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FERREIRA, Francisca da Silva. BIOSSURFACTANTES DE FUNGOS ENDOFÍTICOS 

ISOLADOS DE Gustavia cf. hexapetala (Alb.) Sm. (Lecythidaceae) NA 
AMAZÔNIA, CONTRA PATÓGENOS DA CAVIDADE ORAL. 2020. Tese (Doutorado 
em Biotecnologia – PPG-BIONORTE) - Universidade Federal do Amazonas, 2020. 

RESUMO 

Os biossurfactantes (BS) são moléculas anfifílicas que por suas características químicas têm 
apresentado grande interesse industrial. Há evidências de aplicação na área odontológica por 
apresentarem ação antimicrobiana contra patógenos de interesse.  Nesse aspecto o presente 
estudo avaliou a produção de BS em linhagens de fungos endofíticos isolados de Gustavia cf. 
hexapetala, na cidade de Manaus, com ação antimicrobiana contra patógenos da cavidade oral. 
Foi realizado isolamento de fungos endofíticos de galhos e folhas, purificação, conservação e 
caracterização morfológica dos isolados. Realizou-se uma triagem para selecionar fungos 
produtores de BS cultivados em meio líquido (BDL e mineral) suplementados com  óleo de soja. 
As condições de cultivo foram: pH 7.0, temperatura de 28°C à 170rpm, por 10 dias.  A produção 
de BS foi avaliada por meio do índice de emulsificação (E24) e da Tensão Superficial (TS) do 
meio de cultivo. Foi realizado um novo cultivo em escala ampliada para a extração dos BS. Com 
os BS brutos foi possível determinar a CMC, testes antimicrobianos e perfil químico. Os fungos 
selecionados foram identificados por meio de técnicas moleculares. Foram isolados 399 fungos 
e uma levedura negra de G. Cf. hexapétala. A frequência de isolamento foi 74,6% a partir de 
galhos e 49,6% a partir da folha. Reagrupou-se em 20 morfogrupos com oito gêneros 
identificados: Colletotrichum, Fusarium, Pestalotiopsis, Penicillium, Guigniardia, Phomopsis, 
Xylaria, Diaphorte e os demais desconhecidos (Micelia sterilia). Foram conservados 187 fungos 
endofíticos,, avaliados 24 e destes, nove se destacaram como produtores de BS, sendo cinco 
selecionados, tais quais: três  isolados de galho identificados como  Fusarium decemcellulare 
(FF17),  Diaporthe sp. (FF36) e Fusarium solani (FF45); dois isolados de folha,  identificados 
como  Fusarium solani (FF51) ) e Coletotrichum vietnamensi (FF33).  Os melhores resultados 
do E24 foram: C. vietnamensi (FF33) com 33,99%, Diaporthe sp. (FF36) com 31,97%, e F. solani 
(FF51) com 26,70%. Houve redução da TS abaixo de 35,0 mN/m em 09 cepas com destaque para 
F. solani (FF51) com 28,7 e 30,1 mN/m;  F. solani (FF45) com 31,5 e 30,1 mN/m; C. vietnamensi 
(FF33) com 32,4 e 31,8 mN/m;  Diaporthe sp. (FF36) com 32,7 e 30,9 mN/m cultivados em meio 
BDL e mineral respectivamente. A TS do meio mineral reduziu de 61,0 mN/m para 30,9 mN/m 
(49,3% de redução) para o fungo Diaporthe sp. (FF36), e para os fungos F. solani (FF45 e FF51) 
com 30,1 mN/m (50,6% de redução). O maior rendimento da produção de BS foi de 0,66 g/L, 
obtido com o extrato do fungo C. vietnamensi (FF33). Este endofófito produziu um BS com a 
menor CMC (1,08 mg/mL) reduzindo a TS da água ultrapura de 70,6 para 31,94 mN/m (54,8% 
de redução). Nos testes antimicrobianos a CIM do extrato de F. decemcellulare (FF17) contra 
Streptococcus mutans (ATCC25175) foi de 0,4 mg/mL e a CBM foi 0,5 mg/mL; para 
Lactobacillus casei (ATCC7469), a CIM foi 1,5 mg/mL, e a CBM foi 1,75 mg/mL. Os bioativos 
produzidos por Diaporthe sp. (FF36) apresentaram CIM de 2,4 mg/mL contra S. mutans. A CIM 
do extrato de micélio de F. solani (FF51) para o L. casei foi 1,8 mg/mL. O extrato de micélio de 
F. solani (FF45) apresentou ação bacteriostática para L. casei e fungistática para C. albicans 
(CIM de 2,1 mg/mL e 4,2 mg/mL, respectivamente). Os resultados indicam a importância de 
pesquisas que visam a prospecção de fungos endofíticos com potencial para a produção de BS e 
outros bioativos de interesse biotecnológicos, contra patógenos da cavidade oral, permitindo 
inserir o uso de moléculas naturais para o controle de doenças bucais.   
 
Palavras-chave: bioativos, fungos endofíticos,  microbiota oral, planta medicinal, Amazônia 
 



FERREIRA, Francisca da Silva. BIOSSURFACTANTS OF ENDOPHYTIC FUNGI 
ISOLATED FROM Gustavia cf. hexapetala (Alb.) Sm. (Lecythidaceae) IN THE 
AMAZON REGION, AGAINST ORAL CAVITY PATHOGENS. 2020. Thesis (PhD in 
Biotechnology - PPG-BIONORTE) - Federal University of Amazonas, 2020. 
 

ABSTRACT 

 
Biosurfactants (BS) are amphiphilic molecules which, due to their chemical characteristics, 
have been of great industrial interest. There is evidence of application in dentistry due to their 
antimicrobial action against pathogens of interest. Thus, this study evaluated the production of 
BS in strains of endophytic fungi isolated from Gustavia cf. hexapetala, in the city of Manaus, 
with antimicrobial action against pathogens in the oral cavity. The isolation of endophytic fungi 
from branches and leaves, purification, conservation and morphological characterization of the 
isolates were carried out. Screening was performed to select BS-producing fungi grown in 
liquid (BDL and mineral) supplemented with soybean oil. The culture conditions were: pH 7.0, 
temperature of 28 °C at 170 rpm, for 10 days. BS production was evaluated using the 
emulsification index (E24) and the Surface Tension (ST) of the culture medium. A new culture 
was made on an expanded scale for the extraction of BS. With the raw BS, it was possible to 
determine the CMC, antimicrobial tests and chemical profile. The selected fungi were identified 
using molecular techniques. Three hundred ninety-nine (399) fungi and a black yeast of G. cf. 
hexapétala were isolated. The isolation frequency was 74.6% from branches and 49.6% from 
leaves. They were grouped into 20 morphogroups with eight identified genera: Colletotrichum, 
Fusarium, Pestalotiopsis, Penicillium, Guigniardia, Phomopsis, Xylaria, Diaphorte and the 
others, unknown (Micelia sterilia). One hundred eighty-seven (187) endophytic fungi were 
conserved, of which 24 were evaluated, and of these, nine stood out as BS producers, and five 
were selected: three branch isolates were identified as Fusarium decemcellulare (FF17), 
Diaporthe sp. (FF36) and Fusarium solani (FF45); two leaf isolates were identified as Fusarium 
solani (FF51) and Coletotrichum vietnamensi (FF33). The best E24 results were: C. vietnamensi 
(FF33) with 33.99%, Diaporthe sp. (FF36) with 31.97%, and F. solani (FF51) with 26.70%. 
There was ST reduction below 35.0 mN/m in 09 strains, with emphasis on F. solani (FF51) 
with 28.7 and 30.1 mN/m; F. solani (FF45) with 31.5 and 30.1 mN / m; C. vietnamensi (FF33) 
with 32.4 and 31.8 mN/m; Diaporthe sp. (FF36) with 32.7 and 30.9 mN/m grown in BDL and 
mineral medium, respectively. The ST of the mineral medium decreased from 61.0 mN/m to 
30.9 mN/m (49.3% reduction) for fungus Diaporthe sp. (FF36), and for fungi F. solani (FF45 
and FF51) with 30.1 mN/m (50.6% reduction). The highest yield of BS production was 0.66 
g/L, obtained from the extract of fungus C. vietnamensi (FF33). This endophyte produced a BS 
with the lowest CMC (1.08 mg/mL) reducing the ST of ultrapure water from 70.6 to 31.94 
mN/m (54.8% reduction). In the antimicrobial tests, the MIC of F. decemcellulare (FF17) 
extract against Streptococcus mutans (ATCC25175) was 0.4 mg/mL and the MBC was 0.5 
mg/mL; for Lactobacillus casei (ATCC7469), the MIC was 1.5 mg/ml, and the MBC was 1.75 
mg/ml. The bioactives produced by Diaporthe sp. (FF36) showed an MIC of 2.4 mg/mL against 
S. mutans. The MIC of F. solani mycelium extract (FF51) for L. casei was 1.8 mg/mL. The 
mycelium extract of F. solani (FF45) showed bacteriostatic action for L. casei and fungistatic 
for C. albicans (MIC of 2.1 mg/mL and 4.2 mg/mL, respectively). The results indicate the 
importance of research aimed at the prospection of endophytic fungi with a potential to produce 
BS and other bioactives of biotechnological interest, against pathogens in the oral cavity, 
allowing the use of natural molecules to control oral diseases. 
 
Keywords: bioactives, endophytic fungi, oral microbiota, medicinal plant, Amazon. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

A busca por produtos de interesse biotecnológico tem impulsionado as pesquisas 

em torno da biodiversidade amazônica, em especial, as que realizam a prospecção de 

metabólitos microbianos, que por sua grande variedade e possibilidades de usos tem sido alvo 

de demandas diversas.  A substituição de moléculas sintéticas por moléculas de origem natural 

nos setores industriais, farmacológicos e alimentícios revela-se como um imenso desafio que 

remete à importância de pesquisas dessa natureza. Nesse contexto, dentre os recursos biológicos 

que proporcionam bons resultados em termos dessa prospecção estão os de origem vegetal e 

microbianos.  

As plantas apresentam um grande potencial para a obtenção de compostos 

biologicamente ativos e os microrganismos associados a elas, podem ter importante produção 

metabólica. Situa-se nesse campo, os fungos, que por suas características cosmopolitas podem 

ter seus nichos em diferentes habitats (AZEVEDO et al., 2000). Os fungos que habitam, pelo 

menos por um período do seu ciclo de vida, o interior de um vegetal, sem causar danos ou 

produzir estruturas externas, podem ser considerados endofíticos (PETRINI, 1991). Os 

endofíticos conferem a seus hospedeiros importantes mecanismos de sobrevivência, por meio 

da produção de metabólitos (AZEVEDO, 2014). As interações dos endófitos com o hospedeiro 

favorecem a biossíntese de diferentes produtos naturais, os quais tem atraído o interesse da 

comunidade científica. 

Dentre os metabólitos de interesse produzidos por fungos, destacam-se os 

biossurfactantes, que são moléculas anfipáticas com diversas aplicações em diferentes setores 

industriais.  Os biossurfactantes podem ser obtidos a partir do metabolismo secundário de uma 

grande variedade de fungos, bactérias e leveduras. (CAMEOTRA et al., 2010; BANAT et al., 

2010; VARJANI; UPASANI, 2017).  A produção de biossurfactantes por microrganismos 

endofíticos tem se destacado como promissora para uso biotecnológico, considerando o grande 

interesse industrial nestas moléculas.  A substituição de surfactantes sintéticos pelos biológicos 

apresenta diversas vantagens, dentre as quais, destacam-se o fato de serem menos tóxicas e 

biodegradáveis.  Em razão da não-biodegradabilidade e da toxicidade inerente aos surfactantes 

químicos, o aumento da preocupação com os danos ambientais causados por estes compostos 

tem gerado avanço no campo das pesquisas em busca por surfactantes de origem natural, 

denominados de biossurfactantes (APARNA; SRINIKETHAN; SMITHA, 2011).  
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Muitos biossurfactantes apresentam ainda alta atividade antibacteriana, antifúngica 

e antiviral. Outros apresentam papel relevante na aplicação à saúde, como agentes antiadesivos 

utilizados no tratamento de diversas doenças, além de serem utilizados como agentes 

terapêuticos e probióticos (SINGH e CAMEOTRA, 2004; NITSCHKE & COSTA, 2007). 

O uso de biossurfactantes  no campo da saúde  e mais particularmente no setor 

odontológico está relacionada à inibição do crescimento/proliferação de microrganismos na 

cavidade oral (COCHIS et al., 2012).   A maneira pela qual os microrganismos estão dispostos 

influencia na capacidade do agente antimicrobiano agir sobre os patógenos. Quando 

organizados em biofilmes, os microrganismos são menos susceptíveis aos agentes 

antimicrobianos (SHANI, FRIEDMAN & STEIBERG, 2000).  

O biofilme surge com a adesão de microrganismos à superfície do dente, 

constituindo comunidades espacialmente organizadas em uma estrutura tridimensional e 

incluídas em uma matriz de material extracelular, derivada do metabolismo das células e do 

meio ambiente (MARSH e MARTIN, 2005). É fortemente influenciado por fatores do ambiente 

bucal, como pH, temperatura, potencial redox, condições atmosféricas e salinidade 

(RODRIGUES, 2011). Tem um importante papel no desenvolvimento da cárie dentária e 

doença periodontal (MARSH, 1992; ALBUQUERQUE et al., 2010; BEZERRA et al, 2013).  

O tratamento e a prevenção da cárie e doenças periodontais têm sido feitos pelo 

controle da formação e inibição destas placas por ações mecânicas e químicas.  Produtos 

sintéticos como a clorexidina são utilizados em tratamentos odontológicos desde a década de 

70. Estudos como os realizados por Flötra et al. (1971); Addy et al. (1979); Okano et al. (1989); 

Ciancio (1995); Zanatta e Rösing (2007);  Zanatta et al. (2007); Lawrence  et al. (2008);  e 

Pegoraro  et al. (2014)  têm relatado que o uso prolongado  desses produtos é limitado  pelos 

efeitos adversos relacionados,  com o manchamento de dentes, restaurações, próteses e língua, 

alterações do paladar, principalmente para o sal, formação de cálculo supragengival e 

descamações na mucosa oral.    

Diante disso, produtos naturais têm sido testados para inibir a ação destes agentes, 

destacando-se moléculas oriundas de microrganismos, com ação antimicrobiana e de 

desagregação ou ruptura do biofilme (RODRIGUES et al., 2007). Um dos produtos 

microbianos que merecem destaque são os biossurfactantes, que por meio de ações antibióticas 

e de desagregação podem ser importantes aliados no controle dos biofilmes dentários (COCHIS 

et al., 2012). Entretanto, pesquisas voltadas ao uso de produtos naturais ao invés de sintéticos 

neste tipo de tratamento ainda são raros e merecem mais atenção.  



21 
 

Plantas medicinais usadas por populações tradicionais no tratamento de 

enfermidades são fontes de importantes compostos bioativos.  Endófitos de plantas medicinais 

têm recebido atenção da comunidade científica devido à produção de diversas moléculas 

naturais. Yu et al. (2010) mostraram que plantas medicinais geralmente contêm fungos 

endofíticos que produzem substâncias antimicrobianas interessantes.  

 De acordo com Kusari et al. (2008); Facundo et al., (2008)  os endófitos  de plantas 

medicinais tem grande significância, devido à sua capacidade de sintetizar metabólitos 

secundários semelhantes aos do hospedeiro e apresentam grande potencial para a descoberta de 

novos compostos bioativos.  Entretanto, a realização de pesquisas   em busca de fungos 

endofíticos obtidos  de plantas tropicais ainda são pouco estudados, e o aprofundamento sobre 

o potencial biotecnológico desses organismos torna-se necessário, bem como, um melhor 

entendimento da relação entre o microrganismo e o vegetal  hospedeiro (OLIVEIRA, 2010; 

SPECIAN et al., 2014).  

 Neste contexto, ao se considerar a exploração de metabólitos microbianos de 

origem endofítica para uso no tratamento de doenças e preservação da saúde humana, sugere-

se a utilização de compostos isolados de plantas que já possuem uso etnobotânico (SOARES et 

al., 2017). Dessa forma, pela importância de mais estudos voltados para a saúde, especialmente 

na área odontológica, neste trabalho avaliou-se o potencial de fungos endofíticos isolados da 

planta medicinal Gustavia cf. hexapetala, (Alb.) Sm. (Lecythidaceae), uma espécie vegetal 

amazônica, para produção de biossurfactantes com atividade antimicrobiana contra patógenos 

da cavidade oral.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 SURFACTANTES 

 
Surfactantes são moléculas anfipáticas constituídas de uma porção hidrofóbica e uma 

porção hidrofílica (NITSCHKE e PASTORE, 2002; DESAI e BANAT, 1997; FATHABAD, 

2010;) que, preferencialmente, se localizam na interface entre fases fluidas com diferentes graus 

de polaridade, como interfaces óleo/água ou ar/água (SARUBBO et al., 2015).  Os surfactantes 

são classificados em aniônicos, catiônicos, não iônicos ou anfotéricos de acordo com o grupo 

presente na parte polar (Figura 1 e Tabela 1) (FELIPE e DIAS, 2017). A porção apolar 

(hidrofóbica), também denominada de cauda, solúvel em óleo, é constituída, frequentemente, 

por uma cadeia hidrocarbonada, enquanto a porção polar (hidrofílica), ou cabeça, solúvel em 

água, pode ser iônica (catiônica ou aniônica), não-iônica ou anfotérica,  que se comportam como 

ácido ou base dependendo do pH do meio (SINGH et al., 2007; DALTIN, 2011;  TAZDAÏT et 

al., 2018).  

 
 Figura 1: Esquema representando os tipos de surfactantes: catiônicos (A), aniônicos 
(B), anfóteros (C), e não iônicos (D). A cauda corresponde à porção apolar (hidrofóbica) 
e a cabeça à porção polar (hidrofílica). 
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                                     Esquema de autoria própria, adaptado de FELIPE e DIAS, 2017. 
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Tabela 1: Classificação dos surfactantes de acordo com o grupo polar.  Adaptado de: Daltin (2011), 
Myers (2006). 

 

      Fonte: FELIPE e DIAS, 2017.  

   

Os surfactantes, devido ao seu caráter anfifílico, quando adicionados a um solvente 

polar, como água, são atraídos, simultaneamente, pelas fases hidrofílica e hidrofóbica 

(GEETHA; BANAT; JOSHI, 2018) e se acumulam na superfície do solvente, ou seja, na 

interface solvente/ar (Figura 2). A presença das moléculas de surfactantes na superfície diminui 

a força de coesão entre as moléculas do solvente, localizadas na superfície, reduzindo a tensão 

superficial (ZANA, 2005; FELIPE e DIAS, 2017). 
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Figura 2: Representação esquemática (autoria própria). A - Gota de água em uma superfície 
hidrofóbica. E em B – Gota de água em uma superfície hidrofóbica, contendo moléculas de 
surfactante. A adição do surfactante, aumentou a área de contato da água com a superfície 
hidrofóbica.  

 

 

 

 

 

 

                               

                                      Esquema de autoria própria adaptado de FELIPE e DIAS, 2017 

 

Os surfactantes atuam nas tensões superficiais e interfaciais formando 

microemulsões (SOURAV et al., 2015). Essas microemulsões se formam espontaneamente e 

dependem principalmente do tipo e estrutura do surfactante (DOSHI; SILLANPÄÄ; 

KALLIOLA, 2018). Neste sentido mesmo que ocorra a adição de mais moléculas de surfactante 

após a saturação da superfície entre as duas fases (polar/apolar) não haverá diminuição da 

tensão superficial e dessa forma as moléculas de surfactante adicionadas interagirão entre si 

formando agregados moleculares, denominados de micelas (Figura 3 A e B) (PIRÔLLO, 2006; 

FELIPE e DIAS, 2017).  

Figura 3: Comportamento de moléculas de biossurfactantes em diferentes meios. 

 

 

 

 

 

 

 
                 Esquema de autoria própria, adaptado de FELIPE e DIAS, 2017 
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A concentração na qual se inicia o processo de formação de micelas é denominada 

de Concentração Micelar Crítica (CMC). A  CMC é uma propriedade intrínseca e característica 

de cada surfactante e vários fatores afetam essa propriedade: a natureza química do grupo 

hidrofóbico, do grupo hidrofílico, força iônica, temperatura e a presença de eletrólitos 

(SOURAV et al., 2015; SANTOS et al., 2016; FELIPE e DIAS, 2017). A CMC corresponde ao 

ponto em que o agente tensoativo registra o menor valor de tensão superficial estável, ou seja, 

corresponde à mínima concentração de surfactante necessária para que a tensão superficial seja 

reduzida ao máximo. Quando a CMC é atingida, várias micelas são formadas (Figura 4) 

(CAMPOS et al., 2013; SANTOS et al., 2016). 

 
Figura 4: Ilustração das regiões em que ocorre a formação de micelas (CMC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eficiência e eficácia são características essenciais de um bom surfactante. A 

eficiência é medida pela CMC, enquanto a eficácia está relacionada às tensões superficiais e 

interfaciais (BARROS et al., 2007). A redução da tensão superficial torna esses compostos 

adequados para várias aplicações industriais, envolvendo: detergência, emulsificação, 

lubrificação, capacidade espumante, solubilização, e dispersão de fases (ALMEIDA et al., 

2016).  Singh et al. (2007) destacam que bons surfactantes são capazes de reduzir a tensão 

superficial da água de 72 para 35 mN/m e a tensão interfacial do n-hexadecano de 40 para 1 

mN/m e relatam que a CMC do Dodecil Sulfato de Sódio (SDS)  é de 1800 mg/L,  com  redução 

da  tensão superficial da água de 72 para 39 mN/m.  

Fonte: SANTOS et al., 2016 
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A maioria dos surfactantes produzidos atualmente são quimicamente derivados do 

petróleo. Esses compostos tensioativos sintéticos são geralmente tóxicos sendo difícil a 

degradação pela ação de microrganismos o que torna os surfactantes de origem química 

(sintéticos) uma fonte potencial de contaminação e danos ao meio ambiente (VIJAYAKUMAR 

& SARAVANAN, 2015). Neste contexto, uma alternativa para uso desses importantes 

compostos é a síntese de moléculas com as mesmas características e que são produzidas por 

microrganismos as quais são denominadas de biossurfactantes. Essas moléculas oferecem 

várias vantagens sobre os surfactantes químicos, como compatibilidade ambiental, baixa 

toxicidade, biodegradabilidade e atividade mantida sob condições extremas de temperatura, 

salinidade e valores de pH (SATPUTE et al., 2010; KAPADIA e YAGNIK, 2013; SANTOS et 

al., 2013). Tais características favorecem a aplicabilidade dos biossurfactantes em diferentes 

indústrias (BANAT et al., 2010; ŁAWNICZAK; MARECIK; CHRZANOWSKI 2013). 

O uso dos surfactantes sintéticos, em diversos processos industriais e domésticos, 

provoca danos ambientais associados à sua produção e ao seu descarte (FELIPE e DIAS, 2017).  

Vijayakumar & Saravanan (2015) e   Brumano, Soler e Da Silva (2016) salientam que essas 

desvantagens têm atraído o interesse da comunidade científica em encontrar alternativas aos 

surfactantes industriais que sejam mais ecológicos o que tem tornado o uso de biossurfactantes, 

tensoativos produzidos por vias biotecnológicas, mais promissor.   

 

2.2 BIOSSURFACTANTES 

 

Na natureza, diferentes organismos vivos produzem substancias com propriedades  

tensoativas que cumprem funções diversas, um exemplo são os sais biliares que são sintetizados 

pela vesícula biliar e responsáveis pela digestão e emulsificação da gordura, realizando a sua 

solubilização; as saponinas que se refere ao produto que resulta do metabolismo secundário de 

vegetais específicos e agem na defesa contra agentes externos (CIBULSKI, 2015; SILVA et al., 

2015); aqueles produzidos por seres humanos - surfactante pulmonar  (DESAI  & BANAT, 

1997; GEETHA, BANAT e JOSHI, 2018) e os biossurfactantes de origem microbiana que se 

formam a partir do metabolismo de algumas bactérias, fungos e leveduras (MARCHANT e 

BANAT, 2012; FELIPE e DIAS, 2017).  

Biossurfactantes são compostos anfifílicos com porções hidrofóbicas e hidrofílicas, 

com a capacidade de se acumular e particionar entre fases fluidas, reduzindo assim a tensão 
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superficial e interfacial na superfície e interface, respectivamente (SINGH et al., 2007; 

MARCHANT e BANAT, 2012; BHARDWAJ, CAMEOTRA e CHOPRA, 2013).   

 O termo biossurfactante é utilizado para denominar qualquer surfactante de origem 

natural, ou os que são obtidos por ligações químicas de grupos polares e cadeias hidrofóbicas, 

provenientes de fontes naturais (APARNA, SRINIKETHAN e SMITHA, 2011; HAUSMANN 

e SYDALTK, 2015).  

De acordo com Rosenberg & Ron, (1999); Uzoigwe et al., (2015) os 

biossurfactantes são classificados em dois  grupos: aqueles que reduzem a tensão superficial da 

interface ar/água, conhecidos como biossurfactantes e aqueles que reduzem a tensão interfacial 

entre líquidos imiscíveis, ou ainda atuam em interfaces sólido/líquido, os bioemulsificantes.  

Em seus estudos Uzoigwe   et al. (2015) relatam que os termos Biossurfactante (BS) 

e Bioemulsificante (BE) têm sido, frequentemente, usados de forma intercambiável para 

descrever biomoléculas de superfície ativa. Há, no entanto, diferenças marcantes entre eles e 

que merecem ser notadas pois dizem respeito as suas propriedades físico-quimicas e funções 

fisiológicas, o que faz com que cada um apresente papeis característicos na natureza.   

