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a microbiota, com ênfase à presente na Amazônia brasileira, e já se consolidou na região, servindo como 
referência para os alunos, professores e pesquisadores que trabalham com os microrganismos encontra-
dos na natureza.

O livro é o coroamento do processo de divulgação da maior parte do conhecimento apresentado no 
congresso e fica à disposição a todos os interessados. 

Esperamos com essa obra, estar contribuindo para que as informações sobre os microrganismos se-
jam mais intensamente compartilhadas entre todos aqueles que se dedicam a conhecê-los melhor.
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Produção e caracterização parcial de proteases de cogumelo 
comestível da Amazônia para aplicação industrial

Elliza Emily Perrone Barbosa1, Dib Mady Diniz Gomes2, Adrya da Silva Figueiredo2, 
Maria Francisca Simas Teixeira3
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Resumo
O uso das proteases de origem fúngica tem expandido nos últimos anos, e os basidiomicetos vem se 
destacando entre as diversas fontes existentes. Apresentando propriedades diferenciadas, vantagens para 
a indústria, produção rápida e fácil. Este trabalho teve por objetivo investigar a influência de diferentes 
fontes nutritivas na produção de protease por Pleurotus ostreatoroseus. Este cogumelo foi cultivado em 
caldo GYP (glicose, extrato de levedura e peptona), caldo Sabouraud (SAB) e Extrato de Malte (MEA), 
suplementados com extrato de levedura 0,5% (p/v). Em cada frasco de Erlenmeyer contendo 50 mL de 
meio foi inoculado 20 discos miceliais. A atividade das proteases foi determinada nos extratos brutos 
provenientes da fermentação submersa, utilizando azocaseína 1% (p/v) como substrato. Os resultados 
evidenciaram a atividade de proteases nos extratos recuperados dos cultivos de P. ostreatoroseus, no 
entanto, a atividade significativa foi determinada em caldo GYP (3,73 ± 0,23 U/mL). As proteases ex-
pressaram maiores atividades em pH 6,0, e temperatura ótima em 30 °C e 50 ºC, resultado que revela a 
presença de proteases com potencial para aplicação na indústria alimentícia, têxtil e farmacêutica.

Palavras-chave: Atividade proteolítica, Fermentação, Enzima.

Introdução
A maioria das proteases utilizadas atualmente são as de origem microbiana, estas que ganharam reco-

nhecimento global por seu uso difundido em vários setores industriais, tais como na indústria alimentícia, 
química, na agricultura, e na biotecnologia (Choi et al., 2015). As proteases microbianas representam 90% do 
mercado global devido ao grande uso em produtos industrializados ao longo dos anos (Inácio et al., 2015).

A preferência no uso de proteases tem crescido justamente devido a fácil aplicação em biotecnologia e 
pelo seu baixo custo, além de serem enzimas de rápida produção, possuirem características não-tóxicas, 
e facilidade de manipulação dos micro-organismos (Yin et al., 2014). 

Uma das indústrias importantes em que as proteases desempenham um papel essencial é a de alimen-
tos, onde atuam como agentes de modificação das propriedades funcionais das proteínas, no processa-
mento de queijo (coagulação do leite, pela hidrólise de uma ligação específica na caseína), na obtenção 
de hidrolisados   proteicos, melhorando o sabor de alguns alimentos e com boa atuação na panificação 
(Inácio et al., 2015).

Essas enzimas podem ser produzidas por fermentação submersa, processo no qual fungos, bactérias ou 
leveduras crescem comumente, em condições padronizadas para síntese das enzimas de interesse. O cultivo 
submerso tem sido um método promissor para a produção eficiente e em larga escala de biomassa de micélio 
e metabólitos bioativos com menor tempo de incubação e menor risco de contaminação (Cui et al., 2015).

Dentre os fungos, os cogumelos vêm se destacando como produtores de enzimas proteolíticas. Além 
da propriedade nutricional são considerados uma especiaria nobre na culinária, são fungos que estão 
ganhando espaço nas pesquisas, pois muitas espécies são fontes de compostos bioativos, necessitam de 
teores reduzidos de nutrientes para crescimento, e possuem excelente adaptação em meios naturais ou 
sintéticos (Manzur et al., 2014). Além de seu valor nutricional, os cogumelos têm grande potencial para 
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a produção de metabólitos úteis (Tang et al., 2016). Um bom exemplo são as espécies do gênero Pleurotus 
(Fonseca et al., 2014).

Dentre esse gênero, Pleurotus ostreatoroseus Sing. se destaca principalmente por sua coloração rósea 
e excelente sabor do corpo de frutificação, ocorrendo em áreas tropicais, crescendo bem em temperatu-
ras superiores a 20°C. Esta espécie também é capaz de sintetizar enzimas extracelulares que degradam 
compostos orgânicos complexos em nutrientes assimiláveis (Yang et al., 2015).

Portanto, apesar desta espécie de cogumelo ser bastante consumida, os registros em literatura sobre 
a produção de enzimas por P. ostreatoroseus ainda são escassos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho 
foi investigar a influência de diferentes fontes nutritivas na produção de proteases por Pleurotus ostreato-
roseus cultivado em meio líquido.

Material e Métodos
Para este estudo, foi selecionada a espécie Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, cedido pela Coleção 

de Culturas DPUA/UFAM. A cultura matriz foi obtida em ágar GYP (glicose, extrato de levedura e pepto-
na), ágar Sabouraud (SAB) e ágar extrato de malte (MEA). SAB e MEA foram suplementados com extrato 
de levedura 0,5% (p/v), em placas de Petri. Os meios foram esterilizados a 121ºC por 15 minutos. Os 
cultivos foram mantidos a 25 ºC por oito dias. 

Para a produção das enzimas foram utilizados GYP (glicose, extrato de levedura e peptona), extrato 
Sabouraud (SAB) e extrato de malte (MEA), suplementados com extrato de levedura 0,5% (p/v), em fras-
cos de Erlenmeyer de 125 mL.  Os meios foram esterilizados a 121ºC por 15 minutos. Em cada frasco foi 
inoculado 20 discos miceliais de oito mm de diâmetro retirados da cultura matriz de P. ostreatoroseus. A 
fermentação foi realizada a 25 °C, a 150 rpm. Após oito dias os extratos foram recuperados por filtração 
a vácuo para análise enzimática. 

Na determinação da atividade quantitativa das proteases foram adicionados 250 µL de solução de azo-
caseína 1% (p/v) em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,2 em 150 µL de extrato bruto. Os tubos reação foram 
incubados por uma hora, a 25 °C, em câmara escura. Para a interrupção da reação foram adicionados 1,2 
mL de ácido tricloroacético 10% (p/v) e em seguida procedeu-se a centrifugação por 10 minutos a 10000 
rpm, a 4 °C. Em seguida, de cada sobrenadante, foram retirados 0,8 mL e transferidos para tubos de 
ensaio contendo 1,4 mL de hidróxido de sódio 1M. A leitura das amostras foi realizada a 440 nm. Como 
branco foi utilizada solução de azocaseína 1% (p/v) em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,2. A leitura das 
amostras foi realizada a 440 nm. Uma unidade de atividade proteolítica foi definida como a quantidade 
de enzima capaz de produzir um aumento na absorvância de 0,1 em uma hora (Kirsch et al., 2013).

Para investigar o efeito do pH e da temperatura na atividade proteolítica, foi selecionado o extrato 
enzimático do meio onde foi obtida a maior atividade proteolítica. A análise do pH ótimo foi realizada 
incubando o extrato enzimático em diferentes faixas de pH (4,0 – 10,0), a 25 ºC por 60 minutos. Os tam-
pões utilizados foram Acetato de sódio 0,1 M (pH 4,0-6,0), Tris-HCl 0,2M (pH 7,0 e 8,0), Glicina-NaOH 
(pH 9,0 e 10,0). O efeito da temperatura foi determinado em 30 ºC, 40 ºC, 50 ºC, 60 ºC e 70 ºC, 80ºC 
por 60 minutos. A atividade das proteases foi determinada conforme descrito anteriormente. Todos os 
experimentos foram realizados em triplicata (Machado et al., 2017). 

Os dados foram submetidos à análise estatística descritiva média, desvio padrão, gráfico e os cálculos 
de atividade enzimática (R2 ≥ 95%) por meio de análise de variância (Anova) e teste Tukey (p < 0,05), 
utilizando o software Minitab ® versão 17.0.

Resultados e Discussão
A produção de proteases é uma característica predominante em micro-organismos, tais como os fun-

gos. Esta propriedade é bastante explorada comercialmente, principalmente via fermentação, devido à 
fácil e alta produtividade de enzimas (Batra e Walia, 2014).  



Microbiologia de Alimentos 3

Neste estudo, P. ostreatoroseus excretou proteases em todos os meios de fermentação submersa, cuja mé-
dia de atividade proteolítica foi 3,35 U/mL. O valor médio significativo da atividade de proteases (3,73 ± 0,23 
U/mL) foi verificado no extrato bruto recuperado do cultivo em GYP (glicose, extrato de levedura e peptona). 
O menor valor de atividade proteolítica (2,84 ± 0,30 U/mL) foi observado nos extratos de SAB (Figura 1). 

As proteases microbianas podem ser produzidas de várias maneiras, e estudos mostraram que, dependen-
do das condições de cultura, diferentes formas da mesma protease podem ser expressas (Inácio et al., 2015).  
No estudo em questão, a produção de proteases extracelulares por P. ostreatoroseus pode estar associada à 
necessidade do cogumelo em hidrolisar diferentes fontes de nutrientes proteicos (Fonseca et al., 2014).

A baixa atividade de proteases em SAB pode estar relacionada com as propriedades nutricionais e as 
condições de fermentação, considerando que em cada meio de fermentação foram utilizadas diferentes 
fontes de carbono, nitrogênio, além da suplementação com extrato de levedura. Corroborando com as 
pesquisas de Souza et al.(2015), que afirma que a produção de protease é influenciada principalmente pela 
variação na relação Carbono/Nitrogênio, presença de alguns açúcares facilmente metabolizáveis, como 
glicose e íon metálico, fatores físicos, aeração, densidade do inóculo, pH, temperatura, incubação, tempo. 

O extrato bruto com maior atividade proteolítica foi submetido à caracterização parcial de proteases. 
O efeito do pH na atividade dessas enzimas (Figura 2A) de P. ostreatoroseus em GYP apresentaram ativi-
dade catalítica ótima em pH 6,0 com valores de (4,75 ± 0,38 U/mL). Os dados obtidos corroboram com 
a pesquisa realizada por Martim et al.(2017), que obteve dados semelhantes na investigação da produção 
de enzimas de coagulação do leite por cogumelos, para serem aplicadas na produção de queijo, onde 
Pleurotus albidus sintetizou proteases com 100% de atividade catalítica em pH 6. 

Dados semelhantes também foram obtidos por Machado et al. (2017), na pesquisa com P. ostreatoroseus 
com foco na produção e caracterização de peptidases a partir da biomassa micelial cultivada em tubérculos 
amazônicos, onde o cogumelo expressou atividade ótima em pH 7,0 e mantendo 88% de atividade em pH 
6,0. De acordo com Jisha et al. (2013), proteases com pH ótimo de 5 a 8 têm aplicação em diversos seg-
mentos industriais, como na indústria alimentícia, têxtil, farmacêutica, e possivelmente até em detergentes. 

Com ênfase nas proteases neutras com aplicação na indústria alimentícia, estas têm forte potencial no 
processamento de alimentos, na produção de ração animal, e até mesmo para o tratamento de resíduos 
agroindustriais, e na panificação (Machado et al., 2015).

Do ponto de vista da tecnologia de alimentos, o uso das proteases microbianas na matéria-prima ou 
durante o processamento dos alimentos foi proposto como uma vantagem na proteólise do glúten, antes 
da sua ingestão. Tendo em vista que na indústria de panificação, a adição de enzimas à farinha ou massa 

Figura 1. Média da atividade de proteases produzida por P. ostreatoroseus em diferentes meios de cultura líquidos.
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é uma prática comum para melhorar a qualidade da massa e a sua viscosidade. E por esse motivo as 
proteases de origem fúngica tem sido rotineiramente usadas em larga escala comercial na produção de 
produtos de panificação, biscoitos e waffles (Heredia et al., 2016). 

Quanto ao efeito da temperatura na atividade das proteases de P. ostreatoroseus, os resultados desta 
investigação mostraram que houve atividade enzimática em todas as temperaturas testadas de 30°C à 80 
°C, contudo, a temperatura ótima de atividade proteolítica foi em 30 ºC e 50 ºC. E as mínimas atividades 
em 40ºC e 60ºC (Figura 2B).

Figura 2. Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade de proteases de Pleurotus ostreatoroseus.

Os resultados obtidos corroboram com estudos similares de Fonseca et al.(2014), e Machado et 
al.(2016), que obtiveram atividade ótima de temperatura do cogumelo P. ostreatoroseus entre 40 ºC e 
50°C, respectivamente. 

Os dados mostram que em média a atividade enzimática na faixa de 60 ºC foi reduzida. Este efeito 
está relacionado quando a temperatura é potencializada, e a energia cinética da enzima ultrapassa a 
barreira de energia, resultando na quebra das ligações de hidrogênio e hidrofóbicas fracas, que mantêm 
a estrutura da enzima. (Daniel et al., 2010; Oueslati et al., 2014; Martim et al., 2017). Razão pela qual 
houve a redução de atividade catalítica em 60 ºC, devido a desnaturação da enzima.

Sendo assim, o estudo e a verificação do pH e da temperatura ótima mostram-se como importantes 
parâmetros para a indicação da aplicação das enzimas em processos industriais (Castro et al., 2014). 

Conclusão
Dentre os meios analisados, Pleurotus ostreatoroseus produziu maior atividade de proteases quando 

cultivado em caldo GYP, tendo atividade catalítica significativa em pH 6,0 e temperatura ótima em 30°C 
e 50ºC. Diante deste resultado, as proteases de P. ostreatoroseus apresentam potencial para aplicação na 
indústria alimentícia, têxtil e farmacêutica. 
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Resumo
Este estudo teve como objetivo avaliar o teor de umidade dos diferentes tipos de açúcar comercializados 
em supermercados na cidade de Manaus/AM: açúcar cristal convencional (1, 2 e 3), açúcar demerara (4), 
açúcar light (5), açúcar mascavo (6) e açúcar refinado (7), relacionando este parâmetro com a qualidade 
microbiológica dos produtos a fim de verificar a padronização e adequação destes para consumo huma-
no. Foi realizada a análise física para determinação de umidade através do método de secagem por radia-
ção infravermelha, executada em triplicata no Laboratório de Vigilância da Secretaria Municipal de Saúde 
– SEMSA. A análise microbiológica para bactérias mesófilas totais foi realizada em meio de cultura Luria 
Bertani (LB) e a análise microbiológica para fungos em meio de cultura Ágar Batata Dextrose (BDA). A 
identificação das colônias de fungos foi feita por meio das suas características macroscópicas e micros-
cópicas. O microcultivo em lâmina utilizando Ágar BDA foi realizado quando necessário. Estas análises 
foram executadas no Laboratório de Microbiologia e Laboratório de Micologia da Universidade Federal 
do Amazonas – UFAM. Os valores do teor de umidade variaram de 0,06% a 4,25%, onde cinco amostras 
apresentaram-se dentro do padrão estabelecido pela legislação brasileira. Na análise microbiológica para 
bactérias mesófilas todas as amostras apresentaram-se dentro do padrão exigido pela legislação, porém 
na análise microbiológica para fungos houve desconformidade em seis das sete amostras de açúcar, com 
alta contaminação por fungos do gênero Aspergillus sp., Candida sp. e Fusarium sp. Estes resultados 
evidenciam inadequação no armazenamento, tornando estes produtos impróprios para o consumo hu-
mano. Considera-se a necessidade de fiscalização mais rigorosa durante a etapa de armazenamento dos 
açúcares, garantindo a proteção à saúde da população e a regulamentação dos padrões microbiológicos 
dos mesmos para evitar casos de saúde pública.

Palavras-chave: deterioração, fungos, microbiologia de alimentos. 

Introdução
Nos últimos anos, os consumidores têm procurado aprimorar seus hábitos alimentares gradativamen-

te, buscando aumentar o consumo de produtos industriais menos processados e com menor adição de 
produtos químicos em sua fabricação, sejam substâncias para aumentar o tempo de prateleira, como os 
conservantes, ou apenas para tornar a aparência mais agradável e atraente como corantes e flavorizan-
tes. De acordo com Lima (2006), os açúcares demerara e mascavo atendem aos grupos de pessoas que 
possuem hábitos alimentares baseados na diminuição ou eliminação de produtos químicos agregados. 

O açúcar mascavo teve sua ascensão ainda mais vigorosa em relação ao demerara, pois segundo 
Generoso et al. (2009), seu uso moderado evita obesidade, diabetes, além de ajudar no bom funciona-
mento do sistema digestório e melhor desempenho das funções hepática e renal, devido à considerável 
presença de sais e vitaminas. Atualmente o açúcar mascavo tornou-se um produto de referência de acor-
do com suas características microbiológicas, além da ampla utilização do mesmo como base essencial 
para a produção de variados tipos de bebidas e alimentos. De acordo com Storel Júnior (2003), a deter-
minação da umidade é uma das análises mais importantes e amplamente usada no processamento dos 
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alimentos e aplicada na análise destes, pois esse parâmetro está relacionado com a segurança, qualidade 
e composição de produtos alimentícios. 

A presença de umidade/água em alimentos, afeta a sua estocagem (como os grãos estocados sob 
umidade excessiva, propensos à rápida deterioração devido à aflatoxina produzida por fungos em cres-
cimento), a sua embalagem (como a velocidade de escurecimento em vegetais e frutas desidratadas pela 
ação de enzimas PPO – polifenol oxidase) e o seu processamento (como a umidade do trigo na fabricação 
de pão e outros produtos de confeitaria, ou, do açúcar, utilizado para os mesmos e/ou similares fins). 

A preservação dos alimentos é importante para garantir a prevenção ou remoção da contaminação, 
além da inibição do crescimento e do metabolismo microbiano, com ação microbiostática, e destruição 
de microrganismos, ação microbicida (Amaral et al., 2006). A água pode ser um interferente relevante 
quando presente em grande quantidade nos alimentos, sejam estes frescos ou processados. Isto ocorre 
devido à maior propensão de desenvolvimento e proliferação de microrganismos, os quais podem ser 
patogênicos à saúde humana.  Em geral, a determinação de umidade, que parece um método simples, 
torna-se complicado em função da exatidão e precisão dos resultados. A umidade determinada por se-
cagem (perda por dessecação) corresponde à perda em peso sofrida pelo produto quando aquecido em 
condições nas quais a água é removida. Outras substâncias que se volatilizam nessas condições também 
são removidas juntamente com a água. 

O resíduo obtido no aquecimento direto é chamado de resíduo seco (matéria seca). O aquecimento dire-
to na estufa a 105ºC é um método muito utilizado para determinação de umidade ou resíduo seco, porém 
permite erros consideráveis como oscilação na temperatura da estufa, secagem incompleta, oxidação do 
material e erros do analisador. Existem ainda produtos que não devem ser submetidos à estufa a 105ºC, 
pois além da água, são liberados outros compostos voláteis a esta faixa de temperatura. Nesta ocasião ado-
ta-se a temperatura de 65ºC no período de 72h, tornando-se um processo demorado e não recomendável 
devido à maior variação no resultado (Coultate, 2004). Como a água não é fonte energética nem protagonis-
ta nos processos bioquímicos (mesmo sendo indispensável a eles), essa molécula pode ter sua importância 
nos alimentos subestimada, pois observando minuciosamente, verifica-se que a água possui importância 
determinante nas propriedades funcionais dos demais componentes dos alimentos e na conservação dos 
mesmos.  Este composto nos fornece uma relação direta aos fatores intrínsecos do alimento de uma me-
dida qualitativa de avaliação de água livre que pode ser suscetível a diversas reações químicas, físicas e 
biológicas, bem como quantitativa que define o teor da umidade através do peso de toda a água presente 
no produto, seja na forma livre ou ligada (Santos et al., 2010). Não é de se esperar grande diversidade de 
microrganismos em análises microbiológicas de açúcares em geral, visto que seu crescimento depende, 
majoritariamente, se a umidade obtida for superior à especificada pela legislação vigente. 

Entre as possíveis contaminações microbiológicas, pode-se destacar a contaminação por bactérias do 
gênero Salmonela sp. e Escherichia coli relacionada à manipulação inadequada na etapa de produção, e, 
por fungos considerados deteriorantes em potencial de alimentos – sendo muitos destes produtores de 
toxinas, denominadas micotoxinas – atrelada, principalmente, a problemas de conservação do produto, 
fator pertinente à região Norte do Brasil, a qual possui clima quente e úmido que dificulta o controle da 
umidade durante o armazenamento dos açúcares, diminuindo o tempo de prateleira. 

Os gêneros mais comuns de fungos associados à produção de toxinas são Aspergillus, Penicillium e 
Fusarium, encontrados facilmente em matérias-primas advindas do solo e plantações, em especial, mi-
lho, mandioca cana-de-açúcar. A contaminação de alimentos por estes microrganismos possui relevância 
patológica devido à produção de micotoxinas, dentre elas, destacam-se as aflatoxinas que são capazes de 
intoxicar vários tecidos e órgãos, em especial o fígado, que é responsável por metabolizar e armazenar 
nutrientes. A ligação íntima entre a qualidade microbiológica dos açúcares e o teor de umidade contido 
nos mesmos justifica o desenvolvimento deste trabalho. 

O objetivo do trabalho foi avaliar a influência do teor de umidade na qualidade microbiológica e 
apontar os riscos à saúde humana devido à falta de padronização dos diferentes tipos de açúcar comer-
cializados na cidade de Manaus/AM.
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Material e métodos
Para a realização dos experimentos, foram utilizadas amostras de 50 gramas de açúcar de cada amos-

tra, as quais foram numeradas de 1 a 7, sendo: açúcar cristal convencional (1, 2 e 3), açúcar demerara 
(4), açúcar light (5), açúcar mascavo orgânico (6) e açúcar refinado convencional (7). As amostras foram 
obtidas em supermercados localizados na zona oeste da cidade de Manaus/AM. Foram usadas três repe-
tições para cada tratamento, dando um total de 21 parcelas experimentais.

Análises microbiológicas

As suspensões foram preparadas com 1g de alíquota de cada amostra de açúcar em 10mL de água au-
toclavada. A análise microbiológica para avaliar o crescimento de bactérias mesófilas totais foi realizada 
em meio de cultura Luria-Bertani (LB) em placas de Petri identificadas com o nome dos açúcares dispostos 
em ordem alfabética e numeradas de 1 a 7, contendo 200µL de diluição das diferentes amostras espalhadas 
com alça de Drigalski, incubadas a 37ºC por 48 horas. A análise microbiológica para fungos foi realizada 
com meio de cultura Ágar BDA (Ágar Batata Dextrose) em placas de Petri arranjadas conforme anterior-
mente, contendo 100µL de diluição, incubadas a 30ºC por 72 horas. Foi realizada a contagem de colônias 
em conta-colônias, de acordo com os padrões estabelecidos pelo Ministério da Saúde (1997). A identifica-
ção das colônias de fungos foi feita segundo Silva et al.em Manual de métodos de análises microbiológicas 
em alimentos (2007), por meio das suas características macroscópicas e microscópicas. O microcultivo em 
lâmina utilizando BDA foi realizado quando necessário. Estas análises foram realizadas no Laboratório de 
Microbiologia e Laboratório de Micologia da Universidade Federal do Amazonas – UFAM.  

Análise física para determinação de umidade

A determinação da umidade das amostras de açúcar foi realizada em aparelho analisador de umidade 
por infravermelho, SHIMADZU, modelo MOC63u, planejando a obtenção de dados mais precisos, pro-
cedimento menos demorado e a esquiva de erros como a oscilação na temperatura da estufa, secagem 
incompleta, oxidação do material, erros do analista e erros de pesagem e amostragem. A determinação de 
umidade foi realizada no Laboratório de Vigilância da Secretaria Municipal de Saúde – SEMSA e execu-
tada em triplicata. Utilizou-se da estatística descritiva, reunindo um conjunto de técnicas para sumarizar 
os dados obtidos, confeccionando a tabela 1, a qual possui variáveis quantitativas e discretas. Dentro das 
medidas de tendência central, foi utilizada a média por ser mais sensível e apresentar-se menos dispersa 
que a mediana. Entre as medidas de variabilidade, dentro da estatística descritiva, foram calculados a 
variância e o desvio padrão.

Resultados e discussão

Análise física para determinação de umidade

Referente aos teores de umidade foi possível observar uma variação entre 0,06% a 4,25%, conside-
rada fora do padrão em relação aos parâmetros especificados pela legislação vigente. De acordo com 
Machado SS. et al., em Manual de Tecnologia da Fabricação de Açúcar (2012), e o Ministério de Estado da 
Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA em sua Instrução Normativa Nº. 42 de 13 de novembro 
de 2017, o teor de umidade máximo considerado para açúcares do grupo I, classe “branco” e tipo “cristal” 
é de 0,1%, enquanto que para o grupo I, classe “bruto” e tipo “demerara” é de 1,2% devido ao seu pro-
cesso de centrifugação. Segundo estudos descritos por Verrruma-Bernardi et al. (2007), a especificação 
para teor de umidade do açúcar mascavo é de, no máximo, 2,4% em função da estabilidade do produto. 
Para o açúcar refinado a legislação prevê umidade máxima de 0,3% (Brasil, 1978). Conforme a avaliação 
dos açúcares, cinco apresentaram-se dentro do padrão estabelecido pela legislação brasileira, sendo que 
a amostra de açúcar cristal convencional (1) obteve uma média de teor de umidade de 0,46%, enquanto 
que a do açúcar mascavo (6) foi de 4,25%, parâmetro de especificação não previsto para estes tipos de 
açúcar, pela legislação brasileira.
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O elevado teor de umidade em alguns gêneros alimentícios traz como consequência, riscos para a 
saúde do consumidor, por gerar um ambiente propício para a proliferação de microrganismos (INMETRO, 
2016). Outros problemas que a alta umidade em açúcar pode causar, relatados por Generoso et al. (2009), 
foram o empedramento, dissolução de cristais (o açúcar se apresenta melado) e o desdobramento de 
sacarose em glicose e frutose, o que implica baixa vida útil para o produto. Os valores desta análise 
apresentados anteriormente foram dados pela média dos valores obtidos, haja vista que o experimento 
foi realizado em triplicata.

As medidas de variabilidade caracterizam a dispersão relacionando os dados; quanto maior a medida 
destes, maior a variabilidade (Vieira, 2015). A tabela 1 mostra a variabilidade dos resultados obtidos a partir 
da determinação do teor de umidade nas amostras de diferentes tipos de açúcar. É possível observar que a 
amostra de açúcar mascavo orgânico (6) mostrou o maior desvio padrão e a amostra de açúcar cristal con-
vencional (1), por sua vez, mostrou o menor desvio padrão, sendo estas as que mais mostraram variação 
dentro da população amostral. Adotando os valores limites especificados pela legislação brasileira para o 
açúcar cristal convencional (0,1%) e para o açúcar mascavo orgânico (2,4%), pode-se prever um desvio pa-
drão de 0,2 e de 0,73, respectivamente. Logo, o açúcar cristal convencional apresentou um resultado mais 
baixo e o açúcar mascavo apresentou um resultado mais alto que o esperado. Sabe-se que desvio padrão 
muito baixo indica que os pontos dos dados tendem a estar longe da média ou do valor esperado e um alto 
desvio padrão também indica que os pontos dos dados estão espalhados por uma ampla gama de valores, 
assim torna-se possível observar a discrepância entre o resultado obtido no presente estudo e o resultado 
esperado apontando a falta de padronização no teor de umidade destes produtos.

Tabela 1. Variabilidade no teor de umidade nas amostras de diferentes tipos de açúcar.

Tipo de açúcar Média Desvio padrão

1- Cristalconvencional 0,46 0,12

2 - Cristal convencional 0,06 0,28

3 - Cristal convencional 0,07 0,28

4 - Demerara 0,25 0,2

5 - Light 0,09 0,27

6 - Mascavo orgânico 4,25 1,43

7 - Refinado convencional 0,087 0,27

Análise microbiológica 

Em relação à análise microbiológica dos açúcares, segundo os padrões da National Food Canners and 
Processors (1968), utilizados como parâmetro para qualidade dos açúcares, é estabelecido um limite 
de 50 UFC/g de açúcar para bactérias mesófilas totais e 50 UFC/g de açúcar para fungos. Os resultados 
microbiológicos para bactérias mesófilas apresentaram-se dentro do padrão exigido pela legislação inter-
nacional (Figura 1), sendo próprios para comercialização e consumo humano, considerando apenas o 
parâmetro de qualidade microbiológica para bactérias mesófilas. Embora nenhuma das amostras tenha 
apresentado alterações, as que mostraram maiores contaminações foram a do açúcar mascavo (6) e do 
açúcar cristal convencional (2), respectivamente. Os resultados microbiológicos para fungos, por sua vez, 
indicaram que houve desconformidade em seis das sete amostras de açúcar, com alta contaminação por 
fungos do gênero Aspergillus sp. encontrado em duas amostras, sendo estas de açúcar cristal conven-
cional (1) e açúcar mascavo orgânico (6), Candida sp. encontrado em todas as amostras, porém dentro 
do valor especificado exclusivamente na amostra de açúcar refinado (7), o que pode ser explicado pelas 
extensas etapas de processamento do produto e, consequentemente, baixo teor de umidade do mesmo, e 
Fusarium sp. encontrado em uma amostra, sendo esta de açúcar mascavo orgânico (6). 



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 310

Apesar da pertinente presença de fungos em todas as amostras, o açúcar cristal convencional (1) e 
açúcar mascavo (6) apresentaram resultados discrepantes de mais de 250 UFC/g de açúcar, o que eviden-
cia uma inadequação no armazenamento, tornando estes produtos impróprios para o consumo humano. 
Na Figura 1 é possível observar a quantidade de bactérias mesófilas totais nas amostras de açúcar, resul-
tado que aponta competência durante a manipulação e uma contaminação suficientemente baixa para 
evitar a promoção de patologias associadas a estas bactérias. Na Figura 2 pode ser observada a presença 
de fungos encontrados nestas amostras, notando-se a discrepância entre o valor limite estabelecido pela 
legislação vigente e o encontrado neste estudo. Tal resultado merece atenção pelo fato dos produtos ana-
lisados estarem devidamente embalados e passíveis de comercialização em supermercados, mostrando 
assim, problemas no armazenamento destes produtos devido ao clima quente e úmido característico da 
região Norte, o qual favorece o desenvolvimento de fungos toxigênicos, que, quando consumidos por 
indivíduos imunocomprometidos irão promover complicações, fragilizando ainda mais a sua saúde. Em 
contrapartida, as amostras dos produtos analisados no presente estudo apresentaram alta contaminação 
por fungos do gênero Aspergillus sp., Candida sp., e Fusarium sp. A contaminação observada, principal-
mente quando encontrados fungos do gênero Aspergillus e Fusarium, é de alta importância, consideran-
do que os mesmos são potencialmente toxigênicos. As aflatoxinas produzidas por estes dois gêneros são 
particularmente perigosas, sendo descritas na literatura intoxicações severas seguidas por dor abdominal, 
vômitos negros, febre, icterícia, fígado palpável, culminando na morte do indivíduo (Amaral et al., 2006). 

De acordo com Generoso (2009), as micotoxinas encontram–se nos alimentos em baixas concentra-
ções e assim requerem métodos analíticos sensíveis e confiáveis para sua detecção. Devido à variedade 
de estruturas químicas destes compostos, não é possível usar um método padrão para detectar todas as 
micotoxinas. A contaminação observada, mormente por fungos do gênero Aspergillus e Fusarium, é de 
alta importância, considerando que os mesmos são potencialmente toxigênicos, responsáveis por causar 
patologias como aspergilose pulmonar e ceratite, respectivamente, e micose sistêmica em sua letalidade. 
O potencial toxigênico não foi, no entanto, avaliado. Fungos do gênero Candida sp., apesar de não serem 
potentes produtores de micotoxinas, podem causar doenças infecciosas, como por exemplo, a candidía-
se, principalmente em indivíduos imunocomprometidos. Na tabela 2 pode-se observar a frequência dos 
gêneros de fungos encontrados nas amostras obtidas com a finalidade de evidenciar os produtos que 
apresentaram alta contaminação por microrganismos capazes de ameaçar a saúde humana.

Figura 1. UFC de bactérias mesófilas totais/g de açúcar.
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Os fungos do gênero Aspergillus sp. foram encontrados nas amostras de açúcar cristal convencional 
(1) e açúcar mascavo orgânico (6), enquanto que os fungos do gênero Candida sp. foram encontrados 
em todas as amostras de açúcar, porém em menor quantidade na amostra de açúcar refinado conven-
cional (7), o que pode ser explicado pelas extensas etapas no processamento do produto e baixo teor de 
umidade do mesmo, segundo Machado SS et al.no manual Tecnologia da Fabricação do Açúcar (2012). 
Por fim, os fungos do gênero Fusarium sp. foram encontrados apenas na amostra de açúcar mascavo or-
gânico (6), desta forma, a manipulação inadequada pode justificar a contaminação do produto por estes 
microrganismos enquanto que o alto teor de umidade propicia sua viabilidade.

Figura 2. UFC de leveduras e bolores/g de açúcar.

Tabela 2. Frequência de gêneros de três fungos isolados obtidos a 
partir de sete amostras de açúcar da cidade de Manaus – AM – 2018. 

Gênero Números das amostras positivas %

Aspergillus sp. 1, 6 28,6

Candida sp. Todas 100,0

Fusarium sp. 6 14,3

Figura 3. Visualização macroscópica após 18 dias: placas de cultura axênicas dos fungos:  
A) Aspergillus sp. B) Candida sp. C) Fusarium sp.

A B C

A) açúcar cristal convencional (1); B) açúcar light (5); C) açúcar mascavo orgânico (6)
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Nas placas de açúcar cristal convencional (1) houve predominância de fungos do gênero Aspergillus 
sp., porém também foram encontrados fungos do gênero Candida sp., enquanto que nas demais placas 
de açúcar cristal convencional (2 e 3) e  de açúcar demerara (4) houve crescimento de fungos do gênero 
Candida sp. semelhante à placa de açúcar branco light (5), não tendo assim suas imagens inclusas no 
trabalho. Na placa da amostra de açúcar mascavo orgânico (6) foram encontrados fungos do gênero 
Aspergillus sp., Candida sp. e Fusarium sp., entretanto após 18 dias houve predominância de Fusarium 
sp. Na placa de açúcar refinado convencional (7) houve crescimento de apenas sete colônias de fungos 
do gênero Candida sp.

Considerações finais
A análise física para determinação de umidade apresentou valores bastante variáveis e fora das es-

pecificações legais evidenciando uma deficiência na padronização durante a etapa de armazenamento 
dos açúcares cristal (1) e mascavo (6), logo, o teor de umidade dos mesmos deve ser normatizado uma 
vez que este parâmetro está intimamente ligado ao tempo de vida útil do produto e às complicações da 
saúde humana. De acordo com os resultados obtidos, faz-se necessária a realização de mais pesquisas e 
análises acerca da qualidade do açúcar do grupo I, classe “bruto” e tipo mascavo, envolvendo diferentes 
marcas a fim de rastrear a padronização do produto e promover o aprimoramento deste. Com base nos 
resultados encontrados, convém recomendar acompanhamento dos órgãos de vigilância e maior fiscali-
zação quanto à qualidade higiênica dos açúcares comercializados tanto em feiras quanto em supermer-
cados, visto que são produtos de largo consumo na cidade de Manaus/AM, com o propósito de dificultar 
a viabilidade de microrganismos, especialmente os com potencial toxigênico.
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Resumo
A modernização durante o último século resultou em urbanização juntamente com modificações nos 
estilos de vida e hábitos alimentares. As hortaliças ganham importância no cardápio por serem fontes de 
micronutrientes, fibras e de outros componentes. A proliferação de microrganismos na salada crua ocorre 
devido ao seu teor de água, que favorece o crescimento de leveduras e bactérias, pH ácido, favorecendo 
o crescimento de fungos, a alta manipulação durante o preparo, podendo levar à contaminação por mi-
crorganismos indicadores, além de condições inadequadas de temperatura durante o armazenamento. 
O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiológica de saladas cruas e as condições higiêni-
co-sanitárias através de ocorrência de microrganismos indicadores, como coliformes totais e termotole-
rantes. Foram adquiridas 15 amostras de saladas cruas de diferentes supermercados, que apresentaram 
crescimento de coliformes totais em todas as amostras e, crescimento de coliformes termotolerantes em 
amostras provenientes de quatro estabelecimentos. Avaliando os resultados, foi possível concluir que as 
amostras se encontram fora dos parâmetros preconizados pela RDC 12/2001 da ANVISA, não estando 
adequadas para o consumo, demonstrando que boas práticas devem ser implantadas e fiscalizadas du-
rante a produção e venda desses alimentos.

Palavras-chave: Análise microbiológica, Salada crua, Grupo coliforme.

Introdução
As alterações no padrão de consumo de alimentos são bastante perceptíveis quando comparado ao 

padrão de consumo da primeira metade do século XX. Antes os alimentos eram produzidos, servidos e 
consumidos no momento e com ingredientes frescos de origem local, e tinham um baixo risco de conta-
minação, sendo mais saudáveis (Santos e Campos Cunha, 2007).

A modernização durante o último século resultou em urbanização, juntamente com modificações nos 
estilos de vida e hábitos alimentares (Pasha et al., 2014), aliada à falta de tempo disponível para a prepa-
ração dos alimentos e/ou para o consumo, o que vem despertando a preferência dos consumidores por 
refeições mais convenientes no que se refere à facilidade de aquisição e preparo (Baltazar et al., 2006).

As hortaliças ganham importância no cardápio por oferecerem uma alimentação balanceada, pois são 
fontes de micronutrientes, fibras e de outros componentes com propriedades funcionais que ajudam a 
melhorar o funcionamento do organismo (Rolls et al., 2004).

De acordo com Zandonadi et al. (2007), a contaminação dos alimentos se inicia na produção da ma-
téria-prima e se estende às etapas de transporte, recepção, armazenamento e comercialização. Durante a 
manipulação pode haver contaminação por condições precárias de higiene de manipuladores, equipamen-
tos, utensílios, ambiente e condições inadequadas de armazenamento dos produtos prontos para consumo.

A grande proliferação de microrganismos nas saladas cruas ocorre devido ao seu teor de água, que favo-
rece o crescimento de leveduras e bactérias; pH ácido, favorecendo o crescimento de bolores e leveduras; a 
alta manipulação durante o preparo, podendo levar à contaminação por microrganismos indicadores; além 
de condições inadequadas de temperaturas durante o armazenamento (Franco e Landgraf, 2008).
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Doenças Transmitidas por Alimentos (DTAs) são todas as ocorrências clínicas consequentes da inges-
tão de alimentos que possam estar contaminados com microrganismos patogênicos (infecciosos, toxino-
gênicos ou infestantes), substâncias químicas, objetos lesivos ou que contenham em sua constituição, 
estruturas naturalmente tóxicas, ou seja, são doenças consequentes da ingestão de produtos biológicos, 
químicos ou físicos presentes nos alimentos (Silva Junior, 2014). Existem mais de 250 tipos de DTA e a 
maioria é a infecção causada por bactérias e suas toxinas, vírus e parasitas (Brasil, 2014). A Organização 
Mundial de Saúde (OMS) estima que, a cada ano, mais de dois milhões de pessoas morram por doenças 
diarreicas, muitas das quais adquiriram ao ingerir alimentos e/ou água contaminados (Brasil, 2014).

Para garantir a segurança desses alimentos, a Resolução - RDC n. 12, de 02 de janeiro de 2001, da 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA (Brasil, 2001), estabeleceu padrões microbiológicos 
em relação às bactérias Salmonella spp e coliformes a 45°C. Segundo tais padrões, hortaliças cruas não 
devem apresentar Salmonella spp em 25 g de produto e, para coliformes, a tolerância para amostra indi-
cativa é de 10² NMPg-1.

Coliformes são definidos como bactérias tipo bastonetes gram-negativos aeróbicos ou anaeróbicos 
facultativos, não-formadores de endósporos (Tortora, 2017). O grupo dos coliformes totais é um subgrupo 
da família Enterobacteriaceae, que inclui 44 gêneros e 176 espécies. No grupo dos coliformes totais estão 
apenas as enterobactérias capazes de fermentar a lactose com produção de gás em 24 a 48 horas a 35 
°C. O grupo dos coliformes termotolerantes é um subgrupo dos coliformes totais, restrito aos membros 
capazes de fermentar a lactose em 24 horas a 44,5-45,5 °C, com produção de gás. São microrganismos 
indicadores usados para avaliar a segurança e higiene dos alimentos (Silva et al., 2010).

Microrganismos indicadores são grupos ou espécies de microrganismos que, quando presentes em 
um alimento, podem fornecer informações sobre a ocorrência de contaminação de origem fecal, sobre a 
provável presença de patógenos ou sobre a deterioração potencial do alimento, além de poderem indicar 
condições sanitárias inadequadas durante o processamento, produção ou armazenamento de alimentos 
de origem vegetal ou animal (Franco e Landgraf, 2008).

A produção de alimentos seguros deve gerar produtos microbiologicamente estáveis. É necessário certifi-
car-se de que nenhum microrganismo do alimento vai se multiplicar até doses infecciosas (Forsythe, 2013).

Portanto há uma grande importância em avaliar as condições higiênico-sanitárias e qualidade micro-
biológica de saladas cruas comercializadas em supermercados, por ser este um alimento muito manipu-
lado favorecendo a proliferação de microrganismos.

Diante do exposto objetivou-se avaliar a qualidade microbiológica de saladas cruas e as condi-
ções higiênico-sanitárias pela ocorrência de microrganismos indicadores, como Coliformes Totais e 
Termotolerantes, comercializadas na cidade de Manaus-AM.

Material e Métodos
O material utilizado nesse estudo estava sendo comercializado em supermercados da Cidade de 

Manaus-AM, onde foi feita a aquisição das saladas cruas prontas para o consumo em cinco pontos na 
zona centro-sul da cidade. Em cada estabelecimento foram adquiridas três amostras, imediatamente iden-
tificadas e transportadas em embalagem para viagem, conforme cada estabelecimento, até o Laboratório 
Multidisciplinar da Esbam para realização das análises. De cada amostra foram pesados 25 g da salada 
crua, adicionados 225 mL de água peptonada a 0,1 % esterilizada e procedeu-se à homogeneização das 
amostras, obtendo a diluição inicial 10-1. Em seguida, preparou-se diluições decimais sucessivas até 10-3 
(Silva et al., 2007).

Foram preparados os meios de cultura M Endo Agar® e M FC Agar® de acordo com as instruções do 
fabricante e vertido em placas de Petri, em ambiente asséptico usando-o ao solidificar (Silva et al., 2010).

Para a determinação de coliformes totais e coliformes termotolerantes, foram transferidos 0,1 mL da 
diluição 10ˉ³ das amostras para as placas de Petri contendo os meios de cultura específico, espalhando o 
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inóculo por toda a superfície do meio. Incubou-se em estufa bacteriológica a 35 °C para Coliforme total 
e 45 °C para Coliforme termotolerante, ambos por 48 h para o desenvolvimento das colônias. 

Todo o material utilizado para o processamento das amostras estava esterilizado e todo procedimento 
foi realizado próximo ao bico de Bunsen com a chama a meia altura em uma câmara de fluxo laminar 
(Silva et al., 2007).

Os resultados foram considerados positivos quando houve formação de colônias com características 
compatíveis ao de Coliformes Totais (colônias verde com brilho metálico) e Coliformes Termotolerantes 
(colônias azuis para fecal e colônias cinza a cor creme para não fecal), sendo então realizadas as conta-
gens das colônias e expressas em UFC/g (Unidades Formadoras de Colônias por gramas).

Resultados e Discussão
Foram analisadas 15 amostras de saladas cruas comercializadas em cinco supermercados da cidade de 

Manaus-AM através da metodologia de plaqueamento em superfície. Os estabelecimentos um, dois, três, 
quatro e cinco ficam localizados em uma das principais ruas dos bairros: Adrianópolis, Nossa Senhora 
das Graças, Adrianópolis, Nossa Senhora das Graças e Parque 10 de Novembro respectivamente.

Os resultados da pesquisa para coliforme total encontram-se na Tabela 1. 

Tabela 1. Contagem das Unidades Formadoras de 
Colônias de Coliforme Total em amostras de salada crua 

comercializada na cidade de Manaus-AM.

Estabelecimento
Frequência de UFC/g por aquisição

Coliforme Total
1ª aquisição 2ª aquisição 3ª aquisição

1 >106 >106 >106

2 >106 >106 >106

3 >106 >106 >106

4 >106 >106 >106

5 3,1 x 104 5,4 x 104 3,6 x 104

LMA - - -

Legenda: LMA= Limite Máximo Aceitável (RDC Nº 12, 2001).

Na tabela 2 estão representados os resultados obtidos na pesquisa de coliformes termotolerantes. 
Observa-se que nos cinco estabelecimentos analisados, as amostras apresentaram contagem elevada de co-
liformes totais. A RDC nº 12, de 2 de janeiro de 2001 não estabelece limites de tolerância para o grupo dos 
coliformes totais em saladas cruas. Entretanto, a presença desses microrganismos evidencia condições hi-
giênico-sanitárias insatisfatórias, podendo-se considerar que os cinco estabelecimentos praticam de forma 
incorreta a higienização das hortaliças, colocando em risco a saúde dos consumidores (Mallet et al., 2017). 

Tabela 2. Contagem das Unidades Formadoras de Colônias 
de Coliforme Termotolerante em amostras de salada crua 

comercializada na cidade de Manaus-AM.

Estabelecimento
Frequência de UFC/g por aquisição

Coliforme Termotolerante
1ª aquisição 2ª aquisição 3ª aquisição

1 Aus. Aus. Aus.
2 3,0 x 103 4,0 x 103 9,0 x 103

3 5,0 x 103 Aus. Aus.
4 Aus. Aus. 1,0 x 103

5 1,0 x 103 1,0 x 104 6,0 x 103

LMA 102 102 102

Legenda: LMA= Limite Máximo Aceitável (RDC Nº 12, 2001); Aus=Ausente
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Segundo Monteiro (2016), a elevada contaminação das saladas prontas para consumo pode ser atribuída 
a uma contaminação inicial elevada, a ações de higiene inadequadas e condições inconvenientes de tem-
peratura durante o acondicionamento. De acordo com Lima et al. (2003) a utilização de soluções cloradas, 
controle de temperatura e processamento por radiação gama constitui uma combinação de procedimentos 
que podem contribuir para a melhoria da qualidade microbiológica de vegetais minimamente processados.

A pesquisa realizada por Rocha et al. (2014) com saladas cruas adquiridas em restaurantes da cidade 
de Teresina-PI obteve resultados semelhantes ao nosso, já que 100% das amostras apresentaram índices 
elevados de contaminação por coliformes totais, fato relatado também por Santos et al.(2015) ao analisar 
saladas cruas e cozidas comercializadas em Cruz das Almas, Bahia.

Nas amostras obtidas nos supermercados identificados de 1 a 4 temos uma quantidade de colônias que 
ultrapassa o limite superior da contagem significativa, que segundo Schortemeyer et al. (1996) é de 300.

Observa-se que amostras dos estabelecimentos dois a cinco apresentaram presença de coliformes 
a 45ºC de origem fecal, sendo considerada em desacordo com a legislação vigente estabelecida pela 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Brasil, 2001), que estabelece um parâmetro máximo de 102 

UFC/g para hortaliças cruas. Então, de acordo com a legislação, tais amostras foram consideradas como 
“produtos em condições higiênico-sanitárias insatisfatórias” para o consumo. Os coliformes fecais são 
microrganismos que podem ser encontrados nas fezes. Uma pessoa que ingere alimentos contaminados 
por coliformes fecais pode apresentar sintomas desde uma diarreia, náuseas e vômitos, até mesmo uma 
infecção urinária (Franco e Landgraf, 2008).

A presença de coliformes nas amostras analisadas indicam que os comerciantes deveriam conhecer e 
seguir a RDC n° 216, de 15 de setembro de 2004, que dispõe sobre regulamento técnico de boas práticas 
para serviços de alimentação a fim de garantir as condições higiênico-sanitárias do alimento preparado 
(Brasil, 2004). 

Observa-se também que é essencial a implementação de ações que fiscalizem as condições higiênico-
sanitárias de supermercados, a fim de promover a distribuição de alimentos seguros aos consumidores.  

Conclusões
A qualidade microbiológica das saladas cruas comercializadas em supermercados na cidade Manaus-

AM foi insatisfatória, de acordo com as normas da ANVISA, devido à ocorrência de contaminação por 
coliformes totais e termotolerantes, indicando falta de condições higiênico-sanitárias durante o preparo 
do alimento analisado.

As condições higiênico-sanitárias são indispensáveis durante o preparo de saladas e a manipulação 
incorreta pode comprometer a qualidade final desse produto. Os surtos causados por microrganismos 
podem causar doenças graves, sobretudo em crianças, idosos e imunodeprimidos.
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Resumo
Fungos são seres vivos que apresentam grande importância ecológica, econômica e industrial. Estes 
são conhecidos por serem capazes de biossintetizar metabólitos secundários úteis, especialmente para 
as indústrias farmacêutica e alimentícia. Dentre os biocompostos produzidos por esses organismos es-
tão as azafilonas, pigmentos naturais com atividade antimicrobiana extraídos de fungos de diversos 
gêneros, entre eles o Penicillium. Considerando o potencial biotecnológico das espécies deste gênero e 
dos metabólitos produzidas por elas, este trabalho apresenta técnicas indutoras de desvios metabólicos 
(OSMAC) utilizadas no cultivo do fungo Penicillium sclerotiorum, endofítico isolado da planta Duguetia 
stelechantha (Annonaceae). Por meio desta estratégia, concluiu-se que meios pobres em carbono estimu-
lam o acúmulo de pigmentos nas células. Por meio da espectrometria de massas, cinco azafilonas foram 
identificadas como os constituintes majoritários do extrato.

Palavras-chave: Metabolismo microbiano, pigmentos, policetídeos.

Introdução
Os fungos endofíticos colonizam os tecidos internos das plantas por pelo menos um período do seu 

ciclo de vida sem causar sintomas visíveis. Neste tipo de associação mutualística ocorre uma especiali-
zada e complexa comunicação química na qual nenhum dos parceiros interagentes é prejudicado. Além 
disso, benefícios individuais ocorrem para ambos os organismos (Zhang et al., 2006; Guo et al., 2008; 
Huang et al., 2011; Kusari et al., 2012).

Estes organismos vêm sendo amplamente investigados quimicamente por sua capacidade de bios-
sintetizar metabólitos secundários das mais diversas classes. Substâncias estas, que em certas situações 
podem ser utilizadas pela hospedeira como uma defesa química (Zhang et al., 2006; Guo et al., 2008; 
Meng et al., 2011; Kusari et al., 2012; Meng et al., 2015; Spiteller, 2015).

Em outras situações, os fungos incorporam parte do material genético de sua hospedeira operando 
como verdadeiros produtores de metabólitos especializados outrora apenas produzidos pelas plantas 
(Zhang et al., 2006). Vários desses metabólitos são fármacos de interesse industrial, o que só aumenta 
o interesse biotecnológico por estes organismos. Alguns exemplos clássicos desta interação denominada 
transferência gênica horizontal são a produção de paclitaxel por Taxomyces andreanae (Stierle et al., 
1993) e de desoxipodofilotoxina por Aspergillus fumigatus (Kusari et al., 2009).

Dentre os fungos mais frequentemente encontrados como endofíticos, destacam-se os representantes 
do gênero Penicillium (Zhang et al., 2006; Mapari et al., 2010; Meng et al., 2011). Estes organismos são 
responsáveis por produzir, em determinadas circunstâncias, grandes quantidades de metabólitos secun-
dários com as mais diversas atividades, tais como antibacteriana, anticâncer, antifúngica, inseticida, 
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herbicida, dentre outras. Além deste potencial, este gênero destaca-se pela produção de pigmentos das 
mais variadas cores e classes químicas (Guo et al., 2008; Huang et al., 2011; Gao et al., 2013).

Dentre os principais pigmentos com potencial na indústria alimentícia isolados de Penicillium spp. 
encontram-se moléculas como: citromicetina, viomeleína e em especial, uma série de compostos deno-
minados azafilonas, tendo como principal representante o composto monascorubrina (Figura 1).
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Figura 1. Estruturas químicas de alguns pigmentos fúngicos não-tóxicos e estrutura geral das azafilonas.

Na Ásia, esta classe de compostos é utilizada há séculos para colorir o arroz (Mapari et al., 2010). 
Além do potencial colorífico, certas azafilonas possuem variadas propriedades biológicas como antimi-
crobiana, antiviral, anti-inflamatória e redutora do colesterol, esta última responsável por incluir esta 
classe como um nutracêutico (Mapari et al., 2010; Gao et al., 2013).

O objetivo desse trabalho foi utilizar uma abordagem de OSMAC (One Strain Many Compounds) no 
cultivo do fungo endofítico Penicillium sclerotiorum, variando os meios de cultura e a oxigenação com o 
intuito de otimizar a produção de metabólitos secundários do mesmo.

Material e Métodos
O fungo Penicillium sclerotiorum (código DgC3.2.2) foi isolado no Laboratório de Bioensaios e de 

Microrganismos (LABMICRA) da Universidade Federal do Amazonas a partir do caule da planta Duguetia 
stelechantha (Annonaceae). Para esta etapa, o material vegetal (fragmentos de 5 mm x 5 mm) passou por 
assepsia em uma câmara de fluxo laminar. O procedimento ocorreu por meio de imersão em álcool 70% 
por 1 minuto, em hipoclorito 2.5% por 4 minutos e novamente em álcool 70% por 2 minutos (Souza et 
al., 2004). Ao final, os fragmentos foram lavados por imersão em água destilada esterilizada e inoculados 
em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200 g/L de batata, 20 g/L de dextrose e 15 g/L de 
ágar) com o antibiótico terramicina a 4%. Após o inóculo, as placas foram incubadas em câmaras do 
tipo demanda bioquímica de oxigênio (BOD) a 26 °C, e a cada 24 horas foi realizada a verificação do 
crescimento fúngico, seguido de sucessivos repiques.  

A purificação das cepas fúngicas se deu por meio da obtenção de culturas monospóricas. Esta etapa 
foi feita através de diluições seriadas dos esporos (Petrini et al., 1993). As colônias puras foram preser-
vadas conforme metodologia de Castellani (De Capriles et al., 1989) e depositadas na coleção de micror-
ganismos do LABMICRA e cedida pela Dra. Antonia Souza para o Grupo de Pesquisa em Metabolômica 
e Espectrometria de Massas (MMSRG) da UEA.
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A caracterização em nível de gênero foi realizada por microcultivo e análise das estruturas reproduti-
vas por microscopia ótica. Em seguida, o isolado monospórico foi cultivado em meio líquido batata dex-
trose levedura (BDL, batata 200 g/L, dextrose 10 g/L, extrato de levedura 2 g/L) sob agitação a 150 rpm 
e 28 °C para obtenção de massa micelial. Após a separação das células do caldo fermentado por meio de 
filtração à vácuo, o ácido desoxirribonucleico (DNA) total foi obtido conforme o protocolo de extração 
por detergente catiônico 2% (Doyle e Doyle, 1987). A integridade do DNA extraído foi visualizada por 
meio de gel de agarose 0,8% (m/m), quantificada em um espectrofotômetro UV-Vis modelo NanoDrop 
2000 e logo após diluída para a concentração de 100 ng/μL.

A identificação molecular dos isolados foi feita com base na região do espaçador interno transcrito e do-
mínios D1/D2 da região 28S do rDNA utilizando-se os primers ITS 1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’), 
(Arnheim et al., 1990). Os amplicons esperados foram fragmentos de aproximadamente 700 pares de 
bases correspondentes à região ITS. Reações de PCR foram realizadas utilizando 100 ng do DNA total; 
0,5 pmol de cada primer; 1X de tampão de reação (100 mM Tris-HCl (pH 8,8 a 25 ºC), 500 mM KCl, 0,8% 
(v/v) Nonidet P40); 2 mM de MgCl2; 1 mM de dNTPs e uma unidade de Taq DNA polimerase (DNA 
Express) para um volume final de 25 µL. As condições de PCR foram: desnaturação inicial a 94 °C por 3 
min, seguido de 40 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 1 min, anelamento 57 °C por 1 min., extensão a 
72 °C por 1,5 min, seguido de extensão final a 72 ºC por 5 min.

Os amplicons gerados foram visualizados em gel de agarose com auxílio do marcador 1kb para confir-
mar a amplificação apenas da região de interesse. Os produtos de PCR foram tratados com polietilenogli-
col (PEG 20%) e sequenciadas usando o kit BigDye™ Terminator v3.1, no 3500 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems™) conforme recomendações do fabricante. A sequência consenso para cada locus foi obtida 
com base no sequenciamento das fitas forward (F) e reverse (R) utilizando-se o programa DNA Baser 
v.4.36 (http://www.dnabaser.com/) para montagem de contig. o Alinhamento das sequências obtidas foi 
realizado utilizando-se a ferramenta nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). As sequências 
foram depositadas no GenBank.

Para a avaliação das condições de cultivo, esporos do fungo P. sclerotiorum (50 μL) foram inoculados 
em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo 125 mL de diferentes meios de cultura (Tabela 1). Os 
cultivos ocorreram a 26 °C avaliando-se a influência de oxigenação constante (agitação em shaker à 180 
rpm) e reduzida (estático) durante 28 dias.

Após este período, uma filtração a vácuo foi realizada para separar o micélio do caldo fermentado. Em 
seguida, o meio líquido contendo os metabólitos foi extraído com acetato de etila por meio de procedi-
mento de partição líquido-líquido (125 mL, 1:1 v/v), enquanto que os metabólitos presentes no micélio 
foram extraídos com metanol (125 mL).

