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RESUMO  

  

Fungos endofíticos são uma fonte ainda pouco explorada de metabólitos 
biologicamente ativos com as diversas atividades biotecnológica, incluindo atividade 
terapêutica na saúde e produção de enzimas de importância comercial, como as 
proteases e lipases. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo principal 
avaliar o potencial biotecnológico de extratos e líquidos metabólitos de fungos 
endofíticos de macaúba e cana-de-açúcar, testando os mesmos para produção de 
enzimas, atividade antimicrobiana, bem como atividade citotóxica e anti-
Trypanosoma. Foram estudados 23 fungos endofíticos de semente de macaúba e 
gomos de cana de açúcar. Dentre os 23 isolados, dois pertencentes aos gêneros 
Aspergillus e Fusarium produziram liquido metabólico com atividade bacteriostática 
ou bactericida frente a várias bactérias patogênicas ao homem, a saber: Escherichia 
coli, Acinetobacter baumannii, Shigella flexneri, Kocuria rhizophila, Staphylococcus 
aureus meticilina resistente, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus 
oxacilina resistente, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e 
Staphylococcus epidermidis. Os mesmos líquidos metabólicos não apresentaram 
atividade antifúngica frente as quatro espécies de Candida sp. testadas. Além dos 
líquidos foram testados os extratos metanólicos extraídos dos micélios fúngicos 
quanto à ação antiproliferativa de Trypanosoma cruzi e citotoxicidade celular de 
macrófagos da linhagem J774, não apresentando efeito de inibição do crescimento 
de T. cruzi, e apresentando citotoxicidade maior que a droga controle. Quanto a 
produção de enzimas, os fungos não apresentaram produção significativa de 
proteases, lipases, amilases e celulases. Desta forma, os resultados mostram a 
necessidade de ampliar as pesquisas sobre o potencial químico presente no líquido 
metabólito produzido por esses fungos endofíticos para testar, bem como apresenta 
potencial atividade antibacteriana dos fungos estudados.  

  

Palavras-Chave: Líquido metabólito. Extrato micelial. Antibacteriano. Antifúngico. 

Antiprotozoária.  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT  

  

Endophytic fungi are an unexplored source of biologically active metabolites with 
diverse biotechnological activities, including therapeutic activity in health and the 
production of enzymes of commercial importance, such as proteases and lipases. 
Thus, the present study had as main objective to evaluate the biotechnological 
potential of extracts and liquid metabolites of endophytic fungi of macaúba and 
sugarcane, testing them for the production of enzymes, antimicrobial activity, as well 
as cytotoxic and anti- Trypanosoma. Twenty - three endophytic fungi from macaúba 
seed and sugar cane buds were studied. Among the 23 isolates, two belonging to the 
genus Aspergillus and Fusarium produced metabolic liquid with bacteriostatic or 
bactericidal activity against bacteria pathogenic to man: Escherichia coli, 
Acinetobacter baumannii, Shigella flexneri, Kocuria rhizophila, Staphylococcus 
aureus resistant methicillin, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistant 
oxacillin, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus 
epidermidis. The same metabolic liquids do not present antifungal activity as four 
species of Candida sp. Tested. In addition to the fluids extracted from fungal mycelia, 
the antiproliferative action of Trypanosoma cruzi and cellular cytotoxicity of J774 
macrophages showed no inhibitory effect on T. cruzi growth and showed a higher 
cytotoxicity than a drug control. As for the production of enzymes, fungi did not 
present significant production of proteases, lipases, amylases and cellulases. Thus, 
the results show a need to expand as research on the chemical potential present in 
the liquid metabolite produced by these endophytic fungi to test, as well as to present 
antibacterial activity of the fungi studied.  

  

  

Keywords: Mycelial extract. Metabolite liquid. Antibacteria. Antifungal. 

Antiprotozoario. 
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CAPÍTULO 1  

  

1.1  Introdução  

  

Os microrganismos que, em pelo menos uma fase do seu ciclo de vida coloniza 

o interior de tecidos vegetais sem causar dano aparente ao seu hospedeiro são 

denominados endofíticos (AZEVEDO et al., 2000). Nas 300.000 espécies de plantas 

superiores existentes no planeta Terra, cada uma hospeda um ou mais fungos 

endofíticos (STROBEL et al., 2004), revelando uma infinidade de vegetais que 

albergam fungos em seus tecidos que podem ser explorados. Nos últimos anos os 

organismos que mais apresentaram atividades na produção de metabólitos bioativos 

foram os fungos endofíticos (ARAÚJO et al., 2010). Se destacando como uma enorme 

fonte potencial de novos produtos como medicamentos, enzimas de interesse 

tecnológico e biocontrole de pragas em grandes lavouras.  

Dentre os grupos de compostos produzidos por fungos endofíticos os 

antibióticos se destacam com a atividade biológica de maior importância para a saúde 

humana, e foram os primeiros metabólitos fúngicos conhecidos pela humanidade, uma 

vez que os chineses já utilizavam sapatos mofados para curar ferimentos nos pés, 

cerca de 3.000 a.C., contudo, apenas em 1928 que o médico escocês Alexander 

Flemming descobriu a penicilina a partir de culturas de Penicillium chrysogenum 

(TAKAHASHI; LUCAS, 2008).  

As infecções (bacterianas e fúngicas) estão entre as principais causas de morte 

no mundo (OMS, 2008). Em áreas tropicais, onde o Brasil está inserido, além das 

doenças bacterianas e fúngicas, existem doenças negligenciadas, como a doença de 

Chagas (tripanossomíase americana), causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi 

esta doneça afeta milhões de pessoas de áreas tropicais pelo mundo, resultando em 

grandes perdas econômicas e impactos sociais nas regiões endêmicas (TDR, 2005).   

De acordo com as estimativas com base em dados de 2010, mais de cinco 

milhões de pessoas foram infectadas com T. cruzi em 21 países latino-americanos, 

dos quais 62,4% eram de países do Sul, sendo, a Argentina, Brasil e México os países 

com o maior número estimado de pessoas infectadas (WHO, 2015).  
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Sendo assim a busca por metabólitos que possam ser utilizados tanto na 

medicina como em bioprocessos que melhore a qualidade de vida das pessoas, 

promovendo melhoras econômicas, sociais e de morbidade, é que tem impulsionado 

as pesquisas nas áreas de biotecnologia e saúde humana. Além de produzir 

antibióticos, seja com atividade contra bactérias ou leveduras que infectam o homem, 

os fungos endofíticos são produtores de enzimas com potenciais aplicações 

comerciais.  

O presente estudo se propõem em realizar uma seleção de bioatividades in 

vitro sobre isolados de fungos endofíticos preservados de sementes de C. aculeata 

JACQ. Lood. ex. Mart (Macaúba) e gomos de Saccharum spp  L. (Cana-de-açúcar) 

para identificar as atividades bioativas nos líquidos e extratos metabólitos quanto a 

atividade antibacteriana e antifúngica, tripanocida e identificar a produção de enzimas.  

  

1.2  Objetivos  

  

1.2.1. Objetivo geral 

 

Identificar atividades bioativas nos líquidos e extratos metabólitos de fungos 

endofíticos isolados da semente de macaúba e cana-de-açúcar.  

  

 1.2.2. Objetivos específicos 

 

 Cultivar e produzir liquido e extratos metabólitos de fungos endofíticos de 

macaúba e cana-de-açúcar;  

 Avaliar a atividade antibacteriana e antifúngica dos líquidos metabólitos dos 

fungos endofíticos frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas e 

espécies de Candida sp.;  

 Identificar a produção de enzimas (protease, celulase, lipase e amilase) dos 

fungos endofíticos; 

 Avaliar a atividade tripanocida dos extratos metabólito para Trypanosoma cruzi;  

 Determinar a citotoxicidade dos extratos metabólitos dos fungos endofíticos;  
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1.3 Revisão da Literatura  

  

Fungos endofíticos  

 

O termo endófito originalmente descrito por De Bary em 1866, refere-se a 

qualquer microrganismo que vive nos tecidos de plantas, distinguindo-se dos epifíticos 

que vivem na superfície. Já se conhecia os microrganismos endofíticos desde um 

século atrás, e com base em sua etiologia, o termo endófito deriva do Grego, ‘éndon’ 

que significa dentro e ‘phytón’, planta (JALGAONWALA et al., 2011). A definição de 

endófito por Bacon e Write amplamente aceita e utilizada, é que endófitos são 

microrganismos que colonizam os tecidos internos das plantas sem causar prejuízos 

imediatos no hospedeiro ou efeito negativo (KHARWAR et al., 2011).   