 Os bioemulsificantes são moléculas com maior peso molecular do que os 

biossurfactantes uma vez que são constituídos por misturas complexas de 

heteropolissacarídeos, lipopolissacarídeos, lipoproteínas e proteínas (PERFUMO et al., 2009; 

SMYTH et al., 2010 SEKHON-RANDHAWA, 2014).  

Os biossurfactantes são compostos de massa molecular baixa e são eficientes na 

redução das tensões superficiais e interfaciais, enquanto os bioemulsificantes de massa 

molecular elevada são mais eficazes na estabilização das emulsões óleo-em-água 

(ROSENBERG & RON, 1999; RON e ROSENBERG, 2001; CALVO et al., 2009; LIMA, 

2012). Geralmente, os biossurfactantes, também exibem capacidade de emulsificar, mas nem 

sempre os bioemulsificantes reduzem a tensão superficial (FREITAS et al., 2009; MONTEIRO 

et al., 2012). 

Marchant e Banat (2012) discorrem que os biossurfactantes são produzidos, 

principalmente, mas não exclusivamente, por microrganismos, tanto bactérias como fungos 

(incluindo leveduras) e   plantas  (ROSA et al.,  2015; VIJAYAKUMAR e SARAVANAN, 

2015; UZOIGWE   et al., 2015)  despertando grande interesse na indústria  por apresentarem  

características vantajosas, como diversidade estrutural, baixa toxicidade, biodegradabilidade, 

eficiência em baixas concentrações,  capacidade de desempenho em ambientes com 

temperaturas extremas, valores de salinidade e pH, seletividade, menor CMC e capacidade de 
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ser produzido a partir de substratos naturais,  resíduos industriais e subprodutos e  sob condições 

ambientais amenas. 

Devido à sua alta biodegrabilidade, baixa toxicidade e multifuncionalidade os  

biossurfactantes  vêm sendo  aplicados em diferentes processos  nas indústrias de  cosméticos 

e farmacêutica,   estando presentes na composição de produtos  de limpeza do corpo, produtos 

para o cabelo, loções, sombra de olhos, tratamento de acne, batons para os lábios, desodorantes, 

produtos anti-rugas, suavização da pele, agente antimicrobiano, agente antifúngico, agentes 

anti-adesivos, agente anti-câncer, agente antiviral e agentes espumantes domésticos e 

biológicos (BORUAH e GOGOI, 2013; CHEOK, SALMAN, & SULAIMAN,2014;  VECINO 

et al., 2017). Os biossurfactantes são ecologicamente seguros e podem ser aplicados em 

processos de biorremediação de ambientes (BHARDWAJ, CAMEOTRA & CHOPRA, 2013).  

Estudos mostram que a principal função biológica dos surfactantes microbianos 

está relacionada ao acesso a substratos hidrofóbicos, o que faz aumentar a disponibilidade de 

nutrientes para os microrganismos produtores. Estas substâncias geram uma atividade 

antibiótica que emulsifica a parede celular de outros microrganismos, e estimulam a 

competitividade e a sobrevivência das populações microbianas que produzem os 

biossurfactantes (MULLIGAN et al., 2014). A maioria dos biossurfactantes é neutro ou 

aniônico. Além disso, apresentam tamanhos diferentes desde pequenos ácidos graxos até 

cadeias poliméricas (FELIPE e DIAS, 2017). 

Em suas pesquisas Singh et al. (2007) discorrem que os biossurfactantes são mais 

eficientes e eficazes do que os surfactantes convencionais, pois levam a uma menor tensão 

superficial em concentrações mais baixas. As CMCs dos biossurfactantes variam de 1 a 2000 

mg/L, enquanto a tensão interfacial (óleo/água) e superficial na CMC é de cerca de 1 e 30 

mN/m, respectivamente.  

Estudos realizados por Muthusamy et al. (2008), Pacwa–Plociniczak et al. (2011), 

Chen, Juang e Wei (2015) e Varjani, Upasani, (2017) descrevem que os biossurfactantes são 

classificados em cinco categorias de acordo com sua estrutura química e origem microbiana: 

glicolipídeos,  fosfolipídeos e ácidos graxos,  lipopeptídeos ou lipoproteínas, surfactantes 

poliméricos e  surfactantes particulados.  A Tabela 2 apresenta um resumo das principais classes 

e exemplos de biossurfactantes produzidos por   microrganismos descritos na literatura.  
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                      Tabela 2: Classes e tipos de biossurfactantes 

Classe / Tipo de Biossurfactante  

Glicolipídios 
Ramnolipídeos 
Soporolipídios 
Trehalolipídeos 

Lipopeptídeos e lipoproteínas 
Peptídeo-lipídio, Liquenisina 

Viscosina 
Serrawettin 
Surfactina 
Subtilisina 

Gramicidina 
Polimixina 

Ácidos graxos, lipídios neutros e fosfolipídios 
Ácido graxo 

Lípidos Neutros 
Fosfolipídeos 

Surfactantes poliméricos 
Emulsan 

Biodispersa 
Liposan 

Carboidrato - lipídio – proteína 
Mannan – lipid – protein 
Surfactante particulado 

Vesículas 
Células 

                      Fonte: MUTHUSAMY et al., 2008; PACWA–PLOCINICZAK et al., 2011 CHEN, 
JUANG e WEI (2015). 

 

2.2.1 Biossurfctantes: Aplicações Biotecnológicas 

Estudos realizados por Soberón-Chávez e Maier (2011) Marchant e Banat (2012) 

destacam que grande parte do interesse da indústria pelos biossurfactantes tem sido direcionado 

até agora para os mercados de produtos a granel, como detergentes para lavagem de roupas e 

produtos de limpeza doméstica.  A literatura traz relatos de pesquisas sobre a existência de 

muitas outras aplicações em que os agentes tensoativos químicos são atualmente utilizados, 

onde parte das propriedades especiais dos biossurfactantes podem ser utilmente aplicadas. A 

indústria de alimentos também faz uso dos biossurfactantes como agentes emulsionantes, 

agente anti-adesivo, agente antimicrobiano, preservação de alimentos (NITSCHKE & COSTA, 

2007; BORUAH e GOGOI, 2013; MNIF e GHRIBI, 2016).   
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Os biossurfactantes são potencialmente substitutos para surfactantes sintéticos em 

diversos processos industriais, como lubrificação, detergência, capacidade molhante, 

umedecimento, amolecimento, fixação de corantes, emulsões, estabilização, dispersões, 

formação de espuma, prevenção da formação de espuma, bem como na indústria alimentar, 

biomédica e farmacêutica, e biorremediação de locais contaminados orgânicos ou inorgânicos 

(REIS et al., 2013; ALMEIDA et al., 2016).   

As moléculas biológicas de superfície ativa (biossurfactantes) são consideradas as 

candidatas mais promissoras para a inibição de biofilmes bacterianos (KIRAN, 

SABARATHNAM e SELVIN, 2010; BANAT, DE RIENZO e QUINN, 2014).  A adsorção do 

ativo superficial/biossurfactante em uma superfície do substrato altera a hidrofobicidade da 

superfície e causa interferência nos processos de adesão e dessorção microbiana (BANAT, DE 

RIENZO, QUINN, 2014). 

Os biossurfactantes podem ter uma aplicação útil na prevenção da formação de 

biofilmes em superfícies como cateteres ou podem ser usados para interromper biofilmes 

estabelecidos em superfícies por meio do uso em formulações de limpeza de superfícies 

(RODRIGUES et al., 2007; DUSANE et al., 2010).  

Uma área relativamente nova de aplicação de biossurfactantes apareceu com a 

sugestão de que eles podem ajudar na cicatrização de feridas (PILJAC et al., 2008). Por outro 

lado, isso abre a possibilidade de que os biossurfactantes possam ser utilmente incorporados 

em uma ampla gama de produtos de cuidados com a pele, no lugar de surfactantes químicos, e 

que isso teria o benefício adicional de auxiliar a cicatrização de pequenas lesões de pele.  

Ressaltamos que, nas últimas três décadas, com o aumento nas pesquisas,  muitas e 

grandes descobertas de biossurfactantes na área médica e em outras áreas gerais relacionadas, 

foram realizadas, conforme pode ser observado na Tabela 3 (RODRIGUES et al., 2006; 

SAIMMAI et al., 2020).   
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Tabela 3: Exemplos de microrganismos produtores de biossurfactantes com aplicação na área da saúde. 

Microrganismo Tipo de 
biossurfactante 

Atividade / aplicação Referencias 

 
 
 
Pseudomonas 
aeruginosa 

Ramnolipídio  atividade antimicrobiana contra o Mycobacterium tuberculosis 
 atividade anti-adesiva contra várias cepas bacterianas e de leveduras 

isoladas de próteses vocais 
 antimicrobiano 

GERARD et al., 1997; RODRIGUES et al., 2006;  
REID, 2000;   LANG &  WULLBRANDT, 1999;  

lípido de manosil-
eritritol, Surfactina 

 Antifúngico (KIM et al., 1998) 

Ramnolipidio  Antimicrobiano (CHRISTOVA et al., 2013) 
Pseudomonas sp.  Amphisin,  

Massetolide, 
Putisolvin, 
Siringomicina, 
Tolaasina, Viscosina 
 

 antimicrobiano (REDER-CHRIST et al., 2012; GROSS; LOPER, 
2009) 

Bacillus subtilis  Surfactina 
 

 inibição das atividades antimicrobiana e antifúngica da formação de 
coágulos de fibrina 

 hemólise e formação de canais iônicos nas membranas lipídicas 
 atividade antitumoral contra células de carcinoma ascítico de Ehrlich 
 atividade antiviral contra o vírus da imunodeficiência humana 1 

(HIV-1) 

VOLLENBROICH et al., 1997a; VOLLENBROICH 
et al., 1997 b) 
 ITOKAWA, 1994;  MITTENBUHLER et al., 1997 

 
 
Bacillus subtilis 
 

Fusaricidina A, 
Iturina, Liquenicina, 
Micosubtilina, 
Surfactina, 
Pumilacidina 

 antimicrobiano (NERURKAR, 2010; KUMAR et al., 2012) 

Bacillus pumilus  
 

Pumilacidina 
(análogo de 
surfactina) 

 atividade antiviral contra o vírus herpes simplex 1 (HSV-1) 
 atividade inibitória contra H +, K + -ATPase e proteção contra úlceras 

gástricas in vivo 

 NARUSE et al., 1990. 

 
 
Bacillus subtilis  
 
 

 

Iturina  
 
 
 
Bacilomicina D, 
Iturina, Iturina A,  

 atividade antimicrobiana e antifúngica contra    micose profunda 
  efeito na morfologia e estrutura da membrana das células de 

levedura 
 aumento da condutância elétrica de membranas lipídicas adjuvantes 

imunológicas biomoleculares não tóxicas e não pirogênicas 
 antimicrobiano 

AHIMOU, JACQUES, DELEU, 2001;    BESSON  
et al.,  1976;  THIMON  et al. 1995;    TANAKA et 
al., 1997;  MITTENBUHLER  et al., 1997.  
VOLLENBROICH et al., 1997 b) 
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Bacillus 
licheniformis  
 
 

Liquenisina  adjuvante imunológico não tóxico e não pirogênico 
 atividade antibacteriana 
 propriedades quelantes que podem explicar o efeito de disrupção de 

membrana dos lipopeptídeos 
 Anti-inflamatório  

JENNY, KAPPELI,  FIETCHER, 1991;  LIN, 
CARSWELL, SHARMA, 1994;  
YAKIMOV et al., 1995;   GRANGEMARD  et al. ,  
2001. 

Candida antártica  Mannosylerythritol 
lipids 
 

 propriedades antimicrobianas, imunológicas e neurológicas. 
 indução da diferenciação celular na linhagem celular de leucemia 

promielocítica humana HL60 
 indução da diferenciação neuronal em células PC12 

KITAMOTO  et al.,  1993;  ISODA  et al., 1997;  
ISODA  et al., 1999;  SHIBAHARA et al. 2000;  
ZHAO  et al., 2000;   ZHAO  et al.,  1999;  
WAKAMATSU et al.,  2001. 
 

Rhodococcus 
erythropolis 
 
 
Streptococcus 
thermophilus 
 

lípido trealose 
 
 
 
glicolipídeo 

  atividade antiviral contra o vírus HSV e influenza 
  atividade anti-adesiva contra várias cepas bacterianas e de leveduras 

isoladas de próteses vocais 

UCHIDA,  MISAVA, NAKAHARA  et al., 1989;  
UCHIDA, TSUCHIYA, CHINO  et al., 1989; 
RODRIGUES, VAN DER MEI, TEIXEIRA et al 
2004; RODRIGUES, VAN DER MEI e BANAT, 
2006; BUSSCHER, VAN HOOGMOED, 
GEERTSEMA-DOORNBUSCH et al. 1997;  
BUSSCHER HJ, VAN DE BELT-GRITTER, 
WESTERHOF et al., 1999. 

Rhodococcus sp. Lípido de trealose  Antimicrobiano  (ZARAGOZA et al., 2010) 
Streptococcus 
mitis  
 
Lactobacillus 

não identificado 
  
 
 surlactina 

 atividade anti-adesiva contra o Streptococcus mutans 
 
 

 atividade anti-adesiva contra vários patógenos, incluindo bactérias 
entéricas 

PRATT-TERPSTRA, WEERKAMP, BUSSCHER.  
1989;  VAN HOOGMOED   et al.,  2000;  
VELRAEDS  et al., 1997;  REID,  ZALAI, 
GARDINER,  1984.   VELRAEDS et al., 1996. 

Lactococcus 
lactis 

não identificado  atividade antiaderente contra várias cepas bacterianas e de leveduras 
isoladas de próteses vocais 

RODRIGUES  et al., 2004;     

Arthrobacter 
paraffineu 

Trehalose mycolates  antitumoral (MUTHUSAMY et al., 2008) 

Actinoplanes 
friuliensis 

Friulimicina B  antimicrobiano   
(SCHNEIDER et al., 2009) 

Fonte: RODRIGUES et al., 2006; SAIMMAI et al., 2020  com modificações. 
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Pode-se afirmar que uma série de características interessantes de biossurfactantes 

levou a aplicações potenciais no campo da saúde (RODRIGUES et al. 2006; SAIMMAI et al., 

2020). Os referidos autores destacam que essas moléculas são úteis como agentes 

antibacterianos, antifúngicos e antivirais, além de possuírem potencial para uso como 

principais moléculas imunomoduladoras e agentes adesivos em vacinas e terapia gênica. Além 

disso, os biossurfactantes têm o potencial de ser usado como revestimentos biológicos anti-

adesivos para materiais de inserção médica, reduzindo assim as infecções hospitalares e o uso 

de drogas sintéticas e químicas. 

  Rodrigues et al. (2006) ressaltam que apesar do imenso potencial dos 

biossurfactantes no campo da saúde, seu uso ainda permanece limitado, possivelmente devido 

ao seu alto custo de produção e extração e à falta de informações sobre sua toxicidade em 

relação aos sistemas humanos. Em contraponto, Saimmai et al. (2020) discorrem que essas 

moléculas são atraentes no campo da medicina porque os produtos dos biossurfactantes podem 

ser usados efetivamente, em pequenas quantidades o que leva a uma compensação pelos 

problemas que apresenta, com os altos custos de produção.  

 

2.2.2 Biossurfactantes: Vantagens e dificuldades de produção  

 

Sobre os biossurfactantes que são produzidos por diferentes microrganismos, 

Nitschke e Pastore (2002) e Mulligan (2014) afirmam que são uma importante opção 

tecnológica que podem substituir os surfactantes sintéticos, pois apresentam vantagens como: 

1. Maior atividade superficial e interfacial - menores concentrações de 

biossurfactantes provocam uma maior diminuição da tensão superficial devido 

a menor CMC dos biossurfactantes; 

2. Baixa toxicidade -  menor probabilidade de provocar reações alérgicas torna 

os biossurfactantes mais seguros para serem utilizados em cosméticos, 

alimentos e produtos farmacêuticos; 

3. Biodegradabilidade - os microrganismos utilizam mais facilmente os 

biossurfactantes como substrato para obtenção de energia do que os 

surfactantes sintéticos; 

4. Estabilidade em força iônica alta - surfactantes sintéticos são estáveis entre 2 

a 3% (m/v) de sais, já os biossurfactantes são estáveis até concentrações 

salinas de 10% (m/v); 
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5. Utilização de substratos alternativos na produção por via fermentativa - os 

biossurfactantes podem ser produzidos a partir de substratos renováveis e 

resíduos agroindustriais.  

Estas vantagens demonstram maior aceitabilidade no mercado, podendo ser 

utilizados em diferentes produtos.  Saharan (2011) e Winterburn e Martin (2012) afirmam que 

há muitos desafios para que a produção destes elementos seja viabilizada e estes possam ser 

comercializados em larga escala, como o preço que no caso dos biossurfactantes ainda é maior 

que os surfactantes sintéticos. Outro elemento é a baixa produtividade pois os a produção dos 

biossurfactantes pelos microrganismos ainda acontece em pequenas concentrações. 

Os autores citados apresentam ainda como problema, a produção de espuma 

durante o processo de cultivo, da agitação e aeração do biorreator e na mistura coloidal 

formada pela dispersão de um gás em um líquido. Esta espuma arrasta o meio de cultivo para 

fora do biorreator, onde é realizado o cultivo, e causa diversas perdas, além de favorecer a 

contaminação. Há ainda a dificuldade de purificar os biossurfactantes pois durante o processo 

de recuperação são necessárias várias etapas que geram muitos efluentes e os tornam inviáveis 

economicamente. Mesmo com os problemas elencados e os desafios técnicos a serem 

vencidos  a demanda por moléculas tensoativas para o uso no dia a dia é cada vez mais 

crescente, como mostra o análise atual presente no  relatório da Reports and Data: 

 

No site da Globe Newswire (2019, p. 11), lê-se que:  

 O uso final generalizado de surfactantes aniônicos, crescimento no 
setor de cuidados domiciliares, cuidados pessoais, construção e agricultura, políticas 
reguladoras rigorosas em relação ao uso de surfactantes convencionais, extensa 
pesquisa e inovação constante são alguns dos fatores que impulsionam o mercado 
de surfactantes aniônicos. De acordo com a análise atual da Reports and Data, o 
mercado global de surfactantes aniônicos foi avaliado em 16,82 bilhões de dólares 
em 2018 e deverá chegar a 23,71 bilhões de dólares até o ano 2026, com um CAGR 
de 4,3%. O estudo fornece uma visão geral dos fatores responsáveis pelo 
crescimento no mercado de surfactantes aniônicos. Esse mercado deve ganhar força 
devido ao forte aumento da demanda impulsionado pelo crescimento paralelo de 
indústrias de usuários finais, como atendimento domiciliar, construção civil, 
produtos farmacêuticos e muito mais. O setor de cuidados pessoais e atendimento 
domiciliar nos últimos anos testemunhou um tremendo crescimento devido ao 
aumento da população, ao aumento da renda per capita das pessoas e ao aumento do 
padrão de vida na região da Ásia-Pacífico. Prevê-se que o segmento farmacêutico 
cresça devido a doenças galopantes e à melhoria dos serviços de saúde em todo o 
mundo. Espera-se que os surfactantes aniônicos de base biológica diversifiquem os 
segmentos de aplicação e ajudem no crescimento do mercado. A conscientização do 
consumidor em relação ao uso de produtos ecológicos está aumentando. Portanto, a 
demanda por produtos a partir de fontes naturais também aumenta. 
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Verifica-se então que biossurfactantes apresentam uma infinidade de aplicações  

nos mais variados setores da indústria e  que apesar de ainda demandar um custo econômico 

alto para ser produzido, características vantajosas   como a não-toxicidade e a biodegrabilidade   

agrega valor a sua produção. Diante disso, o uso de biossurfactantes produzidos por 

microrganismos tem surgido como uma via alternativa importante. 

             

2.3 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES  

  

Os biossurfactantes são produzidos principalmente por bactérias, leveduras e 

fungos (MARCHANT e BANAT 2012; VIJAYAKUMAR e SARAVANAN, 2015; 

UZOIGWE et al., 2015, BATISTA et al., 2016). No entanto, Silva et al. (2018) ressalta que 

as pesquisas  que envolvem a produção de biossurfactantes  ou  bioemulsificantes  por 

bactérias,  tem recebido um grande destaque  (LANG &  WULLBRANDT, 1999; REID, 2000; 

GERARD et al., 1997; RODRIGUES  et al., 2004;   RODRIGUES et al., 2006; JOSHI; 

BHARUCHA; DESAI, 2008;  SILVA et al., 2014;  RAJESH et al., 2017; LIMA et al.,  2017; 

BOUASSIDA et al., 2018). Essa produção é seguida pelas leveduras, principalmente, as do 

gênero  Candida   tais como: C. bombicola, C. glabrata, C. rugosa e C. lipolytica. (SARUBBO 

et al., 2001; SARUBBO; LUNA; CAMPOS-TAKAKI, 2006; DAVEREY; PAKSHIRAJAN, 

2011; CHANDRAN; DAS, 2011) porém, raramente  os fungos filamentosos aparecem como 

produtores de biossurfactantes ou bioemulsificantes  (BATRAKOV et al., 2003; KATEMAI 

et al., 2008; ANDRADE SILVA et al., 2014; SILVA GK et al., 2015;  SANCHES et al., 2018; 

REIS et al., 2018). 

Pesquisas que envolvem os fungos filamentosos, como produtores de 

biossurfactantes, são mais recentes e em menor volume se comparados com os estudos que 

envolvem as bactérias e leveduras. Porém, os relatos dessas pesquisas têm demonstrado o 

potencial desse grupo de microrganismos na produção dessas  biomoléculas (LUNA-

VELASCO et al., 2007; COLLA et al., 2012; GAUTAM et al., 2014; RODRIGUES et al., 

2014;  LIMA et al., 2016; SANCHES et al., 2018; REIS et al., 2018).  O potencial de produção 

de biossurfactantes e bioemulsificantes por fungos filamentosos e os rendimentos mais altos 

que os produzidos por leveduras foi evidenciado destacando-se ainda mais quando 

comparados com os obtidos  por  bactérias (BHARDWAJ, CAMEOTRA e CHOPRA, 2013). 

Os fungos filamentosos têm sido particularmente conhecidos em razão de sua 

capacidade de produzir grande variedade desses compostos, sendo que a produção ocorre na 

fase estacionária (RON ROSENBERG, 2001; ADNAN et al., 2018). Fungos filamentosos 
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despontam ainda como promissores em razão da capacidade metabólica para geração de 

diversos bioativos e o uso de substratos alternativos para seu cultivo (HAWKSWORTH, 

1985; QAZI et al., 2014; SILVA, 2015; SENA et al., 2018; SANCHES et al., 2018; Silva et 

al., 2019). 

Silva et al. (2018) salientam que devido ao crescimento mais lento dos fungos 

filamentosos as leveduras são mais utilizadas com a finalidade de produzir compostos 

tensoativos. Todavia os fungos são considerados excelentes produtores de biossurfactantes ou 

bioemulsificantes, sendo esses emulsificantes capazes de produzir emulsões estáveis com 

grande capacidade de promover a dispersão de compostos hidrofóbicos podendo ser aplicados 

em diferentes setores (ANDRADE SILVA et al., 2014; SOUZA AF et al., 2016; SOUZA PM 

et al., 2016; PELE et al., 2018).  

Os fungos filamentosos produzem diversos metabólitos que possuem atividade 

antimicrobiana, enzimática, pigmentos e biossurfactantes que são de grande interesse 

industrial. Nesse sentido, os fungos filamentosos têm se apresentado como alternativas 

promissoras para a produção de moléculas de interesse.   

Girardot & Imbert (2016) descrevem que os antifúngicos, atualmente empregados 

como equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina) foram inicialmente 

obtidos por fermentação de fungos filamentosos, incluindo Aspergillus sp., sendo também 

fonte para novos compostos anti-biofilme: os alcalóides,  os terpenos e 

biossurfactantes/glicosídeos. 

Pela versatilidade de uso que os biossurfactantes apresentam, a busca por esses 

compostos vem se destacando com a inclusão dos fungos filamentosos nas pesquisas. A 

literatura cientifica apresenta o resultado de estudos envolvendo fungos produtores de 

biossurfactantes e as respectivas espécies produtoras (Tabela 4).  
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Tabela 4: Fungos produtores de biossurfactantes e as respectivas espécies produtoras   

Fungo Tipo de 
Biossurfactante 

Origem Referência 

Trametes versicolor  
Talaromyces 
herodensis 

- Piper hispidum  
Myrcia guianensis 
(Fungos endofíticos) 

(SILVA, 2019; SILVA et al., 
2019). 

Gênero Diaporthe - Endofíticos  
manguezal em 
Cananéia, SP, Brasi 

(MARTINHO et al. 2019).   
 