Tabela 1. Diferentes meios de cultura para a variação da fonte de carbono e condições de cultivo de P. sclerotiorum 
(DgC3.2.2).

Meio de cultura Composição em água Fonte primária de carbono

BDL
batata (200 g/L)

D-glicose anidra (20 g/L)
extrato de levedura (2 g/L)

carboidratos livres (glicose, arabinose, xilose),
polissacarídeos (pectina)

ISP2
amido de milho (4 g/L)

extrato de levedura (4 g/L)
extrato de malte (10 g/L)

polissacarídeos (amilose e amilopectina)

Czapek modificado

D-glicose anidra (10 g/L)
sulfato de ferro III (10 mg/L)

nitrato de sódio (3 g/L)
fosfato de potássio bibásico (1 g/L)

sulfato de magnésio (500 mg/L)
cloreto de potássio (500 mg/L)

carboidrato livre (glicose)

Malte extrato de malte (20 g/L) dissacarídeo (maltose)

Meio de Carne
extrato de carne (20 g/L)
D-glicose anidra (20 g/L)

hidrolisado proteico (aminoácidos)
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As caracterizações dos pigmentos produzidos foram realizadas em um sistema de LC-MS/MS 6550 
iFunnel da Agilent, constituído de um cromatógrafo de alta performance acoplado a um espectrômetro 
de massas com geometria do quadrupolo tempo de voo (Q-TOF). A técnica de ionização utilizada foi a 
eletrospray (ESI) e os parâmetros de ionização foram os seguintes: voltagem do capilar, 4000 V; tensão 
do bocal, 0 V; fragmentador, 100 V; skimmer (capilar de transferência), 65 V; temperatura do gás, 275 °C; 
vazão de gás, 14 L/min; nebulizador, 45 psi. A temperatura do auto-amostrador foi mantida a 20 °C e o 
volume de injeção foi de 10 μL. 

A separação dos compostos foi realizada em uma coluna Poroshell 120 EC-C18 (Dimensões 50 mm x 
4.6 mm, diâmetro da partícula 2.7 μm) utilizando uma fase binária (solvente A: água, solvente B: meta-
nol) para as separações. A eluição em gradiente a 30 °C foi a seguinte: 0-2 min, 5% B; 2-15 min, 5-60% 
(v/v) B; 15-25 min, 60-70% (v/v) B; 25-35 min, 70-100% (v/v) B; 35-50 min, 100% de B a uma vazão de 
0,4 mL/min.  As identificações foram realizadas por meio da interpretação manual dos espectros de MS/
MS em comparação com a literatura adequada. Os espectros obtidos foram processados utilizando-se o 
software Mass Hunter Qualitative Analysis versão B.07.00.

Ao final, o solvente foi removido por meio de roto-evaporação à vácuo e os extratos totalmente secos 
em dessecadores contendo sílica granular para remoção da umidade. O rendimento de produção de pig-
mento foi calculado em porcentagem através da equação:

Resultados e discussão
A avaliação da produção de pigmentos foi realizada por meio do cálculo de rendimento de extrato 

obtido contendo metabólitos (azafilonas). Inicialmente observou-se que durante o crescimento fúngico 
os pigmentos eram acumulados nas células (micélio) e que ao longo do tempo de crescimento estes eram 
excretados para o meio de cultura. Também se observou que a produção dos pigmentos (alteração nos 
padrões de cor) atinge seu ponto máximo a partir do vigésimo terceiro dia, fato este que se deu pela 
observação da mudança de intensidade da cor do meio de laranja claro para um vermelho escuro em um 
período de 72 horas (Figura 2).

Após verificadas as condições do tempo de cultivo, extratos foram produzidos para cada condição ao 
fim de 28 dias. Em relação ao total da massa do extrato obtida a partir do caldo fermentado (extrólitos), o 
cultivo no meio ISP2 sob agitação foi o mais promissor. Nesta situação, foram obtidos 747 mg de extrato 
de pigmentos, o que representa um rendimento de 4,15% (m/m).

Entretanto, o meio em Czapek em modo estático, ainda que menos rico em nutrientes e com pouca 
oxigenação nesta condição, apresentou a recuperação de 519 mg de extrato. Considerando a massa de 
fonte de carbono que neste último é apenas a glicose, este é o meio com o maior rendimento. Foram 

4 dias 11 dias 25 dias
Figura 2. Crescimento estático do isolado no meio de cultura ISP2 no qual pode-se observar a pigmentação do meio.
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recuperados do caldo, cerca de 5,19% (m/m) da massa fornecida na forma de pigmentos. No geral, 
houve alternância no modo de fermentação. Para o cultivo estático, os meios de cultura BDL e Czapek 
foram melhores, enquanto que os meios ISP2 e extrato de carne proporcionaram mais pigmentos sob 
agitação. Os resultados obtidos neste trabalho apresentam rendimentos comparáveis aos das produções 
de azafilonas pelos fungos Penicillium sp. TA85S (Ogihara et al., 2000) e ao da recém descoberta espécie 
Talaromyces atroroseus (Frisvad et al., 2013).

Tendo em vista que os pigmentos estudados neste trabalho foram excretados para o meio fermentado 
a partir da segunda semana, os micélios também foram analisados quanto ao seu rendimento. Para os 
cultivos estáticos, o micélio acumulou mais pigmentos em todos os meios de cultura, com exceção do 
Czapek. Curiosamente, quando submetido à agitação, o mesmo meio passou a ter o maior rendimento, 
cerca de 12,8% (m/m). Desta forma, escolheu-se o meio em Czapek para as identificações das azafilonas 
presentes mediante cultivo sob agitação e nas células desta cepa (micélio, metabólitos intracelulares).

Ao ser submetida às análises por LC-MS/MS, o extrato do micélio de P. sclerotiorum em Czapek apre-
sentou uma alta complexidade. Em torno de 30 picos foram detectados por espectrometria como sendo 
constituintes válidos deste extrato (Figura 3). A interpretação manual dos espectros de íons produtos 
indicou que a amostra é realmente dominada por azafilonas. Surpreendentemente, todos os picos que 
possuem relação com azafilonas apresentaram moléculas protonadas ([M+H]+) com razão massa/carga 
(m/z) pares e padrão isotópico condizente à presença de um átomo de cloro na estrutura, estratégia que 
adotamos inspirada em metodologias recém descritas (Allard et al., 2016), mas até então, não aplicadas 
para pigmentos do tipo das azafilonas.

O fato de apresentarem m/z pares confirmou que se tratam de azafilonas com um número ímpar de 
nitrogênios em suas estruturas (regra do nitrogênio). A análise dos dados obtidos de fragmentação por 
meio do experimento de varredura de íons produtos permitiu a identificação de cinco azafilonas cloradas 
neste extrato (Figura 3). Utilizando-se como modelo a fragmentação em fase gasosa do pico majoritário, a 
esclerotioramina (3), foram identificadas as azaphilonas: isocromofilona VI (1), isocromofilona IX (2), 2(6H)-
Isoquinolineacetic acid, 7-(acetyloxy)-5-chloro-3-(3,5-dimethyl-1,3-heptadien-1-yl)-7,8-dihydro-alpha,7-
dimethyl-6,8-dioxo- (4) e Pentanedioic acid, 2-[7-(acetyloxy)-5-chloro-3-(3,5-dimethyl-1,3-heptadien-1-
yl)-7,8-dihydro-7-methyl-6,8-dioxo-2(6H)-isoquinolinyl]- (5). Estas azafilonas foram identificadas em 
algumas espécies dos gêneros Aspergillus, Diaporthe, Monascus e Penicillium (Gao et al., 2013).
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Figura 3. Cromatograma de íons totais da análise por LC-MS/MS do extrato de pigmentos produzido por 

Penicillium sclerotiorum em meio Czapek e estruturas das azafilonas identificadas.
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Conclusões
A linhagem endofítica de Penicillium sclerotiorum é uma prolífica produtora de pigmentos com po-

tencial biotecnológico.

Ao aplicar-se a técnica de OSMAC, verificou-se que uma fonte pobre de carbono baseada em glicose e 
que nela o nitrogênio fosse inorgânico permitiu a produção de metabólitos complexos. Nesta condição os 
pigmentos ficaram retidos em sua maioria no micélio (metabólitos intracelulares), possivelmente como 
reserva de carbono.

A análise química da condição com maior rendimento de produção revelou a presença de azafilonas 
nitrogenadas e cloradas como moléculas dominantes no extrato.
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Resumo
Os microrganismos têm um metabolismo bastante diversificado e podem reagir de forma diferente quan-
do colocados em condições diferentes de meios de cultura, temperatura, pH e pressão de oxigênio. 
Conhecer essas variações pode ser importante para entender como usam os nutrientes dos meios de 
cultura, principalmente quando se altera a fonte de carbono de proteínas para carboidratos e vice e 
versa. Esse trabalho teve como objetivo, avaliar o crescimento e as modificações das colônias de seis 
bactérias capazes de degradar a lactose (carboidratos) e o glúten (proteínas) como forma de melhor en-
tender seus metabolismos e potenciais biotecnológicos. Foram testadas as bactérias INPA BLG01, BLG22, 
BLG28, BLG52, BLG56 e BLG70. Houve influência dos meios de cultura nas taxas de crescimento e nas 
características das colônias das seis bactérias degradadoras de lactose e glúten. O meio cuja fonte de 
carbono é constituída de proteínas (glúten) foi o que mais favoreceu o crescimento das bactérias INPA 
BLG01, BLG22, BLG28, BLG52. Os Índices de Degradação do Glúten (IDG) dessas bactérias variaram de 
0,0 a 2,42 após 24 horas de incubação e de 1,45 a 3,55 após 48 horas. As bactérias que apresentaram as 
maiores taxas de crescimento no meio com glúten foram as INPA BLG01, BLG22, BLG28. Todas as seis 
bactérias mostraram modificações quanto ao aspecto das colônias em decorrência da constituição da 
fonte de carbono do meio de cultura. Essas diferenças de características podem ser usadas para facilitar 
futuros estudos com essas bactérias.

Palavras-chave: Metabolismo microbiano, biotecnologia, microbiota amazônica.

Introdução
Os microrganismos têm um metabolismo bastante diversificado e muitos reagem de forma diferente 

quando colocados em condições diversas de meios de cultura, temperatura, pH e pressão de oxigênio 
(Salanitro et al., 1974; Son et al., 2002; Cho e Giovannoni, 2004; Oliveira et al., 2004; Leite, 2012). 

Essas reações diferenciadas permitem selecionar aqueles de interesse econômico ou ecológico, depen-
dendo do seu manancial enzimático e metabólico. Além disso, ao longo do tempo, essas respostas, de 
acordo com os meios de cultivo, serviram para separar e identificar com mais precisão, determinados mi-
crorganismos. Devido a isso, existem manuais e artigos relatando meios de cultura capazes de identificar 
grupos de microrganismos de acordo com suas características bioquímicas e fisiológicas (Zimbro et al., 
2009; Atlas, 2010), facilitando o isolamento, seleção e caracterização daqueles de interesse humano. Apesar 
da relevância da morfologia de colônias bacterianas para o seu reconhecimento, poucos estudos são reali-
zados com esse objetivo (Sousa et al., 2013). Perceber as mudanças das características das colônias e dos 
microrganismos nos meios de cultura facilitam o trabalho de seleção e identificação dos mesmos.

Estudos iniciais realizados com bactérias capazes de degradar a lactose e o glúten, com potencial para 
serem usados futuramente como probióticos ou supridores de lactases e gluteases para indivíduos com 
intolerância à lactose e/ou Doença Celíaca indicaram mudanças de características nos meios contendo 
esses dois componentes como fontes de carbono (Minelli-Oliveira, 2017). Para um melhor entendimento 
dessas mudanças, foram realizados alguns testes visando mostrar algumas dessas modificações fisioló-
gicas de seis dessas bactérias. 
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Material e Métodos
Foram usadas as bactérias INPA BLG01, BLG22, BLG28, BLG52, BLG56 e BLG70, que em testes ini-

ciais, mostraram mudanças de características quando colocadas para crescer em meios contendo lactose 
ou glúten como fontes de carbono (Minelli-Oliveira, 2017). As bactérias foram repicadas em placas de 
Petri contendo meio YMA (Vincent, 1970), substituindo o manitol pela lactose ou pelo glúten.

Com o auxílio de palitos de dentes esterilizados, foi retirada uma porção da colônia bacteriana, reali-
zando-se um leve toque no meio de cultura; cada placa conteve cinco colônias como repetições. As placas 
foram incubadas a 37 ºC e avaliadas 24 e 48 horas depois quanto ao crescimento microbiano e caracterís-
ticas das colônias. No caso do meio contendo glúten, também foi avaliado o halo de degradação usando 
um paquímetro digital. A avaliação nessa temperatura teve como finalidade, verificar a habilidade dessas 
bactérias em crescer e produzir metabólitos capazes de degradar o glúten na temperatura corporal humana.

A partir dessas medidas, foram obtidos os Índices de Degradação do Glúten (IDG) para cada bactéria, pela 
fórmula: DD (diâmetro da zona de degradação em mm)/DC (diâmetro da colônia em mm), adaptando-se os 
critérios e cálculos de Berraquero et al.(1976). Com base nos índices, os isolados foram classificados de acordo 
com a capacidade de degradação do glúten em: baixa (IDG<2), média (2≤IDG<4) e alta (IDG≥4).

Além disso, foi realizada a caracterização visual das colônias bacterianas segundo as metodologias 
de Vincent (1970), Hungria e Araújo (1994), Prescott et al. (2004) e Malajovich (2015), como forma de 
conhecer melhor cada uma delas quando crescidas em cada um dos dois meios de cultura.

As avaliações das colônias dessas bactérias foram realizadas nos dois meios sólidos em placas de 
Petri, quanto ao crescimento lento (colônias visíveis apenas depois de quatro dias) e rápido (colônias 
visíveis em até três dias), diâmetro (pequena, média ou grande), forma da colônia (circular, irregular, 
rizoide, filamentosa ou puntiforme), elevação (côncava, elevada, ondulada, protuberante, achatada ou 
convexa), bordos (lisos, lacerados, lobados, filamentosos ou ondulados), estrutura (lisa, granulosa, fi-
lamentosa ou rugosa), brilho (transparente, translúcida ou opaca), coloração (incolor ou pigmentada) e 
aspecto (viscosa, úmida, membranosa, gelatinosa ou leitosa). 

Resultados e discussão
Houve diferença nos crescimentos das bactérias em resposta aos meios de cultura já na primeira ava-

liação, após 24 horas de incubação. No meio com glúten, as bactérias apresentaram um diâmetro médio 
quase o dobro (8,5 mm) do apresentado no meio com lactose (4,5 mm). Das seis bactérias, apenas as 
INPA BLG56 e BLG70 não mostraram diferença de crescimento nos dois meios de cultura. O mesmo com-
portamento foi observado após 48 horas de incubação. A única diferença perceptível foi o crescimento 
mais acelerado da INPA BLG22 no meio com glúten, que mostrou as maiores colônias, com média quase 
o dobro da segunda maior, a INPA BLG01. Com 24 horas, suas colônias apresentaram diâmetros iguais 
(13,3 mm). Devido a esse crescimento no meio com glúten, não foi possível avaliar adequadamente os 
diâmetros dos halos de degradação desse complexo proteico e nem calcular o seu Índice de Degradação 
do Glúten (IDG). 

Essas diferenças de comportamentos das bactérias são devido às características intrínsecas da lactose 
e do glúten. A lactose (Galactose β-1,4 glucose) é um carboidrato característico do leite, sendo o consti-
tuinte predominante e menos variável da sua matéria seca. É o mais importante em quantidade dos sóli-
dos não graxos (Veisseyre, 1988, Mattar e Mazo, 2010). É um dissacarídeo redutor sintetizado nas células 
alveolares das glândulas mamárias, formado por dois monossacarídeos, uma molécula de α-d-glicose e 
uma de β-d-galactose.

O glúten, por outro lado, é um termo geral para definir as proteínas da farinha de trigo que são pouco 
solúveis em água. Do ponto de vista bioquímico, o glúten é uma mistura de quatro tipos de proteínas: albu-
minas, globulinas, gliadinas e gluteninas. As albuminas e globulinas correspondem a aproximadamente 15 
% das proteínas, enquanto que os restantes 85 % são formados por proteínas monoméricas e poliméricas, 
denominadas gliadina e glutenina, dos quais 40% são gliadinas (Morón et al., 2008). 
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Percebe-se, portanto (Tabela 1), que as bactérias INPA BLG01, BLG22 e BLG28 metabolizam as proteí-
nas que constituem o glúten com mais eficiência do que o dissacarídeo lactose. Essa diferença de metabo-
lismo também foi observada com menos intensidade na bactéria INPA BLG52, mas não houve diferença 
de metabolismo desses dois compostos pelas bactérias INPA BLG56 e BLG70. 

Com relação à habilidade de degradarem o glúten, avaliadas pelos seus Índices de Degradação do 
Glúten (IDG), observa-se que variaram de 0,0 a 2,42 após 24 horas de incubação e de 1,45 a 3,55 após 
48 horas, com a INPA BLG56 apresentando os maiores índices. Com base nos critérios de Berraquero et 
al. (1976), esses valores são considerados como baixos ou médios. No entanto, esse método não leva 
em conta, os tamanhos das colônias. As altas taxas de crescimento das bactérias INPA BLG01, BLG22 e 
BLG28 no meio contendo glúten indicam que elas apresentam altas capacidades de degradar esse com-
plexo proteico, apesar de seus IDG não refletirem esses potenciais.

Além de influenciar no crescimento das bactérias, a lactose e o glúten também proporcionaram compor-
tamentos distintos quanto às características morfológicas das colônias desses microrganismos (Tabela 2).

Tabela 1. Crescimento das colônias e Índice de Degradação do Glúten das bactérias em meios contendo lactose e glúten.

Bactéria
INPA
BLG

24 horas 48 horas
Lactose Glúten Lactose Glúten

Diâmetro 
colônia

Diâmetro 
colônia

Diâmetro 
halo IDG 

Diâmetro 
colônia

Diâmetro 
colônia

Diâmetro 
halo IDG

 ------------ mm --------------- ------------ mm ---------------
01 5,8 b 13,3 a 16,9 1,27 10,6 b 17,6 a 25,5 1,45
22 4,2 b 13,3 a 19,5 1,47 10,3 b 30,6 a >40,0* ---
28 5,2 b 10,5 a 20,5 1,95 9,3 b 13,2 a 28,5 2,16
52 1,8 b 3,8 a 0,0 0,0 1,9 b 4,7 a 10,2 2,17
56 4,9 a 4,8 a 11,6 2,42 5,6 a 5,1 a 18,1 3,55
70 5,0 a 5,3 a 6,9 1,30 6,5 a 6,2 a 11,6 1,87
Médias 4,5 b 8,5 a 12,6 1,40 7,4 b 12,9 a 18,8** 2,24**

* Halos se juntaram sem possibilidade de medição exata. ** Média sem o valor da INPA BLG22. As letras mostram as diferenças de crescimento de cada 
bactéria em cada um dos meios (lactose e glúten) pelo teste de Tukey a 5 %.

Tabela 2. Caracterização fenotípica das colônias das bactérias em meios com glúten e lactose.

Características das colônias
Bactérias INPA 

BLG 01 BLG 22 BLG 28 BLG 52 BLG 56 BLG 70

Crescimento
G Rápido Rápido Rápido Rápido Rápido Rápido
L Rápido Rápido Rápido Rápido Rápido Rápido

Tamanho
G Grande Grande Grande Grande Grande Grande
L Grande Grande Grande Médio Médio Médio

Forma
G Irregular Irregular Irregular Circular Circular Circular
L Irregular Irregular Irregular Circular Circular Circular

Elevação
G Achatada Elevada Ondulada Elevada Ondulada Achatada
L Achatada Achatada Achatada Achatada Ondulada Achatada

Bordas
G Lisas Lobadas Lobadas Lisas Lisas Lobadas
L Onduladas Onduladas Onduladas Lisas Lisas Lisas

Estrutura
G Rugosa Rugosa Lisa Lisa Rugosa Rugosa
L Lisa Rugosa Lisa Lisa Lisa Rugosa

Brilho
G Opaco Opaco Opaco Opaco Opaco Opaco
L Translú-cido Translú-cido Opaco Transpa-rente Translú-cido Translú-cido

Cor
G Branca Verde azulada Branca Incolor Branca Branca
L Incolor Branca Branca Incolor Branca Branca

Aspecto
G Membra-noso Membra-noso Gelati-noso Leitoso Leitoso Membra-noso
L Membra-noso Membra-noso Membra-noso Membra-noso Membra-noso Membra-noso

G: Meio contendo glúten. L: Meio contendo lactose
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Todas as bactérias apresentaram crescimento rápido (colônias visíveis com menos de 48 horas) em 
ambos os meios de cultura. Foram observadas mudanças na morfologia externa das colônias de algumas 
bactérias quando comparados seus crescimentos nos dois meios: no tamanho das colônias, todas as 
seis bactérias mostraram crescimento elevado no meio rico em proteínas (glúten), mas no meio rico em 
carboidratos (lactose), metade das bactérias (INPA BLG52, BLG56 e BLG70 mostrou crescimento médio, 
indicando preferência pelo meio rico em proteínas. 

Com relação à forma das colônias, três delas mostraram formato irregular e três, circular, sem serem 
afetadas pela fonte de carbono do meio de cultura. Quanto à elevação das colônias, as seis bactérias 
apresentaram elevações achatadas, elevadas e onduladas, sendo que o meio de cultura só afetou essa 
característica nas colônias das bactérias INPA BLG22, BLG28 e BLG52. Quanto às bordas, as colônias 
apresentaram aspectos lisos, lobados e ondulados, com os meios de cultura influenciando essa caracte-
rística de quatro das seis bactérias.

As colônias se mostraram rugosas e lisas, com os meios de cultura interferindo em apenas duas das 
bactérias, as INPA BLG 01 e BLG56. As colônias das seis bactérias apresentaram brilhos opacos, trans-
lúcidos ou transparentes, com os meios de cultura interferindo em cinco das seis bactérias. Apenas a 
INPA BLG28 não mostrou diferença quanto a esse aspecto ao crescer em ambos os meios. Quanto à cor, 
foram observadas as cores branca, incolor e verde azulada. Essa cor foi observada nas colônias da INPA 
BLG22 no meio rico em proteínas (glúten), sendo que no meio com lactose suas colônias apresentaram 
coloração branca. Além dessa bactéria, a INPA BLG01 também foi influenciada pelos meios de cultura. 
Finalmente, com relação ao aspecto das colônias, foram observados o membranoso, gelatinoso e leitoso. 
Nesse caso, os meios de cultura também afetaram esse aspecto das colônias de três das seis bactérias, 
das INPA BLG28, BLG52 e BLG56.

Segundo Sousa et al. (2013), a taxa de crescimento, densidade de colônias nas placas, meios de cultu-
ra, formação de biofilme, características genéticas da bactéria podem interferir no aspecto das colônias. 
Com base nessas variáveis, esses autores identificaram 18 morfotipos diferentes em duas estirpes de 
Pseudomonas aeruginosa, que mostraram variações nos tamanhos, formas, cores, texturas e margens, 
permitindo-lhes caracterizar com mais detalhes, as duas estirpes bacterianas. Usar essas informações, 
portanto, pode facilitar a identificação de bactérias e possíveis mutações que possam ocorrer, além de 
evitar a presença de contaminantes em culturas puras.

Conclusões
Houve influência dos meios de cultura nas taxas de crescimento e nas características das colônias das 

bactérias degradadoras de lactose e glúten, INPA BLG01, BLG22, BLG28, BLG52, BLG56 e BLG70.

O meio cuja fonte de carbono é constituída de proteínas (glúten) foi o que mais favoreceu o cresci-
mento das bactérias INPA BLG01, BLG22, BLG28, BLG52. 

Os Índices de Degradação do Glúten (IDG) dessas bactérias variaram de 0,0 a 2,42 após 24 horas de 
incubação e de 1,45 a 3,55 após 48 horas.

As bactérias que apresentaram as maiores taxas de crescimento no meio com glúten foram as INPA 
BLG01, BLG22, BLG28. 

Todas as seis bactérias mostraram modificações quanto ao aspecto das colônias em decorrência da 
constituição da fonte de carbono do meio de cultura (carboidrato: lactose ou proteínas:glúten).

Essas diferenças de características podem ser usadas para facilitar futuros estudos com essas bactérias.
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Resumo
Os óleos essenciais são alternativas promissoras para o manejo de doença de plantas devido sua reconhe-
cida atividade antimicrobiana. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito fungitóxico de óleos 
essenciais de Piper aduncum, P. hispidinervum, P. hispidum, P. marginatum e P. callosum no controle 
alternativo a Colletotrichum theobromicola agente causal da antracnose da cebolinha (Allium fistulosum). 
Discos de 0,7 cm de diâmetro do fungo C. theobromicola foram depositados individualmente no centro 
das placas de Petri contendo meio de cultura BDA e óleos essenciais nas respectivas concentrações 0%, 
0,03%, 0,1%, 0,2%, 0,5% e 1%. Após 30 dias de incubação, avaliou-se a esporulação fúngica sob o 
efeito das diferentes concentrações dos óleos essenciais. Os experimentos foram conduzidos em delinea-
mento inteiramente casualizados em esquema fatorial (5 x 6), com óleos essenciais de cinco espécies 
vegetais e seis concentrações e cinco repetições. Os dados foram submetidos à análise de regressão linear 
ao nível de 5% de significância. Foi constatado que os óleos essenciais de todas as espécies estudadas 
apresentaram atividade antifúngica frente à C. theobromicola. No entanto, apenas nas espécies P. mar-
ginatum e P. callosum na concentração 1% houve total inibição do patógeno. Quanto à esporulação, na 
concentração 1% de óleo essencial das espécies P. callosum, P. marginatum, P. hispidinervum e P. adun-
cam houve total inibição. Enquanto que o óleo essencial de P. hispidum estimulou a produção de esporos 
de C. theobromicola. Os resultados obtidos nesse estudo comprovam que os óleos essenciais de Piper spp. 
é uma alternativa promissora para o controle da antracnose em cebolinha.

Palavra-chave: Controle alternativo, Piperaceae, C. theobromicola. 

Introdução
A cebolinha (Allium fistulosum L.) é infectada por diversos patógenos que ocasionam prejuízos aos 

produtores. Dentre os agentes causadores de doenças na cebolinha destaca-se o Colletotrichum theobro-
micola (Delacroix), agente causal da antracnose (Matos et al., 2017). Não há fungicidas registrados para 
essa cultura e uma das possíveis justificativas é a sua exploração em pequenas áreas (AGROFIT, 2018). O 
uso de agrotóxicos neste hospedeiro seria considerado problemático, pois a planta apresenta ciclo curto e 
os resíduos dos produtos podem permanecer nas folhas comercializáveis (Araújo et al., 2012). O uso de 
produtos naturais é considerado fonte segura no controle alternativo de doenças em plantas e compatível 
com esse patossistema.

Os óleos essenciais são considerados fungicidas naturais com potencial por suas reconhecidas pro-
priedades antimicrobianas, pois as substâncias bioativas encontradas nas plantas causam inibição do 
crescimento de fungos, inibição de esporulação e germinação de conídios, além de reduzir lesões causa-
das por fitopatógenos (Chiejina e Ukeh, 2012; Ramos et al., 2016).  Dentre as grandes famílias botânicas 
produtoras de óleos essenciais, as Piperaceae merecem destaque. O gênero Piper, o maior da família 
Piperáceae, é conhecido por ser rico em óleos essenciais e algumas espécies desse gênero, como Piper 
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aduncum, Piper hispidinervum, Piper hispidum, Piper callosum e Piper marginatum são ricas em óleos 
essenciais que apresentam atividade antifúngica. 

Na agricultura, estas espécies podem ser usadas como inseticidas naturais, bem como fungicidas 
naturais como descrito por Bastos e Albuquerque (2004). Assim, devido à baixa toxicidade, por serem 
biodegradáveis, somado à ampla aceitação pelo público, os óleos essenciais podem ser usados como 
alternativa promissora aos fungicidas. 

Diante do exposto, o presente trabalho foi conduzido com objetivo de avaliar a atividade antifúngica de 
óleos essenciais de P. aduncum, P. hispidinervum, P. hispidum, P. marginatum e P. callosum sobre o cres-
cimento micelial e produção de esporos de C. theobromicola, agente causador da antracnose da cebolinha.

Material e Métodos
Os trabalhos foram conduzidos no Laboratório de Fitopatologia do Instituto Nacional de Pesquisas 

da Amazônia – INPA e no Laboratório de Plantas Medicinais e Fotoquímica da Embrapa Amazônia 
Ocidental, onde os óleos essenciais foram extraídos por aparelho tipo Clevenger. 

As soluções de óleos foram preparadas nas concentrações de 1%, 0,5%, 0,2%, 0,1% e 0,03%, as 
quais foram incorporadas em meio BDA (batata-dextrose-ágar) fundente e vertidos 15 mL em placas 
de Petri. Após a solidificação, discos de micélio (7 mm de diâmetro) do isolado C. theobromicola foram 
depositados no centro das placas. Posteriormente foram mantidas em câmara de crescimento a 25 oC, 
com fotoperíodo de 12 h. A partir do segundo dia após a repicagem, foram realizadas avaliações a cada 
24 h, até cobertura total do tratamento controle na borda da placa de Petri. O crescimento micelial foi 
obtido pela medida do diâmetro das colônias em dois sentidos perpendiculares, com o auxílio de um es-
calímetro. Com os dados obtidos, foi determinado o percentual de inibição do crescimento micelial (PIC), 
utilizando a fórmula proposta por Bastos (1997).  

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial (5 x 6), 
sendo cinco espécies de Piperaceae (P. aduncum, P. marginatum, P. callosum, P. hispidum, P. hispidiner-
vum) e seis concentrações dos respectivos óleos essenciais com 5 repetições, onde cada placa de Petri 
constituiu uma unidade experimental. Os dados foram submetidos à análise de regressão linear ao nível 
de 5% de significância para verificar a influência das concentrações de óleos essenciais sobre o cresci-
mento micelial e esporulação fúngica.

A avaliação da esporulação fúngica realizou-se 30 dias após a repicagem. Para tanto, 10 mL de água 
destilada foi acrescentada sobre as colônias nas placas de Petri.  Posteriormente, com uma lâmina de 
microscópio, realizou-se uma raspagem superficial do meio de cultura e a suspensão foi filtrada em gaze, 
com o auxílio de um funil de vidro e recolhida em um béquer. A contagem do número de esporos pro-
cedeu-se em câmara de Neubauer.

Resultados e Discussão
Todos os óleos essenciais testados, independente das concentrações, apresentaram atividade inibitória 

sobre o crescimento micelial de C. theobromicola. No entanto, apenas os óleos das espécies P. marginatum 
e P. callosum na concentração 1% inibiram totalmente o crescimento micelial do patógeno (Figura 1). 

No tratamento controle, o crescimento micelial apresentou diâmetros da colônia fúngica superior 
a oito cm de diâmetro, enquanto que os tratamentos com as respectivas concentrações, o crescimento 
micelial atingiu quatro centímetros na concentração de 0,2% e 2,5 cm nas concentrações acima de 0,5% 
e 0,8% dos óleos essenciais. Na Figura 1, observa-se que o crescimento micelial de C. theobromicola de-
cresce em resposta ao aumento das concentrações dos óleos essenciais de Piper spp. (p<0,05). 

As pesquisas realizadas por Bastos e Albuquerque (2004) corroboram com o presente trabalho. Esses 
autores verificaram que o óleo essencial de P. aduncum na concentração acima de 100 µg.mL-1 inibiu 
em 100% tanto o crescimento micelial quanto a germinação de conídios de C. musae e reduziu 100% 
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a severidade e intensidade da antracnose em banana prata na concentração de 1,0% do óleo essencial, 
tendo o mesmo efeito fungitóxico que o fungicida benomil.

O óleo essencial de P. aduncum apresentou atividade antifúngica sobre Moniliophora perniciosa, 
agente causador da vassoura-de-bruxa no cupuaçuzeiro nas quatro concentrações testadas (0,25; 0,50; 
0,75; 1 µg.mL-1), inibindo totalmente o crescimento micelial do fungo (Rocha et al., 2013). 

A ação fungicida ou fungistática dos óleos essenciais de Piper spp. pode estar relacionada com os cons-
tituintes químicos encontrados nos respectivos óleos ou devido à atuação dos compostos que atuam de 
maneira sinérgica ou antagônica. Na Tabela 1 verifica-se a porcentagem de inibição do crescimento mice-
lial, com valores de 7,5% de inibição de C. theobromicola na concentração 0,03% do óleo de P. hispidum, 
até valores de 56,2% de inibição com óleo de P. aduncum. Constatou-se que da concentração 0,2% até 
1% houve inibição acima de 50% do patógeno, exceto para a espécie P. hispidium e 100% de inibição do 
crescimento foi verificado na concentração de 1% utilizando óleo essencial de P. callosum e P. marginatum.

Figura 1. Crescimento micelial de Colletotrichum theobromicola na presença de 
diferentes concentrações de óleos essenciais de Piper spp.

Tabela 1. Porcentagem de inibição do crescimento micelial de C. 
theobromicola frente às diferentes concentrações de óleos essenciais.

Porcentagem de Inibição do Crescimento Micelial de Colletotrichum theobromicola

Espécies

Concentrações

0% 0,03% 0,1% 0,2% 0,5% 1%

------------------------------- % -------------------------------

Piper hispidum 0 7,5 20,0 45,0 66,7 76,2

P. marginatum 0 18,7 62,5 83,7 88,7 100,0

P. callosum 0 22,5 48,0 77,9 83,8 100,0

P. hispidinervum 0 31,2 46,2 68,7 68,7 75,0

P. aduncum 0 56,2 62,5 62,5 66,2 66,2
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O aumento da concentração do óleo essencial proporcionou redução na esporulação do fungo, exceto 
com o óleo essencial de P. hispidum. Os óleos essenciais de  Piper callosum, P. marginatum, P. hispidiner-
vum e P. aduncum, na concentração de 1%, inibiram 100% a esporulação de C. theobromicola, enquanto 
que o óleo essencial de P. hispidum estimulou a produção de esporos de C. theobromicola (Figura 2). 

Flaishman e Kolattukudy (1994) relatam que a germinação de conídios de alguns fungos fitopato-
gênicos pode ser estimulada pela combinação de certos constituintes do óleo essencial. Isso se deve ao 
mecanismo desenvolvido por alguns fungos patogênicos que utilizam os metabólitos secundários como 
um sinal para iniciar a germinação, formação de apressórios e infecção. 

Conclusões
Óleos essenciais de Piper marginatum e P. callosum inibiram em até 100% o crescimento micelial de 

Colletotrichum theobromicola. 

Os óleos essenciais P. aduncum, P. hispidinervum, P. marginatum e P. callosum consideradas neste estu-
do reduziram a produção de esporos de C. theobromicola e P. hispidum estimulou a produção de esporos. 

Portanto, espécies do gênero Piper são consideradas potenciais para o controle de agentes 
fitopatogênicos que acometem culturas de interesse econômico. 
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Resumo
O leite cru é um excelente meio de proliferação microbiana, devido ao seu alto valor nutricional, pH 
neutro, teor de água e temperatura adequados à proliferação dos microrganismos. Este trabalho teve 
como objetivo, analisar a qualidade microbiológica do leite cru disponibilizado para o mercado informal 
no Estado do Amazonas. Foram coletadas 15 amostras em cinco diferentes locais de comercialização na 
cidade de Manaus-AM. As amostras passaram por análises microbiológicas para a detecção de coliformes 
totais e termotolerantes (NMP/g ou mL), Staphylococcus aureus e Salmonella spp. Os resultados obtidos 
mostraram que todas as amostras analisadas apresentaram valores altos de contaminação por coliformes 
totais e fecais. Nenhuma amostra foi detectada com Staphylococcus e apenas uma indicou presença de 
Salmonella spp. As amostras de leite cru estudadas apresentaram irregularidades quanto a sua qualidade 
microbiológica, indicando falta de qualidade no manuseio e produção deste alimento. Ainda assim, o lei-
te não apresentou cepas positivas de Staphylococcus aureus e apenas uma com presença de Salmonella, 
confirmando a baixa incidência desta bactéria no leite.

Palavras-chave: Coliformes, leite informal, patógenos.

Introdução
Segundo a Instrução Normativa nº 62 de 2011 do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, 

‘entende-se por leite, sem outra especificação, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em 
condições de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outros animais deve 
denominar-se segundo a espécie de que proceda’.

Devido sua equilibrada composição de nutrientes, o leite possui um alto valor biológico, sendo con-
siderado um dos mais completos alimentos in natura, por isso a importância do controle da qualidade 
deste produto amplamente consumido em todo o mundo (Tronco, 2008). Apresenta alto conteúdo de 
aminoácidos essenciais, carboidratos, gordura, vitaminas e minerais. Os elementos sólidos representam 
aproximadamente 12 a 13 % do leite, e a água aproximadamente 87 %. Os principais elementos sólidos 
do leite são lipídios (3,5% a 5,3%), carboidratos (4,7% a 5,2%), proteínas (3% a 4%), sais minerais e 
vitaminas (1%) (Fernandes, 2010).

Segundo Claeys et al. (2013), o leite cru é um excelente meio de proliferação microbiana, devido 
ao seu alto valor nutricional, pH neutro, teor de água e temperatura adequados à proliferação dos mi-
crorganismos. Isto acaba sendo uma problemática de saúde pública no momento em que o leite cru é 
comercializado, pois o mesmo passa a ser um veículo causador de doenças transmitidas por alimentos.

A comercialização de leite cru no Brasil ocorre de forma informal e por isso, é uma grande ameaça à 
saúde pública visto que, segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), dezesseis doenças bacterianas 
e sete viróticas são veiculadas pelo produto, dentre elas, a tuberculose, brucelose e gastroenterites, sendo 
esta uma grave consequência da baixa qualidade do leite proveniente do mercado informal (Mendes et 
al., 2010). No Amazonas, a prática da produção leiteira é desenvolvida, principalmente, por agricultores 
familiares, sem os cuidados mínimos com relação às condições higiênico-sanitárias. 
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Entre os microrganismos indicadores de contaminação, incluem-se os coliformes a 45°C, grupo de bacté-
rias Gram-negativas com alta incidência de Escherichia coli. Essa bactéria é considerada o melhor indicador 
de contaminação de origem fecal e sua presença no leite eleva o risco de patógenos, como Salmonella, esta-
rem presentes (APHA, 2001). Staphylococcus aureus também é considerado um importante patógeno no leite, 
podendo contaminá-lo principalmente quando está presente como agente etiológico da mastite ou por meio 
dos ordenhadores, muitas vezes portadores assintomáticos desse microrganismo e possuidores de maus 
hábitos higiênicos (Brito et al., 2004). Uma vez presente e encontrando condições favoráveis à sua multipli-
cação, o S. aureus pode atingir números elevados, com produção de enterotoxinas potencialmente capazes 
de causar toxinfecção alimentar (Jay, 2005). Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar 
a qualidade microbiológica de leite cru refrigerado produzido e comercializado no Estado do Amazonas.

Material e Métodos

Amostras
Amostras de leite cru foram adquiridas em cinco pontos de venda, localizados na cidade de Manaus-

AM, nos períodos de dezembro de 2016 a fevereiro de 2017. Nesses estabelecimentos o leite cru era 
comumente fornecido por diferentes produtores. A aquisição das amostras se deu mediante compra sem 
informar aos proprietários que se tratava de uma pesquisa.

As amostras foram acondicionadas em embalagens esterilizadas (capacidade de 1 Litro), identificadas 
e imediatamente transportadas até o Laboratório de Processamento de Leite e Derivados da Universidade 
Federal do Amazonas em caixas isotérmicas contendo gelo. No laboratório foram transferidas para frascos 
com tampas rosqueáveis, estilizados. As amostras foram armazenadas a -18ºC até o momento das análises.

Análises Microbiológicas

Quantificação de coliformes totais (CT) pela técnica de tubos múltiplos – Número mais provável (NMP)
Para a determinação do Número Mais Provável (NMP) de coliformes totais (CT), foi realizada a téc-

nica dos tubos múltiplos (Kornacki e Johnson, 2001). Para a inoculação foram realizadas as diluições 
10-1, 10-2 e 10-3 da amostra e inoculou-se 3 séries de três tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), 
em seguida foram adicionados 1 mL de cada diluição por tubo de LST com tubos de Durhan invertidos. 
Após transferências das amostras diluídas para seus respectivos tubos com LST, estes foram incubados a 
35ºC por 24h. Após este período, observou-se se houve o crescimento com produção de gás. Nos casos 
positivos seguiram-se os passos subsequentes. Nos casos negativos, foram reincubados até completar 
48hs e repetiu-se a leitura, passando para os itens subsequentes os tubos com crescimento de gás. Após 
este período foi realizada a contagem de coliformes totais. Dos tubos positivos com LST, transferiu-se 
uma alçada de cada cultura para tubos de Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB). Depois foram incubados 
a 35ºC por 24 h e observou-se se houve o crescimento com produção de gás. Nos casos negativos, foram 
reincubados até 48 h e repetiu-se a leitura, anotando o número de tubos de VB positivos, confirmativos 
para a presença de coliformes totais e em seguida foi determinado o número mais provável (NMP / mL-1). 

Quantificação de coliformes fecais (CF) através da técnica de tubos múltiplos
Das amostras que apresentaram resultado positivo no teste presuntivo (LST), foi realizada a transferência 

de três alçadas de cada tubo positivo (com crescimento e produção de gás) para tubos contendo 5mL de caldo 
EC, os quais foram incubados em estufa BOD a 45ºC por 24 horas. Após o período de incubação, realizou-
se a leitura, considerando-se positivos os tubos de caldo EC que apresentaram produção de gás no tubo de 
Durham. Em seguida foi determinado o NMP de coliformes termotolerantes por ml das amostras analisadas.

Staphylococcus aureus
As análises de Staphylococcus aureus foram realizadas segundo Lancette e Bennet (2001). Foram feitas 

3 diluições para cada amostra. Inicialmente foram preparados 1 vidro com 90 mL de água peptonada e 
mais 2 tubos de ensaio com 9 mL de água peptonada para obter 3 diluições para cada amostra: 10-1, 10-2 
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e 10-3. Para cada amostra, foram adicionados 10 mL no vidro, para a diluição 10-1. Após homogeneização, 
1mL da diluição 10-1 foi adicionada ao tubo de ensaio para obter a diluição 10-2. Após homogeneização, 
1 mL da diluição 10-2 foi adicionada ao terceiro tubo de ensaio para a diluição 10-3. De cada diluição da 
amostra, foram inoculados 1 mL na superfície de placas de ágar Baird Parker (BP) e foi espalhado com 
alça de Drigalski, da placa de maior para a placa de menor diluição. As placas de cultura de cada amos-
tra foram incubadas a 37°C por 24 horas em estufa microbiológica. Após este período foi verificada a 
presença ou ausência de colônias.

Salmonella spp.
Na Pesquisa com Salmonella spp., alíquotas de 25mL foram submetidas ao pré-enriquecimento em 

caldo lactosado a 35°C por 24 horas. Em seguida, foram transferidas alíquotas de 1mL das amostras 
pré-enriquecidas para 10mL de caldos selenito cistina e tetrationato, incubando todos os tubos a 35°C, 
por 24 horas. A partir de cada caldo seletivo de enriquecimento, foi transferida uma alçada da amostra 
para uma placa de ágar verde brilhante e uma placa de ágar Salmonella-Shigella, estriando de forma a se 
obter colônias isoladas. As placas foram incubadas invertidas a 35ºC, por 24 horas. Foram selecionadas 
de 3 a 10 colônias suspeitas por amostra e repicadas em ágar ferro tríplice açúcar (TSI) e ágar ferro lisina 
(LIA) inclinados para confirmação preliminar. Esses meios foram inoculados através de picada profunda 
e estriamento na superfície inclinada do bisel, e incubados a 35ºC por 24 horas.

Resultados e Discussão
Os resultados das análises microbiológicas podem ser observados na Tabela 1. Dentre as 15 amostras ana-

lisadas, todas (100%) foram negativas para a enumeração de Staphylococcus e apenas uma amostra (6,66%) 
apresentou-se positiva para Salmonella. Quanto aos coliformes termotolerantes, seis (40%) das amostras 
analisadas apresentaram valores acima do permitido, considerando-se os parâmetros da ANVISA (2001). 

Cabe salientar que os coliformes termotolerantes são indicadores higiênico-sanitários (Bezerra et al., 
2012), portanto, torna-se fundamental a observação e respeito às boas práticas de fabricação a fim de 
garantir a segurança do produto.

Na pesquisa realizada por Alves et al. (2009) detectou-se números elevados de coliformes totais e 
termotolerantes no leite cru comercializado informalmente na cidade de São Luís, Maranhão, sendo 
que algumas amostras possuíam valores que se encontravam na margem de 103 a 107 NMP/mL tanto de 

Tabela 1. Resultados das análises microbiológicas das amostras de leite cru

Amostras
Coliformes Totais 

NMP/g ou mL
Coliformes fecais 

NMP/g ou Ml
S. aureus Salmonella

10-1 10-2 10-3 Caldo seletivo
1 >1100 1100 Ausência - - Ausência
2 >1100 >1100 - - - Ausência
3 >1100 >1100 - - - Ausência
4 1100 1100 - - - Ausência
5 >1100 >1100 - - - Ausência
6 >1100 >1100 - - - Ausência
7 290 Ausência - - - Ausência
8 >1100 Ausência - - - Ausência
9 >1100 Ausência - - - Ausência
10 >1100 Ausência - - - Ausência
11 >1100 Ausência - - - Ausência
12 >1100 Ausência - - - Ausência
13 1100 Ausência - - - Ausência
14 210 Ausência - - - Ausência
15 >1100 Ausência - - - Presença

NMP/g ou mL = Número mais provável por g ou mL; Simplificar a tabela. Retirar as 3 linhas de S. aureus e colocar Ausência 
como na coluna da Salmonella.
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coliformes totais como de termotolerantes. Em uma pesquisa realizada na cidade de Solânea, na Paraíba, 
por Amaral e Santos (2011), as amostras de leite cru comercializadas por ambulantes apresentaram valo-
res superiores a 1.100 NMP/mL de coliformes totais e termotolerantes. Tais resultados corroboram com 
os dados encontrados neste estudo, demonstrando que o leite cru não é apropriado à venda direta ao 
consumidor, sem antes ser submetido a um processamento. 

Maciel et al. (2008) avaliaram amostras de leite cru na cidade de Itapetinga, Bahia, armazenadas em 
latões e estocados em temperatura ambiente. Os resultados obtidos por esses autores também corroboram 
com os encontrados nesta pesquisa, sendo observados elevados índices de coliformes totais e termotole-
rantes. Os resultados do presente trabalho foram semelhantes aos observados por Polegato e Rudge (2003), 
que constataram excesso de coliformes em 93% das amostras de leite analisadas na Região de Marília – SP.

No estudo realizado por Dias et al. (2015), todas as 16 amostras analisadas de leite cru apresentaram-
se positivas para coliformes totais. No trabalho realizado por Nero et al. (2005), 48,57% das amostras 
analisadas se apresentaram em desacordo com a Instrução Normativa 51 (Brasil, 2002). Bueno et al. 
(2002) analisaram 20 amostras de leite cru refrigerado no estado de Goiás, onde 15 (75%) das amostras 
apresentaram contagens acima de 106 UFC/mL.

Segundo os padrões exigidos pela Resolução – RDC nº 12, de 2 de janeiro de 2001 da Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária (ANVISA), o leite próprio para consumo pode apresentar máxima concentração 
de 4 NMP/mL para coliformes termotolerantes e ausência de Salmonella. Entre as amostras analisadas, 
todas apresentaram-se fora dos padrões microbiológicos quanto ao Número Mais Provável de Coliformes 
Termotolerantes. Com base nesses resultados, pode-se inferir que o leite não foi obtido de forma higiêni-
ca ou de acordo com as boas práticas agrícolas. 

A ausência de Salmonella foi observada por diversos autores, confirmando a baixa incidência desse 
patógeno no leite (Ávila, 1996, Tessari e Cardoso, 2002). Nero et al. (2004) também não detectaram a 
presença de Salmonella em 210 amostras nos estados de São Paulo, Paraná, Minas Gerais e Rio Grande 
do Sul. O resultado negativo obtido para Staphylococcus aureus também foi observado por Cordeiro et al. 
(2002), que também não encontraram cepas positivas de tal bactéria. 

Conclusões 
As amostras de leite cru apresentaram irregularidades quanto à sua qualidade microbiológica, com 

valores altos de contaminação por coliformes totais e fecais, indicando falta de qualidade no manuseio 
e produção deste alimento.

O elevado número de coliformes totais e termotolerantes detectados no leite cru indicam uma má 
qualidade higiênico-sanitária em alguma das etapas de produção ou comercialização desses produtos. 

Há uma necessidade de melhoria em boas práticas de produção a fim de reduzir a contaminação na 
cadeia produtiva do leite visando melhoria na qualidade do produto final. 

O leite não apresentou cepas positivas de Staphylococcus aureus e apenas uma com presença de 
Salmonella, confirmando a baixa incidência desta bactéria no leite.
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Resumo
O bioma Amazônico abriga alta diversidade vegetal e microbiana. Nesta encontram-se os fungos endofíti-
cos, capazes de habitar o interior das plantas, colonizando seus tecidos sem lhes causar danos aparentes. 
Estes também são capazes de produzir metabólitos secundários de importância econômica. Portanto, 
objetivou-se através deste estudo, a criação de uma micoteca de fungos endofíticos associados a frutas 
regionais com atividade antimalárica. Técnicas clássicas em microbiologia e ferramentas de biologia 
molecular foram empregadas. Ao fim, os isolados foram fermentados e seus extratos estudados quanto 
à sua atividade contra Plasmodium falciparum.  Das 210 linhagens obtidas, apenas nove apresentaram 
potencial antimalárico, destacando-se as linhagens Paecilomyces sp. MMSRG-024 e Aspergillus sydowii 
MMSRG-031 com dosagens mínimas de inibição na concentração de 6,25 μg. mL-1. Estes resultados, de-
monstram a importância de fungos como promissoras fontes de moléculas bioativas, bem como endófitos 
de frutos do Amazonas como fontes de linhagens promissoras.

Palavras chave: fungos endofíticos, frutas Amazônicas, malária, Plasmodium.

Introdução
A Floresta Amazônica é considerada a maior floresta tropical do planeta, representando cerca de 20% 

da biodiversidade mundial e destacando-se por possuir a maior diversidade de animais e de plantas do 
planeta (Souza et al., 2004).  Quanto às plantas, uma biodiversidade de aproximadamente 30.000 espé-
cies é encontrada neste bioma, o que corresponde a 10% das plantas de todo o planeta. Adentrando a 
diversidade vegetal, os frutos amazônicos são igualmente diversos. Muitos deles, fonte de alimentos e/
ou base para cosméticos e medicamentos.

Assim como possui uma alta diversidade vegetal, a Floresta Amazônica traz consigo, uma vasta diver-
sidade microbiana associada. Dentre os microrganismos presentes nos tecidos vegetais, destacam-se os 
fungos e as bactérias. Estes seres associados são denominados microrganismos endofíticos sendo caracte-
rizados pela capacidade de habitar o interior das plantas colonizando os tecidos sadios. Isto pode ocorrer 
apenas durante uma parte de seu ciclo de vida, como em sua totalidade. O que diferencia os endófitos 
dos demais seres é a sua capacidade de colonizar as plantas sem lhes causar danos (Souza et al., 2004).

Os fungos endofíticos apresentam potencialidades biotecnológicas, uma vez que são capazes de bios-
sintetizar uma vasta gama de metabólitos secundários com diversas propriedades biológicas (Specian et 
al., 2014). A produção desses metabólitos pode ser influenciada por fatores bióticos e/ou abióticos, estando 
relacionados com a situação fisiológica do próprio hospedeiro (Azevedo et al., 2000). Diversos estudos têm 
sido conduzidos visando a prospecção de metabólitos secundários por fungos endofíticos. Isto se deu ini-
cialmente com a descoberta de uma cepa de Taxomyces andreanae capaz de mimetizar as vias metabólicas 
de sua hospedeira e assim produzir a molécula taxol, um poderoso quimioterápico no combate a certos ti-
pos de câncer (Strobel e Daisy, 2003). Desta forma, diversas moléculas com potenciais bioativos foram des-
critas. Como exemplos têm-se as pestacinas, com atividade antioxidante (Harper et al., 2003), subglutinols 
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A e B com atividade imunossupressora (Lee et al., 1995), a podofilotoxina com atividade anticancerígena 
(Puri et al., 2006), a alantrifenona (Fabio et al., 2005) como inseticida, dentre outras. A importância do 
estudo de metabólitos secundários presentes em fungos endofíticos justifica-se à medida que essas subs-
tâncias podem contribuir para o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de doenças, 
em especial, doenças negligenciadas, como a malária, de alta ocorrência regional. 

Material e métodos
As frutas regionais açaí do Amazonas (Euterpe precatoria), bacuri (Platonia insignis), biribá (Annona 

mucosa), buriti (Mauritia flexuosa), maracujá do mato (Passiflora cincinnata), sapota do Solimões 
(Matisia cordata) e umari (Geoffroea spinosa) foram adquiridas na banca do Rosa (rodovia AM-010, 
Manaus, Amazonas). Após a aquisição, o material foi imediatamente lavado com água destilada para 
posterior processo de isolamento de fungos endofíticos. Para esta etapa, foram utilizadas apenas as pol-
pas dos frutos maduros. Para sua assepsia, em uma câmara de fluxo laminar, fragmentos (5 mm x 5 mm) 
das polpas foram imersos em álcool 70% por 1 minuto, em hipoclorito 2.5% por 4 minutos e novamente 
em álcool 70% por 2 minutos (Souza et al., 2004). Ao final, os fragmentos foram lavados por imersão em 
água destilada esterilizada e inoculados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200g de bata-
ta, 20g de dextrose e 15g de ágar) contendo o antibiótico cloranfenicol a 2%. Após o inóculo, as placas 
foram incubadas em BOD a 28 °C, e a cada 24 horas foi realizada a verificação do crescimento fúngico, 
seguido de sucessivos repiques.  

A purificação das cepas fúngicas se deu por meio da obtenção de culturas monospóricas. Esta etapa 
foi feita através de diluições seriadas dos esporos (Petrini et al., 1992). As colônias puras foram preser-
vadas conforme metodologia de Castellani (De Capriles e Middelveen, 1989) e depositadas na coleção de 
microrganismos do Grupo de Pesquisa em Metabolômica e Espectrometria de Massas (MMSRG) da UEA 
a fim de constituir a micoteca do grupo citado. Para o cadastro, cada linhagem teve suas características 
morfológicas avaliadas por microscopia óptica e as estruturas reprodutivas foram utilizadas para formar 
grupos de isolados. Nesta etapa, apenas uma parte das linhagens foi passível apenas de identificação ao 
nível taxonômico de gênero.

Em seguida, os isolados monospóricos foram crescidos em meio líquido batata dextrose levedura 
(BDL, batata 200 g/L, dextrose 10 g/L, extrato de levedura 2 g/L) sob agitação a 150 rpm e 28 °C para 
obtenção de massa micelial. Após a separação das células do caldo fermentado por meio de filtração à 
vácuo, o DNA total foi obtido conforme o protocolo de extração por detergente catiônico 2% (Doyle e 
Doyle, 1987). A integridade do DNA extraído foi visualizada por meio de gel de agarose 0,8% (m/m) e 
quantificada em um espectrofotômetro UV-Vis modelo NanoDrop 2000 e logo após diluídas para a con-
centração de 100 ng/μL.

A identificação molecular dos isolados foi feita com base na região do espaçador interno transcrito e do-
mínios D1/D2 da região 28S do rDNA utilizando-se os primers ITS 1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 
(Arheim et al., 1990) e NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (Carbone e Kohn, 1999). Os amplicons 
esperados foram fragmentos de aproximadamente 1200 pares de bases, destes, aproximadamente 500 pb 
correspondem à região ITS e 700 pb correspondem a LSU 28S.

Reações de PCR foram realizadas utilizando 100 ng do DNA total; 0,5 pmol de cada primer; 1X de 
tampão de reação (100 mM Tris-HCl (pH 8,8 a 25 ºC), 500 mM KCl, 0,8% (v/v) Nonidet P40); 2 mM de 
MgCl2; 1 mM de dNTPs e uma unidade de Taq DNA polimerase (DNA Express) para um volume final de 
25 µL. As condições de PCR foram: desnaturação inicial foi de 94 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 
desnaturação a 94 ºC por 1 min, anelamento 57 °C por 1 min., extensão de 72 °C por 1,5 min, seguido de 
extensão final a 72 ºC por 5 min. Os amplicons gerados foram visualizados em gel de agarose com auxílio 
do marcador 1kb para confirmar a amplificação apenas da região de interesse. Os produtos de PCR foram 
tratados com polietilenoglicol (PEG 20%) e sequenciadas usando o kit BigDye™ Terminator v3.1, no 3500 
Genetic Analyzer (Applied Biosystems™) conforme recomendações do fabricante. A sequência consenso 
para cada locus foi obtida com base no sequenciamento das fitas forward (F) e reverse (R) utilizando-se o 
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programa DNA Baser v.4.36 (http://www.dnabaser.com/) para montagem de contig. o Alinhamento das 
sequências obtidas foi realizado utilizando-se a ferramenta nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov). As sequências foram depositadas no GenBank.

Inicialmente, sob condições de assepsia, os preservados da micoteca (n = 210) foram reativados em 
placas de Petri com a mesma composição da etapa de isolamento. Em seguida, as placas inoculadas fo-
ram armazenadas em estufas incubadoras BOD à 28 ºC durante 7 dias. Em seguida, plugues circulares 
(diâmetro = 5 mm, n = 4) das culturas em placa foram transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer 
(125 mL) contendo diferentes fontes de carbono autoclavadas. Para esta etapa, foram utilizados o meio 
em arroz (30 g de arroz parboilizado tipo 1 com 20 mL de água destilada) e sucrilhos (30 g de sucrilhos 
Kelloggs® com 20 mL de água destilada). Esta etapa fermentativa ocorreu durante 21 dias em estufas 
incubadoras BOD à 28 ºC.

