folhas durante o 

processo de desinfestação com hipoclorito de sódio interfere positivamente no 

crescimento dos endofíticos isolados. Tal fato foi constatado em sua pesquisa em 

que isolou endofíticos de folhas de Eugenia uniflora L. conhecida popularmente 

como pitanga.  

 Motta et al. (2010) utilizaram no processo de desinfestação de folhas de 

Ricinus communis L. (mamoma) hipoclorito de sódio (3%) durante três minutos, não 

observando oxidação dos fragmentos foliares e observaram altas taxas (350) de 

isolados de fungos endofíticos após incubação de 100 fragmentos de folhas.  
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Figura 5.1. Placa de Petri com fungo endofítico emergindo de fragmento de folha de 

T. avellanedae em isolamento piloto para determinação do tempo de imersão em 

hipoclorito de sódio (2,6%) processo de desinfestação.  

 

5.1.2 Isolamento de micro-organismos endofíticos de folhas de ipê roxo nos 

período verão e inverno 

 

Nos isolamentos dos períodos de verão e inverno logo após o procedimento 

de desinfestação não foi observada oxidação das folhas, sugerindo que o tempo de 

dois minutos estabelecido para imersão em hipoclorito de sódio no processo de 

desinfestação das folhas foi adequado, bem como no plaqueamento da última água 

de lavagem não foi observado crescimento. Das amostras coletadas no período de 

verão, foram observadas a partir do sexto dia de isolamento, colônias de bactérias e 

de fungos emergindo dos fragmentos das folhas (Figura 5.2 A). No isolamento do 

período de inverno houve crescimento de colônias com características de fungos e 

bactérias após três e nove dias, respectivamente (Figura 5.2 B), e após 18 dias de 

incubação colônias de actinobactérias que imediatamente passaram por processo 

de purificação.  

Já Vieira et al. (2012) avaliaram na microbiota endofítica de Ixora coccinea L., 

a presença de colônias fúngicas dos fragmentos foliares a partir do terceiro dia.  

Soares (2011) isolando endofíticos de folhas de Eugenia uniflora L. observou o 

surgimento das colônias bacterianas e fúngicas após 48 horas de cultivo.  
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Figura 5.2. Isolamento de micro-organismos endofíticos do ipê roxo emergindo dos 

fragmentos foliares de Tabebuia avellanedae no período verão (A) e no período de 

inverno (B).  

 

Foram isolados um total de 166 micro-organismos endofíticos sendo 73 

correspondentes ao período de verão, dos quais 68,5% (50) fungos, 31,5% (23) 

bactérias. No período de inverno foram isolados 93 micro-organismos dos quais 

78,5% (73) foram fungos, 14% (13) bactérias e 7,5% (7) actinobactérias. Tais 

resultados, apresentados na Figura 5.3 mostram que em ambos os isolamentos 

ocorreu maior predominância de fungos seguida por bactérias e em que o maior 

percentual foi observado no período de inverno, onde ocorreu também o isolamento 

de actinobactéria observada apenas neste período e com baixo percentual.  

Ainda, das bactérias provenientes do isolamento do verão 82,6% foram Gram 

positivas e 17,4 % Gram-negativas, já no período de inverno 90% foram Gram-

positivas e apenas 10% Gram-negativas.  
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Figura 5.3. Percentual geral dos isolamentos dos grupos de micro-organismos 

endofíticos de folhas de T. avellanedae nos períodos de verão e inverno. 

 

Entre os 166 micro-organismos endofíticos isolados nos períodos de verão e 

de inverno, 123 fungos (74,1%) 36 bactérias (21,7%) e 7 actinobactérias 

(4,2%).Observou-se melhor crescimento de fungos no meio SAB, enquanto que para 

bactérias e actinobactérias os meios ISP 2 e ALA, respectivamente. (Figura 5.4). 

 

Figura 5.4. Frequência dos grupos de micro-organismos endofíticos isolados de 

folhas de T. avellanedae nos períodos de verão e inverno nos meios de cultura ALA, 

HT, ISP-2, BDA e SAB. 
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Nossos dados corroboram com os que foram obtidos por Soares (2011) no 

isolamento de micro-organismos endofiticos de folhas de pitanga (Eugenia uniflora) 

no qual houve também maior ocorrência de fungos (43) seguido por bactérias (7) e 

actinobactéria (1).  

Similarmente, Conti (2007) avaliando a diversidade de micro-organismos 

endofíticos da planta medicinal Borreria verticillata (L.) obteve 87 isolados dos quais 

50,6% fungos, 35,6% bactérias e 13,8% actinobactérias. 

 Costa (2012) obteve 158 isolados de bactérias endofíticas de folhas de 

Phaseolus vulguris (feijoeiro) sendo que 36,7%, 32,9%, 29,7% e 0,6% pertencem 

aos Filos Proteobacteria, Firmicutes, Actinobactéria e Bacteroidetes, 

respectivamente.  

Ainda, Favoretto (2008) isolou um total de 26 bactérias endofíticas de folhas 

de diferentes plantas (Coquinho do cerrado, Lobeira, Barbatimão, Quaresmeira 

branca e Tamanqueira) coletadas do cerrado de São Carlos-SP e dentre essas, 

duas apresentaram características de Streptomyces spp.  