Xylaria regalis - Isolado dos cones de 
Thuja plicata 

(ADNAN et al., 2018) 

Penicillium 8CC2 - Solo da Amazônia (SENA et al., 2018) 
Fusarium oxysporum  Solo da Amazônia (SANCHES, et al., 2018) 
Fusarium fujikuroi  Solo contaminado (REIS  et al., 2018) 
Phoma sp (S31).  - Endófito isolado de 

Cyperus ligularis     
(LIMA et al. 2016) 

Pleorotus ostreatus - - (VELIOGLU e UREK, 2015a) 
Pleorotus djamor - - (VELIOGLU e UREK, 2015b) 
Aspergillus flavus  - Solo contaminado 

com óleo diesel 
(RODRIGUES et al., 2014) 

Aureobasidium 
pullulans 

L9 Planta Lilium 
lanclforlium 

(KIM e PARK, 2014)  

Cunninghamella 
echinulata 

Biossurfactante 
polimerico 

Solo da Caatinga (ANDRADE SILVA et al., 
2014) 

Fusarium sp BS-8 Lipopeptídeo Solo (QAZI et al., 2014) 
Penicillium 
chrysogenum SNP5 

Lipopeptídeo Solo (GAUTAM et al., 2014) 

Trichoderma sp. - Efluente (COLLA et al., 2012) 
Aspergillus niger  Glicolipídeo Solo   (KANNAHI e SHERLEY, 

2012) 
Mucor circinelloides 
UCP69 

- Coleção (ACIOLY et al., 2012) 

 Exophiala 
dermatitidis SK80  
 

Monoglicerídeo
s 

 Solo  (CHIEWPATTANAKUL et al., 
2010) 

Syncephalastrum 
racemosum 

Lipoproteína Solo (MATHUR et al., 2010) 

Aspergillus 
fumigatus  

- Solo  (CASTIGLIONI et al., 2009) 

Aspergillus ustus  MSF3 
Glicoproteína 

Esponja marinha 
Fasciospongia 
cavernosa 

(KIRAN et al., 2009)  

Penicillium sp  - Solo (LUNA-VELASCO et al., 2007) 
Penicillium citrinum  Glicolipídeo  - (CAMARGO-DE-MORAIS et 

al., 2003) 
Curvularia lunata 
IM 2901  

Biossurfactante 
polimérico 

Coleção (PARASZKIEWICZ, 
KANWAL, DŁUGÓNSKI, 
2002) 

Cladosporium 
resinae  

Cladosan Combustível de 
avião  

(MURIEL et al., 1996)  

Fonte: SANCHES, 2016, com atualizações. 
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2.4 FUNGOS ENDOFÍTICOS E SEU POTENCIAL VALOR BIOTECNOLÓGICO 

 

Assim como as plantas, os microrganismos representam uma fonte rica e diversa de 

produtos naturais bioativos. Eles contribuem com uma variedade de metabólitos 

biologicamente ativos que podem ser empregados como medicamentos ou ainda como agentes 

agroquímicos naturais (GUNATILAKA, 2006).  

Petrini (1991) considerou microrganismos endofíticos aqueles que colonizam o 

interior de tecidos aéreos das plantas em alguma fase do seu ciclo de vida, sem lhes causar 

danos aparentes.  Posteriormente, Azevedo & Araújo (2007) definiram os microrganismos 

endofíticos  como todos aqueles cultiváveis ou não, que habitam o interior dos tecidos 

vegetais, sem causar prejuízo ao hospedeiro, e que não desenvolvem estruturas externas 

visíveis.   Pereira et al. (2007) destacaram ainda, que os endófitos podem conferir benefícios 

aos seus hospedeiros, resultando em um sistema simbiótico reconhecido e com características 

específicas. Uma definição mais recente, relatada por Azevedo (2014) considera todos os 

endófitos como microrganismos, cultiváveis ou não, que habitam as partes internas dos tecidos 

vegetais, sem causar aparentemente nenhum dano, o que os diferencia dos microrganismos 

fitopatogênicos.  

 Braga e Spessoto (2008) expõem que os microrganismos endofíticos de diferentes 

hospedeiros têm sido bastante estudados, sendo inicialmente caracterizados como 

assintomáticos, porém após pesquisas, verificou-se que possuem diversas funções nos 

organismos hospedeiros. As várias classes de moléculas produzidas por fungos endofíticos 

podem possuir atividades hormonais, antitumorais e antibióticas (PEIXOTO NETO, 

AZEVEDO e ARAÚJO, 2002). Neste sentido, a indústria farmacêutica tem sido o principal 

segmento a pesquisar os endofíticos produtores de substâncias antimicrobianas.  

A ocorrência de microrganismos endofíticos é ampla, provavelmente todas as plantas 

podem abrigar vários deles, incluindo fungos e bactérias. (AZEVEDO, 1998; ESPOSITO e 

AZEVEDO, 2010). Nas interações mutualísticas os microrganismos produzem ou induzem a 

produção de metabólitos primários e secundários que pode conferir benefícios para a planta 

hospedeira como tolerância a metais pesados, aumento da resistência à seca, redução de 

herbivoria, resistência sistêmica contra patógenos e aumento do crescimento vegetal 

(ARAÚJO, 1996; RODRIGUES e DIAS FILHO, 1996; PEREIRA, 1993). São, 

principalmente, fungos e bactérias que vivem no interior da planta hospedeira, habitando em 

geral, raízes, caules e folhas, sem causar efeitos adversos aparentes à planta hospedeira 

(AZEVEDO, 1998; STROBEL et al., 2004; ESPOSITO e AZEVEDO, 2010).  
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Na associação simbiótica, a planta hospedeira abriga e fornece nutrientes para o 

desenvolvimento do fungo, que, por sua vez, ajuda na proteção contra herbívoros e patógenos 

da planta (AZEVEDO et al., 2002). Há evidências de que a presença de fungos endofíticos 

nos tecidos vegetais pode provocar um aumento da resistência da planta a insetos, nematóides 

e bactérias (STEPHENSON, 2010; MARCON, 2013). 

Desvendou-se que a interação endófito-planta pode não ocorrer apenas pelo 

equilíbrio entre a virulência e a defesa, e sim por conta de uma interação bastante complexa e 

precisamente controlada (JI; LI e ZHANG, 2009), no qual em razão da coevolução planta-

endófito torna-se possível que endófitos desenvolvam mecanismos de resistência e atuem na 

defesa química vegetal com a produção de metabólitos secundários bioativos (KUSARI et al., 

2011), que cumprem funções fundamentais para a sanidade da planta como a proteção contra 

herbivoria, controle de outros microrganismos e aumento da tolerância às modificações 

ambientais (PEIXOTO NETO; AZEVEDO e ARAÚJO, 2002; GUNATILAKA, 2006; 

KOGEL; FRANKEN e HUCKELHOVEN, 2006). 

Muitas substâncias produzidas pelas plantas podem ter origem nessa associação 

com os endófitos, incluindo os fungos, o que justifica o avanço de estudos com esses 

microrganismos. Os fungos endofíticos são fonte de produção de um grande número de 

importantes metabólitos secundários bioativos, conhecidos apenas em plantas 

(JALGAONWALA et al., 2011, ALY et al., 2011. Peixoto Neto, Azevedo e Araújo (2002) 

avaliam que a variedade de metabólitos secundários produzidos por um único fungo deve ser 

significativamente alta, uma vez que  esses organismos apresentam  versatilidade e facilidade 

de adaptação. 

Os produtos naturais oriundos de fungos endofíticos proporcionam um amplo 

espectro de atividades biológicas, como as antimicrobianas (WANG et al., 2012), 

antiparasitárias (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011; ONDEYKA et al., 1997) 

neuroprotetivas (ALY et al., 2010 ), antioxidantes (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011; 

JALGAONWALA, MOHITE, MAHAJAN, 2011), antidiabéticas (ZHANG B., et al., 1999; 

JALGAONWALA, MOHITE, MAHAJAN, 2011), propriedades imunossupressoras 

(ZHANG B et al., 1999; STROBEL; DAISY, 2003), antivirais (STROBEL e DAISY, 2003), 

anticolinesterásicas (ZHANG; SONG; TAN, 2006) antineoplásicos (SHWETA et al., 2010) e 

citotóxicas (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011).  

A avaliação da atividade antimicrobiana de fungos foi descrita por Pileggi (2006) 

a partir de treze linhagens do fungo Phomopsis sp. isoladas de folhas de Aspidosperma 

tomentosum Mart. (Apocynaceae), que é conhecida pela população como Peroba-do-Campo 
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e, de pecíolos de Spondias mombin L. (Anacardiaceae), também denominada vulgarmente 

como Cajamanga.  Dentre as linhagens estudadas, três demonstraram a capacidade de inibir 

bactérias, leveduras e fungos filamentosos, sendo então estes fungos importantes fontes de 

produtos bioativos.  

Em estudos desenvolvidos por Souza et al. (2004) realizou-se a avaliação da 

atividade antimicrobiana de fungos endofíticos isolados das plantas tóxicas da Amazônia 

Palicourea longiflora e Strychnos cogens. Dos metabólitos obtidos de 79 linhagens 

selecionadas para os ensaios in vitro, 19 (24,05%) apresentaram ação contra um ou mais 

microrganismos testados (Aspergillus flavus, Bacillus sp., Bacillus subtilis, Candida albicans, 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Trichoderma sp.).  

Há um grande interesse pelos estudos de endófitos de plantas medicinais, a fim de 

se descobrir novos compostos, já que os pressupostos da interação endófito-hospedeiro 

sugerem que as propriedades terapêuticas podem estar no endófito e não na planta ou, 

provavelmente, na interação entre ambos (GOMES-FIGUEIREDO, 2006).  

Exemplo de metabólitos secundários bioativos é o importante anticancerígeno, a 

vincristina, extraída da planta Catharanthus roseus e isolada do fungo endofítico Fusarium 

oxysporum obtido da mesma planta (KUMAR et al., 2013). Outro exemplo é a produção do 

Taxol, um importante fármaco anticancerígeno, produzido pelo fungo endofítico Taxomyces 

andreanae, isolado da planta Taxus brevifolia, que também produz esta substância (STIERLE 

et al., 1995; CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013).  Neste contexto, a literatura científica 

destaca que os fungos endofíticos são boa fonte de produção de um grande número de 

importantes metabólitos secundários bioativos, conhecidos apenas em plantas 

(JALGAONWALA; MOHITE; MAHAJAN, 2011; ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011).  

 

2.5 BIOSSURFACTANTES COMO ANTIMICROBIANOS  

 

Os biossurfactantes apresentam um amplo espectro de usos, inclusive na área da 

saúde, destacando-se a atividade antimicrobiana de várias dessas moléculas. Essas atividades 

têm sido relatadas na literatura para diferentes aplicações (CAMEOTRA e MAKKAR, 2004; 

NITSCHKE & COSTA, 2007). 

Estudos com diferentes biossurfactantes demonstraram que muitos possuem 

atividade antimicrobiana contra bactérias, fungos filamentosos, leveduras, algas e vírus 

(NITSCHKE & COSTA, 2007).  Há relatos desta atividade em moléculas como ramnolipídio 

e surfactina (DAS; MUKHERJEE e SEM, 2008), sendo a classe dos lipopeptídeos a mais 
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relatada nesse sentido, assim como os ramnolipídios de Pseudomonas aeruginosa e os 

sophorolipídios de Candida bombicola (ARAUJO;  FREIRE e NITSCHKE,  2013). 

A atividade antimicrobiana de uma mistura de sete homólogos de ramnolipídios 

produzida por Pseudomonas aeruginosa AT10 sobre ampla gama de bactérias Gram-positivas 

e Gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos foi avaliada e, devido às propriedades 

físico-químicas e elevada atividade antimicrobiana, este produto poderia ser visto como uma 

ferramenta útil em processos de biorremediação, cosméticos e aplicações em indústrias de 

alimentos (ABALOS et al., 2001).  

Pesquisas descrevem o mecanismo de ação dos biossurfactantes como 

antimicrobianos por meio de sua possível ação sobre a membrana plasmática, interferindo em 

sua integridade, causando mudanças ultra-estruturais ou formando poros e obstruindo-a 

(SHARMA; SAHARAN; KAPIL, 2016; GOMAA, 2013; MNIF & GHRIBI, 2015). 

Entre as várias categorias de biossurfactantes, os lipopeptídeos são 

particularmente interessantes por causa de suas atividades de alta superfície e potencial 

antibiótico. Os lipopeptídeos podem atuar como antibióticos, e antitumorais, 

imunomoduladores ou toxinas específicas e inibidores enzimáticos (RODRIGUES et al., 

2006).  Nesse aspecto o uso de biossurfactantes na indústria farmacêutica, tem apresentado 

fortes índices de características promissoras no controle de patógenos também na microbiota 

oral.  

 

2.6  BIOSSURFACTANTES COMO POTENCIAL NA ODONTOLOGIA 

 

Na área odontológica um dos mais importantes fatores para o desencadeamento 

de problemas periodontais e cáries é a formação de biofilmes dentários (COSTERTON, 

STEWART e  GREENBERG,  1999)  Na cavidade oral  os patógenos  associados com a 

etiologia da cárie dentaria  são: Streptococcus mutans, Lactobacillus spp, Actinomyces 

naeslundii, Actinomyces viscosus, Rothia dentocariosa, Propionibacterium, Prevotella, 

Veillonella, Bifidobacterium, Scardovia e Enterococcus faecalis (KARPINSKI e 

SZKARADKIEWICZ, 2013).  Também fazem parte da microbiota normal de indivíduos 

sadios, espécies de Candida residindo como comensais. Em situações de alterações nos 

mecanismos de defesa do hospedeiro ou comprometimento de barreiras anatômicas podem    

desenvolver patogenias. A Candida albicans   causa a candidíase que é a infecção fúngica 

mais frequente na mucosa oral. (PADILHA et al., 2014). 
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De acordo com Agarwal e Nagesh (2011), a cárie dentária, é uma doença de 

origem infecciosa bem comum em humanos, e é um dos principais agravos do biofilme dental. 

A doença cárie está associada com a ingestão de carboidratos fermentáveis, como exemplo, a 

sacarose (PAES LEME et al., 2006; MARSH, 2010; ZHANG et al., 2018). Apesar da 

complexidade da microbiota bucal, há evidências convincentes que Streptococcus mutans e 

Lactobacillus casei, bactérias acidogênicas e acidúricas, são os principais microrganismos 

envolvidos na etiologia da cárie dentária (FEJERSKOV e KIDD, 2005; STRUZYCKA, 2014). 

 

2.6.1 Microbiota Oral 

 

       2.6.1.1 Streptococcus mutans  

 

O Streptococcus mutans (S. mutans) é uma bactéria gram-positiva, intimamente 

associada à cárie dentária, apresentando a capacidade de sintetizar polissacarídeos 

extracelulares aderentes, a partir da sacarose, e polissacarídeos intracelulares a partir de 

carboidratos fermentáveis (SHEN; SAMARANAYAKE; YIP, 2004). As células do S. mutans 

podem rapidamente orquestrar a formação de biofilmes em superfícies de dentes quando são 

expostos frequentemente a sacarose dietética   e tem sido considerado como um dos agentes 

etiológicos principais da cárie na primeira infância, embora outros organismos também 

possam contribuir para a sua patogênese (FALSETTA et al., 2014).  

O S. mutans é considerado o mais cariogênico a colonizar a cavidade oral humana, 

isso se deve, entre outros fatores, à sua alta virulência e ao mecanismo de desenvolvimento 

do biofilme dental, posteriormente colonizado por uma série de outras bactérias (LOESCHE, 

1986; KHAN et al., 2017). A expressão de vários genes de virulência do S. mutans   

influenciam seu crescimento e acúmulo na superfície dentária tornando-o como principal 

patógeno associado à doença cárie (COTA; SILVA; DA SILVA, 2020). Dessa forma, é 

importante salientar que a cárie é uma doença na qual há formação de biofilme quando as 

mudanças no ambiente oral reforçam o crescimento de bactérias cariogênicas (HÖFLING et 

al., 1999). Por sua vez, os biofilmes apresentam maior resistência a agentes antimicrobianos 

e são mais difíceis de tratar (AHN et al., 2008; CURTIS et al., 2011). S. mutans pode se 

beneficiar da disponibilidade de mecanismos de adesão específicos, particularmente aqueles 

mediados por genes (SILVA; DA SILVA; COTA, 2020). 
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  A principal via de transmissão desta bactéria é vertical, acontecendo sobretudo 

no âmbito familiar, ainda na primeira infância. Por este motivo este microorganismo é 

altamente prevalente na espécie humana, podendo estar presente durante toda a vida do 

indivíduo, ainda que este não desenvolva nenhuma doença (COTA; SILVA; DA SILVA, 

2020; TINANOFF e REISINE, 2009). Ademais, é importante conhecer o mecanismo de ação 

do S. mutans para que dessa forma seja possível combatê-lo de forma adequada, desde a 

primeira infância, uma vez que a cárie dentária é uma das doenças mais prevalentes em seres 

humanos (JAIN et al., 2015). 

     

       2.6.1.2 Lactobacillus casei 

 

         As bactérias do gênero Lactobacillus compreendem um grupo de 

microrganismos que tem um importante papel na progressão da cárie dental. São bastonetes 

Gram positivos, anaeróbios facultativos e às vezes microaerófilos. Entre suas características  

está relacionada ao seu metabolismo. Algumas são acidogênicas e outras são acidúricas. As 

espécies L. casei, L. acidophilus, L. plantarum, L. salivarius, são homofermentativas, 

produzem ácido lático. L. fermentum, L. brevis, L. buchneri e L. cellobiosus são 

heterofermentativos, produzem vários ácidos orgânicos (ácido acético, ácido lático) além do 

etanol e dióxido de carbono (UZEDA, 2002). 

As bactérias do gênero L. casei são microrganismos presentes no intestino e na 

boca dos seres humanos e desempenham papel importante na progressão da cárie, 

especialmente nos casos de lesões cavitadas, tendo em vista que fazem parte do grupo de 

colonizadores secundários do biofilme cariogênico e, devido às características acidogênicas, 

contribuem para progressão do efeito destrutivo (FEJERSKOV; KIDD, 2005). 

A cárie dentária tem relação direta, entre outros fatores, com a microbiota presente 

na estrutura dentária. Dentre as espécies de bactérias atuantes nesse processo o Lactobacillus 

casei, se mostra bastante importante devido ao fato de estar relacionada com o 

comprometimento da lesão, sendo bastante presente em uma etapa já de cavitação da lesão 

(CASTRO et al., 2010), 
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       2.6.1.3 Candida albicans 

 

A infecção causada pela Candida albicans é denominada candidíase oral.  Abrange 

infecções da língua, palato e outros locais da mucosa oral, sendo caracterizada por crescimento 

excessivo de fungos e invasão de tecidos superficiais. Podem existir duas formas desse 

microrganismo, característica conhecida como dimorfismo. Acredita-se que a forma de 

levedura do organismo seja relativamente inócua, mas a forma de hifa geralmente está 

associada à invasão do tecido hospedeiro (NEVILLE, 2016; VILA, et al., 2020). 

Cerca de 95% dos casos de candidíase oral são causados pela C. albicans. Mesmo 

sendo considerado um patógeno, esse microrganismo é facilmente encontrado na cavidade 

bucal de indivíduos saudáveis, sendo cerca de 80% da população em geral são portadores 

assintomáticos desse fungo. A grande maioria desses microrganismos existe como 

colonização comensal e não como um processo patológico (WILLIAMS; LEWIS, 2011; 

HELLSTEIN & MAREK, 2019; VILA et al., 2020). 

É preciso considerar a diferença entre comensalismo e patogênese. A colonização 

patológica de espécies de Candida está relacionada a vários fatores, incluindo, entre outros: 

extremos etários, desnutrição, doença metabólica, infecções concomitantes, terapia 

antibacteriana, imunossupressão, radioterapia, pacientes transplantados, hipofunção da 

glândula salivar e uso a longo prazo de esteroides (ODDS, 1988; HELLSTEIN & MAREK, 

2019). 

 

2.6.2. Controle do Biofilme  

 

O desequilíbrio da placa bacteriana leva ao aparecimento de doenças orais, sendo 

a cárie e a doença periodontal as principais.  Para o controle do biofilme, habitualmente utiliza-

se procedimentos de natureza mecânica, como a escovação dos dentes e o uso do fio dental e 

os de natureza química, como os enxaguatórios bucais, que podem ter função detergente, 

fungicida e bactericida (KLUK et al., 2016; FARIAS, 2019a). Kluk et al. (2016) destacam que 

para melhorar as formulações dos enxaguatórios bucais são adicionadas substâncias químicas 

como a clorexidina em suas composições. Essa composição diminui a atividade metabólica 

dos microrganismos, paralisando seus componentes metabólicos (MEYER et al., 2007). 

A clorexidina destaca-se entre os anti-sépticos utilizados para controle químico 

em odontologia. É considerada um antimicrobiano eficiente, pois atua no rompimento da 
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membrana plasmática dos microrganismos, apresentando como vantagens no seu uso o 

controle da placa bacteriana, diminuição do sangramento e inflamação gengival 

(MAGALHÃES, et al. 2011). Possui largo espectro bacteriano, alta substantividade, é segura 

e efetiva e pode ser encontrada veiculada em dentifrícios, géis, vernizes ou soluções 

(CORRÊA, 1998).   Entretanto, a eficácia da clorexidina, nos dentifrícios pode ser diminuída, 

pois estes em geral apresentam detergentes, nas suas formulações, incompatíveis com a 

clorexidina, reduzindo sua ação (CORRÊA, 1998; TORRES et al., 2000; MARTINS, et al., 

2012; DINGUESLESKI et al., 2015).   

Zanatta e Rosing (2007) descrevem que evidências recentes demonstram 

claramente a diminuição de sua eficácia no biofilme supragengival formado, o que reforça a 

necessidade de uma deplacagem (remoção da placa dos dentes) prévia na sua utilização para 

potencializar seu efeito antiplaca e anti-gengivite, bem como diminuir seus efeitos adversos 

de manchamento e formação de cálculo.  

Estudos sobre a eficácia de produtos que influenciam a adesão e colonização 

bacteriana sobre as superfícies dentárias tem sido descritos em alguns trabalhos, apesar de 

serem ainda em número reduzido. Essas pesquisas vêm sendo realizadas com o objetivo de 

prevenir a desmineralização do esmalte dentário e a formação do biofilme dental (SANO et 

al., 2003; TAO et al., 2017). 

 Sakaue et al.  (2018), realizaram estudos in vitro no qual biofilmes foram 

periodicamente expostos a aplicações de Gluconato de Clorexidina a 0,12% a cada 12 horas 

por 1 minuto e incubados por até 2 dias. Os resultados sugeriram que o Gluconato de 

Clorexidina pode promover a absorção de minerais no biofilme logo após seu uso, sendo 

necessário romper o biofilme antes do uso de um enxaguatório bucal a fim de reduzir os efeitos 

colaterais associados a este procedimento, ou seja a formação de cálculo. Estudos voltados ao 

uso de produtos naturais ao invés de sintéticos neste tipo de tratamento ainda são raros e 

merecem mais atenção. 

Em suas pesquisas Cochis et al. (2012) demonstraram a eficácia anti-biofilme de 

três biossurfactantes obtidos a partir de endófitos selecionados de duas espécies botânicas 

diferentes, a Robinia pseudoacacia (AC5 e AC7) e Nerium oleander (OC5). Os estudos 

demonstraram que a formação de biofilme de C. albicans em superfícies de silício ou resina 

de elastômero pré-revestidas com estes biossurfactantes utilizados em baixas concentrações 

foi significativamente reduzido, graças à sua boa atividade anti-aderência. Os biossurfactantes 

testados mostraram uma atividade anti-Candida maior do que a da Clorexidina e uma 

citocompatibilidade com células epiteliais e fibroblastos (COCHIS et al., 2012).  Esses autores 
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concluíram que biossurfactantes obtidos de endófitos são novos compostos promissores para 

aplicação em higiene bucal visto que tais moléculas também apresentam baixa citotoxicidade 

e boa atividade antiadesiva conforme foi comprovado contra o biofilme de C. albicans. 

Destacam-se,  assim  algumas pesquisas   na área odontológica realizadas por  Das 

et al., (2013b)  onde   foi verificado  que dois  diferentes  biossurfactantes   utilizados na 

pesquisa     atuaram como um bom ingrediente na formulação de pasta de dente, com destaque  

para a boa  capacidade de formação de espuma, boa eficiência  na limpeza e remoção de 

manchas  e um pH alcalino necessário para a neutralização do biofilme ácido.  

Os estudos de Bouassida et al. (2017)   demonstram a atividade antimicrobiana de 

dentifrício formulado com biossurfactante SPB1 contra oito tipos de bactérias, onde os 

resultados obtidos mostram que produto formulado exibia atividade antimicrobiana 

importante e eficaz contra Enterobacter sp e Salmonella typhinirium.       

Elshikh, Marchant, Banat (2016) apresentaram em artigo de revisão pesquisas que 

demonstraram o papel dos biossurfactantes em inibir e / ou matar microrganismos. Os 

referidos autores discorrem que um grande problema em muitos estudos é a falta de evidências 

de pureza completa ou caracterização das frações ativas do biossurfactante utilizadas.   

E possível avaliar de forma clara, através das pesquisas já desenvolvidas, que a 

aplicação de biossurfactantes na saúde bucal ainda está em um estágio inicial, com capacidade 

promissora e em desenvolvimento. Porém deve-se levar em conta a importância de 

desenvolver pesquisas e trabalhar de forma multidisciplinar quando se pretende investigar os 

biossurfactantes, por se tratar de uma área de pesquisa bastante complexa (ELSHIKH, 

MARCHANT, BANAT, 2016). 