Após este período, 60 mL de acetato de etila grau HPLC foram adicionados e todo o conteúdo foi 
triturado com auxílio de um moedor do tipo ultra-turrax. A mistura repousou durante 24 horas e após 
este período, o material foi filtrado à vácuo com auxílio de papel de filtro. Em seguida, a porção líquida 
contendo os metabólitos fúngicos foi centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos para remoção de espo-
ros residuais. Ao final, o solvente foi eliminado por meio de roto-evaporação à vácuo gerando um extrato 
correspondente a cada fungo em sua forma específica de cultivo.

Para o cultivo de Plasmodium falciparum (cepa FRC3), foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640 
(Sigma-Aldrich) suplementado com 25 mM de HEPES, hipoxantina (50 mg/L), glicose (2g/L) e de gen-
tamicina (50 mg/L) (Ljungström et al., 2004). Ao meio RPMI foi adicionado 10% de soro humano tipo 
AB+ e eritrócitos humanos normais. A incubação foi realizada durante 72 horas em câmara de hipóxia 
à 37 °C em uma atmosfera contendo mistura gasosa específica (5% de O2, 5% de CO2 e 90% de N2 
(Trager e Jensen, 1976). 

Os ensaios antimaláricos foram realizados em placas de 96 poços de fundo chato, com um volume total 
de 100 μL, nos quais foram testadas diferentes concentrações dos extratos por meio de diluições seriadas 
(50  3,12 μg/mL). A proporção para cada poço foi de 50 μL de extrato em DMSO para 50 μL de suspen-
são de eritrócitos infectados por P. falciparum em meio RPMI (hematócrito final 2% e parasitemia 1%). O 
crescimento parasitário foi comparado com os controles positivo (ausência de droga), e negativo (quinina). 
As placas de 96 poços ficaram incubadas por 72 horas à 37 °C na mesma atmosfera utilizada anteriormente.

A verificação da parasitemia final foi realizada por citometria de fluxo em um equipamento modelo 
FACSCanto II. A análise das amostras foi realizada através do software Getting Started with BD FACSDiva. 
Como corante para a fluorescência foi utilizado o brometo de etídio. Ao final foi calculada a inibição do 
crescimento parasitário no software GraphPad GraphPad Prism 6 de acordo com a fórmula: 

Ao final, foram considerados ativos os extratos com inibições superiores a 70% (parasitemia ~ 3,5).

Resultados e discussão
Um total de 210 linhagens de fungos associados às polpas de frutos Amazônicos foram isolados, o que 

demonstra a rica diversidade da microbiota que habita alimentos consumidos no estado do Amazonas. 
Dentre estas, maiores quantidades de isolados foram obtidas do açaí (n = 51) e buriti (n = 42) frutos 
estes com elevadas taxas de substâncias antioxidantes como antocianidinas e flavonoides no açaí e, ca-
rotenoides no buriti.  O açaí, que possui a maior taxa de substâncias fenólicas entre as frutas estudadas, 
e logo, a fruta com maior poder antimicrobiano, foi também a que mais apresentou fungos cultiváveis. 
Em seguida está a polpa do biribá, da qual, 31 linhagens foram isoladas. As demais frutas tiveram um 
número próximo de fungos isolados (~ 20) (Figura 1). Um fato a ser mencionado é que mesmo com o 
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uso de cloranfenicol a 2%, cerca de 1% das placas apresentaram crescimento de bactérias endofíticas, 
fato este que deverá ser estudado futuramente por questões de segurança alimentar.

Cada isolado passou por processo de microcultivo para visualização de suas estruturas reprodutivas 
por meio de microscopia óptica. Esta etapa possibilitou a classificação dos 210 isolados em 12 diferentes 
grupos. Destes, 10 eram referentes a gêneros específicos, um para representantes do filo Basidiomycota 
e outro para os isolados não identificados (N.I.) (Figura 2). Dentre todos os isolados, destacaram-se in-
divíduos do gênero Penicillium, totalizando 44 linhagens seguidos dos grupos N.I. (n = 30), Aspergillus 
(n = 29) e Trichoderma (n = 25).

Dentre estes, destaca-se a presença de linhagens do gênero Aspergillus, as quais podem ou não apre-
sentar toxicidade por meio da produção de aflatoxinas. Menos recorrentes, grupos representados pelos 
gêneros Colletotrichum, Diaporthe e Cladosporium também foram isolados das polpas., Representantes 
do filo Basidiomycota foram encontrados com certa recorrência, especialmente nos frutos da sapota do 
Solimões e do açaí.
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Figura 1. Identificação das frutas.

Figura 2. Distribuição das classificações em grupos (n = 12) baseado na morfologia e análise por 
microscopia ótica das linhagens isoladas a partir das frutas regionais.
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Os microrganismos isolados, após adequadamente preservados, foram fermentados em meios sólidos 
arroz e sucrilhos de modo a serem produzidos os metabólitos a serem testados. No total, 420 fermenta-
ções foram realizadas, onde observou-se que todos as linhagens apresentaram crescimento satisfatório. 
Em especial, o meio de sucrilhos, inédito neste trabalho, apresentou uma taxa de crescimento micelial 
e produção de metabólitos superior ao arroz e a meios líquidos convencionais. Isto abre possibilidades 
para a utilização deste meio de cultura de baixo custo, especialmente para a padronização de formula-
ções com aditivos, sejam eles orgânicos ou inorgânicos. Ao final foram excluídas as linhagens que não 
apresentaram produção de metabólitos adequada (rendimento < 0,01 % de extrato, m/m). Desta forma, 
foram selecionados 348 extratos para os testes.

Observa- se que apenas 2,6% dos extratos testados foram ativos. Desta forma, apenas as linhagens 
que apresentam atividade foram selecionadas para serem identificadas por ferramenta moleculares. A 
Figura 3 apresenta os resultados em termos da concentração inibitória mínima que resultou em pelo me-
nos 70% de inibição, e ou parasitemia (fluorescência) entre 0 e 3,5.

Dentre as linhagens que apresentaram atividade, os fungos Penicillium sp. MMSRG-020, Diaporthe 
sp. MMSRG-040 e Quambalaria cyanensis MMSRG-018 apresentaram atividade antimalárica apenas na 
concentração basal de 50 μg/mL, o que caracteriza uma atividade fraca. Este último, o único represen-
tante do filo Basidiomycota de nossa coleção que apresentou atividade. Fungos deste gênero são de rara 
ocorrência, sendo mais descritos como patógenos do eucalipto e até mesmo como patógenos humanos 
(Kuan et al., 2015). Este fungo apresenta brotamento de pseudo-hifas e células leveduriformes, além de 
ausência de corpo de frutificação, o que o mantém isolado dentro da família Quambalariaceae da classe 
dos Exobasidiomycetes (Simpson, 2000).
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Os fungos Cladosporium sphaerospermum MMSRG-027, Hypocrea lixii MMSRG-012 e Trichoderma har-
zianum MMSRG-021 apresentaram potencial antimalárico moderado (25 μg/mL). Destaca-se que em es-
tudos prévios, a substância trichodermol isolada de T. polysporum e T. sporulosum é um potencial agente 
antimalárico (Reino et al., 2008). Além disso, o gênero Hypocrea é o telomorfo de Trichoderma, e conse-
quentemente, possui potencial para produzir substâncias semelhantes, o que demanda estudo futuros.

O fungo Penicillium adametzi MMSRG-030 apresentou potencial elevado com inibição na concentração 
de 12,5 μg/mL. Diversas moléculas antimaláricas foram descritas para este gênero, em especial destacam-
se as recentemente descritas: ácido puberélico e viticolinas A-C de P. vitícola (Iwatsuki et al., 2010 e os 
penicolinatos A-E de Penicillium sp. (Intaraudom et al., 2013). Os fungos Paecilomyces sp. MMSRG-024 e 
Aspergillus sydowii MMSRG-031 apresentaram elevado potencial antimalárico com inibição na concentração 
de 6,25 μg/mL, comparável à do fármaco quinina (1,6 μg/mL). Destes gêneros foram isoladas moléculas 
com elevada atividade contra P. falciparum, como o ciclodepsipeptídeo beuvaricina de Paecilomyces tenui-
pes (Nilanonta et al., 2000) e dibenzofuranonas karnatakafuranos A e B de A. karnatakaensis (Manniche 
et al., 2004). Em especial, a espécie A. sydowii é de rara ocorrência em ambientes terrestres sendo este 
encontrado como patógeno em diversos corais do caribe (Alker et al., 2001).

Conclusões
Frutos regionais comestíveis constituem uma fonte promissora de fungos endofíticos das mais di-

versas espécies. Destaca-se o isolamento de aproximadamente 210 linhagens dos filos Ascomycota e 
Basidiomycota habitando as polpas dos frutos açaí do Amazonas (Euterpe precatória), bacuri (Platonia 
insignis), biribá (Annona mucosa), buriti (Mauritia flexuosa), maracujá do mato (Passiflora cincinnata), 
sapota do Solimões (Matisia cordata) e umari (Geoffroea spinosa).

Grande parte das linhagens demonstrou potencial para a produção de metabólitos na forma de extratos. 

O meio em sucrilhos foi o mais promissor, pois apresentou maior pigmentação quando comparado ao 
meio clássico de arroz. Dentre todos os fungos ensaiados, apenas nove apresentaram potencial antimalárico. 

Destacaram-se as linhagens Paecilomyces sp. MMSRG-024 e Aspergillus sydowii MMSRG-031 com dosa-
gens mínimas de inibição de 6,25 μg/mL. 

Estes resultados demonstram que fungos são promissores fontes de novas moléculas no combate a malá-
ria, bem como endofíticos de frutos do Amazonas apresentam o mesmo potencial, porém ainda inexplorado.
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Resumo
A utilização de microrganismos no controle de fitopatógenos têm despertado interesse industrial, visto a 
facilidade de manipulação microbiana e a obtenção de seus metabólitos secundários. As actinobactérias 
são um grupo de bactérias consideradas uma fonte inesgotável de compostos bioativos como enzimas 
que interferem no ciclo celular que ocasionam fortes danos à agricultura e, diante disto, neste estudo foi 
avaliado o potencial antagônico de actinobactérias da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans (maca-
caporanga) frente a espécies de Aspergillus. O isolamento bacteriano em meio Ágar Asparagina levedura, 
a partir de uma suspensão microbiana de 10 g de solo rizosférico, durante 21 dias à 37ºC. Após análise 
morfológica e molecular a partir do RNAr 16S e determinada a atividade antagônica das actinobactérias 
isoladas contra os fitopatógenos Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger através do método de culturas 
pareadas. Foram isoladas 11 actinobactérias do gênero Streptomyces sp., todas ativas contra os fitopatóge-
nos, com destaque para Streptomyces sp. MPO3, apresentando halos de inibição de 29,08 mm e 37,75 mm 
contra Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger, correspondendo a um potencial inibitório de 83,53% e 
86,31%, respectivamente. Estes dados qualificam estas actinobactérias como possíveis agentes microbia-
nos de biocontrole de Aspergillus, sendo portanto, uma fonte promissora de moléculas ativas.

Palavras-chave: Actinobacérias, aflatoxigênicos, controle biológico.

Introdução
Fungos fitopatogênicos são responsáveis pela decomposição de substratos celulósicos, acarretando 

desde o tombamento e mortalidade de plantas, podridão de sementes, estacas e do colo da planta, can-
cros, podridões de raízes, estagnação de crescimento, murchas, manchas a queimas e mofo (Michereff 
et al., 2005). Além disto, algumas espécies produzem micotoxinas, como ocorre nos gêneros Aspergillus, 
Fusarium e Penicillium (Sweeney e Dobson, 1999). 

O consumo de alimentos contaminados com micotoxinas, tornou-se uma questão de saúde pública de 
proporção mundial, sendo que a contaminação destes alimentos pode ocorrer nos mais variados ambientes 
e em diferentes condições, desde o plantio, a colheita e o armazenamento do produto (Rudrew et al., 2013). 

A utilização de fungos e bactérias no controle biológico de fitopatógenos têm despertado o interesse 
industrial, visto a sua facilidade de manipulação microbiana e a obtenção de seus metabólitos secundá-
rios, que não sofrem interferência de sazonalidade como ocorre nos metabólitos produzidos por plan-
tas. Assim, a prospecção de microrganismos promissores capazes de resolver a problemática do setor 
ambiental, agronômico e florestal se apresenta como estratégia importante para a descoberta de novas 
moléculas efetivas, principalmente contra microrganismos que apresentam resistência aos fungicidas 
sintéticos comerciais (Bettiol e Morandi, 2009; Bettiol et al., 2012; Vasconcelos, 2008). 

Nesse contexto, o grupo das actinobactérias, bactérias filamentosas Gram-positivas, recebem desta-
que, por serem consideradas uma fonte inesgotável de compostos bioativos oriundos do seu metabolismo 
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secundário, produzindo moléculas de extrema diversidade química e ação biológica, como antibióticos, 
antitumorais, anti-inflamatórios, antivirais, antiparasitários, imunossupressores, além da produção de 
vitaminas, e enzimas, as quais interferem no ciclo  celular dos fitopatógenos (Yarbrough et al., 1993; 
Jesus, 2013; Minotto, 2014). 

As actinobactérias, quando associadas ao seu hospedeiro, podem conferir efeitos benéficos, tais como 
maior resistência a condições de estresse, alterações nas condições fisiológicas, suprimento de nitrogê-
nio, produção de reguladores de crescimento vegetal e outros componentes como enzimas e fármacos. 
São capazes de colonizar nichos ecológicos também ocupados por fitopatógenos, sendo, portanto, possí-
veis de exercer o controle dos mesmos (Melo et al., 2006; Jesus, 2013).

Com isso, objetivou-se prospectar actinobactérias da rizosfera de Macacaporanga (Aniba parviflora), 
assim como avaliar seu potencial antagônico frente a espécies de Aspergillus. 

Material e Métodos
O isolamento bacteriano foi realizado a partir da suspensão microbiana de 10 g de solo rizosférico 

preparada em tampão fosfato (pH 7,0), e cultivo em meio Agar Asparagina levedura durante 21 dias à 
37ºC. A seleção de actinobactérias foi realizada com base em análise morfológica das colônias em cultivo 
nos meios International Streptomyces Project (ISP) (Pridham et al., 1956), e posteriormente análise micro-
morfológica por microscopia óptica de luz comum e microscopia eletrônica de varredura (LEO 5410LV) 
para caracterização da cadeia de esporos. 

O DNA bacteriano foi extraído conforme descrito por Stirling (2003) a partir da suspensão celular 
(OD600 > 1.8) obtida em cultivo em meio líquido ISP2 a 30ºC durante 72h. A reação de amplificação foi 
realizada utilizando a enzima Platinum®.Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen 11304-011) seguin-
do as recomendações do fabricante, feitas em termociclador Bioneer MyGenie 96 Thermal block (Global 
Genomics Partner) sob as seguintes condições: para o par de oligonucleotídeos Eub338F/Act1159R 95ºC 
por 3’; 35 ciclos de 94ºC (30’’), 68ºC (30’’), 72ºC (90’’); extensão de 72ºC (7’) (FIERER et al., 2005), e para 
o par fD1/rD1 95ºC por 3’; 30 ciclos de 94ºC (1’), 55ºC (30’’), 72ºC (2’); extensão de 72ºC (7’). O produ-
to da PCR foi purificado utilizando o kit GFX (GE Healthcare 28-9034-70) e subclonado no vetor pCR™2.1-
TOPO® utilizando o kit TOPO TA Cloning (ThermoFisher Scientific 451641). O plasmídio clonado foi pro-
pagado em E. coli DH5-alpha e purificado utilizando o kit (Fermentas K0503). O sequenciamento Sanger 
foi realizado em sequenciador ABI PRISM 3730 DNA ANALYZER, Applied Biosystems/Hitashi, utilizando 
os oligonucleotídeos iniciadores M13F (GTAAAACGACGGCCAGT) e M13R (AACAGCTATGACCATG) para 
todos os fragmentos subclonados no vetor pCR™2.1-TOPO®. Para o completo sequenciamento do 16S 
rRNA foi utilizado os oligonucleotídeos (LANE, 1991) 341-357F (CCTACGGGAGGCAGCAGCAG), 685-
704f (GTAGSGGTGAAATACGTAGA) e 10991114f (GCAACGAGCGCAACCC). As sequências obtidas foram 
analisadas no programa CLC Main Workbench versão 7.0. Os contigs foram comparados contra o banco 
de dados BLAST para confirmação do gênero.

O antagonismo foi verificado por meio do teste de culturas pareadas (MORETTO; GIMENES-
FERNANDES; SANTOS, 2001), em que inicialmente, os isolados de actinobactérias foram repicados em 
uma extremidade (1 cm da borda) em placas contendo o meio de cultura sabouraud dextrose ágar (SDA), 
após 96 horas de inoculação, discos fúngicos de Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger, com 5 dias de 
crescimento, cultivados em ágar sabouraud dextrose (SDA) a 28ºC, foram colocados em outra extremi-
dade (a 1 cm da borda) das placas SDA, opostas à actinobactéria. Placas sem o isolado de teste serviram 
como controle. Os microrganismos foram incubados a 30 ± 2ºC por 4 dias. Após a incubação, a zona de 
inibição (em mm) foi medida e a inibição do crescimento da colônia (%) foi calculada usando a fórmula: 
PI = (CT) / C x 100, onde PI é a porcentagem de inibição, C é o crescimento da colônia do controle e T é 
o crescimento de colônias do patógeno em cultura dupla. Todos os isolados foram testados em triplicata.

Todas as análises foram realizadas em triplicata e os dados avaliados quanto a variância (ANOVA) 
e a significância estatística determinada pelo Teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o software Assistat 
Versão 7.6 beta (Silva, 2008).
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Resultados e Discussão
Foram isoladas cinco actinobactérias, as quais apresentaram colônias bacterianas de aspecto velutino 

e pulverulento, com bom desenvolvimento do micélio aéreo nos meios ISP com coloração variando entre 
branco e cinza, sendo que, apenas o isolado MPO11 produz pigmento vermelho em meio ISP2. A morfo-
logia da cadeia de esporos bacterianos observada variou entre cadeias retas longas, flexuosas ramificadas 
e Retinaculum apertum, e a análise das sequências de RNAr 16S obtidas apresentam similaridade entre 
96 e 99% com o gênero Streptomyces sp. 

As cepas de Streptomyces sp. foram ativas contra os fitopatógenos, com destaque para Streptomyces 
sp. MPO3 (Figura 1), apresentando halos de inibição de até 29.1 mm e 37.7 mm contra os fungos 
Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger, o que representa um potencial inibitório de 83,53% e 86,31%, 
respectivamente (Tabela 1). 

A análise estatística indicou maior atividade antifúngica contra o microrganismo-teste Aspergillus 
niger, o qual não foi inibido apenas por Streptomyces sp. MPO10. Os dados diferem estatisticamente aos 
do teste com o fungo Aspergillus parasiticus, com halo de inibição de 27,90 mm. 

Tabela 1. Atividade antifúngica de actinobactérias isoladas da rizosfera de Aniba parviflora.

Isolado
Aspergillus parasiticus Aspergillus niger

Zona de inibição (mm) PI (%) Zona de inibição (mm) PI (%)
MPO3 29,08Aa 83,53Aa 37,75Aa 86,31Aa

MPO7 27,73Aa 80,36Aa 33,97Aa 78,42Aa

MPO8 27,97Aa 80,95Aa 36,83Aa 84,39Aa

MPO10 27,90Aa 80,75Aa 0,00Bb 0,00Bb

MPO11 20,53Bb 63,29Bb 34,90Aa 80,35Aa

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra, minúscula na coluna ou maiúscula na linha, não diferem entre si 
pelo teste de Scott-Knott. PI = Percentual inibitório (p<0.05).

Figura 1. Aspecto morfológico de Streptomyces sp. MPO3. A. Micélio aéreo no meio ISP-2. B. Microscopia de 
varredura da MPO3.
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Quando submetidos ao tratamento com Streptomyces sp. MPO11, foi constatada maior atividade contra 
Aspergillus niger, diferindo estatisticamente de A. parasiticus, sendo registrado zonas de inibição de 34,90 
mm e 20,53 mm, respectivamente.  As zonas de inibição encontradas neste trabalho foram superiores quando 
comparadas com Vasconcelos (2008) que ao avaliar o efeito de espécies de actinobactérias sobre fitopatóge-
nos, por meio do teste de contato direto, verificou que após 10 dias de contato, cincos das seis melhores acti-
nobactérias selecionadas mantiveram a inibição contra Fusarium sp. isolado de sementes de milho com halos 
de inibição de aproximadamente 4 mm. Li et al. (2011) também pôde constatar uma inibição pronunciada 
de Streptomyces sp. Contra o patógeno M. oryzae, sendo descrita com uma zona de  inibição de até 35 mm. 

Conclusão
Os dados revelam o potencial do gênero Streptomyces como fonte alternativa de moléculas antifún-

gicas efetivas no controle de fungos aflatoxigênicos do gênero Aspergillus, sendo um forte aliado à agri-
cultura sustentável, podendo auxiliar na diminuição do uso de produtos químicos que ainda constituem 
uma das principais práticas utilizadas em plantas cultivadas.
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Resumo
A carne moída destaca-se dentre os produtos cárneos populares e pode oferecer um elevado risco de 
contaminação. Por ter uma maior superfície de contato e sofrer maior manipulação, pode se tornar um 
importante veiculador de microrganismos patogênicos, que comprometem a segurança do produto, além 
da contaminação por microrganismos deteriorantes que prejudicam sua qualidade. O objetivo desse tra-
balho foi avaliar a contagem de Staphylococcus aureus coagulase positiva na carne moída comercializada 
na cidade de Manaus, Amazonas. Foram analisadas duas redes de mercados com seis coletas em cada 
e cinco coletas em açougues. De cada estabelecimento, foram adquiridas duas embalagens, sendo uma 
proveniente de carne previamente moída e outra da carne moída no momento da aquisição, totalizando 
34 amostras entre janeiro e maio de 2018. As análises seguiram a metodologia preconizada pela IN n. 
62 de 2003 do MAPA. Não houve diferença significativa na contagem de Staphylococcus aureus quando 
comparadas a carne moída na aquisição e a carne previamente moída. Somente duas amostras (5,88%), 
de carne previamente moída, apresentaram bactérias coagulase positivas, sendo uma do Supermercado B 
e outra de açougue. Estas contagens estavam acima do permitido pela legislação, possivelmente devido a 
falhas durante o processamento e manipulação, associados à forma de exposição do produto. É impres-
cindível a adoção de corretas práticas de higiene, manipulação e acondicionamento, visando minimizar 
possíveis riscos à saúde do consumidor.

Palavras chaves: higiene, toxina, segurança dos alimentos. 

Introdução
A carne bovina é um alimento essencial à alimentação humana, fundamental à manutenção das taxas 

de nutrientes e provisão de proteínas, ácidos graxos, vitaminas e minerais para o bom funcionamento 
do organismo. Devido o menor poder aquisitivo, a sociedade prefere carnes que também possuem bons 
parâmetros nutricionais, mas com menor valor de mercado, como a carne de frango e peixes. 

Portanto, uma forma alternativa e econômica de ter acesso aos benefícios da carne bovina é através 
da carne moída, que se destaca dentre os produtos cárneos mais populares pelo seu preço reduzido, pra-
ticidade no preparo e disponibilidade nos mais variados estabelecimentos de comercialização de carnes 
(Motta et al., 2000). 

Seu processo produtivo consiste na moagem dos tecidos cárneos, o que torna o produto mais exposto 
e passível à contaminação. Por ter uma maior superfície de contato e sofrer maior manipulação, pode se 
tornar num importante veiculador de microrganismos patogênicos, que comprometem a segurança do 
produto e pode ser contaminado por microrganismos deteriorantes que prejudicam sua qualidade. 

O Código Sanitário de Manaus descreve que nos estabelecimentos que comercializam carnes será fa-
cultada a venda de carne fresca moída, sendo feita essa operação obrigatoriamente na presença do com-
prador, ficando, porém, proibido mantê-la estocada nesse estado (Manaus, 1997). Entretanto, é comum 
encontrarmos a carne moída exposta nas vitrines dos balcões frigorificados de açougues e supermercados 
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em Manaus, contrariando a legislação vigente. Aliado à temperatura e acondicionamento inadequados, 
maus hábitos de higiene dos manipuladores ou ainda limpeza e sanitização deficiente de equipamentos 
e utensílios, pode se tornar um risco iminente à saúde do consumidor. 

Dentre as doenças transmitidas por alimentos, há destaque aos surtos ocasionados por Staphylococcus 
aureus. A presença desse microrganismo no alimento é decorrente de práticas inadequadas de higiene e 
manipulação, uma vez que o mesmo está presente na pele e mucosas do ser humano, bem como sani-
tização de equipamentos. Conforme Hennekinne et al.(2012), a intoxicação alimentar por estafilococcos 
resulta da ingestão de enterotoxinas estafilocócicas pré-formadas em alimentos por cepas enterotoxigêni-
cas de Staphylococcus, em especial as cepas coagulase positivas. 

Essas enterotoxinas são resistentes ao calor e a ação das enzimas intestinais (Brooks et al., 2000) e 
contagens próximas a 105 UFC/g indicam risco epidemiológico, porque esse é o número compatível com 
o início da produção de enterotoxina, uma vez que a linhagem em questão seja capaz de produzi-la 
(ICMSF, 2000). Esse estudo teve como objetivo avaliar a contagem de Staphylococcus aureus coagulase 
positiva na carne moída comercializada na cidade de Manaus, Amazonas. 

Material e Métodos
Foram analisadas duas redes de mercados com seis coletas em cada e cinco coletas em açougues, 

contemplando as diferentes regiões da cidade para uma melhor distribuição da amostragem. De cada 
estabelecimento, foram adquiridas duas embalagens, sendo uma proveniente de carne previamente mo-
ída e outra da carne moída no momento da aquisição, totalizando 34 amostras analisadas entre janeiro 
e maio de 2018. 

As amostras foram acondicionadas na sua embalagem original em caixa isotérmica com gelo reciclá-
vel em temperatura não superior a 8ºC, e enviadas imediatamente ao laboratório para processamento. 
As análises foram realizadas no Laboratório de Ciências Biológicas e da Saúde do Campus Manaus Zona 
Leste do Instituto Federal do Amazonas (IFAM). 

Inicialmente, foram pesadas assepticamente 25g da amostra de carne moída e colocada em Erlenmeyer 
contendo 225mL de solução salina peptonada 1% tamponada. A homogeneização da amostra foi feita 
com agitação manual durante um minuto. Em seguida foram realizadas diluições subsequentes de 10-2 a 
10-4, em solução salina peptonada 0,1 %. 

Foram inoculados 0,1mL das diluições selecionadas (10-1 a 10-4) em placas contendo meio Ágar Baird-
Parker (BPA), suplementado com emulsão de gema de ovo 5% e telurito de potássio 0,01%, e espalhado 
sob a superfície do meio com auxílio de alça de Drigalski. As placas (Figura 1) que continham entre 20 
e 200 colônias foram selecionadas para contagem, verificando a presença de colônias típicas (negras 
brilhantes com anel opaco, rodeadas por um halo claro, transparente e destacado sobre a opacidade do 
meio) e colônias atípicas (acinzentadas ou negras brilhantes, sem halo ou com apenas um dos halos) 
(Brasil, 2003). 

Foram selecionadas cinco colônias, confirmadas pela técnica de Gram como cocos Gram positivos 
(Figura 2), para semeadura em tubos contendo Caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI), para a multi-
plicação das bactérias com incubação de 36ºC por até 24 horas e realização dos testes confirmatórios de 
catalase e coagulase (Brasil, 2003).

A prova de catalase (Figura 3) foi realizada com a utilização de uma alíquota de peróxido de hidro-
gênio a 3% adicionado com alíquota de igual quantidade da amostra, como prova confirmativa para 
Staphylococcus aureus. Para verificar a produção de coagulase (Figura 4), foram adicionados 0,3 mL da 
cultura em tubos estéreis com 0,3 mL de plasma de coelho e incubado a 35 ou 37 ºC, por 4 a 6 horas. 
Os tubos foram inclinados, sendo considerados positivos os testes em que o coágulo ocupava mais da 
metade do volume original (Brasil, 2003).
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Para a análise das contagens foi utilizada Análise de Variância (ANOVA) seguida do Teste de Tukey 
para comparação entre os tratamentos. As análises estatísticas foram realizadas com a utilização do 
Software InStat 3.1 (Graphpad), todos a um nível de significância de 5%. 

Resultados e Discussão
Os valores médios em números absolutos da contagem de Staphylococcus aureus foram elevados tanto 

para a carne moída na aquisição quanto para a carne previamente moída. Todavia não houve diferença sig-
nificativa entre as duas formas de comercialização (Tabela 1). A legislação brasileira não estabelece limite 
máximo aceitável de Staphylococcus aureus para carne moída, contudo define para produtos cárneos crus, 
refrigerados ou congelados como hambúrgueres, almôndegas, quibe e similares, que levam carne moída 
como ingrediente principal, o valor de 5,0 x 103 UFC/g para S. aureus coagulase positiva (Brasil, 2001). 

Figura 2. Identificação morfotintorial (cocos 
agrupados em cachos de uva, Gram +)

Figura 3. Prova de catalase Figura 4. Prova de coagulase

Figura 1. Placa de BPA com colônias típicas e 
atípicas de Staphylococcus aureus.
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Apesar de estarem presentes em números elevados, a maior parte dos isolados não produzia coagulase 
e, portanto, apresentam baixo risco para produção de toxinas (Hennekinne et al., 2012). Esses dados evi-
denciaram uma baixa qualidade microbiológica nos dois processos. Independente da forma de comerciali-
zação, é fundamental que sejam cumpridos os procedimentos de boas práticas de higiene e manipulação. 

Dentre as amostras analisadas, somente duas de carne previamente moída apresentaram-se como 
sendo coagulase positivas, sendo uma amostra do Supermercado B (7 x 103 UFC/g) e uma amostra de 
açougue (1,2 x 105 UFC/g), representando 5,88% do total de amostras. Estas contagens estavam acima 
do permitido pela legislação (Brasil, 2001), possivelmente devido a falhas durante o processamento e 
manipulação associados à forma de exposição do produto, o que constitui risco à saúde do consumidor. 
Conforme descreveram Germano e Germano (2008), a presença em níveis elevados nos alimentos de 
bactérias do gênero Staphylococcus sugere contaminação durante o processamento, por falta de higiene 
dos manipuladores. Almeida et al.(2010) afirmam que S. aureus coagulase positiva está geralmente rela-
cionada a cepas patogênicas, além da possibilidade de apresentarem resistência a antibióticos. 

Quando comparados os resultados do Supermercado A com B para Staphylococcus aureus, não houve di-
ferença significativa (Tabela 2). Todavia ambos diferiram significativamente dos açougues, indicando falhas 
no processamento da carne comercializada nesses estabelecimentos. Isso ocorre devido o descumprimento 
dos requisitos básicos de higiene e manipulação, além da ausência de infra-estrutura compatível com as 
atividades, levando a contaminação cruzada durante as diferentes etapas do processamento do alimento.

Tabela 1. Valores médios ± desvio padrão (DP) da contagem de Staphylococcus aureus, 
obtidos das amostras de carne moída na aquisição e carne previamente moída.

Forma de comercialização n
Staphylococcus aureus

log10UFC/g ± DP UFC/g

Moída na aquisição 17 5,59a ± 0,66 3,9 x 105

Previamente moída 17 5,77a ± 0,66 5,9 x 105

Médias na mesma coluna com letras iguais não diferem significativamente entre si (ANOVA/Tukey, p<0,05).

Tabela 2. Valores médios ± desvio padrão (DP) da contagem de Staphylococcus aureus, 
obtidos das amostras de carne moída de duas redes de mercados e açougues.

Estabelecimento n
Staphylococcus aureus

log10UFC/g ± DP UFC/g

Supermercado A 12 5,58b ± 0,76 3,8 X 105

Supermercado B 12 5,38b ± 0,53 2,4 x 105

Açougues 10 5,96a ± 0,42 9,1 x 105

Médias na mesma coluna com letras iguais não diferem significativamente entre si (ANOVA/Tukey, p<0,05).

Conclusões
Os resultados indicaram que 5,88% das amostras de carne moída comercializada em Manaus encon-

travam-se fora do padrão aceitável para Staphylococcus aureus coagulase positiva e apresentaram conta-
gens acima de 105 UFC.g-1 para Staphylococcus aureus. 

É imprescindível a adoção de corretas práticas de higiene, manipulação e acondicionamento, bem 
como, investimentos em programas de capacitação para manipuladores de alimentos, visando minimizar 
possíveis riscos à saúde do consumidor.
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Resumo 
A busca por uma alimentação mais saudável tem levado os consumidores a adquirirem produtos com 
elevado valor nutricional, como a granola e sementes oleaginosas. O objetivo deste trabalho foi avaliar 
a qualidade microbiológica de granola, chia, castanha-do-Brasil e linhaça marrom comercializados em 
empórios da zona Centro-Sul da cidade de Manaus. Foram avaliadas as presenças de bactérias e fungos 
em amostras de granola e sementes oleaginosas. Para a contagem de coliformes a 45ºC foi utilizada a 
Técnica do Número Mais Provável (NMP). Dos tubos considerados positivos na contagem de coliformes 
foi retirada uma alçada e inoculada em Caldo EC (Escherichia coli) para verificar a presença de E. coli. A 
presença de Salmonella sp. foi avaliada por plaqueamento seletivo diferencial. Em todas as amostras foi 
verificada contaminação por bactérias ou fungos. Houve prevalência de coliformes termotolerantes e fun-
gos em todas as amostras, com contagens variando de 3 a 11 NMP/g e 1x10 a 2,5 x 102 UFC/g, respectiva-
mente. Em nenhuma amostra foi evidenciada contaminação por Salmonella sp. e Escherichia coli. Todas 
as amostras estavam em conformidade com a legislação vigente. Contudo, os resultados demonstram a 
necessidade de melhoria nas etapas de produção e armazenamento dos produtos para manutenção da 
saúde do consumidor. 

Palavras-chave: Alimentos, Castanha-do-Brasil, Coliformes, Fungos, Microbiologia.

Introdução 
A busca pela melhoria da qualidade de vida tem levado os consumidores a comprarem alimentos 

mais saudáveis. Neste sentido, houve incremento do consumo de alimentos que, além de fornecerem nu-
trientes básicos, ainda contém compostos bioativos que auxiliam na prevenção de doenças degenerativas 
(Porfírio et al., 2014; Dias, 2016). 

A utilização de alimentos à base de cereais na dieta humana promove o aumento da ingestão de fibra 
dietética, vitaminas e compostos antioxidantes (Padmashree et al., 2012). A granola tem se destacado como 
um produto alimentício, elaborado com cereais, que possui elevado valor nutricional (Mendoza et al., 2016).

Estudos demonstram aumento do consumo de sementes oleaginosas como as castanhas, a chia, a 
linhaça e o amendoim, que são fontes de carboidratos, proteínas, fibras e sais minerais. Compostos com 
atividade biológica como a vitamina E, ômega 3 e 6, também encontrados nestas oleaginosas, são impor-
tantes para a prevenção de doenças cardiovasculares, diabetes mellitus e diversos tipos de câncer (Grilo 
et al., 2013; Eckert e Almeira, 2014). 

No Brasil, o consumo de granola e sementes oleaginosas tem crescido a cada ano. Contudo, o armazena-
mento e a manipulação inadequada de produtos alimentícios pelos consumidores contribuem para a contami-
nação destes alimentos por fungos e bactérias que além de causar deterioração, reduzem o valor nutricional, 
alteram as qualidades organolépticas e podem causar doenças graves em humanos (Stelato et al., 2010). 
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As doenças transmitidas por alimentos (DTAS) constituem um dos problemas de saúde pública mais 
relevante da atualidade. As DTAS são causadas por bactérias e vírus, que infectam o organismo humano 
devido a ingestão de água ou alimentos contaminados (Oliveira et al., 2010). Outros organismos asso-
ciados às DTAS são os fungos produtores de micotoxinas que causam intoxicações, imunossupressão, 
teratogênese, mutagênese, além de estarem relacionadas com o desenvolvimento de diversos tipos de 
câncer (Chen et al., 2015; Moreira, 2016).

Considerando que produtos alimentícios tais como a granola e as sementes oleaginosas podem ser 
contaminadas por microrganismos e o consumo desses produtos alimentícios tem crescido nos últimos 
anos, o objetivo deste projeto foi avaliar a qualidade microbiológica de granola e sementes oleaginosas 
comercializadas em empórios da Zona Centro Sul Cidade de Manaus - AM.

Material e Métodos 
Amostras de Castanhas-do-Brasil, chia, granola e linhaça marrom foram adquiridas em empórios, 

denominados A, B, C e D, localizados na Zona Centro Sul da cidade de Manaus. De cada estabelecimen-
to comercial, foram adquiridas quatro amostras dos produtos alimentícios supracitados, constituindo 
um total de 16 amostras. Após aquisição, os produtos alimentícios foram conduzidos ao laboratório de 
Microbiologia da Faculdade Estácio do Amazonas.

Para realizar a contagem de coliformes a 45 °C e Escherichia coli foi utilizada a Técnica do Número 
mais provável (NMP). Para a contagem presuntiva de coliformes totais, 25 g de cada formulação do 
molho foram homogeneizados em 225 mL de água peptonada 0,1% (p/v), correspondendo à diluição 
10-1. Diluições decimais 10-2 e 10-3 foram preparadas com o mesmo diluente. Alíquotas de 1 mL de cada 
diluição foram inoculadas em três tubos com Caldo Lauril Sulfato contendo tubos de Durhan invertidos 
que foram incubados a 35 °C por 24 a 48 horas. Após este período, dos tubos com indicação de contami-
nação (turvos e com produção de gás) foi transferida uma alçada para tubos contendo caldo EC incubado 
a 44,5º C, por 24 horas. Os tubos considerados positivos foram comparados com a Tabela do Número 
Mais Provável (NMP). 

Para avaliação da presença de Salmonella sp. foi realizado o pré-enriquecimento, homogeneizando-
se 25 g de amostra com 225 mL de caldo de pré-enriquecimento que foi incubado a 35 °C por 24 horas. 
Em seguida, foi realizado o enriquecimento em caldos seletivos, inoculando-se 1 mL do pré-enrique-
cimento em tubos com 10 mL dos caldos Selenito - Cistina e 0,1 mL no caldo Rappaport, incubados a 
35 °C (24 horas) e 42 °C (24 horas), respectivamente, em banho-maria. Após incubação, foi realizado 
o plaqueamento seletivo diferencial em placas contendo ágar Hektoen-Enteric (HE), ágar Xilose Lisina 
Desoxicolato (XLD), ágar Bismuto Sulfito (BS), incubados a 35 °C por 24 horas.

Para a contagem de fungos filamentosos e unicelulares foi utilizada a técnica por espalhamento em 
superfície, em que foram pesados assepticamente 25g da amostra e diluído em 225ml de água pepto-
nada a 0,1% (p/v) e homogeneizada. Em seguida foram realizadas as diluições seriadas (10-2 e 10-3). 
Posteriormente, foi retirado 0,1 ml de cada diluição e inoculado em placas contendo Ágar Dicloran 
Glicerol 18%, com o auxílio da alça de Drigalski. As placas foram incubadas entre 22-25ºC por 5 dias sem 
inverter. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colônias (UFC) por grama.

Resultados e Discussão 
Os resultados da qualidade microbiológica da granola, castanha-do-Brasil e linhaça marrom comer-

cializadas nos empórios da zona Centro-Sul da cidade de Manaus foram comparados com RDC Nº 12 de 
02 de janeiro de 2001, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (Brasil, 2001). A semente 
de chia, de acordo com o Guia para Comprovação da Segurança de Alimentos e Ingredientes, é classi-
ficada como um produto alimentício sem histórico de uso e, portanto, sem parâmetros microbiológicos 
específicos disponíveis na legislação Brasileira. Neste sentido, a análise microbiológica deste alimento foi 
comparada com os padrões microbiológicos preconizados na legislação argentina, conforme citado por 
Coelho e Salas-Mellado (2014).
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Na análise microbiológica das amostras de granola foi observada a presença de fungos com conta-
gens variando de 10 a 20 UFC/g. Neste produto alimentício também foi observada contaminação por 
coliformes termotolerantes (3 a 11 NMP/g). Não houve crescimento de E. coli e nem de Salmonella sp 
(Tabela 1). De acordo com a legislação brasileira, todas as amostras de granola estão dentro dos padrões 
sanitários vigentes. Vecchia e Castilhos-Fortes (2007) também evidenciaram contaminação por fungos 
em amostras de granola comercializadas em Porto Alegre. Santos et al.(2013) relataram que amostras de 
granola vendidas em Teresina-PI apresentaram 80% de contaminação por fungos. 

Nas amostras de castanha-do-Brasil analisadas foi evidenciada a contaminação por coliformes termo-
tolerantes e fungos em 50 % e 25% dos produtos alimentícios. Não foi observado crescimento de E. coli 
e nem de Salmonella sp (Tabela 2). 

Martins e Martins (2011) evidenciaram a presença de coliformes termotolerantes (<3 a 240 NMP/g) 
em amostras de amêndoas de castanha-do-Brasil comercializadas em Rio Branco-AC.  Eglezos et al. 
(2008) não observaram crescimento de E. coli em castanha-do-Brasil. Midorikawa et al. (2008) e Costa et 
al. (2016) também constataram a presença de fungos em amostras de castanha-do-Brasil. As contagens 
tanto de fungos como de bactérias estão em acordo com a Legislação Brasileira que preconiza valores de 
103 para coliformes a 45°C e não reporta valores para contagem de fungos. 

No presente estudo, 50% das amostras de chia demonstraram contaminação tanto por fungos como 
para coliformes termotolerantes (Tabela 3). Na literatura científica há poucos dados em relação à qualida-
de microbiológica de sementes de chia. Wanderley e Oliveira (2014) relataram contaminação por fungos 
em 35% das amostras de chia comercializadas em Recife-PE. 

Tabela 1. Análise microbiológica de granola comercializada em empórios da zona centro sul de Manaus.

Empórios Fungos (UFC/g) Coliformes a 45 °C (NMP/g) Escherichia coli (NMP/g) Salmonella sp. (UFC/g)
A Ausência < 3 Ausência Ausência
B Ausência 11 Ausência Ausência
C  20 < 3 Ausência Ausência
D  10 3 Ausência Ausência
Legislação Sem padrão  500 Sem padrão Ausência

Tabela 2. Análise microbiológica de Castanha-do-Brasil comercializada em empórios da zona centro sul de Manaus. 

Empórios Fungos (UFC/g) Coliformes a 45 °C (NMP/g) Escherichia coli (NMP/g) Salmonella sp. (UFC/g)

A Ausência 11 Ausência Ausência

B Ausência <3 Ausência Ausência

C  40 <3 Ausência Ausência

D Ausência 3 Ausência Ausência

Legislação Sem padrão 1000 Sem padrão Ausência

Tabela 3. Análise microbiológica de chia comercializada em empórios da Zona Centro Sul de Manaus.

Empórios Fungos (UFC/g) Coliformes a 45 °C (NMP/g) Escherichia coli (NMP/g) Salmonella sp. (UFC/g)

A  50 3 Ausência Ausência

B Ausência 11 Ausência Ausência

C  20 <3 Ausência Ausência

D Ausência <3 Ausência Ausência

Legislação Sem padrão Sem padrão Sem padrão Sem padrão
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As amostras de linhaça apresentaram contagens de fungos variando de 10 a 250 UFC/g, enquanto 
que o quantitativo de coliformes termotolerantes foi 3 NMP/g. Não foi evidenciado crescimento de 
Salmonella sp. (Tabela 4). 

Borges e Bonnas (2011) verificaram contagens de <0,3 a 1,1 x 103 NMP/g de coliformes termotole-
rantes e quantitativos de 103 a 8x103 para fungos filamentosos. Neste estudo também não foi verificada a 
presença de Salmonella sp. em amostras de linhaça marrom. Vinicius et al. (2014) relataram que 59,27 % 
de amostras de linhaça comercializadas em Montes Claros-MG estavam com contagens de fungos acima 
de 1x103 UFC/g. Moura et al. (2013) verificaram a contaminação em amostras de linhaça comercializadas 
em Natal-RN.  

No presente estudo, todas as amostras estavam de acordo com os padrões exigidos pela legislação 
vigente. Dados ausentes. Na literatura científica é descrito que fungos e bactérias produzem e excretam 
compostos bioativos com propriedades toxigênicas. Neste sentido, são citadas as micotoxinas que são 
metabólitos secundários sintetizados por fungos durante sua proliferação, na época da colheita, durante 
o processamento ou armazenamento. Estas toxinas quando ingeridas em altas concentrações podem 
causar doenças ou morte de humanos e animais (Abbas et al., 2017).

A proliferação de microrganismos pode causar mudanças na cor, textura, sabor e odor em alimentos. 
Os fatores mais importantes que afetam o crescimento microbiano em alimentos são divididos em: (a) 
fatores intrínsecos, que incluem o conteúdo de nutrientes, atividade de água, valor de pH, potencial re-
dox, presença de substâncias antimicrobianas e barreiras mecânicas; (b) fatores extrínsecos, como a tem-
peratura de armazenamento, a composição de gases e umidade relativa do ar na atmosfera que envolve 
os alimentos; (c) fatores de processamento, que incluem tratamentos como aquecimento, resfriamento e 
secagem que afetam a composição do alimento e também afetam os tipos e números de micro-organis-
mos que permanecem nos alimentos após o tratamento tecnológico (Qadri et al., 2015).

Tabela 4. Análise microbiológica de linhaça marrom comercializada em empórios da zona centro sul de Manaus.

Empórios Fungos (UFC/g) Coliformes a 45 °C NMP/g Escherichia coli (NMP/g) Salmonella sp. (UFC/g)
A Ausência 3 Negativo Ausência
B Ausência 3 Negativo Ausência
C  250 <3 Negativo Ausência
D  10 3 Negativo Ausência
Legislação Sem padrão  100 Sem padrão Ausência

Conclusões
Nas amostras de granola, chia, castanha-do-Brasil e linhaça marrom predomina a contaminação por 

fungos e coliformes termotolerantes, mas não há presença de Salmonella sp e de Escherichia coli. 

Os resultados demonstraram que todas as mostras estão de acordo com os padrões estabelecidos pela 
legislação brasileira. 

A presença de coliformes termotolerantes indicam que há necessidade de melhoria nos processos de 
produção e armazenamento destes produtos alimentícios.  
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Resumo
Relações entre microrganismos do solo e raízes de plantas superiores são importantes, devido aos be-
nefícios/danos que proporcionam às plantas dependendo da natureza mutualística ou patogênica dos 
hospedeiros. Em Sistemas Agroflorestais (SAFs), essas relações são complexas, estimulando o cresci-
mento vegetal, por meio de interações mutualísticas com microrganismos. Entender essas interações é 
importante, pois elas são afetadas por condições endoclimáticas. O trabalho teve como objetivo, avaliar 
a ocorrência de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) nas raízes de frutíferas pertencentes a dois 
Sistemas Agroflorestais. As coletas das raízes foram realizadas nos meses de agosto/2012 (estação seca) 
e março/2013 (estação chuvosa). No SAF 1, localizado na Comunidade Rural do Brasileirinho, Manaus, 
coletou-se raízes de maracujá, cupuaçu, banana, açaí e laranja. No SAF 2, localizado em uma proprieda-
de rural no município de Presidente Figueiredo, açaí, banana, cupuaçu, rambutan e goiaba. As coloni-
zações radiculares foram avaliadas em 50 segmentos de raiz (1 cm) por planta e analisadas com auxílio 
de microscópio. Na época seca, a colonização radicular com hifas de FMAs nas espécies do SAF 1 variou 
de 1,9 a 20,8%, e 0,6 a 15,2% com vesículas. Houve pouca presença de arbúsculos. Todas as espécies 
de frutíferas apresentaram raízes colonizadas com fungos micorrízicos arbusculares nos dois Sistemas 
Agroflorestais avaliados. Houve uma predominância de colonização radicular na época chuvosa, quando 
comparada com a época seca. A espécie com maiores percentuais de raízes colonizadas foi a bananeira. 
As espécies com menores colonizações radiculares por FMAs no SAF 1 foram o cupuaçuzeiro, açaizeiro e 
a laranjeira. No SAF 2, as espécies com menores colonizações radiculares por FMAs foram as goiabeiras 
na época seca e os açaizeiros e rambutanzeiros na época de chuvas. Pelas quantidades de raízes com 
hifas, as associações plantas-fungos micorrízicos arbusculares nesses dois Sistemas Agroflorestais devem 
estar contribuindo para a nutrição e absorção de água pelas plantas.

Palavras-chave: Ecologia microbiana, colonização radicular.

Introdução
Os sistemas agroflorestais (SAFs) representam uma das alternativas de uso da terra mais adequadas 

às características edafoclimáticas da Amazônia e muito utilizado entre os agricultores da região, onde 
cultivam espécies frutíferas, agrícolas e florestais, estabelecendo assim, um policultivo, trazendo diversos 
benefícios, tanto econômicos quanto ambientais, pois na Amazônia, predominam solos de baixa fertili-
dade e elevada acidez, limitando seus usos na agricultura (Nicholaides et al., 1983). O uso desses solos 
com SAFs é uma alternativa econômica e sustentável para a região, pois esses sistemas limitam, de certa 
forma, a floresta primária, mas com a vantagem de serem mais ricos em espécies importantes para o 
homem (Oliveira, 1991). Por sua vez, os sistemas agroflorestais estão sendo reconhecidos como uma im-
portante alternativa de uso da terra em áreas alteradas e abandonadas, que pode desempenhar um papel 
fundamental nos planos de desenvolvimento das regiões tropicais úmidas, principalmente, na Amazônia 
brasileira. A integração entre espécies arbóreas e culturas agrícolas não visa somente à produção, mas 
também à melhoria na qualidade dos recursos ambientais, graças às interações ecológicas e econômicas 
que acontecem nesse processo, uma vez que a presença de árvores favorece a ciclagem de nutrientes, 
confere proteção ao solo contra erosão e melhora o microclima local. 
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Para que possam se beneficiar dos nutrientes dos solos, esses sistemas necessitam apresentar associa-
ções benéficas com microrganismos dos solos, tendo em vista a dificuldade dos produtores da Amazônia 
em adquirirem insumos agrícolas. 

As relações entre microrganismos do solo e as raízes das plantas superiores são muito importantes 
do ponto de vista ecológico e econômico. Em Sistemas Agroflorestais (SAFs), essas interações são mais 
complexas, uma vez que os sistemas radiculares das espécies podem se entrelaçar e se influenciarem 
mutuamente (Oliveira, 1991). 

As plantas estabelecem diversas relações com organismos em seus respectivos habitats. Destacam-se as re-
lações mutualísticas com microrganismos, como os fungos micorrízicos e bactérias fixadoras de nitrogênio. Os 
fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) fazem parte de um grupo de fungos benéficos denominados de en-
dofíticos, principalmente pelos benefícios que estes proporcionam às plantas, como promoção de crescimento 
vegetal, no controle biológico de doenças, entre outras aplicações (Stone et al., 2014). Eles se constituem em 
substitutos parciais ou totais de produtos químicos, favorecendo, desta maneira, a preservação do ambiente. 

Diversas pesquisas foram realizadas com FMAs na Amazônia (Oliveira et al., 1999, 2003; Oliveira e 
Oliveira, 2003, 2004, 2005, 2010 a, b), sendo esse estudo, mais um no avanço do conhecimento dessas 
associações plantas-fungos na região, tendo em vista sua importância econômica e ecológica. 

Material e Métodos
O trabalho consistiu em avaliar as colonizações radiculares por Fungos Micorrízicos Arbusculares 

de algumas frutíferas encontradas em dois Sistemas Agroflorestais em propriedades rurais do Estado do 
Amazonas. As coletas foram realizadas em dois Sistemas Agroflorestais: o SAF 1 localizado no ramal do 
Brasileirinho (Manaus) e o SAF 2, no município de Presidente Figueiredo. São dois SAFs bem diferentes 
um do outro, com espécies diferentes, que espelham a realidade encontrada nas comunidades rurais da 
Amazônia. Por serem diferentes, não foram feitas comparações entre eles, mas apenas a variação sazonal 
que pode ocorrer em cada um. Para isso, foram feitas duas coletas de raízes, sendo uma no mês de agosto 
de 2012 (época seca) e outra no mês de março de 2013 (época de chuva). No SAF 1 foram coletadas as 
seguintes espécies: maracujá (Passiflora edulis), cupuaçu (Theobroma grandiflorum), banana (Musa sp), 
açaí (Euterpe precatoria) e laranja (Citrus sp). No SAF 2 as espécies coletadas foram: açaí, banana, cupua-
çu, rambutan (Nephelium lappaceum) e goiaba (Psidium guajava). Foram coletadas amostras de raízes e 
transportadas até o laboratório de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos da Amazônia (LEBMAM), 
no INPA do V-8 para posterior análise.

Os fungos micorrízicos arbusculares foram avaliados pelo método de Kormanick et al. (1980) e Schenck 
(1982). Essas metodologias consistem no clareamento (KOH 10%) e coloração das raízes (azul de tripano). 
As colonizações radiculares foram avaliadas utilizando-se o método da lâmina, dispondo-se de 50 segmen-
tos de raiz por planta, cada um com aproximadamente 1 cm de comprimento e analisadas em microscópio. 

Resultados e Discussão
A colonização radicular por fungos micorrízicos arbusculares (Tabela 1) das plantas componentes do 

SAF 1 variou de 2,6 a 46,4% na época seca (agosto) e 4,8 a 78,0% na época chuvosa (março). De um 
modo geral, a colonização por fungos micorrízicos foi mais elevada na estação chuvosa, indicando que 
neste período houve maior produção de raízes novas e finas e maior absorção de nutrientes pelas plantas. 
Houve poucos esporos aderidos às raízes, encontrados apenas na época chuvosa nas raízes de maracujá, 
laranja e banana. Os arbúsculos também pouco estavam presentes, sendo mais observados na época chu-
vosa. As bananeiras foram as que mais apresentaram hifas, vesículas e arbúsculos de todas as espécies 
estudadas neste SAF. Pela quantidade de raízes com hifas e arbúsculos, é a espécie que aparentemente 
mais está sendo favorecida pela simbiose com os fungos micorrízicos arbusculares. Isso porque são as 
hifas que exploram áreas distantes das raízes e auxiliam as plantas em absorverem água e nutrientes do 
solo.  E é através dos arbúsculos que esses nutrientes e água chegam dentro das células vegetais (Siqueira 
et al., 2010). Tendo em vista as porcentagens de raízes colonizadas por hifas e arbúsculos, as laranjeiras, 
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açaizeiros e cupuaçuzeiros pouca contribuição estão tendo da simbiose com os FMA presentes no solo, 
enquanto que os maracujazeiros ficaram numa posição intermediária. As vesículas, por outro lado, têm 
como função principal, o armazenamento de energia para os fungos. 

Tabela1. Colonização por fungos micorrízicos arbusculares nas plantas coletadas no Sistema Agroflorestal do 
ramal do Brasileirinho, Manaus (SAF1).

SAF 1 (período seco) - % colonização

Planta
Hifas Vesículas Arbúsculos Esporos Col. total

 --------------------------------- % ---------------------------------
Período seco – agosto 2012

Maracujá 9,0 2,5 1,0 0,0 12,5

Laranja 4,2 2,3 0,0 0,0 6,5

Banana 20,8 15,2 10,5 0,0 46,5

Açaí 1,9 3,6 0,0 0,0 5,5

Cupuaçu 2,0 0,6 0,0 0,0 2,6

Médias 7,6 4,8 2,3 0,0 13,7

Período chuvoso – março 2013

Maracujá 11,2 0,0 0,0 1,2 12,4

Laranja 2,8 1,6 2,0 0,4 6,8

Banana 32,4 21,6 22,8 1,2 78,0

Açaí 6,4 8,8 0,8 0,0 16,0

Cupuaçu 2,4 1,2 1,2 0,0 4,8

Médias 11,0 6,6 5,4 0,6 23,6

No SAF 2, a bananeira e o açaí mostraram os maiores percentuais de raízes colonizadas com FMAs 
na época seca (Tabela 2), mas na época de chuvas, as raízes das bananeiras infectadas com esses fungos 
quase triplicaram, enquanto que as de açaizeiros reduziram para menos da metade. As raízes das goia-
beiras foram as menos colonizadas na época seca, enquanto que na chuvosa, os açaizeiros e os rambu-
tanzeiros foram os menos infectados.

Do mesmo modo que no SAF 1 (Tabela 1), a presença de hifas e arbúsculos são indicativos de que 
essa simbiose está ativa e contribuindo para uma melhor nutrição das plantas, principalmente quando 
os percentuais de raízes com hifas são superiores a 10%, conforme observados por outros trabalhos 
realizados na Amazônia, como os de Oliveira et al.(1999, 2003), Oliveira e Oliveira (2003, 2004, 2005). 
Apesar da presença de hifas ter sido semelhante nas duas épocas no SAF 2, a quantidade de raízes com 
arbúsculos foi maior na época chuvosa, sugerindo uma simbiose mais eficiente na transferência dos nu-
trientes e água para as células vegetais. 

Tabela 2. Colonização por fungos micorrízicos arbusculares nas espécies coletadas no Sistema Agroflorestal em 
Presidente Figueiredo (SAF2).