No início dos anos setenta, os microrganismos endofíticos eram considerados 

neutros, sem causar benefícios ou danos a planta. Mas sabe-se que os endofíticos 

possuem um papel importante na proteção de plantas contra predadores e patógenos 

(AZEVEDO et al., 2000). Os fungos endofíticos representam um grupo heterogêneo 

de táxons pertencentes aos filos Ascomycota, Basidiomycota e subfilo 

Mucoromycotina (STROBEL; DAISY, 2003; OSES et al., 2008; HYDE; SOYTONG, 

2008). Fungos endofíticos habitam o interior de um vegetal (MELO E AZEVEDO, 

1998), em pelo menos um período de seu ciclo de vida. Apesar de serem produtores 

de metabólitos secundários biologicamente ativos (TAN E ZOU, 2001), são pouco 

explorados. Sendo constantemente descritos na literatura mundial como uma 

diversidade pouco explorada. Tais estudos, principalmente utilizando-se plantas de 

clima tropical, poderão resultar em descobertas de interesse acadêmico e aplicado 

para saúde humana e meio ambiente. É neste momento que surge a importância 

destes microrganismos, considerando-se os aspectos biotecnológicos que eles 

possam produzir (AZEVEDO, 1999).   

Os fungos endofíticos são fontes de novos antibióticos, imunossupressores e 

substâncias antitumorais (FERRARA, 2006). Alguns autores acreditam que exista a 

probabilidade que esses microrganismos produzam compostos bioativos com grande 
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potencial aplicado a saúde e produção agrícola ainda não relatados e nem sequer 

conhecidos pela ciência (SEBASTIANES et al., 2012; TAN; ZOU, 2001). Além de 

aumentarem a resistência das plantas às condições de estresse e patógenos 

(BANERJEE et al., 2014). Desta maneira a utilização desses fungos como produtor de 

compostos voláteis bioativos, demonstra ser promissora ao combate de uma ampla 

gama de patógenos fúngicos e bacterianos de plantas e humanos (STROBEL, 2002; 

WORAPONG et al., 2011).  

Nas últimas décadas, diversos metabólitos foram isolados e suas estruturas 

identificadas. A descoberta destas estruturas juntamente com a elucidação dos 

mecanismos biológicos, bioquímicos e a ação terapêutica, tem sido uma abordagem 

importante usada pelos químicos orgânicos e medicinais no desenvolvimento de 

novos fármacos. Os produtos naturais são fontes inestimáveis para o desenvolvimento 

de novas drogas, sendo isolados principalmente de microrganismos e plantas 

(CLARDY; WALSH, 2004; NEWMAN; CRAGG, 2007). Estudos do papel 

desempenhado pelos produtos naturais na ecologia de diferentes tipos de organismos 

podem levar à descoberta de novos compostos de origens natural com potencial 

bioatividades (GLOER, 2007).   

Os fungos são organismos metabolicamente ativos que são explorados 

comercialmente para a produção de enzimas e outros metabólitos. Vários são os 

compostos ativos que se tem hoje e muitas pesquisas para o isolamento de novos 

metabólitos fúngicos ainda continuam sendo considerados fontes promissoras de 

novos medicamentos de uso terapêutico, constituindo uma realidade onde diversos 

medicamentos utilizados nas unidades de saúde são oriundos de metabólitos de 

fungos (STROBEL; DAISY, 2003; FERRARA, 2006). É importante mencionar que 42% 

dos mais de vinte mil produtos bioativos, incluindo agentes antiviral, antibacteriano, 

antifúngico, citotóxicos e imunomoduladores são produzidos a partir de fungos 

(BRAKHAGE; SCHROECKH, 2011; BARREIRO; FRAGA, 2012).  

Dentre as atividades biológicas mais pesquisadas com os metabólitos de 

fungos endofíticos, sem dúvida, a atividade antimicrobiana é mais estudada. E busca-

se cada vez mais compostos fúngicos com atividade contra bactérias resistentes aos 

antibióticos de rotina clínica.  
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Resistência bacteriana e a busca de novos antibióticos  

 

A utilização indiscriminada de antimicrobianos assim como a resistência 

bacteriana entre diversos patógenos causadores de inúmeras infecções é 

mundialmente reconhecida como um problema de grande relevância (KADOSAKI et 

al., 2012). Segundo a Organização Mundial da Saúde (2010), a resistência bacteriana 

a antibióticos deveria ser considerada a muito tempo como um problema de saúde 

pública, principalmente na esfera hospitalar, já que é uma prática não muito recente. 

Desta forma os países precisam se unir para implantar providências e investir em 

estudos para melhor compreensão das infecções, concentrando suas ações em 

medidas de controle e de diagnósticos precisos com a finalidade do uso coerente de 

antimicrobianos.  

Uma das principais preocupações mundiais quanto ao uso de medicamentos 

está relacionada à utilização de antimicrobianos, pois, nas duas últimas décadas, os 

microrganismos multirresistentes, têm surgido de maneira rápida e assustadora no 

mundo todo. O aumento da resistência bacteriana a diferentes agentes 

antimicrobianos acarreta dificuldades no controle de infecções e contribui para os altos 

gastos do sistema de saúde público e privado (POLETTO; REIS, 2005). O uso 

indiscriminado de antimicrobianos é a prática que mais tem contribuído para o 

surgimento de cepas de microrganismos multirresistentes (TRUCCO et al., 2002). Um 

importante mecanismo de resistência bacteriana é a produção de beta-lactamases de 

espectro ampliado, potentes enzimas capazes de inativar, por hidrólise, os 

antimicrobianos beta-lactâmicos de amplo espectro, levando à ineficácia desses 

fármacos (PITOUT; LAUPLAND, 2008).  

Em contrapartida a taxa de desenvolvimento de novos antibióticos pela 

indústria farmacêutica diminuiu nos últimos 20 e 30 anos, enquanto que a resistência 

bacteriana à esses medicamentos aumentou progressivamente (SALMOND, WELCH, 

2008).  Alguns autores afirmam que doenças infecciosas estão entre as principais 

causas de mortalidade no mundo (FAUCI, 2001; SPELLBERG et al., 2004). E entre 
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esses agentes dá-se destaque as bactérias que contribuem substancialmente com 

essas taxas (RASKO e SPERANDIO, 2010).  

Desale e Bodhankar (2013) utilizaram dezessete fungos endofíticos de 

diferentes partes de uma planta (Vitex negundo L), encontraram um fungo que 

apresentou um excelente potencial antimicrobiano, frente as bactérias: E. coli, S. 

typhimurium, B. cereus, B. subtilis, K.pneumoniae e S. aureus, demonstrando que é 

comum no meio científico a busca por novas moléculas biologicamente ativas. Fungos 

patogênicos ao homem como Candida albicans e a plantas de interesses comercial, 

como o Fusarium oxysporum também são objeto de pesquisa, quando se trata de 

novas drogas produzidas por metabólitos secundários de fungos endofíticos, como foi 

encontrado por Huang et al., (2008).  

 

Candida spp  

 

O gênero Candida é composto por um grupo heterogêneo de organismos 

fúngicos onde todos podem crescer com morfologia de levedura. As colônias de 

Candida crescem em meio de cultura Sabouraud dextrose agar, apresentando uma 

coloração branco-amarelada. Contudo, diferem entre espécies, com as colônias 

podendo ser mais cremosa, lisa, pastosa, brilhante ou seca, enrugada e sem brilho 

(LARONE, 2002; SUDBERY et al., 2004).   