Estudos sobre a eficácia de produtos que influenciam a adesão e colonização 

bacteriana sobre as superfícies dentárias tem sido descrita sem alguns trabalhos, apesar de 

serem ainda em número reduzido.  Elshikh, Marchant, Banat (2016) afirmam que os resultados 

da pesquisa nesta área revelam que os biossurfactantes têm potencial para serem aplicados em 

diferentes áreas relacionadas com a boca o que tornaria os biossurfactantes candidatos 

potenciais importantes para aplicações relacionadas à saúde bucal. Farias (2019a) salienta que 

dentre os compostos alternativos, naturais e pouco tóxicos que podem ser usados em 

substituição aos produtos sintéticos existentes estão os biossurfactantes, conforme 

apresentados na Tabela 5.   
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Tabela 5: Uso de biossurfactantes na área odontológica 

Biossurfactante Produtor 
Principais conclusões /atividade 

biossurfactantes 
Referências 

Não 
Caracterizado 

Pseudomonas 
aeruginosa,  
Bacillus cereus, 
Candida 
bombicola  

Enxaguatórios bucais à base de 
biossurfactantes são alternativas seguras, 
válidas e viáveis. 
 A interação quitosana + biossurfactantes  
tem efeito antimicrobiano aumentado 
para bactérias Gram-positivas S. aureus, 
L. acidophilus, S. salivarius e S. mutans. 

(FARIAS et al., 2019) 
 
 
 

Não caracterizado Pseudomonas 
aeruginosa, 
Bacillus cereus, 
Candida 
bombicola  

Creme dentais com biossurfactantes são 
promissores quando comparadas ao 
creme dental comercial.  
Formulações testadas inibiram a 
viabilidade celular de S. mutans no 
biofilme formado 

(FARIAS, 2019) 

biossurfactante 
lipopeptídico 
SPB1 

Bacillus subtilis 
SPB1. 

O biossurfactante SPB1 apresentou 
potencial utilização na formulação de 
creme dental. A atividade antimicrobiana 
do dentifrício   com BS demonstrou 
eficácia contra Enterobacter sp e 
Salmonella typhinirium. 

(BOUASSIDA,  et al., 
2017) 

Glicoproteína  
Não caracterizado  

Lactobacillus 
acidophilus  
L. casei / L. 
reuteri / L. 
fermentum  

Efeito do tipo de biossurfactante na 
expressão de genes de S. mutans de genes 
de glucosiltransferase (gtfB e gtfC) e 
fructosiltransferase (ftf) - formação de 
matriz de biofilmes. Todos os genes 
encontrados foram regulados após a 
aplicação do biossurfactante.  

(SAVABI et al., 2014) 
(SALEHI et al., 2014) 
(TAHMOURESPOUR, 
SALEHI   & 
KASRAKERMANSHA
HI,2011)  
 

Não caracterizado  Robinia 
pseudoacacia e 
N.oleande)  

Prevenção da formação de biofilmes em 
silício e resina acrílica para próteses 
dentárias.  

(COCHIS et al., 2012)  

Rhamnolípido 
não caracterizado  

Pseudomonas 
aeruginosa  

50% e 67% de inibição da formação de 
biofilme de Y. lipolytica (placa de 96 
poços e superfície de vidro).  

(DUSANE et al., 2012)  

Descaracterizado  Candida 
lipolytica  

O biossurfante induz a inibição visível de 
vários biofilmes de cepa de Lactobacillus 
e S. mutans HG985 em diferentes 
concentrações.  

(RUFINO et al., 2011)  

Descaracterizado  Lactobacillus 
paracasei  
A20  

As atividades antimicrobianas e anti-
aderentes do extrato bruto de 
biossurfactante foram investigadas. 
Boa eficácia in vitro nas concentrações 
entre 25 e 50 mg/ml contra vários agentes 
patogênicos.  

(GUDIÑA et al., 2010)  

Caracterização 
parcial 
lipoproteína  

Lactococcus 
lactis 53  

Eficácia do biossurfactante extraído 
contra microrganismos isolados de uma 
prótese de voz explantada.  

(RODRIGUES et al., 
2006)  

Emulsan  Acinetobacter 
calcoaceticus  

Controle da placa dentária e cárie  US 4737359 A. Patente 

Fonte: FARIAS, 2019 com atualizações. 
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Conforme relatos na literatura, as propriedades  dos biossurfactantes, tais como: 

atividade antimicrobiana (biocida ou bioestática) e contra bactérias Gram positivas e Gram 

negativas, capacidade de formação de emulsão e a capacidade de aumentar a 

biodisponibilidade de compostos hidrofóbicos, além de algumas atividades anticâncer em 

relação a algumas linhas celulares, tornam os biossurfactantes candidatos potenciais em 

produtos cosméticos ou terapêuticos de higiene oral e também em dispositivos médicos 

relacionados com a saúde oral (ELSHIKH, MARCHANT, BANAT, 2016). 

 

2.7 A PLANTA HOSPEDEIRA - Gustavia cf. hexapetala  (Lecythidaceae) 

 

Lecythidaceae é uma família Pantropical, com pequenas a grandes árvores e 

arbustos e conta com 24 gêneros e aproximadamente 300 espécies (MORI et al., 2007).  

Apresentam seu melhor desenvolvimento nas florestas úmidas, especialmente as da América 

do Sul (MORTON et al., 1977). Pouco mais de 50% das espécies neotropicais são vistas na 

Amazônia, principalmente na Amazônia central e nas florestas do Rio Negro. Exemplos de 

plantas dessa família são a castanheira  (Bertholletia excelsa),  jarana e a sapucaia (Lecythis), 

que chegam a atingir 55 metros de altura (MORI,  2001).  Mori (1979) e os frutos indeiscentes 

são plesiomorfias que compartilham com as Lecythidaceae do Velho Mundo (MORI et al. 

2007).  A figura 5 mostra sua distribuição que vai de Vera Cruz, no México, ao Brasil 

Meridional (RIBEIRO et al., 1999; MORI e PRANCE, 1981). 

O gênero Gustavia, pertencente à família Lecythidaceae, possui cerca de 40 

espécies distribuídas na América Tropical (PRANCE e MORI, 1979). No Brasil ocorrem dez 

espécies sendo quatro endêmicas, seu domínio fitogeográfico é Amazônia e Mata Atlântica e 

sua distribuição geográfica Norte, Nordeste e Centro Oeste. Quanto a forma de vida podem 

ser arbustos ou árvores (FLORA DO BRASIL, 2020). É um gênero basal dentro das 

Lecythidaceae Neotropicais. As principais características do gênero são flores actinomorfas, 

a presença do hábito paquicaule (forma de crescimento em que as folhas, geralmente grandes, 

ficam inseridas de forma congesta na porção apical de poucos ramos terminais, segundo 

definição de Prance e Mori (1979) e os frutos indeiscentes são plesiomorfias que compartilham 

com as Lecythidaceae do Velho Mundo (MORI et al. 2007). 
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Figura 5: Distribuição geográfica de Gustavia spp.  De Vera Cruz no México ao Brasil 

Meridional. 

 

Fonte: ALMEIDA 2014, Adaptado de PLANCE e MORI, 1979. 

   As utilizações de espécies deste gênero para estudos químicos ainda são escassas, 

mas já vêm sendo realizadas, principalmente para tratamento de leishmaniose (GRENAND 

et. al, 1987), durante estes estudos foi possível constatar atividades anti-tumorais e anti-

inflamatórias (BASTOS et al. 2007).  

                   Vários compostos químicos já foram isolados de espécies pertencentes ao gênero 

Gustavia. El-Seide et al (1999) isolou 10 substâncias ao estudar os estratos de casca do caule 

de G. longifolia.   Souza et al., 2001 realizou estudos com casca do caule de G. augusta e 

isolou 16 substâncias. Pettit; Zhang; Penilla (2004) isolou 4 substâncias dos extratos de casca 

do caule e galhos de G. hexapétala.  Melo (2003) e Almeida et al (2011) utilizaram casca do 

caule e folhas de G. eliptica em suas pesquisas e isolaram 14 substâncias. Esses estudos 

possibilitaram o isolamento e a identificação de 40 substâncias diferentes nas 4 espécies do 

gênero Gustavia estudadas. Esses resultados mostram o grande potencial do gênero para a 

produção de produtos bioativos de interesse.  

 A espécie Gustavia hexapetala, (Alb.) Sm.   (Figura 6) tem sido relatada por suas 

propriedades medicinais uma vez que uso das cascas do caule são descritas como anti-

reumática (Revilla 2002), o uso das folhas  no tratamento de problemas hepáticos e  redução 

de úlceras,   dos frutos  como vomitivos ou eméticos  (indução do vômito) e da casca da raiz 

como tônica e laxativa (Corrêa, 1994).   
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Figura 6: Aspectos morfológicos de folhas de Gustavia hexapetala (Lecythidaceae). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Foto: © ROBIN B. FOSTER, BOLIVIA. 
https://plantidtools.fieldmuseum.org/es/nlp/catalogue/3669766 
 
Fonte: Foto: ©ROBIN B. FOSTER,  BOLIVIA. 
https://plantidtools.fieldmuseum.org/es/nlp/catalogue/3669766 
 
 
Conforme os dados disponíveis na literatura os microrganismos endofíticos de 

plantas  medicinais podem sintetizar  metabólicos  secundários de grande interesse ( KUSARI 

et al., 2008; FACUNDO et al., 2008). Neste contexto, a microbiota associada às plantas 

amazônicas se apresenta como uma fonte economicamente promissora de bioativos 

(PEREIRA et al., 2017). Em estudos realizados por nosso grupo de pesquisa, avaliando o 

potencial de fungos endofíticos isolados de Gustavia elipita, verificou-se a produção de 

substâncias com atividade antimicrobiana e citotóxica (ALMEIDA, 2014; PEREIRA et al., 

2017).  

Uma visão geral sobre biodiversidade e potencial biotecnológico de 

microrganismos da Amazônia Brasileira foi apresentado por Pereira et al. (2017), no qual  

mostra os resultados de pesquisas do primeiro estudo de fungos endofíticos de G. eliptica 

coletados no Amazonas.  O referido estudo realizado por Almeida (2014) proporcionou o 

isolamento de 93 fungos endofíticos dos tecidos vegetais (folha, galho, caule e raiz) de G. 

eliptica os quais posteriormente foram classificados nos seguintes gêneros: Fusarium, 
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Xylaria, Pestalotiopsis, Penicillium,  Cephalosporium, Aspergillus e Colletotrichum 

(Glomerella), Nectria e outros quatro Ascomycetos desconhecidos. 

 Ensaios biológicos dos extratos contra patógenos (bactérias Gram negativas, 

Gram positivas e uma levedura), indicou potencial para os extratos de Nectria  setufusariae. 

Frações dessa linhagem e de Penicillium chrysogenum mostraram-se as mais promissoras 

contra os patógenos Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.  Os ensaios citotóxicos de 

extratos, frações e compostos puros mostraram alto potencial citotóxico contra três linhagens 

de células tumorais para uma fração de N. setofusariae contra células de Cólon e Ovário e 

esterigmatocistina de P. chrysogenum contra células de leucemia, ovário e cólon (PEREIRA 

et al., 2017; ALMEIDA, 2014).  

Os estudos químicos dos extratos fúngicos resultaram na identificação por meio 

de análises 1D e 2D NMR e espectrometria de massa de vários constituintes, conforme 

mostrado na Tabela 6. Estes estudos mostram a importância de conhecer o potencial promissor 

destes microrganismos isolados de plantas do gênero Gustavia para a biotecnologia e 

desenvolvimento de novos produtos. 

 

Tabela 6: Substâncias isoladas de extratos de fungos endofíticos isolados de G. elíptica.   

Endofiticos Substâncias químicas identificadas nos extratos fúngicos 

X. adscendens ácido piliforme 5-carboxilmelleína - 

Aspergillus sp. mistura de ácido 
fenilacético 

4-metoxifenilacético - 

N. setofusariae ácido fusárico ácido fenilacético - 
P. chrysogenum peróxido de 

ergosterol (endo e 

exo) 

 bisorbicilinoides: 
tricodimerol, 

dihidrotrichodimerol, 
tetrahidrotrichodimerol 

mistura de ácidos 
graxos, 

esterigmatocistina 
(STC); 

Fonte: ALMEIDA 2014; PEREIRA et al., 2017 

Considerando o potencial dos microrganismos endofíticos (fungos, bactérias e 

leveduras) associados  com as plantas tropicais, em particular com espécies   medicinais, a 

prospecção para o isolamento  e a consequente possibilidade de se obter metabólitos de 

interesse biotecnológico como os biossurfactantes, a partir destes isolados, este trabalho visa 

contribuir para a descoberta de microrganismos com potencial para a produção de moléculas  

antimicrobianas contra patógenos da microbiota oral. 
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3  OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

• Avaliar a produção e a atividade de biossurfactantes obtidos de fungos endofíticos de 

Gustavia cf. hexapetala, contra patógenos da cavidade oral. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Investigar a diversidade de fungos endofíticos isolados de Gustavia cf. hexapetala. 

  

• Identificar fungos potencialmente produtores de biossurfactantes isolados de 

Gustavia cf. hexapétala em diferentes meios de cultivo.  

• Realizar a caracterização morfológica e molecular dos fungos endofíticos mais 

promissores para a produção de biossurfactantes. 

 

• Determinar índice de emulsificação, tensão superficial e concentração micelar crítica 

(CMC) dos biossurfactantes extraídos dos meios de cultivo dos fungos mais 

promissores. 

• Determinar a Concentração Inibitória Mínima dos extratos ativos com 

biossurfactantes contra patógenos da cavidade oral. 

• Analisar o perfil químico dos extratos fúngicos que apresentarem os melhores 

resultados para produção de biossurfactantes. 
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4  MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 ISOLAMENTO DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DmE Gustavia  cf. hexapétala 

 

 4.1.1 Coleta do material botânico                      

                                                                                                                                                                                     

Os materiais botânicos foram coletados na Fazenda Experimental da Universidade 

Federal do Amazonas (UFAM), localizada no km 38 da BR-174, de coordenadas geográficas: 

020º 30’ 40.9” S e 60º 02’ 56.9” O.  A coleta de folhas e galhos da planta G. cf. hexapetala 

foi realizada no final do mês de março de 2016, estação chuvosa na região Amazônica,  

utilizando-se como critérios de escolha: folhas  e galhos com aparência sadia, sem sintomas 

visuais de doenças ou lesões. (Figuras 7A e 7B).   

 

Figura 7: Localização geográfica do local de coleta do material botânico (Figura 7A); Vegetal 
onde foi realizada a coleta (Figura 7B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: - Foto por GPS – Fazenda Experimental da UFAM (km 38 BR-174) 
https://ppbio.inpa.gov.br/sitios/fazufam; - Figura7A. 
Arquivo Pessoal (FERREIRA,2016) - Figura 7B. 
 

7A 7B 
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Na sede da Fazenda Experimental, os materiais botânicos foram selecionados e  

pré-lavados com água estéril, armazenados em sacos plásticos limpos e acondicionados em 

caixa de isopor com bolsas de gelo, para conservação do material coletado (Figura 8). Em 

seguida foram transportados para o Laboratório de Bioensaios e Microrganismos da 

Amazônia (LABMICRA), no Centro de apoio Multidisciplinar (Central Analítica) da UFAM. 

 
Figura 8: Lavagem de folhas e galhos após coleta (Figura 8 A). Acondicionamento do 
material botânico pós lavagem, para serem transportados ao local de processamento (Figura 8 
B). 
 

 Fonte: Arquivo pessoal (FERREIRA, 2016) 

 
4.1.2 Desinfecção do material vegetal e isolamento dos fungos endofíticos de  G. cf. 

hexapetala   

O material botânico coletado foi processado no prazo de 24 h após a coleta, sendo 

lavado com água corrente e detergente neutro com o auxílio de uma esponja nova e macia 

para retirar o excesso de epifíticos. Em seguida, em cabine de segurança biológica, o material 

foi imerso em um recipiente com álcool 70% por 1 min, em hipoclorito de sódio a 3% por 4 

min, e novamente em álcool 70% por 30s para retirar o excesso da solução de hipoclorito de 

sódio. Processou-se inicialmente as folhas e com novas soluções desinfetantes foi realizado a 

antissepsia dos fragmentos de galhos.  Em seguida,  o material vegetal foi  individualmente 

lavado em novo recipiente contendo água destilada estéril  da qual se retirou 50 μL, utilizando 

uma pipeta calibrada para fazer o controle da antissepsia, dispensando esse volume em placas 

contendo os três diferentes meios  e assim realizar  o controle do crescimento de epifíticos 

(PEREIRA, 1993; SOUZA, 2006). A Figura 9 apresenta de forma resumida a metodologia 

utilizada para o isolamento dos fungos endofíticos isolados de Gustavia cf. hexapétala. 

A B 
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Figura 9: Fluxograma da Metodologia de isolamento dos microrganismos endofíticos de Gustavia cf. 
hexapetala. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Após a antissepsia, 4 pequenos fragmentos dos tecidos  vegetais, medindo 

aproximadamente 0,5cm de diâmetro foram inoculados em placas com diferentes meios  na 

forma de matriz  2 x 2, (Figura 10). 

 

Figura 10: Antissepsia e Inoculação (folhas e galhos) nas placas de Petri. 

 

Coleta do Material Botânico 

Isolamento 
   Fungos  

Tubos de ensaios com meios inclinados.  
Cultivo em 24 °C. 

Desinfecção 
Lavagem com H2O  estilada e sabão 
Solução de Álcool 70% / 1 minuto 

Solução de Hipoclorito a 3% / 4 min. 
Solução de Álcool 70% / 30 segundos 
Lavagem com H2O destilada estéril. 

Inoculação 
Placas de Petri   

Meios seletivos: BDA, ISP2, AVEIA  
+ Terramicina (50 mg/mL-1)  
+ Ampicilina (50 mg/mL-1) 

Incubados a 18 °C, 24 °C, 40 °C. 

Inoculação 
Placas de Petri 

Meios seletivos: BDA, ISP2, AVEIA 
+ Terramicina (50 mg/mL-1) 
+ Itraconazol (50 mg/mL-1) 

Incubados a 18 °C, 24 °C, 40 °C. 

Purificação, 
Identificação, 
 Preservação. 

Antissepsia  Corte de folhas Inoculação 
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A realização do estudo utilizando diferente meios, diferentes temperaturas e 

diferentes combinações de antibióticos para o isolamento visou ampliar a seleção dos fungos 

endofíticos isolados. Todo o experimento foi realizado em triplicata. As placas com os 

fragmentos vegetais foram vedadas com filme plástico e incubadas em 3 temperaturas 

controladas: 18 ºC, 24 ºC e 40 ºC, em incubadora BOD por 15 dias conforme apresentado e 

descrito na Tabela 7.  

 

Tabela 7:  Condições de cultivo para o isolamento dos endofíticos de Gustavia cf. hexapétala. 

*T + A Tetraciclina + Ampicilina; T+I: Tetraciclina + Itraconazol 
 
                  

Os fungos endofíticos começaram a ser transferidos após 24 horas de incubação 

para tubos de ensaio com os meios específicos onde foram inicialmente isolados (AVEIA, 

ISP2 e BDA). As placas com o material vegetal inoculado foram monitoradas diariamente até 

completar o tempo previsto para o experimento (15 dias) e realizar a coleta e transferência de 

cada nova linhagem para os tubos de ensaio contendo os mesmos meios de cultura inclinados 

e cultivados em 24°C. As soluções para antissepsia do material vegetal, preparação das 

soluções com antibióticos e preparo dos meios de cultivo (BDA+L, AVEIA e ISP2) contam 

no apêndice A.  

 

 

 

Temperatura 
Meios  e  Antibióticos* 

 Total 
de Placas 

AVEIA BDA ISP2 Folha  Galho 

18°C T+A T + I T+A T + I T+A T + I 18 
18 

24°C T+A T + I T+A T + I T+A T + I 18 
18 

40°C T+A T + I T+A T + I T+A T + I 18 
18 

Total de Placas 
inoculadas 

09 09 09 09 09 09 54 54 

Controle 03 03 03 03 03 03   

Total de fragmentos  inoculados 216 216 



57 
 

4.1.3 Purificação, identificação e preservação dos endófitos isolados de G. cf. 

hexapetala 

 

Concluída a etapa de isolamento dos fungos endofíticos, a etapa de purificação 

iniciou com a realização de repiques sucessivos e transferência das cepas dos tubos inclinados 

para placas de Petri contendo os mesmos meios de cultura do isolamento, com antibiótico para 

as culturas contaminadas e sem antibióticos para as que, aparentemente, não tinham 

contaminantes. A purificação foi feita com base na técnica de tween (Azevedo e Costa, 1973) 

quando apresentaram conídios ou esporos e repiques sucessivos para os que foram Mycelia 

sterilia.  Dessa forma, para obtenção de culturas puras foi realizado os seguintes 

procedimentos:  plaqueamento com três ou quatro pontos equidistantes e cultura de ponto 

central, microcultivo com cultura monospórica para as culturas mitospóricas. Os isolados 

purificados foram  posteriormente conservados em quintuplicata  pelos métodos  Castellani 

(1939) e em  glicerol  a 20% (SOUZA et al., 2004), posteriormente, armazenados a -20 °C.  

A identificação dos fungos endofíticos foi realizada através da análise 

macromorfológica por observação das características  presente nas colônias de cada indivíduo, 

tais como: aspecto, forma, coloração e consistência das colônias. Para visualização das 

estruturas microscópicas (hifas, micélio e estruturas de reprodução - sexual e assexual) foram 

produzidas lâminas a fresco e semipermanentes pela técnica de microcultivo, utilizando 

corante azul de lactofenol (blue coton) sobre as lâminas de microscopia. As estruturas foram 

visualizadas em microscópio óptico binocular ZEISS® acoplado a câmera fotográfica com 

auxílio das objetivas com aumento de 10x 20x e 40x. As imagens das estruturas observadas 

foram fotografadas e comparadas com imagens da literatura especializadas em taxonomia de 

cada grupo (GILMAR, 1959; BONONI, 1998; KIFFER e MORELET, 1999; GUERRERO e 

SILVEIRA, 2003). A atividade de pesquisa foi Registrada no Sistema de Gestão do 

Patrimônio Genético (SISGEN) com o número A3 F9157.  

 

4.1.4 Cálculo da frequência de isolamento 

Foi realizada uma coleta de material botânico da planta selecionada no período 

chuvoso (final do mês de março de 2016). Os resultados foram analisados para avaliação do 

índice de colonização e a taxa de frequência dos endófitos isolados a partir dos fragmentos 

inoculados. O índice de colonização e as taxas de frequência foram calculados conforme 

descrito por Azevedo (1998), representadas a seguir:  
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Taxa de Colonização: 
 
 Cr =                                          Número Total de Isolados > = 1 
                                               Número de Fragmentos da Amostragem 
 
Frequência Relativa: 
 Fr =                               Número Total de Isolados de um Grupo    x   100 
                                                       Número de Isolados Total 
 
 

4.2 SELEÇÃO DE ENDÓFITOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES 

 

Na seleção dos fungos representativos de diferentes morfogrupos de endófitos 

isolados de G. cf. hexapetala foram utilizadas 24 cepas preservados em Castellani (1939). 

Foram selecionados de 1 a 3 fungos representativos dos gêneros Colletotrichum, Fusarium,  

Penicillium  e outros não identificados. Na seleção foi considerado os critérios em que houve 

maior destaque no número de isolado para os fragmentos de folhas e galhos e dessa forma as 

cepas selecionadas foram provenientes do meio de cultivo BDA+L e   temperatura de 

isolamento de 24 °C. A reativação foi feita em placas de Petri contendo 25 mL de meio em 

cada placa  (BDA+L).  O meio foi enriquecido com 0,5 g/L de óleo de soja, para adaptação 

dos fungos à fonte indutora da produção de biossurfactantes e mantidos em temperatura de 

28º C, por cinco dias.  

 

4.2.1 Meios de Cultivo para Produção de Biossurfactantes    

 

   4.2.1.1 Composição do meio mineral + óleo de soja (0,5 g/L) 

O meio de cultura mineral conforme descrito por Jacobucci (2000), foi  composto 

por: 0,5 g/L de sulfato de magnésio (MgSO4), 3,0 g/L de fosfato dissódico (Na2HPO4), 1,0 

g/L de fosfato de monopotássio (KH2PO4) e 1,3 g/L de extrato de levedura diluídos em água 

destilada.  Em frascos Erlenmeyers de 250 mL, 100 ml do meio de cultura foi distribuído e 

autoclavado a 1 ATM em temperatura de 121 0C por 15 min.  Foi acrescido ao meio 0,5 g/L 

de óleo de soja filtrado em membrana millipore 0,22 µm, após autoclavagem do meio.  
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       4.2.1.2. Composição do Meio de Cultura BDL + óleo de soja (0,5 g/L) 

Em cada litro de meio de cultura foi utilizado: Água destilada para cozimento de 

200 g de batata cortada em cubinhos (2cm x 2cm), 20 g de dextrose e 2 g de extrato de levedura 

(SOUZA, 2004). A batata foi cozida e em seguida o caldo do cozimento foi coado. Adicionou-

se água destilada ao caldo da batata até completar o volume final de 1L.  Posteriormente 100 

mL do meio de cultivo foi distribuído em frascos Erlenmeyers de 250 mL, autoclavado e 

adicionado 0,5 g/L de óleo de soja em condições semelhantes ao item 4.2.1.1. 

 

4.2.2 Cultivo de fungos nos meios indutores 

Em cada frasco Erlenmeyers contendo os meios líquidos (Mineral ou BD +L) 

foram adicionados cinco fragmentos do micélio de cada fungo selecionado, com dimensão de 

5x5 mm, recortados com auxílio de lâminas de bisturi estéril (SOUZA, 2001). Cada 

experimento foi realizado em triplicata. Os  frascos  de meios com os fragmentos dos fungos 

foram incubados em Shaker (Innova Incubator Shaker) por 10 dias, em 28 ºC e 170 rpm. 