Magalhães et al. (2008) isolaram 159 fungos endofíticos de diferentes partes 

de plantas de Eremanthus erythropappus, (DC.) MacLeish, popularmente conhecida 

como candeia e constataram que existe diferença significativa entre as taxas de 

colonização em cada tecido vegetal analisado, sendo a relação no caule (115) >, 

folhas (35) > e sementes (9).  

Rodrigues (2010) pesquisando a frequência de fungos endofíticos associados 

à Vellozia compacta Mart. ex. Schult.f. (canela de ema) presente em afloramentos 

rochosos nos estados de Minas Gerais e Tocantins obteve 97 fungos endofíticos dos 

quais  37 foram isolados das folhas e 60 das raízes. 

O grande percentual de fungos endofíticos encontrado neste trabalho 

possivelmente pode ser decorrente de algum mecanismo de resistência dos mesmos 

ao antifúngico nistatina utilizado nos isolamentos. 

Pileggi (2006) utilizou para os isolamentos de endófitos de diferentes partes 

(folhas, caule e pecíolo) de espinheira-santa os meios de cultura: BDA+ tetraciclina 

100 µg/mL (fungos), Ágar nutriente + Benomyl 6 µg/mL (bactérias) e Meio seletivo 

para isolamento de actinobactérias (AC) + nistatina 50 µg/mL+ ciclohexamida 50 

µg/mL + ácido Nalidíxico 10 µg/mL, além de variar a temperatura de incubação e/ou 

o pH do meio, com o propósito de isolar uma diversidade maior de micro-organismos 

endofíticos. No total, foram isolados 915 endofíticos, entre eles 793 fungos 
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filamentosos, 121 bactérias e 1 actinobactéria. Nos isolados de folhas e pecíolos 

foram mais frequentes fungos filamentosos, já nas sementes a frequência de 

isolados de bactérias foi predominante.  

Devaraju; Satish (2011) utilizaram os meios de cultura sólidos Potato Dextrose 

Ágar (PDA), Malt Extract Ágar (MEA) e Czapek-dox-Ágar (CZ) para o isolamento de 

fungos endofíticos a partir de Mirabilis jalapa L, sendo o meio de cultura BDA o mais 

eficaz tanto para o isolamento dos endófitos quanto para produção de compostos 

bioativos.  

Randall et al. (2009) afirmam que a escolha do meio de cultivo é essencial para o 

sucesso do processo de crescimento e metabolismo microbiano, bem como aumento 

na frequência de micro-organismos isolados.  

 

 

5.1.3 Identificação de Actinobactérias 

 

Foram realizadas observações microscópicas das actinobactérias PCA 1, 

PCA 2, PCA 3, PCA 4, PCA 5, PCA 22 e  PCA 25 isoladas no período inverno, 

através da microscopia óptica, além de observações macroscópicas. A classificação 

dos endófitos foi realizada segundo Baltimore; Wikins (1986).  

As actinobactérias foram identificadas pelas características 

micromorfológicas, observando-se onde foi observada a presença de longas hifas 

ramificadas, filamentos ondulados ou retos e esporóforos em forma de espirais 

longas em todos os isolados mostrando que pertencem ao gênero Streptomyces 

(Figura 5.5). Estudos moleculares a serem realizados posteriormente utilizando 

primers da região 16S rDNA, associada a algumas características bioquímicas 

possibilitarão a identificação da espécie.  
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Figura 5.5. Micromorfologia dos isolados de Streptomyces spp. cultivadas durante 

15 dias a 30◦C visualizadas em microscópio óptico no aumento 40x: PCA 22 (A), e 

PCA 22 (B) . 

 

 

Verma et al. (2009) isolaram 55 actinomicetos de diferentes partes de 

Azadirachta indica A. Juss. e através da observação das características 

macroscópicas morfológicas das culturas e  observação em microscópio óptico, 

seguindo de acordo com o Manual Bergey de Sistemática Bacteriológica, os isolados 

foram identificadas como Streptomyces spp. (49,09%); Streptosporangium spp. 

(14,5%); Microbispora spp (10,9%); Streptoverticillium spp. (5,5%) e Nocardia spp. 

(3,6%). 

Zhao et al. (2011) dentre 560 espécies de actinomicetos isolados a partir da raiz, 

caule e folhas de 26 diferentes plantas medicinais identificaram a maioria como 

Streptomyces spp. seguidos dos gêneros Micromonospora, Nonomuraceae, 

Oerskovia, Promicromonospora e Rhodococcus. 

A 

B 

A 
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5.2 Avaliação da atividade antimicrobiana em meio sólido 

 

5.2.1 Actinobactérias  

 

Dos sete Streptomyces spp.  obtidos (PCA 1, PCA 2, PCA 3, PCA 4, PCA 5, 

PCA 22, PCA 25) 43% (3) apresentaram atividade antimicrobiana para alguns dos 

micro-organismos testados. Nenhum dos Streptomyces spp. apresentou atividade 

contra bactérias Gram negativas. A média dos diâmetros dos halos de inibição 

variou entre 13,5 e 31,5 mm para S. aureus UFPEDA 02 e M. furfur UFPEDA 1320 

(Figura 5.6), respectivamente. Observa-se que dos isolados de Streptomyces que 

apresentaram atividade antimicrobiana, apenas Streptomyces sp. PCA 4 apresentou 

atividade contra o isolado clínico S. aureus UFPEDA 663  e Streptomyces sp. PCA 3 

contra B. subtilis UFPEDA 86 (Figura   5.7 ).1. 
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Figura 5.6 Médias dos halos de inibição (mm) de Streptomyces spp. contra 

diferentes micro-organismos. 
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Figura 5.7 Halo de inibição de Streptomyces sp. PCA 1  contra  M. furfur  UFPEDA 

1320. 