As infecções causadas por Candida spp podem ser diferenciadas em infecções 

tópicas superficiais como na pele, unhas, cabelo ou sistêmicas atingindo membranas 

e mucosas como a cavidade oral e vários órgãos do corpo humano (WILLIAMS et al., 

2011). O aumento das infecções fúngicas oportunistas está relacionado com o 

aumento da expectativa de vida da população, em consequência dos avanços 

médicos, principalmente o uso de agentes antimicrobianos, terapias médicas e o uso 

de dispositivos médicos invasivos, como cateteres, próteses e implantes (LASS-

FLORL, 2009; WILLIAMS et al., 2011; PFALLER et al., 2002). As espécies variam 

conforme a idade dos paciente, e a localidade em que habitam. Candida albicans é a 

espécie mais frequente em todas as regiões dos Estados Unidos e Europa, seguindo 

C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, em quanto na America latina e Espanha a 
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segunda espécie mais frequente é C. parapsilosis (CUENCA-ESTRELLA et al., 2005; 

COLOMBO et al., 2003). A espécie C. albicans é comumente isolada na cavidade oral 

causando infecções, embora tenha aumentado a incidência de outras espécies, como 

C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis e C. dubliniensis. Aparentemente, 

o aumento destas espécies de Candida é o reflexo do aumento da resistência aos 

antifúngicos, terapias imunossupressores e o tabagismo (CANNON et al., 1995; 

MARTINS et al., 2010; HENRIQUES et al., 2006).   

As espécies de Candida caracterizadas por serem agentes de fungemia estão 

sendo as responsáveis pela crescente incidência de infecções fúngicas invasivas nos 

últimos anos e tem sido causa da mortalidade e morbidade de pacientes 

imunocomprometidos (SANTOS et al., 2010). Essas infecções tem sido fundamento 

de diversos estudos em todo mundo, uma vez que esse gênero de microrganismos 

habita como um comensal a microbiota saudável de animais e humanos, sendo 

responsáveis por causar doenças fúngicas oportunistas (CLEFF et al., 2005). O 

gênero Candida é cosmopolita podendo estar amplamente distribuído na natureza: no 

solo, água, vegetais, alimentos e em diversos ambientes, inclusive hospitalares. 

Estudos vem relatando infecções por espécies de Candida ao longo das últimas 

décadas, principalmente em hospitais. Sua forma oportunista são notavelmente a 

causa de infecções locais e sistêmicas em indivíduos comprometidos, uma vez que 

esses microrganismos tornam-se patogênicos caso ocorram alterações nos 

mecanismos de defesa do hospedeiro, como exemplo o comprometimento de 

barreiras anatômicas, mudanças hormonais ou após procedimentos médicos 

invasivos (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003).  

Alternaria sp é um gênero de fungo endofítico onde várias espécies já foram 

descritas como produtoras de diferentes metabólitos bioativos, com atividade 

antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Candida albicans (FERNANDES et 

al., 2009; VAZ et al., 2009).  

Uma outra consideração é que os fungos endofíticos possuem uma fonte de 

diferentes moléculas químicas que podem possuir diversas atividades biológicas, 

principalmente para doenças negligenciadas como a Tripanossomíase Americana 

(COTA et al., 2008).  
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Doença de Chagas  

 

A doença de Chagas, descoberta por Carlos Chagas há 107 anos, é uma das 

17 doenças negligenciadas, de acordo com a Organização Mundial da Saúde (WHO, 

2010). Essa doença que é causada pelo protozoário Tripanosoma cruzi, é transmitida 

por mais de 15 gêneros de insetos vetores. O vetor defeca depois de realizar o repasto 

sanguíneo durante a noite e a infecção ocorre quando uma pessoa entra em contato 

com o as fezes/urina do vetor contaminados com o parasito. Em áreas sem 

transmissão domiciliar, a infecção é detectada em idades mais avançadas, e é 

geralmente relacionada a agricultura, a pesca ou atividades de caça proporcionando 

maior exposição aos vetores silvestres. Outros modos de transmissão incluem a 

transmissão oral através de alimentos contaminados, transfusão de sangue infectado, 

a transmissão congênita, transplante de órgãos e acidentes de laboratório. 

Inicialmente a doença se manifesta em duas fases: aguda de aproximadamente dois 

meses, com alta parasitemia e a fase crônica que é caracterizada por parasitos que 

estão quase escassos no sangue e ocultos em tecidos alvos, especialmente o 

cardíaco e o sistema digestivo. De acordo com as estimativas com base em dados de 

2010, mais de cinco milhões de pessoas foram infectadas com T. cruzi em 21 países 

latino-americanos, dos quais 62,4% eram de países do Sul, sendo, a Argentina, Brasil 

e México os países com o maior número estimado de pessoas infectadas (WHO, 

2015). O protozoário T. cruzi afeta milhões de pessoas pelo mundo, causando graves 

doenças em humanos, resultando em grandes percas econômicas e impactos sociais 

nas regiões endêmicas (TDR, 2005). E mesmo assim não recebem incentivos das 

indústrias farmacêuticas para a produção de novos medicamentos.  

Cota et al., (2008) conclui em seu trabalho que um composto bifenil produzido 

por fungos do gênero Alternaria mostrou atividade inibidora frente à enzima 

tripanotiona redutase. Esta enzima é um alvo para a validação de drogas em 

tripanosomatídeos, por  ser uma enzima presente em seu metabolismo e está 

envolvida na redução da tripanotiona dissulfeto em tripanotiona ditiol, etapa essencial 

para manutenção de um ambiente redutor nesses parasitos e de extrema importância 

para sobrevivência desses parasitos. Desta forma, abrem-se novos caminhos para o 
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desenvolvimento de inibidores mais potentes que poderiam mostram atividade contra 

Trypanosoma, reforçando o potencial de fungos endofíticos como uma útil fonte de 

diversidade química para os programas que visam a descoberta de medicamentos 

para doenças negligenciadas.  

Além de atividade anti Trypanosoma cruzi, os fungos endofíticos são potenciais 

produtores de enzimas. 

  

Citotoxicidade in vitro  

 

O ensaio de citotoxicidade avalia os efeitos tóxicos do agente testado às 

funções celulares basais, sendo a porta de entrada de testes para avaliar a 

biocompatibilidade de materiais e substâncias, requisito obrigatório para considerar 

um produto seguro (ISO, 2009; ROGERO, 2003). Os ensaios de citotoxicidade 

possibilitam a avaliação do potencial toxicológico in vitro do produto quando em 

contato com a célula, indicando se deve ser rejeitado ou se segue para estudos 

futuros. Diferentes métodos in vitro, são utilizados para avaliar a toxicidade de 

biomateriais. Esses foram padronizados utilizando-se culturas celulares. Testes de 

citotoxicidade consistem em colocar o material direta ou indiretamente em contato com 

uma cultura de células conhecidas, avaliando as alterações celulares por diferentes 

mecanismos, entre os quais a incorporação de corantes vitais ou a inibição da 

formação de colônias celulares são os mais utilizados (ROGERO et al., 2000).  

  

Enzimas 

  

As enzimas são catalisadores das reações que ocorrem nos sistemas 

biológicos. A função de um catalisador é aumentar a velocidade de uma reação, tendo 

uma especificidade seletiva por seus substratos, sendo a velocidade da reação 

variável, devido a fatores como concentração de enzimas ou substrato, temperatura e 

pH (LEHNINGER, 2006).   
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Pandey et al., (1999) considera que depois dos antibióticos, as enzimas são o 

mais importante grupo de produtos biológicos de necessidade humana. São 

fundamentais em processos industriais, sobretudo nas áreas de biotecnologia 

industrial, ambiental e de alimentos que utilizam as enzimas em várias de suas etapas. 

Várias são as enzimas comerciais derivadas de fonte vegetal, microbiana ou animal, 

com destaque as microbianas que produzem amiloglucosidases termoestáveis, as 

proteases, as amilases e as pectinases, muito empregadas em processos industriais, 

visando o aumento da produção e da qualidade, melhorando a viscosidade e a 

coloração dos produtos (SOUZA; SOMMER, 2002).   

A produção de enzimas é uma área da Biotecnologia em expansão, que 

movimenta bilhões de dólares anualmente (VINIEGRA-GONZÁLEZ, 2003). Novas 

enzimas e usos estão sendo descobertas a partir do trabalho de várias equipes 

multidisciplinares da Microbiologia, Bioquímica, Química, Engenharia Bioquímica, 

entre outras áreas, complementando os conhecimentos que cada área possui sobre 

as enzimas. Desta maneira é decrescentes os custos das enzimas industriais; assim, 

a utilização de enzimas tende a aumentar continuamente (SANT’ANNA, 2001).  