Foram utilizados como controles frascos contendo os mesmos meios com o óleo de soja, mas 

sem a presença de fragmentos fúngicos (BATISTA, 2009; BATISTA et al., 2016). Após o 

crescimento microbiano, os meios de cultivo foram filtrados com auxílio de bomba a vácuo 

em papel filtro autoclavado (Figura 11) e transferidos para tubos falcons estéreis de 50 mL. 

Em seguida foram centrifugados (Centrífuge 5424-Eppendorf) por 20 minutos a 4000 rpm e 

filtrados em membrana millipore 0,45µm para obtenção dos extratos livres de células. Para a 

realização dos testes futuros os sobrenadantes foram congelados à -20 ºC. Todos os 

experimentos foram realizados em ambiente estéril (Cabine de Segurança Biológica- Pachane 

® PA 420, Brasil).  

      
     Figura 11: Cultivo em meio líquido e filtração dos caldos metabólitos dos fungos endofíticos.  
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4.2.3 Determinação do Índice de Emulsificação  

 

A produção de biossurfactante foi avaliada a partir da análise da atividade de 

emulsificação água em óleo (A/O). Os experimentos foram realizados de acordo com o item 

4.2.2.  Para cada 3,5 mL dos caldos de cultivo, foram adicionados 2 mL de óleo de soja em 

tubos de ensaio, em triplicata, realizando-se a medida da altura total do conteúdo adicionado 

ao tubo de ensaio. Cada amostra foi agitada durante 2 minutos, em 2000 rpm, medindo-se a 

altura da emulsão formada logo após 5 min e após 24 h em repouso. Após esses períodos, a 

altura do óleo emulsificado (cm) foi comparado à altura total adicionada (COOPER E 

GOLDENBERG, 1987). O índice de emulsificação (E24) foi determinado pela equação 

abaixo:  

                                                                

                       Sendo:  

E24 = Índice de emulsificação após 24 h (%) 

He = Altura da emulsão  

Ht = Altura total   

 

4.2.4 Medida da Tensão Superficial  

 

A determinação da tensão superficial é um importante parâmetro para indicar a 

presença do biossurfactante no caldo de fermentação. Quanto mais eficiente for o 

biossurfactante, menor será o seu valor. A medida da tensão superficial dos extratos 

microbianos foi realizada no tensiômetro (Kruss® modelo K20), que utiliza o método do anel 

(Du Noüy). O tensiômetro (Figura 12-A) foi programado para realizar cinco medições para 

cada um dos sobrenadantes de cada triplicata, sendo considerada a média aritmética dos 

resultados (JACKISCH-MATSUURA et al., 2014).  Para cada amostra foram utilizados 30 

mL dos caldos livres de células em temperatura de 25 °C. Antes das medições, o anel foi 

calibrado verificando a tensão superficial da água destilada, cujo valor é de aproximadamente 

72,8 mN/m.  Entre cada medição das triplicatas o anel foi lavado com acetona e água ultrapura 

(Milli-Q®). A Figura 12-B mostra  o anel ainda em contato com a superficie do caldo de 

cultivo sem haver rompido a tensão superficial do líquido em estudo.  O experimento foi 
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realizado na Central de Análises Químicas da Escola Superior de Tecnologia (EST) da 

Universidade do Estado do Amazonas (UEA). 

 

 Figura 12: Medida da  Tensão Superficial  no tensiômetro (A), que utiliza o método do anel (B) (Du 

Noüy).  

 

 

 

 

 

 

 

4.2.5 Variação da produção de biossurfactantes  

 

Após os resultados obtidos através dos testes de determinação do Índice de 

Emulsificação e da Tensão Superficial, foram selecionados os melhores fungos produtores de 

biossurfactantes para realizar novos ensaios a fim de avaliar o melhor tempo de produção das 

moléculas de interesse. O experimento foi realizado utilizando o meio mineral conforme 

descrito no item 4.2.1.1.  O pH do meio de cultura foi aferido em 7,0.  O experimento foi 

planejado para ocorrer durante um período de 14 a 16 dias de cultivo em incubadora (Khaker 

Solab®) a 28 °C, e 120 rpm. A cada 48 h o caldo de cultivo de uma das triplicatas do 

experimento foi filtrado e realizada a medida da tensão superficial do filtrado livre de células.  

O controle continha apenas o meio de cultivo acrescido do óleo de soja sem os fragmentos de 

fungos.  O experimento foi realizado no Laboratório de Bioensaios e Microrganismos da 

Amazônia – LABMICRA - Central Analítica da UFAM. 

 

 

 

 

 

 

B A 
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4.3 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DOS FUNGOS  PRODUTORES DE 

BIOSSURFACTANTES 

Os procedimentos de extração de DNA foram realizados no laboratório de 

Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Ciências Agrárias da Universidade Federal do 

Amazonas. A PCR e o sequenciamento foram feitos no laboratório de Biologia Molecular da 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecúaria – EMBRAPA - Amazônia Ocidental.  

 

4.3.1 Extração de DNA e PCR das Regiões ITS-1 a 2 dos fungos endofíticos 

 

As linhagens fúngicas selecionadas como produtoras de biossurfactantes, a partir 

dos testes de emulsificação e análise da tensão superficial foram cultivadas em Erlenmeyer 

de 125 mL contendo 50 mL de meio BD+L (SOUZA, 2001) por 48 horas a 30 °C e 120 rpm. 

Após esse período o cultivo foi filtrado a vácuo em filtro de papel autoclavado, sendo obtida 

a massa micelial para extração de DNA.  O DNA total foi extraído com kit ZR 

Fungal/Bacterial DNA MicroPrep™, de acordo com o protocolo do fabricante (Anexo A).  

A quantificação do DNA genômico foi realizada em espectrofotômetro NanoDrop 

(Thermo Scientific).  Após obtenção do DNA total, foi realizada a amplificação de um 

fragmento interno com, aproximadamente, 700 pb das regiões Its-1 a 2 do rDNA.   Nessa 

etapa foi utilizado os primers Its1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e Its4 

(5'TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (WHITE et al., 1990). As reações de amplificação 

tiveram o volume final de 25 µL utilizando 2 µL de DNA e 2 µL de cada Primer (10 pmol) 

e mais 19 µL  de água  ultrapura (milliQ®). A amplificação foi realizada em termociclador 

Thermal Cycler®. O Termociclo da reação foi: um ciclo inicial a 94 °C por 4 min seguido 

por 35 ciclos de 94 °C por 2 min, 55 °C por 2 min e 72 °C por 2 min.  Ao final mais um ciclo 

a 72 °C por 10 min e para finalizar a 4 °C, conforme Souza, (2006).  

A verificação do produto da PCR foi feita por meio de eletroforese em gel de 

agarose 1,2% coradas com gel Red e como marcador foi usado o Ladder de 1 Kb plus da 

Invitrogen®. Após a corrida, o gel foi fotodocumentado pelo Sistema de Fotodocumentação 

L-Pix Touch Loccus®, posteriormente os amplicons seguiram para a etapa de 

sequenciamento. 
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4.3.2 Sequenciamento e Análise das Sequências  

Os produtos da PCR foram purificados com polietilenoglicol (PEG). Após a 

quantificação a concentração foi ajustada para 10 ng/µL. O sequenciamento foi realizado pelo 

método Sanger, usando o kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems, Foster City CA, 

EUA). As sequências obtidas foram analisadas com o Editor de Alinhamento de Sequência 

BioEdit (versão 7.2.5) e comparadas com sequências depositadas na base de dados do NCBI 

GenBank (National Center for Biotechnology Information). As sequências que 

compartilharam 98 - 100% de semelhanças foram identificadas como sendo da mesma 

espécie, quando os dados apresentados estiveram de acordo com as análises morfológicas e 

de literatura.   

 

4.4  CULTIVO  EM ESCALA  AMPLIADA DOS FUNGOS  MAIS PROMISSORES  

PARA PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTES 

 

As cepas que apresentaram os melhores resultados durante a análise de tensão 

superficial  foram selecionados para a continuidade da pesquisa. Os fungos utilizados foram 

cultivados em BDA a 28 °C por sete dias para a obtenção de conídios. A concentração de  

conídios foi determinada por contagem em câmara de Neubauer após diluição em solução de 

água  destilada autoclavada contendo 20% de glicerol. A suspensão de esporos foi obtida 

dispersando 1 mL de água destilada autoclavada sobre a  placa contendo o fungo, sendo feita 

uma raspagem por toda a superfície da cultura fúngica, usando uma alça de platina. Em 

seguida, os esporos foram recolhidos e transferidos para um tubo de ensaio contendo 9 mL de 

solução salina a 1%. A suspensão foi agitada em agitador por 2 minutos e a contagem dos 

esporos foi realizada com o auxílio de Câmara de Neubauer e microscópio óptico. 

O experimento foi realizado utilizando 14 frascos Erlenmeyer (1000 mL) para 

cada fungo. Em cada frasco foi adicionado  300 mL de meio mineral  (item 4.2.2.1) acrescido 

de 0,5 g/L de óleo de soja. O pH do meio de cultura foi aferido em 7,0. A inoculação nos 

meios foi realizada adicionando-se suspensão de conídios com  concentração  final de 1x108 

esporos mL-1 para cada 100 mL de meio (COSTA et al., 2012). O cultivo foi realizado durante 

10 dias em incubadora Shaker em temperatura de 28 °C a 170 rpm, nas dependências do  

Laboratório de Purificação de Biomoléculas  da UFAM  (Bloco G). Após o  tempo previsto 

do experimento  os frascos com o caldo de cultivo  foram processados no  Laboratório de  

Bioensaios e Microrganismos da Amazônia (LABMICRA).  O meio metabólico  foi filtrado 
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com auxílio  de bomba a vácuo  em funil de Büchner usando  touca de TNT e papel  filtro 

autoclavados. Em seguida o filtrado metabólico foi centrifugado (Centrifuge   Eppendorf®)   

em tubos falcons de 50 mL  a 4000 rpm por 20  minutos.  O volume total foi reunido em um 

frasco ambar e ao caldo livre de células foi adicionado 5% de metanol (MeOH)  e 300 mL de 

Acetato de Etila (ACOET) e conservado na temperatura de 4 °C  até  o dia seguinte, quando 

foi realizado a  partição dos metabólitos de interesse presentes no caldo de cultivo.   

 

4.5 EXTRAÇÃO DE BIOSSURFACTANTES  

 

         Os biossurfactantes foram isolados do meio de cultura livre de células por partição 

com acetato de etila de acordo com metodologia descrita por Hewald; Josephs; Bolker (2005), 

com modificações. Nesta técnica, foi adicionado 5% de metanol (MeOH) e Acetato de Etila 

(AcoEt) na proporção 3:1 ao caldo livre de células, em um balão de separação e o processo 

foi repetido 3 vezes.  Essa etapa da pesquisa foi realizada no Laboratório de Abertura de 

Amostras e Ensaios Químicos - LAEQ - Central Analítica da UFAM. 

A partição com acetato de etila resultou inicialmente em uma Emulsão/Espuma 

(Extratos L1.1 a L4.1) que foi coletada separadamente em um recipiente de vidro estéril.  

Posteriormente, seguiu-se as fases de evaporação e liofilização, pesagem e congelamento a -

20 °C. A parte contendo o solvente (Extrato AcoEt - L1 a L4) foi concentrado em 

rotaevaporador a 45 °C e os resíduos de solvente ainda presente na amostra foi evaporado no 

interior de capela de fluxo até peso constante sendo posteriormente congelados a -20° C. 

Os metabólitos da massa micelial (Extrato do Micélio - M1 a M4) foram 

extraídos em metanol (MeOH). Foi adicionado o solvente até que recobrisse todo o micélio 

em frasco tampado e colocado em repouso a 25 °C.  O processo foi repetido uma vez em 

intervalo de 48h e duas vezes, em intervalos 24h. O filtrado foi reunido em um novo frasco e 

rotaevaporado a 40 °C. Os resíduos de solvente ainda presentes na amostra  foram evaporados  

no interior de capela de fluxo até peso constante  sendo, posteriormente, congelados a -20° C.  

Os extratos produzidos foram utilizados nas etapas posteriores da pesquisa.  A Figura 13 

representa um resumo das etapas para a produção dos extratos fúngicos. 
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Figura 13: Fluxograma para obtenção dos extratos fúngicos: Extratos do Micélio e do 
caldo de cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6 MEDIDA DA CONCENTRAÇÃO MICELAR CRÍTICA (CMC) 

 

A Medida da Concentração Micelar Critica foi realizada com os extratos  brutos - 

FF 51 (extrato L1.1- espuma), FF17 (extrato L5), FF45 (extrato L.2.1 – espuma), FF 33 

(extrato L4),  contendo biossurfactantes obtidos  pela seleção das melhores cepas  produtoras 

da substância de interesse.  A determinação da CMC foi realizada por meio da medição da 

tensão superficial dos extratos brutos em diferentes concentrações dissolvidos em água 

FUNGOS  

Cultivo em Meio  
Líquido 

CONDIÇÕES DE CULTIVO 
- Meio mineral + óleo de soja - 300mL meio  
Erlenmeyer 1000mL ; pH 7,0; 170 rpm; 28 °C; 10 
dias;  

-Inóculo:  solução de esporos  1x 10
8  

(1mL 
/100mL) - Filtração a vácuo + Centrifugação. 

MICÉLIO (M1) 

Extrato Micélio 
(M1) 

- Congelamento  

LÍQUIDO 
CULTIVADO (L1) 

- Liquido cultivado recoberto com 300mL 
de AcoEt + 5% de MeOH/ 2 L do filtrado. 

-Tratamento:  Acetato de Etila: 1:3 (caldo  
filtrado); 3 repetições. 

Extrato AcoEt 
 (L1) 

- Rotaevaporação   45 °C 

- Evaporação 

- Congelamento 

Emulsão /Espuma  
(L2) 

- Evaporação 

- Liofilização  

- Congelamento 

Fase Aquosa 

TESTES ANTIMICROBIANOS  
PERFIL QUÍMICO 

Descarte 

- Extração: MeOH (3x; 48h, 24h; 24h) 

- Rotaevaporação - 40°C; 

- Evaporação; 

- Liofilização. 
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ultrapura (Milli-Q®) utilizando o tensiômetro (Kruss® modelo K20). O experimento foi 

realizado na Central de Análises Químicas da Escola Superior de Tecnologia (EST) da 

Universidade do Estado do Amazonas (UEA). O equipamento foi programado para realizar 

cinco medições para cada um dos extratos na concentração testada, sendo considerada a média 

aritmética dos resultados (JACKISCH-MATSUURA et al., 2014).  A CMC foi determinada 

construindo-se gráficos da tensão superficial versus diferentes concentrações dos extratos 

contendo os biossurfactantes, após serem extraídos dos meios de cultivo. O ponto central de 

inflexão da curva determinou a CMC (SHEPPARD e MULLIGAN, 1987).  

 

4.7 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

 

Ensaios antimicrobianos com os extratos brutos dos fungos endofíticos produtores 

de biossurfactantes foram realizados para a avaliação de sua atividade frente a patógenos da 

cavidade oral.  Os testes antimicrobianos foram realizados nas dependências do Laboratório 

de Atividades Biológicas de Fitoterapia na Odontologia – LABFITO, da Faculdade de 

Odontologia (FAO) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). 

 

4.7.1 Microrganismos teste  

 

As cepas bacterianas padrão utilizadas neste estudo foram Streptococcus mutans - 

ATCC25175, Lactobacillus casei - ATCC7469, e a levedura Candida albicans CCCD- CC01-

ATCC 10231.  As bactérias testadas foram cedidas pelo Laboratório de Atividades Biológicas 

de Fitoterapia na Odontologia – LABFITO, da Faculdade de Odontologia (FAO) da 

Universidade Federal do Amazonas (UFAM). A Levedura C. albicans foi cedida pelo 

Laboratório de Bioensaios e Microrganismos da Amazônia LABMICRA – CA, da 

Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os experimentos foram realizados no 

LABFITO-FAO-UFAM.  

 

4.7.2 Reativação dos patógenos 

A reativação dos patógenos foi realizada em diferentes meios de cultivo. A 

levedura C. albicans foi reativada em caldo Saboraud (KASVI®), o L. casei em caldo MRS 

(Sigma-Aldrich®, Suíça) e o S.mutans em caldo  Brain Heart Infusion - BHI (Brain Heart 

Infusion – DIFCO).  Os cultivos foram mantidos, em estufa bacteriológica a 37 ºC por 24 a 
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48 h. Posteriormente, as bactérias foram cultivadas em ágar BHI e a levedura em ágar 

Saboraud. Os meios de cultura foram distribuídos em placas de Petri (90 x 15mm) a 40 ºC. 

Em seguida, os inóculos foram mantidos em estufa bacteriológica a 37 °C por 24 a 48 horas. 

Após esse período foram conservados em temperatura de 4 °C para posteriormente serem 

utilizadas nos experimentos desta pesquisa.  

 

4.7.3 Padronização do inóculo   

Para obtenção dos inóculos as bactérias foram repicadas e cultivadas em Placas 

de Petri em ágar BHI e a levedura em ágar Saboraud. Os cultivos foram obtidos no período 

de 24 h a 37 ºC. Em seguida, em condições assépticas foram  retiradas  com alça de repique 

descartável e estéril (5 mm de diâmetro), alíquotas dos  microrganismos,  para inoculação em 

tubos cônicos de 50 mL estéreis contendo 5 mL de caldo de cultivo, sendo caldo Saboraud 

para C.albicans e caldo BHI para L. casei e S. mutans. Os meios líquidos contendo os 

patógenos foram colocados em estufa a 37 °C (overnigth) por 18 h, em aerofilia para a C. 

albicans e L. casei e   em microaerofilia para o S. mutans. Após o período pré-determinado, 

os tubos contendo os patógenos foram agitados por 30 s e transferidas alíquotas do caldo de 

cultivo para tubos de ensaio de 10 x 150 mm contendo água destilada autoclavada. Os preparos 

foram homogeneizados em agitador e as suspensões dos inóculos padronizados pela escala 

#0,5 de McFarland.  

 

      4.7.4 Bioensaio antimicrobiano (Triagem) 

A avaliação da atividade antibiótica dos extratos brutos foi realizada em 

microplacas de Elisa. Os extratos brutos contendo os biossurfactantes foram preparados nas 

concentrações de 1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL , 4 mg/mL, 5 mg/mL e  6 mg/mL  

solubilizadas em 10 % de DMSO e água deionizada autoclavada. Para a triagem das amostras 

dos extratos testes, cada poço da placa de Elisa foi preenchido com: (I) 45 μL do meio de 

cultura adequado, (II) 50 μL da solução de cada amostra dos extratos fúngicos e (III) 5 μL da 

suspensão de células do patógeno na concentração 0,5 da escala de Mc Farland. Para o 

controle negativo foi adicionado 50 μL de solvente (DMSO) utilizado no preparo das 

amostras, 45 μL do meio de cultivo e 5 μL do patógeno. Para o controle positivo foi utilizado 

45 μL do meio de cultivo adequado, 50 μL de Digluconato de Clorexidina 0,12% e 5 μL do 

patógeno.  Tanto as amostras, quanto os controles foram feitos em triplicatas.  
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As placas preenchidas com os meios de culturas, amostras e patógenos, foram 

incubadas em B.O.D. (Demanda Biológica de Oxigênio) à 37 ° C, por 24 h. Após este período, 

no interior da cabine de segurança biológica, foi  adicionado  em cada poço 30 μL do reagente 

revelador resazurina (0,01%)  preparado em solução aquosa (Figura 14A).  As placas foram 

novamente incubadas  a 37 °C nas mesmas condições anteriores durante 4 horas. A presença 

de cor azul representa ausência de crescimento e de cor rosa, presença de crescimento 

bacteriano (PALOMINO et al., 2002) ou seja, ausência de mudança de cor do reagente 

resazurina indica sensibilidade do microrganismo ao extrato testado (Figura 14B). Essa 

mudança de cor no reagente ocorre, pois,  as  células bacterianas ativas reduzem a resazurina 

não fluorescente (azul) para a resorufina fluorescente (rosa), que pode ser ainda mais reduzida 

a hidroresorufina (O’BRIEN et al. 2000).  

 

Figura 14:  Bioensaio em microplaca: A- adição do reagente revelador resazurina nos poços e B: 

leitura da placa após o tempo de ação do corante resazurina (4 h). 

 

                                                         

 

 

 

 

 

 

 

 

A atividade antimicrobiana dos extratos foi confirmada semeando-se com alça de 

repique estéril alíquota de cada um dos poços, com coloração ou não, em placas de petri  

contendo os meios ágar Saboraud (C. albicans),   ágar BHI (S. mutans), ou ágar  Miller Hinton 

(L. casei). As placas foram seladas com fita parafilm “M” (Pechinery Plastic Packaging) e 

incubadas a 37 ºC por 24 h. Posteriormente foi feita a leitura das placas para observar a 

intensidade do crescimento dos patógenos ou a sua ausência que indica, efetivamente, a ação 

bactericida ou bacteriostática dos extratos fúngicos testados (BANDEIRA, 1998). 

A 

B 

Extratos 
Coluna 1 

Controle 
negativo 
Coluna 2 

Controle 
positivo 
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4.7.5 Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM)  

Os extratos brutos testados que apresentaram atividade antimicrobiana nos testes 

de triagem dos extratos,  conforme descritos no item 4.7.4 foram utilizados  para avaliar a 

CIM.  A atividade antibacteriana foi determinada, segundo metodologia da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) em microdiluição proposta por Andrews (2001), adaptação de 

Sampaio et al. (2009). Os extratos brutos secos foram diluídos com Dimetilsulfóxido (DMSO) 

(Vetec®, Alemanha) a 10% e água deionizada autoclavada. O controle positivo foi o 

digluconato de clorexidina a 0,12% (Biodinâmica®, PR, Brasil) e para o controle negativo foi 

o utilizado água deionizada e DMSO a 10%.  

Todo o procedimento foi realizado em cabine de segurança biológica, com todos 

os materiais necessários esterilizados (placas multipoços, alças de repique, vidrarias, 

ponteiras, meios de cultura, água deionizada). Foram utilizadas microplacas de 96 poços, 

sendo uma placa para cada patógeno testado. Na microplaca, as colunas foram distribuídas 

nos números de 1 a 12 e as linhas nas letras “A“ até o “G”. Nos poços foram distribuídos os 

extratos de forma a conter as diferentes concentrações testadas. O sistema de diluição foi 

controlado pelos volumes da solução-mãe utilizada, ocupando os poços 1 a 11 e o volume 

do meio de cultivo específico para cada patógeno testado.  Cada poço recebeu   20 μL de 

inóculo (padronizados pela escala 0,5 de McFarland) totalizando um volume final de 100 μL 

em cada poço (Tabela 08).    

                       

Tabela 8 – Condições do experimento em Placa de microdiluição (volumes em µL).  
 

Fonte:  De Bari et al., 2016  

 Conteúdo nos Poços Volume nos Poços (µL) 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

EXTRATO 
FÚNGICO (µL) 

80 80 70 60 55 50 45 40 35 30 25 - 

MEIO (µL) 20 - 10 20 25 30 35 40 45 50 55 80 

INÓCULO (µL) - 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

                                                               CONCENTRAÇÃO FINAL DO EXTRATO-TESTE (mg/mL) 

6 mg/mL  4,8  4,8 4,2 3,6 3,3 3,0 2,7 2,4 2,1 1,8 1,5 - 

5 mg/mL   4,0 4,0 3,5 3,0 2,75 2,5 2,25 2,0 1,75 1,5 1,25 - 

3 mg/mL  2,4 2,4 2,1 1.8 1,65 1,5 1,35 1.2 1,05 0,9 0,75 - 

1 mg/mL 0,8 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0.1 0,05 0,025 - 
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A Figura 15 mostra  a organização de como foram distribuídos nos poços da placa 

os constituintes do experimento. A coluna 01 indica a esterilidade da substância teste, extrato 

fúngico + meio sem bactérias. A coluna 12 indica a viabilidade das bactérias, meio + inóculo 

sem o extrato teste. A linha F representa o controle negativo (CN) e a linha G o Digluconato 

de Clorexidina a 0,12% usado como controle positivo (CP).   

Figura 15: Representação esquemática da distribuição em microplaca dos extratos testes:  

 

 

Fonte: Adaptado de MILERIO, 2015 

A atividade antimicrobiana de cada extrato foi testada em triplicata. Após o 

preenchimento de todos os poços, as microplacas foram seladas com parafilm e incubadas a 

37 °C por 24 h, em aerofilia para o L. casei, e a C. albicans e em microaerofilia para o S. 

mutans. Após o período de incubação, foram adicionadas aos poços 30 μL do reagente 

resazurina (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) preparado em solução aquosa (0,01%, 10 mg 

diluída em 100 mL). Em seguida, as placas foram novamente incubadas por 4 h. A ausência 

de mudança de cor nos orifícios foi interpretada como microrganismo sensível aos extratos 

fúngicos testados. Para a confirmação da concentração bactericida mínima (CBM) foram 

retiradas alíquotas de todos os poços de cada placa, incluindo os controles positivos e 

negativos, semeadas em meio Agar Saboraud, Agar MH, ou Ágar BHI, e incubadas a 37 °C 

durante 24h para confirmar a presença de bactérias viáveis e/ou leveduras viáveis, 

determinando assim a menor concentração capaz de impedir o crescimento dos 

microrganismos. 