 

Lima (2006) isolou 289 micro-organismos endofíticos, sendo 71 das folhas 

(72% fungos, 21% bactérias e 7% actinomicetos) e 218 das raízes (55% fungos, 

38% bactérias e 7% actinomicetos) de melão-de-São-Caetano (Momordica charantia 

L.). Os testes de bloco de gelose (meio de cultura sólido) mostraram que 35,2% dos 

actinomicetos (Streptomyces spp.) apresentam atividade antimicrobiana, sendo 

23,5% endofíticos da raiz e 11,7% da folha para pelo menos um dos seguintes 

patógenos: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Mycobacterium 

tuberculosis, quatro isolados de Malassezia spp. e quatro de Candida spp.  

          De actinobactérias endofiticas isoladas de plantas da região de Chiang Mai na 

Tailândia, três dos Streptomyces spp. inibiram  o fungo Colletotrichum musae, cinco 

apresentaram alta ação antagonista contra Fusarium oxysporum e inibiram 

significamente  o crescimento de ambos (Taechowisan et al 2005). 

Conti (2007) em seleção primária da atividade antimicrobiana de endofíticos 

isolados de vassourinha-de-botão (Borreria verticillata (L.)) constatou que sete 

isolados de actinobactérias apresentaram-se bioativas contra bactérias Gram 

negativas, Gram positivas e leveduras.  

Do total (26) de bactérias endofíticas isoladas de folhas de diferentes plantas 

provenientes do Cerrado, dos isolados de Streptomyces spp. tiveram seus potenciais 

PCA 1 
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antagônicos testados em meio de cultura sólido contra Sthaphylococcus aureus 

ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Serratia Marcensis  IAL 1475, 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Shigella sonnei ATCC 10231 e Candida 

albicans ATCC10231 dessas apenas Streptomyces sp. proveniente de Butia capitata 

apresentou-se bioativa contra S. aureus e E. faecalis com halos de inbição de 11 e 

13 mm, respectivamente (FAVORETTO , 2010). 

           Atividade antimicrobiana siginificativa contra dermatófitos e outros fungos de 

importância clínica foi observada em testes realizados com Streptomyces sp. 

Hedaya48 (El-Gendy; El-Bondkly, 2010).  

Soares (2011), apesar de ter isolado apenas uma actinobactéria como 

endofitica de folhas de pitanga de um total de 51 endofíticos isolados, constatou que 

a mesma possui um amplo espectro de ação antimicrobiana contra bactérias, 

leveduras e fungos. 

Em seleção primária da atividade antimicrobiana de um total de 560 espécies 

de actinomicetos isolados de diferentes plantas medicinais contra bactérias Gram 

positivas, Gram negativas e fungos filamentosos, Zhao et al. (2011) constataram que 

59 dos isolados mostraram atividade antibacteriana contra 11 micro-organismos e 15 

isolados apresentaram antibiose contra S. aureus.  

 

5.2.2. Fungos  

 

Do total de fungos testados no período do verão, apenas três (PEA 35, PEF 

28, PEF 6) representando 6% do total de isolados apresentaram-se bioativos contra 

quatro dos micro-organismos testes utilizados (S. aureus UFPEDA 02, M. smegmatis 

UFPEDA 71, C. albicans UFPEDA 1007 e Enterococcus faecalis UFPEDA 138). A 

média dos halos de inibição variou entre 15 e 29 mm em que o isolado PEF 28 

destacou-se pelo maior halo contra M. smegmatis e o isolado PEF 6 pelo amplo 

espectro de ação contra bactérias  (S. aureus  e Enterocccus faecalis) e levedura (C. 

albicans) (Figura 5.8). 
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Figura 5.8. Médias dos halos de inibição (mm) de fungos endofíticos do período de 

verão. 

 

Dos 73 fungos isolados no período do inverno, seis  (PCA 19, PCA 20, PCF 

49, PCF 80, PCF 97, PCF 112) apresentaram atividade antimicrobiana contra 

S.aureus UFPEDA 02, B.subtilis UFPEDA 86, P.vulgaris UFPEDA 740, E. faecalis 

UFPEDA 138 e E. coli UFPEDA 224. A média dos halos de inibição variou entre 13 e 

22 mm. (Figura 5.9).  
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Figura 5.9. Médias dos halos de inibição (mm) de fungos endofíticos do período de 

inverno. 
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Gong e Guo (2009) isolaram um total de 300 fungos endofíticos de plantas 

medicinais chinesas sendo provenientes de Dracaena cambodiana (172) Aquilaria 

sinensis (128). Na seleção primária da atividade antimicrobiana contra Bacillus 

subitlis, Sthaphylococcus aureus, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans e 

Candida albicans 12,2% (D. cambodiana) e 3,1% (A. sinensis) dos fungos 

apresentaram-se bioativos com halos de inibição entre 7 a 27 mm para pelo menos 

um dos micro-organismos teste.  

Santos et al. (2010) submeteram um isolado endofítico de Colletotrichum 

gloeosporioides, obtido de Indigofera suffruticosa Mill.,  ao teste de atividade 

antimicrobiana em meio sólido frente a Staphylococcus aureus 02; Bacillus subtilis 

86; Escherichia coli 224; Klebsiella pneumoniae 396 e Pseudomonas aeruginosa 

416 da Coleção de Culturas do Departamento de Antibióticos da UFPE e constaram 

que  esse endófito possuia atividade antimicrobiana considerável contra todos os 

micro-organismos testes analisados com média  dos halos de inibição entre  11 a 

35mm de diâmetro. 