  

 

 

Enzimas fúngicas  

 

As aplicações das enzimas no mercado industrial mundial estão ligadas à 

Biotecnologia visando o uso de novas matérias primas e a melhoria de processos e 

das características físico-químicas de matérias. A produção de enzimas microbianas 

é um dos principais setores atual da Biotecnologia Industrial, sendo que as proteases 

ocupam o primeiro lugar no mercado mundial de enzimas microbianas aplicadas 

industrialmente, seguidas pelas amilases (MICHELIN, 2005).   

Na indústria do segmento têxtil, as enzimas são utilizadas durante o 

processamento das fibras têxteis, com a vantagem de redução do volume e conteúdo 

poluente dos efluentes formados e diminuição do consumo de energia (ANDREAUS; 
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CAVACO-PAULO, 2008). O Brasil, atualmente, importa a maior parte das enzimas 

que utiliza, embora apresente um enorme potencial para produzi-las.   

Essa potencial capacidade de produção é evidenciada pela grande diversidade 

biológica, ainda pouco cultivada, que serviria como fonte para a obtenção de novos 

organismos produtores de enzimas de interesse industrial e pela abundância de 

matéria orgânica (resíduos agrícolas, como, a palha de arroz, o bagaço de cana, 

dentre outros) que constitui uma matéria prima de baixo custo para as fermentações 

(BON; FERRARA; CORVO, 2008)  

São várias as enzimas com importância para a indústria, mas devido à 

demanda e perspectivas de ampliação da aplicação no setor agroindustrial têm se 

destacado as amilases e pectinases (UENOJO; PASTORE, 2007; JAYANI; SAXENA; 

GUPTA, 2005; MILAGRES; MAGALHAES; FERRAZ, 2005). As amilases são enzimas 

que degradam moléculas de amido, que é encontrado em maior quantidade em 

sementes de cereais como milho, trigo, cevada e arroz e em tubérculos como batata 

e mandioca (BULÉON, 1998). Enzimas amilolíticas são amplamente usadas em 

processos biotecnológicos, tais como nas indústrias têxteis, de papel e celulose, de 

couro, detergentes, bebidas destiladas, cervejas, panificação, cereais para 

alimentação infantil, liquefação e sacarificação do amido, ração animal, indústria 

química e farmacêutica (GUPTA et al., 2003).  

 As enzimas pectinolíticas, por sua vez, são capazes de degradar as 

substâncias pécticas, componentes da parede celular dos vegetais. A habilidade para 

sintetizar essas enzimas é muito comum entre os grupos de microrganismos, mas os 

fungos são os mais cotados em escala industrial, pois cerca de 90% das enzimas 

produzidas podem ser secretadas em meio de cultura (BLANDINO et al., 2001).  

As lipases são outras classes de enzimas que podem catalisar reações, como 

a hidrólise total ou parcial de triacilgliceróis fornecendo diacilgliceróis, 

monoacilgliceróis, glicerol e ácidos graxos livres (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 

2001). Além de reações de esterificação, transesterificação e interesterificação de 

lipídios (COLLA et al., 2010; KUMAR et al. 2012). Sendo aplicáveis em uma variedade 

de setores industriais, com ênfase, na formulação de detergentes 

(SAISUBRAMANIAN et al., 2006), no tratamento de resíduos ricos em óleos e 
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gorduras (LEAL et al., 2002) e na área da saúde, compondo medicamentos, em 

diagnósticos, cosméticos ou antibióticos (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Na 

indústria de alimentos apresentam aplicações na formulações de emulsificantes (KIM; 

YOUN; SHIN, 2006), como os mono e diacilgliceróis (KITTIKUN; KAEWTHONG; 

CHEIRSILP, 2008); na produção de margarinas; no desenvolvimento de aromas 

(SALAH et al., 2007); e embutidos cárneos, entre outros. Recentemente, têm sido 

utilizadas na indústria da bioenergia, para a produção de biodiesel (PARK; SATO; 

KOJIMA, 2006; MADALOZZO et al., 2015). As lipases podem ser de origem vegetal, 

animal ou microbiana, sendo as duas últimas as mais utilizadas. Dentre as enzimas 

microbianas, as produzidas por fungos são especialmente valorizadas por serem 

extracelulares, o que facilita sua recuperação do meio de cultivo (CARVALHO et al., 

2003).   

Acremonium sp., Alternaria sp., Alternaria chlamydosporus, Aspergillus sp., 

Fusarium sp., Pestalotiopsis sp., são exemplos de fungos endofíticos que foram 

encontrados produzindo as enzimas extracelulares amilase, celulase, lipase e 

protease (MARIA; SRIDHAR; RAVIRAJA, 2005)  

 Considerando a importância do potencial das aplicações dos metabólitos e extratos 

dos fungos endofíticos e os poucos estudos realizados com a micobiota, 

especialmente com as plantas da região tropical, justificou-se a realização desse 

trabalho.  
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CAPÍTULO 2  

  

AVALIAÇÃO BIOTECNOLÓGICA DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE MACAÚBA E CANA-DE- 

AÇÚCAR PARA PRODUÇÃO DE ENZIMAS, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, CITOTÓXICA 

E TRIPANOCIDA1 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

 

 

 

 

 

 

 

                                                
1 Artigo a ser enviado para o periódico Revista da Academia Brasileira de Ciências – 

Qualis B2 da Capes para área de Biodiversidade. 



24  

  

AVALIAÇÃO BIOTECNOLÓGICA DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE MACAÚBA E 

CANA-DE-AÇÚCAR PARA PRODUÇÃO DE ENZIMAS, ATIVIDADE 

ANTIMICROBIANA, CITOTÓXICA E TRIPANOCIDA 

Diego Leandro Reis da Silva Fernandes¹, Sarana Héren Pereira ², Idjane Oliveira Santana³  

1. Mestrando do Programa de Pós-Graduação Saúde Humana e Meio Ambiente, Universidade  

Federal de Pernambuco, Centro Acadêmico de Vitória. Rua Alto do Reservatório, S/n - Bela Vista, 

CEP 55608-680, Vitória de Santo Antão - PE, Brasil.   

2. Mestranda do Programa de Pós-Graduação Saúde Humana e Meio Ambiente, Universidade  

Federal de Pernambuco, Centro Acadêmico de Vitória. Rua Alto do Reservatório, S/n - Bela Vista, 

CEP 55608-680, Vitória de Santo Antão - PE, Brasil.   

3. Docente do Programa de Pós-Graduação Saúde Humana e Meio Ambiente, Universidade Federal 

de Pernambuco, Centro Acadêmico de Vitória. Rua Alto do Reservatório, S/n - Bela Vista, CEP 

55608680, Vitória de Santo Antão - PE, Brasil.  

 * Autor para contato. E-mail: diego-lean@hotmail.com   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



25  

  

Resumo  

Fungos endofíticos são uma fonte ainda pouco explorada de metabólitos biologicamente ativos, 

por isso o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial biotecnológico de extratos e 

líquidos metabólitos de fungos endofíticos de macaúba e cana-de-açúcar, testando os mesmos 

para produção de enzimas, atividade antimicrobiana, bem como atividade citotóxica e 

antiTrypanosoma. Foram estudados 23 fungos endofíticos, dos quais 2 isolados pertencentes 

aos gêneros Aspergillus e Fusarium produziram liquido metabólico com atividade 

bacteriostática ou bactericida frente a várias bactérias patogênicas ao homem, Gram negativas 

e Gram positivas. Nenhum liquido metabólico apresentou atividade frente as cinco espécies de 

Candida sp utilizadas nos ensaios. Os extratos metanólicos extraídos dos micélios dos fungos 

não apresentaram ação antiproliferativa de Trypanosoma cruzi. Quanto ao ensaio de 

citotoxicidade celular de macrófagos da linhagem J774, os extratos fúngicos apresentaram 

citotoxicidade maior que a droga controle utilizada. Quanto a produção de enzimas, os fungos 

não apresentaram produção significativa de enzimas da classe das proteases, lipases, amilases 

e celulases. Desta forma, os resultados mostram a necessidade de ampliar as pesquisas sobre o 

potencial químico presente no líquido metabólito produzido por esses fungos endofíticos para 

testar, bem como apresenta potencial atividade antibacteriana dos fungos estudados.  