 

 

Linhas A, B e C – Extratos fúngicos 

Linha F – Veículo e meio (CN) 

Linha G – Digluconato de Clorexidina a 0,12% (CP) 

Coluna 12 – Viabilidade do Inóculo Coluna 1 – Esterilidade do Extrato 
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4.8 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS BIOSSURFACTANTES  

 

     4.8.1 Estudo do perfil químico dos extratos fúngicos 

Para estudo do perfil químico foram utilizadas alíquotas dos extratos líquidos 

(AcoEt) e do extrato liofilizado do micélio após concentração do extrato em MeOH (HPLC). 

O extrato bruto foi preparado utilizando 1mg de cada amostra, 500 µL de água deionizada e 

500 µL de MeOH (HPLC). Os extratos da emulsão/espuma   liofilizados foram dissolvidos e 

solubilizados em água deionizada e MeOH HPLC, obtendo-se uma solução a 1 mg/mL, como 

descrito por Souza et al (2005).  

As amostras do extrato do caldo de cultivo foram levadas ao Laboratório de 

Cromatografia e Espectrometria de Massas da Universidade Federal do Amazonas (LABCEM 

/UFAM), onde foram analisadas por inserção direta em Espectrômetro de Massas Ion trap - 

LCQ Fleet da Thermo Scientific®, utilizando a fonte Eletronspray ionization (ESI) na faixa 

de massas de 100 a 2000 m/z tanto no modo positivo quanto no modo negativo (KOOLEN, 

2011). 

Para as análises espectrométricas dos resultados obtidos por ESI-MS será utilizado 

o software Xcalibur da Termo Scientific®. Os dados foram tabulados no programa Excel e 

transformados em matriz bidimensional dos valores de m/z x linhagem. As análises dos 

extratos liofilizados foram realizadas no mesmo laboratório.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

5.1 ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE Gustávia cf. 

hexapétala 

 

 Foram isolados 399 fungos e uma levedura negra a partir dos tecidos vegetais da 

planta.  Inicialmente as colônias foram agrupadas em cinquenta e cinco grupos de acordo com 

a macromorfologia do micélio e aspectos de crescimento, como coloração e produção de 

pigmentos no meio. Para os grupos com mais de 20 isolados foram selecionados, purificados 

e conservados 20%, das colônias (Figura 16 e 17A e B).  Para o isolamenento dos endófítos  

inoculou-se 216  fragmentos de folhas e 216 fragmentos de galhos da planta G. cf. hexapetala. 

A taxa de colonização dos endófitos cultiváveis encontrada na presente pesquisa a partir dos 

tecidos inoculados foi mais alta que as encontradas e  descritas  por Almeida (2014), que 

isolou endófitos do mesmo individuo, utilizando os mesmos meios de cultivo, porém com 

acréscimo de outros tecidos vegetais além de folhas e galhos (caule e raiz) e em temperaturas 

de 18, 26 e 32 °C. A partir de 384 fragmentos dos tecidos vegetais sadios de Gustavia sp. 

inoculados, Almeida (2014) conseguiu isolar 93 fungos. 

         

 Figura 16: Diferentes fungos (morfogrupos) isolados de fragmentos de folhas e galhos de 
G. cf. hexapetala 
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    Figura 17: Purificação dos fungos endofíticos em diferentes meios. 17A: meio aveia e 17B 
meio BDA+L, em temperatura   de 24 °C, por 5 dias.  

 
  

 

 

 

 

 

 

  

  

  Durante a etapa de purificação as colônias foram reagrupadas em 20 

morfogrupos diferentes e foram conservadas 187 linhagens em quintuplicatas pelo método 

Castellani (CASTELLANI, 1939) e em solução de glicerol a 20% (SOUZA et al., 2004). As 

diferentes temperaturas determinadas para a realização do experimento proporcionaram o 

isolamento de endófitos nas três temperaturas testadas (Tabela 9).   

 

Tabela 9: Influência na temperatura de isolamento de fungos endofíticos de diferentes tecidos de G. 
cf. hexapétala. 
 

 TEMPERATURAS 
DE ISOLAMENTO 

BDA  ISP2  AVEIA  
TOTAL 

  FOLHA GALHO FOLHA GALHO FOLHA GALHO   

18˚C  8 28 5 2 5 11 59 

24˚C  9 19 15 19 12 11 85 

40˚C 12 12 4 6 4 5 43 

TOTAL 29 59 24 27 21 27 187 

 

Os organismos podem ser considerados psicrófilos, mesófilos e termófilos, 

conforme a temperatura ideal de crescimento. Os psicrófilos crescem, preferencialmente, 

entre 15ºC a 20°C, e ainda em   temperaturas mais menores, já os mesófilos, que envolvem a 

maioria dos microrganismos relatados na literatura, crescem entre 25ºC a 40°C. Assim, de 

A B 
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acordo com os autores, os isolados identificados na presente pesquisa são classificados como 

psicrófilos e mesófilos  (PELCZAR, CHAN E KRIEG, 1997), demonstrando a versatilidade 

de cultivo e adaptação das diferentes cepas de fungos endofíticos  isolados de folhas e galhos 

de G. cf, hexapétala. Esse material biológico fará parte de uma coleção na Universidade do 

Estado do Amazonas, para futuras pesquisas,  uma vez que,  tais recursos representam um 

importante acervo para a  geração de novos conhecimentos sobre fungos endofíticos  de 

plantas da região Amazônica,  possibilitando a descoberta de  moléculas bioativas, 

contribuindo  com a conservação da biodiversidade microbiana e geração de recursos 

socioeconômicos pela produção de substâncias de interesse biotecnológico na região. 

 

5.1.1 Frequência de Isolamento e Caracterização dos Fungos 

 

 Em relação ao total de fungos isolados, a frequência de isolamento mostrou que 

houve maior número de isolados a partir de galhos, no meio BDA, com 74,6% de fragmentos 

colonizados. A partir das folhas, também em meio BDA, a frequência foi de 49,6%. Para os 

meios Aveia e ISP2 a frequência de isolamento também foi maior para galhos (47,2% e 41,5 

respectivamente) e menor para folhas (Tabela 10).  Esses resultados mostram-se diferente dos 

obtidos por Souza et al. (2004) que isolaram maior quantidade de endófitos das folhas (72,0%) 

do que com galhos (37,5%), quando realizaram suas pesquisas com Palicourea longiflora 

(Rubiaceae). 

 

        Tabela 10: Total de fungos isolados de G. cf heapetala e frequência de isolamento. 

Meios de 

isolamento 

Origem Total de 

fungos 

isolados 

Frequência de 

Colonização 

Galho Folha Galho Folha 

BDA 59 29 88 74,6% 49,6% 

ISP2 27 24 51 41,3% 36% 

Aveia 27 21 48 47,2% 33,3% 

Total 113 74 187 fungos  
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 Na pesquisa realizada por Souza et al. (2004) utilizando a planta Strychnos cogens 

(Loganiaceae) obtiveram a frequência de 66,6% e 21,6% para folhas e galhos, 

respectivamente. Ao estudar as plantas Pueraria phaseoloides (Fabaceae) e Theobroma 

grandiflorum (Sterculiaceae ), Galvão (1998) obteve para as folhas, maiores frequências de 

isolamento (72,5% e 58,7% respectivamente),  resultados que, também se diferenciam dos 

obtidos nessa pesquisa. O maior número de isolados ocorreu no meio BDA+L, a partir dos 

fragmentos de galhos com 59 linhagens purificadas (32%).   No mesmo meio, foram isolados 

de folhas 29 linhagens representando 16% dos isolados (Figura 18).  

 

Figura 18: Total de fungos endofíticos isolados de G. cf. hexapétala, a partir de fragmentos 
de folhas e galhos nos meios Aveia, BDA+L e ISP2. 

 

 

Dessa seleção, foram isoladas e conservadas nos três diferentes meios de cultura, 

113 linhagens a partir de fragmentos de galho (60%) e 74 linhagens dos fragmentos de folha 

(40%).  A taxa de colonização de fungos endofíticos cultiváveis encontrada neste estudo é 

mais alta do que a   relatada por Banhos et al. (2014),  que isolaram 156 endofíticos a partir 

de 270 fragmentos inoculados de Myrcia guianensis (Mirtaceae), obtendo 50 fungos de  caule 

(32%) e 47 de folhas (30,1%). Os estudos de Almeida (2014), quando comparado aos 

resultados encontrados na presente pesquisa, também apresentaram números menores de 

fungos endofíticos isolados de Gustavia sp. (Lecythidaceae),   obtendo  a maior frequência de 

isolamento para a casca da raiz (23%),  seguido  de casca de caule  (21%), casca de galho 

(21%), e  folha (10%).   

 A Figura 19 apresenta o resultado da análise do crescimento dos fungos nos três 

meios de cultura (ISP2, Aveia e BDA), acrescidos de antibióticos. Nos meios contendo   

Tetraciclina e Ampicilina o número total de isolados foi de 120 fungos (64%). Nos meios 

59; 32%

29; 16%
27; 14%

21; 11%

27; 14%

24; 13% BDA+L GALHO

BDA+L FOLHA

AVEIA GALHO

AVEIA FOLHA

ISP2 GALHO

ISP2 FOLHA
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onde a combinação dos antibióticos foi a Ampicilina e Itraconazol, o número de isolados foi 

menor, apresentando 67 linhagens fúngicas (36%), porém esse percentual é significativo 

quando comparado ao isolamento realizado por Almeida (2014) em meio contendo 

Ampicilina e Cetoconazol, quando obteve 13 fungos (14%). O aparecimento dos fungos em 

meio de cultura contendo fungicida demonstra a resistência de várias linhagens ao fármaco 

usado, ou pode ainda, ter ocorrido a degradação dessas substâncias utilizados como 

componentes dos meios de cultivo.   

 

Figura 19: Fungos endofíticos isolados de G. cf. hexapetala em diferentes meios de cultivo e 
diferentes combinações de antibióticos.           

 

  5.1.2 Análise Taxonômica dos Fungos Isolados 

Os fungos endofíticos que apresentaram estruturas reprodutivas foram 

classificados após observação dos aspectos macro e micro morfológicos e comparação com 

dados específicos da literatura (GILMAR, 1959; BONONI, 1998; KIFFER e MORELET, 

1999; GUERRERO e SILVEIRA, 2003).  Foram identificados até o nível de gênero os 

seguintes grupos: Colletotrichum, Fusarium, Pestalotiopsis, Penicillium, Guigniardia, 

Phomopsis e Xylaria e Diaporthe (Figura 20 e 21).   Fungos endofíticos destes gêneros foram 

isolados de outras plantas tropicais tais como, T. grandiflorum, P. phaseoloides e Scleria 

pterota (GALVÃO, 1998; SOUZA et al., 2004; ALMEIDA, 2014). Outros fungos, 

especialmente os que não apresentaram estruturas reprodutivas não foram identificados. 

23; 13%

66; 35%
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Figura 20: Diversidade de fungos endofíticos isolados de G. cf. hexapetala, identificados 
morfologicamente. 

  

 Em seus estudos Souza et al. (2004) destacaram que a carência de especialistas em 

taxonomia das diferentes espécies e de conhecimento sobre seus micro-habitat tem tornado a 

identificação completa dos fungos endofíticos um desafio importante, o que ainda impede o 

avanço das pesquisas neste quesito, podendo haver entre os endófitos isolados, muitas 

espécies inéditas.  
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Figura 21: Aspectos macro e micromorfológicos de colônias de fungos endofíticos isolados de G. cf 

hexapetala representando grupos identificados a nível de gênero e grupos não identificados. 
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5.2 FUNGOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES 

 

     5.2.1 Testes de Emulsificação  

A produção de biossurfactantes pelos 24 fungos foi avaliada pelo teste de 
emulsificação realizado. Houve formação de emulsão nos caldos metabólicos em 66,66% das 
amostras testadas (Figura 22). A altura da emulsão foi medida após 24 horas. Os fungos 
testados apresentaram resultados positivos para a produção de biossurfactantes. O índice de 
Emulsificação nos testes realizados apresentou variação percentual de 5,2 a 33,9 %.   

Figura 22: Teste de Emulsificação dos caldos de cultivo de fungos endofíticos de G. cf. hexapetala:  
A –  Emulsão formada com óleo  de soja  nos  meios  de  controle  BD + L e  Mineral,  e  biossurfactante 
sintético Dodecil Sulfato de Sódio  (SDS); B e C emulsão formada com óleo de soja e os  caldo de 
cultivo de fungos endofíticos. 

 

 

   

Nesta pesquisa houve formação de emulsão indicando que os fungos endofíticos 

isolados de G. cf. hexapetala produziram moléculas tensoativas, no entanto, sem apresentar 

boa estabilidade e manutenção da emulsão formada. Após o tempo previsto 30% dos tubos de 

ensaio do experimento contendo o caldo metabólico, ainda mantinham as emulsões e os 

maiores valores   do índice de Emulsificação (E24)  registrados   foram 26,50%, 31,97 e 33,99% 

(Tabela 11). As demais amostras (70%) reduziram significativamente a altura das emulsões 

formadas, não apresentando estabilidade após 24 horas.   Este fato pode ter relação com o peso 

molecular do metabólito uma vez que, quando apresentam alto peso molecular demonstram 

maior eficiência em estabilizar emulsões óleo/água, enquanto os biossurfactantes de baixo 

peso molecular apresentam uma maior eficiência em reduzir a tensão superficial e interfacial 

de meios líquidos (RON; ROSEMBERG, 2002;  HAMME; SINGH; WARD, 2006; PACWA-

PLOCINICZAC et al., 2011; SILVA et al., 2018). 

A B C 
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Tabela 11:  Índice de Emulsificação (E24) do meio de cultivo de fungos endofíticos de G. cf. hexapetala em 
meio mineral acrescido com óleo de soja como fonte de carbono. 

N° 
Código de 
Registro  

Código do Isolado E24 (%) 
Desvio Padrão 

1 FF31 GhxF-3.2.2-TA - - 

2 FF56 GhxF-3.1.1-TA - - 

3 FF12 GhxG-1.3.1-TA 6,7 0,01 

4 FF80 GhxF- 2.3.1 29,0 0,02 

5 FF51 GhxF-2.4.1-TI 26,70 0,03 

6 FF35 GhxG-1.3.1-TA 29,56 0,04 

7 FF84 GhxF-2.4.1TA 5,10 0,04 

8 FF82 GhxF-2.2.1-TA 9,94 0,05 

9 FF79 GhxF-2.3.1ª 29,30 0,06 

10 FF01 GhxF-1.2.1-TA 33,99 0,07 

11 FF25a GhxF-1.3.1a-TA 26,50 0,07 

12 FF39 GhxG-1.4.1-TA 34,48 0,09 

13 FF44 GhxG-3.4.1-TA 21,80 0,09 

14 FF45 GhxG-3.3.1-TA 7,47 0,09 

15 FF33 GhxF-3.4.2-TI 33,99 0,10 

16 FF43 GhxG-3.4.1-TI 32,81 0,12 

17 FF89 GhxF-4.4.1-TA 9,80 0.02 

18 FF17 GhxG-3.3.1-TA 13,58 0,14 

19 FF27 GhxF-1.2.3-TI 32,19 0,16 

20 FF36 GhxG-1.2.1-TA 31,97 0,20 

21 FF25b GhxF-1.3.1b-TA 10,0 0,22 

22 FF86 GhxG-2.4.2-TA 10,70 0,30 

23 FF09 GhxG-1.2.1b-TA 5,20 0,32 

24 FF38 GhxG-1.2.2-TI 5,16 0,37 

CP SDS Dodecilsulfato de Sódio a 
10% 

82,50 - 

Ghx = G. cf. hexapetala.; G = galho; F = folha; TA = Tetraciclina+Ampicilina; TI = Tetraciclina + Itraconazol; 
CP = controle positivo;  SDS – Dodecilsulfato de Sódio;  FF – Iniciais do nome  do responsável pela coleta da 
Planta (Código no Livro  de Registro da Coleção). 
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Valores superiores aos encontrados nesse estudo são descritos em trabalhos como 

os de Pereira, Duvoisin Jr. e Albuquerque (2017) que citam para o fungo UEA115, cultivado 

em meio mineral contendo óleo de soja, o índice de emulsificação no valor de 62,41%, e Sena 

et al. (2018) que encontrou para os gêneros Fusarium sp., Penicilium sp. e Trichoderma sp. 

valores que variaram de 40, 3 a 64,28%. Reis et al. (2018) isolaram 10 fungos de amostras de 

solo contaminado com hidrocarbonetos e verificaram sua capacidade de produzir 

biossurfactantes. Constataram que 5 isolados foram capazes de produzir emulsão na presença 

de óleo diesel após 6 dias, sendo o maior índice de emulsificação de 24,4%. Qazi et al. (2014) 

obtiveram valores que variaram de 36% para o gênero Aspergillus flavus e 46% para o 

Penicilium sp. 

Ao considerarmos o tempo de mensuração após 24h os extratos fúngicos com 

melhor atividade de emulsificação foram:   FF33 que apresentou 33,99%, FF36 com 31,97%, 

FF79  com 29,30%,  FF80  com 29,00%, FF35 com 29,56% e FF51 com 26,70%. Esses 

extratos foram provenientes do meio mineral. 

Os extratos   dos fungos FF17 e FF45 apresentaram índice de emulsificação mais 

baixos, porém  com a realização do teste de tensão superficial, demonstraram uma redução  da 

tensão superficial do meio de cultivo o que comprova a importância da realização de diferentes 

métodos de pesquisa evitando possíveis erros na seleção de microrganismos promissores que 

podem ser descartados se for levado em conta apenas um ou outro método de análise 

(UZOIGWE et al., 2015).  Segundo Haba et al. (2000), os microrganismos considerados bons 

produtores de biossurfactantes são capazes de reduzir a tensão superficial a 40 mN.m-1 ou 

menos.  A tensão superficial verificada para os fungos FF17 e FF45 foram de 32,8 mN.m-1 e 

30,1 mN.m-1, respectivamente.     

 

5.2.2 Determinação da Tensão Superficial  

No cultivo dos fungos em meio mineral, todos os fungos testados reduziram a 

tensão do meio de cultivo. A TS do meio baixou de 61,0 mN/m-1 para 32,8 mN/m-1  com 

redução de 46,2%, no extrato do fungo FF17, e 30,1 mN/m-1 nos extratos fúngicos FF45 e 

FF51  com redução de 50,7%, configurando os melhores resultados.  Foi observada a 

diminuição da TS abaixo de 35,0 mN/m-1 para nove  extratos fúngicos testados  (Tabela 12). 

Esse resultado corrobora com estudos anteriores que afirmam que abaixo de 35,0 mN/m-1 os 

microrganismos são considerados eficientes na produção de biossurfactantes (LUNA et al., 

2011).     
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Tabela 12: Tensão Superficial  (TS) de caldos do metabolismo de fungos endofíticos cultivados em 
Meio Mineral acrescido de óleo de soja (0,5g/L) como fonte de carbono. 

N° Registro 
coleção 

Isolado Tensão Superficial 
(mN.m-1) 

Meio Mineral 

Redução 
da TS  % 

Desvio 
Padrão 

1 FF84 GhxF-2.4.1TA - - - 
2 FF43 GhxG-3.4.1-TI - - - 
3 FF80 GhxF-2.3.1 - - - 
4 FF31 GhxF-3.2.2-TA - -- - 
5 FF01 GhxF-1.2.1-TA 32,8 46,2 0,02 
6 FF35 GhxG-1.3.1-TA 33,2 45,6 0,03 
7 FF45 GhxG-3.3.1-TA 30,1 50,7 0,06 
8 FF36 GhxG-1.2.1-TA 30,9 49,3 0,07 
9 FF79 GhxF-2.3.1a 30,9 49,3 0,07 
10 FF44 GhxG-3.4.1-TA 39,7 34,9 0,08 
11 FF27 GhxF-1.2.3-TI 34,7 43,1 0,09 
12 FF51 GhxF2.4.1-TI 30,1 50,7 0,1 
13 FF33 GhxF-3.4.2-TI 31,8 47,9 0,11 
14 FF39 GhxG-1.4.1-TA 44,8 26,6 0,21 
15 FF17 GhxG-3.3.1-TA 32,8 46,2 0,36 
16 FF25b GhxF-1.3.1b-TA 37,8 38,0 0,4 
17 FF25a GhxF-1.3.1a-TA 39,4 35,4 0,48 
18 FF12 GhxG-1.3.1-TA 40,2 34,1 0,58 
19 FF89 GhxF-4.4.1-TA 49,4 19,0 0,64 
20 FF86 GhxG-2.4.2-TA 37,8 38,0 0,69 
21 FF09 GhxG-1.2.1b-TA 50,0 18,0 0,7 
22 FF82 GhxF-2.2.1-TA 46,9 23,1 0,82 
23 FF56 GhxF3.1.1-TA 51,9 14,9 1,24 
24 FF38 GhxG-1.2.2-TI 39,9 34,6 1,54 

 MC Meio de Cultivo 61,0   
Ghx = G. cf. hexapetala.; G = galho; F = folha;  TA = Tetraciclina+Ampicilina; TI = Tetraciclina + 
Itraconazol; FF – Iniciais do nome  do responsável pela coleta da planta (Código no Livro  de Registro 
da Coleção). 

 

A Redução da tensão superficial do meio BDL (58,2) foi de 50,2 % para o fungo 

FF51 configurando o melhor resultado.  Destaque ainda para outros oito fungos que 

diminuíram a tensão superficial entre 44,8% a 50,1% (Tabela 13). As maiores reduções da 

tensão superficial para essas 09 linhagens   foram:  28,4 mN/m para o fungo  FF27;  28,7 

mN/m para  FF51; 29,6 mN/m  para FF79;  31,5   mN/m para o FF45; 31,7, mN/m  para o 

fungo   FF82;  32,4 mN/m FF33;   32,6  mN/m para o FF35;  32,7  mN/m para FF36 e 32,7  

para o FF01. 
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Tabela 13: Tensão Superficial de caldos do metabolismo de fungos endofíticos cultivados em Meio 
BDL acrescido de óleo de soja (0,5g/L) como fonte de carbono adicional. 
 

N° Registro 
coleção 

Isolado Tensão Superficial  
(mN.m-1) 

BDL 

Redução 
da TS % 

Desvio 
Padrão 

1 FF09 GhxG-1.2.1b-TA - - - 

2 FF12 GhxG-1.3.1-TA - - - 

3 FF25 GhxF-1.3.1b-TA - - - 

4 FF38 GhxG-1.2.2-TI - -- - 

5 FF44 GhxG-3.4.1-TA - - - 
6 FF51 GhxF2.4.1-TI 28,7 50,2 0,02 
7 FF45 GhxG-3.3.1-TA 31,5 45,7 0,06 
8 FF79 GhxF-2.3.1a 29,6 49,1 0,07 
9 FF33 GhxF-3.4.2-TI 32,4 44,3 0,08 

10 FF27 GhxF-1.2.3-TI 28,4 51,2 0,10 

11 FF82 GhxF-2.2.1-TA 31,7 45,5 0,10 
12 FF01 GhxF-1.2.1-TA 32,7 43,8 0,16 

13 FF36 GhxG-1.2.1-TA 32,7 43,8 0,16 

14 FF31 GhxF-3.2.2-TA 36,1 38,0 0,18 

15 FF43 GhxG-3.4.1-TI 43,8 24,7 0,27 

16 FF89 GhxF-4.4.1-TA 38,7 33,5 0,28 
17 FF35 GhxG-1.3.1-TA 32,6 44,0 0,30 

18 FF84 GhxF-2.4.1TA 37,88 34,9 0,41 
19 FF17 GhxG-3.3.1-TA 43,8 24,7 0,52 

20 FF39 GhxG-1.4.1-TA 48,7 16,3 0,68 

21 FF56 GhxF3.1.1-TA 53,3 8,4 0,78 
22 FF80 GhxF-2.3.1 39,8 31,6 0,81 
23 FF86 GhxG-2.4.2-TA 52,5 9,8 0,92 
24 FF25a GhxF-1.3.1a-TA 38,7 33,5 1,28 

25 MC Meio de Cultivo 58,2  0,16 
Ghx = G. cf. hexapetala.; G = galho; F = folha;  TA = Tetraciclina+Ampicilina; TI = Tetraciclina + Itraconazol;   
FF – Iniciais do nome  do responsável pela coleta da planta (Código no Livro  de Registro da Coleção). 

 
 

Os resultados da redução da tensão superficial dos caldos metabólitos dos  fungos  

cultivados, quando submetidos a análise estatística por meio do teste de Tukey, demonstraram 

não haver diferença significativa a nível de 5% de probabilidade entre os dois tratamentos 

conforme Tabela 14. 
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Tabela 14:  Comparação da Tensão Superficial (TS) em extratos de fungos cultivados em diferentes 
meios. 