Devaraju e Satish (2011) do total (17) de fungos endofíticos isolados de 

Mirabilis jalapa L. avaliaram a atividade antimicrobiana do isolado Fusarium sp. em 

caráter seletivo preliminar contra  diferentes bactérias Gram positivas e Gram 

negativas patógenas humanas e fitopatógenos, diversos fungos filamentosos e 

leveduras e constataram que o endófito testado apresentava atividade 

antimicrobiana contra as bactérias Gram positivas (Sthaphylococcus aureus, S. 

epidermidis e Bacillus subtilis), Gram negativas ( Escherichia coli, Salmonella typhi, 

quatro cepas diferentes de Xanthomonas campestris, X. axonopodis malvacearum) e 

diferentes  espécies de Aspergillus. 

 

 

5.3 Avaliação da produção de antibióticos em meio líquido 

 

5.3.1 Actinobactérias  

 

Os isolados Streptomyces spp. PCA 3 e PCA 4 apresentaram atividade no 

teste de fermentação em meio líquido nos diferentes meios de cultura (ALA, ISP4, 

M1 e MPE) que foram avaliados durante 96 horas e 72 horas, respectivamente. A 
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média dos halos de inibição do fermentado de Streptomyces sp PCA 3 durante 96 h 

variou de 11 a 32 mm para S. aureus UFPEDA 02, M. luteus UFPEDA 100, B. 

subtilis UFPEDA 86 enquanto as médias dos halos de inibição de Streptomyces sp. 

PCA 4 variou de 13 a 35 mm para S.aureus UFPEDA 2, S. aureus UFPEDA 663 e 

M. luteus UFPEDA 100 (Figura 5.10). Apenas Streptomyces sp. PCA 1 não 

continuou a apresentar antibiose contra M. furfur UFPEDA 1320 na fermentação.  

Observa-se ainda na Figura 5.10 que o melhor meio de cultura para a 

produção do antibiótico com maior espectro de ação para ambos os isolados 

Streptomyces spp. foi o meio de cultura MPE. O isolado Streptomyces sp. PCA 3 

apresentou melhor produção de metabólito bioativo no tempo de 96 h (Figura 5.10 

A) enquanto Streptomyces sp. PCA 4 apresentou-se com melhores resultados após  

72 horas de cultivo (Figura 5.10 B). 

Cunha et al (2009) analisando o processo fermentativo em diferentes meios 

de cultura do isolado endofitica Streptomyces sp. EBR-49 UFPEDA isolada das 

raízes da planta Conyza bonariensis (L.) observaram maiores halos de inibição 

contra Bacillus subtillis ATCC 6633 no meio de cultura ISP2, concluindo que este é o 

melhor meio de cultura para produção do composto bioativo desse isolado.  

Semelhantemente aos resultados obtidos nesta pesquisa, Soares (2011) 

concluiu que dentre os quatro meios testados para a fermentação de Streptomyces 

sp. UFPEDA 968, isolado de folhas de Eugenia uniflora (L), o meio MPE foi o que 

favoreceu maior produção de metabólitos bioativos por 96 h, sendo a média dos 

halos de inibição para Mycobacterium tuberculosis de 25 mm e para S.aureus 

UFPEDA 667 (isolado clínico) 672 de 27 mm.  

          Do total de 300 endofíticos de diferentes árvores da floresta Amazônica no 

Peru, 14 actinomicetos apresentaram atividade antimicrobiana expressiva (≥ inibição 

do crescimento de 90%) contra pelo menos seis micro-organismos teste. Dos 

endófitos bioativos, oito exibiram alta inibição em processo fermentativo para pelo 

menos três bactérias patógenas e três mostram-se inibidoras de Candida Albicans 

(Bascom-Slack et al, 2009).  

Zhang et al. (2012) também observaram atividade antibacteriana de 65 

isolados de actinomicetos endofíticos, obtidos a partir de diferentes espécimes de 

plantas medicinais na China, contra Staphylococcus aureus MRSA (resistente à 

penicilina). Os resultados mostraram que aproximadamente 18,5% dos isolados 

mostraram atividade contra a bactéria. 
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 Figura 5.10. Média dos halos de inibição (mm) dos isolados Streptomyces sp. PCA 

3 contra S.aureus UFPEDA 2, B. subtilis UFPEDA 86 , M. luteus UFPEDA 100 (A) e 

Streptomyces sp. PCA 4 contra  S.aureus UFPEDA 2, S. aureus UFPEDA 663 e M. 

luteus UFPEDA 100 (B)  durante a fermentação em diferentes meios de cultura 

líquido (ALA,ISP4, M1 e MPE).  

A 

B 



42 

 

 

24 48 72 96
0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40
 ISP4

 M1

 MPE

 

 

B
io

m
as

sa
 (

g)

Tempo (h)

0

2

4

6

8

 pH ISP4

 pH M1

 pH MPE

pH

 

24 48 72

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30

0,35

0,40

 ALA

 ISP4

 M1

 MPE

 

 

B
io

m
a

s
s
a

 (
g

)

Tempo (h)

0

2

4

6

8

 pH ALA

 pH ISP4

 pH M1

 pH MPE

p
H

 

Figura 5.11. Produção de biomassa e variação de pH dos diferentes meios de 

cultura líquidos (ALA, ISP4, M1 e MPE) durante a fermentação  das linhagens de 

Streptomyces sp. PCA 3 (A) e Streptomyces sp. PCA 4 (B).  