  

  

  

  

  

Palavras-Chave:  líquido  metabólito,  extrato  micelial, 

 antibacteriano,  antifúngico, tripanocida 
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Abstract  

  

Endophytic fungi are a source still little explored of biologically active metabolites, therefore 

the present study aimed to evaluate the biotechnological potential of extracts and metabolites 

of endophytic fungi liquids of macauba and sugarcane, testing the same for production of 

enzymes, antimicrobial activity, as well as cytotoxic activity and Trypanosoma cruzi. Were 

studied 23 endophytic fungi, of which 2 isolates belonging to the genera Aspergillus and 

Fusarium produced liquid with bacteriostatic or bactericidal activity metabolic front of several 

pathogenic bacteria, Gram negative and Gram positive. No metabolic activity presented the 

liquid five species of Candida sp used in the tests. Methanolics extracts extracted from mycelia 

of fungi did not show results action of Trypanosoma cruzi. As for the cellular cytotoxicity test 

of line J774 macrophages, fungal extracts showed cytotoxicit greater than the drug control. As 

the production of enzymes, the fungi showed no significant production of enzymes of the class 

of proteases, lipase, amylase and cellulase. In this way, the results show the need to expand the 

research on the chemical potential present in the liquid metabolite produced by these endophytic 

fungi to test, as well as presents potential antibacterial activity of fungi studied.  

  

  

Keywords: Mycelial extract, metabolite liquid, antibacterial, antifungal, antiprotozoario. 
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INTRODUÇÃO  

Nas últimas décadas, diversos produtos naturais foram isolados e suas estruturas 

químicas identificadas. A descoberta destas estruturas juntamente com a elucidação dos 

mecanismos biológicos, bioquímicos e a ação terapêutica, tem sido uma abordagem importante 

usada pelos químicos orgânicos e medicinais no desenvolvimento de novos fármacos. Os 

produtos naturais são fontes inestimáveis para o desenvolvimento de novas drogas, sendo 

isolados principalmente de microrganismos e plantas (Clardy & Walsh, 2004; Newman & 

Cragg, 2007). Estudos do papel desempenhado pelos produtos naturais na ecologia de diferentes 

tipos de organismos podem levar à descoberta de novos compostos de origem natural com 

potencial bioativo (Gloer, 2007).  

Os fungos são organismos metabolicamente ativos que são explorados comercialmente 

para a produção de enzimas e uma grande variedade de metabólitos através de sistemas de 

cultura ultrassensíveis. Destaque pode ser dado aos fungos endofíticos, que colonizam os 

tecidos de plantas, porém, sem causar sintomas de doença (Strobel et al. 2004; Aly et al., 2011). 

Os fungos endofíticos produzem metabólitos bioativos, com possíveis aplicabilidades na 

medicina, indústria alimentícia e agricultura (Verma et al., 2009; Kharwar et al., 2011; Zhao et 

al., 2011). Dentre essa variedade de metabólitos secundários diversas estruturas químicas foram 

isoladas possuindo atividade antitumoral, antimicrobiana entre outras (Strobel et al., 2004; 

Zhang, 2006). De acordo com Tan e Zou (2001) os fungos são excelentes produtores de 

metabólitos com atividade principalmente fungicida e bactericida. Um exemplo é o ácido 

colletric, um agente antimicrobiano ativo, o qual foi isolado a partir de uma cultura líquida do 

fungo Colletotrichum gloeosporioides (Zou et al., 2000). Em contrapartida a taxa de 

desenvolvimento de novos antibacterianos pela indústria farmacêutica diminuiu nos últimos 20 

e 30 anos, enquanto que a resistência bacteriana a esses medicamentos aumentou 

progressivamente (Salmond, Welch, 2008). E dessa mesma forma doenças infecciosas estão 

entre as principais causas de óbitos no mundo (Fauci, 2001; Spellberg et al., 2004).  Em 

destaque as bactérias que contribuem substancialmente com as taxas de mortalidade (Rasko & 

Sperandio, 2010).  

Além disso os fungos endofíticos tropicais possuem moléculas que podem contém 

diversas atividades principalmente para doenças negligenciadas como a  
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Tripanossomíase Americana (COTA et al., 2008) causada pelo protozoário da espécie 

Trypanosoma cruzi que afeta milhões de pessoas de áreas tropicais pelo mundo, originando 

graves doenças em humanos, e resultando em grandes perdas econômicas e impactos sociais 

nas regiões endêmicas (TDR, 2005). Contudo não recebem incentivos massivos das indústrias 

farmacêuticas para a produção de novos medicamentos.  

 Portanto, objetivou-se com o presente trabalho determinar a produção de enzimas e a atividade 

antibacteriana, antiproliferativa de T. cruzi e antifúngica dos fungos endofíticos isolados de 

Crocomia aculeata JACQ. Lood. ex. Mart. (Macaúba) e Saccharum spp. L. (Canade-açúcar).   

  

MATERIAL E MÉTODOS  

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Microbiologia e Imunologia da UFPE- CAV, 

no Laboratório NB2 do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE) e em 

parceria com o Laboratório de Imunogenética no Centro de Pesquisa Aggeu Magalhães – 

FIOCRUZ.   

  

Isolados fúngicos  

Foram selecionados 23 isolados fúngicos preservados no laboratório de Microbiologia 

e Imunologia da UFPE-CAV, 13 isolados de semente de Macaúba e 10 de cana-de-açúcar. Os 

fungos preservados em óleo mineral com meio Batata Dextrose Agar (BDA) foram reativados 

para tubos de ensaio com caldo glicosado e após crescimento do micélio, replicados para placas 

de Petri com meio Agar Sabouraud, sempre mantidos em triplicata e replicados semanalmente, 

a fim de manter culturas jovens durante todo experimento.   

Produção do líquido metabólico e extrato metabólico dos fungos  

A metodologia utilizada foi a produção do líquido metabólico, também conhecido como 

método do filtrado ou para detecção de antibióticos (Kawamoto & Lorbeer, 1976). Fragmentos 

de partes dos micélios foram retiradas e semeadas em erlenmeyer com meio YES (sacarose 

extrato de levedura) estéril, e armazenados em temperatura ambiente durante 20 dias. 

Consecutivamente utilizando papel filtro Whatman foi separada a massa micelial do líquido 

metabólito, sendo armazenados em tubos falcon estéreis de 50 mL a temperatura de 4 ºC para 
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posteriores testes biológicos. A massa micelial foi utilizada para obtenção do extrato a partir da 

maceração do micélio em metanol sob agitação por 24h e posterior filtração e secagem em 

rotaevaporador. Após esse procedimento, o extrato foi ressuspendido em metanol.  

Identificação Morfológica dos fungos   

A identificação dos gêneros e espécies fúngicas foi feita pela observação macroscópica 

de colônias, seguida de análise microscópica das estruturas de cada isolado, usando meios de 

cultura e referências da literatura. A identificação morfologia foi realizada na Micoteca do 

Departamento de Micologia da UFPE.  

Microrganismos utilizados nos ensaios in vitro  

Foram utilizadas cepas bacterianas e fúngicas, sendo as cepas bacterianas as seguintes: 

Escherichia coli ATCC 25922, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Shigella flexneri ATCC 

12022, Kocuria rhizophila ATCC 9341, Staphylococcus aureus meticilina resistente – cepa 

clínica isolada de ferida, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus oxacilina 

resistente, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis. As 

leveduras usadas nos testes foram: Candida parapsilosis, C. albicans, C. guilliermondii, C. 

krusei isolados clínicos. Além de bactérias e fungos foi utilizada ainda a cepa de T. cruzi (cepa 

DM28c), forma epimastigotas crescidos em culturas axênicas e tripomastigotas oriundas das 

infecção in vitro da linhagem de células LLC-MK2.  

Preparação das suspensões bacterianas e fúngicas  

As suspensões bacterianas foram preparadas e padronizadas a partir de uma cultura de 

24 horas, em HMA, em seguida coleta de 1µL de células bacterianas e diluição em solução 

salina 0,9% até atingir turvação igual à suspensão do tubo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 

108 UFC/mL-1) Posteriormente, foi realizada uma diluição 1:100, em salinas 0,9%, obtendo-se 

uma suspensão de 1,5 x 106 UFC/mL-1 , a qual foi utilizada nos ensaios.  