SAF 1 (período seco) - % colonização

Planta
Hifas Vesículas Arbúsculos Esporos Col. total

 --------------------------------- % ---------------------------------
Período seco – agosto 2012

Açai 19,2 10,0 0,0 0,0 29,2

Banana 12,2 7,8 3,0 0,0 23,0

Cupuaçu 9,3 4,2 0,0 0,0 13,5

Rambutan 11,4 2,3 0,0 0,0 13,7

Goiaba 3,6 2,0 0,0 0,0 5,6

Médias 11,1 5,3 0,6 0,0 17,0
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SAF 1 (período seco) - % colonização

Planta
Hifas Vesículas Arbúsculos Esporos Col. total

 --------------------------------- % ---------------------------------
Período chuvoso – março 2013

Açai 3,6 1,6 4,0 3,2 12,4

Banana 28,8 4,4 18,0 9,2 60,4

Cupuaçu 14,0 4,2 3,6 2,8 24,8

Rambutan 8,8 1,6 4,4 2,0 16,8

Goiaba 4,8 2,4 9,6 6,0 22,8

Médias 12,0 2,8 7,9 4,6 27,4

Conclusões
Todas as espécies de frutíferas apresentaram raízes colonizadas com fungos micorrízicos arbusculares 

nos dois Sistemas Agroflorestais avaliados. 

Houve uma predominância de colonização radicular na época chuvosa, quando comparada com a 
época seca. 

A planta com maiores percentuais de raízes colonizadas foi a bananeira.

As espécies com menores colonizações radiculares por FMAs no SAF 1 foram o cupuaçuzeiro, açai-
zeiro e a laranjeira. 

No SAF 2, as plantas com menores colonizações radiculares por FMAs foram as goiabeiras na época 
seca e os açaizeiros e rambutanzeiros na época de chuvas.

Pelas quantidades de raízes com hifas, as associações plantas-fungos micorrízicos arbusculares nesses 
dois Sistemas Agroflorestais devem estar contribuindo para a nutrição e absorção de água pelas plantas.
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Resumo
As associações micorrízicas arbusculares são uma alternativa de grande importância para minimizar o 
uso de fertilizantes em sistemas produtivos e pequenas propriedades rurais, por ajudarem as plantas a 
explorarem melhor o solo. São componentes importantes dos ecossistemas e desempenham papel cru-
cial para sua funcionalidade e sustentabilidade. Os benefícios da simbiose para o hospedeiro resultam 
de melhorias no estado nutricional da planta, melhor utilização e conservação de nutrientes no sistema, 
redução de perdas por estresses de natureza biótica ou abiótica. Este estudo teve como objetivo, obter 
mais informações sobre as micorrizas em cultivos de espécies de importância econômica em proprie-
dades rurais do Amazonas, para que se compreenda melhor o funcionamento destas associações. O 
trabalho foi realizado em Sistemas Agroflorestais de duas propriedades localizadas no km 6 e km 10 per-
tencentes à Comunidade do Brasileirinho, na periferia do município de Manaus, e em duas do município 
de Presidente Figueiredo, uma no km 23 do Ramal da Morena e outra no km 48 da estrada da Balbina. 
As espécies estudadas foram o açaizeiro, cupuaçuzeiro e bananeira. Os solos de Presidente Figueiredo 
apresentaram-se mais férteis do que os da Comunidade do Brasileirinho. A colonização radicular por 
fungos micorrízicos arbusculares apresentou índices baixos, que variaram de 5,4% a 10,2%, sendo os 
dois maiores resultados observados na bananeira (10,2%) da propriedade da Morena, seguido de 9,7% 
da propriedade localizada no km 6 na comunidade do Brasileirinho. As hifas exibiram níveis de 0,3% a 
8,8% e as vesículas 1,7% a 9,2%. Esses dados sugerem que a contribuição dessa simbiose para a nutri-
ção das plantas é baixa. As plantas coletadas em Presidente Figueiredo apresentaram maiores teores de 
Ca, Zn, Mn e Fe em relação às coletadas no Brasileirinho. Houve diferenças apenas nos teores de Ca, Mg 
e K nas folhas das três espécies de plantas. 

Palavras-chave: Associações radiculares, Nutrição de plantas

Introdução
Cerca de 90% dos solos da Amazônia são muito ácidos e de baixa fertilidade e deficientes em ni-

trogênio e fósforo, limitando seu uso na agricultura regional (Nicholaides et al., 1983; Embrapa, 1990). 
Considerando-se o alto custo dos adubos e outros insumos, além das dificuldades de transporte pelos 
agricultores regionais, métodos alternativos de fertilização devem ser buscados, visando um manejo mais 
racional e econômico dos recursos naturais. O aproveitamento das potencialidades das associações micorrí-
zicas é uma alternativa de grande importância para aumentar a disponibilidade de nutrientes e sua absorção 
pelas plantas a custo zero. Essas associações poderão trazer um aumento no potencial produtivo das plantas 
nestes sistemas de produção, com baixos insumos, tornando-os bem-sucedidos na região, demonstrando a 
importância destes microrganismos.

As associações micorrízicas do tipo arbuscular, constituem uma alternativa de grande importância para 
minimizar o uso de fertilizantes, por ajudarem as plantas a explorarem melhor o solo (Oliveira, 1991; 
Siqueira et al., 2002; Oliveira e Oliveira, 2003, 2004, 2005, 2010). Elas são componentes importantes 
dos ecossistemas e desempenham papel crucial para sua funcionalidade e sustentabilidade. Os be-
nefícios da simbiose para o hospedeiro resultam de melhorias no estado nutricional da planta, me-
lhor utilização e conservação de nutrientes no sistema, redução de perdas por estresses de natureza 
biótica ou abiótica (Siqueira et al., 2010). 
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Deste modo, este estudo teve como objetivo, obter mais informações sobre as micorrizas em 
cultivos de espécies de importância econômica em propriedades rurais do Amazonas, para que se 
compreenda melhor o funcionamento destas associações, permitindo que sejam eficazes e auxiliem 
na viabilidade ecológica e econômica de sistemas agroflorestais nas áreas já desmatadas e auxilian-
do na preservação desta vasta região.

Material e Métodos
O trabalho foi realizado em Sistemas Agroflorestais de duas propriedades localizadas no km 6 e km 

10 pertencentes à Comunidade do Brasileirinho, na periferia do município de Manaus, e em duas do 
município de Presidente Figueiredo, uma no km 23 do Ramal da Morena e outra no km 48 da estrada da 
Balbina. As espécies estudadas foram o açaizeiro, cupuaçuzeiro e bananeira.

Foi realizada uma coleta de folhas, raízes e solos, no mês de outubro de 2009. Utilizaram-se cinco 
plantas de cada espécie por propriedade como repetições. As folhas foram retiradas segundo Van Den 
Driessche (1974) e separadas em três classes: das extremidades dos ramos (novas), intermediárias ou 
medianas (médias) e basais (velhas), conforme Dall’orto et al. (1976). As amostras de solos foram reti-
radas da rizosfera de cada planta, à profundidade de 0-10 cm.

Os fungos micorrízicos arbusculares foram avaliados pelo método de Kormanick et al. (1980) e pelas meto-
dologias descritas em Schenck (1982). Essas metodologias consistem no clareamento (KOH 10%) e coloração 
das raízes (azul de tripano). As colonizações radiculares foram avaliadas utilizando-se o método da lâmina, 
dispondo-se de 50 segmentos de raiz por planta, cada um com aproximadamente 1 cm de comprimento e ana-
lisadas em microscópio. As amostras de solos foram submetidas a análises químicas descritas em Silva (2009) 
e EMBRAPA (2011) no laboratório do INPA. A análise química consistiu das seguintes metodologias: pH (H2O, 
KCl), Ca, Mg e Al (KCl 1N), P (extração pelo Mehlich e leitura por colorimetria), K, Mn, Zn e Fe (Mehlich 1, 
absorção atômica) e carbono pelo método de Walkley-Black. As folhas foram analisadas quimicamente quan-
to aos teores de macro e micronutrientes, usando-se a metodologia descrita em Silva (2009).

Para a contagem de esporos dos fungos micorrízicos arbusculares nos solos foi empregada a técnica 
de peneiramento úmida descrita por Gerdemann e Nicolson (1963) e Schenck (1982). A técnica consistiu 
na utilização de peneiras de 0,205, 0,105 e 0,04 mm de abertura, nesta ordem consecutiva. Para a conta-
gem de esporos utilizou-se uma lupa, com aumento de 4,5X.

Para a análise estatística adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, emprega-
ram-se o teste F e o teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade (Gomez e Gomez, 1948). 

Resultados e Discussão
Os solos, tanto do Brasileirinho quanto de Balbina (Tabela 1) demonstraram ser altamente ácidos. 

A maioria apresentou níveis de K médio e apenas os solos de Balbina, segundo Cochrane et al. (1985) 
foram considerados altos. Os níveis de P e Fe em todos os solos foram altos, indicando que foram fertili-
zados com algum adubo rico nesses nutrientes. 

Quanto ao Zn, os solos da comunidade do Brasileirinho exibiram valores satisfatórios e baixos e nos 
de Balbina foram todos satisfatórios. O Mg apresentou quantidades baixas nos solos da comunidade 
do Brasileirinho e em Presidente Figueiredo demonstraram valores satisfatório e baixo. Os teores de 
K exibiram diferenças nos solos de P. Figueiredo, com valores médios e altos e os da comunidade do 
Brasileirinho apenas quantidades médias.

A colonização radicular por fungos micorrízicos arbusculares apresentou índices baixos, que variaram 
de 5,4% a 10,2%, sendo os dois maiores resultados observados na bananeira (10,2%) da propriedade da 
Morena, seguido de 9,7% da propriedade localizada no km 6 na comunidade do Brasileirinho (Tabela 2). 
As hifas exibiram níveis de 0,3% a 8,8% e as vesículas 1,7% a 9,2%. Os dados demonstram ausência de 
dominância das hifas sobre as vesículas. Isso aconteceu devido à coleta ter ocorrido em outubro, mês de 
transição do período chuvoso para o seco, quando a formação de raízes novas e finas, mais propícias à 
colonização pelos fungos micorrízicos arbusculares, ainda é baixa (Oliveira e Oliveira, 2003). 
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Os índices baixos, principalmente de hifas, sugerem que as micorrizas estão contribuindo muito pou-
co para a nutrição das plantas. Os FMA’s beneficiam o crescimento das plantas, tendo efeito significativo 
com relação aos nutrientes de baixa mobilidade no solo, que se movem preferencialmente por difusão, 
processo extremamente lento (Cardoso et al., 1992). Dentre estes nutrientes, destacam-se o fósforo (P) 
e o zinco e cobre, mas Oliveira et al. (1999, 2003), Oliveira e Oliveira (2003, 2004, 2005) encontraram 
correlações das colonizações micorrízicas também com outros macros e micronutrientes em plantas cul-
tivadas em solos de terra firme da Amazônia.Os números de esporos de fungos micorrízicos arbusculares 
encontrados nas amostras de solos foram bem elevados, variando de 380 a 590 para cada 35 g de solo.

Ao se analisar os teores foliares das plantas (Tabela 3), comparando-se as duas localidades, obser-
va-se que houve diferenças estatísticas para os teores de Ca, Zn, Mn e Fe, com os solos de Presidente 
Figueiredo proporcionando plantas com maiores teores desses elementos. 

Uma análise desses teores por espécie de planta (Tabela 4) indicou que houve diferenças entre elas 
apenas para os macronutrientes Ca, Mg e K, com os dos micronutrientes sendo todos iguais estatistica-
mente. O açaizeiro apresentou os maiores teores de Ca, enquanto que o cupuaçuzeiro e a bananeira os 
maiores de Mg, com o K sendo maior apenas na banana. 

Tabela 2. Colonização por fungos micorrízicos 
arbusculares nas espécies coletadas no Brasileirinho e 

Balbina.

Culturas
Hifas Vesículas Colonização Total

Propriedades
------------------- % -------------------

Brasileirinho

Açaí 6,6 6,2 9,3
1 (km 6) 

Cupuaçu 7,0 7,0 9,0

Banana 8,2 8,2 9,7

Açaí 6,3 6,8 7,7
2 (km 10)

Cupuaçu 6,6 9,2 9,7

Banana 7,2 5,1 8,3

Médias 7,0 7,1 8,9

Presidente Figueiredo

Açaí 5,6 7,6 8,2
Morena (km 

23)
Cupuaçu 8,8 5,1 10,2

Banana 1,2 4,0 4,8

Açaí 0,3 2,8 2,3

José (km 48)Cupuaçu 6,8 4,6 8,7

Banana 4,9 1,7 5,4

Médias 4,6 4,3 6,6

Tabela 3. Teores de nutrientes foliares de açaizeiro, 
cupuaçuzeiro e bananeira em propriedades rurais do 

Brasileirinho e de Presidente Figueiredo.

Locais
Brasileirinho Presidente Figueiredo

Ca 4,9 b 5,6 a
Mg 2,3 a 2,0 a
K 8,6 a 11,3 a
Zn 13,9 b 19,6 a
Mn 134,0 b 196,6 a
Fe 82,0 b 180,6 a

Médias seguidas da mesma letra nas linhas não diferem entre si pelo teste 
de Tukey ao nível de 5%.

Tabela 1. Teores de nutrientes dos solos amostrados do Brasileirinho e Presidente Figueiredo.

Local pH P Fe Zn Mn K

Brasileirinho
H2O ---------------- mg.kg-1 ---------------- cmolc.kg-1

4,07 B 20,4 A 235 A 3,4 S 4,1 B 0,16 M
4,42 B 21,6 A 135 A 1,4 B 4,7 B 0,12 M

P. Figueiredo
4,33 B 10,4 A 161 A 2,9 S 10,6 S 0,27 M
4,30 B 8,1 A 98  A 4,4 S 2,7 B 0,06 A

Classificação dos valores segundo Cochrane et al. (1985) A= alto; B= baixo; M= médio; S=(satisfatório).

Tabela 4. Média dos teores de nutrientes foliares 
determinado em folhas de açaizeiro, cupuaçuzeiro e 

bananeira para os dois locais.

Nutrientes
Espécies

Açaizeiro Cupuaçuzeiro Bananeira
Ca 7,0 a 4,1 b 4,6 b
Mg 1,6 b 2,6 a 2,3 a
K 6,4 b 8,3 b 15,1 a
Zn 14,5 a 17,5 a 18,2 a
Mn 158,9 a 178,3 a 158,6 a
Fe 142,9 a 100,4 a 150,6 a

Médias seguidas da mesma letra nas linhas não diferem entre si pelo teste 
de Tukey ao nível de 5%.
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Conclusões
Os solos de Presidente Figueiredo apresentaram-se mais férteis do que os da Comunidade do 

Brasileirinho. 

Os níveis de colonização radicular por fungos micorrízicos arbusculares foram baixos em todas as 
plantas e propriedades, não chegando a 10% de colonização por hifas e/ou vesículas, sugerindo que a 
contribuição dessa simbiose para a nutrição das plantas é baixa.

As plantas coletadas em Presidente Figueiredo apresentaram maiores teores de Ca, Zn, Mn e Fe em 
relação às coletadas no Brasileirinho.

Houve diferenças apenas nos teores de Ca, Mg e K nas folhas do açaí, cupuaçu e banana
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Resumo
Em 2017 foi estimada a existência de aproximadamente 3,8 milhões de espécies de fungos, dessas 144 
mil foram descritas para o mundo até o presente. No Brasil, embora a diversidade estimada seja de 
aproximadamente 15 mil, se conhece apenas 5.719 espécies. Essa carência de estudos em diversidade de 
fungos, somada à rápida degradação ambiental, sobretudo na Amazônia, é preocupante e querer estudos 
intensivos. Assim, com o intuito de ampliar os estudos sobre a riqueza dos fungos basidiomicetos, foram 
realizadas coletas entre setembro de 2016 e setembro de 2017 com amostragem aleatória e registros foto-
gráficos em uma parcela de 5 × 1 Km do Programa de Pesquisa em Biodiversidade (PPBio), na Floresta 
Nacional do Tapajós (FLONA do Tapajós), Km 67, cidade de Belterra, Oeste do Pará. Foram registradas 
72 espécies, das quais Geastrum, Marasmius e Polyporus foram os gêneros de maior diversidade. Com um 
esforço amostral menor, a diversidade de basidiomicetos observados na FLONA do Tapajós foi semelhan-
te à de outras Unidades de Conservação na Amazônia, sugerindo uma elevada micodiversidade, além de 
chamar atenção para intensificar os estudos nessa região da Amazônia.

Palavras-chave: Amazônia, Guia de campo, micodiversidade, taxonomia, Unidade de Conservação.

Introdução
O mundo dos fungos é de uma diversidade aparentemente infinita (Kowalchuk et al., 2006), os 

quais seus integrantes desempenham importantes funções ecológicas na decomposição e ciclagem de 
nutrientes e o controle de populações vegetais e animais por meio de relações patológicas e mutualísticas 
(Alexopoulos et al., 1996; Kendrick, 2001).

Diversas estimativas sobre a riqueza de fungos foram propostas (e.g. Hawksworth, 2001; Mueller e 
Schmit, 2007; Blackwell, 2011; Hawksworth, 2012). No entanto, a possibilidade de existirem 1,5 milhão 
de espécies ainda é a mais aceita (Hawksworth, 2001), mesmo diante de estimativa recentes de existirem 
em torno de 3,8 milhões de espécies (Hawksworth et al., 2017). Desproporcionalmente, se conhece entre 
80 a 120 mil espécies (Webster e Weber, 2007; Hawksworth et al., 2017).

Ascomycota e Basidiomycota são os filos mais diversos em número de espécies conhecidas (Webster 
e Weber, 2007). Ascomycota possui 64.143 espécies descritas, enquanto Basidiomycota possui cerca 
de 31.515 espécies (Kirk et al., 2008). Para a América Central e América do Sul são estimadas 20.000 
espécies de basidiomicetos (Mueller et al., 2007), sendo que no Brasil, o Catálogo Brasileiro de Plantas 
e Fungos do Brasil (2010) estima que existam cerca de 15.000 espécies de fungos, dessas apenas 5.719 
espécies foram documentadas com 1.050 ocorrendo na Amazônia (Maia et al., 2015).

Os fungos Basidiomicetos (Agaricomycotina) também são conhecidos como cogumelos por formarem 
corpo de frutificação e apresentarem características exclusivas como a presença do grampo de conexão 
em suas hifas e, principalmente, basídios e basidiósporos (estruturas reprodutivas) (Ferreira, 2005; Evert 
e Eichhorn, 2013). São fungos comuns em ambiente de floresta e a diversidade pode ser muito maior 
em regiões tropicais, como na Amazônia (Hawksworth 2001; Maia et al., 2015). No entanto, o reduzido 
número de estudos, associado a escassez de taxonomistas do grupo, desaceleram o conhecimento e o 
entendimento da biodiversidade e todos os processos que a envolve (Maia et al., 2015).
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Assim, é extremamente importante ressaltar que a carência de estudos sobre a diversidade de fungos, 
somada à rápida degradação da Amazônia, sinalizam a necessidade de estudos intensivos e mais especí-
ficos, tendo como objetivo incrementar o conhecimento sobre sua biodiversidade, padrões de distribui-
ção, relação com outras espécies como subsídio ao manejo, conservação e uso de fungos em processos 
biotecnológicos (Agerer et al., 2000). Este estudo tem como objetivo apresentar a diversidade de fungos 
basidiomicetos para a Floresta Nacional do Tapajós e disponibilizar um guia de campo para auxiliar fu-
turas pesquisas em micodiverisadade na região.

Material e Métodos
A Floresta Nacional do Tapajós (FLONA do Tapajós) é uma Unidade de Conservação (UC), localiza-

da no Oeste paraense, bioma Amazônico. A mesma possui ~545.000 ha de floresta ombrófila densa, 
caracterizando-se pela dominância de indivíduos arbóreos de grande porte e pela abundância de lianas 
lenhosas, palmeiras e epífitas (Veloso et al., 1991). O clima é tropical úmido, classificado como Ami no 
sistema Köppen, com temperatura média anual de 25,9 ºC e variação térmica anual inferior a 5 ºC, com 
concentração de chuvas ocorrendo entre janeiro e maio, resultando em uma precipitação média anual de 
2200 mm (Alvares et al., 2013).

A área de estudo compreende uma parcela de 5 × 1Km do Programa de Pesquisas em Biodiversidade 
(PPBio) (2°50’10.99”S, 54°54’50.15”O, 2°50’46.35”S, 54°57’32.38”O), localizada no Km 67 do centro da 
Cidade de Santarém. Em expedições realizadas no período de setembro de 2016 a setembro de 2017, fo-
ram realizados registros fotográficos de forma aleatória e sempre que possível, amostras dos basidiomas 
eram coletadas.

A coleta dos basidiomas seguiu os métodos de documentação e preservação proposta por Fidalgo e 
Bononi (1989) e Lodge et al. (2004). As análises das microestruturas foram realizadas a partir de peque-
nos cortes do contexto à superfície himenial dos basidiomas, foram colocados entre lâminas e lamínu-
las, com solução de hidróxido de potássio 3% e reagente de Melzer (Teixeira, 1995, Ryvarden, 2004) e 
observados em microscópio óptico NOVA 107-T. Para a identificação e/ou confirmação das espécies, foi 
utilizada literatura especializada, tais como: Ryvarden e Johansen (1980), Miller e Miller (1988), Sunhede 
(1989), Calonge (1998), Sarasini (2005) e Sousa et al.(2014). O material testemunho foi depositado no 
Herbário HSTM da Universidade Federal do Oeste do Pará (UFOPA).

Resultados e Discussão
Foram identificadas 72 espécies, 47 gêneros e 21 famílias das ordens Agaricales (Agaricaceae, Clavariaceae, 

Entomomataceae, Marasmiaceae, Omphalotaceae, Pleurotaceae, Psathyrellaceae, Tricholomataceae, 
Pterulaceae, Schizophyllaceae), Geastrales (Geastraceae), Auriculariales (Auriculariaceae), Dacrymycetales 
(Dacrymycetaceae), Hymenochaetales (Hymenochaetaceae, Rickenellaceae), Phallales (Phallaceae), 
Polyporales (Ganodermataceae, Grammotheleaceae, Meripilaceae, Phanerochaetaceae, Polyporaceae). A 
Tabela 1 consta a lista das espécies de macrofungos registradas na Floresta Nacional do Tapajós.

Todas as espécies representam o primeiro registro para a FLONA Tapajós. Agaricales foi a ordem de maior 
diversidade com 28 espécies e Polyporaceae a família com maior representatividade com 12 gêneros e 20 es-
pécies. Geastrum foi o gênero com o maior número de espécies (7), seguido por Marasmius e Polyporus (5). 

A maior riqueza de Polyporaceae registrada era o esperado por ser a família mais diversas de fungos 
(Ryvarden 2004), assim como a ordem Agaricales que abriga em torno de 4.000 espécies mundialmente, 
e na Amazônia são registradas 133 espécies (Flora do Brasil 2018), dados que enfatizam a importância 
de realizar mais excursões micológicos para ampliar o conhecimento da diversidade de fungos na região.

A riqueza observada para a FLONA do Tapajós é uma das maiores registradas em floresta ombrófila 
densa na Amazônia. Para a FLONA de Caxiuanã, também localizada no estado do Pará, 87 espécies fo-
ram registradas em 2009 (Sotão et al., 2009), sendo que em 2013, Gibertoni et al., (2013) registrou 96 e 
Medeiros et al., (2013) encontraram 76 espécies e em 2014, 97 espécies foram amostradas para a FLONA 
do Amapá (Soares et al., 2014).
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Tabela 1. Diversidade de macrofungos (Basidiomycota) da Floresta Nacional do Tapajós, região oeste do Pará.

Ordem Família Espécie

Agaricales Underw..

Agaricaceae Chevall

Calvatia cf. cyathiformis (Bosc) Morgan

Chlorophyllum cf. molybdites (G. Mey.) Massee

Cyathus sp.

Leucocoprinus cf. brunneoluteus Capelari & Gimenes

Lycoperdon sp. 1

Lycoperdon sp. 2

Macrolepiota sp.

Morganella sp. 1

Morganella sp. 2

Clavariaceae Chevall.
Clavaria zollingeri Lév.

Clavulinopsis aurantiocinnabarina (Schwein.) Corner

Entolomataceae Kotl. & Pouzar Entoloma cf. panniculus

Marasmiaceae Roze ex Kühner

Marasmius cf. griseoradiatus Desjardin & Ovrebo

M. haematocephalus (Mont.) Fr.,

M. cf. helvoloides Singer

M. cf. rhabarbarinus Berk

M. rotuloides Dennis

Trogia cantharelloides (Mont.) Pat.

Omphalotaceae Bresinsky Gymnopus montagnei (Berk.) Redhead

Pleurotaceae Kühner Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.

Psathyrellaceae Vilgalys
Coprinellus disseminatus (Pers.) J.E. Lange

Oudemansiella sp.

Tricholomataceae R. Heim ex Pouzar Hygrocybe sp.

Pterulaceae Corner

Deflexula sprucei (Mont.) Maas Geest.

Deflexula subsimplex (Henn.) Corner

Pterula brunneosetosa Corner

Pterula stipata Corner

Schizophyllaceae Schizophyllum commune Fr.

Geastrales K. Hosaka & Castellano Geastraceae Corda

Geastrum entomophilum Fazolino, Calonge & Baseia,

Geastrum lloydianum Rick

Geastrum schweinitzii (Berk. & M.A. Curtis) Zeller

Geastrum subiculosum Lloyd

Geastrum triplex Jungh.

Geastrum sp. 1

Geastrum sp. 2

Auriculariales J. Schröt. Auriculariaceae Fr. ex Lindau Auricularia delicata (Mont.) Henn.

Dacrymycetales Lindau Dacrymycetaceae Bref. Dacryopinax spathularia (Schwein.) G.W. Martin

Hymenochaetales Oberw.
Hymenochaetaceae Imazeki & Toki Coltricia sp.

Rickenellaceae Vizzini Cotylidia aurantiaca (Pat.) A.L. Welden

Phallales E. Fisch. Phallaceae Corda

Clathrus sp.

Mutinus caninus (Huds.) Fr.

Phallus indusiatus Vent.

Xylophallus xylogenus (Mont.) E. Fisch.
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A carência de estudos sobre a diversidade de fungos, somada com à rápida degradação das formações 
vegetais na Amazônia (Dahlberg e Mueller, 2011), sinalizam a necessidade de estudos intensivos e mais 
específicos, tendo como objetivo incrementar o conhecimento sobre sua biodiversidade, como subsídio 
ao manejo, conservação e uso de fungos em processos biotecnológicos (Melo e Azevedo, 2008; Santana 
et al., 2016). Além disso, a deposição dos espécimes coletados em herbário é imprescindível para permitir 
o entendimento da biodiversidade e seus padrões de distribuições, relações entre espécies e evolução 
(Agerer et al., 2000).

Conclusão
A Floresta Nacional do Tapajós é um reservatório de alta diversidade fúngica, que deve ser inten-

samente estudada. Soma-se a este o fato a necessidade de estudos ecológicos para o entendimento de 
padrões de distribuição das espécies e relações ecológicas.

Ordem Família Espécie

Polyporales Gäum.

Ganodermataceae (Donk) Donk

Amauroderma sprucei (Pat.) Torrend

Ganoderma applanatum (Pers.) Pat.

Ganoderma stipitatum (Murrill) Murrill

Ganoderma tornatum (Pers.) Bres.

Grammotheleaceae Jülich Porogramme albocincta (Cooke & Massee) TB Gibertoni

Meripilaceae Jülich Rigidoporus lineatus (Pers.) Ryvarden

Phanerochaetaceae Jülich

Antrodiella liebmannii (Fr.) Ryvarden

Antrodiella versicutis (Berk. & M.A. Curtis) Gilb. & Ryvarden

Inflatostereum glabrum (Lév.) D.A. Reid

Polyporaceae Corda

Datronia caperata (Berk.) Ryvarden

Earliella scabrosa (Pers.) Gilb. & Ryvarden

Favolus tenuiculus P. Beauv.

Hexagonia hydnoides (Sw.) M. Fidalgo

Hexagonia variegata Berk.

Lentinus velutinus Fr.

Lenzites betulina (L.) Fr.

Lenzites elegans (Spreng.) Pat.

Megasporoporia cavernulosa (Berk.) Ryvarden

Microporellus obovatus (Jungh.) Ryvarden

Nigroporus sp.

Polyporus dictyopus Mont.

Polyporus grammocephalus Berk

Polyporus guianensis Mont.

Polyporus leprieurii Mont.

Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill

Trametes elegans (Spreng.) Fr.

Trametes modesta (Kunze ex Fr.) Ryvarden

Trametes versicolor (L.) Lloyd

Trametes occidentalis (Klotzsch) Fr.

Tabela 1. Continuação



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 374

Figuras 1-20. Macrofungos da Floresta Nacional do Tapajós. 1) Calvatia cf. cyathiformis; 2) Chlorophyllum cf. 
molybdites; 3) Cyathus sp.; 4) Leucocoprinus cf. brunneoluteus; 5) Macrolepiota sp.; 6) Morganella sp. 1; 7) 

Morganella sp. 2; 8) Clavaria zollingeri; 9) Clavulinopsis aurantio cinnabarina; 10) Entoloma panniculus; 11) 
Marasmius cf. griseoradiatus; 12) M. haematocephalus; 13) M. cf. rhabarbarinus; 14) M. rotuloides; 15) Trogia 
cantharelloides; 16) Gymnopus montagnei; 17) Coprinellus disseminates; 18) Oudemansiella sp.; 19) Hygrocybe 

sp.; 20) Schizophyllum commune.
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Figuras 21-36. Macrofungos da Floresta Nacional do Tapajós. 21) G. schweinitzii; 22) G. subiculosum; 23) G. 
triplex; 24) Auricularia delicata; 25) Dacryopinax spathularia; 26) Clathrus sp.; 27) Mutinus caninus; 28) Phallus 
indusiatus; 29) Xylophallus xylogenus; 30) Porogramme albocincta; 31) Datronia caperata; 32) Earliella scabrosa; 

33) Hexagonia variegata; 34) Lentinus velutinus; 35) Microporellus obovatus; 36) Polyporus grammocephalus.
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Resumo
O papel dos rizóbios no ciclo do nitrogênio nos ecossistemas agrícolas tem sido de vital importância. A sele-
ção de isolados de rizóbios capazes de sobreviverem em condições ácidas é fundamental para o sucesso da 
fixação biológica do nitrogênio na região amazônica. O trabalho teve como objetivo caracterizar rizóbios com 
potencial para serem usados como inoculantes em leguminosas nos solos ácidos da Amazônia. Foi realizada 
a caracterização morfológica dos isolados e a avaliação da capacidade dos mesmos em crescer em duas situa-
ções de pH (4,5 e 6,5). No teste de pH os isolados foram classificados de acordo com o tempo de início de cres-
cimento e com o grau de tolerância à acidez. Os isolados apresentaram variações nas características culturais. 
Todos os isolados apresentaram crescimento máximo no terceiro dia em pH 6,5. Em pH 4,5 o isolado FCAN02c 
apresentou tolerância média, enquanto que os isolados FCAN01a, FCAN01b, FCAN01c, FCAN02a, FCAN02b 
apresentaram alta tolerância e crescimento máximo no terceiro dia de avaliação. A estratégia de sobrevivência 
dos isolados em condições ácidas apresentada neste trabalho foi a produção de exopolissacarídeos. 

Palavras-chave: fixação simbiótica do nitrogênio, bactérias diazotróficas e tolerância à acidez 

Introdução
Cerca de 90% dos solos amazônicos são deficientes em nitrogênio e fósforo (Nicholaides et al., 

1983), dois elementos essenciais para a planta e de difícil aplicação como fertilizantes pelos agriculto-
res regionais, devido ao alto custo e dificuldades de transporte. No entanto, alguns microrganismos do 
solo, que se associam às raízes das plantas, podem torná-las menos dependentes de adubos químicos 
permitindo, assim, uma economia desses insumos e uma maior produtividade dos solos. Dentre esses 
microrganismos estão as bactérias nodulíferas dos gêneros Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, 
Azorhizobium e Bradyrhizobium (genericamente designados por rizóbia), que fixam o nitrogênio atmos-
férico tornando-o disponível para as plantas e para o ecossistema (Jaramillo et al., 2013). 

A fixação biológica do nitrogênio atmosférico é importante na substituição da adubação nitrogenada 
(Ogega et al., 2018), principalmente na Amazônia (Hara e Oliveira, 2005). Esse grupo de microrganismos 
proporcionam benefícios econômicos com a redução nos custos de produção, e melhoria da qualidade 
ambiental, com menor aporte de nitratos para as águas superficiais e subterrâneas (Oliveira et al., 2012).

Além de fixarem o nitrogênio atmosférico na associação com leguminosas, podem estimular o cresci-
mento de culturas não leguminosas como o arroz (Osorio Filho et al., 2014), o milho, o trigo e a canola 
(Hahn et al., 2014), devido à produção de substâncias hormonais (Sahasrabudhe, 2011), protegem as 
plantas contra patógenos (Mishra et al., 2006), contribuem de forma indireta na nutrição de plantas atra-
vés da solubilização de fosfatos insolúveis (Hara e Oliveira, 2005).

Em condições de terra firme da Amazônia sob floresta ou em áreas não cultivadas com leguminosas, 
há uma baixa população de rizóbia (Bonetti et al.,1984). O baixo número de rizóbia nos solos regionais 
com pHs ácidos (Bonetti et al., 1986) pode ser devido à sua baixa capacidade de sobrevivência em am-
biente ácido. Isolados de rizóbios com a capacidade de superar tais condições, precisam ser selecionadas 
para uso em inoculantes (Wani et al., 1995), principalmente aqueles isolados de solos onde o fator es-
tressante predominou (Rossum et al., 1994). 
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A maior parte dos inoculantes produzidos no Brasil é importada para a cultura da soja (cerca de 
99%). Portanto, há a necessidade de se selecionar isolados de rizóbios para leguminosas utilizadas em 
sistemas de baixos insumos como os característicos da Amazônia, e o primeiro passo desse processo é a 
caracterização morfológica e fisiológica dos isolados. 

A avaliação das características das culturas pode indicar as diferenças morfológicas e fisiológicas 
importantes entre os isolados de rizóbios (Chagas Jr. et al., 2010). Essas características permitem a iden-
tificação de isolados com métodos relativamente rápidos e acessíveis em laboratórios com infraestrutura 
básica e poucos recursos financeiros, facilitando assim, a seleção inicial de isolados de rizóbios com 
características desejáveis para os ecossistemas amazônicos, como a tolerância à acidez.  O objetivo desse 
trabalho foi caracterizar isolados de rizóbios quanto a morfologia e tolerância a acidez.

 Material e Métodos
Para a coleta de nódulos foi utilizada a metodologia proposta por Hungria e Araújo (1994).  Todos os 

procedimentos foram realizados no Laboratório de princípios biotivos de origem microbiana (LPBOM/
DCFDA/FCA) da Faculdade de Ciências Agrárias (FCA) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Os nódulos utilizadospara isolamento dos rizóbios foram oriundos de sistema radicular de duas plan-
tas de Puerária (Pueraria phaseoloides), sendo cada planta oriunda de local distinto. No momento da 
coleta, foram coletadas amostras de solos rizósféricos para a medição do pH do solo (EMBRAPA, 1999). 
Foram obtidos três isolados de rizóbios de cada planta, totalizando assim, seis isolados para a avaliação, 
os quais foram devidamente codificados. Os isolados FCAN01a, FCAN01b e FCAN01c foram coletados 
de nódulos diferentes de uma planta de puerária oriunda de solo com pH 4,1. Os isolados FCAN02a, 
FCAN02b e FCAN02c são oriundos de outra planta estabelecida em solo com pH 4,2. 

O isolamento dos rizóbios foi realizado conforme Hungria e Araújo (1994) com as etapas de quebra 
da tensão superficial em álcool (95%), esterilização em solução de hipoclorito de sódio (3%) e lavagem 
em água destilada estéril. Os nódulos foram esmagados bastão de vidro em frascos esterilizados. Os ma-
teriais resultantes do esmagamento dos nódulos foram riscados em meio YMA (Yeast-Manitol-Agar) (pH 
6,5) descrito por Hungria e Araújo (1994). Foi adicionado o corante vermelho congo (solução 0,25g/100 
mL) na proporção de 10 mL por litro de meio de cultura para identificar os possíveis contaminantes. Após 
a obtenção das colônias puras, os isolados foram incubados a 28ºC. 

Após 48 horas de incubação foi realizada a repicagem para meio YMA (pH 6,5) contendo o corante 
azul de bromotimol na proporção de 5 ml por litro do meio de cultura para análise de alteração do pH. 
Após 24h foram analisadas as características culturais das colônias de acordo com a metodologia propos-
ta por Hungria e Araújo (1994). 

Os isolados também foram repicados para meio YMA com meio pH 4,5 para análise da tolerância à 
acidez de acordo com a metodologia de Oliveira e Magalhães (1999). Foram usadas triplicatas para cada 
isolado, sendo uma repetição por placa de Petri. Foi acrescentado o corante indicador bromocresol verde 
para detectar a alteração do pH do meio. 

As avaliações foram realizadas a cada três dias, durante um período de 15 dias. Foram adotados valo-
res de crescimento para cada isolado variando de 1 a 4, ocorrendo valores intermediários entre esses ex-
tremos (Figura 1 e 2). Este método permitiu ainda, selecionar isolados de acordo com o grau de tolerância 
(sensível, mediano e tolerante) (Tabela 1). Foi observada também, a produção de exopolissacarídeos na 
condição de acidez.

Tabela 1. Escala de valores para a avaliação do crescimento de rizóbio nos 
meios YMA (pH 6,5; pH 4,5) (Oliveira e Magalhães, 1999).

Graus de tolerância Intervalos de pontuação
Sensível 1,00 - 2,00
Mediano 2,06* - 3,00
Tolerante 3,06** - 4,00

Obs.: * Três repetições com nota 2,0 e uma com 2,25 - ** Três repetições com nota 3,0 e uma com 3,25.
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Resultados e Discussão
Algumas diferenças foram detectadas entre as características culturais dos isolados de rizóbios, in-

clusive entre aqueles obtidos de nódulos da mesma planta. Todos os isolados apresentaram crescimento 
após 48 incubação, caracterizando-os como rizóbios de crescimento rápido. Em relação ao pH (6,5) ape-
nas o isolado FCAN01a não foi capaz de promover alteração, enquanto os demais isolados acidificaram o 
meio, cujo fenômeno foi detectado a partir da alteração da cor do meio de cultura de verde azulado para 
amarelo. Todos os isolados apresentaram forma da colônia circular, borda inteira e superfície lisa, aparên-
cia homogênea e sem elasticidade. Os isolados FCAN01a, FCAN01b apresentaram colônias de coloração 
branca enquanto que as demais apresentaram colônias sem cor definida. Todos os isolados apresentaram 
produção de exopolisscarídeo com exceção do isolado FCAN01a. 

Em relação ao teste de pH, todos os isolados apresentaram crescimento máximo em pH 6,5 no terceiro 
dia de avaliação (Tabela 2) e foram capazes de acidificar o meio e produzir exopolissacarídeo com exce-
ção do isolado FCAN01a, o mesmo   foi observado na caracterização morfológica em pH 6,5. 

De acordo com a tabela 2, apenas o isolado FCAN02c apresentou tolerância média à acidez, enquan-
to que os demais se comportaram como isolados de tolerância alta a este fator estressante presente na 
maioria dos solos de terra firme do estado do Amazonas. Foi observado que todos os isolados em pH 4,5, 
com exceção do isolado FCAN02c alteraram a cor do meio para amarelo, indicando diminuição do pH 
e produziram exopolissacarídeos. Ao analisar a tabela 2, foi identificado que os isolados com tolerância 
alta à acidez FCAN01b, FCAN01c, FCAN02a e FCAN02b apresentaram crescimento máximo já no terceiro 
dia, enquanto que para o isolado FCAN01 foi observado a partir do 6o dia de avaliação. O crescimento 
do único isolado de tolerância média, FCAN02c, se estabilizou a partir do 6o dia de avaliação (Tabela 2). 

Figura 1. Ilustração do método de riscagem proposto por Oliveira e Magalhães (1999). 
A figura demonstra apenas uma repetição.

ZONA 3 

ZONA 2 

ZONA 1 

ZONA 4

Zona 1. Uma linha, 
riscando-se várias vezes em 
ambas direções conforme 
indica a seta.

Zona 2. Quatros linhas 
riscadas em apenas uma 
direção, indicado pela seta.

Zona 3 e 4. Da mesma 
forma que a zona 2.

Figura 2. Valores de crescimento para os isolados de rizóbio nos respectivos tratamentos 
em placas de Petri com meio YMA (Oliveira e Magalhães, 1999).

1.00                             1.25                             2.00                            3.00                            4.00
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As diferenças culturais e na capacidade de tolerar a acidez entre isolados provenientes de nódulos 
diferentes da mesma planta indica uma possível diferença genética entre os mesmos. No entanto, estudos 
mais aprofundados necessitam ser desenvolvidos no sentido de corroborar tal hipótese. 

A tolerância á acidez apresentada pelos isolados FCAN01a, FCAN01b, FCAN01c, FCAN02a e FCAN02b 
pode estar relacionada a capacidade desses isolados em produzirem exopolissacarídeos conforme ob-
servado em meio de cultura na caracterização morfológica (pH 6,8) e nos testes de pH (4,5 e 6,50). 
Resultados semelhantes foram observados por Barbieri et al. (2004) e Miguel e Moreira (2001). Além 
do mais, os exopolisscarídeos podem também neutralizar o efeito do alumínio trocável (Hara e Oliveira, 
2005), que é abundante nos solos da Amazônia e é tóxico aos rizóbios nativos. 

A acidificação do meio de cultura nas duas situações de pH (4,5 e 6,5) pode ser o indicativo de que 
esses isolados estejam muito bem adaptados ao hábitat onde essas condições predominam. Essa acidi-
ficação é decorrente da liberação de ácidos orgânicos decorrentes do metabolismo microbiano (Mahdi 
et al., 2011), e pode ser considerado como uma estratégia de sobrevivência. Em condições de solo, essa 
acidificação pode auxiliar também na solubilização de fosfatos inorgânicos e aumentar a disponibilidade 
do fósforo para as plantas (Saber et al., 2012). 

Além da capacidade de tolerar o pH, o início do crescimento dos isolados é fundamental. O rápido 
crescimento apresentado pelos isolados é uma característica desejada quando se pretende obter material 
genético com potencial para ser utilizado como inoculante, e auxiliar no processo de fixação biológica 
do nitrogênio. Isolados de crescimento rápido podem se estabelecer muito bem na simbiose em condi-
ções de campo superando a competição com outros organismos do solo como os fungos, actinomicetos 
e rizóbios nativos, e ainda superar fatores abióticos como acidez e altas temperaturas do solo (Silva et 
al., 2002). Esse crescimento rápido é característico dos gêneros Rhizobium e Sinorhizobium. A literatura 
tem relatado uma estreita relação da Puerária com o gênero Bradyrhizobium, considerado um gênero de 
crescimento lento. No entanto, estudos indicam a possível simbiose da puerária com outros gêneros de 
rizóbios (Sarr et al., 2016). O tempo de crescimento pode também ser usado para a seleção, tendo em 
vista que os isolados que na presença da acidez apresentaram maiores escores de crescimento em menor 
período de tempo podem ser considerados como mais tolerantes a esse fator estressante do meio.

Conclusões
Isolados coletados de nódulos diferentes da mesma planta apresentaram variações nas características 

morfológicas e fisiológicas 

Os isolados de rizóbios, FCAN01a, FCAN01b, FCAN01c, FCAN02a e FCAN02b foram os mais toleran-
tes à acidez do meio de cultivo. 

Todos os isolados tolerantes à acidez foram capazes de acidificar o meio e produziram expressiva 
quantidade de muco em meio de cultura. 

Tabela 2. Crescimento em meio de cultivo com pH 6,5 e pH 4,5 (Oliveira e Magalhães, 1999) de isolados de 
rizóbios oriundos de solos ácidos. 

Isolados 

Dia de avaliação

3o 6o 9o 12o 15o

pH

4,5 6,5 4,5 6,5 4,5 6,5 4,5 6,5 4,5 6,5

FCAN01a 2,80 4,00 3,42 4,00 3,50 4,00 3,50 4,00 3,50 4,00

FCAN01b 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

FCAN01c 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

FCAN02a 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

FCAN02b 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00

FCAN02c 2,00 4,00 3,00 4,00 3,00 4,00 3,00 4,00 3,00 4,00
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Resumo
O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar fungos filamentosos endofíticos de folhas de capim mom-
baça de duas fazendas localizadas no município de Iranduba/AM. Amostras foram coletadas em quatro 
áreas de pastagem pelo método do quadrado. Dez folhas de cada fazenda foram coletadas em sacos de 
papel e transportadas para o Laboratório de Princípios Bioativos de Origem Microbiana/LPBOM da FCA/
UFAM. As folhas foram desinfestadas superficialmente e inoculadas em placas de Petri com meio BDA e 
cloranfenicol para inibir o crescimento de bactérias. As placas foram incubadas a 18 °C em BOD e obser-
vadas diariamente até o crescimento micelial de endófitos. Após o crescimento do fungo, inóculos foram 
transferidos para tubos contendo o mesmo meio de isolamento, inclinado. A identificação foi realizada 
através da visualização de estruturas reprodutivas coradas com azul de lactofenol sob microscópio de 
luz. O gênero mais frequente foi Colletotrichum apresentando cinco morfotipos, seguido por Fusarium, 
Xylaria e Chaetomium.

Palavras-chave: Bioprospecção, Colletotrichum, diversidade.

Introdução
As gramíneas da espécie Panicum maximum estão entre as mais cultivadas no Brasil, principalmente 

em cadeias de produção de leite a pasto. O cultivar Mombaça foi lançado pela Embrapa em 1993, tendo 
como principais vantagens de utilização um elevado potencial de produção forrageira, rápido estabeleci-
mento das pastagens, resistência à cigarrinha-das-pastagens e adaptação aos solos de média fertilidade, 
permitindo elevada produção a pasto desde que receba adubação química, sendo, portanto, boa opção 
na implementação de pastos de sistemas intensivos (Gomide et al., 2016). 

Os microrganismos endofíticos são de modo geral fungos e bactérias que vivem de maneira geral nas 
folhas e caules das plantas sem causar danos aparentes (Azevedo, 1998).

O estudo que microrganismos endofíticos com gramíneas é de grande importância, pois  os fungos 
ao colonizarem as estruturas plantas , conferem características tais como um maior acúmulo de matéria 
seca, maior tolerância às variações ambientais (Kleczewski et al., 2012) e produção de alcalóides, prote-
gendo a gramínea do ataque de insetos e consumo por mamíferos (Tanaka et al., 2012).

A microbiota endofítica vem amplamente sendo estudada quanto ao seu potencial biotecnológico, 
seja ele na agropecuária (Lopes et al., 2017; Assumpção et al., 2009; Mochi, 2009); indústria farmacêu-
tica (Calderani, Orlandelli e Pamphille, 2016; Ferrara, 2006); e biorremediação (Lima et al., 2016; Silva e 
Rondon, 2013).

São escassos os trabalhos que expõem a comunidade de microrganismos endofíticos associados a 
gramíneas e pouco se sabe sobre a interferência dos mesmos na palatabilidade, crescimento e qualidade 
das mesmas. O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar fungos endofíticos filamentosos de folhas 
de capim mombaça de duas áreas de pastagens localizadas em Iranduba/AM.
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Material e métodos

Coleta das amostras

Foram coletadas 20 folhas de dois piquetes em duas fazendas localizadas em Iranduba/AM. A amostra-
gem foi realizada pelo método do quadrado. O material vegetal coletado foi transportado ao Laboratório 
de Princípios Bioativos de Origem Microbiana/LPBOM da Faculdade de Ciências Agrárias/FCA/UFAM. 
As folhas foram lavadas em água corrente, com esponja, para remoção de restos de solo, poeira e dos 
possíveis microrganismos epifíticos.

Desinfestação das folhas

As folhas foram imersas em álcool 70%, por um minuto, hipoclorito de sódio (2%) durante um minu-
to, álcool 70% por 30 segundos e em água ultrapura por curto período para remoção do excesso de álcool 
e hipoclorito (Pereira, Azevedo e Petrini, 1993).

Fragmentação e inoculação das amostras em meio de cultura

Após a desinfestação superficial, as folhas foram secas em papel toalha esterilizado e divididas em 
três regiões: apical, mediana e basal, depois foram fragmentadas com bisturi em tamanho de 0,5 cm², 
totalizando 600 fragmentos (200 de cada região) que foram inoculados em 60 placas de Petri contendo o 
meio de cultura BDA (infusão de 200 g de batata, 10 g de dextrose e 15 g de ágar, q.s.p. 1 litro - pH 6,8 
acrescido do antibiótico cloranfenicol 0,05 mg/L para inibir o crescimento de bactérias) e incubadas a 18 
°C em estufa com demanda bioquímica de oxigênio (BOD); e observadas diariamente para isolamento 
após o crescimento micelial. A taxa de colonização para cada :

Isolamento e identificação dos fungos endofíticos

Após o crescimento das colônias, inoculos destas foram repicadas para tubos contendo o meio BDA 
inclinado. A observação das estruturas microscópicas foi com a coloração azul de lactofenol (Onions et al., 
1981) para visualizar as estruturas de reprodução sexual e assexual para identificação dos isolados (Ellis, 
1971; Barnett e Hunter, 1972; Arx, 1974). Cada linhagem foi armazenada, em duplicata - a colônia matriz e 
duas monospóricas, pelo método de Castellani (Araújo et al., 2002) e mantidos em temperatura ambiente.

Resultados e discussão
Foram analisadas 20 folhas, compreendendo 600 fragmentos, sendo dez por placa de Petri. Em alguns 

fragmentos não cresceu fungos filamentosos. A taxa de colonização por endófitos foi maior na região 
basal, apresentando 91,5%, seguida das regiões apical e mediana (Tabela 1).

Foram isolados 241 fungos endofíticos, apenas 92 foram identificados em nível de gênero, listados na 
(Tabela 2). Dentre os gêneros isolados, Colletotrichum spp. foi o mais frequente com 34,85% ocorrendo 
cinco morfotipos diferentes distribuídos nas três regiões das folhas.

Também foi observado o gênero Fusarium sp. com cinco isolados do mesmo morfotipo, sendo quatro 
da região basal e apenas um da apical. Além destes dois gêneros, foram identificados Xylaria sp. com 
dois isolados da região mediana e um Chaetomium sp. isolado da região apical.

Considerando os fungos identificados, a região com maior diversidade foi a apical (Tabela 2). Segundo 
Souza et al. (2004), uma identificação rápida de fungos endofíticos não é fácil pois existe carência de 
especialistas em identificação taxonômica destes fungos, que dependendo do micro-habitat podem existir 
espécies desconhecidas.
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Neste trabalho o gênero mais frequente é Colletotrichum, que pode ser facilmente isolado de plantas 
na forma endofítica. Este fungo produz metabólitos de interesse biotecnológico (Gonçalves, Freire e 
Lima, 2013; Pamphile et al., 2017). 

Kleczewski et al. (2012) isolaram Colletotrichum, Fusariun e Xylaria como endófitos de P. virgatum. 
Os gêneros Colletotrichum e Fusarium também foram isolados por Wong e Ride (2001) das gramíneas 
Phragmites australis, Pennisetum purpureum, e Miscanthus floridulus, porém a metodologia utilizada por 
eles não pode diferenciar os isolados de endofíticos, epifíticos ou fitopatógeno das gramíneas em questão.

O gênero Fusarium, apesar de ter sido isolado das folhas neste trabalho, também pode ser isolado na 
forma patogênica de sementes de P. maximum, dos cultivares Massai, Mombaça e Tanzânia como no 
estudo realizado por Marchi et al. (2010).

Vechiato et al. (2010) observaram a ocorrência de Fusarium em sementes de Brachiaria brizantha, 
nos cultivares Basilisk, Marandú e Xaraés e em sementes de P. maximum nos cultivares Mombaça e 
Tanzânia. A ocorrência de Chaetomium sp. foi apenas no cultivar Basilisk e Colletotrichum sp., isolado do 
cultivar Marandú. Existe a possibilidade de transmissão vertical de endófitos via sementes em gramíneas, 
pois Hodgson et al. (2014) confirmam tal fato em Centaurea cyanus, C. nigra, Papaver rhoeas, Plantago 
lanceolata, Rumex acetosa e Senecio vulgaris, sugerindo que seja um fenômeno generalizado.

Maia (2015), ao isolar fungos filamentosos endofíticos das gramíneas P. maximum e P. purpureum, 
observou que Sarocladium sp. foi o mais frequente. Outro trabalho exploratório sobre a comunidade 
endofítica de gramíneas foi realizado por Gama (2014), que observou grande diversidade de gêneros, 
com destaque para Paraconiothyrium e Phoma, isolados de capim brachiária, como os mais frequentes.

A baixa diversidade de fungos endofíticos observados neste trabalho pode ser justificada pelos diver-
sos fatores bióticos e abióticos que podem influenciar na diversidade de fungos e outros microrganismos 
endofíticos associados à planta em questão (Faeth e Fagan, 2002; Oki et al., 2009).

Conclusões
Foram isolados fungos endofíticos, sendo apenas quatro gêneros identificados.O gênero mais frequen-

te foi o Colletotrichum.
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Resumo 
O camu-camu é uma frutífera originária da região Amazônica, com potencial de comercialização na re-
gião Norte do Brasil. Entretanto, a severidade de algumas doenças pode afetar o seu desenvolvimento e 
produtividade. Assim, objetivou-se avaliar a influência de doses de potássio na incidência e severidade 
da antracnose no camu-camu. O experimento foi conduzido em casa de vegetação no Centro de Ciências 
Agrárias da Universidade Federal de Roraima, Boa Vista-RR. Folhas de camu-camu com sintomas de an-
tracnose foram coletadas para isolamento de fitopatógenos. O delineamento foi inteiramente casualizado, 
com nove repetições. Os tratamentos consistiram de cinco doses de potássio: 0; 20; 40; 80 e 160 kg ha-1 
de K2O, empregando cloreto de potássio (KCl) como fonte. Quatro plantas (cada tratamento) foram ino-
culadas com uma suspensão de 1,0 x 106 conídios/mL de Colletotrichum sp.. As avaliações foram a cada 
cinco dias a partir dos primeiros sintomas de antracnose, totalizando 20 dias. Um isolado do complexo 
C. gloeosporioides foi obtido. A incidência da doença foi menor na dose 40 kg ha-1 de K2O e a dose de 
máximo controle (81,8 kg ha-1) reduziu a severidade de 61,75% para 18,9%. A nutrição de plantas de 
camu-camu com potássio reduz a incidência e severidade da antracnose. 

Palavras-chave: Myrciaria dubia, Colletotrichum, Nutrição mineral, Manejo. 

Introdução
A Amazônia brasileira é um dos principais centros de origem e diversidade de espécies frutíferas. No 

entanto, algumas dessas fruteiras nativas vêm sendo exploradas basicamente de maneira extrativista, 
necessitando de estudos no que se refere às características agronômicas e agroindustriais. 

Dentre essas espécies frutíferas, destaca-se o camu-camu ou caçari [Myrciaria dubia (H. B. K.) 
McVaugh] com potencial de comercialização para todas as regiões do Brasil. A espécie apresenta porte 
arbustivo e cresce espontaneamente às margens dos rios e lagos, sendo encontrada na estação chuvosa, 
parcial ou totalmente submersa (Viégas et al., 2004). Em países como o Peru, estudos com melhoramento 
genético já se encontram em estado avançado, resultando em produção e industrialização de produtos 
oriundos da polpa dos frutos que possuem elevado teor de vitamina C (Yuyama, 2002), além de vários 
compostos fenólicos e atividade antioxidante (Grigio et al., 2017).

A produção de frutos somente em ambientes naturais não garante disponibilidade e qualidade do pro-
duto, devido à sazonalidade ocasionada pelos diversos fatores edafoclimáticos. A adaptação de plantas 
para o cultivo, somada ao manejo adequado e uso de adubações, pode proporcionar maiores condições 
de desenvolvimento e produção (Abanto et al., 2014). Além de contribuir para o desenvolvimento regio-
nal, por agregar valor aos recursos naturais disponíveis na região, constituir fonte de renda das comuni-
dades rurais e favorecer a preservação das espécies nativas (Welter et al., 2011). 

Para a implantação de pomares comerciais dessa frutífera são necessárias mudas saudáveis e um ma-
nejo adequado para o controle de doenças. Entre essas doenças, uma das mais comuns em frutíferas é 
a antracnose, inclusive no camu-camu (Perez e Iannacone, 2006).  A antracnose é causada por espécies 
do gênero Colletotrichum, considerado como um dos dez fitopatógenos mais relevantes do ponto de vista 
científico e econômico (Dean et al., 2012). 
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O manejo nutricional pode ser uma importante ferramenta na melhoria da barreira fisiológica que pode 
controlar diversas doenças (Tanaka et al., 2008). A nutrição mineral pode influenciar no grau de resistência 
da planta, por modificar a morfologia ou a histologia, ou ainda alterar a composição química dos tecidos 
em resposta à infecção por patógenos (Marschner, 1995; Polanco et al., 2012; Pozza et al., 2015).

Dentre os elementos minerais estudados, o potássio (K) contribui para a redução da severidade de 
doenças em várias culturas, incluindo a antracnose do milho (Zea mays L.) (Carvalho et al., 2013), do 
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (Lima et al., 2017), do cajueiro (Anacardium occidentale L.) (Vieira et 
al., 2011), no entanto, não há relatos na literatura de trabalhos a respeito da influência desse nutriente no 
controle da antracnose foliar do camu-camu. Portanto, objetivou-se nesse estudo avaliar a influência de 
doses de potássio no controle da incidência e da severidade da antracnose em camu-camu.