 

 Salamoni et al. (2010) conduziram experimentos utilizando 25 espécies de 

actinomicetos do gênero Streptomyces. Dos isolados, 90% mostraram atividade 

contra bactérias, sendo que todos inibiram o crescimento de bactérias Gram-

positivas e 55,6%, de Gram-negativas, entre elas, Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Enterobacter 

cloacae, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Todos os isolados 

foram cultivados utilizando meio mineral de caseína e amido e ISP2. Detectou-se 

que 80% dos isolados apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias 

B 

A 
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teste em meio de cultura sólido (seleção primária) e desses, 44,4% foram capazes 

de produzir metabólitos bioativos em meio de cultura líquido, fermentação (seleção 

secundária).  

          De Streptomyces malachitofuscus,  por processo fermentativo, foi observada 

excelente atividade antifúngica contra Mucor miehei e Candida albicans, sendo dois 

compostos bioativos puros isolados a partir dos extratos obtidos dessa fermentação 

(SAJID et  al , 2011). 

 

5.3.2 Fungos  

 

 Do total (9) de fungos bioativos em meio de cultura sólido, apenas o isolado 

PEF 6  proveniente do isolamento do período de verão apresentou-se bioativa no 

meio SAB líquido com 120 h de fermentação com média de halo de 37 mm apenas 

contra C. albicans UFPEDA 1007 (Figura 5.12) reduzindo seu espectro de ação  

observado nos resultados em meio de cultura sólido onde este isolado apresentou 

halo inibição variando de 15 a 22 mm para S. aureus UFPEDA 02, E. faecalis 

UFPEDA 138 e C. albicans UFPEDA 100, valendo salientar que  apesar  do halo de 

inibição apresentado contra C. albicans  ter sido o menor, este apresentou desvio 

padrão igual a 0 , indicando adequada precisão do teste (Figura 5.8).  

 

Figura 5.12. Halo de inibição do fungo endofítico PEF 6 contra C. albicans UFPEDA 

1007. 

 

Souza et al. (2004) isolaram 571 fungos endofíticos das plantas tóxicas da 

Amazônia (512) Palicourea longiflora e Strychnos cogens (59). Dentre esse total, 64 

isolados de P. longiflora e 15 de S. cogens foram avaliados em processo 

fermentativo durante oito dias em meio de cultura BDA contra Bacillus subtilis, 
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Sthaphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans, Trichoderma sp. e 

Aspergillus flavus, e observaram que 24,05% dos endófitos testados inibiram o 

crescimento de um ou mais dos micro-organismos testes, exceto Candida albicans e 

Trichoderma sp. que não foram inibidos pelos metabólitos de nenhum dos isolados 

selecionadas. 

Campos et al (2008) a partir de fungos endofíticos isolados da planta 

Piptadenia adiantoides, em cultivo líquido constatou que o endófito Cochliobolus sp. 

foi ativo contra Leishmania amazonensis , Fusarium sp. foi ativo contra 11 isolados 

de Paracoccidioides brasiliensis e um isolado de Candida albicans e dois isolados  

de Bipolaris sp. apresentaram atividade biológica contra L. amazonensis e contra 

quatro isolados de P. brasiliensis, além de inibir a enzima tripanotiona redutase. 

Ding et al. (2010) isolaram 26 espécies de fungos endofíticos do caule, folhas 

e frutos da Árvore da Vida (Camptotheca acuminata), que durante a fermentação, 

apresentaram atividade antibacteriana contra Pseudomonas solanacearum e 

Ralstonia solanacearum com halo de inibição variando de 9 a 24 mm. 

Sadananda et al. (2011) isolaram 13 fungos endofíticos de diferentes partes 

de Tabebuia argentea (ipê amarelo) e avaliaram a atividade antimicrobiana através 

de alíquotas provenientes da fermentação em meio de cultura BDA, sendo o 

solvente acetato de etila utlizado para extração das moléculas bioativas contra 

diferentes isolados de bactérias e fungos patógenos, além de avaliarem a 

capacidade antioxidante. Do total foram selecionados dois isolados identificados 

como Alternaria alternata e Aspergillus niger devido a detecção de lapachol em seus 

extratos. Ambos os fungos endófitos, apresentaram atividade antimicrobiana 

significativa contra as bactérias patógenas: Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, Clavibacter 

michiganensis sub. sp. michiganensis e contra os fungos patógenos : Aspergillus 

flavus, A. niger, A. nidulans, A. flaviceps, Alternaria carthami, A. helianthi, 

Cercospora carthami, Fusarium solanum, F. oxysporum, F. verticiloides e Nigrospora 

oryzae. Igualmente, os endófitos A. alternata e A. niger foram considerados 

excelentes fontes de obtenção de compostos com alto potencial antioxidativo.  

 

5.4 Extração dos compostos bioativos  

A extração dos compostos bioativos dos líquidos metabólicos provenientes dos 

bioprocessos das isolados de Streptomyces sp. PCA 3 e PCA 4,  foi realizada do 
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líquido metabólico em pH 2,0, 7,0 e 9,0 utilizando os solventes orgânicos acetato de 

etila, clorofórmio e hexano para ambos os isolados. E para a extração dos 

compostos bioativos da biomassa foram utilizados os mesmos pHs e os solventes 

aquosos acetona, etanol e metanol. 