A suspensão fúngica foi padronizada a partir de uma cultura de 24 horas, em Agar 

Sabouraud, posteriormente coletando 1µL de células fúngicas e diluindo em salinas 0,9% até 

atingir turvação igual à suspensão do tubo 0,5 da escala de McFarland, sendo essa suspensão 

usada nos ensaios.   
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Determinação da Concentração Mínima Inibitória (CIM) Bacteriana 

A CIM foi determinada pela técnica de microdiluição em caldo usando microplacas (96 

orifícios) de acordo com a metodologia descrita segundo a norma M7-A6 do Manual Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). O resultado da CIM foi avaliado ao observar 

ausência de turbidez nos poços, e revelando com o corante vital TTC (2,3,5-cloreto de 

trifeniltetrazólio a 2%. Como controle positivo foi usado Cloranfenicol. Os poços que 

apresentaram atividade permanecem incolores, enquanto os poços nos quais houve crescimento 

microbiano coram em vermelho (Duarte et al., 2005). O resultado é dado pela maior diluição 

do liquido metabólico que apresentou atividade.  

Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM)   

Após a adição do corante TTC na microplaca de 96 poços, foi realizada a confirmação 

da CIM com o auxílio de alças estéreis de 1µL semeando os poços visualmente postivos para 

atividade antibacteriana, em placas de petri com meio Agar Mueller Hilton, por 24h em estufa 

a 37 ± 2 ºC confirmando a ausência ou presença de crescimento bacteriano.  

Determinação da Concentração Mínima Inibitória (CIM) Fúngica  

A CIM foi determinada pela técnica de microdiluição em caldo Sabouraud usando 

microplacas (96 orifícios) de acordo com a metodologia descrita segundo a norma técnica 

M7A6 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). O resultado da 

CIM foi avaliado ao observar ausência de turbidez nos poços, e revelando com o corante vital 

TTC.  

Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM)   

Após a coloração com o corante TTC na microplaca de 96 poços, foi realizada a 

confirmação com o auxílio de alças estéreis de 1µL semeando em placas de petri com meio 

Agar Sabouraud os poços visualmente positivos, por 24h em estufa a 37 ± 2 ºC confirmando a 

ausência ou presença de crescimento fúngico.  

Determinação da citotoxicidade dos extratos metanólicos fúngicos  

Foi preparado uma suspensão celular de macrófagos (105 cel/mL) da linhagem J774 e 

distribuída em placas de cultura de 96 poços (198 µL em cada poço). Posteriormente incubadas 

em atmosfera úmida com 5 % de CO2 a 37 °C durante 24 horas. As amostras dos extratos 
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metanoicos e clorofórmicos foram incubadas a (22 µL) em diferentes concentrações (100; 50; 

25 até 0,19 µg/mL), sob as mesmas condições, durante 72 horas. Os poços controle receberam 

o veículo. Foi adicionado 25 µL de MTT em todos os poços [(brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-

2-il]-2,5bifenil tetrazólio)] em Tampão Fosfato-Salino (PBS), (5 mg/mL, p/v) levando a 

incubação a 37 °C durante 2 horas em seguida foi aspirado o meio de cultura, juntamente com 

o excesso de MTT e adicionado 100 µL de Dimetilsulfóxido (DMSO), para dissolução dos 

cristais de formazan (MOSMANN, 1983). Levando em seguida ao leitor de densidade óptica 

de placas a 595 nm comparando a média da densidade óptica (OD) dos poços testes com a média 

da OD do grupo controle, para a determinação da IC50.  

Avaliação da atividade tripanocida para Trypanosoma cruzi, formas epimastigota e 

tripomastigota  

Para determinar o efeito tripanocida para T. cruzi, formas epimastigotas (106/ml), na fase 

log de crescimento, foram colocadas em placas de 96 poços o volume de 100µl, sob condições 

de cultura adequadas (26ºC). Usou-se nos testes o benzonidazol (50 mg/ml) como droga 

controle positivo e culturas de parasitos sem tratamento como controle negativo. Os extratos 

metabólicos foram avaliados quanto a concentração inibidora de 50% do crescimento dos 

parasitas (IC50%) onde formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa Y. de T. cruzi que 

estiveram cultivadas durante 5 dias e 24 horas, respectivamente, na presença de diferentes 

concentrações dos extratos metabólitos, procedendo-se em seguida a contagem de parasitos 

viáveis. O cálculo da IC50% se deu através de um regressão linear simples utilizando o software 

Prisma 5.0 Graphpad.  

Atividade enzimática  

O experimento foi feito por meio de crescimento nos meios enzimáticos específicos para 

detecção da produção de amilase, protease, celulase e lipase, onde foram inoculados discos de 

3 mm de diâmetro contendo o crescimento micelial, e as placas foram incubadas a temperatura 

ambiente. Os experimentos foram realizados em triplicata, em eventos isolados. Os resultados 

foram obtidos através da medição dos halos em mm.  

A atividade enzimática foi realizada conforme descrito pelo Protocolo de Hankin e 

Anagnostakis (1975) para a enzima amilase e lipase. Para os testes de celulose e protease 

utilizou-se a metodologia descrita por Dingle et al., (1953).   

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CB0QFjAAahUKEwjnt6z2-pHHAhUCCj4KHXNkDQA&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FDimetilsulf%25C3%25B3xido&ei=0gPCVecGgpT4AfPINQ&usg=AFQjCNHDCaQOg8Gu9lWlhG_JPbL_XUWBbA&bvm=bv.99261572,d.eXY
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CB0QFjAAahUKEwjnt6z2-pHHAhUCCj4KHXNkDQA&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FDimetilsulf%25C3%25B3xido&ei=0gPCVecGgpT4AfPINQ&usg=AFQjCNHDCaQOg8Gu9lWlhG_JPbL_XUWBbA&bvm=bv.99261572,d.eXY
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RESULTADOS   

Os 23 isolados de fungos endofíticos foram catalogadas com códigos (fungo), E 

(extrato) e L (líquido) seguida de numeração sequencial. Foram testados 23 líquidos 

metabólitos, sendo 10 deles provenientes de fungos endofíticos isolados de cana-de-açúcar e 13 

de semente de macaúba.   

Todos os isolados fúngicos foram testados para a produção de enzimas, mas não 

obtiveram resultados positivos quanto a produção das mesmas, com valores de halos médios 

em mm desprezíveis, variando entre 0 e 4 mm.    

Dentre as espécies mais prevalente Aspergillus parasiticus se destacou, na semente de 

macaúba. Na semente de macaúba foram identificadas as seguintes espécies de fungos e suas 

frequências: Aspergillus parasiticus (41,7%), Aspergillus seção Flavi (8,3%), Penicillium 

citreonigrum (8,3%), Talaromyces purpurogenus (8,3%), Aspergillus seção Niger (16,7%), 

Aspergillus oryzae (8,3%), Fusarium solani (8,3%). Nos colmos de cana-de-açúcar foram 

identificados os seguintes gêneros/espécies de fungos endofíticos: Aspergillus sp. (18,2%), 

Trichoderma harzianum (18,2%), Aspergillus sydowii (9,1%), Aspergillus seção Flavi (18,2%), 

Aspergillus seção Niger (9,1%), Trichoderma sp. (9,1%) e dois fungos (18,2%) que não foi 

possível a identificação pela taxonomia convencional por não apresentarem estruturas de 

reprodução.   

O liquido metabólico de três isolados endofíticos apresentaram atividade antibacteriana, 

dentre os 23 testados, a saber são as espécies: Aspergillus sydowii (Bain. & Start) Thom & 

Church (F18) isolado de gomos de cana-de-açúcar (Saccharum spp L.), A. parasiticus Speare 

(F02) Fusarium solani (Mart.) Sacc. (F12) estes últimos isolados de semente de macaúba 

(Acrocomia aculeata JACQ. Lood. ex. Mart.) (Tabela 1).   

A amostra F12 apresentou melhor atividade contra bactéria Kocuria rhizophila com 

atividade do liquido metabólico até diluição de 1/16.  A amostra F02 apresentou uma melhor 

atividade frente as bactérias E. coli e S. flexneri na maior diluição de 1/8. E o líquido metabólito 

F18 que apresentou atividade contra as bactérias E. coli, A. baumannii, K. pneumoniae nas 

maiores diluições de 1/8. Ambos (F02 e F18) com atividade tanto para bactérias Gram negativas 

como para Gram positivas (Ver Tabela 2)  
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Nenhum liquido metabólico apresentou atividade anti fúngica, frente as 4 espécies de 

Candida testadas.   