Material e Métodos 
O experimento foi conduzido em casa de vegetação na área experimental localizada no Centro de 

Ciências Agrárias/CCA da Universidade Federal de Roraima/UFRR, Campus Cauamé, no município de 
Boa Vista - RR (2o 52’ 20,7” N e 60o 42’ 44,2” W e altitude de 90 m). A classificação climática segundo 
Köppen é do tipo Am (Alvares et al., 2013), com duas estações bem definidas durante o ano, chuvosa de 
abril a setembro e seca de outubro a março, com temperatura média anual 26,7 °C, precipitação anual 
média de 1614 mm e umidade relativa do ar de 79% (Araújo et al., 2001). 

Antes da implantação do experimento em casa de vegetação foram coletadas folhas de camu-camu com sin-
tomas típicos de antracnose na área experimental do CCA e levadas para o Laboratório de Fitopatologia CCA/
UFR para o isolamento de fitopatógenos. O isolamento foi realizado a partir de desinfestação superficial (etanol 
70%, hipoclorito de sódio 2,5% e lavagem em água destilada) dos tecidos que em seguida foram transferidos 
para o meio de cultura batata dextrose ágar (BDA) e incubados em BOD a 25 °C. As culturas com morfologia 
típica de Colletotrichum spp. foram transferidas para o meio BDA para obtenção das culturas monospóricas. A 
caracterização morfológica foi realizada com isolado monospórico, transferido para os meios de cultura BDA e 
Aveia-ágar, após 7 a 10 dias de incubação a 25 °C com fotoperíodo de 12 h. As medidas das estruturas morfo-
lógicas foram realizadas e comparadas com descrições disponíveis na literatura (Weir et al., 2012).

As mudas de camu-camu foram adquiridas da Embrapa Roraima. As mudas surgiram quinze dias 
após a semeadura e, quando atingiram uma altura de aproximadamente 10 cm, padronizando a altura 
e o diâmetro do caule, foram transplantadas para sacos de polietileno (15 x 26 cm) contendo substrato 
padrão na proporção de 3:1, de solo e areia (Chagas et al., 2013). O solo utilizado é classificado como 
Latossolo Amarelo (Benedetti et al., 2011). As mudas foram mantidas a temperatura de 28 ± 1°C e com 
irrigação realizada diariamente para manter a condição de umidade próxima a 60%. 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 11 repetições. Os trata-
mentos consistiram de cinco doses de potássio, sendo: 0; 20; 40; 80 e 160 kg ha-1 de K2O, empregando clo-
reto de potássio (KCl), como fonte. As aplicações das doses de K se deram por incorporação na parcela. 
Posteriormente, as plantas foram inoculadas com uma suspensão de conídios (1,0 x 106 conídios/mL) de 
Colletotrichum sp., sendo 15 mL da solução do inóculo borrifada nas folhas das plantas que foram sub-
metidas à câmara úmida, durante 24 h em casa de vegetação. Foram utilizadas nove plantas inoculadas 
com o fungo e duas plantas como testemunha inoculadas apenas com água estéril. 

As avaliações ocorreram 20 dias após a aplicação das doses de potássio, sendo as plantas avaliadas a 
cada cinco dias a partir dos primeiros sintomas. A incidência da antracnose foi avaliada pela contagem 
das plantas com sintomas da doença e a severidade foi mensurada utilizando a escala de notas de acordo 
com Galli et al.(2009), onde: 0 - ausência de manchas de antracnose; 1 - até 25% da área foliar com sin-
tomas; 2 - de 26 – 50% da área foliar com sintomas; 3 - de 51 – 75% da área foliar com sintomas; 4 - de 
76 – 100% da área foliar com sintomas de antracnose.  

Os dados coletados foram submetidos à análise de variância (p≤0,05) e de regressão, empregando o 
software SISVAR versão 5.3 (Ferreira, 2010). Os gráficos foram confeccionados com a utilização do sof-
tware SIGMAPLOT versão 12 (Systat Software, 2011).
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Resultados e Discussão
Um isolado de Colletotrichum sp. foi obtido a partir dos sintomas de antracnose e formou colônia 

variando da cor branca a cinza claro com esporulação na cor laranja. Os conídios foram retos, cilíndricos 
com as extremidades arrendondadas, hialinos, asseptados, medindo (n = 20) a média de 10 x 3,5 μm 
(Figura 1 A e B). O isolado foi reisolado de plantas inoculadas que apresentaram sintomas de antracnose 
(Figura 1 C e D), assim como os observados no campo, comprovando ser o patógeno e completando os 
postulados de Koch. Os sintomas de antracnose apareceram após 7 dias da inoculação do patógeno. Nas 
plantas não inoculadas não foram observados sintomas da doença.

Figura 1. Características morfológicas de Colletotrichum sp. e sintomas de antracnose nas folhas de camu-camu. A. 
Conídios. B. Colônia após 10 dias de crescimento em meio de cultura batata dextrose ágar (BDA). C e D. Sintomas 

de antracnose após a inoculação com o patógeno, nas doses de 80 e 160 kg ha-1 de K2O, respectivamente.

De acordo com as características analisadas o isolado pertence ao complexo de espécies C. gloeospo-
rioides (Penz.) Penz. & Sacc. (Weir et al., 2012). A espécie C. gloeosporioides foi relatada em camu-camu, 
no Peru (Perez e Iannacone, 2006). A identificação das espécies de Colletotrichum é tradicionalmente 
realizada com base em caracteres morfológicos, no entanto, existe grande diversidade fenotípica e insta-
bilidade desses caracteres em função do ambiente (Cannon et al., 2008). Sendo assim, necessários outros 
estudos, principalmente com base na filogenia molecular para identificar a nível de espécie. 

O aumento das doses de K afetou a incidência e a severidade da antracnose em camu-camu. A inci-
dência da doença foi menor na dose 40 kg ha-1 de K2O, sendo observada quatro plantas com sintomas 
da doença (Figura 2). Nas doses de 20 kg ha-1 e 80 de K2O, foram observadas cinco e seis plantas com 
sintomas da doença, respectivamente. Entretanto, nas doses 0 e 160 kg ha-1 de K2O a incidência da doen-
ça foi semelhante, todas as nove plantas inoculadas com o patógeno apresentaram sintomas da doença, 
possivelmente em razão de desbalanço do K, embora não tenha sido realizada a análise foliar para essa 
comprovação. As testemunhas de todos os tratamentos não apresentaram sintomas da doença.
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O excesso ou a falta de K podem ser considerados fatores importantes no desenvolvimento dessa 
doença em camu-camu. May-De-Mio et al. (2008), também, observaram que o excesso de K aumentou 
a podridão parda [Monilinia fructicola (G. Winter) Honey] em ameixeira. De acordo com Pozza et al. 
(2001), o equilíbrio nutricional é fundamental para o controle de doenças. O uso adequado de macro e 
de micronutrientes exercem funções específicas no metabolismo vegetal, e assim, favorece a resistência 
das plantas ao ataque de patógenos.

A relação entre severidade da antracnose e doses de K foi descrito por modelo quadrático negativo 
(Figura 3), constatou-se que o aumento das doses de K reduziu a severidade de 61,75% para 18,9%, na 
dose de máximo controle (81,8 kg ha-1). A partir dessa dose, há uma inversão no controle da doença que 
alcança 58,7% na dose de 160 kg ha-1. Nas doses de 0 e 160 kg ha-1 de K2O foram observadas as maiores 
notas de área foliar com sintomas de antracnose, variando de 1 a 4. Enquanto na dose de 80 kg ha-1 de 
K2O foram observadas as menores notas, variando de 1 a 2.

Figura 2. Incidência da antracnose nas nove plantas de camu-camu inoculadas 
com Colletotrichum sp., e em função de doses de potássio. 

Figura 3. Severidade da antracnose em plantas de camu-camu em função de 
doses de potássio. DEMET - Dose de Máxima Eficiência Técnica.
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No feijoeiro, o aumento da dose de potássio na forma de KCl foi mais eficiente no controle da antrac-
nose, sendo a dose de 180 kg. há -1 considerada a melhor dose para reduzir a severidade da doença (Lima 
et al., 2017). Resultado semelhante foi observado no cajueiro, onde o potássio também na forma de KCl 
reduziu a suscetibilidade das plantas à antracnose (Viana et al., 2011).

O papel do K na proteção de plantas é destacado na literatura. Esse nutriente aumenta a espessura da 
parede celular em células da epiderme, promove rigidez da estrutura dos tecidos, regula a abertura dos 
estômatos, além de contribuir para a recuperação de tecidos que sofreram injúrias (Marschener, 1995), 
diminuindo a incidência e a severidade de doenças.

Conclusões
O fungo C. gloeosporioides é o potencial patógeno associado a antracnose do camu-camu nas condi-

ções experimentais do presente estudo.

A nutrição de plantas de camu-camu com potássio reduz a incidência e severidade da antracnose.

A adubação equilibrada com potássio auxilia no controle da antracnose.
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Resumo
Os fungos endofíticos são definidos por sua ocorrência assintomática no interior dos tecidos vegetais. 
Estes microrganismos podem se hospedar em plantas que crescem em diferentes habitats, sendo isolados 
principalmente de plantas tropicais, as quais abrigam uma variedade de endófitos, que surgem como 
alternativa na descoberta de novos produtos naturais. O objetivo principal desse estudo foi estudar os 
fungos endofíticos isolados de Annona jahnii e avaliar o potencial antioxidante de seus extratos. Para a 
elaboração dos extratos foram selecionados 5 isolados fúngicos. As cepas foram cultivadas em meio líqui-
do BDL, ISP2 e AVEIA, e incubadas nas temperaturas de 18° e 26 ºC a 130rpm por 15 dias. Após o perío-
do, o líquido fermentado foi extraído com Acetato de etila. O potencial antioxidante dos extratos fúngicos 
foram avaliados através dos métodos: ação sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila 
(DPPH) e pela auto-oxidação do sistema β-caroteno/ácido linoleico. Após a análise, verificou-se que os 
isolados produziram mais biomassa quando fermentados a 26°C, sendo os extratos mais promissores 
o EF407, EF303 e o EF168 respectivamente. Com relação a atividade antioxidante, pelo método DPPH, 
os extratos EF40726° e o EF40718° exibiram melhor ação antioxidante, com IC50 igual à 0,005 e 0,007 
mg/mL. No método β-caroteno/ácido linoleico, os extratos EF30326° (68,17%) e o EF30318° (64,20 %,) 
apresentaram melhor potencial antioxidante. Logo, os dados obtidos nesse estudo demonstraram que os 
extratos dos fungos endofíticos da espécie vegetal, são promissores e expressam potencial antioxidante.

Palavras-chave: Fungos endofíticos, Atividade Antioxidante, Produtos naturais.

Introdução
Os fungos endofíticos são microrganismos que vivem no interior dos tecidos e órgãos vegetais de 

forma assintomática. A presença de fungos endofíticos na planta hospedeira, confere vantagens como 
resistência a condições de estresse, proteção contra pragas e patógenos, promove o crescimento vegetal 
através da produção de fito-hormônios entre outros (Santos et al., 2013). As plantas podem hospedar 
diversos microrganismos endofíticos, sendo possível o isolamento de uma grande quantidade de espécies 
a partir de uma única planta. A natureza dessa interação tem despertado o interesse de pesquisadores na 
tentativa de conhecer a diversidade de compostos bioativos produzidos por esse grupo de microrganis-
mos e suas aplicações biotecnológicas (Mussi-Dias et al., 2012)

Nesse contexto, os compostos produzidos pelos fungos endofíticos variam de classe e incluem alca-
loides (Yunianto et al., 2014), esteroides (Marinho et al., 2009), terpenos, flavonoides (Li et al., 2015), os 
quais exibem ação antimicrobiana, antioxidante entre outras atividades biológicas. (Wang et al., 2011). 

Considerando que os fungos endofíticos, principalmente os presentes em espécies tropicais, represen-
tam uma fonte promissora na descoberta de novos produtos naturais, e motivados pela ausência de estu-
dos a respeito da microbiota endofítica de Annona jahnii, este trabalho visa estudar os fungos endofíticos 
associados a A. jahnii e avaliar o potencial antioxidante de seus extratos. 
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Material e Métodos
Para a elaboração dos extratos microbianos foram selecionadas aleatoriamente 5 colônias fúngicas 

F303 (Trichoderma), F407 (Aspergillus), F168 (Penicílium), F99 (Paecilomyces) e F71 (Fusarium), aces-
sadas da Coleção de Microrganismos do Grupo de Pesquisa GBQF da Universidade Federal de Roraima. 
Os fungos selecionados foram reativados em placas de Petri contendo os meios de isolamento BDA+L 
preparado com 100g de batata inglesa, 10g de Dextrose, 1g de Extrato de levedura e 7,5g de Ágar. O 
meio ISP2 foi preparado com 5g de Amido de milho, 2g de Extrato de levedura, 5g de Extrato de malte, 
20g de Dextrose e 7,5g de Ágar. E o meio AVEIA preparado com 5g de aveia, 2g de Extrato de levedura, 
5g de Extrato de malte, 20g de Dextrose e 7,5g de Ágar. As cepas foram incubadas em agitador do tipo 
Shaker a 130 rpm, sob temperaturas controladas de 18 °C e 26 °C durante 15 dias. Após o período, o 
líquido fermentado foi separado do micélio por meio de uma filtração a vácuo, e extraído por meio da 
técnica de extração líquido-líquido com 25 mL (3x) de acetato de etila. Ao término dos procedimentos 
de extração, as soluções foram secas com Na2SO4, filtradas e evaporadas. Após a evaporação total do 
solvente, os extratos foram pesados para obtenção da massa resultante e armazenados a 4 °C (Souza et 
al., 2004; Bucker et al., 2013.). Os fungos que apresentaram maior produção de biomassa após o cultivo 
em pequena escala, foram selecionados e submetidos a crescimento em larga escala utilizando 250 mL 
do meio de isolamento durante 15 dias. 

O potencial antioxidante dos extratos foi realizado através dos métodos: ação sequestradora do radical 
livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) de acordo com o método descrito por Mensor et al. (2001) com 
modificações (Pontis et al., 2014). Inicialmente os extratos foram submetidos a uma análise qualitativa 
prévia, para investigar a ocorrência de substâncias antioxidantes. Para tanto, aplicou-se 50 µL dos ex-
tratos fúngicos (1 mg/mL) em placas cromatográficas. Em seguida, uma solução concentrada do reativo 
DPPH foi borrifada. O surgimento de manchas amarelas, indicará a presença de compostos antioxidantes 
nos extratos. Para determinar o potencial antioxidante foram preparadas soluções metanólicas dos ex-
tratos a 1 mg/mL. A partir destas, foram retiradas alíquotas crescentes as quais foram misturadas com 
1,5 mL de DPPH (0,1 mM). Após 30 minutos de reação ao abrigo da luz, as absorbâncias das soluções 
foram medidas em espectrofotômetro UV-Visível a 516 nm. As análises foram realizadas em triplicata e 
os valores de IC50, foram calculados a partir da regressão linear e a fórmula descrita na metodologia. 
A atividade antioxidante pelo método auto-oxidação do sistema β-caroteno/ácido linoleico foi realizada 
de acordo com a metodologia de Emmons et al. (1999), com modificações de Rufino et al. (2006). O 
ensaio foi realizado utilizando 300µL dos extratos a 1 mg/mL, acrescido de 5 mL da emulsão reativa de 
β-caroteno/ácido linoleico.  As absorbâncias das soluções foram obtidas em espectrofotômetro a 470 nm 
no período de 2 horas em intervalos de 15 minutos. Os ensaios foram realizados em triplicata e o percen-
tual de atividade foi expresso como percentual de inibição relativa comparada a degradação da emulsão 
após 120 minutos.

Resultados e Discussão 
As massas dos extratos obtidas após o primeiro cultivo, variaram significativamente entre os meios 

de cultura e em ambas as temperaturas utilizadas (Tabela 1). De modo geral, podemos observar que os 
extratos à 26°C forneceram maior massa, quando comparados aos extratos obtidos na temperatura de 
18° C. Isso pode estar relacionado ao fato de que cada microrganismo requer diferentes condições de 
cultivo, o que pode ter influenciado na produção de biomassa dos endófitos. 

Quanto aos meios de cultura em que foram cultivados, o BDL pode ser considerado o mais indicado 
para o cultivo dos fungos selecionados. Por outro lado, o meio ISP2 pode ser adotado como um meio 
intermediário, e o meio AVEIA o menos indicado para o cultivo desses microrganismos sob essas condi-
ções. Com relação aos extratos obtidos na temperatura de 26 °C, constatou-se que o extrato EFASP26° 
(BDL) forneceu maior massa com valor igual a 0,2167g, seguido do EFPEN26° (BDL) com massa de 
0,1336 g, e o EFTRIC26° (ISP2) com 0,099g. Dentre os extratos obtidos a 18° C, os extratos mais promis-
sores foram o EFTRIC18° (0,1128g) e o EFASP18° (0,1738g) cultivados em BDL que forneceram maior 
massa em relação aos demais. Os resultados obtidos após novo cultivo estão apresentados na tabela 2.
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Analisando a tabela 2, pode-se observar que os extratos apresentaram boa quantidade de massa tendo 
em vista o volume de meio utilizado (250 mL) para o cultivo dos mesmos. Sendo o extrato EFASP o que 
forneceu maior quantidade de massa nas duas temperaturas estudadas.

Por meio da análise qualitativa, foi possível observar que os extratos fúngicos investigados, exibiram 
manchas amareladas, características da presença de compostos antioxidantes. Quanto ao potencial an-
tioxidante dos extratos, os resultados obtidos pelos métodos complementares estão listados na tabela 3.

Com relação aos extratos fúngicos, no método DPPH os extratos EFASP26° e o EFASP18° exibiram 
melhor ação antioxidante, com IC50 igual à 0,005 e 0,007 mg/mL respectivamente, quando comparados 
ao padrão de referência BHT. Com relação ao método β-caroteno/ácido linoleico, os extratos EFTRIC26° e 
o EFTRIC18° apresentaram potencial antioxidante de 68,17% e 64,20 %, respectivamente, evidenciando 
atividade antioxidante significativa. Extratos de fungos endofíticos, têm sidos investigados e reportados 
na literatura como fonte de compostos com potencial antioxidante. Yadav et al. (2014) avaliaram por dife-
rentes métodos a atividade antioxidante e o teor de fenólicos totais de extratos de acetato de etila de fun-
gos endofíticos isolados de Eugenia jambolana, e atribuíram em termos de percentuais que Chaetomium 
sp. e Aspergillus sp. exibiram alto potencial antioxidante de 80% e 72% respectivamente. Dzoyem et al. 
(2017) isolaram quatro compostos do endófito Epicoccum nigrum, dentre eles a quinaquina antraquinona 
a qual exibiu atividade antioxidante pelo método DPPH com IC50 0,011 mg/mL. 

Tabela 1. Massa obtida (g) dos extratos brutos nas temperaturas de 18 °C e 26 °C. Onde EF significa 
extrato fúngico e a numeração corresponde ao código do fungo seguida da temperatura de cultivo.

Temperatura  Meio de cultura EFTRIC18° EFPEN18° EFASP18° EFPHA18° EFFUS18°

18° C

BDL 0,1128 0,0122 0,1738 0,0033 0,0022

ISP2 0,0886 0,0099 0,0197 0,0036 0,0023

AVEIA 0,0025 0,0021 0,0117 0,001 0,0022

Temperatura Meio de cultura EFTRIC18° EFPEN18° EFASP18° EFPHA18° EFFUS18°

26° C

BDL 0,0683 0,1336 0,2167 0,0085 0,0132

ISP2 0,099 0,1292 0,1159 0,0073 0,0144

AVEIA 0,0727 0,1006 0,0947 0,0074 0,0147

Tabela 2. Massa obtida (g) dos fungos endofíticos após segundo cultivo.

Extratos fúngicos Meio de cultura Massa obtida (g)

EFTRIC18° BDL 0,1332

EFASP18° BDL 0,2141

EFPEN26° BDL 0,1470

EFTRIC26° ISP2 0,1146

EFASP26° BDL 0,2324

Tabela 3. Atividade antioxidante dos extratos fúngicos das linhagens dos fungos.

Extratos fúngicos DPPH IC50 (mg/mL) β-caroteno/ácido linoleico (%)

EFTRIC18° 0,093 64,20

EFASP18° 0,007 48,68

EFPEN26° 0,012 45,94

EFTRIC26° 0,099 68,17

EFASP26° 0,005 24,32

BHT 0,006 89,61

Trolox 0,011 87,01



Microbiologia Ambiental 97

Conclusão
Os fungos endofíticos de Annona jahnii produziram mais biomassa, quando fermentados a 26°C, 

sendo os extratos EFASP, EFTRIC e o EFPEN os mais promissores. Entre os meios de cultura, o meio BDL 
demonstrou ser o mais indicado para o cultivo dos endófitos estudados.
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Resumo
Fungos do gênero Trichoderma reproduzem-se assexuadamente e sexuadamente (Hypocrea), podem 
estar associados ou não a outros organismos e são encontrados em plantas e solos de regiões de clima 
temperado e tropical, entre outros ambientes. Muitas dessas espécies são descritas como produtoras 
de enzimas de interesse biotecnológico. O presente trabalho teve como objetivo agrupar e caracterizar 
através de análises morfológicas e moleculares isolados de Trichoderma spp. de diferentes habitats 
tropicais, principalmente do estado do Amazonas. Esses fungos foram avaliados quanto as suas ca-
racterísticas macro e micromorfológicas e por sequenciamento das regiões Its-1 e Its-2 do rDNA. As 
29 linhagens foram agrupadas em cinco grupos através das características morfológicas e confirmadas 
pelas análises moleculares como: T. asperellum (4), T. harzianum (17), T. viride (1), T. koningii (1) 
e T. atroviride (6). O trabalho realizado aponta para uma razoável diversidade de Trichoderma spp. 
oriundos da Amazônia com destaque para T. harzianum que representou 58,62% de todas as cepas 
estudadas e identificadas.

Palavras-chave: Diversidade biológica; Fungos, Amazônia.

Introdução
Os fungos do gênero Trichoderma são anamórficos, pertencentes à classe dos hifomicetos, assexuais 

ou conidiais e têm como teleomorfo o gênero Hypocrea (Alexopoulos et al., 1996; Guarro et al., 1999). 
Altamente adaptáveis, são saprófitas, vivem no solo, madeiras, cascas e muitos outros substratos, e in-
teragem com animais e plantas (Atanasova et al., 2013b; Holzlechner et al., 2016; Kubicek et al., 2011). 
Algumas espécies de Trichoderma têm ampla distribuição, enquanto outras são geograficamente limita-
das a ambientes mais frios ou de clima tropical (Mello, 2009).

São fungos de crescimento rápido em meio de cultura, as colônias de espécies de Trichoderma podem 
crescer dispersas e em flocos ou compactadas com tufos; os conídios e conidióforos possuem forma e 
tamanho variados; seus clamidósporos são intercalares ou terminais. Os conídios formam-se nas extre-
midades das fiálides e sua pigmentação determina a coloração das colônias que podem ser verdes, ama-
relas, verde-amarelas ou incolores (Howell, 2003).

Os fungos Trichoderma são eficientes na produção de antibióticos e enzimas de interesse 
biotecnológico (Blumenthal, 2004; Juhász et al., 2004; Silva, 2006; Kóvacs et al., 2009 a, b), porém 
as dificuldades e complexidades da classificação taxonômica de suas espécies exigem cada vez mais 
o uso de abordagens moleculares e filogenéticos relacionadas ao DNA ribossômico e outros genes 
marcadores. O objetivo deste trabalho é realizar análises morfológicas e identificação moleculares de 
linhagens de Trichoderma pertencentes à Coleção do Laboratório de Bioensaios e Microrganismos da 
Amazônia - LABMICRA - UFAM 
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Material e Métodos
Para este trabalho foram utilizadas 29 linhagens pertencentes à Coleção do LABMICRA - UFAM, iso-

lados de diversos ambientes tropicais (Tabela 1).

Os meios de cultura, soluções, placas de Petri, vidrarias em geral e todos os materiais utilizados, fo-
ram esterilizados em autoclave vertical a 121oC e uma atmosfera de pressão por 15 minutos. Os isolados 
estavam conservados na coleção em:  método Castellani (1939); óleo mineral e glicerol 20%.

As linhagens selecionadas foram reativadas em modo tri pontual em placas de Petri, a 26 ° C contendo 
meio de cultivo BDA por 2 a 5 dias de crescimento; as colônias viáveis e puras foram repicadas para o centro 
de novas placas com BDA sob as mesmas condições.  Foram preparadas suspensões dos conídios produzidos 
nestas placas em glicerol 20%, na concentração estimada de 7,5 x 107 UFC/mL (5 da escala Mac Farland).

Para a avaliação das características macromorfológicas dos fungos, 10 µL das suspensões de conídios fo-
ram re-inoculados no centro de placas com BDA e incubados a 26 °C por oito dias. Após crescimento, as vinte 
nove linhagens foram avaliadas e agrupadas de acordo com as similaridades macro morfológicas, observando
-as quanto à forma, textura, cor da frente e do verso, tipo de borda e liberação de pigmentação (Souza, 2004). 

Para as análises micromorfológicas, utilizou-se a técnica de microcultivo. Inóculos de 0,5 cm2 de 
micélio crescido em BDA foram inoculados em placas de Petri com o mesmo meio e sobre eles foram 
depositadas lamínula esterilizadas, seguindo-se incubação a 26 °C por 24 e 48h. Após o crescimento dos 
fungos, as lamínulas foram retiradas, depositadas invertidas sobre lâminas contendo corante blue cotton 
e analisadas em microscópio óptico, nas objetivas de 20x e 40x.

Tabela 1. Dados das linhagens de Trichoderma depositadas na coleção LABMICRA - UFAM

Linhagem Especificação da linhagem Classificação Origem de isolamento Local da coleta
19 F80 Endofítico Strychnos cogens AM010- AM
28 Ansp. CC2 1.2 Aveia Endofítico Rollinia sp. Campus da UFAM
37 MpRe11  2.3 Endofítico Murraya paniculata São Carlos - SP
42 AnspR1  2.1 Endofítico Rollinia sp. Campus da UFAM
51  AnspC3 1.2c Endofítico Rollinia sp. Campus da UFAM
54 AnspC3 1.2a BDA Endofítico Rollinia sp. Campus da UFAM
55 AnspC3 1.2b BDA Endofítico Rollinia sp. Campus da UFAM
60 AnspCC2 2.2 Aveia Endofítico Rollinia sp. Campus da UFAM
69 Vrc2 2.2b Endofítico Victoria amazonica Careiro -AM
70 Vrc2 3.2 Endofítico V.  amazonica Careiro -AM
73 MpCe3 3.1 Endofítico M. paniculata São Carlos - SP
88 VrC 2.13. ISP2 Endofítico V. amazonica Careiro -AM
136 Trich. 1437 Solo Terra preta de índio AM
138 Trich. 1343 Endofítico Não identificada AM
140 Trich. 1589 b Endofítico Jatobá AM
145 VrC1 3.3 b Endofítico V. amazonica Careiro -AM
219 Trichoderma 113 Endofítico Não identificada AM
220 Trichoderma 114 Endofítico Não identificada AM
221 Trichoderma 1349 b Endofítico Não identificada AM
234 Trichoderma 115 Endofítico Não identificada AM
261 Trichoderma 1601 b Endofítico Não identificada AM
264 Trichoderma 1341 Endofítico Não identificada AM
265 Trichoderma 1598 c Endofítico Não identificada AM
267 Trichoderma 1334 Endofítico Não identificada AM
269 Trichoderma 1417-1 Endofítico Não identificada AM
364 EjF2 2.1-F2B Endofítico Peperomia pellucida Campus da UFAM
531 Trichoderma. 1439 Endofítico Não identificada AM
867 (M59) Aquat (M59) Aquático Pequenas lagoas Coari - AM
868 (M56)  Aquat (M56) Aquático Pequenas lagoas Coari - AM
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Para a avaliação morfométrica (Samuels et al., 1999), 10 µL das suspensões de esporos foram inocu-
ladas a 3 cm da borda da placa de Petri de 8,5 cm de diâmetro, em triplicata para cada fungo. Foi feita a 
medição do crescimento diário radial em centímetros, até o micélio atingir toda a placa. 

Para a extração de DNA, as suspensões de esporos foram cultivadas em meio BDL por 48 h a 26 °C e 
120 rpm Souza (2006). O micélio produzido foi separado por filtração e triturado em nitrogênio líquido; 
200 mg foram adicionados a microtubo de 2 mL, misturados com 1000 µL de tampão de extração (CTAB), 
incubados em banho-maria a 65 °C por 30 minutos e resfriados em gelo. Após adicionar 200 µL de clo-
rofil e agitar, a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm por 2 minutos.

A fase aquosa foi removida para outro tubo limpo, misturada com 500 µL clorofil, agitada e centri-
fugada a 12.000 rpm por 3 minutos. Transferiu-se novamente o sobrenadante para outro tubo limpo, 
misturou-se a 600 µL de etanol (a -20 °C), colocou-se no congelador até o dia seguinte e centrifugou-se 
a 12.000 rpm por 3 minutos. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se ao sedimento 1 mL de eta-
nol 70%. Após 10 minutos centrifugou-se a 12.000 rpm por 3 minutos e descartou-se o sobrenadante. 
Adicionou-se 1 mL de etanol (95%) e após repouso por 3 minutos, centrifugou-se a 12.000 rpm por cinco 
5 minutos; descartou-se o sobrenadante e secou-se o sedimento com o tubo invertido sobre um papel 
autoclavado por aproximadamente 30 min. O sedimento foi dissolvido em 50 µL de tampão TE e con-
servado em geladeira para posterior quantificação. A estimativa de quantificação foi realizada em gel de 
agarose 0,8%, corado com brometo de etídio e visualizado em luz ultravioleta.

Os primers descritos por White et al. (1990) para a região Its-1 e 2 do rDNA, as reações foram usados 
nas seguintes condições: desnaturação inicial a 94 ºC por 2,5 minutos, seguida de 40 ciclos de 15 segun-
dos de desnaturação a 94 ºC, 30 segundos de anelamento a 58 °C e 1,5 minutos de extensão a 72 °C, e 
concluindo-se com 10 minutos de extensão final a 72 ° C (Souza, 2006). Os componentes da PCR e suas 
concentrações são apresentados na tabela 2. O produto da PCR foi conferido por eletroforese em gel de 
agarose 1,5%, corado com brometo de etídio e visualizado em luz ultravioleta. A purificação foi realizada 
através do kit Accuprep® PCR Purification Kit (Bioneer corporation).

As amostras foram sequenciadas utilizando os primers das regiões Its-1 e Its-2 e seus complementa-
res. Para as reações de sequenciamento (PCR) foram utilizados 2,0 µL do produto da reação, 2,0 µL de 
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for Mega BACE (Amershaw Biosystems), e 10 pmol de 
cada iniciador senso e anti-senso. Os produtos das reações de sequenciamento foram lidos por sequen-
ciador automático nos dois sentidos de leitura. As sequências das fitas complementares foram compara-
das entre si e submetidas ao programa BLASTn para comparação com outras depositadas no GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificação das espécies conforme a similaridade genética.

Tabela 2. Componentes (PCR), suas concentrações e quantidades.

Reagentes Concentrações
Quantidades 

µL

Água Mili-Q - 10,2

Tampão 10x 2,5

MgCl2 25 mM 3,0

dNTP 1,25 mM 3,0

Primer Its1 
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG)

10 pMol 2,0

Primer Its4 
(TCCTCCGCTTATTGATATGC)

10 pMol 2,0

Taq polimerase 5,0 U 0,3

DNA - 2,0

Total - 25
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Resultados e Discussão 
Os fungos agrupados pelas similaridades macro e micromorfológicas constituíram 5 grupos (Tabela 3 

e Figuras 1 e 2).

Tabela 3. Grupos de linhagens de Trichoderma isoladas de ambiente tropical, no Brasil.

Grupo N° fungos Características morfológicas

1 140/136/138/145 Esporos verdes (estriados) dorso branco

2
28/42/51/54/55/60/69/70/73/88/26

1/264/267/269/364/531
Características distintas, dorso marrom, maioria com esporos verdes

3 219/220/221/234/867/868 Cotonoso amarelo ou verde, com esporos verdes centrais, dorso amarelado

4 19 Esporos verdes pequenos e rasteiros, dorso branco

5 37 Esporos verdes rasteiros, dorso branco

Figuras 1. Estruturas macromorfológicas dos fungos do grupo 1 – 5 (Tabela 3).

Figuras 2. Estruturas micromorfológicas (200x) dos fungos 28, 868, 19 e 138, representantes dos grupos 1-4 (Tabela 3).

1 32 4 5

1 32 4

As médias diárias de crescimento radial das triplicatas dos fungos e as identificações das espécies de 
Trichoderma, com base nos fragmentos Its1, 5,8S e Its2 do rDNA, encontram-se na (Tabela 4).

Os resultados dos agrupamentos pela análise macromorfológica foram ratificados pela identificação 
molecular que confirmou, não apenas o gênero, como também mostrou que cada grupo é constituído por 
linhagens da mesma espécie. As estruturas micromorfológicas também foram coerentes em relação ao 
reconhecimento gênero quando comparadas a trabalhos anteriores de Trichoderma sobre as estruturas de 
reprodução de cada espécie (Jaklitsh et al., 2015; Samuels et al., 1999; Bisset et al., 2003; Bisset, 1992).

Os resultados da análise morfométrica apontaram para um rápido crescimento das linhagens, de 
modo que em 24h os micélios atingiram diâmetros médios entre 3,2 e 5,4 cm.  Oito isolados atingiram 
toda a extensão da placa de Petri em 48 h e produziram conídios em 72 h. Em 96 h, as linhagens restantes 
atingiram à borda da placa e doze culturas iniciaram a produção de pigmentos difusos. Não foi possível 
distinguir as linhagens com base apenas nas análises morfométricas.

As linhagens identificadas por análise molecular resultaram em 58,62% de T. harzianum, 13,79% de 
T. asperellum, 20,68% de T. atroviride e 3,44% tanto de T. viride, como de T. koningii.
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Conclusões
Estes resultados confirmam a robustez da análise macromorfológica empregada, agrupando correta-

mente os vinte e nove isolados de Trichoderma em cinco grupos que foram confirmados e identificados 
como espécies através de análises moleculares, conferindo a importância da complementação das técni-
cas apresentadas. Destacam-se pela sua representatividade as linhagens de T. harzianum com 58,62% de 
todas as cepas de Trichoderma depositadas na Coleção do Laboratório de Bioensaios e Microrganismos 
da Amazônia – LABMICRA-UFAM 
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Tabela 4. Médias diárias de crescimento radial e identificação molecular de linhagens de Trichoderma.

N° registro da cultura Média/cm 24h Média/cm 48h Média/cm 72h Média/cm 96h Identificação Molecular* Grupo Morfológico

19 3,2 7,0 8,5 8,5 T. koningii 99% 4

28 4,6 8,5 8,5 8,5 T. harzianum 99% 2

37 3,5 6,5 8,5 8,5 T. viride 98% 5

42 3,7 7,0 8,5 8,5 T. harzianum 95%  2

51 4,1 8,5 8,5 8,5 T. harzianum 97%  2

54 4,2 8,1 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

55 4,7 8,5 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

60 4,3 8,2 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

69 no 3,4 7,1 8,5 T. harzianum 90%  2

70 no 3,2 6,8 8,5 T. harzianum 97%  2

73 4,5 8,5 8,5 8,5 T. harzianum 98%  2

88 4,2 8,1 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

136 3,7 7,4 8,5 8,5 T. asperellum 99%  1

138 3,5 6,8 7,2 8,5 T. asperellum 92% 1

140 3,7 6,4 8,2 8,5 T. asperellum 95% 1

145 4,0 7,8 8,5 8,5 T. asperellum 97% 1

219 4,1 7,8 8,5 8,5 T. atroviride 99% 3 

220 3,9 7,8 8,5 8,5 T. atroviride 99%  3 

221 3,7 8,3 8,5 8,5 T. atroviride 99%  3 

234 4,2 7,8 8,5 8,5 T. atroviride 99%  3 

261 4,9 8,5 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

264 3,7 8,3 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

265 4,8 8,5 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

267 5,3 8,5 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

269 4,1 8,5 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

364 3,8 7,2 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

531 3,7 8,0 8,5 8,5 T. harzianum 99%  2

867 5,3 7,9 8,5 8,5 T. atroviride 99%  3 

868 5,4 8,0 8,5 8,5 T. atroviride 99%  3 

*Identificação com base nos fragmentos Its1, 5,8S e Its2 do rDNA das linhagens. no = não observado.
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Resumo
Lentinus Fr. e Panus Fr. são gêneros que apresentam características taxonômicas muito semelhantes, sendo 
somente possível separá-los através de análises microscópicas. Diante do exposto, este trabalho teve como 
objetivo identificar e separar as espécies depositadas na Coleção de Fungos Lignocelulolíticos - CFL/COTEI/
INPA. Foram identificados dezoito espécimes pertencentes aos gêneros Lentinus sendo eles: L. bertierii (Fr.) 
Fr.; L. fasciatus Berk.; L. lamelliporus Har. & Pat.; L. scleropus (Pers.) Fr.; L. nigro-osseus Pilát; L. umbrinus 
Reichardt; L. striatulus Lév.; L. stuppeus Klotzsch; L. swartzii Berk.  e que L. bertierii teve maior ocorrência. 
Do acervo, seis espécimes pertencem ao gênero Panus P. parvus; P. guaraniticus e P. tephroleucus, sendo 
o último de maior ocorrência. Os espécimes de Lentinus têm preferência pelo substrato de galho caído, 
enquanto que Panus em tronco em decomposição. Dessa maneira o presente trabalho contribuiu com o 
enriquecimento das espécies que pertencentes a Lentinus e a Panus na região Amazônica.

Palavras-chaves: Macrofungo, Taxonomia, Lignocelulolítico.

Introdução
A família Polyporaceae pertence a ordem Polyporales, classe Agaricomycetes e filo Basidiomycota. Os 

macrofungos são popularmente conhecidos como cogumelos, orelha de pau ou urupê (Kirk et al.2001). 
Os representantes da família crescem em madeira morta, em solo e folhedo, degradando restos animais 
e vegetais (Donk, 1964). Portanto são de fundamental importância na decomposição e ciclagem da ma-
téria orgânica. Alguns são fitopatógenos (Stalpers e Loerakker, 1982) e outros ectomicorrzicos. Além da 
importância biológica, os macrofungos (Polyporaceae) têm recebido especial atenção nas duas últimas 
décadas, devido ao seu potencial de aplicabilidade no tratamento de contaminantes ambientais, agindo 
como biorremediadores do solo e pela produção de antibióticos (Schmit e Mueller, 2007). Algumas espé-
cies são comestíveis como, por exemplo, Lentinus strigosus Fr. (Andrade e Campos, 2011).

Os principais gêneros em Polyporaceae são: Trametes, Hexagona, Coriolopsis, Rigidoporus, Polyporus, 
Lentinus e Panus. Os dois últimos se diferenciam dos demais pelos basidiomas agaricóides, isto é, píleos infun-
dibuliformes a ciatiformes, estipitados, com himenóforo lamelar (Souza, 2015). Lentinus Fr. é caracterizado 
por apresentar tramas radiais, descendentes ou intermediárias com hifas esqueleto - ligadoras e hifas “pegs” 
diferente de Panus Fr., com hifas esqueletais sem a presença de hifas “pegs” (Senthilarasu, 2015). As espécies 
de ambos os gêneros são degradadoras de lignina, causando a podridão branca na madeira (Corner, 1981).

Atualmente, o cultivo desses macrofungos é considerado atividade de grande importância econômica, 
pois contém vários compostos ativos como polissacarídeos, glicoproteínas, propriedades antioxidantes e 
antibióticas, com possíveis aplicações medicinais, como por exemplo, L. strigosus Fr. que inibe a enzima 
tripanotiona redutase de Trypanosoma cruzi. Também, há relato de isolamento de quatro substâncias: 
neopanepoxidol, 6,7-epóxi-4(15) -hirsuteno-1,5-diol, hipnofilina e panepoxidona, que apresentaram ati-
vidade citotóxica para três linhagens tumorais humanas (Cota, 2007).

Pesquisas relacionadas aos gêneros Lentinus e Panus na região Amazônica são escassas, no sentido 
de contribuir com o conhecimento destes gêneros, o projeto teve como objetivo identificar e separar os 
espécimes depositados na Coleção de Fungos Lignocelulolíticos - CFL/COTEI/INPA e atualizar as infor-
mações sobre as culturas dos mesmos depositados na Coleção Microbiológica – INPA.
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Material e Métodos
Os exemplares de Lentinus Fr. e Panus Fr. depositados na Coleção de Fungos Lignocelulolíticos - 

CFL/COTEI/INPA, foram provenientes de diferentes áreas da região Amazônica, tais como: Campus 
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia-INPA, Museu da Amazônia-MUSA, Reserva Florestal 
Adolpho Ducke, Estação Experimental de Silvicultura Tropical ZF2-INPA, Estação Ecológica de Maracá, 
Estação Ecológica de Uatumã e Parque Nacional do Viruá. Os espécimes depositados na Coleção de 
Fungos Lignocelulolíticos de Lentinus e Panus foram coletados em diferentes substratos lignocelulolíticos 
tais como: galho caído e tronco caído. 

Para a análise macromorfológica foram feitas medições com o auxílio de uma fita métrica e anotações 
quanto a medida do comprimento, largura e espessura do basidioma, além do formato, cor, presença 
ou ausência de pelo no basidioma. Para a observação microscópica, foram feitos cortes à mão livre das 
superfícies himenial, do contexto e da superfície himenial com auxílio de estiletes e lâminas de aço e 
um estereomicroscópio binocular. Em seguida, os cortes foram colocados entre lâmina e lamínula em 
solução de hidróxido de potássio 3% (Ryvarden e Johansen 1980). As estruturas microscópicas foram 
observadas com auxílio de um microscópio óptico e suas estruturas foram mensuradas e analisadas, tais 
como: tipo dos esporos, presença ou ausência de estruturas de ornamentação, tipo de hifas e presença 
ou ausência de hifas “pegs”. A identificação dos espécimes de Lentinus e Panus foi feita com base na li-
teratura especializada para cada gênero, Souza (2015), assim como revisões de espécies sul-amaricanas e 
brasileiras descritas por Corner (1981); Pegler (1983); Senthilarasu (2015) e Drechsler-Santos et al.(2012) 
e nas informações disponíveis no site http://www.mycobank.com e http://www.indexfungorum.org.

Todos os dados de coleta do fungo, como nome do coletor, substrato, local e data de coleta foram 
informatizados de acordo com o programa BRAHMS (Botanical Research and Herbarium Management 
System) adotado pelo Herbário do INPA.

Resultados e Discussão
Um total de sessenta e nove espécimes faz parte do acervo de Fungos Lignocelulolíticos COTEI - INPA 

destes, vinte e quatro espécimes foram analisados e, dezoito pertencem ao gênero Lentinus Fr. e seis ao 
gênero Panus Fr. 

Apesar das características microscópicas serem muito importantes para separação dos gêneros, a des-
crição das espécies consta abaixo.

Lentinus Fr. 1825.

É caraterizado por apresentar hifas esqueleto-ligadora, medas e não apresentar gloecistidios.

Lentinus bertieri (Fr.) Fr., Syst. Orb. Veg. (Lundae) 1: 77. 1825. 

Basidioma de cor amarelo a amarelo mármore. Píleo infundibuliforme, centro glabro mais escuro que 
a margem, esta vilosa e involuta (Fig.2. A). Lamela decurrente, denticulada, amarelo mais clara que o 
píleo, com a presença de lamélulas e anastomose (Fig.2. A’). Estipe central, com pelos na base, menor 
que o píleo. Contexto hialino em KOH apresentando sistema hifal dimítico com hifas generativas hialina 
de parede fina, 2-5 µm diam.; e hifas esqueleto-ligadora hialino, 3-5 µm diam. (Tabela 2). Basidiósporos 
hialino, cilíndrico de parede fina medindo de 3-4 x 6-9 µm (Fig.2. a). É caracterizada por possuir estipe 
menor que o píleo e lamelas com anastomose. Drechsler-Santos et al., (2012) descreve o primeiro registro 
da espécie para a região nordeste do Brasil caracterizando a presença de muitas medas. Espécies encon-
tradas em galhos caídos.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12112); Autazes-
AM, Estrada do Rosarinho (12011); Ramal do Pau Rosa, BR-174 (12185); Campinarana, BR-174 (12433). 



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 3106

Distribuição geográfica: Região tropical (Pegler, 1983b). Há registro para Bahia, Mato Grosso do Sul, Minas 
Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, São Paulo, Santa Catarina e Cerrado (Drechsler-Santos et al., 2012). 

Lentinus swartzii Berk. 1843.

É espécie similar a L. bertieri apresentando basidiósporos 3-4,5 x 5-9 µm e hifas esqueleto-ligativa 3-5 
µm. No entanto, diferencia-se pela cor do basidioma, tamanho do estipe e a cor das lamelas que geral-
mente é mais escura (Fig.2.F, F’), encontrado em galho caído. 

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12115; 12182) e 
Parque Nacional do Viruá (12108).

Lentinus nigro-osseus Pilát 1936.

É semelhante a L. bertieri pois, seu basidioma apresenta cor amarelo a amarelo queimado, estipe com 
pelos fulvus e píleo involuto. Porém, o que diferencia é o tamanho do basidioma (Fig. 2.D e D’), as hifas 
esqueleto-ligadora e o tamanho das medas 20-35 x 29-43 µm (Tabela 1). Sendo encontrado em galho caído.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12109).

Lentinus umbrinus Reichardt 1866.

Apresenta características similares com as de L. bertieri visto que, a cor do basidioma é amarelo a 
amarelo-vermelho, pouco involuto e o estipe com pelos vilosos. Mas se difere pelo píleo depressor, lame-
las separadas e estipe grosso na base. Foi encontrado em tronco em decomposição.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12110) e Estação 
Experimental de Silvicultura Tropical (10999).

Lentinus lamelliporus Har. & Pat. 1902.

O basidioma apresenta características macroscópicas semelhantes aos demais. Contudo, se difere de 
L. bertieri por possuir o píleo depressor margem pouco involuta (Fig. 2 B), lamelas separadas (Fig. 2 B) 
e basidiósporos (3-4, x 4-7 µm) menores. Encontrado em árvore em decomposição.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Parque Nacional do Viruá (7097). 

Lentinus scleropus (Pers.) Fr. 1836. 

Apresenta basidioma com características de L. bertieri, diferencia na cor amarelo terra e estipe curto e 
píleo grande, ciatiforme, velutino, tomentoso; (Fig. 2 C) lamelas separadas mais escuras que o píleo (Fig. 
2 C’). encontrado em tronco em decomposição.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Manaus.

Lentinus fasciatus Berk. 1840.   

É similar a L. bertieri pois ambos são encontrados em galho caído, apresenta lamelas de cor amarela clara 
e juntas (Fig. 2 G’). Diferenciam-se de L. fasciatus pelo basidioma de cor marrom escuro, píleo e estipe velu-
tinado (Fig. 2 G G’). L. fasciatus foi encontrado tanto em galho caído quanto em tronco em decomposição.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Estação Experimental de Silvicultura Tropical (11104), Museu da 
Amazônia (1283), Parque Nacional do Viruá (12107).



Microbiologia Ambiental 107

Lentinus striatulus Lév. 1846. 

É semelhante a L. bertieri pelo basidioma de cor amarelo a amarelo queimado. Porém se diferencia 
por apresentar o píleo glabro e involuto; lamelas sem anastomose e estipe curto e grosso. Encontrado em 
tronco em decomposição.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Estação Experimental de Silvicultura Tropical (7700).

Lentinus stuppeus Klotzsch 1833. 

É semelhante L. bertieri por apresentar basidioma com pelos fulvos e o píleo ser pequeno, no entanto, 
o basidioma é marrom escuro, com esquâmulas amarela; as lamelas da mesma cor do píleo e o estipe 
curto. Ocorre em galho caído.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Parque Nacional do Viruá (12105) e Manaus (8318).

Panus Fr. 1838.

É caracterizado por possuir hifas esqueletal, cistidios e não possuir medas. 

Panus parvus Drechsler-Santos & Wartchow 2012. 

É caracterizado por apresentar basidioma de cor creme a amarelo. Píleo com pelos hispido com 
esquâmulas, margem com poucos pelos, cor amarelo-queimado escurecendo para o centro do píleo, sem 
anastomose, pouco involuto (Fig.2 H). Lamelas de cor semelhante à do píleo, decorrentes e onduladas 
(Fig. 2 H’). Estipe com pelos hispido, central e pouco curvado. Contexto fino e hialino em KOH, sistema 
hifal dimitico com hifas generativas hialina de parede fina, 2-5 µm diam.; e hifas esqueletal hialina, de 
parede grossa, 3-5 µm diam. (Tabela 2). Basidiósporos hialino, cilíndrico a ovoide de parede fina medin-
do de 3-4,5 (-5) x 5-7,5 µm. Encontrado em tronco em decomposição.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas (12111).

Panus guaraniticus Berk. 1930. 

É muito semelhante a P. parvus, ambos ocorrem em tronco em decomposição, apresentam basidioma 
de cor creme a amarelo; lamelas onduladas, mais claras que o píleo (Fig. 2 I, I’) e estipe central, velutino, 
cor semelhante ao píleo. Porém P. guaraniticus se diferencia por apresentar píleo velutino com pequenas 
esquâmulas e cistidios maiores (9-15 µm). sendo encontrado em tronco em decomposição.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Manaus (12099; 12101).

Panus tephroleucus (Mont.) T.W. May & A.E. Wood 1995.

É similar a P. parvus por apresentar píleo pequeno e hifas generativas (3-4 µm diam). Porém se dife-
rencia por possuir basidioma de cor marrom escuro; píleo velutino (Fig. 2 J); lamelas escuras; estipe fino 
e longo (Fig. 2 J’). Basidiósporos maiores (4-5 x 6-9 µm). Ocorre tanto em galho caído quanto em tronco 
em decomposição.

Material examinado: Brasil. Amazonas: Estação Ecológica de Maracá (4247; 4384) e Estação Experimental 
de Silvicultura Tropical (12326).

Nota-se que apesar das características macroscópicas dos basidiomas de Lentinus e Panus serem di-
ferentes, não apresentam caracteres taxonômicos que permitem a diferenciação entre os gêneros (Figura 



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 3108

2), os quais são diferenciados pelas características microscópicas (Figura 1). Por exemplo, o gênero 
Panus Fr. se diferencia de Lentinus Fr. por não apresentar medas (Figura 1 C) e possuir gloecístidios 
(Figura 1 B) e hifas esqueletais, enquanto que Lentinus Fr. apresenta medas e hifas esqueletos-ligadoras. 

Figura 1. Estruturas microscópicas que diferenciam os gêneros Lentinus e Panus. A esporos; B gloecístidios;  
C medas. Barra = 10 µm.

Figura 2. Superficie pilial e himinenal dos diferentes basidiomas de Lentinus e Panus. A, A’ L. berteroi 12433.; 
B, B’ L. lamelliporus 7097; C, C’ L. scleropus 5865; D, D’ L. nigro-osseus 12109; E, E’ L. umbrinus 12110; F, F’ L. 

swartzii 12182; G, G’ L. fasciatus 12107; H, H’ P.parvus 12111; I, I’ P. guaraniticus 12101; J, J’ P. tephroleucus 12326.  
Barra=1 cm
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Quanto às espécies, estas são diferenciadas pelo tamanho do esporo e das hifas generativas, como por 
exemplo L. lamelliporus possui os esporos menores que os de L. nigro-osseus. Além disso, as medidas das 
hifas generativas de L. bertieri são maiores em relação ao das hifas generativas de L. scleropus. Por outro 
lado, os esporos de P. parvus são menores que os de P. fasciatus e as hifas generativas de P. fasciatus são 
menores que as hifas generativas de P. guaraniticus.

As características macroscópicas que diferenciam as espécies como tamanho do píleo, estipe, cor, 
presença ou ausência de pelos constam na Figura.2.

A relação dos locais de ocorrência e dos substratos em que os macrofungos foram coletados consta 
na Tabela 1. Nota-se que os macrofungos Lentinus ocorrem mais em galhos caídos, enquanto que os de 
Panus em tronco em decomposição. A maioria das espécies de Lentinus é do Campus do INPA, Manaus, 
provavelmente, pelo fato do maior esforço amostral no campus e de fácil acesso.

Tabela 1. Substrato em que os macrofungos Lentinus e Panus foram coletados em diferentes 
locais na região Amazônica.

Táxon N° de Registro no acervo Local
Substrato

Total
T. D G. C A. D

Lentinus

L. bertierii 12011; 12112; 12185; 12433 INPA / AUT / MAN 4 4

L. fasciatus 11104; 12107; 12183 MUSA / PNV 2 1 3

L. lamelliporus 7097 PNV 1 1

L. scleropus 5865 MAN 1 1

L. nigro-osseus 12109 INPA 1 1

L. umbrinus 10999; 12110 INPA / EEST 2 2

L. striatulus 7700 EEST 1 1

L. stuppeus 8318; 12105 PNV 2 2

L. swartzii 12108; 12115; 12182. INPA / PNV 3 3

Subtotal 6 11 1 18

Panus

P. parvus 12111 INPA 1 1

P. guaraniticus 12099; 12101 MAN 2 2

P. tephroleucus 4247; 4384; 12326. EEST / EEM 1 2 3

Subtotal 4 2 6

Total 10 13 1 24

Legenda: PNV = Parque Nacional do Viruá; INPA = Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas; MUSA = Museu da Amazônia;  
EEM = Estação Ecológica de Maracá; EEST = Estação Experimental de Silvicultura Tropical; AUT = Autazes - AM; MAN = Manaus - 

AM. Substrato: TD = tronco em decomposição; GC = galho caído; AD = árvore em decomposição

Conclusão
A maioria das espécies de Lentinus foi coletada nas áreas dos Campus- INPA, enquanto que as de 

Panus em diferentes locais da cidade de Manaus e na Estação Ecológica de Maracá. Os espécimes de 
Lentinus demonstram preferência por galho caído enquanto Panus por tronco em decomposição. O nú-
mero de espécies de Lentinus é maior do que a de Panus A identificação dos macrofungos Lentinus e 
Panus depositados na Coleção de Fungos Lignocelulolíticos - CFL/COTEI/INPA, contribui com enriqueci-
mento de espécies para a região Amazônica.
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Resumo 
A ata tem despertado interesse de produtores no Brasil, porém as doenças causadas por fungos como 
a antracnose podem afetar sua produtividade. Assim, objetivou-se avaliar o efeito de doses de potássio 
na influência e severidade da antracnose na ata. O experimento foi conduzido no Centro de Ciências 
Agrárias, Universidade Federal de Roraima. Folhas de ateiras com sintomas de antracnose foram cole-
tadas para o isolamento de fitopatógenos. O delineamento foi inteiramente casualizado em esquema de 
parcelas subdivididas no tempo, aplicadas as doses de KCl:  0, 20, 40, 80 e 160 kg ha-1. Cada parcela 
composta por cinco plantas, totalizando 25 plantas. As plantas foram inoculadas com uma suspensão 
de 1,0 x 106 conídios mL de Colletotrichum sp.. As avaliações foram realizadas aos 5, 10, 15, 20 e 25 
dias após a inoculação. A incidência da doença foi avaliada pela contagem das plantas com sintomas de 
antracnose e a severidade por uma escala de notas. Foram obtidos dois isolados com características mor-
fológicas de Colletotrichum gloeosporioides e um isolado com conídios curvados. A maior incidência da 
doença foi observada nas doses de 20, 40 e 160 kg ha-1 de KCl. A severidade aumenta com maior tempo 
de inoculação do patógeno. 

Palavras-chave: Fruta-do-conde, Colletotrichum, Nutrição mineral, Manejo. 

Introdução 
A ata, fruta-do-conde ou pinha (Annona squamosa L.), pertence ao gênero Annona e família 

Annonaceae. A espécie é originária da América Tropical e tem despertado interesse de produtores e pes-
quisadores na Região da Amazônia Setentrional, apresentando crescente demanda o que prioriza essa 
frutífera em relação ao desenvolvimento tecnológico na produção de mudas e manejo visando garantir a 
formação de pomares uniformes e a produção de frutos de qualidade para produção de polpas ou para o 
consumo in natura (Cordeiro et al., 2000). 

Para viabilizar a implantação de pomares comerciais devem-se obter mudas de ata saudáveis e re-
alizar manejo adequado para o controle de doenças. A antracnose, causada por espécies do gênero 
Colletotrichum, é uma das doenças mais comuns e importantes em frutíferas, ocasionando problemas em 
regiões tropicais e subtropicais. A doença afeta folhas, ramos e frutos, em diversas fases do desenvolvi-
mento, afetando diretamente a produtividade e comercialização dos frutos (Kamei et al., 2014; Amorim 
et al., 2016). A antracnose é considerada uma das principais doenças da ata (Lopez, 2005). Entretanto, 
existem poucas informações da diversidade de espécies de Colletotrichum que podem causar a doença e 
os danos.

O uso de estratégias eficientes e seguras no controle da antracnose é fundamental para o cultivo e 
posterior comercialização das fruteiras nativas, destacando ainda o ponto de vista ambiental. O manejo 
nutricional pode auxiliar no controle de doenças devido uma melhoria da barreira fisiológica da planta 
(Tanaka et al., 2008). A nutrição mineral pode influenciar o grau de resistência da planta em resposta à 
infecção por patógenos (Marschner, 1995; Polanco et al., 2012).
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O potássio (K) é um dos elementos que contribuem para a redução da incidência e severidade de 
doenças em várias culturas, inclusive a antracnose (Carvalho et al., 2013; Lima et al., 2017), porém não 
há relatos na literatura sobre a influência desse nutriente no controle da antracnose em ata, passível de 
exploração econômica no Estado de Roraima. 

Objetivou-se avaliar o efeito de doses de potássio na incidência e na severidade da antracnose na ata. 