Os resultados apresentados na extração do isolado Streptomyces sp. PCA 3, 

mostraram que  no líquido metabólico esgotado (LME) nos diferentes solventes e 

pHs restaram moléculas bioativas mesmo após repetição do processo de extração 

em que a proporção do solvente em relação ao líquido metabólico original (LMO) foi 

aumentada. A média dos halos de inibição apresentados pelo LMO contra B. subtilis 

UFPEDA 86 e S. aureus UFPEDA 02 (micro-organismos testes) foi de 24 e 25 mm, 

respectivamente.  

Na Figura 5.13 observa-se que os extratos de acetato de etila apresentaram 

atividade antimicrobiana contra B. subtilis UFPEDA 86 e S. aureus UFPEDA 02 nos 

pHs 2 e 7  enquanto que os extratos de clorofórmio apresentaram atividade contra 

os mesmos micro-organismos testes nos pH 7 e 9, diferentemente do hexano que 

não extraiu moléculas bioativas do líquido metabólico. Diante da análise dos 

resultados, as melhores condições de extração foi a utilização do solvente acetato 

de etila, pH 7 para a extração dos compostos bioativos.  

Os extratos obtidos da biomassa nos diferentes solventes (acetona, etanol e 

metanol) de Streptomyces sp. PCA3 não apresentaram atividade antimicrobiana 

indicando que todo antibiótico produzido foi excretado durante o bioprocesso. 

 

Figura 5.13. Média dos halos de inibição contra B. subtilis UFPEDA 86 (A) e S. 

aureus UFPEDA 02 (B) dos extratos dos solventes do liquido metabólico de 

Streptomyces sp. PCA 3  a partir de diferentes pHs.  

A B 
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Na extração dos compostos bioativos do isolado Streptomyces sp. PCA 4  

também foram observadas moléculas bioativas no líquido metabólico esgotado 

(LME) porém em quantidades inferiores em relação ao isolado Streptomyces sp. 

PCA 3. A média dos halos de inibição apresentados pelo líquido metabólico original 

(LMO) contra S. aureus UFPEDA 02 e M. luteus UFPEDA 100 foi de 24 e 26 mm, 

respectivamente. Observa-se na Figura 5.14 que os extratos obtidos a partir dos 

solventes acetato de etila e clorofórmio nos pHs 7 e 9 apresentaram atividade 

antimicrobiana com média de halos de inibição entre 16 e 26 mm (acetato de etila) e 

19 e 24 mm (clorofórmio) contra M. luteus UFPEDA 100 e S. aureus UFPEDA 02, 

sendo os maiores halos de inibição observados no pH 9. Neste isolado 

semelhantemente a Streptomyces sp. PCA 3 o solvente hexano não foi eficiente 

para extrair moléculas bioativas do líquido metabólico em nenhuma variação de pH 

(Figura 5.14).  

Quanto à extração de compostos bioativos da biomassa do isolado 

Streptomyces sp. PCA 4 apresentaram atividade antimicrobiana contra M. luteus 

UFPEDA 100 e S. aureus UFPEDA 02 os extratos obtidos dos solventes acetona e 

metanol em apenas uma faixa de pH cada um, não sendo observada nenhuma 

atividade no extrato etanólico (Figura 5.15).  

Diante da análise dos resultados, de maneira geral, sugeriu-se para  extração 

do líquido metabólico pH 7 e solvente clorofórmio enquanto para a extração dos 

compostos bioativos  da biomassa o solvente acetona e pH 2. 

Para extração dos compostos bioativos do isolado do fungo PEF 6 optou-se 

pelo acetato de etila por ser um solvente de polaridade média e pelo pH 7, estando a 

variação nos meios de cultura utilizados e tempo de duração do bioprocesso. A 

média do halo de inibição do LMO contra C. albicans UFPEDA 1007 foi de 30 mm. 

Considerou-se a extração das moléculas bioativas bastante eficaz com o solvente 

utilizado, pois a média do halo de inibição em cinco dias (38 mm) foi alta, como pode 

ser observado na Figura 5.16. 
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Figura 5.14. Média dos halos de inibição contra M. luteus UFPEDA 100 (A) e S. 

aureus UFPEDA 02 (B) dos extratos dos solventes do líquido metabólico de 

Streptomyces sp. PCA 4  em diferentes pHs.  

 

 

 

 

Figura 5.15. Média dos halos de inibição contra M. luteus UFPEDA 100 (A) e S. 

aureus UFPEDA 02 (B) dos extratos dos solventes em diferentes pHs da biomassa 

de Streptomyces sp. PCA 4. 

 

A B 

A B 
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Figura 5.16. Média dos halos de inibição (mm) dos extratos do solvente acetato de 

etila do líquido metabólico do isolado do fungo PEF 6  contra C. albicans UFPEDA 

1007.   