Isolados Espécie identificadas 
Meio de 
Cultivo 

Índice estatístico da TS 
  

FF43  - mineral                               35.06000hij               
FF43 - BD+L                               43.83333ef                   
FF35  - mineral                               33.16000ijlm             
FF35  - BD+L                               32.56667ijlmn            
FF36  Diaporthe sp. mineral                               30.90000lmno           
FF36  BD+L                               32.71333ijlmn            
FF01 - mineral                               32.77333ijlmn            
FF01  - BD+L                               37.82667gh                 

FF33  Colletotrichum 
vietnamensi 

 

mineral 
                              31.76667jlmno           

FF33  BD+L                               32.41333ijlmno           
FF39 - mineral                               44.77333de                    
FF39 - BD+L                               48.71333cd                     
FF27  - mineral                               34.69333hijl              
FF27 - BD+L                               28.44667o            
FF56  - mineral                               50.98000bc                      
FF56  - BD+L                               53.34667b                       
FF17  Fusarium 

decemcellulare 
mineral                               32.78667ijlmn            

FF17  BD+L                               43.83333ef                   
FF45 

Fusarium solani  
mineral                               30.11333mno           

FF45 BD+L                               31.58000jlmno           
FF25a - mineral                               39.34667g                  
FF25a - BD+L                               38.67333gh                 
FF86 - mineral                               37.80000gh                 
FF86  - BD+L                               58.98000a                        
FF51 

Fusarium solani 
mineral                               30.15333mno           

FF51  BD+L                               28.96000no           
FF25  - mineral                               37.80000gh                 

C.V% - - 7,69 
   Média seguida pela mesma letra minúscula não difere estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 

 

Comparando o desempenho dos fungos testados na produção de compostos 

tensoativos nos dois diferentes meios, observa-se que os fungos FF17, FF45 e FF33 e FF36 

apresentaram maior redução da TS quando cultivados no meio mineral e os fungos FF27 e 

FF51 quando cultivados em meio BD+L, no entanto, os resultados não diferem 

estatisticamente entre si conforme apresentado na Tabela 14.  
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Nos estudos realizados por Souza et al. (2016), avaliaram a produção de 

biossurfactantes por cinco espécies de leveduras em oito diferentes meios de cultivo, e foram 

utilizadas fontes como, glicose, glicerol bruto, óleo de soja, águas ruças (efluentes de azeite) 

e azeite de oliva, acrescidos de sais e fontes de nitrogênio, em diferentes combinações. A 

levedura Wickerhamomyces anomalus (CCMA 0358) apresentou menor valor de tensão 

superficial, 32.05 mN/m, em meio contendo azeite de oliva e nenhuma das leveduras avaliadas 

apresentou atividade de emulsão em nenhum dos meios de cultivo. De acordo com Ilori et al. 

(2005) a maioria dos surfactantes de origem microbiana são específicos, solubilizando ou 

emulsionando hidrocarbonetos diferentes de forma distinta. 

Segundo Haba et al. (2000), os microrganismos considerados bons produtores de 

biossurfactantes são capazes de reduzir a tensão superficial a 40 mN.m-1 ou menos.   Na 

presente pesquisa no teste de tensão superficial o meio de cultivo passou de 61,0 mN/m-1 para 

32,8 mN/m-1 no extrato do fungo FF17, e 30,1 mN/m-1 nos extratos fúngicos de FF45 e FF51, 

configurando os melhores resultados.  Para o fungo FF17 a redução  da tensão superficial    foi 

de 46,2%  e para os fungos  FF45 E FF51  de  50,6%,   similar aos valores encontrados em 

trabalhos realizados por Rufino et al. (2013), que  verificou valores para a tensão superficial 

nos meios de cultivo de Candida lipolytica  em 50 mNm,  alcançando como menor valor 25 

mNm, durante a fase exponencial após cerca de 16 horas, e permaneceu estável depois desse 

tempo  e por  Albuquerque et al. (2015) que observaram a diminuição da tensão superficial 

para o meio metabólico do fungo Ph IIG de 61,5 para 48,0 mNm-1 (22% de redução) e de 68,4 

para 44,0 mNm-1 (36%) do isolado Ph III 23F.  

De posse dos resultados do Índice de Emulsificação (E24) e determinação da 

Tensão Superficial dos caldos de cultivo, foi feita a seleção dos melhores fungos produtores 

de biossurfactante. Para a continuidade da pesquisa foram selecionados quatro fungos para o 

estudo da variação de produção de biossurfactantes e cinco para os ensaios antimicrobianos 

provenientes de galhos e folhas (Tabela 15).   
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Tabela 15 - Índice de emulsificação (E24)  e Tensão Superficial (TS) do meio de cultivo  dos fungos 
endofíticos isolados de G. cf.  hexapétala e selecionados para as etapas seguintes da pesquisa.  
 

Fungo  
E24 

Desvio 
Padrão 

TS 
(mNm) 
Mineral 

% 
Redução 

da TS 

Desvio 
Padrão 

FF45 7,47 0,09 30,1 50,7 0,06 

FF36 31,97 0,20 30,9 49,3 0,07 

FF51 26,70 0,03 30,1 50,7 0,1 

FF33 33,99 0,10 31,8 47,9 0,11 

FF17 13,58 0,14 32,8 46,2 0,36 

 TS do meio de cultivo mineral: 61,0                   
 

5.3 VARIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTES  

 

Foram realizados ensaios de variação da produção de biosurfactantes com os 

fungos endofíticos Fusarium decemcellulare (FF17), Fusarium solani (FF51), Diaporthe sp. 

(FF36) e Fusarium solani (FF45), que se destacaram em relação a diminuição da tensão 

superficial observada nos experimentos anteriores. Cada isolado originou uma curva de 

produção do metabólito durante o tempo total de observação (Figura 23).  

O isolado F. decemcellulare (FF 17), obteve uma diminuição na tensão superficial 

no segundo dia de cultivo, demonstrando o início de produção de biossurfactantes nesse 

período. A partir do 4º dia houve um aumento da tensão, que se manteve em valores próximos 

durante o experimento o que indica ter passado da fase de produção e que o mesmo pode ter 

sido transformado em outro metabólito ou catabolizado (Figura 23 A). A maioria dos 

biossurfactantes é produzida e liberada no meio de cultura na fase exponencial de crescimento 

dos microrganismos. Em certos casos o biossurfactante é produzido durante uma parte do 

ciclo de crescimento e então, desativado ou incorporado em outro metabólito. Em outros casos 

pode ser produzido e acumulado no meio como reserva (MAKKAR; ROCKNE, 2003; 

MAASS et al., 2015). 

 O isolado F. solani (FF51), iniciou a redução da TS no segundo dia, até o quarto 

dia, quando obteve seu menor índice (33,2). A partir do sexto dia do experimento foi 

verificado aumento nos valores de TS do meio de cultivo líquido (Figura 23 B). Conforme 

relatos na literatura,  este comportamento pode ser devido à necessidade do fungo em prover 
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suas exigências nutricionais, à medida que a disponibilidade da fonte principal de carbono se 

esgota, o microrganismo passa a utilizar a própria molécula tensoativa como fonte de carbono 

(MAASS et al., 2015; STANBURY; WHITAKER; HALL, 2017). 

 

 Figura 23 - Variação da tensão superficial do meio líquido em função do tempo de cultivo dos 

isolados A- Fusarium decemcellulare (FF17); B - Fusarium solani  (FF51); C - Diaporthe sp. (FF36);  

D - Fusarium solani (FF45). 

 
 

 

 

 

                  

 

 

 

 

 

 

 

Em relação ao isolado Diaporthe sp (FF36), houve maior variação nos valores de 

tensão superficial medidos, com menor valor (30,2) no 14º dia (Figura 23 C).  Para o isolado 

F. solani  (FF45), os valores oscilaram a cada dia entre 61,6 no 4º dia a 43,5 no 10º dia (Figura 

23 D). Não houve redução significativa o que indica pouca atividade na produção de 

tensoativos no período analisado. 

Lima (2016) obteve para o fungo Phoma sp. a melhor atividade de produção de 

biossurfactante no 10º dia de cultivo. Silva (2019) identificou o 8º dia como o melhor tempo 

de cultivo para produção desta molécula pelos fungos Talomyces herodensis eTrametes 

A B 

C D 
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versicolor.  O estudo da variação de biosurfactantes permite conhecer sua produção ao longo 

do tempo, possibilitando programar esse processo em maior escala para obtenção dessas 

substâncias e aumento do rendimento de metabólitos de interesse.  

 

5.4 IDENTIFICAÇÃO DE ENDÓFITOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES 

 

A caracterização macro e micromorfológica dos isolados selecionados permitiu 

realizar a identificação preliminar do gênero Fusarium sp. para as três melhores linhagens 

produtoras de biossurfactantes (Figura 24).  

 

 Figura 24: Caracterização macro e micromorfológica dos fungos endofíticos de G. cf. hexapétala 
selecionados. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
       A identificação foi confirmada pela caracterização molecular, que utilizando a 

região ribossomal ITS1 a 2 permitiu a identificação dos melhores fungos produtores de 

biossurfactantes. Entre os gêneros identificados houve predominância do gênero Fusarium, 

com quatro isolados. Este gênero tem sido descrito como potencial produtor de 

. 
vietnamensi 
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biossurfactantes em trabalhos como de Qazi et al. (2013), Sena (2014), Bhardwaj, Cameotra 

e Chopra, (2015), Lima (2016), Reis (2017) e Martinho et al. (2019).  (Tabela 16). 

 

Tabela 16: Identificação molecular dos fungos endofíticos de G. cf. hexapetala. 
 

 

 Em sua pesquisa, Sena (2014) descreve que o gênero Fusarium apresentou forte 

capacidade de emulsificar o tolueno e índice de emulsificação considerado bom (E24 > 40). 

A autora destaca a importância de uma maior busca de fungos filamentosos com capacidade 

emulsificante. Lima (2016) verificou que no teste de emulsificação o fungo filamentoso 

Fusarium sp. (S51) apresentou 0,7 cm ou 38,8% de emulsificação.  

Reis (2017) ressalta que poucos trabalhos abordam a produção de biossurfactantes 

por microrganismos do gênero Fusarium sp. Descreve o trabalho de Qazi et al.(2013)  no qual 

a cepa Fusarium sp. BS-8 produziu um biossurfactante, cuja estrutura não foi identificada e o 

trabalho de Bhardwaj, Cameotra e Chopra, (2015), em que o Fusarium proliferatum produziu 

um biossurfactante com tensão superficial de 36.6 mN m-1 a partir de farelo de arroz. 

Realizando testes com a análise da massa seca, índice de emulsificação e tensão superficial 

verificou que a cepa Fusarium fujikuroi UFSM-BAS-01 apresentou potencial para a produção 

de biossurfactantes. Em seus estudos destaca que F. fujikuroi reduziu a tensão na superfície 

de 72 a 20 mN m -1 sob as condições otimizadas de pH 5,0, 37◦C e 7 dias de incubação com 

agitação de 190 rpm (REIS et al., 2018). 

Estudos de Martinho et al. (2019), ao utilizar óleo de motor automotivo para 

avaliar o potencial emulsificante dos fungos, foi possível verificar os valores de E24 de até 

62,8% pelos gêneros Diaporthe sp. e Aspergillus awamori. Ao realizar teste com óleo de soja 

comercial, obteve resultados expressivos para atividade emulsificante com Fusarium sp. 

Código coleção/isolado 

 

Organismo mais 
relacionado 

Valor E Identidad
e 

 Acesso no 
Genbank 

FF17 - GhxG-3.3.1-TA - galho Fusarium decemcellulare 0.0 100% KY776018.1 

FF45 - GhxG-3.3.1-TA - galho F. solani 0.0 99.64% KU377470.1 

FF51 - GhxF2.4.1-TI - folha F. solani 0.0 99.64% KU377470.1 

FF33 - GhxF-3.4.2-TI - folha Colletotrichum 
vietnamensi 

0.0 99,44% MH863700.1 

FF36 - GhxG-1.2.1-TA - galho Diaporthe sp. 0.0 98,56% MH269710.1 

FF01 - GhxF-1.2.1-TA - folha F. polyphialidicum 0.0 100% HM992498.1 
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(50,0%) e Aspergillus niger (47,8%). Obteve bons resultados com ensaios utilizando o n-

hexano, com Fusarium chlamydosporum (51,9%). Em análises tensiométricas, os autores 

destacam novamente o isolado Fusarium sp. como um dos que alcançaram a tensão superficial 

mais proeminente, 36.0 mN/m.   

Nos ensaios realizados no meio mineral com os gêneros Fusarium solani, 

Diaporthe sp e Colletotrichum, essas três linhagens apresentaram resultados positivos na 

redução da tensão superficial, iniciando em 61,0 mN/m, passando por 30,1 para FF45 e FF51; 

30,9 para FF36 e 31,8 mN/m para FF33. Os resultados obtidos mostram redução de tensão 

superficial, apenas diferindo dos estudos apresentados  nesta discussão  com relação aos 

obtidos para o  índice de emulsificação (E24)    que foram mais baixos  que os demais. Porém,  

esses resultados podem ter relação com o tipo de moléculas produzidas pelas linhagens 

testadas, onde  a  capacidade de formação de emulsão ocorre, principalmente, pela produção 

de bioemulsificantes,  enquanto que a redução da TS, ocorre  quando são produzidas 

moléculas de baixo peso, os chamados biossurfactantes. Portanto, é possível inferir que a 

redução da TS para os valores relatados anteriormente (30,1 mN/m; 30,9 mN/m e 31,8 mN/m) 

indica que se trata de um biossurfactante eficiente, uma vez que um bom surfactante deve 

reduzir a tensão superficial da água de 72 para 35 mN/m (MULLIGAN, SHARMA e 

MUDHOO, 2014). 

Nos estudos de Silva (2015) o gênero Colletotrichum foi isolado a partir da planta 

Myrcia guianensis, sendo identificado como Colletotrichum gloeosporioides. Esse fungo foi 

descrito como produtor de biossurfactante com redução da tensão superficial de 74 para 65 

mN/m., resultado que também, se diferencia do presente estudo.  

 

5.5 EXTRAÇÃO DE BIOSSURFACTANTES 

 

 O micélio e o caldo metabólico do cultivo em escala ampliada (4L de caldo) de 

cada um dos  fungos selecionados, foram utilizados para produzir extratos utilizando os 

solventes acetato de etila e metanol. O fungo FF01, identificado como Fusarium 

polyphialidicum não foi utilizado nessa etapa da pesquisa.  

Ao ser adicionado Acetato de Etila + Metanol  aos caldos de cultivos, estes  

apresentaram a  formação de emulsão ou espuma sendo coletada e processada separadamente 

por processos de  evaporação e liofilização. Dessa forma, ouve a produção de três  diferentes 

extratos e os rendimentos de cada extração estão apresentado na Tabela 17. 
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Tabela 17: Resultado de rendimento da extração dos extratos líquidos contendo biossurfactantes 
e dos extratos de micélios, produzidos pelos fungos. 

 
Fungo endofítico 

 
FF17 - F. decemcellulare 

 

Fração Massa (g) Rendimento (g/L) 

Extrato ACOET 0,5758 0,29 

 
FF33 -C. vietnamensi 

 

Extrato ACOET 2,6507 0,66 

Espuma - ACOET 0,0678 0,02 
   

. 
FF36 - Diaporthe sp 

 

Extrato- ACOET 0,1978 0,05 

Espuma - ACOET 1,1137 0,28 
   

 
FF45 - F. solani 

 
 

Extrato ACOET 0,1115 0,056 

Espuma - ACOET 0,238 0,12 
Miiélio - MEOH 9,201 4,60 

   

FF51 - F. solani 

Extrat - ACOET 0,2291 0,06 
Espuma - ACOET 0,8866 0,22 

Micélio - MEOH 2,458 0,61 
   

 

Pereira, Duvoisin Jr. e Albuquerque (2017), utilizando o método de extração com 

etanol obtiveram 1,80 g/L de moléculas tensoativas para o microrganismo UEA_115 e 0,64 

g/L para o UEA_105.  Esses autores relatam produção maior em trabalhos como os de 

Mukherjee et al. (2006), que conseguiram a produção, também utilizando óleo de soja como 

fonte de carbono no cultivo dos fungos, de 2,98 e 4,31 g/L e Silva (2015) que obteve o 

rendimento de 4,47 g/L de biossurfactante, utilizando o fungo do gênero Aspergillus em óleo 

de soja. Esses rendimentos se mostram superiores aos encontrados nessa pesquisa, sendo 

possível otimizar as condições de cultivo e utilizar fontes alternativas de carbono para obter 

melhor produção. Os extratos brutos obtidos foram utilizados nos testes subsequentes. 

A recuperação de biossurfactantes no meio de cultivo depende principalmente de 

sua carga iônica, solubilidade em água e localização (intracelular, extracelular ou ligado à 

célula). As técnicas mais amplamente usadas são extrações com clorofórmio-metanol, 

diclorometano-metanol, butanol, acetato de etila, pentano, hexano, ácido acético, éter, etc 

(DESAI & BANAT, 1997). Neste sentido, no processo de bioprospecção de fungos com 

potencial para produção de biossurfactantes, é importante dispor de várias técnicas e diferentes 

solventes de maneira a otimizar a extração de moléculas tensoativas de interesse.  
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5.6 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MICELAR CRÍTICA (CMC) 

 

A Concentração Micelar Crítica  dos biossurfactantes  dos fungos endofíticos de 

G. cf.  hexapetala foi determinada  pela medição da TS da água ultrapura  (MiliQ®)  contendo 

diferentes concentrações  dos biossurfactantes brutos a partir   dos extratos  dos fungos 

selecionados: FF 51 (extrato L1.1- espuma), FF17 (extrato  L5), FF45 (extrato L.2.1 – 

espuma), FF 33 (extrato L4).  A Figura 25 apresenta os gráficos com a determinação da CMC 

dos biossurfactantes produzidos durante o cultivo em meio mineral acrescido de óleo de soja 

como fonte de carbono. 

   

Figura 25: Variação da tensão superficial da água ultrapura em função da concentração dos 
biossurfactantes nos extratos brutos:  A extrato bruto (L5) de F. Decemcellulare (FF17); B - extrato 
bruto (L.2.1- Espuma) de F. solani (FF45); C - extrato bruto (L1.1- Espuma) de F. solani (FF51); D - 
extrato bruto (L4) de C. vietnamensi (FF33) em meio mineral acrescido de óleo de soja, para 
determinação da CMC.    

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

A B 

C D 
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A CMC é a menor concentração em que ocorre a formação de micelas em um 

surfactante (REIS, 2017), sendo um importante parâmetro que permite determinar a eficiência 

de um composto tensoativo como os biossurfactantes (SANTOS 2013; SANTOS et al., 2016).   

Além disso, a CMC é uma das propriedades físico-químicas mais importantes na busca por 

novos biossurfactantes (SILVA,  et al., 2018).   O resultado da CMC do biossurfactante 

produzido pelo fungo   F. Decemcellular - FF17, apresentou uma redução da TS da água de 

70, 6 mN/m para 36,31mN/m e CMC de 2,31 mg/mL (Figura 25-A). Para o biossurfactante 

produzido pelo fungo F. solani - FF45 a CMC calculada foi de 1,35 mg/mL (Figura 25-B), 

tendo ocorrido uma redução da TS da água de 70,6 mN/m  para  41,87 mN/m.   A Figura 25-

C indica o resultado da TS da água ultrapura que passou de 70,6 mN/M para 32,5 mN/m 

quando analisadas as diferentes concentrações do biossurfactante produzido pela cepa de F. 

solani - FF51.  Para essa cepa a CMC foi 1,17 mN/m.  Para o biossurfactante produzido pelo 

fungo C. vietnamensi - FF33 a CMC foi 1,08 mg/mL (Figura 25-D), destacando-se este como 

o menor valor dentre os quatro biossurfactantes dos fungos testados.  Para essa última cepa 

citada a TS da água reduziu de 70,6 mN/m para  31,94 mN/m. 

Destaca-se nesse estudo, os índices de CMC: 1,17 mg/mL para o fungo F. Solani 

- FF51 (Figura 25-C) e 1,08 mg/mL para o fungo C. vietnamensi (Figura 25-D), utilizando 

extratos brutos. As concentrações de saturação das moléculas de biossurfactantes na superfície 

do líquido, reduziram a TS da água de 70,6 mN/m para 32,5 mN/m (54,0%) e 31,94 mN/m 

(54,8%), respectivamente. 

  Em suas pesquisas, Zhang e Miller (1992), Stampfli e Nersten (1995) e Monteiro 

(2007) afirmam que a CMC dos biossurfactantes varia entre 1-2000 mg/L (0,001 a 2 mg/mL), 

para moléculas purificadas. Nesse sentido, os valores de CMC obtidos nos extratos brutos 

avaliados podem ser considerados significativos pois encontram-se dentro da faixa 

considerada eficaz para os purificados.  

 De acordo com Silva (2019), que também analisou extratos brutos de endofíticos 

de plantas da Amazônia, os biossurfactantes produzidos pelos fungos T. versicolor (Ph I.12F) 

e T. herodensis (MgC 3.3.1) utilizando resíduo de óleo de fritura como fonte de carbono 

apresentaram valores de CMC de 4,55 mg/mL e 4,72 mg/mL  reduzindo a tensão superficial 

da água   de 70,4 mN/m para 33,43 mN/m e   35,45 mN/m respectivamente. Em outro estudo 

a CMC  obtida  para o biossurfactante produzido pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides 

foi de  4,6 mg/mL reduzindo a tensão superficial da água de 74 para 65 mN/m (SILVA, 2015). 

Silva et al.(2019) apresentam  pesquisa realizada com  fungos endofiticos  isolados de Piper 

hispidum (Piperaceae), da Amazonia, onde obtiveram  maior diminuição na tensão superficial 
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(36%) para o fungo - Ph III 23L - Aspergillus niger , que  reduziu  a TS  de 68,0 para 44,0 mN 

m-1 e a CMC para o mesmo endófito (14,93 mg/ml − 1). Esses resultados mostram-se diferente  

quando comparado com os  obtido para o fungo do mesmo gênero  (C. vietnamensi)  e para os 

do gênero Fusarium  utilizados em nosso estudo, que apresentam a CMC  mais baixa e maior  

redução da TS. 

Em estudos realizados com o gênero Fusarium  destaca-se o trabalho de 

Bhardwaj, Cameotra e Chopra, (2015) que ao estudar a espécie F. proliferatum e obter 

biossurfactante purificado  apresentou para essa molécula a CMC de 0.33 mg/mL-1, com 

redução da tensão superficial da água destilada de 71,2 para 36,6 mNm-1. O biossurfactante, 

também foi capaz de emulsionar vários hidrocarbonetos como o  óleo de coco, óleo refinado, 

querosene e n-dodecano. Reis (2017), a partir de solos contaminados com hidrocarbonetos 

isolou a cepa F. fujikuroi UFSM-BAS-01, que apresentou potencial para a produção de 

biossurfactantes  utilizando glicose como substrato  e   uma CMC no valor de 30 mg/L-1 

utilizando extrato purificado.    

Para fins de comparação, a CMC do SDS é de 1800 mg / L, reduzindo a água 

tensão superficial de 72 a 39 mN / m (SINGH et al., 2007).  Contudo, os resultados obtidos 

de  CMC e redução da TS para os extratos testados são vantajosos, quando comparados a 

outros dados da literatura.  

 

5.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE FUNGOS ENDOFÍTICOS 

 

O método de microdiluição em microplaca permitiu a avaliação da atividade 

antimicrobiana. A triagem realizada com as 12 frações dos extratos serviu para selecionar os 

que apresentaram algum tipo de ação (bactericida ou bacteriostática) frente aos patógenos 

testados. Os resultados para as diferentes concentrações avaliadas nos ensaios (1mg/mL, 

2mg/mL e 4 mg /mL) estão apresentadas na Tabela 18.  
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Tabela 18: Triagem dos extratos  de fungos endofíticos de Gustavia cf. hexapétala com  atividade 
antimicrobiana contra patógenos da microbiota oral. 
 

N 
ord. 

Fungo Extratos Fúngicos 
S. mutans L. casei C. albicans 

1 mg 2 mg 4 mg 1 mg 2 mg 4 mg 1 mg 2 mg 4 mg 

 1 FF51 Extrato L1 (AcoEt)  - - - - - - - - - 

2 FF45 Extrato L2 (AcoEt)  - - - - - - - - - 

3 FF36 Extrato L3 (AcoEt)  - + + - - - - - - 

 4 FF33 Extrato L4 (AcoEt)  - - - - - - - - - 

11 FF17  Extrato L5 (AcoEt)   + + + - + + - - - 

5 FF51  
Extrato L1.1 (AcoEt) 
Espuma 

- - - - - - - - - 

6 FF45  
Extrato L2.1 (AcoEt) 
Espuma 

- - - - - - - - - 

7 FF36  
Extrato L3.1 (AcoEt) 
Espuma 

- - - - - - - - - 

8 FF51  Extrato M1 (MeOH)  - - - - - + - - + 

9 FF45 Extrato M2 (MeOH) - - - - - + - - + 

10 FF33  Extrato M4 (MeOH)  - - - - - - - - - 

12 FF17 Extrato M5 (MeOH)  - - - - - - - - - 

Os destaques em negrito correspondem aos extratos que apresentaram atividade antimicrobiana 
+: indica atividade antimicrobiana       -: indica ausência de atividade antimicrobiana 
 

Dos doze extratos testados, quatro obtiveram resultados positivos para os ensaios 

antimicrobianos. As cepas bacterianas padrão utilizadas na pesquisa foram Streptococcus 

mutans, Lactobacillus casei, e a levedura Candida albicans.   A fração L5 obtida a partir do 

extrato do caldo metabólico do fungo F. decemcellulare (FF17) apresentou atividade 

antimicrobiana para os patógenos S. mutans e L. casei. A fração M1 obtida do micélio do 

fungo F. solani (FF51) e a fração M2 do micélio do fungo F. solani (FF45) tiveram ação 

contra L. casei e C. albicans. A fração L3 obtida do extrato do caldo metabólico do fungo 

Diaporthe sp. (FF36) apresentou ação apenas para o patógeno S. mutans. As demais frações 

não apresentaram nenhum tipo de ação antimicrobiana frente às bactérias e levedura testadas. 