Material e Métodos 
O experimento foi conduzido em casa de vegetação na área experimental localizada no Centro de 

Ciências Agrárias (CCA) da Universidade Federal de Roraima (UFRR), Campus Cauamé, no município de 
Boa Vista - RR (2o 52’ 20,7” N e 60o 42’ 44,2” W e altitude de 90 m). A classificação climática segundo 
Köppen é do tipo Am (Alvares et al., 2013), com duas estações bem definidas durante o ano, chuvosa de 
abril a setembro e seca de outubro a março, com temperatura média anual 26,7 °C, precipitação anual 
média de 1614 mm e umidade relativa do ar de 79% (Araújo et al., 2001).  

Folhas de ata com sintomas típicos de antracnose foram coletadas na área experimental do CCA e 
levadas para o Laboratório de Fitopatologia da UFRR para o isolamento de fitopatógenos. O isolamento 
foi realizado a partir de desinfestação superficial (etanol 70%, hipoclorito de sódio 2,5% e lavagem em 
água destilada) dos tecidos que, em seguida, foram transferidos para o meio de cultura batata dextrose 
ágar (BDA) e incubados em BOD a 25 °C. As culturas com morfologia típica de Colletotrichum spp. foram 
transferidas para o meio BDA para obtenção das culturas monospóricas. A caracterização morfológica foi 
realizada com isolado monospórico que foi transferido para os meios de cultura BDA e Aveia-ágar, após 7 
a 10 dias de incubação a 25 °C com fotoperíodo de 12 h. As medidas das estruturas morfológicas foram 
realizadas e comparadas com descrições disponíveis na literatura (Weir et al., 2012).

Folhas destacadas de ata sem sintomas de antracnose foram inoculadas com uma suspensão de co-
nídios (1,0 x 106 conídios mL-1) dos três isolados de Colletotrichum sp., onde foi depositado 20 μm em 
cada um dos cincos furos/folha utilizando uma agulha estéril. Foram utilizadas três folhas por isolado e 
a testemunha inoculada com água estéril. 

As mudas de ata foram adquiridas da Embrapa Roraima. O experimento em casa de vegetação foi 
em delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcelas subdivididas no tempo, onde foram 
aplicadas as seguintes doses de KCl:  T1 - 0; T2 – 20 kg ha-1; T3 - 40 kg ha-1; T4 - 80 kg ha-1 e T5 - 160 kg 
ha-1. Cada parcela foi composta por cinco plantas, perfazendo um total de 25 plantas. As sementes foram 
semeadas em vasos de 6 dm3 contendo o substrato composto percentualmente (v/v) de 50% de terra de 
superfície, 20% de Casca de Arroz Carbonizada (CAC) e 30% de substrato orgânico (Chagas et al., 2013). 
As mudas foram mantidas a temperatura de 28 ± 1°C e com irrigação realizada diariamente para manter 
a condição de umidade próxima a 60%.

Aos 120 dias após a semeadura, as plantas de cada parcela foram inoculadas com uma suspensão 
de conídios (1,0 x 106 conídios mL-1) do isolado A7c (Colletotrichum sp.), sendo 15 mL da suspensão do 
inóculo borrifada nas folhas das plantas que foram submetidas à câmara úmida, durante 24 h em casa 
de vegetação. 

Os tratamentos foram avaliados aos 5, 10, 15, 20 e 25 dias após a inoculação do patógeno. A incidên-
cia da antracnose foi avaliada pela contagem das plantas com sintomas da doença nas parcelas e a seve-
ridade foi mensurada utilizando a escala de notas de acordo com Galli et al. (2009). Os dados coletados 
foram submetidos à análise de variância (p≤0,05) e de regressão, empregando o software SISVAR versão 
5.3 (Ferreira, 2010). Os gráficos foram confeccionados com a utilização do software SIGMAPLOT versão 
12 (Systat Software, 2011).

Resultados e Discussão
Foram obtidos três isolados de Colletotrichum sp. que formaram colônias variando da cor branca a cinza 

claro. Os isolados A1a e A7c apresentaram conídios retos, cilíndricos com as extremidades arrendondadas, 
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hialinos, asseptados, medindo (n = 20) a média de 10 x 5,2 μm e 9 x 5,5 μm, respectivamente (Figura 1 
A e B). O isolado A7b apresentou conídios curvados com as extremidades afiladas, hialinos, asseptados, 
medindo (n = 20) a média de 12 x 4 μm (Figura 1 C). 

Algumas espécies de Colletotrichum, como C. gloeosporioides, C. fragariae e C. fructicola foram relatadas 
associadas à antracnose em anonáceas (Kamei et al., 2014; Costa et al., 2017). Dentre essas espécies, ne-
nhuma apresenta conídio curvado. A identificação de Colletotrichum é tradicionalmente realizada com base 
na morfologia, no entanto, existe diversidade fenotípica e instabilidade dos caracteres em função do am-
biente e das condições de cultivo (Cannon et al., 2008; Weir et al., 2012). Sendo assim, necessários estudos 
de filogenia molecular para identificar a nível de espécie e confirmar a verdadeira identidade do patógeno. 

Todos os isolados de Colletotrichum sp. causaram sintomas nas folhas destacadas de ata após cinco 
dias de inoculação e o isolado A7c foi selecionado para a inoculação das plantas em casa de vegetação, 
pois apresentou maior severidade dos sintomas da doença. Os sintomas de antracnose nas mudas apa-
receram após sete dias da inoculação do patógeno. O isolado inoculado foi reisolado, comprovando ser 
o patógeno da antracnose e completando os postulados de Koch. Nenhum sintoma da doença foi obser-
vado nas plantas não inoculadas.

A maior incidência da doença foi observada nas doses de 20 kg ha-1, 40 kg ha-1 e 160 kg ha-1 de KCl 
(Figura 2). 

Figura 1. Características morfológicas de Colletotrichum sp. isolados de sintomas 
de antracnose da ata (Annona squamosa). A =. Conídios do isolado A1a, B = 

Conídios do isolado A7c e C = Conídios do isolado A7b. 

Figura 2. Incidência da antracnose em plantas de ata (Annona squamosa) em 
função de doses de potássio.
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Diferenças significativas foram observadas entre as doses e o tempo, ambos com efeitos isolados. No 
entanto, nenhuma regressão se ajustou adequadamente às doses enquanto foi observado que a maior 
severidade foi com o maior tempo de inoculação do patógeno (Figura 3). 

No presente estudo, doses mais elevadas de K não induziram resistência das plantas de ata. De acordo 
com Marschner (1995), o aumento nos níveis dos nutrientes, além do ótimo, não causa efeitos na resis-
tência a doenças. Assim como observado por May-De-Mio et al. (2008) em que o excesso de K aumentou 
a incidência de podridão parda [Monilinia fructicola (G. Winter) Honey] em ameixeira (Prunus domestica 
L.). No entanto, em alguns casos, o aumento de K pode reduzir a suscetibilidade a várias doenças (Huber 
e Thompson, 2007). No feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), a dose mais elevada de potássio na forma de KCl 
(180 kg ha-1) foi a mais eficiente em reduzir a severidade da antracnose nas plantas (Lima et al., 2017). 

Segundo Pozza et al. (2001), o equilíbrio nutricional é fundamental para o controle de doenças, a falta 
ou o excesso de nutrientes pode aumentar ou diminuir a resistência das plantas ao ataque de patógenos. 
A nutrição mineral equilibrada em K aumenta a espessura da parede celular em células da epiderme e 
contribui na recuperação de tecidos que sofreram injúrias (Marschner, 1995; Wang et al., 2013). A seve-
ridade da doença aumenta se não há nutrição balanceada que induz a resistência da planta, além disso, 
Carvalho et al. (2013) verificaram que a adubação potássica utilizada para o controle da antracnose do 
milho (Zea mays L.) tem diferentes respostas de resistência em função da variedade da planta. 
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Figura 3. Severidade da antracnose em plantas de ata (Annona squamosa) em função 
de doses de potássio.

Conclusões
O isolado de Colletotrichum sp. que apresenta conídios curvados pode representar uma nova espécie 

que causa antracnose na ata. 

As doses de potássio ocasionaram mudanças na incidência e severidade da antracnose em ata. 

A severidade da doença é maior com o aumento do tempo de inoculação do patógeno. 
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Resumo
O impacto ecológico causado por petróleo e seus derivados vem sendo minimizado por diferentes técni-
cas de remediação, entre elas a biorremediação. A biorremediação usa microrganismos ou suas enzimas 
para destoxificar ambientes contaminados. Estudos realizados com fungos do gênero Trichoderma mos-
traram que apresentam a habilidade de usarem petróleo como fonte de carbono e, por em sua maioria 
não serem patogênicos a animais e plantas, apresentam potencial de uso na descontaminação de am-
bientes contaminados com esse produto e seus derivados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capa-
cidade de Trichoderma sp. em crescerem em meio contendo a gasolina como fonte de carbono. Para o 
isolamento dos fungos das amostras de solos, foi utilizada a técnica de diluição seriada até 10-3, em meio 
de cultura Basal utilizando glicose como fonte de carbono, e após seu crescimento, foram purificados 
em meio BDA. Com isso foi possível isolar 81 fungos, sendo que 16 pertencem ao gênero Trichoderma. 
Posteriormente, foi analisado o crescimento desses 16 fungos em meio INPA enriquecido com 0,1 mL de 
gasolina. A quantificação do crescimento se deu pelo peso da biomassa microbiana seca. Todas as 16 
linhagens foram capazes de crescer em meio INPA acrescido de gasolina, sendo que os isolados INPA R43 
e INPA R48 apresentaram as maiores produções de biomassa, respectivamente 296 e 279 mg. 

Palavras-chave: Biodegradação, metabolismo microbiano, hidrocarbonetos.

Introdução
As contaminações de solos e do ambiente hídrico por hidrocarbonetos ocorrem desde o processo de 

extração, transporte, refino, até o consumo, com a produção de gases poluentes. Tais acidentes têm um 
grande efeito sobre as propriedades do ambiente contaminado. Observam-se com muita preocupação, 
os casos de contaminação do solo e água por hidrocarbonetos derivados de petróleo, que mesmo em pe-
quenas concentrações, podem constituir um grande perigo à saúde humana e ao meio ambiente (Souza 
et al.2010). 

Na tentativa de fazer reparo adequado em áreas contaminadas, utiliza-se uma técnica de biorremedia-
ção, que compreende o processo de transformação e/ou degradação de compostos tóxicos para torná-lo 
ecologicamente inofensivo (Jacques, 2010). Esse processo pode envolver o emprego de microrganismos 
inerentes ao produto contaminante e ao meio ambiente, ou ainda pode lançar mão de microrganismos 
exógenos (Bennet e Faison, 1997). 

O crescimento microbiano e a degradação de contaminantes ocorrem em função do meio ambiente de 
uma maneira interativa: enquanto crescem e se adaptam ao meio ambiente, os microrganismos o alteram 
através do consumo de nutrientes e liberação de produtos (Bragato, 2006). Assim, a eficiência da biorre-
mediação é limitada se as condições físico-químicas como temperatura, pH, umidade e disponibilidade 
de outros nutrientes, além do poluente, o qual representa a fonte de energia, não forem favoráveis à 
sobrevivência e à atividade dos microrganismos degradadores, sendo, portanto, necessário um rigoroso 
controle e definição de parâmetros para aplicação dessa técnica (Boopathy, 2000; Jacques, 2010). 

A habilidade de microrganismos como fungos de adaptar rapidamente o seu metabolismo a diversas 
fontes de carbono e energia é um fator essencial para sua sobrevivência. Essa flexibilidade se deve a 
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produção de uma grande quantidade de enzimas intra e extracelulares, capazes de degradar estes com-
postos inclusive polímeros complexos (Silva e Esposito, 2004).

Fungos do gênero Trichoderma são conhecidos por sintetizarem diversos metabólitos secundários, 
como inibidores de fitopatógenos antimicrobianos, produtores de fitohormônios e enzimas como a celu-
lase e a amilase (Pandey et al.2000; Chandra et al. 2009). Estes vivem livremente no meio ambiente ou 
parasitando outras espécies de fungos, podendo ser encontrados na rizosfera de plantas, em qualquer 
tipo de solo com disponibilidade de matéria orgânica em abundância como fonte de carbono e nitro-
gênio e em materiais vegetais em decomposição (Harman, 2006; Carreras-Villasenõr et al.2012), sendo 
colonizadores de sucesso de seus habitats.  Esta característica deve-se à sua capacidade degradativa do 
substrato, que é realizada através de suas enzimas extracelulares (Schuster e Schmoll, 2010), tornando-os 
de grande interesse econômico. 

Por apresentarem essas características e principalmente por raramente serem patogênicos a animais 
e plantas (Espósito e Silva 1998; Kredics et al.2003; Groll e Walsh, 2001), os fungos Trichoderma podem 
se tornar uma alternativa viável para serem utilizados em processo de biorremediação de ambientes 
contaminados por petróleo e seus derivados. Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar e selecionar 
linhagens fúngicas de Trichoderma spp. e, avaliar a capacidade de crescimento das colônias em contato 
com gasolina.

Material e Métodos

Coleta dos solos
Foram coletadas amostras de solos da Reserva Biológica da Campina, e das Estações Experimentais 

de Silvicultura Tropical e Fruticultura Tropical do INPA situadas no entorno da cidade de Manaus-AM. 
As amostras foram acondicionadas em tubos falcon estéreis e encaminhadas ao Laboratório de Ecologia 
e Biotecnologia de Microrganismos da Amazônia/INPA.

Isolamento e purificação de Trichoderma spp.
Das amostras coletadas foram retiradas 10 g de solo e ressuspendidas em 50 mL de água destilada 

estéril e agitados por 30 minutos a 200 rpm em agitador rotativo. As amostras foram submetidas a uma 
diluição seriada de até 10-3 em solução salina (0,85%). Posteriormente, alíquotas de 100 µL de cada dilui-
ção foram semeadas em triplicata em meio de cultura seletivo para Trichoderma em meio Basal utilizando 
glicose como fonte de carbono (Leelavathi et al.2014). As placas foram incubadas a 30 °C por cinco dias 
e à medida que as colônias surgiram, foram isoladas e purificadas utilizando-se o meio BDA (Batata-
Dextrose-Ágar) nas mesmas condições de cultivo do isolamento. 

Avaliação do crescimento de Trichodermas spp. em contato com gasolina
Foram selecionados dezesseis fungos que apresentaram características morfológicas semelhantes aos 

fungos do gênero Trichoderma. Um disco de 5 mm de diâmetro da borda de cada micélio do  fungo 
crescidos em placas de Petri contendo meio BDA foi inoculado,  em  triplicata,  em papéis  de  filtro  
estéreis (0,58 mg) colocados  sobre  a  superfície  do  meio  INPA  enriquecido  com 0,1 mL de gasolina 
cedida pelo Laboratório pertencente à Refinaria Isaac Sabbá (REMAN), localizada na cidade de Manaus, 
Amazonas, com um tratamento controle (papel filtro,  gasolina e meio mineral INPA). A gasolina foi 
filtrada em membrana de 0,22 μm de poro. A incubação foi realizada em temperatura de 15ºC até o mo-
mento em que as hifas dos fungos começaram a atingir a borda da placa. Posteriormente, os filtros com 
as hifas associadas foram secos em estufa a 60ºC por 48 horas e em seguida pesados. Os pesos foram 
obtidos subtraindo-se o peso do filtro após o crescimento dos fungos (Diniz, 2014). 

Análise estatística
Os dados gerados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), pelo teste F. Quando significativo, as 

comparações de médias foram realizadas pelos testes Skott-Knott, ao nível de 5% de probabilidade (SISVAR).
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Resultados e Discussão
Das amostras de solos coletadas de diferentes locais no entorno de Manaus, foram isolados 81 fungos. 

Esses fungos foram identificados inicialmente como INPA F1 a INPA F81 e estão depositados na Coleção 
do Laboratório de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos da Amazônia/INPA. Destes, dezesseis 
linhagens (INPA F2, INPA F4, INPA F12, INPA F18, INPA F23, INPA F29, INPA F31, INPA F40, INPA F41, 
INPA F43, INPA F44, INPA F46, INPA F48, INPA F50, INPA F52, INPA F58) foram caracterizadas morfo-
logicamente como sendo Trichoderma.

Foram observadas diferenças significativas nos valores médios de peso da biomassa dos fungos tes-
tados (Figura 1). Os isolados INPA F43 e INPA F48 apresentaram maiores peso da biomassa microbiana 
seca, com 296 mg e 279 mg, respectivamente. Enquanto que os isolados INPA F41 e F52 não apresenta-
ram valores satisfatória (24 e 13 mg) até o fim do período de avaliação (15 dias). Quando utilizado o meio 
INPA com a gasolina (Controle), não foi observada crescimento fúngico no papel filtro, confirmando com 
isso não haver contaminantes presentes no derivado de petróleo. 

Nota-se na figura 1, que a maioria dos tratamentos apresentou peso superior a 80 mg, aos 15 dias de 
incubação, sugerindo com isso que é possível e viável a utilização destes fungos num processo de biorre-
mediação de solos, uma vez que demonstraram adaptação ao meio de cultura e ao derivado de petróleo.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram descritos por Diniz (2014), que ao 
realizar testes com fungos isolados de amostras de solo contaminado da Antártica, observou que quatro 
isolados apresentaram peso entre 151,8 e 426,4 mg, em diferentes concentrações de óleo diesel. Hugnes 
et al. (2006), por outro lado, ao avaliarem fungos isolados de solo menos contaminado com hidrocarbo-
netos, verificaram que os fungos isolados a partir de um solo altamente impactado são menos tolerantes. 
Para os autores, a tolerância menor dos fungos pode ter ocorrido devido ao enriquecimento do solo com 
microrganismos que degradam os hidrocarbonetos durante derramamentos anteriores de óleo. 

Parr et al. (1983) descrevem que a atividade microbiológica no solo é intensamente afetada pela disponibi-
lidade de nutrientes, pela tolerância dos microrganismos às variações do pH, compostos tóxicos, entre outros. 
Segundo Maciel (2013), fungos filamentosos como o Penicillium, são capazes de sobreviver em ambientes 
com poucos nutrientes e degradar hidrocarbonetos do querosene. Khelifi et al. (2009), relatam que ao serem 
expostos a compostos de estrutura complexa, como a gasolina os microrganismos utilizam uma fonte mais 
facilmente assimilável para a obtenção de energia, para só então cometabolizar as moléculas mais complexas.

Figura 1. Peso da biomassa microbiana seca das linhagens de Trichoderma (mg), crescidos em meio INPA 
contendo gasolina. 

OBS. Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. 
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Conclusões
De um total de 81 isolados de Trichoderma da cidade de Manaus, 16 foram capazes de crescer em 

meio INPA acrescido de gasolina; 

Os isolados de Trichoderma de maiores pesos de biomassa seca, no período de 15 dias de crescimento 
foram INPA R43 e INPA R48;

A adição da gasolina ao meio de cultivo não inibiu o crescimento da maioria dos fungos isolados testa-
dos. A tolerância e as variações de crescimento na presença da gasolina foram dependentes de cada fungo;

Os testes indicam que esses fungos foram capazes de tolerarem e crescerem na presença de gasolina, 
indicando com isso potencial uso no processo de biorremediação de solos.
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Resumo
O gênero Staphylococcus spp. é conhecido por seu potencial patogênico e está entre as infecções estafilo-
cócicas mais comuns no país. Atualmente existe uma grande preocupação no que diz respeito ao uso de 
antimicrobianos indiscriminados, colocando no ambiente cepas cada vez mais resistentes. Desta forma, o 
presente trabalho foi realizado isolando cepas de Staphylococcus spp catalase positiva de amostras ambien-
tais e de alimentos na cidade de Santarém – PA e tem como objetivo, avaliar o padrão de susceptibilidade 
de Staphylococcus spp. catalase positivo aos principais antibióticos: vancomicina, penicilina, ciprofloxacina, 
cloranfenicol, tetraciclina, oxacilina e novobiocina utilizando a técnica de difusão em disco de Kirby-Bauer. 
Os resultados mostraram  que as cepas de Staphylococcus spp. catalase positiva apresentaram  resistência 
de 65% a novobiocina e 35% de sensibilidade, a oxacilina 56%  sensibilidade e 44% resistentes, tetraci-
clina mostrou 53% de sensibilidade e 23% de resistência, gentamicina com 18% de resistência e 82% de 
sensibilidade, ciprofloxacina com 23% de resistência e 71% de sensibilidade, vancomicina com 29% de re-
sistência e 71% de sensibilidade, penicilina com 35% de resistência e 65% de sensibilidade, e cloranfenicol 
com 35% de resistência Desta forma, pode-se concluir que os isolados  apresentaram maior resistência a de 
Staphylococcus spp. a oxacilina, seguido de cloranfenicol e novobiocina.

Palavras-Chave: Antimicrobiano, teste de resistência, Staphylococcus catalase positiva.

Introdução
Existe uma grande preocupação no Brasil e no mundo no que diz respeito as infecções bacterianas, 

Segundo Pereira et al. (1994), as intoxicações estafilocócicas são muito comuns no país, sendo a maioria 
dos casos não investigada ou não notificada. 

Os estafilococos foram observados inicialmente em 1878 a partir de material purulento e, em 1881, 
houve a primeira publicação citando a forma de cocos e a presença constante desses microrganismos 
em abcessos agudos e crônicos. A relação desses microrganismos com surtos de intoxicação alimentar 
só ocorreu em 1884, em Michigan, EUA, quando se associou os casos ao consumo de queijo tipo ched-
dar contaminado com estafilococos (Pereira et al., 2000). Este gênero bacteriano é constituído por pelo 
menos 30 espécies, sendo as de maior importância no ambiente hospitalar são Staphylococcus aureus, S 
saprophyticus e S. epidermidis (Brooks e Butel, 2000). 

As enterotoxinas estafilocócicas (EE) produzidas por Staphylococcus são potentes exotoxinas sinteti-
zadas durante a fase de crescimento ou durante a transição da fase exponencial para a fase estacionária. 
Estas EE são produzidas entre 10 ºC e 46 ºC, com um ótimo entre 40 ºC e 45 ºC. Estas bactérias são 
tolerantes a concentrações de 10% a 20% de NaCl, o que pode tornar os alimentos um dos principais 
veículos para a propagação das mesmas (Franco e Landgraf, 2008). 

Bastos (2013) enfatiza que as enterotoxinas estafilocócicas (EE), produzidas por algumas cepas de 
S. aureus, causam uma das doenças mais comuns transmitidas por alimentos, a intoxicação alimentar 
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estafilocócica sendo resultante do consumo de alimentos ou bebidas contendo a dose infectante de uma 
ou mais EE pré-formadas no alimento.

A resistência microbiana é um problema e está associada a diversos fatores listado entre uma das 
grandes ameaças a saúde humana segundo a World Economic Forum Global Risks (Blair et al., 2015).

Diante do quadro acima descrito, empreendeu-se um trabalho cujo objetivo foi avaliar o padrão de 
susceptibilidade de Staphylococcus catalase positiva (SCP) a antibióticos de várias classes. Os objetivos 
específicos foram identificar ao menor nível taxonômico os isolados estudados, identificar entre os isola-
dos os SCP e avaliar o perfil de resistência a antimicrobianos das cepas de isolados de amostras ambien-
tais (ar) e alimentares (camarão). Este estudo tem grande importância no que tange a saúde de um modo 
geral e assim poder contribuir com pesquisas  relacionados a clínica aplicada.

Material e Métodos
Foram isoladas 17 cepas de Staphylococcus catalase positiva (SCP) obtidas de amostras da microbiota 

do ar da área urbana e de camarão salgado e seco em Santarém – Pará, que fazem parte da atual bacte-
rioteca do Laboratório de Ensino Multidisciplinar de Biologia Aplicada (LaBio) da Universidade Federal 
do Oeste do Pará (UFOPA). 

Para a identificação na bacterioteca, as cepas foram reativadas e semeadas em Ágar Baird Parker 
(Kasvi®), em seguida, inoculadas em Trypic Soy Agar (TSA – Kasvi®) e incubadas em estufa a tempe-
ratura de 35 ºC por um tempo de 24 horas. Passado o período de cultivo foi feito o teste tintorial pela 
coloração de Gram para verificar a pureza da cultura e em seguida foi realizada a prova de catalase.  

Para o teste de resistência a antibióticos nas cepas Staphylococcus catalase positivo (SCP), foi utilizado 
o método de Kirby - Bauer através da técnica de difusão em disco, em que foi retirado uma porção de 
massa bacteriana com a ajuda de uma alça bacteriológica e suspensa em solução salina 0,85% estéril, 
homogeneizada até obter-se total turbidez, em seguida comparado ao padrão da escala MaC Farland a 
0,5 e calibrado em espectofotômetro. Utilizando swabs estéreis embebidos em solução salina, foi fei-
to um tapete com a suspensão bacteriana em placa contendo Ágar Mueller-Hinton (Kasvi ®). Para o 
teste de resistência foram utilizados 8 antimicrobianos de 6 classes, a saber foram: vancomicina (30µg), 
penicilina (10µg), ciprofloxacina (5µg), cloranfenicol (30µg), tetraciclina (30µg), gentamicina (10µg), 
oxacilina (1µg) e novobiocina (5µg). As placas de Petri foram levadas à estufa sob temperatura de 35 ºC, 
após 24h de cultivo, os halos foram medidos com auxílio de paquímetro digital. Os dados das medidas 
foram comparados com os manuais Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016), Anvisa 
(2013) e como referência o trabalho de Reddy et al. (2015) para classificação em sensível (S), resistente 
(R) e intermediário (I). A partir disso, os resultados foram tabulados utilizando o Microsoft Excel e mon-
tados gráficos para melhor compreensão. 

Figura 1. Coloração de Gram para Staphylococcus catalase positivo (SCP) que se apresentam como cocos Gram 
positivos observados no microscópio óptico.
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Resultados e Discussão
As 17 cepas de Staphylococcus catalase positivo (SCP) após serem submetidas ao teste de resistência 

e analisados os halos de inibição, o antibiótico em que foram obtidos maior índice de resistência foi a 
novobiocina seguida de oxacilina.

Desta forma obteve-se os seguintes resultados de resistência: novobiocina (65%), seguido de oxaci-
lina (41%), cloranfenicol e penicilina (35%), vancomicina (29%), ciprofloxacina e tetraciclina (23%), 
gentamicina (18%) como apresentado na Figura 3 e Tabela1.

Figura 2. Halo de inibição de resistência das cepas de Staphylococcus catalase positivo (SCP).

Figura 3. Perfil de resistência de Staphylococcus catalase positivo (SCP).

Tabela 1. Perfil de sensibilidade antimicrobiana de cepas de 
Staphylococcus catalase positivo (SCP) a diferentes antibióticos.

Antimicrobiano Resistente (%) Sensível (%) Intermediária (%)
Novobiocina 65 35 0
Oxacilina 41 59 0
Penicilina 35 65 0
Cloranfenicol 35 65 0
Vancomicina 29 71 0
Ciprofloxacina 24 70 6
Tetraciclina 24 52 24
Gentamicina 18 82 0
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Os antibióticos que apresentaram uma elevada taxa de suscetibilidade foram: gentamicina com 82% 
e vancomicina com 71%. Respectivamente, a gentamicina pertence ao grupo dos aminoglicosídeos que 
segundo Bertino et al. (1994), esta classe de antibióticos é muito importante no tratamento de infecções 
por bactérias Gram-negativas e como agentes sinérgicos para o tratamento de infecções estafilocócicas e 
estreptocócicas. Para vancomicina segundo o trabalho de Reddy et al. (2015), todas as cepas de S. aureus 
submetidas ao método de difusão em disco de Kirby- Bauer apresentaram suscetibilidade à vancomicina. 
Apesar de relatos de resistência intermediária no trabalho de Zhu et al. (2014), ainda assim é comum 
tratamento em hospitais utilizando a vancomicina em infecções com resistência a meticilina (Liu et al., 
2014). A vancomicina é um antibiótico pertencente à classe dos glicopeptídeos, e colocado a disposição 
da medicina em 1956 (Santos et al.2007).  

De acordo com os resultados as cepas de Staphylococcus catalase positivo apresentaram maior fre-
quência de resistência intermediária à tetraciclina (24%). Brînda, Herman e Faur (2010) também encon-
traram resistência intermediária à tetraciclina em cepas de S. aureus isoladas de mastites em bovinos. 
Os determinantes da resistência à tetraciclina são amplos entre espécies bacterianas e são regularmente 
encontradas bactérias resistentes a múltiplas drogas (El-Razik et al., 2017). Porém há relatos sobre altas 
taxas de resistência em cepas de Staphylococcus catalase positiva ou negativa à tetraciclina (El-Razik et 
al., 2017; Cavalcante et al., 2013). 

As tetraciclinas são antibióticas de amplo espectro usados no tratamento e prevenção de infecções 
bacterianas, principalmente aquelas causadas por S. aureus (Ardic et al., 2005). A maioria das bacté-
rias que apresentam resistência à tetraciclina adquirem os genes de resistência à tetraciclina (tet). Dois 
principais mecanismos de resistência à tetraciclina foram descritos em S. aureus: efluxo ativo, resultante 
da aquisição dos genes tetK e tetL localizados no plasmídeo e proteção ribossômica por proteínas seme-
lhantes ao fator de alongamento que são codificadas por tetM ou tetO cromossômico ou transposonal 
determinantes (Esposito et al., 2009; McCallum et al., 2010).

As cepas de SCP testadas nesta pesquisa apresentaram maior resistência à novobiocina, com um 
percentual de 65%. Azevedo, et al, 2007, encontrou em seus testes, resistência à novobiocina, em todas 
as suas amostras e Freitas et al, (2005) encontrou 75% de resistência em suas amostras isoladas de leite 
de vaca. O teste de sensibilidade com novobiocina é comumente utilizado para identificar espécies de 
Staphylococcus catalase negativo sendo divididos em dois grupos: S. saprophyticus e não S. saprophyti-
cus. Dessa forma, as cepas de S. saprophyticus são resistentes e os não S. saprophyticus são sensíveis à 
novobiocina (Silva et al., 2016; ANVISA, 2013).

Outro antibiótico para qual as cepas foram testadas e apresentaram considerável resistência foi oxaci-
lina, com 41%. Spiandorello et al. (2000) encontrou em seu trabalho uma resistência de 32,7% à oxaci-
lina. Zhu et al, (2014), também identificou uma resistência à oxacilina e à penicilina, porém no presente 
estudo, a penicilina apresentou 65% de sensibilidade às cepas de Staphylococcus spp., representando 
bom grau de suscetibilidade.

Segundo Kayser (2010) a oxacilina é um antimicrobiano do grupo das penicilinas sendo a primeira 
escolha para tratamento das infecções estafilocócicas em hospitais, quando não há resistência aparente. 
A determinação correta da suscetibilidade à oxacilina em amostras de estafilococos é fundamental, pois 
a falha na detecção desta resistência pode resultar em terapia ineficaz, levando ao uso desnecessário da 
vancomicina e outros agentes de amplo espectro em hospitais. 

Atualmente o desenvolvimento de resistência por parte de um agente patogênico frente aos antibióticos 
amplamente usados significa um desafio para a busca por novos agentes antimicrobianos no combate a infec-
ções superando os problemas de resistência, sem efeitos colaterais (Haniffa et al., 2014). Os diferentes padrões 
de resistência a antibióticos de isolados bacterianos podem ser resultado da diferença na pressão de seleção. 

O impacto das bactérias resistentes e o uso indiscriminado de substâncias antimicrobianas é uma 
preocupação global quanto a saúde humana, animal e do meio ambiente. Assim, o aparecimento e dis-
seminação de resistência a drogas antimicrobianas entre as bactérias são considerados sérios problemas 
de saúde pública mundial (Haniffa et al., 2014; Nascimento e Araújo, 2014; Balakrishna e Keerthi, 2012). 



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 3124

Conclusão
Os padrões de suscetibilidade e resistência das cepas de Staphylococcus catalase positiva (SCP) é 

maior para oxacilina e novobiocina. 
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Resumo
A pele dos anfíbios apresenta características únicas dentre os vertebrados, sendo o órgão responsável 

tanto pela troca gasosa quanto pela defesa contra agentes patogênicos e oportunistas. Portanto, o presen-
te trabalho objetivou avaliar a presença de leveduras do gênero Candida no tecido cutâneo de anfíbios 
anuros na cidade de Santarém, Pará. Para isso foram realizadas 3 amostragens em buscas ativas entre os 
meses de novembro de 2017 a fevereiro de 2018 sendo, 9 espécimes de anfíbios capturados sem distin-
ção de espécie ou sexo. O material cutâneo foi colhido por esfregaço na região dorsoventral do animal, 
utilizando um swab embebido em solução salina 0,85% e cultivado em placas de Petri contendo meio 
BDA, acrescido de cloranfenicol. Posteriormente, analisou-se as características macromorfológicas das 
colônias em meio BDA. Sucessivamente, as colônias foram inoculadas em CHROMagar Candida (Merck®) 
e foram caracterizadas pela coloração exibida no meio. Foram isoladas 22 colônias de Candida, na qual 
12 colônias apresentaram coloração violeta, 4 com coloração azul, 2 com coloração rosa e 4 apresenta-
ram-se incolores. O gênero Candida faz parte da microbiota normal da pele de anfíbios, sendo um gênero 
dificilmente estudado nestes vertebrados, com isso enfatiza-se que novos estudos devem ser realizados 
para monitorar a microbiota dos anuros. 

Palavras-chave: Anuros, Microbiota, Pele, Amazônia. 

Introdução
A Classe dos Anfíbios (Amphibia) é dividida em três ordens: Urodela ou Caudata (salamandras), 

Gymnophiona (cecílias ou cobras-cegas) e Anura (sapos, rãs e pererecas) (Herpetofauna, 2018). No 
Brasil, a ordem Anura é a mais representativa e possui 1020 espécies (AmphibiaWeb, 2018a). Os anfíbios 
são distribuídos globalmente, exceto nas regiões polares da Antártida e Groelândia, e especialmente con-
centrados em países neotropicais. Eles habitam uma variedade de ecozonas, das florestas tropicais aos 
desertos (AmphibiaWeb, 2018b). 

Os anfíbios são um grupo de vertebrados que a despeito da complexidade de seu sistema imunológi-
co, seu ciclo de vida inclui uma fase aquática e outra terrestre, e pelo fato de possuírem uma pele per-
meável, torna-os vulneráveis já que expõe estes animais ao ambiente e facilita a passagem de poluentes 
químicos e biológicos com facilidade (Feder e Burggren, 1992). Dentre os vertebrados, a pele desses 
animais apresenta características únicas e atua como uma interface bastante funcional entre o organismo 
e o meio externo (Assis, 2015).

Além disso, a pele desempenha outros papéis importantes dentre os quais o destaque ocorre na 
respiração e defesa imunológica destes animais. Nesse sentido, o muco presente na superfície da pele 
tem como constituintes moléculas bioativas responsáveis pela proteção desses animais. Os principais 
ingredientes do muco são glicoproteínas e materiais de fibra. Geralmente, as secreções mucosas têm 
propriedades antibacterianas, antioxidante, antitumoral, resistente à fadiga e fortalecem a imunidade 
(Colombo et al., 2015).  



Microbiologia Ambiental 127

O muco da pele é produzido tanto pelas glândulas dérmicas dos sapos quanto pela comunidade mi-
crobiana residente, e muitas apresentam atividade antimicrobiana (Santos, 2013). Porém, independen-
temente disso, na microbiota cutânea dos anfíbios estão presentes patógenos oportunistas, que podem 
provocar infecções quando o hospedeiro é submetido a condições ambientais inóspitas ou a eventos 
como imunossupressão (Assis, 2012; 2015). 

Todos os animais são hospedeiros de microrganismos simbiônticos que constituem sua microbiota na-
tural. Os animais dependem desses microrganismos para muitos processos vitais críticos, como digestão, 
aquisição de energia, e resistência a patógenos (Rosenberg et al., 2007). Essa comunidade microbiana 
simbionte pode nos fornecer importantes informações em vários aspectos, além de abrir possibilidades 
de identificar substâncias com potenciais usos biotecnológicos com várias áreas de aplicação. 

O microbioma da pele ou muco de animais é constituído por bactérias, fungos e vírus. Os fungos 
leveduriformes pertencem aos filos Ascomycota e Basidiomycota, possuem uma gama de aplicações 
biotecnológicas atuando na produção de enzimas que catalisam processos fermentativos e produzindo 
diversos compostos secundários que podem ser usados na indústria química, farmacêutica, alimentícia e 
agropecuária (Angioletto, 2013; Fuentefria, 2004). 

Porém algumas leveduras, principalmente as espécies do gênero Candida são amplamente distribuí-
das, oportunistas e podem causar danos em seus hospedeiros, como infecções superficiais até infecções 
sistêmicas aos indivíduos com sistema imunológico deficiente (Crocco et al., 2004). Apesar da ampla 
distribuição, até o presente momento do estudo, possivelmente apenas o trabalho de Douglas e Amuzie 
(2017), relata a ocorrência do gênero Candida como parte da microbiota cutânea de anfíbios.

Na última década muitas pesquisas têm focado no estudo da microbiota presente na pele de muitos 
animais fornecendo informações sobre a diversidade, funcionalidade e ecologia microbiana além das 
interrelações estabelecidas e os papéis críticos dessa microbiota para o hospedeiro (Sylvain et al., 2016).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a presença de leveduras do gênero Candida no tecido cutâneo 
de anfíbios anuros na cidade de Santarém, Pará.  

Material e Métodos
O estudo foi desenvolvido principalmente na área portuária localizada na Unidade Tapajós da 

Universidade Federal do Oeste do Pará (2º25’13.3”S, 54º44’26.7”W), localizado na área urbana do municí-
pio de Santarém, no Oeste do Estado do Pará. Exemplares adicionais foram obtidos na área do Zoológico da 
Universidade da Amazônia (ZooUnama) (2º27’34 ”S, 54º44’06”W), também na área urbana de Santarém.

Foram capturados sete espécimes de anfíbios anuros em buscas ativas entre os meses de novembro de 
2017 a fevereiro de 2018 na área portuária da Unidade Tapajós da UFOPA (Figura 1) e dois exemplares na 
área do ZooUnama. Os exemplares foram coletados sem distinção de espécie ou sexo, e colocados em sacos 
plásticos do tipo zip-lock transparentes e estéreis, transportados para o Laboratório Multidisciplinar de Ensino 
de Biologia Aplicada (LaBio) da UFOPA para os procedimentos de coleta do material cutâneo dos animais.

Figura 1. Imagem de satélite parcial da Unidade Tapajós – UFOPA, na cidade de Santarém, PA.
Fonte: Google Maps, 2018; Inside Brazil, 2018.
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O material cutâneo foi colhido por esfregaço na região dorsoventral (comprimento rostro-cloacal) de 
cada animal, utilizando um swab embebido em solução salina 0,85% da qual foram obtidas três séries 
até a diluição 10-3. Após as diluições serem feitas, o material foi inoculado em placas de Petri contendo 
BDA – Ágar Batata Dextrose (Merck®) acrescido de cloranfenicol, com duplicata, e incubado em tempe-
ratura ambiente (25 ºC ± 2 ºC) por cerca de 7 dias.

As culturas foram isoladas em meio BDA (Merck®) suplementado com cloranfenicol, e cultivadas em 
temperatura ambiente (25 ºC), no período de 7 dias. Após o crescimento as colônias foram analisadas 
quanto às características macromorfológicas (coloração, textura, consistência, relevo, borda e reverso). 

As colônias que apresentaram coloração branca a creme, textura lisa brilhante, úmidas e cremosas, 
que são características fenotípicas do gênero Candida (Spolidorio et al., 2009) foram inoculadas em meio 
CHROMagar Candida (Merck®)  e incubadas por 48 horas, à 35 ºC, em estufa bacteriológica, passado o pe-
ríodo de incubação, foram identificadas de acordo com a coloração exibidas no meio de cultura (Tabela 1).

Tabela 1. Coloração das espécies de Candida em meio cromogênico.

Espécie Cor
Candida albicans Verde
C. tropicalis Azul
C. krusei Rosa
C. glabrata Lilás/Violeta

Resultados e Discussão
Até o presente momento do estudo, foram capturadas quatro espécies de anfíbios anuros, pertencen-

tes a três famílias (Bufonidae, Hylidae e Strabomantidae), totalizando nove espécimes (Tabela 2).

Dos nove indivíduos da ordem Anura, foram isoladas 37 culturas leveduriformes, das quais 22 cultu-
ras apresentaram características morfológicas presuntivas de Candida após a caracterização macroscópi-
ca das colônias em BDA (Merck®) com cloranfenicol.

As colônias típicas para Candida, foram identificadas, sendo 12 de Candida glabrata (54,5%) de 
coloração violeta, 4 de C. tropicalis (18,2%) coloração azul esverdeado-violeta, 2 de C. krusei (9,1%) co-
loração rosa claro, e 4 colônias identificadas como não-Candida (18,2%) por apresentarem-se incolores. 

A frequência das espécies e suas colorações apresentadas no meio CHROMagar Candida estão apre-
sentadas na tabela 3. 

As espécies de Candida são muito comuns no meio ambiente. Elas causam não apenas infecções superfi-
ciais, mas também infecções sistêmicas, incluindo fungemia (Schmidt e Weber, 2001). O gênero Candida faz 
parte da microbiota normal da pele dos humanos, porém em casos específicos pode apresentar patogenicidade. 

Tabela 2. Espécimes de anfíbios anuros capturados e analisados quanto a microbiota 
cutânea. 

Espécie Sexo CRC MC Local de captura
Pristimantis cf latro - - - ZooUnama
Pristimantis cf latro - - - ZooUnama
Rhinella major M 38,9 6 UFOPA
Rhinella major M 40 6 UFOPA
Scinax x-signatus F 39,2 3,5 UFOPA
Rhinella marina M 110,2 105 UFOPA
Rhinella marina F 101,8 105 UFOPA
Rhinella major M 46,9 9,3 UFOPA
Rhinella major F 55 15,8 UFOPA

Sexo: Macho (M); Fêmea (F). CRC= Comprimento rostro-cloacal; MC= Massa corporal.
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Assim como na pele de anfíbios, pode ser um agente simbionte, e inclusive fazer parte da sua microbiota 
residente, não causando danos a esses animais, mas contribuindo para a proteção dos mesmos. 

Muitos estudos de modelos animais com C. albicans foram relatados tanto em mamíferos como em aves 
(Velasco, 2000; Sousa e Siqueira, 2003; Moretti et al., 2004; Jin e Lin, 2005; Cafarchia et al., 2006; Jadhav e 
Pal, 2006; Balasubramaniam e Sukumar, 2007; Garcia et al., 2007; Kivaria e Noordhvizen, 2007; Cafarchia 
et al., 2008; Jacobsen et al., 2008 e Klinke et al., 2011). Apesar de C. albicans ser mais comum e maior 
causadora de candidoses em humanos e animais, C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis também são aponta-
das como agentes infecciosos. Em relação à diversidade microbiana da pele de anfíbios, apenas o estudo 
de Douglas e Amuzie (2017) relatou a ocorrência de Candida sp. na cavidade bucal, intestinal e cutânea.

De acordo com Assis (2015), alguns componentes da microbiota residente dos anuros, são patógenos 
oportunistas com os quais os indivíduos normalmente convivem, até que haja um desequilíbrio ambien-
tal e consequentemente corporal. Ademais, um estudo realizado por Woodhams et al. (2007), analisando 
duas populações de Rana muscosa expostas a Batrachochytrium dendrobatidis, um fungo oportunista 
que coloniza a pele dos anuros causando a quitridiomicose, uma doença responsável pela morte e declí-
nio de populações de anfíbios em quase todo o mundo (Hyatt et al., 2007). Uma dessas populações de 
R. muscosa estava em declínio, com parte da população de indivíduos diminuindo, e a outra resistente 
às infecções. Nesse estudo, constatou-se que havia uma proporção de indivíduos da população resistente 
que hospedava pelo menos uma bactéria com ação antifúngica. Portanto, enfatiza-se a importância de es-
tudar a diversidade e as relações biológicas entre microrganismos e seus hospedeiros animais, para com-
preender quais são os principais fatores que podem ocasionar um desequilíbrio entre esses organismos.

Conclusões
A análise microbiológica do tecido cutâneo de anuros da região Amazônica identificou as leveduras 

C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei.

 O meio de cultura CHROMagar foi eficaz na identificação presuntiva das leveduras do gênero Candida. 

As espécies do gênero Candida isoladas podem ser caracterizadas como potenciais agentes patogêni-
cos, no entanto, não há evidências de que estariam causando malefícios aos anfíbios estudados.
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Resumo
O gênero Phellinus foi descrito por Quélet e é um dos mais abundantes da família Hymenochaetaceae com 
aproximadamente 220 espécies. Phellinus gilvus (Schwein.) Pat. apresenta uma distribuição Pantropical e é 
uma espécie de importância tanto ecológica, biotecnológica quanto medicinal. O presente estudo tem como 
objetivo ampliar o conhecimento da micodiversidade (fúngica) na região Amazônica através da revisão ta-
xonômica do acervo de Phellinus gilvus provenientes de áreas de reservas naturais de três estados da região 
Amazônica. Os exemplares analisados de P. gilvus estão depositados na Coleção de Fungos Lignocelulolíticos 
(INPA) provenientes do Estado do Amazonas, Pará e Roraima. Para a identificação dos fungos foram utilizadas 
técnicas de taxonomia clássica para fungos poroides e utilização de chaves dicotômicas específicas. Um total de 
61 espécimes de Phellinus consta no acervo da Coleção, destes, 38 espécimes são de Phellinus gilvus e 18 estão 
inférteis. O estado que apresentou a maior representatividade de P. gilvus foi Roraima e o substrato mais recor-
rente foi tronco caído. No entanto, é possível que se trate de um complexo de espécies crípticas e merece uma 
abordagem integrativa, aliando diferentes perspectivas, tal como a revisão morfológica e análises moleculares 
para uma melhor compreensão dos limites entre as possíveis diferentes linhagens existentes nesse grupo.

Palavras-chaves: Basidiomycota, diversidade críptica, macrofungo, revisão morfológica. 

Introdução
O gênero Phellinus foi descrito por Quélet em 1886 e é um dos mais abundantes da família Hymenochaetaceae 

(Hymenochaetales Oberw.) com aproximadamente 220 espécies. Seus representantes são caracterizados por 
serem lignocelulolítico degradando a madeira e causando podridão branca (Reck, 2009).

Phellinus gilvus (Schwein.) Pat. é uma espécie de importância tanto ecológica, atuando na degrada-
ção da madeira e na ciclagem de nutrientes (Reck, 2009), como em processos de biorremediação (Valvi, 
2011). Ainda, na Coréia, China e Japão é consumida para fins medicinais, devido suas propriedades an-
tioxidante e antimicrobiana (Yoon e Jang, 2016).

É considerada uma espécie de distribuição pantropical (Ryvarden, 2004). No Brasil, ocorre praticamente 
em todo o território, sendo reportada para os estados Acre, Amazonas, Amapá, Pará, Rondônia, Roraima, 
Alagoas, Bahia, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte, Sergipe, Mato Grosso do Sul, Mato 
Grosso, Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná, Rio Grande do Sul e Santa Catarina segundo o website Flora 
do Brasil 2020 (http://floradobrasil.jbrj.gov.br). Na região Amazônica P. gilvus é citada por Gomes-Silva 
e Gibertoni (2009), Campos et al., (2005) e Martins-Júnior et al., (2011). 

O presente trabalho tem como objetivo ampliar o conhecimento da micodiversidade (Funga, Kuhar et 
al., 2018) na região Amazônica através da identificação taxonômica do acervo de Phellinus gilvus prove-
nientes de áreas de reservas naturais de três estados da região Amazônica.

Material e Métodos
Os exemplares de Phellinus estão depositadas na Coleção de Fungos Lignocelulolíticos (CFL/INPA) e são 

provenientes de diferentes áreas da região Amazônica, tais como: Reserva Florestal Adolpho Ducke (RFAD), 
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Reserva Biológica do Uatumã (RBU), Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) localizadas no 
estado do Amazonas, AM.; Estação Ecológica de Maracá (EEM) e Parque Nacional de Viruá (PNV) no estado 
de Roraima, RR.; e Fazenda Cauaxi (FC) no estado do Pará, PA. Os espécimes de P. gilvus foram coletados em 
diferentes substratos lignocelulolíticos tais como: árvore morta, galho caído, galho suspenso e tronco caído. 

Para a análise macroscópica foram mensurados o comprimento, largura e espessura do basidioma, 
observados a cor e formato do himenóforo e da superfície do píleo, como também a consistência do 
basidioma e com auxílio de estereomicroscópio os poros por mm e camadas de tubos foram anotados.

Quanto a análise microscópica, foram realizados cortes à mão livre com o auxílio de lâmina de aço da 
superfície himenial e abhimenial do basidioma, conforme Teixeira (1995). Os cortes foram montados entre 
lâminas e lamínulas para análise com o auxílio de microscópio óptico para caracterização e mensuração 
(em 1000x, sob ocular micrometrada) das estruturas microscópicas: sistema hifal, basidiósporos e elementos 
estéreis (setas, cistídios). Foram utilizados o reagente de Melzer (IKI), solução aquosa de KOH 3% e Azul 
de Algodão (Cotton Blue) para a verificação de reação dextrinoide ou amiloide dos basidiósporos e/ou hifas, 
determinar a reação xantocroica e verificar a reação cianófila, respectivamente (Teixeira, 1995; Reck, 2009).

Na caracterização macroscópica foi dada prioridade para a confirmação de exemplares que aparentemente 
apresentavam características de P. gilvus. No entanto, estas divergem das descritas para a espécie. Com isso, 
a identificação dos espécimes seguiu as descrições publicadas por Ryvarden e Johansen (1980), Ryvarden 
(2004) e nas informações disponíveis no site http://www.mycobank.com e http://www.indexfungorum.org.

Todos os dados de coleta, como nome do coletor, substrato, local e data de coleta foram informati-
zados de acordo com o programa BRAHMS (Botanical Research and Herbarium Management System) 
adotado pelo Herbário do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia-INPA.

Resultados e Discussão
Um total de 61 espécimes de Phellinus consta no acervo da Coleção, destes, 38 espécimes são de 

Phellinus gilvus e 18 estão inférteis. Com relação à distribuição, 17 espécimes de P. gilvus foram do 
Amazonas, 11 de Roraima e 7 do Pará. E isso se dá pelo esforço amostral ter sido maior no estado do 
Amazonas em comparação com os outros estados. O substrato de maior preferência pelo macrofungo foi 
tronco caído (Tabela 1). Apesar de P. gilvus ser reportado geralmente em substrato em estado de decom-
posição, este foi também encontrado em árvore viva o que pode indicar que se trata de um fungo gene-
ralista. Segundo Ryvarden (2004), P. gilvus apresenta uma distribuição Pantropical e uma ampla variação 
morfológica. Portanto, é possível que se trate de um complexo de espécies crípticas, tornando-se necessá-
rio uma abordagem integrativa, somando, por exemplo, revisão morfológica e análises moleculares para 
um melhor entendimento dos limites entre uma linhagem ou outro dentro desse grupo.

Tabela 1. Ocorrência de Phellinus gilvus em diferentes substratos de três Estados da Amazônia brasileira.

Estado/Local
Substrato

Total
AV AM TC GS MB GC

Amazonas RFAD - - 3 2 - - 5
INPA 2 - 3 - 2 - 7
RBU - - 2 1 - - 3
ZF-2 - - 1 1 - -
Subtotal 2 0 9 4 2 0 17
Roraima EEM - - 4 2 - 1 7
PNV - - 4 - - - 4
Subtotal 0 0 8 2 0 1 11
Pará FC 3 - 4 - - - 4
Subtotal 3 0 4 0 0 0 7
Total 5 0 21 6 2 1 35

Local: RFAD = Reserva Florestal Adolpho Ducke, INPA = Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia, RBU = Reserva Biológica do Uatumã, ZF-2 = Estação 
Experimental de Silvicultura Tropical, PNV = Parque Nacional do Viruá, EEM = Estação Ecológica de Maracá, FC = Fazenda Cauaxi. Substrato: AV = árvore viva, 

AM = árvore morta, TC = tronco caído, GS = galho suspenso, MB = madeira beneficiada, GC = galho caído. 
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Descrição taxonômica
Phellinus gilvus (Schwein.) Pat., Essai Tax. Hyménomyc. 82. 1900.

≡ Boletus gilvus Schwein. Schr. naturf. Ges Leipzig 1:96, 1822.

Características macroscópicas – Basidioma anual a perene, pileado a efuso-reflexo, solitário a imbri-
cado. Píleo dimidiado, lenhoso. Superfície pilear finamente velutina a glabra, concentricamente zonada, 
sulcada ou não, castanho-escuro a marrom-amarelado, margem velutina a glabra, aguda ou não, amare-
lada a castanha. Superfície himenial poroide, poros circulares, 6-8 por mm, castanho-ferrugíneo, tubos 
concolores à superfície himenial (Figura 1. a, b). Contexto homogêneo, castanho-ferrugíneo Reação 
positiva em KOH. Características microscópicas – Sistema hifal dimítico, hifas não amiloides; hifas ge-
nerativas com septos simples, parede fina a ligeiramente espessa, 2,5-3,5 µm de espessura, geralmente 
encrustadas; hifas esqueletais castanho-escuro, de parede espessa, 3-5 µm de diâmetro. Setas presentes, 
subuladas a ventricosas, castanha-ferrugínea em KOH, parede espessada, 15-45 × 5-10 µm. Basídios 
clavados. Basidiósporos elipsoides a oblongo elipsoides, hialinos, negativo em Melzer (IKI-), parede fina, 
liso, 3,5- 4-5 × 2,5-3,5 (-4) µm (Figura 1. c, d, e).

Material examinado: BRASIL. Amazonas: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (CFL 2293, 
5841, 12239, 2908, 2284, 2295, 12263, 12255, 12339, 12263, 12255, 12529), Reserva Florestal Adolpho 
Ducke (CFL 3120, 3122, 3123), Reserva Biológica do Uatumã (CFL 5222, 5227, 5228). Roraima: Estação 
Ecológica de Maracá (CFL 4024, 7200, 4146, 4119, 4140, 5867), Parque Nacional do Viruá (CFL 6541, 
6405, 6403, 7217). Pará: Fazenda Cauaxi (CFL 4966, 5106, 5104, 2284, 4971, 5027, 4970).

Figura 1. Basidiomas de Phellinus gilvus (CFL 12239). A) superfície abhimenial, B) superfície himenial, C) hifas 
encrustadas (em Melzer), D) setas (em Melzer), E) basidiósporos (em KOH 3%). Barras: a, b = 3 cm; c-e = 7µm.

Conclusões
A maior representatividade de Phellinus gilvus foi no Estado de Roraima.

O substrato mais recorrente para Phellinus gilvus foi tronco caído.

A

C D E
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Resumo 
O habitat aquático, onde se desenvolvem larvas de mosquitos vetores de doenças, é um lugar repleto de 
vida microscópica. Além de contribuir para o equilíbrio da biota no local, os microrganismos presentes 
nesse ambiente podem influenciar na oviposição de fêmeas de mosquitos, na composição da sua micro-
biota intestinal e no desenvolvimento das larvas. Estudos voltados à paratransgênese, que visa bloquear 
o desenvolvimento de patógenos dentro de vetores, por meio de microrganismos simbiontes genetica-
mente modificados, se apresentam como uma alternativa viável para substituir métodos tradicionais 
de controle vetorial que utilizam inseticidas químicos, tóxicos ao meio ambiente e a espécies não-alvo. 
Conhecer espécies bacterianas simbiontes que sejam encontradas no hábitat aquático, larvas e em mos-
quitos adultos é um grande salto para a introdução da paratransgênese no controle da malária e outras 
doenças vetoriais na Região Norte do Brasil. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo detectar 
bactérias cultiváveis que apresentam características de transmissão horizontal em Anopheles darlingi 
Root, 1926. Por meio de seleção fenotípica e sequenciamento do rDNA 16S de 46 bactérias, foram detec-
tados vestígios de transmissão horizontal das espécies Chromobacterium violaceum e Serratia marcescens 
em A. darlingi na cidade de Manaus-Am.

Palavras-chave: Bactérias simbiontes, Paratransgênese, Alternativas de controle. 

Introdução
Bactérias simbiontes vivem em associação com os mais variados organismos, além disso, desempenham 

funções essenciais no desenvolvimento, proteção e nutrição de insetos (Favia et al., 2008; Minard et al., 2013).

No interior do corpo dos mosquitos, a composição e número de bactérias variam dependendo de 
alguns fatores, como espécie, fase de desenvolvimento, hábitos alimentares e hábitat (Douglas, 2011; 
Gendrin e Christophides, 2013; Minard et al., 2013). Mosquitos hematófagos, por exemplo, são capazes 
de abrigar uma elevada população bacteriana simbiótica, principalmente após uma refeição sanguínea, 
onde microrganismos atuam na síntese de nutrientes necessários para o desenvolvimento de larvas e 
adultos (Wang e Jacobs-Lorena, 2017).

O processo de obtenção de bactérias simbiontes em mosquitos envolve três tipos de transmissão: 
vertical, horizontal e transestadial. Aqui será relatada a transferência horizontal, onde as bactérias sim-
biontes presentes no ambiente são geralmente adquiridas na fase larval ou juvenil. Neste período de vida 
dos mosquitos, que sucede a embriogênese, o hospedeiro passa por uma fase apossimbiótica, na qual 
não possui microrganismos simbiontes, ficando suscetível a adquirí-los, principalmente no seu hábitat 
aquático (Bright e Bulgheresi, 2010).
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Devido à relação estável entre microrganismos e mosquitos e o papel que desempenham neste hospe-
deiro, bactérias simbiontes têm sido propostas como uma alternativa promissora no controle de impor-
tantes doenças vetoriais, como a malária. Nesta abordagem, denominada Paratransgênese, as bactérias 
simbiontes geneticamente modificadas são re-introduzidas no vetor para expressar moléculas anti-Plas-
modium que interferem no desenvolvimento do parasita ou bloqueiam sua transmissão, tornando-o um 
vetor ineficaz (Durvasula et al., 1997; Beard et al., 2002; Wang e Jacobs-Lorena, 2017).