 

Resultados similares foram observados por alguns autores, como Heck (2007) 

avaliou a produção de antimicrobianos provenientes de Streptomyces sp. onde 

utilizou 24 isolados do gênero onde 4 foram selecionados por apresentarem maiores 

halos de inibição contra Staphylococcus aureus MRSA. O meio de cultura que 

favoreceu a produção de antimicrobianos continha peptona e extrato de levedura. A 

melhor temperatura de produção foi de 37 °C e o pico de produção ocorreu no 

terceiro dia. Os solventes testados para extrair o composto produzido foram: álcool 

etílico, álcool metílico, acetato de etila e clorofórmio. O melhor sistema solvente 

testado foi clorofórmio, etanol e água, na proporção 8:5:1. Após análise em CCD, 

observou-se estrutura semelhante a da bleomicina.  

Oliveira (2008) isolou 70 actinomicetos endofíticos de tomateiro (Lycopersicon 

esculentun) e realizaram atividade antimicrobiana contra 39 micro-organismos de 

importância clínica e 16 fitopatógenos. Dos 70 isolados, 88,6% apresentaram 

atividade antimicrobiana contra pelo menos um fitopatógeno e 87,1% inibiram os 

micro-organismos clinicamente importantes. No processo de fermentação, foram 

utilizados os meios de cultura liquido caldo SC, ISP2, meio Sahin e o meio de sais 

minerais com baixos nutrientes, nas temperaturas de 30, 35 e 40◦C durante 10 dias 

de incubação. Do total de isolados bioativos, (2) Streptomyces spp. apresentaram 

amplo espectro de ação inibindo inclusive Sthaphylococcus aureus MRSA e 
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Salmonella enteretidis  nos meios de cultura SC e ISP2 nas temperaturas de 30 e 

35◦C sendo a atividade antimicrobiana  máxima observada no tempo de 120 horas 

de incubação. 

Guimarães (2009) selecionou os fungos endofíticos Glomerella cingulata e 

Guignardia mangiferae isolados de folhas de Viguiera arenaria. O processo 

fermentativo foi realizado em diferentes meios líquidos: Czapek, extrato de malte e 

caldo batata-dextrose e meio sólido de arroz. G. cingulata foi investigado quanto à 

produção de tirosol, um metabólito secundário. Foi observado que a melhor condição 

para a produção do composto bioativo ocorreu no meio extrato de malte, durante 

seis dias de incubação a 30 °C, pH 5,0, sob agitação de 120 rpm sendo  o etanol o 

solvente considerado como melhor extrator das moléculas bioativas. 

 Tonial et al (2010) realizou experimentos com fungos endófiticos isolados a 

partir das folhas da aroeira (Schinus terebenthifolius). O potencial de produção de 

compostos antimicrobianos dos endófitos foi avaliado através da fermentação sendo 

o solvente utilizado para extração dos metabólitos bioativos o metanol. O diâmetro 

dos halos de inibição mostraram os seguintes resultados: para S. aureus: 13 mm; E. 

coli: 9 mm e 10 mm e P. aeruginosa: 19 mm. Após análise química por cromatografia 

em camada delgada, os resultados sugerem que a atividade antimicrobiana dos 

endófitos testados pode estar vinculada à produção de alcalóides. Também foi 

detectada a presença de antraquinonas e terpenóides.  

Silva (2010) cultivou o fungo endofítico Dreschslera ravenelii (SS33) isolado das 

folhas de Smallanthus sonchifolius (yacon) sob diferentes condições fermentativas: 

meio de cultura liquido Czapek e caldo de batata sob agitação (120 RPM) incubação 

por 216 a 480 horas na temperatura de 30◦C. Os solventes diclorometano e acetato 

de etila foram utilizados para tentativa de extração das moléculas bioativas dos 

líquidos metabólicos fermentados. Foram utilizados como micro-organismos testes: 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Kocuria 

rhizophila O extrato cultivado durante 480 horas no meio Czapek e extraído com o 

solvente diclorometano proporcionou melhores halos de inibição contra S. aureus e 

K. rhizophila. 

Estes resultados mostram a importância da fase extrativa do antibiótico da 

fermentação para posteriormente realizar a purificação e caracterização química do 

metabólito bioativo.  
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5.5 Prospecção química comparativa do extrato das folhas de T. avellanedae 

com os extratos dos metabólitos dos endofíticos bioativos 

 

Realizar prospecção química dos micro-organismos endofíticos isolados é de 

grande importância para conhecer os principais grupamentos químicos constituintes 

dos extratos do líquido metabólico dos endofíticos isolados, pois podem apresentar 

potencial biotecnológico além do farmacológico. Os resultados da prospecção 

química dos principais grupos químicos podem ser observados na Tabela 5.1.  

Guimarães (2009) considera a pesquisa com micro-organismos endofíticos 

necessária para desenvolvimento de novos fármacos tendo em vista que os mesmos 

são prolíficos produtores de novas substâncias bioativas adivindas da relação com 

seu hospedeiro. E que tal fato, proporciona uma maior diversidade química aos 

metabólitos produzidos. 

 

Tabela 5.1. Prospecção química dos grupos químicos dos extratos de folhas de T. 

avellanedae e de seus isolados endofíticos bioativos. 

 

*Fungo endofítico PEF 6 

**Streptomyces sp. PCA 3  

*** Streptomyces  sp. PCA 4 

+ : presença;       - : ausência 

 Fonte: FERREIRA, 2012. 