 
5.7.1 Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM)  

A CIM foi determinada como a menor concentração do extrato capaz de inibir o 

crescimento celular. A CBM pode ser definida como a menor concentração dos extratos, 

frações e substancias capaz de matar o microrganismo. A realização do teste de  CBM  foi 

realizado para comprovar a concentração bactericida  ou bacteriostática. 

Os dados descritos na Tabela 19 mostram que os extratos dos fungos endofíticos 

de G.  cf. hexapetala   selecionados para essa pesquisa apresentaram atividade antimicrobiana 
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contra os patógenos testados. O extrato do fungo Diaporthe sp. (FF36) apresentou atividade 

apenas contra o S. mutans  enquanto o  extrato do fungo  F. decemcellulare  (FF17) apresentou 

atividade  contra S. mutans e L. casei.  Os extratos dos micélios de F. solani (FF51) e  F. 

solani (FF45) apresentaram atividade fungistática contra C. albicans além de apresentarem 

ação  bactericida  e bacteriostática conta L. casei.     

Tabela 19: Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida Mínima (CBM) dos 
extratos de fungos endofíticos de G.  cf. hexapétala contra patógenos da cavidade oral. 

BC: bactericida        BT: bacteriostático    -:sem ação antimicrobiana   * : concentração não testada contra 
o patógeno  antimicrobiana 

 

As Figuras 26 27 e 28 indicam os resultados dos testes de CIM, CBM e CFM  

realizados em placa de Eliza e em  Placa de Petri,   com meios de cultura  específicos  para 

dada patógeno. Os extratos metanólicos dos micélios de F. solani (FF51) e   de F. solani 

(FF45) que apresentaram ação antimicromiana nos testes de triagem foram utilizados nessa 

etapa da pesquisa  contra  à bactéria L. casei e  a levedura C. albicans.   

Extratos Fúngicos 

S. mutans 
Concentração do extrato mg/mL 

1 mg /mL 3 mg/mL 
CIM CBM BC BT   CIM  CBM   BC BT 

FF36 - Diaporthe sp 
Extrato L3     

 * *  * *    2,4 3,0 3,0 2,4 

FF17- F. decemcellulare 
Extrato L5 

 
0,4  

  
   0,5  

   
 0,5 

 
 0,4 

 
  0,75 

   
0,75 

 
0,75 

 
_ 

 
 
Extratos Fúngicos 

L. casei 
Concentração do extrato mg/mL 

5 mg /mL 6mg/mL 
CIM CBM BC BT CIM CBM BC BT 

FF17- F. decemcellulare 
Extrato L5 

1,5 1,75 1,75 1,5 * * * * 

FF51 - F. solani  
Extrato M1  

* * * * 1,8 2,4 2,4 1,8 

FF45 - F. solani  
Extrato M2  

* * * * 2,1 - - 
2,1 
2,7 

Extratos Fúngicos 

C. albicans 
Concentração do extrato mg/mL 

3 mg /mL 6mg/mL 
CIM CBM BC BT   CIM CFM   BC BT 

FF51- F. solani 
Extrato M1  

* * * * 3,6 - - 3,6 

FF45- F. solani 
Extrato M2  

* * * * 4,2 - - 4,2 
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Figura 26: A: Microplaca de determinação da CIM de extrato do micélio  do  fungo F. solani (FF51).  
B: Placas semeadas com conteúdo dos poços da microplaca de diluição para comprovação da CBM 
na concentração inicial de 4,8 mg/mL para L. casei. 
 

 

CIM - Extrato M1 -FF51 -F. solani                                                                                                    6mg/mL – L. casei 

 

         BC = 2,4 mg/mL   

         BT = 2,1  - 1,8 mg/mL 

 

                                A 

   

                B 

 

 

 

 

                            B 

 

*a cor azul-violeta indica ausência de crescimento microbiano, enquanto variações vermelho-rosa indicam 
presença de células viáveis. A leitura das cores foi realizada 4 h  após a adição de resazurina. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2,1 - 1,8  

2,4 
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Figura 27: A: Placa de determinação da CIM de extrato M2 do fungo endofítico F. solani (FF45) para 
L. casei. B: Placa semeada com conteúdo dos poços de diluição para comprovação da CBM. 
 
 Teste  de  CIM e CBM  do extrato M2 do fungo F. solani   para   L. casei ( 6mg/mL). 

       BT = 2,7 mg/mL 

                                             A                                                                                                              

 

 

 

 

      B 

 

 
 
 
Figura 28: Determinação da CIM de extrato de micélio (M2) do fungo endofíticos F. solani (FF45) 
contra C. albicans. Placas semeadas com conteúdo dos poços da placa de microdiluição para 
comprovação da CBM.  

  

  BT= 4,2 

 

 

 

 

2,7 

 4,2 
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 Os teste de Concentração Inibitória Minima (CIM) realizados nas placas de Eliza  

nos quais foram adicionados o corante revelador da viabilidade celular do patógeno permitiu 

avaliar qualitativamente os resultados  obtidos após o tempo previsto no ensaio e inferir o 

valor da CIM  da substância teste.  Desse modo a CIM do extrato do fungo F. decemcellulare 

(FF17) contra S. mutans foi de 0,4 mg/mL e  para  o  L. casei  a  CIM do mesmo extrato foi  

1,5 mg/mL.  Os metabólitos produzidos por Diaporthe sp. (FF36) apresentaram ação apenas 

contra S. mutans  com  CIM  de 2,4 mg/mL. Os extratos dos micélios de F. solani (FF51)  e  

F. solani (FF 45) apresentaram atividade fungistática contra C. albicans e bactericida contra 

L. casei.  Esses extratos não apresentaram ação contra a bactéria   S. mutans.  A CIM do extrato 

M1 de F. solani (FF51) para o L. casei foi 1,8 mg/mL e a CBM foi de 2,4mg/mL. O mesmo 

extrato apresentou ação fungistática contra C. albicans, tendo  CFM de 3,6 mg/mL.  A CIM 

do extrato M2 de F. solani (FF45) apresentou ação bacteriostática para L. casei e fungistática 

para C. albicans com concentração de 2,7 mg/mL e 4,2 mg/mL, respectivamente (Tabela 20). 

 

Tabela 20: Atividades antimicrobianas dos extratos dos fungos endofíticos de G.  cf. hexapetala 

testados contra S. mutans, L. casei e .C albicans. 

 

Especies Fúngicas 
Extratos 

Orgânicos 

Microgranismo 

teste 
CIM (mg/mL) 

F. decemcellulare (FF17) ACOET 
S. mutans 0,4 

L.casei 1,5 

F. solani (FF51) MEOH 
L. casei 1,8 

C. albicans 3,6* 

F. solani (FF45) MEOH 
L. casei 2,1 

C. albicans 4,2* 

Diaporthe sp. (FF36 ACOET S. mutans 2,4 

*Apresentou ação fungistática (CFM) 

 

Em seus estudos Oliveira et al. (2009) relatam que a CIM determina a menor 

quantidade do composto bioativo capaz de inibir o crescimento microbiano em condições 

padronizadas. Na pesquisa desenvolvida por Toda et al. (2011) foi analisado o potencial de 

oito fungos endofíticos na produção de metabólitos antimicrobianos, obtendo a CIM de 

10000μg/mL para os extratos de Penicillium simplicissimum e  Aspergillus penicilloide contra 

S. mutans. Na presente pesquisa, os extratos de F. decemcellulare  FF17) e Diaporthe sp   
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(FF36) também apresentaram   produção de bioativos com ação antimicrobiana contra S. 

mutans com a CIM de 0,4 mg/mL e 2,4mg/mL respectivamente.   

Nos estudos de Toda et al. (2011) nenhuma das espécies fúngicas analisadas 

produziu metabólitos secundários com atividade antimicrobiana contra Candida albicans.  

Estudo com o extrato bruto do fungo Microsphaeropsis olivaceae realizado por Hormazabal 

e Piontelli (2009) também não apresentou atividade antimicrobiana contra C. albicans, 

resultados que diferem do presente estudo que   apresentou ação fungistática comprovada   

contra o referido patógeno. 

Phongpaichit et al. (2007) avaliaram extratos de fungos endófitos isolados de 

espécies do gênero Garcinia sp. e obtiveram valores entre 32 µg/mL a 512 µg/mL contra S. 

aureus. Nos estudos de Bernardes (2010) os resultados da concentração inibitória mínima 

(CIM) do extrato da fermentação de Microsphaeropsis sp ficou entre 62,5 e 125 

µg/mL, contra a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 6538).  O extrato da fermentação do 

fungo Microsphaeropsis sp. apresentou CIM na faixa de 62,5-125 µg/mL e CBM maior que 

1000 µg/mL.  Fernandes et al. (2009) verificaram que o extrato da fermentação do fungo 

lternaria alternata apresentou CIM de 50-100 µg/mL, sendo a CBM maior que 800 µg/mL.  

Prado (2017) relata em seus estudos que CIM variou de 15,62 a 250 µg/µL, frente 

aos microrganismos examinados. Nessa análise, E. coli e C. albicans foram os 

microrganismos mais resistentes, apenas o extrato etanol de A. flavo furcatis DPUA 1451, 

preservado em água, foi capaz de inibir o crescimento de C. albicans com CMI equivalente a 

15,62 µg/µL. 

Ribeiro (2015) avaliou a atividade antimicrobiana dos extratos brutos de 29 

fungos endofíticos de Oryctanthus alveolatus, frente às bactérias Staphylococcus aureus e 

Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Apenas três 

extratos, conseguiram inibir o crescimento bacteriano. Os resultados dos testes para o extrato 

Coa 007 apresentou CIM nos valores de 900 µg.mL-1 para as bactérias E. coli e P. aeruginosa 

e CIM no valor de 1000 µg.mL-1 para a bactéria S. aureus. O extrato Coa 009a apresentou 

CIM no valor de 1000 µg/mL-1 para  S.aureus e E.coli e o extrato Coa 014 apresentou CIM 

nos valores de 900µg.mL-1 para  E. coli e 1000 µg.mL-1 para  P. aeruginosa e S. aureus.   Esses 

resultados corroboram com a presente pesquisa, pois demonstram a importância de estudos 

com fungos endofíticos na produção de metabólitos de interesse em especial na área da saúde 

com destaque na produção de antimicrobianos.  
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Pesquisas realizadas por Gudiña et al. (2010) apresentaram resultados inéditos 

sobre atividade antimicrobianas e antiaderentes do biossurfactante isolado de Lactobacillus 

paracasei ssp. paracasei A20, contra 18 microrganismos, incluindo bactérias gram-positivas 

e gam-negativas, leveduras e fungos filamentosos. O biossurfactante foi eficaz contra todos 

os microrganismos testados, mesmo que em graus e concentrações diferentes. Para as cepas 

não patogênicas de Lactobacillus e às espécies de Streptococcus associadas à cavidade oral 

(S. sanguis, S. mutans e S. oralis), observaram inibição completa do crescimento para 

concentrações do biossurfactante entre 25 e 50 mg/mL, exceto para as cepas cariogênicas  S. 

mutans NS e S. mutans HG985.  Para a levedura C albicans ocorreu uma inibição total do 

crescimento na concentração de 50 mg/mL.  Em relação a atividade antiadesiva para os 

patógenos associados à cavidade oral, foram obtidas as maiores porcentagens para S. sanguis 

12 (72,9%), enquanto os mais baixos foram para S. mutans HG985 (31,4%). 

De acordo com o que é descrito por  Jeon et al. (2011) a cárie dentária é a doença 

infecciosa oral mais prevalente e cara no mundo  e os  biofilmes virulentos firmemente presos 

às superfícies dos dentes são os principais fatores biológicos associados a esta doença. Neste 

contexto,  pesquisas que visam a prospecção de moléculas bioativas no controle da microbiota 

patogênica oral são fundamentais e merecem atenção da comunidade científica. 

Moléculas como biossurfactantes com ação antimicrobiana e com atividade sobre 

biofilmes tem sido relatadas em estudos nesse sentido, principalmente, na área médica. 

Pesquisas na área da saúde e em particular na área odontológica necessitam de maior 

investimento. 

Rufino et al. (2011) verificaram a inibição de microrganismos envolvidos na 

formação de biofilme em próteses e dispositivos médicos, incluindo S. mutans, S. mutans NS 

e S. mutans HG 985 por biossurfactante extraído de Candida lipolytica . Os autores relatam 

inibição de S. mutans HG (64.9%); S. mutans (58%) e S. mutans NS (46%), pelo 

biossurfactante numa concentração de 0.75 mg/L. Monteiro et al. (2011) mostraram que um 

biossurfactante do tipo glicolipídico produzido pela levedura Trichosporon montevideense 

CLOA72 não apresentou efeito citotóxico em células de mamíferos e que usando 16 mg/mL 

reduziu em até 87,4% a formação de biofilme de uma cepa de C. albicans isolada do canal 

apical.  

Os produtos de origem natural continuam sendo uma fonte amplamente 

inexplorada de moléculas eficazes contra biofilmes com toxicidade potencialmente baixa  e 

que podem ser usadas em terapias anticáries alternativas ou adjuvantes (JEON et al., 2011). 
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Neste sentido, as moléculas de biossurfactantes por suas caraterísticas multifuncionais tem 

sido apresentada como alternativas promissoras e dessa forma sendo inseridas nas 

formulações dos dentrifícios e enxaguantes bucais.  

Destacam-se, assim,  algumas pesquisas na área odontológica no qual   foi 

verificado  que o  biossurfactante obtido de Bacillus subtils ou Actinobacteria pode atuar como 

um bom ingrediente no lugar do surfactante químico para formulação de pasta de dente, com 

destaque  para a boa  capacidade de formação de espuma, boa eficiência de limpeza, remoção 

de manchas  e um pH alcalino necessário para a neutralização do biofilme ácido (Das et al., 

2013b).  Já Bouassida et al. (2017), realizaram avaliação da atividade antimicrobiana de 

dentifrício formulado com biossurfactante SPB1 contra oito bactérias. Os resultados 

demonstraram que o produto formulado exibia uma atividade antimicrobiana importante, que 

foi muito eficaz contra Enterobacter sp e Salmonella typhinirium.       

Farias et al. (2019) descrevem pela primeira vez o uso de biossurfactantes 

associados a um polímero natural e/ou óleo essencial como ingredientes ativos em 

enxaguatórios bucais para o controle de microrganismos orais cariogênicos. Os 

biossurfactantes produzidos por Pseudomonas aeruginosa UCP 0992 (PB), Bacillus cereus 

UCP 1615 (BB) e Candida bombicola URM 3718 (CB), foram utilizados  nas formulações e 

a  concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada. Entre os biossurfactantes, o PB foi 

o mais eficaz na inibição de S. aureus, E. coli e S. salivarius (MIC: 20 μg / mL). PB e CB 

tiveram efeitos semelhantes em S. mutans (MIC: 20 μg / mL). Todos os biossurfactantes 

tiveram o mesmo efeito em C. albicans e L. acidophilus (CIM: 40 μg / mL). Os resultados 

encontrados demonstraram que os enxaguatórios bucais contendo produtos naturais 

constituem uma alternativa segura, eficaz e natural aos enxaguatórios bucais disponíveis 

comercialmente para o controle de microrganismos orais. 

A partir do resultado dessas pesquisas pode-se concluir que os biossurfactantes 

podem atuar como um ingrediente na formulação de dentrifícios, sendo uma alternativa  na 

substituição para os surfactantes químicos,  uma vez que, os estudos indicam  que os 

biossurfactantes são mais eficientes e menos tóxicos  quando comparado com os surfactantes  

sintéticos.  Em razão de suas características vantajosas, como  por  exemplo,  a  

compatibilidade ambiental, no futuro os biossurfactantes podem ser usados em outras 

formulações cosméticas (DAS et al.,2013b).  

Tais pesquisas são importantes pois elucidam e comprovam a eficácia dos 

biossurfactantes como moléculas antimicrobianas e antiadesivas. Nesse sentido, os 

biossurfactantes são extremamente relevantes para uso no combate a muitas doenças e 
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infecções e como agentes terapêuticos podendo vir a ser adequadamente substitutos para os 

antibióticos  convencionais.  

Diante dos resultados obtidos observamos que bactérias da microbiota oral 

formadoras de biofilme acidogênico (S. mutans e L. casei) foram susceptíveis aos extratos 

metabólitos (biossurfactantes) dos fungos endofíticos utilizados neste estudo. Dessa forma,  

Conde (2006) ressalta que o estabelecimento inicial da microbiota rica em Streptococcus sp. 

aparenta ser um antecedente necessário para a subsequente proliferação de outros organismos, 

sendo  importante  a  ação de um agente antimicrobiano  sobre esses colonizadores primários  

favorecendo a quebra do mecanismo de sucessão microbiana e posterior formação do 

biofilme.  

Os resultados deste trabalho confirmam o potencial de fungos endofíticos como 

produtores de compostos   bioativos com atividade antimicrobiana, já que metabólitos obtidos 

a partir de isolados endofíticos extraídos com acetato de etila e metanol apresentaram ação 

antimicrobiana frente aos patógenos orais utilizados nesta pesquisa.   

 

5.8 PERFIL QUÍMICO DOS EXTRATOS FÚNGICOS 

 

Na análise dos extratos de fungos endofíticos de G. cf hexapetala por 

espectrometria de massas, as amostras foram solubilizadas em MeOH na concentração de 1,0 

mg/mL-1 (solução-mãe), e dessa solução, 20 μL foram diluídos em 1,0 mL de MeOH (solução 

de análise).  As amostras foram analisadas em um espectrômetro de massas THERMO 

(ionização por  eletrospray – ESI-MS), com scan de 100 a 1.000 m/z  e de 1000 a 2000 m/z   

em modo  positivo e modo negativo.  A faixa de 100 a 620 m/z foi mais frequente, 

apresentando os maiores picos de íons.  

Pesquisas relatadas por Lou, Xing, Deng, 2011; Marcon, 2013; Dominato, (2017),  

apontam que  os metabólitos produzidos   pelos fungos ocorrem normalmente no fim do 

crescimento exponencial ou em substratos com fontes limitadas de nutrientes, sendo 

produzidos a partir de intermediários metabólicos comuns, porém em vias biossintéticas 

reguladas por genes específicos. 
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A Figura 29 apresenta o perfil químico dos extratos oriundos das espécies F. 

decencellulare, Diaporthe sp. e C. vietnamensi, de modo que os picos majoritários estão 

evidenciados na Tabela 21. 

Tabela 21:  Íons majoritários presentes no espectro dos extratos analisados por espectometria de   
massas de fungos endofíticos 

Amostra Extrato (Fração) Íons majoritários (modo positivo) 

Extrato de 
 F. decencellulare 

L5- AcoEt 121, 177, 571 

Extrato de 
 Diaporthe sp. 

L3.1 - Espuma 377, 397, 421 

Extrato de  
C. vietnamensi 

L4 - AcoEt 337, 339, 576, 600, 602, 604 

 

 Figura 29: (A) Espectro de massa de Fusarium decencellulare (FF17); (B) Espectro de massa de 
Diaporthe sp. (FF-36);  C) Espectro de massa de Colletotrichum vietnamensi (FF33).   

 

Alguns dos sinais presentes nos espectros correspondem a metabólitos já isolados 

e descritos na literatura (Figura 30A e B)). Um destes casos é o biossufarctante soforolipídio 

lactônico com cadeia lipídica hexadenoica (A) e o soforolipídio ácido de cadeia acídica 

tridecenoica, produzido pelo fungo Rhodotorula babjevae – m/z 579 e m/z 553 (SEN, et al., 

2017). O flavonoide aristolactama B-II (B) - m/z 279, também já foi isolado, neste caso de 

espécies de Anona spp.  
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                       Figura 30: A - Estrutura do soforolipídio ácido de cadeia acídica tridecenoica. B - 
flavonoide aristolactama. 

                                             

É necessário, no entanto, a continuidade nos estudos   partindo para a purificação 

dos compostos bioativos e elucidação das estruturas químicas utilizando métodos já 

conhecidos e que facilitem o desenvolvimento da pesquisa. 

Outras metodologias para   extração e purificação dos biossurfactantes, uso de 

novos substratos, produção e otimização das condições de crescimento, são estratégias 

interessantes a serem adotadas visando a produção em maior escala das moléculas de 

interesse. É importante utilizar as linhagens que foram previamente conhecidas e que já 

mostraram potencial promissor. Destaca-se nesse aspecto a importância que representa a 

pesquisa básica na prospecção por microrganismos com potencial para produção de 

metabólitos de interesse industrial e que fazem parte da biodiversidade Amazônica.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 



106 
 

6 CONCLUSÃO 
 

O estudo com a planta Gustavia cf. hexapétala permitiu investigar amostra da 

microbiodiversidade endofítica, com o isolamento de fungos, possibilitando a realização de 

estudos sobre o seu potencial biotecnológico; 

Por análise morfológica foi possível classificar os fungos em 20 morfogrupos e 

identificar pelo menos 8 gêneros diferentes. A maioria, no entanto, não foi possível identificar; 

Foram obtidos resultados positivos nos testes para a atividade emulsificante e de 

tensão superficial permitindo a seleção de linhagens com potencial para a produção de 

biossurfactantes;  

Os métodos utilizados para avaliar a produção de biossurfactantes pelos fungos 

endofíticos de G. cf.  hexapétal, foram eficientes no processo de seleção dos endófitos; 

 Foram identificadas as seguintes espécies por meio de técnicas moleculares 

Fusarium solani, Fusarium decemcellulari, Colletotrichum vietenamensi, Diaporthe sp., e 

Fusarium polyphialidicum; 

Extratos brutos obtidos após cultivo dos fungos em condições para indução de 

produção de biossurfactantes, utilizando óleo de soja, apresentaram atividades 

antimicrobianas contra patógenos da cavidade oral: S. mutans, L. casei e C. albicans;  

A pesquisa possibilitou a descoberta de fungos endofíticos produtores de 

biossurfactantes, sendo necessários novos ensaios para a completa otimização na produção e 

posterior isolamento destas moléculas e caracterização da estrutura química, de forma a abrir 

perspectivas para sua aplicação em escala industrial; 

Os fungos endofíticos utilizados na pesquisa, apresentaram potencial na produção 

de bioativos antimicrobianos contra patógenos da cavidade oral, com novas possibilidades de 

uso no campo odontológico, utilizando-se moléculas naturais em substituição às moléculas 

sintéticas no controle das doenças bucais.  
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APÊNDICE A 
 

 - Preparo de Soluções antissépticas, Antibióticos e Meios de Cultura.  

 

Para os procedimentos de isolamento dos microrganismos foram previamente preparados três diferentes meios 
de cultura com três diferentes combinações de antibióticos e duas soluções para antissepsia do material 
botânico.  Esse material foi utilizado nas etapas que se seguiram durante a metodologia proposta para a 
pesquisa.  

a) Soluções antissépticas 

Para o processo de antissepsia foram preparadas soluções de hipoclorito de sódio a 3% e de etanol a 70%. Foi 

utilizada ainda água destilada autoclavada, no preparo destes e na fase final da antissepsia (SOUZA et al., 

2004). 

b) Preparo de Antibióticos  

Após a autoclavagem    dos meios de cultura, adicionou-se três diferentes tipos de antibióticos (antibacterianos 

e antifúngico) antes de serem vertidos nas placas de Petri, conforme preparo descrito a seguir:  

1. Solução de Itraconazol: um comprimido de 100 mg solubilizado em água estéril, para uma 

concentração final de 50 mg/mL-1; 

2. Solução de Ampicilina:  uma cápsula (500 mg) solubilizada em água estéril, para uma concentração 

final de 50 mg/mL-1; 

3. Solução de Tetraciclina: uma cápsula (500 mg) solubilizada em álcool 70 % e água estéril (1:1), 

para uma concentração final de 50 mg/mL-1. 

c) Preparo dos meios de cultura 

Para o preparo dos diferentes meios de cultura utilizados no isolamento dos microrganismos endofíticos, 
utilizou-se os reagentes e substratos descritos abaixo nas seguintes concentrações (SOUZA et al., 2004): 

1- Meio de cultura ISP2: 4,0 g de extrato de levedura, 4 g de dextrose, 10 g de amido, 10 g de extrato 

de malte e 1 L de água destilada; 

2- Meio de cultura de aveia:  10 g de Aveia, 10 g de extrato de malte, 4 g de extrato de levedura, 4 g 

de dextrose e 1 L de água destilada; 

3- Meio de cultura Batata, Dextrose e extrato de Levedura (BDA+ L):  200 g de batata, 20 g de 

dextrose, 2 g de extrato de levedura, 15 g de ágar e  1 L de água destilada.  

Os meios de culturas foram previamente preparados e autoclavados por 15 minutos a 120 °C. Após autoclavagem 

e já resfriados (45 °C) foram acrescidos aos meios o fungicida e os dois bactericidas nas combinações e 

concentrações propostas.  

 Para cada 200 mL dos meios de cultura AVEIA, ISP2 e BDA + L, adicionou-se 400 µL de cada uma das soluções  

combinadas dos antibióticos:  1)Tetraciclina (T)  com Ampicilina (A);  2) Tetraciclina (T) com Itraconazol,  

obtendo-se  no final seis   combinações diferentes de meios de cultura.  Em condições estéreis, no interior de 

cabine de segurança biológica (A2 da Fiterflux®), foi transferido um volume de 25 mL de cada meio de cultura 

para placas de Petri (90 x 15mm) descartáveis estéreis (Figura 1).  Após o resfriamento e solidificação dos meios 

de cultura, as placas foram vedadas individualmente com filme plástico, embaladas em sacos plásticos e 

conservadas sob refrigeração a 4°C.  
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