Para uma aplicação paratransgênica, estes microrganismos simbiontes devem ser prevalentes no in-
terior do corpo dos adultos e larvas e no hábitat aquático dos anofelinos, isto é, que se dispersam na 
forma horizontal e, além disso, devem ser cultiváveis e manipuláveis geneticamente (Favia et al., 2008).

Neste trabalho, são fornecidos dados importantes sobre vestígios de transmissão horizontal de bacté-
rias cultiváveis oriundas do hábitat aquático em Anopheles darlingi, o principal vetor da malária na re-
gião Amazônica. Diante disso, objetivou-se detectar bactérias cultiváveis que apresentam características 
de transmissão horizontal em A. darlingi.

Material e Métodos
As coletas do material para este estudo foram realizadas em abril de 2017, no município de Manaus 

- AM, mais precisamente no Sítio Portela, situado no bairro Puraquequara, cujas coordenadas são 
3°02’46.6”S 59°52’56.8”W.

Em um lago, caracterizado por apresentar grandes procriações de anofelinos, principalmente de A. 
darlingi, amostras de água foram coletas em dois pontos, onde este foi dividido. Estas amostras foram 
coletadas utilizando uma tela de malha de aço inoxidável esterilizada medindo 400 cm2, com um tama-
nho de malha de 1,25 e 0,36 milímetro de diâmetro (Agogue et al., 2004).

A coleta de larvas foi realizada no início da manhã, por um tempo de 5 minutos, seguindo as mes-
mas divisões de pontos propostas na coleta de água. Para esta, foi utilizada uma concha entomológica 
padrão, esterilizada, de capacidade volumétrica de 350 mL, abertura de 11 cm e cabo de manuseio de um 
metro, onde, após coletadas, as amostras foram transferidas para depósitos de plásticos esterilizados e 
armazenados em isopor com gelo 

Para coleta de mosquitos adultos, foi utilizado um capturador de castro. Os mosquitos coletados 
foram transferidos para copos parafinados com a abertura protegida com o tecido do tipo filó contendo 
algodão e preso com liga de borracha. Esta coleta foi realizada ao fim da tarde, no galinheiro existente 
no Sítio Portela. Larvas e adultos de A. darlingi foram identificados individualmente em microscópio 
estereoscópico, utilizando-se a chave de identificação de Consoli e Oliveira (1994).

As amostras de larvas e adultos foram lavadas primeiro por imersão em água estéril, depois em uma 
solução de álcool 70% e novamente lavadas em água estéril. Após isso, as amostras foram centrifuga-
das por 3 min a 8.000 rpm. Em câmera de segurança biológica, 50 µL de cada amostra (água, solução 
com larvas e adultos macerados) foram inoculados em placas de Petri contendo o meio de cultivo Ágar 
Nutrient (NA) e fluconazol, para impedir o crescimento fúngico. Estas foram armazenadas por 48 h a 29 
ºC em uma estufa incubadora B.O.D.

O isolamento consistiu em selecionar colônias bacterianas crescidas nas placas e transferi-las para 
outras placas de Petri contendo o mesmo meio de cultivo, desta vez sem fluconazol, realizando a técnica 
do esgotamento por estrias cruzadas.

Os isolados foram reunidos em grupos de acordo com morfologia macroscópica, que consistiram na 
cor, textura e forma, bem como a morfologia microscópica detectada na coloração de Gram. Todos os 
isolados encontram-se estocados em freezer 80ºC em microtubos de 2 mL contendo o caldo do meio NA 
e glicerol a 20% (v/v).

A extração de DNA genômico foi realizada com o produto InstaGene TM – Matrix da BIO-RAD, se-
guindo as recomendações do fabricante. A quantidade de DNA foi ajustada em 10 ng/µL para a PCR. 
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As reações de amplificação do gene 16S consistiram em um volume final de 25 µL (1,5 µL MgCl2; 2,5 µL 
Tampão 10X; 0,5 µL dNTP; 0,125 µL Taq polimerase; 18,375 µL H2O milli-Q; 1 µL DNA e 0,5 µL de cada 
Primer 8f (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) e 1401R (5’- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG 
-3’)) e realizadas em termociclador Thermal Cycler®. O perfil térmico da PCR consistiu de um ciclo inicial 
de desnaturação a 95°C por 3 min, seguido por 35 ciclos como segue: desnaturação das fitas-molde a 94 
°C por 25 seg, pareamento dos iniciadores a 62 °C por 25 seg e extensão a 72 °C por 1 min e 25 seg. Ao 
final, um ciclo de extensão a 72 °C por 5 min (Boichenko, 2000). Os fragmentos de DNA amplificados fo-
ram visualizados após a eletroforese em gel de agarose (0,8%, p/v) e corados com solução de brometo de 
etídio (0,005%, p/v), onde o registro das imagens foi feito em fotodocumentador (Eagle Eye II, Stratagene).

Os fragmentos de rDNA 16S amplificados na reação de PCR foram purificados utilizando kit QIAquick™ 
PCR Purification (QIAGEN), de acordo com as recomendações do fabricante. Uma alíquota de 200ng do 
DNA purificado foi usada como matriz para as reações de sequenciamento, nas quais foi utilizado o kit 
de sequenciamento Big Dye Terminator V 3.1. (Life Tchnologies) e 0,5µM do mesmo oligonucleotídeo uti-
lizado para a reação de PCR. As reações de sequenciamento foram precipitadas com etanol, inseridas no 
equipamento ABI 3500 XL (Applied Biosystems) para a determinação das sequências. As sequências foram 
analisadas nos programas PHRED/CAP3, disponível no site do Laboratório de Biologia Molecular da UNB.

As sequências resultantes foram comparadas com sequências bacterianas depositadas na base de 
dados do NCBI.

Resultados e Discussão
As relações simbióticas entre bactérias e anofelinos vêm sendo relatadas como importantes para o 

processo de desenvolvimento dos mosquitos na natureza (Terenius et al., 2008; Capone et al., 2013; 
Villegas e Pimenta, 2014). Além disso, podem contribuir para a introdução de novos métodos de controle 
de doenças vetoriais. 

Neste estudo, foram isoladas 285 bactérias de amostras de larvas e adultos de A. darlingi e água de 
um criadouro natural de anofelinos do Município de Manaus (Tabela 1), demonstrando, dessa forma, 
a existência de uma gama de bactérias vivendo em associação com larvas e adultos de A. darlingi em 
criadouros desta região.

Os isolados deste trabalho foram reunidos de acordo com as semelhanças fenotípicas em 19 grupos, 
onde cada um teve três representantes submetidos à identificação molecular do gene rDNA 16S, totali-
zando 57 isolados, dos quais 46 tiveram suas sequências analisadas, o que configura o resultado aqui 
apresentado. Este procedimento, se assemelha ao realizado por Yadav et al. (2015), onde foram identifi-
cadas bactérias associadas ao trato intestinal de duas espécies de mosquitos Aedes na Índia.

Os isolados bacterianos identificados pertencem a 11 gêneros dos filos Proteobacteria, Firmicutes, 
Actinobacteria e Bacteroidetes com os respectivos predomínios, 46%, 30%, 20% e 4%. Dentre os gêne-
ros, o mais predominante foi o Bacillus, seguido de Chromobacterium, os demais apresentaram apenas 
uma espécie (Tabela 2).

Ngo et al. (2015) detectaram em amostras de mosquitos adultos do gênero Anopheles, capturados 
no Vietnam, um número de filos similar ao detectado neste trabalho, porém com predomínio maior de 
Proteobacteria que somou 73% dos gêneros identificados.

Tabela 1. Números de isolados e grupos bacterianos do ponto 1 e 2 de água, larvas e adultos de A. darlingi do 
Município de Manaus.

Amostras Ponto 1 Ponto 2 Número de isolados Grupos Bacterianos 
Água 56 69 125 8 (G1-G8)
Larvas 46 51 97 5 (G9-G13)
Adultos 36 27 63 6 (G14-G19)
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Apesar de serem morfologicamente semelhantes, apenas os grupos G4, G6 e G18 tiveram seus três 
representantes definidos como a mesma espécie, sendo estes identificados com Chromobacterium vio-
laceum, Serratia marcescens e Bacillus thuringiensis respectivamente (Figura 1). Os grupos G2, G5, G8, 
G13 e G15 apresentaram duas espécies cada, os demais grupos G1, G3, G7, G9, G10, G11, G12, G14, G16, 
G17 e G19 três espécies distintas.

Entre todos os isolados identificados, foi observado que somente as espécies C. violaceum, S. marces-
cens foram detectadas nas amostras de água, larvas e adultos. C. Violoaceum nos grupos G4, G9 e G17. 
S. marcescens nos grupos G1, G6, G10 e G19. Dessa forma, pressupõe-se serem vestígios que configuram 
a característica de transmissão horizontal destas duas espécies em A. darlingi.

Tal característica é um fator importante para considerar bactérias simbiontes e utilizá-las na para-
transgenia, visando o controle da malária (Riehle et al., 2007; Favia et al., 2007; Wang et al., 2012; Wang 
e Jacobs-Lorena, 2013 e Mancini et al., 2016).

A espécie S. marcescens já foi relatada em muitos trabalhos como um microrganismo comum em 
associação com mosquitos do gênero Anopheles (Ngo et al., 2015 e Wang et al., 2017). Uma cepa desta 
espécie, geneticamente modificada, apresentou um nível significativo de secreção das proteínas efetoras 
anti-Plasmodium ((MP2)2, scorpine, (EPIP)4, Shiva1, (SM2)2) e foi eficiente na mortalidade do parasita 
Plasmodium falciparum (Wang et al., 2017).

No trabalho realizado por Ramirez et al.(2014), uma espécie do gênero Chromobacterium (Csp_P), 
isolada a partir do intestino médio de A. aegypti capturados em campo no Panamá, apresentou potencial 
para colonizar o intestino médio do mosquito do gênero Anopheles e reduziu significativamente a sus-
ceptibilidade a P. falciparum, comprometendo a competência vetorial do mosquito (Ramirez et al., 2014). 
Não foram encontrados estudos relacionados a utilização de C. violaceum na paratransgênese.

Tabela 2. Filo, gêneros e espécies de bactérias identificadas nas amostras do habitat aquático, larvas e adultos de 
A. darlingi do Município de Manaus/AM.

Filo Genero/Espécie Água Larvas Adulto Total

Proteobacteria

Acinetobacter nosocomiales 1 1 - 2
Chromobacterium sp 2 1 - 3

Chromobacterium violaceum 3(G4) 1(G9) 1(G17) 5
Klebsiella sp 2 - - 2

Pseudomonas genculata 2 1 - 3
Serratia marcescens 4 (G1/G6) 1 (G10) 1 (G19) 6

Firmicutes

Bacillus sp 2 1 2 5
Bacillus megabacterium 1 2 - 3

Bacillus thuringiensis 3 1 - 4
Staphylococcus saprophyticus 2 - - 2

Actinobacteria
Arthrobacter protophormiae 1 1 - 2

Brachybacterium conglomeratum 3 2 - 5
Tsukamurella paurometabola 1 1 - 2

Bacteroidetes Chryseobacterium indologenes 2 - - 2

G4 G6 G18

Figura 1. G4 C. Violaceum; G6 S. Marcescens; G18 B. thuringiensis. 
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Para serem caracterizadas como possíveis bactérias de transmissão horizontal em A. darlingi, as 
cepas C. violaceum e S. marcescens ainda precisam passar outros testes, como por exemplo, o monitora-
mento, que se dá pela transformação genética das mesmas com marcadores fluorescentese, em seguida, 
reintroduzí-las nas amostras para que possam ser analisadas quanto ao nível de prevalência.

Conclusões
A grande quantidade de criadouros naturais e artificiais existentes na vasta região Amazônica do 

Brasil influencia positivamente na prevalência dos mosquitos do gênero Anopheles e consequentemente 
nos elevados números de casos registrados de malária. Por meio da bioprospecção da microbiota bacte-
riana que vive associada a anofelinos desta região, podemos conhecer espécies simbiontes que apresen-
tam todos os requisitos, inclusive a transmissão horizontal, para serem utilizadas no controle da malária 
por novos métodos de controle, como a paratransgênese.
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Resumo
A Amazônia exporta anualmente mais de dez milhões de toneladas de madeira e 40% deste volume é 
desprezado como resíduo. Deste modo, objetivou-se avaliar a composição química de extratos etanólicos 
do resíduo de Hymenaea sp. e Dipteryx sp. e verificar seu potencial antifúngico. Foram obtidos resíduos 
florestais de árvores de jatobá (Hymenaea sp.) e cumarú (Dipteryx sp.), provenientes de uma área de 
manejo florestal próximo a cidade de Santarém, Pará. Foram obtidos em aparelho Soxhlet o extrato bruto 
e analisados as principais classes presentes por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), a concentra-
ção mínima inibitória (CMI) e Concentração Fungicida Mínima (CFM). Os rendimentos obtidos foram de 
16,09% (Hymenaea sp.) e 8,82%. (Dipteryx sp). No extrato de Hymenaea sp. verificou-se a presença de 
terpenos, flavonoides e taninos e no extrato de cumarú, flavonoides e compostos fenólicos, cumarina, 
terpenos. O extrato de cumarú foi efetivo contra F. oxysporum (1000 µg.mL-1), sendo este fungistático. 
Para M phaseolina constatou-se ação fungicida em 125 µg.mL-1. Para o extrato de Jatobá verificou-se 
ação fungistática em 125 µg.mL-1 frente a T. versicolor. Conclui-se que dentre os extratos testados, o de 
Hymenaea sp. é o mais ativo, sendo uma fonte natural efetiva no controle desses fungos.

Palavras-chave: Controle alternativo, microrganismos, resíduos madeireiros. 

Introdução
A produção de madeira na Amazônia atinge mais de 10 milhões de tonelada métrica ao ano. 

Considerando que cerca de 40-50% das operações correspondem a resíduos madeireiros, percebe-se uma 
enorme oportunidade para o uso desses resíduos na região. 

O jatobá (Hymenaea sp.) pertence à família Fabaceae. É amplamente distribuído na América Central 
e do Sul, ocorre de forma dispersa nas matas de terra firme e de certas várzeas altas, e com maior frequ-
ência em solos argilosos e pobres. A árvore tem entre 10 a 15 m de altura, podendo atingir até 30 m na 
Amazônia, e apresenta as copas amplas e densas, casca cinza prateada, troncos retos, mais ou menos 
cilíndricos que podem atingir até 2 m de diâmetro (Carvalho Filho, 2003; Shanley e Nascimento, 2009). 

Estudos revelam a ação anestésica, analgésica e antiinflamatória provenientes dos extratos do caule 
do jatobá, sendo estes utilizados para os mais diversos fins, como o súber do caule, na forma de xarope 
e chá para o tratamento de problemas respiratórios, inflamações, ferimentos, reumatismo, dores no estô-
mago, no peito, e na coluna, além da resina existente no caule ser utilizada como cicatrizante (Cipriano 
et al., 2014). 

O processo de industrialização acarreta a geração de resíduos, que em sua maioria não é reaprovei-
tado, sendo diretamente eliminados, sem ter um tratamento e nem destinação adequada. E com relação 
a este gênero, segundo o Sistema de Comercialização e Transporte de Produtos Florestais - SISFLORA 
entre 2009 e 2015, foram colhidos legalmente 194.767.661 m³ de jatobá, gerando mais de 750.000 m³ de 
resíduos na forma de galho acima de 20 cm de diâmetro (Kern et al., 2010; Silva Ribeiro et al., 2013).
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Por outro lado, constata-se também grande importância de outros gêneros para o setor florestal, como 
o Dipteryx sp., pertencente a ordem Fabales e família Fabaceae (Cronquist classifica como Leguminosae); e 
subfamília Faboideae (Papilionoideae) (Souza e Lorenzi, 2012; Carvalho, 2009). Nesse gênero são registrados 
33 nomes de plantas correspondentes, no entanto os nomes aceitos e utilizados para se referir às espécies 
(ou a uma subespécie, variedade ou forma) são: D. alata Vogel, D. lacunifera Ducke, D. magnifica (Ducke) 
Ducke, D. micrantha Harms, D. odorata (Aubl.) Willd., D. oleifera Benth., D. polyphylla Huber, D. punctata 
(S. F. Blake) Amshoff e D. rosea Benth. As outras espécies foram classificadas como “sinônimos” ou “não 
resolvidos”, e com isto The Plant List não considera nomes atualmente aceitos (The plant list, 2013). 

Espécies de cumarú (Dipteryx sp.) são utilizadas para diversos fins, como: aproveitamento alimentar 
(cumarú-ferro, cujas castanhas – sementes - são comestíveis), na confecção de bijuterias (o uso é arris-
cado porque as sementes possuem ação antiespasmódica, diaforética, cardíaca e emenagoga), na indús-
tria (possui um óleo essencial aromático utilizado na perfumaria, como fixador) e cosméticos.  Existem 
espécies deste gênero, como Dipteryx odorata, cujas sementes fermentadas produzem um óleo essencial 
e industrial – cumarina (anidrido cumarínico) - essência aromática usada como narcótico e estimulante, 
além de possuir propriedades utilizada para disfarçar odores desagradáveis em formulações farmacêuti-
cas (Araújo et al., 2004; Carvalho, 2009)

As plantas não são unicamente empregadas como fonte potencial de princípios ativos isolados, qui-
micamente definidos, mas o uso de extratos também é uma possibilidade. Em algumas situações, seu 
efeito pode ser da ação de vários princípios ativos. Com isso, as plantas despertam grande interesse em 
função de atividades já descritas em diversos setores, sendo de suma importância investigar o que gera 
essa ação (Santos Fernandes et al., 2009).

Com isso, objetivou-se avaliar a composição química de extratos etanólicos dos galhos de Hymenaea 
sp. e Dipteryx sp. e determinar suas atividades antifúngicas. 

Material e métodos
O material utilizado na pesquisa foi proveniente de uma área de manejo da Empresa Rondobel 

Florestal, próximo à comunidade de Cachoeira do Aruã, localizado no município de Santarém, estado do 
Pará (Figura 1).

Figura 1. Mapa de localização da região de coleta das árvores de Hymenaea sp. e Dipteryx sp. Fonte: Branco (2018).
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As amostras foram colhidas aleatoriamente de resíduos florestais de galhos de três árvores de Hymenaea 
sp. e três de Dipteryx sp., após a segunda bifurcação. O material foi desdobrado em plaina devidamente 
higienizada a fim de evitar contaminação, visando a coleta de serragem. Posteriormente, as amostras foram 
secas em estufa (40°C por 96 h), homogeneizadas e armazenadas em sacos de papel.  Após este procedi-
mento, foram realizadas as extrações de cada amostra no Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento de 
Produtos Naturais Bioativos da Universidade Federal do Oeste do Pará - UFOPA, Santarém, PA.

Utilizaram-se 50 g de serragem seca para extração em etanol 92,8º INPM (álcool 96°GL) tratado 
com hidróxido de sódio (NaOH) e destilado, sendo as extrações realizadas em triplicata em aparelho de 
Soxhlet por 8 h. O solvente foi evaporado em pressão reduzida a 50 °C em evaporador rotativo Fisatom, 
modelo 801 com sistema de refrigeração acoplado. Após a evaporação do solvente, as amostras foram 
pesadas, armazenadas em frascos âmbar hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeração (10 °C) 
(Taube Jr et al., 2014). Foram obtidos os rendimentos do extrato pela equação [(Massa do extrato/Massa 
do material vegetal) *100].

A caracterização fitoquímica dos extratos de jatobá e de cumarú foi realizada por Cromatografia em 
Camada Delgada (CCD) no Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos. 
Para isto, foram utilizadas placas de alumínio (10 cm x 10 cm) e sílica 60 com indicador fluorescente 254 
nm e espessura da camada de 0,20 mm. Foram solubilizados 10 mg de cada extrato com 1 mL de etanol 
e, posteriormente, aplicado 10 µL de cada repetição na placa cromatográfica. As placas foram eluídas 
utilizando como fase móvel a mistura dos solventes hexano: acetato de etila (60:40) acrescido 0,5% 
de metanol para as placas de terpenos, e 2,0% de metanol para flavonoides e taninos. Para verificar a 
presença de cumarinas, utilizou-se o sistema tolueno: éter etílico (1:1). Após a eluição, as placas foram 
reveladas, sendo usado: para terpenos, vanilina sulfúrica; para flavonoides, cloreto de alumínio (AlCl3); 
para cumarinas, hidróxido de potássio (KOH) a 5%; e para taninos, cloreto férrico (FeCl3).

Os fungos testados foram Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina (MP5), e Trametes versi-
color pertencentes à Micoteca do Laboratório de Microbiologia da Universidade Federal do Oeste do Pará 
(UFOPA) e da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Para determinar a concentração mínima inibitória (CMI) dos extratos brutos das árvores de Hymenaea 
sp. e de Dipteryx sp. foram utilizadas microplacas para Elisa de 96 poços sendo realizada a microdiluição 
com caldo Batata-Dextrose (BD). As suspensões foram ajustadas na escala de 0,5 MacFarland com caldo 
BD esterilizado para a concentração de 104 esporos. mL-1. Foram testadas as concentrações do extrato en-
tre 1000 µg. mL-1 até 15,625 µg. mL-1. Para o controle positivo foi utilizado o fungicida comercial Azimut® 
(azoxystrobin + tebuconazole) a 1%. O ensaio foi realizado durante 96 h a 30° C e, posteriormente, adicio-
nados 10 µL de Resazurina a 0,1% como indicador colorimétrico para caracterizar a viabilidade celular em 
cada poço da placa teste. A concentração fungicida foi determinada pela subcultura do conteúdo dos poços 
correspondente a CMI. Para este teste, foi posto em placa de Petri o meio de cultura Batata-dextrose-ágar 
(BDA) e posteriormente, foi semeada uma alíquota de 10 µL do conteúdo de cada poço da placa de Elisa. 
Após o período de incubação (25 ºC por 96 h), foi verificada a inibição do crescimento fúngico.

Resultados e discussão
Após as extrações, foram obtidas as médias de rendimentos dos extratos dos resíduos de Hymenaea 

sp. e Dipteryx sp., sendo encontrados valores de 16,09% e 10,58%, respectivamente (Tabela 1):

Tabela 1. Rendimentos dos extratos dos resíduos de Hymenaea sp. e Dipteryx sp.

Indivíduo
Rendimentos (%)

Hymenaea sp. Dipteryx sp.
1 15,31 10,20
2 17,42 10,55
3 15,55 11,00
Média 16,09 10,58
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Por meio da CCD foi identificada a presença das classes de metabólitos de terpenos, flavonoides e 
taninos no extrato do resíduo de jatobá, e de flavonoides e compostos fenólicos, cumarina e terpenos no 
extrato do resíduo de cumarú.

Verificou-se que o extrato de cumarú não foi efetivo contra os fungos T. versicolor e M. phaseolina 
(MP5), mas foi efetivo contra F. oxysporum com atividade na concentração de 1000 µg.mL-1, e quando 
verificado a concentração Fungicida mínima (CFM) mostrou-se fungistático (Tabela 2).

Para M. phaseolina, constatou-se a ação fungicida do extrato bruto de jatobá nas concentrações entre 
1000 até 125 µg. mL-1 e para T. versicolor, ação fungistática na concentração de 125 µg. mL-1. Vale ressaltar 
que o fungicida Azimut®, na concentração de 1%, não foi efetivo contra os fungos testados. 

Verificou que o gênero Hymenaea apresenta potencial para o controle alternativo de fitopatógenos, 
como constatado sua atividade antifúngica para os fungos testados neste trabalho. Outros trabalhos 
relatam o potencial de extrato deste gênero no controle de fungos fitopatogênicos. Maranhão (2009), 
testando o extrato de H. stigonocarpa contra fungos do gênero Fusarium, constatou que na concentração 
de 4.500 µg.mL-1 inibiu o crescimento do fitopatógeno.  Estes resultados confirmam a atividade biológica 
também encontrada neste trabalho para fungos do gênero Fusarium, com CMI igual a 125 µg.mL-1. 

A inibição do crescimento fúngico pelo extrato de jatobá provavelmente está relacionada à sua com-
posição química. Fernandes et al. (2005) afirmam que Hymenaea sp. possui em sua composição, classes 
de compostos como os taninos e flavonoides, associando estes a possível atividade antifúngica. 

Mesmo em uma concentração maior (1000 µg. mL-1), quando comparada com a efetividade do extrato 
de Hymenaea sp., verificou-se que o extrato de cumarú também apresenta potencial antifúngico, pois foi 
efetivo, inibindo o crescimento micelial do F. oxysporum. 

Os extratos testados foram mais eficientes no controle de F. oxysporum, T. versicolor e M. phaseolina do que 
o fungicida Azimut, o que os tornam uma alternativa de controle, podendo vir a ser um forte aliado à agricultura 
sustentável, pois uma vez utilizando produtos alternativos, temos redução no uso de agrotóxicos, além de ga-
rantir maior produção de alimentos de qualidade e menor contaminação ambiental (Abdel-Monaim et al., 2011).

Tabela 2. Determinação da concentração mínima inibitória (CMI) dos extratos do 
resíduo de Hymenaea sp. e Dipteryx sp.

Fungo
Concentração Mínima Inibitória (µg/mL)

Hymenaea sp. Dipteryx sp.
Trametes versicolor 125 -
Macrophomina phaseolina (MP5) 125 -
Fusarium oxysporum 125 1000

Conclusões
O extrato do resíduo de Hymenaea sp. foi mais ativo quando comparado ao extrato de cumarú, po-

dendo ser considerado uma fonte natural efetiva no controle de alguns fungos, destacando-se sua ação 
contra M. phaseolina (MP5) (125 µg. mL-1). 

O extrato de cumarú não foi tão efetivo aos microrganismos, mas foi mais efetivo que o fungicida 
comercial Azimut. 

Os resultados apresentados neste estudo demonstram a efetividade do extrato etanólico de jatobá, 
além de que, este é uma fonte alternativa de moléculas antifúngicas no controle microrganismos.
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Resumo 
O óleo de Euterpe oleraceae Mart (açaí) é reconhecido por possuir importantes atividades biológicas como 
antidiarreica, anti-inflamatória e antioxidante. Porém, sua utilização é limitada pela indústria farmacêutica 
pela baixa solubilidade e rápida rancidez hidrolítica. Os complexos de inclusão surgem como alternativa 
para encapsulamento de compostos apolares, proporcionando estabilidade físico-química e, consequen-
temente, melhorando a resposta biológica. Portanto, neste estudo avaliou-se a atividade antibacteriana e 
modulatória de complexos de inclusão contendo óleo de Euterpe oleracea e β-ciclodextrina (EOO-β-CD) e 
HP-β-ciclodextrinas (EOO-HP-β-CD) frente contra cepas de Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Obteve-se complexos de inclusão pelos métodos de malaxa-
gem (MLX) e slurry (SL) e as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) e atividade modulatória do óleo 
e complexos foram avaliadas pelo método de diluição em caldo. Os resultados da CIM dos complexos 
mostraram eficiência antibacteriana em cepas Gram-positivas e negativas, consideravelmente melhor se 
comparado à CIM do óleo puro. A resposta modulatória de EOO e EOO-β-CD preparada por KND, e com-
plexos com EOO-β-CD e EOO-HP-β-CD preparada por SL mostrou efeito sinérgico com ampicilina contra 
E. coli, enquanto outros fármacos testados, a resposta antibiótica foi mantida. Os resultados obtidos são 
importantes, pois subsidiam estudos para o desenvolvimento de novos fármacos e formas farmacêuticas.

Palavras-chave: óleo de Euterpe oleracea Mart, ciclodextrinas, complexos de inclusão, atividade antibac-
teriana, atividade modulatória.

Introdução 
Os óleos vegetais têm sido alvo de estudos pelas suas variadas aplicações farmacológicas. Silva et al. 

(2018) afirmam que constituintes químicos presentes nos diversos óleos dispõem de diferentes ativida-
des biológicas. Pode-se apontar o óleo resina da Copaifera multujuga, sendo comumente aplicado como 
anti-inflamátório, estudado por Pinheiro et al.(2017), enquanto o óleo essencial do Ocimum basilicum é 
aplicado como anti-hiperalgésico, estudado por Nascimento et al.(2015). O óleo de Allium sativum por 
outro lado, apresenta atividade antioxidante e antimicrobiana (Wang et al.2011), de semelhante modo ao 
óleo de Euterpe oleraceae (Pacheco-Palencia et al., 2008; Melhorança Filho e Pereira, 2012).

O óleo de Euterpe oleraceae Mart (EOO), popularmente conhecido como óleo de açaí, é produzido 
no Brasil em grandes proporções.  Composto em sua maioria por ácidos graxos, de cadeias longas e 
insaturadas, cujo constituinte majoritário é o ácido oleico (Brian, 1998; Galotta e Boaventura, 2005, 
Favacho, 2011). Segundo Sousa (2017), o ácido oleico representa 54,32% da fração lipídica, seguido pelo 
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de palmítico (30%), linoleico (5,9%) e palmitoleico, vacênico, esteárico em menores concentrações. 
Dentre os fitoesteróides presentes no óleo, destacam-se o Beta-Sitosferol, o Stigmasterol e o Campesterol, 
sendo muito utilizados pela indústria cosmética, como preventivos do envelhecimento cutâneo, por au-
xiliar o metabolismo celular e reduzir processos inflamatórios (Lubrano, Robin e Khaiat, 1994).

Recentemente, Marques et al. (2016) apresentaram a caracterização fitoquímica do EOO que evidenciou os 
ácidos vanílico, palmítico, γ-linolênico, linoleico, oleico, cinâmico, cafeico, protocatecuico, ferúlico, siringico e 
os flavonoides quercetina e kaempferol rutinosídeo como principais componentes fitoquímicos do óleo. Essa 
gama de constituintes pode justificar as atividades biológicas do óleo de açaí já descritas na literatura.

Estudos apontam que o EOO possui ação antidiarreica (Plotkin e Balick, 1984), anti-inflamatória e 
antinociceptiva (Favacho et al., 2011), efeito inibitório  contra Staphylococcus aureus (Melhorança Filho 
e Pereira, 2012), ação antiproliferativa (Pacheco-Palencia et al., 2008), antioxidante (Pacheco-Palencia 
et al., 2008; Rufino et al., 2011), e efeito antiateratogênico (Sousa et al., 2017). Ainda é descrito pela 
ausência de citotoxicidade e genotoxicidade (Marques et al., 2016).

Apesar do grande interesse e vasto arsenal farmacológico pertinente aos óleos, em especial ao EOO, 
a sua utilização pode ser limitada por parte da indústria farmacêutica em virtude da baixa solubilidade. 
Com a finalidade de viabilizar este problema são empregados polímeros para a complexação de fárma-
cos, a citar: as ciclodextrinas, sendo frequentemente encontradas na literatura (Nascimento et al., 2015; 
Vikas et al., 2018), entre outros polímeros como poli(etileno glicol) (PEG), poli(óxido de etileno) (PEO), 
poli(álcool vinílico) (PVA), poli(vinil pirrolidona) (PVP) (Villanova e Cunha, 2010). 

As ciclodextrinas têm sido utilizadas como excipiente farmacêutico, principalmente para solubilizar 
fármacos com baixa solubilidade. Além de apresentarem características físico-químicas estáveis, capazes 
de proteger moléculas hóspedes da degradação pelo trato gastrointestinal, proporcionam fotoestabilidade 
e estabilidade térmica, protegem da oxidação, reduzem efeitos fisiológicos e características organolépti-
cas indesejadas, volatilidade de fármacos e toxicidade (Ramos et al., 2018; Ferreira et al., 2018). 

Com o intuito de desenvolver complexos de inclusão com óleos, a fim viabilizar suas características 
físico-químicas, concebem-se formulações capazes de melhorar sua função e aplicação farmacológica. 
Desta forma o produto torna-se quimicamente estável e seus constituintes são protegidos, ao passo que 
é reduzida a sua exposição a fatores ambientais e microbiológicos. Além destes benefícios, a formação 
de complexos de inclusão com EOO pode melhorar a sua solubilidade, promover a estabilidade oxidativa 
contra efeitos da fotosensibilidade ou temperatura e, especialmente, impedir a rancidez hidrolítica. 

Estudos físico-químicos para investigar a formação de complexos de inclusão entre EOO e β-CD e 
HP-β-CD foram procedidos anteriormente. A energia de interação, espectroscopia no infravermelho por 
transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletrônica de varredura (SEM), pó Difração de raios X 
(PXRD), análise termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC) confirmaram a 
eficiência de complexação entre EOO e as ciclodextrinas estudadas. 

Portanto, este trabalho objetivou avaliar a atividade antibacteriana e moduladora dos complexos de in-
clusão de Euterpe oleracea Mart. e β-ciclodextrina e HP-β-ciclodextrinas contra as cepas bacterianas padrão, 
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25932), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 
27853), Escherichia coli (ATCC 25922) pelo método de microdiluição em caldo.

Material e Métodos 
O óleo de Euterpe oleraceae Mart. (OEO) foi obtido da Amazon Oil (Belém, PA) e β-ciclodextrina 

(β-CD) e hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CD) foram adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 
USA). Os complexos de inclusão foram desenvolvidos no Laboratório da Escola de Farmácia Industrial 
pertencente à Universidade Federal do Rio Grande do Norte. As cepas bacterianas (ATCC) foram doadas 
pelo Laboratório de Microbiologia da Universidade Federal de Campina Grande - Campus Cajazeira (PB), 
onde o experimento foi procedido. O caldo Brain Heart Infusion (BHI) foi obtido pela Kasvi (São José dos 
Pinhais, PR, Brazil). Todas as experiências foram realizadas usando água purificada (<1,3 µS) obtida por 
osmose reversa e os reagentes foram de grau analítico.
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Os complexos de inclusão do óleo com cada ciclodextrina óleo de Euterpe oleraceae-beta-ciclodextrina 
(EOO-β-CD) e óleo de Euterpe oleraceae-hidroxipropil-beta-ciclodextrina (EOO-HP-β-CD) foram produzidos 
pelos métodos de malaxagem (KND) e slurry (SL), utilizando grau e pistilo. Utilizou-se uma concentração 
equimolar (1:1) de ciclodextrina e EOO. Considerou-se que o peso molecular de EOO igual ao de ácido oleico, 
com 282,47g·mol−1, e pesos moleculares de β-CD e HP-β-CD, 1134,98 e 1396g·mol−1, respectivamente.

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)
Para determinar a menor concentração bactericida, a CIM foi determinada pelo método de microdilui-

ção em caldo. As cepas bacterianas padrão utilizadas foram duas gram-positivas: Enterococcus faecales e 
(ATCC 29212) Staphylococcus aureus (ATCC 25932); e duas gram-negativas: Pseudômonas aeruginosa e 
(ATCC 27853) Escherichia coli (ATCC 25922). 

Previamente, as cepas foram replicadas em Brain heart infusion (BHI), e após 24 h os testes foram de-
senvolvidos.  Inicialmente cada cepa foi diluída em solução salina à turbidez equivalente a 0,5 em escala de 
Mc Farlane. Em seguida o inóculo foi adicionado em um tubo de ensaio contendo BHI a 10%, na proporção 
de 1:9 (v:v), deste modo obtendo a suspensão bacteriana. Procedeu-se então a microdiluição em placas de 
96 poços, no qual todos os poços receberam de 100 μL−1 da suspensão bacteriana. No primeiro poço de 
cada coluna da placa aplicou-se 100 μL−1  da substância testada (EOO, EOO-β-CD e EOO-HP-β-CD, obtidos 
por KND e SL), bem como as substâncias controle (penicilina, ampicilina, piperacilina-tazobactam e dime-
tilsulfóxido (DMSO)), e por conseguinte foi realizada uma microdiluição em série até o penúltimo poço. 

A concentração inicial das substâncias foi de 1024 μg.ml-1, decrescendo a 8 μg.ml-1, enquanto o último 
poço recebeu apenas a suspensão bacteriana. As placas foram incubadas por 24 h a uma temperatura de 
37° C. Decorrido este tempo, aplicou-se 20 μl de resazurina  em cada poço e após uma hora à tempera-
tura ambiente a leitura foi realizada por uma inspeção visual da turbidez. Os testes foram realizados em 
triplicatas (Oliveira et al., 2016).

Ensaio de Modulação de drogas
O teste de modulação de drogas foi realizado de acordo com Oliveira et al. (2017), a fim de avaliar a 

atividade das substâncias em estudo como moduladores de medicamentos antimicrobianos comumente 
aplicados à prática clínica laboratorial CLSI (2013). Para este experimento, foram adicionadas alíquotas de 
cada amostra a cada suspensão bacteriana previamente preparada, a fim de atingir a concentração subini-
bitória (CIM/8). Para a determinação do volume de amostra necessário, foi considerada a concentração 
inicial de 1024μg.ml-1 para um volume final de 100 μl por poço. Após a inoculação de cada poço com 100 
µL de suspensão bacteriana, foi realizada uma microdiluição em série com 100 µL da solução de antibiótico 
padrão para cada cepa até o penúltimo poço. Os 100 μl finais foram descartados dessa microdiluição. A 
concentração inicial de antibióticos foi adotada de acordo com a suscetibilidade e sensibilidade microbiana 
fornecidas no manual CLSI (2013). O último poço recebeu apenas a suspensão bacteriana e as placas foram 
incubadas por 24 h a uma temperatura de 37° C. Decorrido este tempo, aplicou-se 20 μl de resazurina (0.01 
w/w) em cada poço e após uma hora à temperatura ambiente a leitura foi realizada por uma inspeção vi-
sual da turbidez. Os testes foram realizados em triplicata e três repetições (Oliveira et. al. 2016).

Análise estatística
Aos resultados obtidos foram aplicados as médias e desvio padrão e analisados pela variância bidi-

mensional (ANOVA), utilizando Graph Pad Prism 5.0. (San Diego, CA, EUA). Valores de p < 0,05 foram 
considerados significativos.

Resultados e Discussão

Concentração Inibitória Mínima (CIM)
O uso racional de antibióticos e a descoberta de novas drogas são apontados como ação estratégi-

ca a fim de evitar a resistência bacteriana (Guimarães 2010; Coutinho et al., 2015). Para esse fim, as 
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Concentrações Inibitórias Mínimas dos complexos de inclusão EOO e EOO-β-CD e EOO-HP-β-CD, indica-
tivas de sua capacidade de prevenir a atividade bacteriana, foram determinadas visualmente pelo método 
de microdiluição em poços.

Pode-se observar na Tabela 1, que os maiores valores de CIM, indicativos do menor poder bactericida, 
foram obtidos usando EOO contra S. aureus (512μg.ml-1), E. faecalis (≥ 1024μg.ml-1) e E. coli (512μg.ml-1), 
enquanto os complexos EOO-HP-β-CD obtidos por malaxado ou slurry exibiram sua maior eficácia contra 
E. coli (CIM = 341 μg.ml-1) e a menor contra P. aeruginosa (CIM = 512μg.ml-1). No entanto, o melhor 
desempenho obtido foram os complexos preparados com β-CD, especialmente o EOO-β-CD obtido por 
slurry, cujos valores de CIM contra E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus e E. coli apresentaram-se mais 
baixos, com 341, 384, 384 e 256 μg.ml-1, respectivamente. No entanto, o complexo EOO-β-CD preparado 
por malaxado foi o mais eficaz contra S. aureus, com um valor de CIM de 256 μg.ml-1. 

Tabela 1. Valores médios da Concentração Inibitória Mínima (μg.ml-1).

Amostras
Bactéria gram-positiva Bactéria gram-negativa

S. aureus E. faecalis P. aeruginosa E. coli
EOO 512 ≥ 1024 427 512

EOO-β-CD (KND) 256 480 384 341

EOO-β-CD (SL) 384 341 384 256

EOO-HP-β-CD (KND) 469 512 512 341

EOO-HP-β-CD (SL) 384 402 512 341
Ampicilina - 32 - 48
Penicilina 0,03 - - -
Piperacilina + tazobactam - - 2 -

Abreviações: EOO, óleo de Euterpe oleracea; EOO-β-CD, complexo de inclusão de EOO e β-betaciclodextrina; EOO-HP-β-CD, complexo de 
inclusão de EOO e hidroxi-propil-β-betaciclodextrina; KND, preparação por malaxado; SL, preparação por slurry. Os testes foram realizados 

em triplicata em três repartições. Valores de P < 0.05 foram considerados estatisticamente significantes.

Atividade moduladora de drogas
O ensaio de modulação de drogas foi realizado a partir da adição do EOO e complexos de inclusão a 

antibióticos comumente prescritos na prática clínica para o tratamento de doenças nosocomiais e hos-
pitalares, a fim de estabelecer possível efeito sinérgico ou antagônico dos compostos. Para o teste foram 
utilizados dois antibióticos sugeridos pela CLSI (2013) contra cada microrganismo em estudo, dos quais a 
Ampicilina (AMP 1024 μg.ml-1) e Piperacilina + tazobactam (PIT+TAZ 28,5+3 μg.ml-1) contra a E. coli, 
Ciprofloxacino (CIP 4 μg.ml-1)  e PIT+TAZ contra a P. aeruginosa; Vancomicina (VAN 16 μg.ml-1) e CIP 4 
μg.ml-1, contra a S. aureus e E. faecales.

Nos resultados da atividade modulatória de drogas contra a E. coli (Figura 1A) foi possível observar 
uma diminuição da CIM da AMP de 213 para 128 μg.ml-1 quando este antibiótico foi usado em com-
binação com EOO, EOO-β-CD preparado por qualquer método e EOO-HP-β-CD preparado por slurry, 
destacando um efeito sinérgico, enquanto o EOO-HP-β-CD preparado por malaxado não influenciou sua 
atividade. Tal efeito sinérgico foi inesperado, uma vez que a parede celular das bactérias Gram-negativas 
é mais complexa que a das bactérias Gram-positivas, por possuir um maior número de camadas de 
peptidoglicano cuja formação está diretamente ligada às proteínas ligadoras de penicilinas (Pereira et 
al., 2017; Leite et al., 2017). Sinergismo semelhante foi relatado para a combinação de óleo essencial 
de Croton limae e neomicina contra outra cepa da mesma espécie bacteriana (Leite, 2017). Em relação 
à adição de EOO à PIP + TAZ, contra a mesma cepa bacteriana, não houve variação significativa, quer 
seja antagonista ou sinérgica da CIM.

Nos resultados da atividade modulatória contra a P. aeruginosa (Figura 1B) foi observado um aumen-
to da CIM do CIP de 0,25 para 2,0 μg.ml-1 quando aplicado o complexo EOO-HP-β-CD KND, inferindo 
ação antagônica do complexo ao antibiótico. Sugere-se que esta resposta antimicrobiana foi afetada 
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Figura 1. Efeito modulador do óleo de E. oleracea (EOO) e seus complexos de inclusão com β-ciclodextrina (EOO-
βCD) ou Hidroxipropil-β-ciclodextrina (EOO-HP-β-CD) em combinação com (A) Ampicilina (AMP) ou Piperacilina 
+ Tazobactam (PIP + TAZ) contra _E. coli_, (B) Ciprofloxacina (CIP) ou PIP + TAZ contra _P. aeruginosa_, (C) 

Vancomicina (VAN) ou CIP contra _S. aureus_ (C), em comparação com o efeito desses antibióticos isoladamente. 
As diferenças comparadas com o controle foram consideradas estatisticamente significantes quando P <0,05. Os 

complexos de inclusão foram preparados malaxado (KND) ou _slurry_ (SL).
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pela grande modificação das propriedades físico-químicas ocasionada pela formação dos complexos de 
inclusão interferindo na atividade antibacteriana da droga (Costa et al., 2019). Por outro lado, os demais 
complexos testados não apresentaram diferença significante em comparação com a administração da 
CIP isoladamente. Além disso, a adição de EOO e complexos de inclusão à PIP + TAZ não ocasionou 
nenhuma variação da CIM em comparação com a administração isolada do antibiótico, isso sugere que 
a modificação supracitada foi dependente do antibiótico testado.

Embora os resultados contra a S. aureus (Figura 1C) tenham mostrado um aumento da CIM para VAN, 
de 1,00 para 1,66 μg.ml-1 quando o EOO foi aplicado adicionado, o alto desvio padrão desse dado, bem 
como a ausência de qualquer efeito estatisticamente significativo da adição de complexos de inclusão 
em comparação com o medicamento isoladamente, sugerem que excluamos qualquer ação antagôni-
ca do óleo. Como os resultados da atividade moduladora contra E. faecalis não mostraram variação 
estatisticamente significativa da CIM para VAN e CIP induzida por EOO ou complexos de inclusão, 
portanto não foram ilustrados na figura.

De acordo com esses resultados, pode-se concluir que apesar da capacidade dos complexos de inclusão 
melhorar a atividade antibacteriana expressa na determinação da CIM, a atividade modulatória apresen-
tou efeito sinérgico dos complexos de inclusão apenas para a AMP contra E. coli, de semelhante modo ao 
encontrado por Oliveira et al. (2017). Para as demais drogas não houve diferença significativa na resposta 
modulatória quando usado EOO e os complexos de inclusão, mantendo a resposta biológica do antibiótico.

Considerações Finais
Os resultados da CIM mostraram que os complexos de inclusão apresentaram eficiência antibacteria-

na em cepas Gram positivas e negativas, sendo consideravelmente melhor se comparado à CIM do EOO 
puro. Para esta análise também podemos destacar os valores da CIM dos complexos obtidos com a β-CD, 
notavelmente apresentaram-se inferiores aos valores apresentados com o uso do EOO e complexos com a 
HP-β-CD. O EOO e a maioria dos seus complexos demonstraram efeito sinérgico à ampicilina frente à E. 
coli. Além disso, os complexos de inclusão proporcionaram estabilidade físico-química aos compostos e 
não mostraram perda na eficiência biológica da EOO, suportando assim sua aplicação terapêutica. A res-
posta antimicrobiana apresentada pelos complexos foi extremamente importante, pois subsidia estudos 
para o desenvolvimento de novos fármacos e formas farmacêuticas.
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Resumo
A Amazônia possui inúmeras espécies frutíferas, dentre as quais se destaca o biribazeiro (Rollinia mu-
cosa), pertencente à família das Anonáceas. A mancha zonada, causada por Sclerotium coffeicola, é uma 
doença comum na região Norte e a mais importante para a gravioleira (Annona muricata), também per-
tencente a essa família. O objetivo desse trabalho foi avaliar as características morfológicas e moleculares 
de S. coffeicola infectando plantas de biribazeiro no município de Manaus-AM. A partir de folhas com 
sintomas típicos de mancha zonada foi realizado o isolamento direto do patógeno, através da transferên-
cia de propágulos vegetativos presentes sobre as lesões. A caracterização morfológica foi realizada com 
base nas características da colônia e dos escleródios. Para a análise molecular, utilizou-se a região LSU 
domínios D1/D2 da subunidade 28S do rDNA e o teste de patogenicidade, em folhas sadias de ramos 
destacados de biribazeiro, foi realizado colocando-se os escleródios diretamente sobre a face adaxial das 
folhas com e sem prévio ferimento. O fungo apresentou micélio branco, ramificado e crescimento rápido. 
Sobre a superfície das colônias observou-se a formação de escleródios globosos, isolados e agrupados, 
de coloração inicial branca e posteriormente alaranjada. A análise filogenética da região LSU identificou 
com alto suporte de bootstrap, o isolado BIR 010 como sendo S. coffeicola. No teste de patogenicidade 
foi possível observar os primeiros sintomas característicos de mancha zonada quatro dias após a inocu-
lação. As análises morfológicas, a caracterização molecular e o teste de patogenicidade confirmaram que 
a mancha foliar observada em biribazeiro é causada por S. coffeicola. 

Palavras-chave: Anonaceae, biribazeiro, Sclerotium coffeicola.

Introdução
A família das anonáceas é composta por cerca de 40 gêneros e de mais de 2.000 espécies, porém as co-

mestíveis estão distribuídas nos gêneros Annona, Rollinia, Duguetia, Uvaria e Asimira, e apenas os dois 
primeiros apresentam espécies de importância econômica (Nogueira et al., 2005). A Amazônia possui 
inúmeras espécies frutíferas, dentre as quais se destaca o biribazeiro (Rollinia mucosa [Jacq.] Baill) que 
apresenta uma ampla distribuição geográfica e produz um fruto conhecido vulgarmente como “biribá”, 
“biribá-do-pará”, “fruta-da-condessa”, “biribá-de-Pernambuco”, “pinha”, “anona” e “jaca-de-pobre”, o 
qual tem grande aceitação popular, sendo na maioria das vezes comercializado e consumido in natura 
(Costa e Muler, 1995).

A mancha zonada, causada por Sclerotium coffeicola Bull, é uma doença comum na região Norte, po-
rém não causa danos expressivos (Souza et al., 2012). Apesar disso, na Amazônia, essa doença é a mais 
relevante para a cultura da graviola (Annona muricata L.), também pertencente à família das Anonáceas 
(Spósito et al., 2016). 

A primeira descrição desse patógeno foi em folhas de cafeeiro no Suriname (Stahel, 1921). Em 1957, 
foi descrito nessa mesma cultura na África do Sul (Saccas, 1957) e em 1965 em cafeeiro e mangueira 
na Costa do Marfim (Boisson et al., 1965). No Brasil, foi descrito em gravioleira como Sclerotinia sp. no 
estado do Pará (Tabosa et al., 1983), entretanto sua identificação ficou hipotética e só foi formalmente 
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identificado como S. coffeiculum em 1986, atacando gravioleira no município de Manaus, confirmando 
assim a presença da doença na Amazônia (Lourd e Alves, 1986). O patógeno afeta as folhas, causando 
lesões necróticas circulares, com centro marrom-claro, bordas bem definidas de coloração marrom escura 
com diâmetro de aproximadamente 4 mm. Essas lesões com o tempo tornam-se irregulares, formando 
linhas concêntricas, claras e escuras de 1 a 2 mm de largura, podendo coalescer. Pode haver perfuração 
no centro da lesão, em certos casos. A olho nu, se observa uma massa de hifas espessas (2-5 mm de 
comprimento), de coloração branca na face abaxial das folhas. A alta incidência dessa doença ocasiona 
a queda precoce das folhas e o desfolhamento ascendente da planta, que pode ser total, em condições de 
clima favorável, culminando com a redução da produção de frutos (Spósito et al., 2016). 

A ocorrência da mancha zonada em folhas de biribazeiro foi relatada em 1999 no município de 
Manaus-AM (Gasparotto e Veras, 1999), porém sem a caracterização do patógeno, agente causal da 
doença nessa cultura. Com isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar as características morfológicas e 
moleculares de S. coffeicola infectando plantas de biribazeiro.

Material e Métodos
No primeiro semestre de 2017, numa área reservada ao estudo de frutíferas localizado no campo 

experimental da Embrapa Amazônia Ocidental no município de Manaus-AM, foram observadas e cole-
tadas folhas infectadas de biribazeiro apresentando sintomas típicos de manchas necróticas circulares 
de coloração castanha, de bordos mais escuros, medindo aproximadamente 1,5 a 3,1 cm de diâmetro, 
distribuídas no limbo foliar.

Isolamento direto a partir dos propágulos vegetativos de S. coffeicola sobre as lesões foi realizado em 
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (200 g/L de batata, 10g/L de dextrose e 15g/L de ágar). 
Após o crescimento do fungo e da produção de escleródios no meio-de-cultura, um único escleródio foi 
colocado por placa para a obtenção da cultura pura do patógeno. 

A massa micelial para extração de DNA total foi a partir das culturas puras, crescidas em meio BD 
(200 g/L de batata, 10 g/L de dextrose, 2 g/L de extrato de levedura, 2g/L de peptona e 1,5 g/L de caseí-
na). A extração de DNA de quatro isolados foi realizada segundo o protocolo CTAB (Doyle e Doyle, 1987) 
e quantificado em espectrofotômetro Nanodrop (Thermo).

Visando determinar os genótipos dos isolados obtidos nas amostras foliares, utilizou-se o marca-
dor molecular ERIC-PCR por meio dos primers ERIC 1R 5`-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3´ e ERIC F- 
5`-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3´. As reações de PCR foram realizadas com: 1X de tampão (500 mM 
KCl, 100 mM Tris-HCl pH 8.4, 1% de Triton), 1,5 mM de cloreto de magnésio, 0,5 mM de dNTP, 50 ng 
de DNA, 0,2 μM de cada primer e 1U de enzima Taq DNA polimerase (Karpa). As condições das reações 
foram: desnaturação inicial de 94 ºC por 5 min, 30 ciclos de 94 ºC por 1 min, 48 ºC por 1 min, 65 ºC 
por 5 min, seguido pela extensão final de 65 ºC por 16 minutos e o perfil de bandas visualizado em gel 
de agarose 1,5%.

Os caracteres morfológicos analisados foram os aspectos da colônia e formato, tipo, coloração e tama-
nho dos escleródios. Um isolado foi escolhido para sequenciamento com base na morfologia e dados de 
ERIC-PCR, com as regiões Espaçadores Internos Transcritos (ITS) e região LSU domínios D1/D2 da subuni-
dade 28S do rDNA utilizando os primers ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ (White et al., 1990) e NL4- 
5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’ (Carbone e Kohn, 1999), os quais amplificam aproximadamente 1100 pb. 

Os fragmentos de PCR foram sequenciados no 3500 Genetic Analyser (Thermo Fisher) e a árvore filo-
genética foi construída a partir de um alinhamento da região LSU utilizando a ferramenta ClustalW e a 
topologia da árvore foi obtida por meio do método maximum likelihood no programa MEGA 7.0 (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0) com 1,000 replicatas utilizando o parâmetro de deleção parcial 
com limite de corte de 95%. O suporte dos ramos foi dado em bootstrap (Tamura et al., 2013). 

O teste de patogenicidade foi realizado em folhas sadias de ramos destacados de plantas de biribá, 
colocando-se os escleródios diretamente sobre a face adaxial das folhas com e sem prévio ferimento. 
Após a inoculação, as folhas foram submetidas à câmara úmida por 48 h. 
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Resultados e discussão
Conforme os caracteres morfológicos, o fungo apresentou micélio branco, pouco ramificado e cres-

cimento rápido. Sobre a superfície das colônias de coloração inicial branca, entre o 3º e o 5º dias de 
crescimento e, posteriormente, alaranjada entre o 9º e o 12º dias de incubação a 25 °C formaram-se 
escleródios globosos, isolados e agrupados, medindo de 3 a 5 mm de diâmetro (Figura 1).

Assis et al. (2007) descreveram morfologicamente o fungo S. coffeicola em mogno, apresentando 
micélio branco, pouca ramificação e rápido crescimento. Os escleródios globosos mediam de 2 a 5 mm 
de diâmetro e apresentavam coloração inicial branca – creme, entre o 3º e o 5º dias de incubação e, 
posteriormente alaranjada entre o 8º e 10º dias de incubação. Mais recentemente, Pérez-Vera et al.(2017) 
observaram que, a colônia de S. coffeicolla no 6º dia de idade apresentava micélio branco com pouca 
ramificação e escleródios esféricos ou globosos, de aparência parda e com diâmetro médio de 1,99 mm. 
Entre o 10º e o 15º dias, os escleródios atingiram diâmetro médio de 4,43 mm, cuja coloração mudou de 
amarelo cremoso para laranja e no 21º dia, os escleródios tornaram-se globosos a subglobosos e atingi-
ram diâmetro de 5,9 mm. Essas características são semelhantes às observadas no presente estudo.

O fingerprint obtido pelo marcador ERIC-PCR indicou que o isolado BIR 010 e BIR 013 apresentam o mes-
mo perfil de bandas, sendo possível distinguir três genótipos a partir dos quatro isolados analisados (Figura 
2). Esta técnica tem sido utilizada em outros fungos fitopatogênicos devido a sua eficiência na diferenciação 
entre isolados, reduzindo assim o sequenciamento de clones (Queiroz et al., 2015; Sousa et al., 2017).

A análise filogenética da região LSU pelo método Maximum Likelihood (ML) com base na sequência 
de 35 isolados de Sclerotium spp. distribuídos em 9 táxons identificou com alto suporte de bootstrap, o 
isolado BIR 010 como sendo Sclerotium coffeicola (Figura 3).

A relação filogenética de espécies dentro do gênero Sclerotium, foram determinadas por Xu et al. 
(2010) utilizando-se as regiões ITS e LSU. Estas também foram capazes de resolver as relações filogené-
ticas entre S. coffeicola e S. rolfsii (Xu, 2008). Contudo neste trabalho apenas a região LSU foi suficiente 
para identificação de S. coffeicola. 

No teste de patogenicidade, foi possível observar os primeiros sintomas característicos de mancha 
zonada quatro dias após a inoculação em folhas sadias de R. mucosa (Figura 4). As etapas do postulado 
de Koch foram concluídas após o reisolamento do fungo em meio de cultura BDA e a confirmação através 
das características morfológicas do fungo.

Figura 1. Colônia branca (A) e alaranjada (B) 
contendo escleródios de Sclerotium coffeicola 

em meio BDA.

Figura 2. Perfil de bandas obtidas pelo 
marcador ERIC-PCR com base em quatro 

isolados de Sclerotium coffeicola.
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Segundo Ferreira (1989), S. coffeicola é um dos patógenos mais agressivos em inoculações artificiais. 
No estado do Amazonas, além de R. mucosa essa doença já foi relatada em Poraqueiba sericea Tul., P. 
acuminata Miers, Ceiba pentandra (L.) Gaertn., Khaya ivorensis A. Chev., Alibertia edulis (Rich.) A.Rich., 
Genipa americana L., Couma macrocarpa Barb. Rodr., Mespilus germânica L., Dioscorea cayenensis Lam., 
Anona senegalensis Pers., Averrhoa carambola L. (Gasparotto e Veras, 1999) e Swietenia macrophylla 
King. (Bastos, 1998, Assis et al., 2007), Nauclea diderichii Wild. e Gmelina arborea L. (Hodges et al., 
1975), (Mangifera indica L.) (Boisson et al., 1965), Bauhinia sp. (Ferreira, 1989). Recentemente foi 
relatado em mogno africano (S. macrophylla) no México (Pérez-Vera et al., 2017) e em graviolinha (A. 
montana) no Panamá (Kirschner et al., 2018).