 

Na cromatografia em camada delgada (CCD) através do calculo do fator de 

retenção (Rf) de cada padrão, foram detectados os triterpenos ß-amirina (extratos da 

planta e líquido metabólico e biomassa do isolado Streptomyces spp. PCA 4) e ácido 

ursólico  (extrato da planta) além do esteróide ß-sitosterol detectado nos extrato da 

planta e Streptomyces sp. PCA 4 (Figura 5.17). Enquanto que o isolado 

Streptomyces sp. PCA 3 apresentou apenas a presença de compostos 

Isolados Quinonas Triterpenos Esteróides Saponinas 
Compostos 

fenólicos 
Taninos Alcalóides 

Extrato da 

planta - + + - + - - 

*PEF 6 - + - - + - - 

**PCA 3 - - - - + - +  

***PCA 4 - + + - + -  + 
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representantes do grupo químico flavonóides e alcalóides. Na corrida cromatográfica 

do isolado PEF 6 foram detectados o triterpeno  ß-amirina (Figura 5.18) e o 

composto fenólico flavonóide (Figura 5.19).  

Diante dos resultados citados, observou-se maior similaridade entre o extrato 

das folhas de T. avellanedae com o isolado de Streptomyces sp. PCA 4. 

Contrariamente a estes resultados, Tonial et al (2010) não observou similaridade 

entre os compostos bioativos detectados dos extratos das actinobactérias e fungos 

endofíticos isolados de folhas de Schinus terebenthifolius (aroeira) em sua pesquisa. 

          De S. malachitofuscus,  bioativo contra Mucor miehei e Candida albicans, por 

uma série de técnicas cromatográficas foram identificados os compostos ácido 

fenilacético e indolil-3-ácido láctico através de espectrometria de massa(MS) e 

análise por RMN (SAJID et al , 2011). 

 

 

Figura 5.17. Cromatografia em camada delgada dos extratos de T. avellanedae e 

Streptomyces spp. para detecção de triterpenos e esteróides. (1) padrão, (2) extrato 

de PCA 3, (3) extrato de PCA 4, (4) extrato da biomassa de PCA 4, (5)extrato das 

folhas de T. avellanedae.  
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ß-amirina 

 

 

  

Figura 5.18. Cromatografia em camada delgada do extrato do fungo PEF 6 para 

detecção de triterpeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.19. Cromatografia em camada delgada para detecção de flavonóides e 

derivados do extrato do líquido metabólico do fungo PEF 6 (F) e no extrato de T. 

avellanedae (T). 
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Wang  et al. (2011) detectaram no líquido metabólico de fungo endofitico (P. 

Oxalicum) isolado de  Curcuma wenyujin ß-sitosterol.Resultado similar foi observado 

como o fungo endofiticos PEF 6 isolado de T. avellanedae nesta pesquisa.  

Na análise de extratos foliares de Aloe arborescens Cardoso et al. (2010) 

observaram que não há relação entre os teores de quinonas e flavonóides e a 

atividade antimicrobiana o que sugere que os resultados apresentados nessa 

presente pesquisa seja devido aos triterpenos e esteróides. 

O ß-sitosterol teve seu potencial como anti-inflamatório  comprovado através 

da elucidação de seu mecanismo de ação em que foram utilizadas células do 

sistema imune em pesquisa realizada por  Valério e Awad (2011). Pinto et al. (2008) 

constataram atividade antimicrobiana, anti-inflamatória e analgésica dos triterpeno α, 

ß-amirina extraídos de Protium heptaphylum (planta nativa do cerrado brasileiro)  no 

processo de periodontite aguda  in vivo (ratos).  

Similarmente, Melo et al. (2011) investigando a ação dos triterpenos α, ß-

amirina extraídos de Protium heptaphylum, comprovaram pela primeira vez em 

análise in vivo (ratos) que o triterpeno ß-amirina possui poder de melhorar a 

pancreatite aguda induzida agindo como um agente anti-inflamatório e antioxidante. 

Vale salientar que, o fato do princípio bioativo mais estudado (lapachol) e 

principal objeto desta pesquisa, não estar presente não anula o potencial 

apresentado pelos compostos bioativos dos endofíticos isolados, pois estes 

possuem potenciais farmacológicos evidentes. Além, de outros potenciais 

biotecnológicos que não o farmacêutico, pois já foi constatada, por exemplo, a 

eficácia dos triterpenos pentaciclicos no controle biológico de pragas em plantas 

(COLOMA, 2011).  
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6 CONCLUSÕES 

 

 O tempo ideal de imersão em hipoclorito de sódio (2,6%) no processo de 

desinfestação foi de dois minutos para o isolamento de micro-organismos 

endofíticos  

 

 Os melhores meios de cultura sólidos para o isolamento de actinobactérias, 

bactérias e fungos endofíticos de folhas de T. avellanedae foram, 

respectivamente, ALA, ISP2 e SAB, sendo o inverno o período que houve 

maior frequência de endófitos. 

  

 Todas as actinobactérias isoladas são do gênero Streptomyces. 

 

 Os isolados Streptomyces sp. PCA 3, Streptomyces sp. PCA 4 e o isolado 

fúngico PEF 6 apresentam potencial farmacológico devido aos  princípios 

ativos -amirina e -sitosterol, porém outros estudos são necessários para 

comprovar o potencial dos mesmos. 
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7 PERSPECTIVAS  

 

 

 Realizar pesquisas futuras para otimização das condições de cultivo da 

fermentação dos isolados bioativos objetivando aumentar o rendimento dos 

antibióticos produzidos. 

 

 

 Realizar a identificação dos fungos isolados. 

 

 

 Identificar os isolados de Streptomyces spp. e fungo PEF 6  a nível de 

espécie utilizando técnicas de  Biologia Molecular. 
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