Foi possível testar apenas 16 extratos metanólicos e nenhum possuiu uma significativa 

atividade tripanocida em nenhuma das concentrações testadas (100-0,19 µg), além de possuírem 

uma atividade citotóxica acima da droga padrão para o tratamento de T. cruzi, nas formas 

testadas (Tabela 3).  

  

DISCUSSÃO  

A produção de líquido metabólito por fungos é uma das técnicas de produção de 

metabólitos secundários, onde os metabólitos ficam retidos no meio de cultura utilizado para o 

próprio crescimento fúngico, e a partir dele é possível o isolamento dos complexos químicos 

biologicamente ativos. Esse liquido metabólico pode ser utilizado para testar diferentes 

atividades biológicas, tais como: antibacteriano, anti-Trypanosoma, antifúngica e 

citotoxicidade (Wulansari et al., 2014; Wang et al., 2007; Wiyakrutta et al., 2003).   

Bérdy (2005) refere que os Penicillium e Aspergillus são fungos que possuem uma 

produção estimada de 1000 tipos de antibióticos, tornando-os gêneros de fundamental 

importância para pesquisa de novos metabólitos potencialmente ativos. Esses mesmos gêneros 

foram encontrados entre os 23 isolados de macaúba e cana, dentre os quais com atividade 

antibacteriana (F 02 e 18), reforçando o resultado cujos líquidos apresentaram uma excelente 

atividade bactericida contra bactérias Gram negativas. (Tabela 2)  

Os líquidos metabólicos dos 3 isolados que apresentaram atividade antibacteriana, 

também apresentou ação bactericida sobre cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), 

o que é um resultado importante porque o S. aureus é tido como um dos principais patógenos 

humanos com capacidade de desenvolver rapidamente resistência a antibióticos (Gelatti et al., 

2009). Além de ser um patógeno que, ao infectar pacientes hospitalizados aumenta em até cinco 

vezes a chance de morte (Ferreira et al., 2009). Levando em consideração que colonizações por 

MRSA deixaram de ser exclusivas de ambiente hospitalar para se tornarem também parte da 

comunidade (Gelatti et al., 2009), sendo encontrada até em universitários sadios e 

principalmente que cursavam algum área de saúde (Ribeiro et al., 2015), se faz necessário a 

busca de novas drogas bactericidas eficientes.   
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O líquido metabólico F12 obteve uma ação bacteriostática para as três diferentes cepas 

de S. aureus, e alcançou uma excelente atividade frente a cepa de Kocuria rhizophila, na 

diluição 1/16, bactéria que em pacientes imunocomprometidos pode causar infecções 

importantes como descrito por Moissenet et al., (2012) em relato de caso clinico.   

A ação bacteriostática ou bactericida de uma determinada droga está associada a 

capacidade de atuação sobre uma enzima, ou sítio de ligação específico na via de biossíntese e 

metabolismo de várias bactérias patogênicas (Guimaraes et al., 2010), o que reforça os nossos 

resultados no qual o mesmo líquido metabólito em concentrações distintas ou iguais possuiu 

atividade bactericida e bacteriostática para diferentes bactérias. Dentre os três líquidos 

metabólitos testados o F18 apresentou-se como mais interessante por apresentar atividade em 

amplo espectro para todas as bactérias testadas, tanto em Gram positivas quanto em Gram 

negativas, em diferentes diluições. Resultado semelhante também encontrado por Arumugam 

et al., (2014) que isolou um pigmento vermelho do fungo Nigrospora sp e realizou o ensaio 

antibacteriano, revelando possuir esse pigmento uma ação bactericida e bacteriostática sobre as 

bactérias Gram positivas e Gram negativas com concentrações variáveis.  

Além da atividade antibacteriana, foi testada a atividade antifúngica. Gellen et al., 

(2014) encontrou metabólitos voláteis produzidos por Trichoderma sp. com atividade 

antifúngica para diferentes espécies de Candida patogênicas ao homem, contrário aos nossos 

resultados nos quais não se obteve atividade antifúngica. Contudo o Trichoderma sp. possui um 

potencial antifúngico por se tratar de uma espécie que realiza micoparasitismo e biocontrole 

(Filho et al., 2008), o que lhe confere uma maior expressão de metabólitos antifúngicos 

favorecendo seu crescimento.    

Para a atividade enzimática determinada pela difusão radial em meio sólido, há fatores 

que são determinantes, dentre eles, a correlação direta entre o tamanho do halo e a capacidade 

degradativa dos microrganismos. Lealem & Gashe (1994) recomendam o valor do índice de 

atividade enzimática ≥ 2,0 para mostrar a capacidade de degradação do substrato em meio 

sólido. Dos 23 fungos testados para os diferente tipos de enzimas nenhum obteve valor igual ou 

superior a 2,0, apresentando valores bem inferiores. Resultado semelhante foram encontrado 

por Stamford (1998) quando trabalhou com os endofíticos Pithomyces sp., Rhizopus sp., 

Staphylococcus sp., Fusarium sp. e Trichoderma sp., nos quais não apresentaram atividade 

enzimática satisfatória.   
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Estudos anteriores mostraram que os isolados de fungos dos ecossistemas brasileiros são 

capazes de produzir metabolitos secundários bioativos contra microrganismos patogênicos 

(Rosa et al., 2005; Rosa et al., 2003), contra  Trypanosoma cruzi, e células de tumor humano 

(Cota et al., 2008; Rosa et al., 2006). Resultado que não foi alcançado com as nossas cepas 

fúngicas, porém, abre uma possibilidade para estudos frente a células tumorais, que não foi 

possível ser realizado em nosso trabalho.  

 Desta forma, o presente trabalho apresentou uma seleção rápida para principais atividades 

biológicas, nas quais os líquidos metabólicos e extratos de fungos endofíticos podem ser 

empregados.  
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Anexos  1  

 Tabela 1 - Identificação morfológica dos isolados fúngicos endofíticos de macaúba e cana-

de-açúcar 

Código do fungo  Nome do fungo                                   ORIGEM  

DLR 01  Aspergillus sp    

DLR 02  

DLR 03  

DLR 04  

DLR 05  

DLR 06  

Aspergillus parasiticus Speare  

Aspergillus parasiticus Speare  

Aspergillus seção Flavi  

Penicillium citreonigrum Dierckx  

Talaromyces purpurogenus  

  
  

  

  

Macaúba  

DLR 07  Aspergillus seção Niger   

DLR 08  Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn   

DLR 09  Aspergillus parasiticus Speare   

DLR 10  Aspergillus parasiticus Speare   

DLR 11  Aspergillus parasiticus Speare   

DLR 12  

DLR 13  

Fusarium solani (Mart.) Sacc. 

Aspergillus sp  

 

  

DLR 14  

DLR 15  

DLR 16  

DLR 17  

DLR 18  

Trichoderma harzianum Rifai  

Trichoderma harzianum Rifai  

Só micélio, sem esporulação  

Só micélio, sem esporulação  

Aspergillus sydowii (Bain. & Start)  

Thom & Church  

  

  

  

  

Cana-de-açúcar  

DLR 19  Aspergillus seção Flavi    

DLR 20   Aspergillus seção Niger   

DLR 21  Trichoderma sp   

DLR 22  Aspergillus seção Flavi   

DLR 23  Aspergillus   

  

Tabela 2 - Determinação da atividade antibacteriana dos líquidos metabólitos frente 
as bactérias patogênicas ao homem. 

 

 

Líquido metabólito  Bactéria  CIM  CMB  

L 02  E. coli  1/8  1/8  

 A. baumannii  1/4  1/4  
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Legenda:  

CIM – concentração 

inibitória mínima.  

CMB – concentração 

mínima bactericida.  

(-) Não houve inibição 

do crescimento 

bacteriano.  

 L – Líquido metabólito  

  

 
    

Tabela 3 - Atividade 
antiproliferativa para 
formas evolutivas de 
Trypanosoma cruzi e 
citotóxica dos 
extratos metabólitos. 

CÓDIGO Citotoxicidade IC50 IC50 

 S. flexneri  1/8  1/8  

 K. rhizophila  1/4  1/4  

 S. aureus meticilina 

resistente  

-  -  

 S. aureus  1/2  -  

 S. aureus oxacilina 

resistente  

1/2  1/2  

 K. pneumoniae  1/8  1/4  

 P. aeruginosa  1/8  1/2  

 S. epidermidis  -  -  

L 12  E. coli  -  -  

 A. baumannii  1/2  1/2  

 S. flexneri  1/2  -  

 K. rhizophila  1/16  1/16  

 S. aureus meticilina 

resistente  

1/2  -  

 S. aureus  1/8  -  

 S. aureus oxacilina 

resistente  

1/8  -  

 K. pneumoniae  -  -  

 P. aeruginosa  -  -  

 S. epidermidis  -  -  

L 18  E. coli  1/8  1/8  

 A. baumannii  1/16  1/8  

 S. flexneri  1/8  1/2  

 K. rhizophila  1/4  1/4  

 S. aureus meticilina 

resistente  

1/4  -  

 S. aureus  1/4  1/4  

 S. aureus oxacilina 

resistente  

1/4  1/2  

 K. pneumoniae  1/8  1/8  

 P. aeruginosa  1/16  1/2  

 S. epidermidis  1/2  -  
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 µg/ml  

CL50%  

epimastigotas        

tripomastigotas  

-µg/ml (cepa 

DM28c)  

-µg/ml (Cepa Y)  

E 01  17,46  N/D  N/D  

E 02  14,53  N/D  N/D  

E 03  18,83  N/D  N/D  

E 04  14,73  N/D  N/D  

E 05  20,64  N/D  -  

E 06  6,513  N/D  -  

E 07  13,85  N/D  -  

E 08  20,59  N/D  -  

E 09  39,37  N/D  -  

E 10  32,46  N/D  -  

E 11  33,08  N/D  -  

E 12  31,52  N/D  -  

E 13  38,68  N/D  -  

E 14  23,80  N/D  -  

E 15  27,71  N/D  -  

E 16  37,51  N/D  -  

 

N/D = Não determinado. O composto foi testado variando na concentração de 100-0,19ug, mas 

não foi capaz de inibir o crescimento parasitário. 

E = Extrato metabólito 

Figura 1 - Fotos dos fungos endofíticos isolados de macaúba e cana-de-açúcar  
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A: Talaromyces purpurogenus. B: Aspergillus parasiticus Speare.  C: Aspergillus sydowii 

(Bain. & Start) Thom & Church. D: Aspergillus seção Flavi. E: Aspergillus seção Niger. F:  

Fungo não identificado, apenas micélio.  

  

  

  

  

  

  

 

 

 

 

 

  

  

    

        

  

  

  

  

A   B   C 
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DISCUSSÃO GERAL E CONCLUSÕES  

 

Os fungos do gênero Penicillium e Aspergillus possuem uma produção 

estimada de 1000 tipos de antibióticos, tornando-os de fundamental importância para 

pesquisa de novos metabólitos potencialmente ativos (BÉRDY, 2005). O gênero 

Fusarium também tem a sua importância sendo considerado uma fonte rica de 

compostos, com interesse biotecnológico pela produção de novos metabólitos 

secundários com atividades biológicas diversas (SCHULZ; BOYLE, 2005). O que 

reforça em nosso experimento a importância desses dois gêneros Aspergillus e 

Fusarium que obtiveram uma excelente atividade bactericida em Gram negativas e 

Gram positivas, comprovando sua ação antibacteriana.   

Os fungos do gênero Aspergillus habitam uma variedade de ambientes (PITT; 

HOCKING, 2009). Partes de vegetais de diferentes espécies de plantas, são habitats 

onde são comumente encontrados (RODRIGUES; MENEZES, 2002; SOUZA et al., 

2004; SOUSA et al., 2013). A. sydowii é um endofítico que já foi isolado de Tinospora 

cordifolia (MISHRA et al., 2012), uma planta medicinal comumente utilizada na Índia, 

sendo comprovada sua ação imunomoduladora, antidiabético, antioxidante, 

antimicrobiana e anticâncer (SAHA; GHOSH, 2012). Além de ser encontrado também 

em solo de compostagem (MATKAR et al., 2013). Cactos do Brasil (BEZERRA et al., 

2013). E em musgos produzindo derivados de xantonas com atividade 

imunossupressora (SONG et al., 2013). Chung et al., (2013), com o uso de 

ferramentas epigenéticas sobre o DNA de A. sydowii produziram sesquiterpenóides 

com atividade antidiabética e anti-inflamatória, sendo responsáveis pelo primeiro 

isolamento de um metabólito secundário, produzido por microrganismos com essas 

duas atividades.    

O A. sydowii é considerado um excelente produtor de xilanases, com tudo, em 

estudo não foi identificada nenhuma enzima celulolítica (GHOSH et al., 1993). O que 

reforça nossos achados.  

Fusarium spp. foi classificado como endófitos de várias plantas com atividade 

biológica diversa (DENG et al., 2009; KOUR et al., 1971). Isto sugere a sua ubiquidade 

como endófitos dentro do reino vegetal e fornece uma oportunidade de descobrir 
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novos metabolitos bioativos. Fusarium solani é um fungo endofítico que é encontrado 

em diversos tipos de ambientes, principalmente em plantas (SHWETA et al., 2009) 

podendo a depender da cepa, ser ou não, um fitopatógeno (ARIF et al., 2015). Sendo 

também um importante patógeno humano (SHORT et al., 2013), e um fitopatógeno de 

diferentes culturas, como exemplo:  batatas (WANG et al., 2015), maracujá (BUENO 

et al., 2014), soja (COSTA et al., 2016), pimento (SUNDARAMOORTHY et al., 2012), 

tomate (MOINE et al., 2014), entre outros.  

Algumas espécies pertencentes aos géneros Fusarium têm sido amplamente 

reconhecida como produtores de lipase. F. solani é entre os produtores de lipase um 

dos mais conhecidos. Estudos sobre condições de fermentação para a produção de 

lipase extracelular de F. solani apresentaram variações entre diferentes cepas do 

fungo (CHANDER; KLOSTERMEYER, 1983). Em estudo realizado por Maia e 

colaboradores (2001) onde diferentes fontes de carbono foram testadas, para 

potencializar a produção de lipases, o óleo de gergelim foi o que obteve melhores 

resultados, frente a: azeite de oliva, óleo de palma de babaçu, óleo de milho e óleo de 

coco. O que pode ser uma possível explicação ao fato da cepa utilizada no nosso 

estudo não ser capaz de produzir quantidades significativas de lipases tendo como 

substrato o Twenn 20, como preconiza o Protocolo de Hankin e Anagnostakis (1975).  

As doenças de plantas são responsáveis por grandes perdas nas culturas de 

importância econômica, principalmente aquelas que ocorrem durante a pós-colheita. 

Os fungos são os principais causadores de doenças pós-colheita em frutas. 

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, contaminam alimentos em climas quentes 

onde podem produzir aflatoxinas em diferentes momentos, como pré-colheita, 

processamento, transporte ou armazenamento (SARDIÑAS et al., 2011). A. 

parasiticus é considerado um fungo que causa deterioração em diferentes culturas, de 

alimentos, como cereais e amêndoas de cajueiro (FREIRE, 2014). Com tudo, o A. 

parasiticus pode ser encontrado associado a plantas, como um endofítico, a exemplo 

de um estudo realizado por Bezerra e colaboradores (2013), em cactos da Caatinga 

brasileira. Desta maneira não se tratando apenas de um fungo que lesa o tecido de 

plantas hospedeiras, mas que ele pode estar associado intimamente com diferentes 

partes da planta, como em sementes de frutos, sem causar dano aparente.   
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Além do que, alguns autores sugerem que um fungo endofítico é uma relação 

resultante de um processo evolutivo, onde planta-patógeno convivem em harmonia, 

até que de alguma maneira esse equilíbrio planta-fungo se rompe para em benefício 

ou malefício de uma das partes, resultando no desenvolvimento de doenças na planta 

(SCHULZ et al., 2002; SCHULZ; BOYLE, 2005; BORGES et al., 2009).  

De forma geral, os resultados contribuíram para evidenciar importância destes 

microrganismos como produtores de compostos bioativos com potencial 

antimicrobiano. Trabalhos futuros devem ser realizados com a finalidade de 

aperfeiçoar as condições de cultivo para a produção de moléculas bioativas, bem 

como, realizar a caracterização química dos mesmos e empregá-los diretamente ou 

como base para a síntese de novos agentes com atividade antimicrobiana.  
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