Figura 3. Inferência filogenética pelo método Maximum Likelihood com base na região LSU de 9 táxons de 
Sclerotium. O isolado BIR 010 é destacado em negrito.

Figura 4. Lesões naturais causadas por em folhas de Rollinia mucosa por Sclerotium coffeicola (A) e inoculação 
artificial de S. coffeicola com escleródios (B).
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Conclusão
De acordo com as características morfológicas, análise filogenética e o teste de patogenicidade, os iso-

lados obtidos causando a mancha zonada em folhas de biribazeiro foi identificado como S. coffeicola Bull.
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Resumo
Os fungos anamorfos são encontrados em diversos ambientes e possuem importância ecológica e econô-
mica, e para suas aplicabilidades, faz se necessárias diversas etapas, como o isolamento, a purificação, 
caracterização, identificação, armazenamento em diferentes métodos de preservação, visando à viabili-
dade desses fungos. O objetivo deste trabalho foi reativar fungos anamorfos, verificar a viabilidade das 
linhagens e identificá-las. Foram reativadas 273 estirpes, sendo (74) linhagens de Aspergillus spp, (106) 
de Penicillium spp, (49) de Paecilomyces spp e (44) de Trichoderma spp. As quais foram caracterizadas 
macroscopicamente e microscopicamente com base nas literaturas e chaves dicotômicas. Estas linhagens 
foram preservadas em quatro métodos de conservação (óleo mineral, sílica-gel, repique contínuo e água 
destilada esterilizada) e por fim armazenadas na Coleção de Culturas de Microrganismos de Interesse 
Agrossilvicultural-INPA, onde encontram-se acessíveis para futuros estudos e aplicações biotecnológicas.

Palavra-chave: Coleção microbiológica,Culturas, Biotecnologia e Fungos.

Introdução
Os fungos anamorfos, apresentam como característica principal a reprodução assexuada que ocorre 

no sistema vegetativo através da produção contínua de conidióforos e conídios (Ellis, 1971; Kendrick, 
2000; Kirk et al., 2001). Os conidióforos são micélios distintos que originam as células conidiogênicas, 
estas por sua vez, formam as estruturas de disseminação das espécies, os conídios, que são largamente 
disseminados no ambiente através do vento (Neufeld, 1999; Kirk et al., 2001). Estes fungos são ampla-
mente distribuídos no ambiente, algumas espécies são cosmopolitas, podendo ser encontrados em dife-
rentes habitats terrestres, aquáticos, associados a animais, material vegetal vivo ou em decomposição e 
em produtos produzidos pelo homem (Gravesen et al., 1994; Gusmão et al., 2000). 

Os anamorfos apresentam potencial econômico para as indústrias farmacêuticas e alimentícias, pois 
podem produzir antibióticos, vitaminas, enzimas, ácidos orgânicos, fermentarem bebidas, dentre outros 
(Mercado-Sierra, 1984; Gravesen et al., 1994; Bononi, 1999; Kendrick, 2000). Por outro lado, podem causar 
danos à saúde do homem e animais, com patologias graves, chamadas micotoxicoses, que podem levar à 
morte (Gravesen et al., 1994). Além disso, podem atacar folhas, frutos e raízes, reduzindo seu desenvolvi-
mento, causando murchas, necroses e levando os indivíduos à morte (Bergamin Filho et al., 1995).

No acervo de fungos lignocelulíticos da coleção microbiológica do Laboratório de Patologia da Madeira 
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia – LPM/INPA estão preservados diversos gêneros de fungos 
anamorfos, dos quais Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium e Trichoderma se destacam pela grande inci-
dência na região e por serem fungos com grande interesse econômico e de ampla aplicabilidade. Isolados 
desses gêneros são utilizados em pesquisas com foco em taxonomia e aplicações biotecnológicas, como nos 
setores industrial, agrossilvicultural, farmacológico e medicinal (Bononi, 1999; Kendrick, 2000).
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Abreu e Tutunji (2004) caracterizam as coleções de culturas microbiológicas como unidades de con-
servação ex situ, ou seja, fora do seu ambiente natural. Canhos et al. (2004) descreve padrões a serem 
seguidos para uma boa caracterização de amostras em coleções, são elas: coletar a cepa, identificá-la e 
preservá-la em pelo menos três métodos de conservação distintos para que possam ser acessadas sempre 
que necessário (Gravesen et al., 1994).

Visando a conservação e manutenção de culturas de fungos em coleções de microrganismos, são uti-
lizados vários métodos de preservação e técnicas de manipulação descritas nas literaturas, todavia, todos 
visam diminuir ou retardar o metabolismo celular (Quinn, 2005). Para que um método seja considerado 
eficaz é imprescindível assegurar a viabilidade do isolado através da conservação das características ge-
néticas, morfofisiológicas e de virulência do indivíduo (Abreu e Tutunji, 2004; Quinn, 2005). 

A escolha do método de manutenção mais adequado deve ser baseada pelas características do mi-
crorganismo em estudo, levando em consideração as vantagens e desvantagens de cada técnica a ser 
aplicada, assim como a disponibilidade da coleção em custear e manipular a técnica escolhida (Sola et 
al., 2012). Na coleção microbiológica do INPA são utilizadas para preservação de cepas de fungos ana-
morfos as técnicas de repique contínuo, óleo mineral, água destilada esterilizada (Castellani) e sílica-gel.

No âmbito da preservação das culturas, o objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade de fungos 
anamorfos preservados nos quatro métodos de conservação utilizados na coleção e identificar as espé-
cies dos gêneros que estão depositados na Coleção Microbiológica – INPA, e realizar um levantamento 
literário de seus possíveis potenciais. Vale ressaltar que, para confirmar as possíveis aplicabilidades das 
espécies estudadas neste trabalho, faz se necessário os testes em laboratório.

Material e Métodos
Foi realizado um levantamento das linhagens de Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e Trichoderma 

que se encontravam depositadas na Coleção de Culturas de Microrganismos do LPM/INPA. Para a reati-
vação optou-se por utilizar amostras mais atuais (dentre os métodos de conservação armazenados), com 
isso, foi retirado um inóculo da amostra selecionada e posto no centro de uma placa de Petri com meio de 
cultura BDA (Batata Dextrose-Ágar), visando obter culturas puras. As novas amostras foram incubadas à 
temperatura de 27 °C até o crescimento micelial (5 a 7 dias). 

As cepas foram caracterizadas morfologicamente e identificadas de acordo com os critérios estabele-
cidos (velocidade de crescimento, textura, coloração, presença de pigmentos, entre outros) por Neufeld 
(1999) e com o uso de literaturas e chaves dicotômicas.

Os microrganismos foram realocados em triplicata na coleção nos mesmos métodos em que estavam 
depositados. Para o método de repicagem contínua, foi realizada transferência de uma porção fúngica 
para novos tubos contendo meio de cultura, visando o crescimento micelial. Após o crescimento, as cul-
turas foram mantidas em temperatura ambiente ou baixa temperatura.

Para a manutenção em óleo mineral, foi depositada uma camada de óleo esterilizado, aproximada-
mente 1 cm sobre a cultura (Costa e Ferreira, 1991; Canhos et al., 2004; Costa et al., 2009).

No método de preservação Castellani (água destilada), discos miceliais (7 mm) foram colocados em 
microtubos com aproximadamente 4 mL de água destilada (esterilizada) e mantidos em temperatura 
ambiente (Figueiredo e Pimentel, 1975; Romeiro, 2006; Neufeld e Oliveira, 2008). Por fim, no método 
de preservação em sílica-gel, foi espalhada uma suspensão de esporos de fungo sobre a sílica-gel e, em 
seguida, mantidas em temperatura ambiente ou em baixa temperatura (Neufeld e Oliveira, 2008).

Resultados e Discussão
O total de 273 amostras, referentes aos representantes dos gêneros propostos, foram reativadas, iden-

tificadas e realocadas na coleção, e estão divididas em 74 linhagens de Aspergillus, 106 de Penicillium, 
49 de Paecilomyces e 44 de Trichoderma.
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Das linhagens de Arpergillus, identificadas em nível de espécie, A. niger (46), A. japonicus (15) pos-
suem maior representatividade, seguidos por A. flavus (9), A. candidus (1), A. nomius (2) e A. fumigatus 
(1) (Tabela 1).

Entre os representantes de Penicillium, foram identificadas a nível morfológico as espécies P. chrysoge-
num (3), P. commune (3), P. fellutanum (2), P. griseofulvum (2), P. roquefortii (2), P. corylophilum (1), P. 
expansum (2), P. frequentans (1), P. glabrum (1), P. melinii (1) Thom, P. raistricki (1) e P. verruculosum 
(4) (Tabela 1).

Tabela 1. Relação dos espécimes identificados de Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e Trichoderma reativados e 
identificados presentes na coleção de Microbiologia do LPM/INPA.

Táxon Quantidade Possível aplicabilidade Referências
Aspergillus
A. candidus Link 1 Produção de micotoxinas Pitt (1988) 
A. flavus Link 9 Produção alimentícia em frutas cítricas Klich (2002)
A. fumigatus Fresen 1 Produção de micotoxinas Pitt (1988)
A. japonicus Saiato 15 Produção de micotoxinas Pitt (1988)
A. niger Tiegh 46 Produção alimentícia na produção do shoyu Klich (2002)
A. nomius 2 Produção de aflatoxina Pitt (1988)
A. candidus Link 1 Produção de micotoxinas Pitt (1988)
Penicillium
P. chrysogenum Thom 3 Prod. de enzimas para medicamentos. Pallu (2010)

P. citrinum Thom 17 Indústria farmacêutica e controle de Aspergillus niger.
Pallu (2010); Damasceno 

(2012)
P. commune Thom 3 Produção enzimas para medicamentos. Pallu (2010)
P. corylophilum Dierckx 1 Produção de enzimas. Pallu (2010)
P. expansum Link 2 Produção de enzimas. Pallu (2010)
P. fellutanum Biourge 2 Produção de enzimas. Pallu (2010)
P. frequentans Westling 1 Prod. de enzimas para medicamentos. Pallu (2010)
P. glabrum (Wehmer) Westling 1 - -
P. griseofulvum Dierckx 2 Prod. de enzimas para medicamentos. Pallu (2010)
P. lividum Westling 8 Produção de metabólitos secundários. Pallu (2010)
P. melinii Thom 1 - -
P. raistricki Smith 1 Produção de enzimas. Pallu (2010)
P. roquefortii Thom 2 Produção de queijo. Pallu (2010)
P. verruculosum Peyronel 4 - -
Paecilomyces
P. aerugineus Samson 2 Agente termofílico ou termotolerante Bagy e Abdel-Mallek (1991)
P. byssochlamydoides Stolk & Samson 1 Agente marcador de imunotoxicidade Domenech et al.(1999)
P. carneus (Duché e R. Heim) AHS Br. & G. Sm. 2 Promoção de atividades de lacase Cupul et al.(2014)
P. leycettanus (HC Evans & Stolk) Stolk, Samson 
e HC Evans

1 - -

P. niveus Stolk & Samson 1 Biodegradador de insumos petrolíferos Lemos et al.(2002)

P. variotii Bainier 39 Prod. de enzimas, atividades antagônicas.
EL-Aziz et al.(2015); Ansari 

et al.(2017)
Trichoderma

T. atroviride P. Karst. 1 Promoção de crescimento vegetal
Contreras-Cornejo et 

al.(2009); Gravel et al.(2007)
T. hamatum (Bonord.) Bainier 2 Promoção de crescimento vegetal Hohmann et al.(2011)
T. koningii Oudem. 1 Agente de biocontrole Trutmann e Keane (1990)
T. longibrachiatum Rifai 1 Atividade antibacteriana Ivania et al.(2015)
T. pseudokoningii Rifai 2 Agente de biocontrole Mei et al.(2012)

T. virens (J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Arx 4
Promoção de crescimento vegetal e controle 

biológico
Contreras-Cornejo et 

al.(2009)
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Paecilomyces encontra-se representado por P. variotii (39), P. aerugineus (2), P. carneus (2), P. bysso-
chlamydoides (1), P. leycettanus (1) e P. niveus (1). Por fim, entre os representantes de Trichoderma foram 
identificadas T. atroviride (1), T. hamatum (2), T. koningii (1), T. longibrachiatum (1), T. pseudokoningii 
(2) e T. virens (4) (Tabela 1).

A diversidade microbiológica da região Amazônica e a busca pelo desenvolvimento tecnológico e 
científico elevam o potencial das coleções biológicas, tornando-as responsáveis por um amplo trabalho 
microbiológico, que visa à conservação da diversidade genética entre os microrganismos e a necessidade 
de conservação destes recursos (Sola et al., 2012). 

O uso das técnicas de preservação visa manter o metabolismo celular ativo, entretanto, de forma 
reduzida e consequentemente a reprodução inibida (Costa e Ferreira, 1991; Canhos et al., 2004; Costa et 
al., 2009). A técnica de preservação em óleo, quando bem executado, reduz a velocidade de desidratação 
do meio de cultura e possibilita maior longevidade às linhagens (Canhos et al., 2004; Costa et al., 2009), 
entretanto, foi observado durante o estudo que a reativação neste método é lenta quando comparada à 
repicagem periódica. 

Dados semelhantes encontrados neste trabalho foram relatados por Figueiredo e Pimentel (1975), 
Kew (1977), Pimentel et al.(1981), Romeiro (2006), Green (2008), que ao utilizar a técnica de repique 
contínuo foi observado a necessidade da manutenção a cada três ou quatro meses, a fim de evitar o con-
sumo total do substrato, e consequentemente a perda das culturas.

Segundo Guimarães (2011), o método Castellani é simples, econômico e mais vantajoso em relação 
aos outros métodos utilizados na conservação de linhagens de Aspergillus e Penicillium.  Esses dados 
corroboram com o presente estudo, uma vez que, foi observada a facilidade em reativar microrganismos 
depositados neste método.

Todos os métodos de preservação apresentam vantagens e desvantagens, e durante a avaliação da 
viabilidade das cepas em diversos métodos, é possível verificar qual o mais adequado para o grupo de 
microrganismos estudado. Contudo, para assegurar a viabilidade e a estabilidade celular dos isolados, faz 
se necessário a realização da manutenção das cepas periodicamente para evitar contaminações ou perda 
das características morfofisiológicas (Colauto et al., 2012).

Conclusões
Todas as linhagens selecionadas foram reativadas e identificadas, e apresentaram características 

macroscópicas e microscópicas de acordo com o descrito em suas chaves dicotômicas. 

As culturas estão preservadas em baixa temperatura, água destilada, sílica gel e óleo mineral, e 
podem ser acessadas na Coleção de Culturas de Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural-INPA para 
estudos posteriores, processos biotecnológicos e obtenção de novos produtos de interesse econômico.

Referências
Abreu MMV, Tutunji VL 2004. Implantação e manutenção da coleção de Culturas de microorganismos do UniCEUB. 

Universitas Ciências da Saúde, 02(2): 236-25.

Ansari L, Sirchi RV, Bonjar GHS, Moosavi SAA 2017. Screening of antagonistic activity in diferente Streptomyces 
species against Paecilomyces variotii and verification of some of the physiological properties of the antagonists. 
Intl J Farm & Alli Sci. 6(6):135-142. 

Bagy MM, Abdel-Mallek AY 1991. Thermophilic and thermotolerant fungi of animals’ hair. Acta Microbiologica et 
Immunologica Hungarica. 38(2):117-20.

Bergamin Filho A, Kimati H, Amorim L 1995. Manual de Fitopatologia.  São Paulo. Editora Agronômica Ceres, 450p.

Bononi VLR 1999. Zigomycetes, Basidiomycetes e Deuteromycetes: Noções básicas de taxonomia e aplicações 
biotecnológicas. In: Grandi, R. A. P. (Ed.). Taxonomia de deuteromycetos. Intituto de Botânica, Secretaria do Estado 
do Meio Ambiente. São Paulo, SP. 1(1):141-160.



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 3164

Canhos VP, Umino CY, Manfio GP 2004. Coleções de microrganismos: coleções de culturas de microrganismos. [on 
line]. Brasil, Disponível em:< http://www.biota.org.br/pdf/v72cap03.pdf> Acesso em: 20 de abril de 2018.

Colauto NB, Cordeiro FA, Geronimi KVN, Lima TG, Lopes AD, Nunes RAR, Roratto FB, Tanaka HS, Zagui Junior LL, 
Linde GA 2012. Viability of Agaricus blazei after long-term cryopreservation. Annals of Microbiology, 62(2):871-876.

Contreras-Cornejo HA, Macías-Rodríguez, Cortés-Penagos C, López-Bicio J 2009. Trichoderma virens, a plant beneficial 
fungus, enhances biomass production and promotes lateral root growth through an auxin-dependent mechanism 
in Arabidopsis. Plant Physiology, 149(3): 1579–1592.

Costa CP, Ferreira MC 1991. Preservação de Microrganismos. Revista de Microbiologia, 22(1): 263-268.

Costa EC, Teixeira MFS, Dantas TVM, Melo VSP, Araujo SAC, Rolim, BN (2009). Princípios da estocagem e preservação 
de amostras microbiológicas. Ciência Animal, 19(2):111-122.

Cupul WC, Abarca GH, Carrera DM, Vazquez RR 2014. Enhancement of ligninolytic enzyme activities in a Trametes 
maxima-Paecilomyces carneus co-culture: Key factors revealed after screening using a Plackett-Burman experimental 
design. Electronic Journal of Biotechnology,17(3):114-121.

Damasceno LC (2012). Potencial de Penicillium citrinum para controle Aspergillus niger, agente causal da podridão 
vermelha do sisal. Trabalho de conclusão de curso. Universidade Federal do Rêconcavo da Bahia.

Domenech J, Prieto A, Barasoa I, Gomez-Miranda B, Bernabe M, Leal JA 1999. Galactomannans from the cell walls 
of species of Paecilomyces sect. Paecilomyces and their teleomorphs as immunotaxonomic markers. Microbiology, 
145:2789–2796.

El-Aziz ABEA, Awad AAE, Zaki GH 2015. Reduction of olive oil mill waste water phenolic compounds and COD using 
Paecilomyces variotii. Trends in Industrial Biotechnology Research. 1:1-9.

Ellis MB 1971. Dematiaceous Hyphomycetes. X. Mycological Papers,125(1):1-30.

Figueiredo MB, Pimentel PVC 1975. Métodos utilizados para conservação de fungos na Micoteca da Seção de Micologia 
Fitopatológica do Instituto Biológico. Summa Phytopatologica, 1(1):299-302.

Gravel V, Antoun H, Tweddell RJ 2007. Growth stimulation and fruit yield improvement of greenhouse tomato plants 
by inoculation with Pseudomonas putida or Trichoderma atroviride: possible role of indole acetic acid (IAA). Soil 
Biology and Biochemistry, 39:1968–1977.

Gravesen S, Frisvad JC., Samson R.A 1994. Microfungi. High Tech PrePress. 23:23-32. 

Green, L H 2008. Practical handbook of microbiology. CRC: London, 2 ed. 

Guimarães, LC 2011. Métodos de Preservação de fungos potencialmente toxicogênicos. 55 p. Dissertação (Mestrado em 
Ciências dos Alimentos) Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Gusmão LFP, Grandi RAP, Milanez AI 2000. A new species of Beltraniopsis from Brazil, with a key to the known 
species. Mycological Research, 104:251-253.

Hohmann P, Jones EE, Hill RA, Stewart A 2011. Understanding Trichoderma in the root system of Pinus radiata: 
associations between rhizosphere colonisation and growth promotion for commercially grown seedlings. Fungal 
Biol, 115(8): 759–767.

Ivania MOP, Arthur VS, Marília GSS., Jadson DPB, Renan NB, Dianny CVS, Virgínia MS, Cristina MSM, Laura MP 2015. 
Potencial antibacteriano de fungos endofíticos de cactos da Caatinga, uma floresta tropical seca no Nordeste do 
Brasil. Disponível em: http://www.periodicos.ufpb.br/index.php/gaia/article/view/26351. Acesso em: 02 Jun. 2018. 

Kendrick B 2000. The Fifth Kingdom. Focus Publishing, Newburyport. 3 ed. 512 p.

Kew S 1977. Preservation of fungal cultures. Wallingford: Commonwealth Mycological Institute.

Kirk PM, Canno, PF, David JC, Stalpers, JA 2001. Dictionary of the Fungi. 9 ed. CAB International, Wallingford.

Klich M.A 2002. Biogeography of Aspergillus species in soil and litter. Mycologia, 94(1):21-27.

Lemos JLS, Rizzo AC, Millioli VS, Soriano AU, Sarquis MIM., Santos R 2002. Petroleum degradation by filamentous 
fungi. In: 9th Annual International Petroleum Environmental Conference.

Mercado-Sierra, A. Hifomicetes Demaciáceos De Sierra Del Rosario 1984. Cuba. Editorial Academia, La Habana.

Mei S, Lei C, Xiao-Wei W, Tian Z, Pei-Bao Z, Xiao-Yan S, Cai-Yun S, Xiu-Lan C, Bai-Cheng Z, Yu-Zhong Z 2012. 
Antimicrobial peptaibols from Trichoderma pseudokoningii induce programmed cell death in plant fungal pathogens. 
Microbiology, 158, 166-175. 



Microbiologia Básica 165

Neufeld PM, Oliveira PC 2008. Preservação de dermatófitos pela técnica da água destilada estéril. Revista Brasileira 
Análises Clínicas. 40(3):167-169.

Neufeld PM 1999. Manual de Micologia Médica: técnicas básicas de diagnóstico. 1a ed. Rio de Janeiro, 240 p.

Pimentel PVC, Feitosa MI, Chiba S 1981. Contribuição ao estudo da viabilidade e variabilidade de alguns isolados de 
Phytophthora do cacau (Theobroma cacao L.). O Biológico, 47(6):159-168.

Pallu APS 2010. Potencial biotecnológico de fungos do gênero Penicillium e interação com cana de açúcar. Piracicaba, 
Brasil. (Tese Doutorado em Genética e melhoramento de plantas), 130p.

Pitt JI 1988. A Laboratory guide to common Penicillium species. Commonwealth scientific and industrial research 
organization division of food research. Australia, 182p.

Quinn PJ 2005. Microbiologia e Doenças Infecciosas. Porto Alegre: Artmed, 512p.

Romeiro RS 2006. Preservação de culturas de bactérias fitopatogênicas. Material didático, Laboratório de Bacteriologia 
de Plantas, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Viçosa.

Sola CM 2012. Manutenção de microrganismos: conservação e viabilidade. Enciclopédia Biosfera. 8 (14):390-398.

Trutmann P, Keane PJ 1990. Trichoderma konigii as a biological control agent for Sclerotinia sclerotiorum in Southern 
Australia. Soil Biology & Biochemistry, Elmsford, 22(1): 43-50. 



Oliveira, L.A.; Oliveira, J.G.S.; Gasparotto, L.; Jesus, M.A.; 
Rocha, L.C.; Bentes, J.L.S.; Kirsch, L.S.; Andrade, S.L.
Diversidade Microbiana da Amazônia. vol. 3, 2019166

Prospecção de extratos brutos de Aspergillus spp. e Penicillium 
spp. com ação antimicrobiana 

Gigliola Mayara Ayres D’Elia¹, ², Clarice Virginia Santos Goiabeira¹,³,  
Ormezinda Celeste Cristo Fernandes¹, Josy Caldas Rodrigues¹

¹ Instituto Leônidas e Maria Deane – ILMD/FIOCRUZ
² Universidade do Estado do Amazonas – UEA
³ Estácio do Amazonas
 Emails: gigliolamayara@gmail.com, josy.silva@fiocruz.br, ormezinda.fernandes@fiocruz.br

Resumo
O uso demasiado de medicamentos tem levado ao crescimento de bactérias multirresistentes, que se mul-
tiplicam cada vez mais rápido fazendo com que o uso de drogas para combater tais agentes patogênicos 
seja ineficaz. Fungos de países de clima tropical ou subtropical como o Brasil têm sido fontes de com-
postos naturais com atividades biológicas importante para a humanidade, dentre tais fungos podemos 
destacar os gêneros Aspergillus spp. e Penicillium spp. Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial 
antimicrobiano de Aspergillus e Penicillium estocados na Coleção de Fungos da Amazônia – CFAM. 
Foram selecionadas 50 culturas fúngicas, sendo 25 de Aspergillus spp. e 25 de Penicillium spp., Para ob-
tenção dos extratos as culturas viáveis foram cultivadas em Ágar Extrato de Levedura Czapeck (YES), a 
28°C e, após sete dias, foi feita a extração a frio dos biocompostos em Acetato de Etila. Os biocompostos 
extraídos foram testados frente à levedura, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pelo método de 
“cup plate” e foi obtida a Concentração Mínima e Inibitória – CIM. Dentre os extratos obtidos das 50 cul-
turas fúngicas selecionadas, 29 (58%) apresentaram atividade antimicrobiana comprovada frente a pelo 
menos 1 microrganismo testado. O extrato 0143 apresentou o melhor resultado dentre os demais, sendo 
o único com atividade comprovada para inibição de E. coli na menor concentração observada no estudo, 
com 0,156 ug/mL. O gênero Aspergillus se destacou em relação ao Penicillium, já que o primeiro além de 
inibir mais de um microrganismo, inibiu-os nas menores concentrações. Os extratos fúngicos estudados 
apresentam resultados promissores, possibilitando testes futuros tais como a elucidação dos compostos 
com atividade positiva para o desenvolvimento de novos fármacos de origem microbiana tendo em vista 
o grande potencial dos fungos na região Amazônica.

Palavras chave: Amazônia, bioprospecção, fungos, metabólico secundário.

Introdução
A prospecção biotecnológica de novos compostos com atividade antimicrobiana a partir da diversidade 

fúngica, tem sido uma das principais áreas estudadas atualmente no mundo, devido entre outros fatores ao 
uso irracional de medicamentos, levando ao surgimento de bactérias multirresistentes e a falta de drogas 
para combater tais agentes patogênicos (Abreu et al., 2015; Clementino et al., 2015; Cheng et al., 2016;).

A resistência microbiana é um problema de saúde pública associado a diversos fatores e fasciculado entre 
os sistemas de saúde de todo o mundo, sendo a resistência bacteriana segundo a World Economic Forum 
Global Risks listada como uma das grandes ameaças à saúde humana (Blair et al., 2015). Cerca de 70% das 
bactérias que causam infecções hospitalares são resistentes a pelo menos um dos antibióticos recomendados. 
Tal fator contribui para uma ineficácia no tratamento, limitação de opções para terapia e o uso de drogas que 
são mais tóxicas ao organismo humano e de maior custo econômico (Neill JO, 2014; Indraningrat et al., 2016).

O estudo do potencial biotecnológico dos fungos provenientes de países de clima tropical e subtropi-
cal como o Brasil tem sido fonte para a produção de compostos naturais com atividade biológica impor-
tante para a humanidade, devido à diversidade desses microrganismos, às moléculas que eles produzem 
como resultado do metabolismo primário e secundário e à conservação dos recursos genéticos fornecidas 
por eles (Teixeira et al., 2011; Celestino et al., 2014; Morais et al., 2014; Abreu et al., 2018).
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Espécies dos gêneros Aspergillus e Penicillium, são consideradas de grande importância biotecnológi-
ca, por serem produtoras de diversos compostos naturais com ação biológica (Zhuravleva et al., 2012). O 
gênero Aspergillus contém um grande número de espécies que são conhecidas por produzir metabólitos 
com estruturas variadas e com consideráveis atividades biológicas (Lotfy, 2018). Apesar das espécies de 
Aspergillus serem muito comuns, os constituintes bioativos do gênero não são amplamente explorados.

São conhecidos cerca de 6500 compostos bioativos de origem microbiana, sendo que 30% destes 
provêm dos gêneros Aspergillus e Penicillium. A exemplos de metabólitos fúngicos importantes como a 
anidulafungina e penicilina, isoladas dos fungos Aspergillus nidulans e Penicillium chrysogenum, respec-
tivamente. Ressaltando que a partir da descoberta da penicilina, muitas classes de fungos que produzem 
substâncias de interesse passaram a ser estudadas. (Vanderlinde e Onofre, 2010; Selim, 2012). A varieda-
de de produtos naturais com intrigantes atividades biológicas tem sido isolada de Aspergillus sp., como 
os alcaloides, peptídeos, terpenos e lignanas (Lotfy, 2018).

Considerando a necessidade de novas pesquisas sobre a busca de biomoléculas bioativas, a biodi-
versidade de fungos ocorrentes na região amazônica e a possibilidade de se obter novos bioprodutos 
oriundos de fungos dos gêneros Aspergillus e Penicillium, muito comuns nos ecossistemas terrestres da 
Amazônia, essa pesquisa tem como objetivo detectar biomoléculas bioativas com ação antimicrobiana 
provenientes dos extratos brutos dos gêneros Aspergillus e Penicillium, isolados no bioma Amazônico, 
através de técnicas rápidas e qualitativas como o método do “Cup Plate”.

Material e métodos
Para este estudo foram avaliados 25 isolados do gênero Aspergillus e 25 de Penicillium, preservados 

em água destilada, cedidos pela Coleção de Fungos da Amazônia-CFAM, do Instituto Leônidas e Maria 
Deane-ILMD/FIOCRUZ (Tabela 1).

Os processos de reativação das culturas foram realizados de acordo com literatura especializada 
(Raper e Fennel, 1977; Pitt, 1985; Klich e Pitt, 1988).

As culturas de Aspergillus e Penicillium viáveis foram cultivadas em Ágar Extrato de Levedura e 
Sacarose (YES), a 28 oC, e após sete dias foi feita a extração a frio dos biocompostos em 200 mL de Acetato 
de Etila. Os extratos obtidos após 48 horas de extração foram filtrados e submetidos à concentração em 
Rotaevaporador e redissolvidos com o solvente extrativo para determinação da atividade antimicrobiana.

Os biocompostos extraídos foram testados frente à Candida albicans CFAM 1186, Staphylococcus au-
reus CBAM 0324 e Escherichia coli CBAM 0002. Os microrganismos testados foram semeados em placas 
de Petri (10 mm x 90 mm), contendo ágar Mueller-Hinton para bactérias e ágar Sabouraud para levedura. 
Desses cultivos foi preparada uma suspensão celular de concentração semelhante à coluna no 1 da es-
cala de MacFarland e destes, 100 µL foram retirados para serem semeados na superfície ágar Sabouraud 
e ágar Müeller-Hinton, em placa de Petri. Nesses cultivos foram feito três poços de 5 mm de diâmetro e 
em cada poço foram acrescentado 150 µL do extrato fúngico. Esses cultivos foram incubados em estufa a 
28 ºC e 37 ºC por 24 e 48 horas, respectivamente. Como padrão foi utilizado Itraconazol para a levedura 
e Cloranfenicol para as bactérias (MERCK, Alemanha, 20 mg. mL-1). A atividade antimicrobiana foi ava-
liada medindo-se o halo de inibição. Todos os ensaios foram realizados em triplicata (Silva et al., 2010).

A determinação da concentração mínima inibitória dos extratos obtidos foi realizada segundo a técni-
ca de microdiluição em caldo (Telles e Mosca, 2000). O extrato foi solubilizado em DMSO 2% e os inócu-
los dos microrganismos teste foram preparados em meio por suspensão de culturas e ajustados à escala 
nº1 de MacFarland. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 o C por 24 horas. Após o período de 
incubação a leitura foi realizada verificando-se o crescimento do microrganismo, indicado pela cor roxa, 
e inibição, indicada pela ausência da cor roxa. A CIM foi determinada como a menor concentração do ex-
trato fúngico capaz de impedir o crescimento celular. As concentrações utilizadas nesse estudo variaram 
de 10 à 0,156 μg/μL. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Os dados foram submetidos à análise estatística descritiva no Programa Excel Versão 7.0. 
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Tabela 1. Relacao de culturas fúngicas selecionadas dos gêneros Aspergillus e Penicillium. 

Fungo CFAM Fungo CFAM
P. purpurogenum 0001 A. sydowii 0002
P. fellutanum 0061 A. niger 0010
P. waksmani 0065 A. oryzae 0048
P. spinulosum 0066 A. niger 0050
P. sp. 0071 A. flavus- furcatis 0088
P. citrinum 0079 A. pseudonomius 0143
P. citrinum 0087 A. niger 0205
P. lividum 0091 A. niger 0241
P. citrinum 0107 A. flavus 0313
P. citrinum 0116 A. suboliváceo 0314
P. sp. 0121 A. sp. 0367
P. citrinum  0139 A. oryzae    0391
P. citrinum 0157 A. flavipe  0403
P. citrinum 0183 A. flavus 0527
P. purpurogenum 0214 A. pseudonomius 0555
P. citrinum 0231 A. oryzae 0687
P. citrinum 0262 A. japonicus 0742
P. citrinum 0291 A. oryzae 0959
P. citrinum 0407 A. tamari 1064
P. sp. 0420 A. sp. 1168
P. citrinum 0464 A. oryzae 1188
P. citrinum 0493 A. amoenus 1189
P. sp. 0521 A. sp. 1248
P. wotroi 0581 A. giganteus 1312
P. wotroi 0583 A. aculeatus 1432

Resultados e Discussão
Pela técnica de Cup plate, dos 50 extratos fúngicos obtidos verificou-se que 29 (58%) apresentaram 

atividade antimicrobiana para pelo menos 1 microrganismo testado, sendo 13 extratos de Aspergillus spp. 
e 16 de Penicillium spp., com halos de inibição variando de 2 a 30 mm de diâmetro.

Dentre os 13 (44,82%) extratos do gênero Aspergillus, 12 (92,3%) inibiram o crescimento da S. au-
reus, 4 (30,76%) inibiram o crescimento da C. albicans e 2 (15,38%) inibiram o crescimento de E. coli. 
Os extratos 0143, 0527 e 1064 inibiram 2 dos 3 microrganismos testados, e o extrato 0687 se destaca por 
ter inibido todos os microrganismos e 16 extratos de Penicillium que apresentaram atividade inibiram 
apenas o crescimento da S. aureus (Tabela 2). 

Tanto os extratos de Aspergillus como os de Penicillium apresentaram ações inibitórias promissoras 
contra bactérias gram-positivas. Os resultados assemelham-se ao de Clementino (2015) quando em seu 
estudo com fungos endofíticos observou uma maior atividade antimicrobiana para Staphylococcus aureus 
do que para Escherichia coli. Também corrobora com Neto et al. (2017) onde seus extratos fúngicos do 
gênero Penicillium também comprovam atividade contra S. aureus.  

Entretanto, os extratos fúngicos do gênero Penicillium apresentaram ação inferior aos avaliados por 
Silva (2010) quanto a não inibição do crescimento de E. coli, sugerindo assim que haja diferença na ação 
antimicrobiana de cada espécie (Neto et al., 2017). Demonstrando que os fungos são geneticamente 
diferentes, pois espécies do mesmo gênero apresentam produção de metabólitos com ação diferente, o 
substrato de isolamento desses microrganismos também pode influenciar na produção de biocompostos. 

Pela técnica de microdiluição em caldo, verificou-se que dentre todos os extratos que apresentaram 
atividade antimicrobiana positiva no teste de cup plate, 13 (44,8%) tiveram positividade na Concentração 
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Inibitória Mínima frente aos microrganismos testes em diferentes concentrações, tendo como destaque o 
extrato 0143 pertencente ao gênero Aspergillus, que apresentou o melhor resultado dentre os demais, com 
0, 156 mg/μL de CIM para inibição de E. coli. Quanto a S. aureus, quatro extratos apresentaram resultados 
com CIM de 2,5 mg/μL, uma das menores concentrações utilizadas em nossos estudos (Tabela 3). 

Os resultados assemelham-se ao de Vanderline e Onofre (2010) quando em seu estudo com os meta-
bólitos produzidos pelo fungo Pycnoporus sanguineus contra S. aureus inibiu na mesma faixa de concen-
tração de nosso estudo.

Tabela 2. Atividade antimicrobiana dos extratos de 
Aspergillus e Penicillium pelo método do “cup plate” 

com os halos de inibição em mm

Extratos Fúngicos/CFAM
Atividade antimicrobiana 

(Halos em mm)
E. coli S. aureus C. albicans 

P. purpurogenum 0001 - 5 -
A. sydowii 0002 - 5 -
A. oryzae 0048 - 8 -
P. fellutanum 0061 - 5 -
P. waksmani 0065 - 10 -
P. sp. 0071 - 5 -
P. citrinum 0087 - 5 -
A. flavus- furcatis 0088 - - 13
P. citrinum 0107 - 8 -
P.  citrinum 0116 - 10 -
P. citrinum 0139 - 14 -
A. pseudonomius 0143 14 10 -
P.  citrinum 0157 - 8 -
P. purpurogenum 0214 - 10 -
P. citrinum 0231 - 5 -
P. citrinum 0262 - 5 -
P. citrinum 0291 - 7 -
A. flavus 0313 - 5 -
A. oryzae 0391  - 5 -
A. flavipe 0403 - 5 -
P. citrinum 0407 - 5 -
P. citrinum 0464 - 30 -
P. citrinum 0493 - 8 -
A. flavus 0527 - 10 8
A. oryzae 0687 5 4 10
A. japonicus 0742 - 10 -
A. oryzae 0959 - 5 -
A. tamari 1064 - 2 10 
A. amoenus 1189 - 12 -

Tabela 3. Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos 
extratos de Aspergillus spp. e Penicillium spp. frente 

aos microrganismos testes.

Extratos Fúngicos/CFAM
Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

(Concentração em mg/μL)
E. coli S. aureus C. albicans 

A. oryzae 0048 - 10 -
P. fellutanum 0061 - 10 -
P. citrinum 0087 - 10 -
P. citrinum 0139 - 10 -
A. pseudonomius 0143 0,156 5 -
P.  citrinum 0157 - 10 -
P. purpurogenum 0214 - 2,5 -
P. citrinum 0231 - 2,5 -
A. flavus 0313 - 10 -
A. oryzae 0391  - 2,5 -
P. citrinum 0493 - 10 -
A. flavus 0527 - 10 5
A. japonicus 0742 - 2,5 -

Conclusões
Os extratos fúngicos estudados apresentam resultados promissores, principalmente frente a cepa de 

Staphylococcus aureus testada, e dentre os extratos fúngicos, destaca se  a potencialidade dos fungos do 
gênero Aspergillus, por apresentar produção de biocompostos de amplo espectro. Para um resultado mais 
potente estudos futuros se faz necessários para a elucidação das substâncias com atividade antimicro-
biana para o desenvolvimento de novos fármacos de origem microbiana, confirmando assim o grande 
potencial biotecnológico dos fungos na região Amazônica.
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Resumo
Os fungos mitospóricos são filamentosos, sapróbios e despertam grande interesse bioeconômico, devi-
do aos seus potenciais e aplicabilidades biotecnológicas. Assim, objetivo deste trabalho foi identificar 
por meio da taxonomia clássica as linhagens de mitospóricos depositadas na Coleção de Culturas de 
Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural do INPA (CCMIA-INPA). Para isso, um total de 159 linha-
gens foram reativadas em meio de cultivo BDA (Batata, Dextrose e Ágar) e incubadas em estufa BOD 
(Demanda Bioquímica de Oxigênio) a ±28 ºC, durante 7 dias. Após a obtenção das culturas puras, foram 
realizadas as identificações das linhagens de acordo com as características macroscópicas e microscópi-
cas das colônias. Desta forma, 100 linhagens foram identificadas em gênero e/ou espécies, distribuídas 
em: Paecilomyces variotii Bainier (19), Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson (14), Paecilomyces ni-
veus Stolk & Samson (3), Pacilomyces spp. (4), Aspergillus niger Van Tieghen (13), Penicillium citrinum 
Thom (13), Penicillium chrysogenum Thom (4), Penicillium implicatum Biourge (2), Penicillium lividum 
Westling (2), Penicillium spp. (12), Trichoderma harzianum Rifai (6) e Trichoderma spp. (8).Todas estas 
estão armazenadas em óleo mineral, sílica gel e baixa temperatura e podem ser acessadas para estudos 
biotecnológicos e taxonômicos. Visto que, várias dessas espécies são descritas nas literaturas por apre-
sentarem importância biotecnológica, agrossilvicultural, fitopatogênica e patogênica. 

Palavra-chave: Coleção de culturas, Fungos anamorfos; Taxonomia.

Introdução
Os fungos mitospóricos se diferem dos demais, principalmente, pelo seu modo de reprodução que é 

assexuada, por mitose, através da produção de conidióforos e conídios (Kendrick, 2000; Kirk et al., 2001). 
São amplamente distribuídos, podendo ser encontrados em diversos ambientes como solo, ar, água, em 
matéria orgânica viva ou morta, em produtos produzidos pelo homem, associados a animais, plantas, ma-
terial vegetal e até parasitando hospedeiros (Gusmão et al., 2000). Despertam grande interesse científico e 
bioeconômico devido aos seus potenciais ecológico, patológico, fitopatológico e biotecnológico (Kendrick, 
2000). Por esses motivos são amplamente utilizados nas indústrias farmacêuticas e alimentícias na produ-
ção de vitaminas, enzimas, antibióticos, ácidos orgânicos, fermentação de bebidas e maturação de alimen-
tos (Mercado-Sierra, 1984; Gravesen et al., 1994; Bononi e Grandi, 1999 e Kendrick, 2000).

Dentre os mitospóricos, Penicillium, Trichoderma e Aspergillus são os gêneros mais representativos, 
com maior número de linhagens preservadas na CCMIA-INPA. Penicillium tem grande importância eco-
lógica, pois atua como decompositor e reciclador de matéria orgânica (Terrasan, 2007), além de produzirem 
metabólitos secundários bioativos que são fonte de biocompostos de interesse industrial para fármacos, 
tanto nas áreas agrícola como médica (Elias, 2005). Algumas espécies são utilizadas no controle alternativo 
de outros fungos patógenos de cultivares e sementes na agricultura (Costa e Jesus 2012). Na área médica 
são utilizados na produção de fármacos como penicilina, bezentacil e outros antibióticos (Pallu, 2010) e na 
indústria alimentícia muitas espécies têm valor econômico tais como Penicillium roquefortii e Penicillium 
camembert empregados na produção de fermento e de diversos queijos (Rousseau, 1984; Pallu, 2010). 
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Trichoderma é um gênero com representantes de vida livre, comumente natural de solos, mas podem 
colonizar diversos ecossistemas. Apresentam grande importância na agronomia, uma vez que, várias 
espécies são utilizadas no biocontrole de doenças e ataques de outros fitopatógenos, graças aos diversos 
mecanismos que eles desenvolvem quando se associam as raízes das plantas, tais como antibiose, 
micoparasitismo, competição e indução de resistência. (Bettiol e Ghini, 1995; Harman et al., 2004; Rosa e 
Herrera 2009; Viterbo e Horwitz, 2010; Consolo et al., 2012). Além da importância agronômica, Trichoderma 
spp., destacam-se se pelo rápido crescimento, esporulação profusa, capacidade de crescimento em diferen-
tes substratos e tolerância a compostos nocivos (Kubicek et al., 2003, Howell, 2003 e Harman et al., 2004).

Aspergillus compreende mais de 260 espécies (Varga, 2009). Este gênero é considerado cosmopolita 
e amplamente distribuído na natureza, o isolamento de espécies em solos e em plantas caídas é muito 
comum, o gênero possui uma abundância maior em regiões de clima tropical e subtropical (Klich, 2002). 
Aspergillus causa diversas doenças em plantas e  degradam produtos vegetais, as espécies mais comum 
são A. niger, A. flavus, A. parsiticus, A. ochraceus e A. alliaceus (Perrone, 2007).

Paecilomyces é outro gênero que agrega os fungos mitospóricos de ampla distribuição mundial e ocor-
rem em diferentes substratos lignoceluliticos (Samson, 1974). Também são associados a contaminações, 
pois podem provocar doenças alérgicas, micoses oportunistas e infecções, tais como úlcera de córnea, 
ceratite e endoftalmite, causados por uso incorreto de lentes de contato ou cirurgias oculares mal reali-
zadas (ChanTack et al., 1999; Mandarapu, 2015). Atualmente, cerca de 84 espécies estão descritas para 
Paecilomyces (Samson, 1974), com destaque para P. variotii Bainer e P. lilacinus Samson, diferenciados 
pela cor da colônia, tamanho e forma dos esporos. Ambas as espécies apresentam grande potencial 
agrossilvicultural (Samson, 1974).

As cepas de fungos mitospórico depositadas na CCMIA-INPA foram isoladas de diversas espécies 
florestais de importância econômica, de diferentes substratos lignocelulíticos que foram estudados sobre 
seu efeito na durabilidade natural de madeira. De modo que a identificação deste grupo de fungos con-
tribui para o conhecimento das diversidades, ocorrência e distribuição de espécies, portanto o propósito 
deste trabalho foi reativar as culturas e identificar os fungos mitospóricos depositados na CCMIA-INPA, 
visando listar os possíveis potenciais biotecnológicos das espécies de fungos mitospóricos da coleção.

Material e métodos
Inicialmente foi realizado um levantamento das linhagens de fungos mitospóricos não identificados 

depositadas na CCMIA-INPA, com o intuito de conhecer a qualidade das linhagens. Em seguida, estas 
foram organizadas em ordem crescente de acordo com o número de registro da Coleção e as culturas que 
apresentaram risco iminente de perda tiveram prioridade na reativação. 

Após o levantamento, as linhagens foram repicadas em placas de Petri contendo meio BDA (200 g 
de Batata, 15 g de Dextrose e 20 g de Ágar (pH inicial 5,0)), em seguida foram incubadas na estufa BOD 
a ±28°C durante sete dias. Em caso de contaminação, sucessivas repicagens foram realizadas, até a 
obtenção da colônia pura, visando a identificação e preservação das espécies nos diferentes métodos 
utilizados na coleção.

Com a finalidade de estimular o crescimento fúngico, após a obtenção da colônia pura, palitos de 
madeira estéreis de 1,0 a 1,5 cm embebidos com o caldo glicosado, foram colocados em uma placa de 
Petri, e com auxílio de uma pinça, foram transferidos um a um para a placa de Petri contendo a cultura de 
fungo. As placas foram mantidas na estufa a 28 °C até o crescimento do fungo sobre o palito. Os palitos 
colonizados foram colocados em uma placa de Petri estéril, a qual foi exposta ao ambiente com 21 °C a 
25 °C para secagem dos mesmos e para verificar se havia qualquer tipo de contaminação, do contrário os 
palitos colonizados foram colocados nos três métodos de preservação utilizados na Coleção: Repicagem 
contínua, óleo mineral e sílica-gel 

Para a método de repicagem contínua (baixa temperatura) foram colocados palitos colonizados em 
tubo de ensaio com meio BDA e foram mantidos na estufa  a 28 °C durante sete dias. Após o crescimento, 
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sem qualquer contaminação ou descaracterização fenotípica, os tubos com as colônias foram estocados 
em triplicada em baixas temperaturas (5 a 8°C).

A manutenção em óleo mineral consiste no uso de vaselina esterilizada duas vezes, em dias consecu-
tivos, por 15 minutos e colocados em tubos criogênicos 4mL de óleo com auxílio da pipeta. Foram inseri-
dos em cada criogênico em média cinco palitos colonizados com fungos mitospóricos. Além disso, cinco 
palitos colonizados foram colocados em três tubos criogênicos esterilizados, contendo 10 g de sílica gel 
esterilizada a 121ºC por 15 minutos por dois dias sucessivos. Tanto as amostras fúngicas preservadas em 
óleo mineral como em sílica gel, foram guardadas em triplicatas em caixas específicas para os mesmos e 
mantidas à temperatura ambiente entre 25 a 27 ºC 

A identificação das linhagens foi feita com base nas características macroscópicas e microscópicas da 
colônia, conforme as descrições feitas por Bononi e Grandi (1999), Samson (1974), Pallu (2010), Cardoso 
(1978), Pitt (1995) e nas disponibilizadas nos sites: Mycobank (www.mycobank.com) e Index fungorun 
(www.indexfungorum.org).

Como medida de segurança é importante ressaltar que todos os tubos foram devidamente etiquetados 
com o número do registro da cepa conservada no acervo, como também dados de localização do isolado, 
com o número da caixa e o localizador da cepa na caixa, a data e o método de preservação, e posterior-
mente todos estes dados foram colocados no banco de dados da CCMIA-INPA.

Resultados e Discussão
Na CCMIA-INPA, estavam depositadas 159 linhagens de fungos mitospóricos não identificados que 

foram conservadas entre os anos de 2004 e 2010. Com este estudo, 100 foram identificadas e estão distri-
buídas em Paecilomyces variotii Bainier (19), Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson (14), Paecilomyces 
niveus Stolk & Samson (3), Pacilomyces spp. (4), Aspergillus niger Van Tieghen (13), Penicillium citrinum 
Thom (13), Penicillium chrysogenum Thom (4), Penicillium implicatum Biourge (2), Penicillium lividum 
Westling (2), Penicillium sp. (12), Trichoderma harzianum Rifai (6) e Trichoderma sp. (8) (Tabela 1). 
Observa-se que a maioria dos isolados é de Paecilomyces, Aspergillus e Penicillium. As espécies P. vario-
tti, P. lilacinus, A. niger e P. citrinum se destacam em relação à ocorrência e maior número de isolados 
depositados no acervo.

Das 159 culturas de fungos mitospóricos que foram avaliadas nesse estudo, 100 linhagens foram iden-
tificadas, destas 76 em nível de espécie e 24 em gênero. Todas se encontram viáveis e estão mantidas em 
3 métodos de conservação: óleo mineral, sílica-gel e baixa temperatura (repique contínuo) em triplicatas 
para evitar contaminação e possível perda das culturas. 

As demais 59 linhagens foram descartadas pois apresentaram contaminações externas de microrga-
nismos, tais como, bactérias, leveduras e outros fungos (contaminação cruzada) dentre outros, tornando 
a linhagem totalmente inviável para identificação e manutenção. Estas contaminações podem ter ocorri-
do por causa do tempo de conservação, que variavam entre os anos de 2008 a 2010, sem que houvesse 
manutenção periódica das mesmas. Pois, a conservação das culturas de fungos nos métodos de preser-
vação acima citados, não garantem a pureza e estabilidade das características morfológicas, fisiológica 
e genética o que podem afetar a viabilidade e a estabilidade celular, uma vez que estão limitadas ao 
método aplicado e tempo de manutenção das culturas (Colauto et al., 2012).

Dentre os Paecilomyces, P. variotii é um fungo bastante comum, podendo ser encontrado no ar e no 
solo de ambientes de climas subtropicais e/ou tropicais (Knösel e Rész 1973; Rheea, 2016), sendo comu-
mente usados na agricultura, associado a outros fungos de interesse da agroindústria como proteção das 
galhas de raízes de café e de tomate (Campos et al., 2001). Além disso, é  associado à biodeterioração do 
óleo de palma, de juta, de papel, e de emulsões farmacêuticas (Samson 1974). Como patógeno, P. vario-
tii pode causar infecções em humano tais como doenças cutânea como sinusite, endocardite, peritonite, 
fungemia e outras (Chan-Tack et al., 1999; Mandarapu, 2015). 
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Do gênero Penicillium, P. citrinum é o mais representativo, com 13 linhagens (Tabela 1). Esta espécie 
produz micotoxinas responsáveis pela intoxicação de humanos e animais, quando se utiliza desses 
alimentos contaminados (Silva e Lins, 2008). P. citrinum geralmente é encontrado em solos subtropicais 
e presentes em menor frequência em solos de regiões temperadas (Pitt, 1985). Apresenta antagonismo 
com A. niger inibindo seu crescimento micelial, por isso é usado no controle da população de A. niger, 
patógeno causador da podridão vermelha no sisal (Damasceno, 2012). Outras espécies identificadas que 
também se destacam são P. lividum e P. implicatum, produtores de proteases e outras enzimas de interes-
se industrial que são amplamente utilizadas nas indústrias farmacêuticas para produção de antibióticos 
da classe Beta lactâmicos penicilina, amoxilina, bezentacil e outros antibióticos (Silva e Lins, 2008).

Um total de 13 linhagens de Aspergillus está depositada no acervo. Os fungos deste gênero são eco-
nomicamente muito importantes, a maioria é utilizada na produção de diversos produtos de interesse bio-
tecnológico e algumas espécies causam desordens em várias plantas, portanto são considerados patógenos 
oportunistas, entre os mais comuns, A. flavus e  A. Niger (Varga, 2004). A. niger contaminam produtos agrí-
colas em diferentes fases, como pré-colheita, colheitas, processamento e manuseio (Perrone et al., 2007), 
além disso, causam sérias doenças pulmonares em pacientes imunossuprimidos (Person et al., 2010).

Comparando todas as linhagens dos fungos mitospóricos reativadas nesse estudo, aquelas preserva-
das em baixa temperatura foram as que mais apresentaram contaminações externas com bactérias, áca-
ros e principalmente com outros fungos, enquanto que as preservadas em sílica gel foram a mais viáveis, 
uma vez que este método preserva a cultura por maior tempo e reduz o risco de contaminação (Canhos 
et al., 2004; Costa et al., 2009). 

Tanto a reativação como a identificação das linhagens dos fungos mitospóricos contribuíram com 
conservação das linhagens em diferentes métodos no acervo. E para o conhecimento da diversidade de 
pelo menos quatro gêneros: Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium e Trichoderma na região amazônica. 
De modo que a preservação dessas linhagens é de suma importância considerando que a maioria das 

Tabela 1. Relação das linhagens de fungos mitospóricos identificadas e depositadas na Coleção 
Microbiológica – INPA, bem como a relação de suas aplicabilidades biotecnológicas.

Táxons Nº de Linhagens Aplicabilidades

Aspergillus niger Van Tieghen                                  13
Fermentação do Shoyu 

(Klich, 2002)

Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson               14
Parasita de nematoides de galhas (Carneiro, 1992; 

Mizobutsi et al.,2000)

Paecilomyces niveus Stolk & Samson                         3
Controle biológico de inseto

(Mizobutsi et al., 2000)

Paecilomyces variotii Bainier 19
Proteção de galhas de raízes e biodegradação de óleo 

(Campos et al., 2001)

Paecilomyces sp. 4
Biocontrole e biodeterioração (Samson 1974; Campos 

et al., 2001)
Penicillium citrinum Thom 13 Antagonismo de A. niger   (Damasceno, 2012)

Penicillium crysogenum Thom 4
Produção de antibióticos 

(Gravesen et al., 1994; Pallu, 2010)

Penicillium implicatum Biourge 2
Indústria farmacêutica 

(Silva e Lins, 2008)

Penicillium lividum Westling 2
Indústria farmacêutica 

(Silva e Lins, 2008)

Penicillium sp. 12
Ecológica, indústrias farmacêuticas e alimentícias 

(Elias, 2005; Terrasan, 2007 e Pallu, 2010

Trichoderma harzianum Rifai 6
Biofertilizantes (Maçã)
 (Harman et al., 2004)

Trichoderma sp. 8
Biocontrole de fitopatógenos  

(Silva 2000; Benitez 2004)
Total 100  
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espécies identificadas já foram descritas por apresentarem diversos potenciais, tais como: biotecnológico, 
para indústrias farmacêuticas, alimentícias e agroindustrial (Tabela 1). Assim, as linhagens preservadas 
na Coleção podem ser acessadas para fins científicos e didáticos (Canhos et al., 2004; Costa et al., 2009)

Conclusões
O presente trabalho contribuiu para a recuperação e identificação de 100 linhagens de fungos mitospó-

ricos, sendo a maioria identificada como pertencentes aos gêneros Paecilomyces, Aspergillus e Penicillium, 
com destaque para  P. variotti, P. lilacinus, A. niger e P. citrinum com maior número de espécimes. 

As 100 linhagens identificadas estão preservadas, viáveis e podem ser acessadas para estudos de ta-
xonomia e/ou biotecnologia. 
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Resumo
O desenvolvimento de antibióticos oriundos de microrganismos revolucionou o tratamento médico, oca-
sionando a redução da mortalidade causada por doenças microbianas. Estes medicamentos estão dispo-
níveis para o tratamento de infecções causadas por bactérias, como por exemplo, Staphylococcus aureus, 
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. No entanto, a resistência de bactérias patogênicas aos anti-
bióticos disponíveis dificulta o tratamento de infecções. Assim, bactérias do gênero Bacillus mostram ter 
atividade antimicrobiana contra microrganismos patogênicos. Neste contexto, o presente trabalho teve 
como objetivo selecionar bacilos provenientes de ambientes Amazônicos com potencial antimicrobiano 
frente a cepas patogênicas. Primeiramente, as linhagens bacterianas foram reativadas e submetidas ao 
teste antimicrobiano pelo método de estrias pareadas, frente às cepas patogênicas S. aureus, P. aerugino-
sa e E. coli. Posteriormente foi feita a caracterização morfológica destas bactérias pelo método de Gram 
e identificação molecular. Os resultados mostram que das 38 linhagens bacterianas, quatro bacilos apre-
sentaram atividade antagônica. Quanto à identificação morfológica e molecular, os resultados mostraram 
que a maioria das bactérias são bacilos Gram positivo, onde quinze linhagens são pertencentes ao gênero 
Bacillus, e duas são Serratia e Achromobacter. Conclui-se, desta maneira, que bacilos Amazônicos podem 
ser úteis na obtenção de antimicrobianos de importância biotecnológica e médica.

Palavras-chave: Bacilos, Antibióticos, Cepas patogênicas. 

Introdução
A descoberta dos antibióticos tornou-se muito importante no combate a diversas infecções causadas 

por microrganismos patogênicos, reduzindo deste modo os casos de morbidade e mortalidade mundial. 
Estes agentes antimicrobianos têm sua importância na medicina clínica desde a segunda metade do 
século XX, e, desde então, auxiliam no tratamento de milhares de pessoas com infecção bacteriana. No 
entanto, houve o surgimento da resistência antimicrobiana por bactérias patogênicas no mundo todo e, 
a consequente limitação dessa terapia (Chang et al., 2013; Paim e Lorenzini, 2014).

A resistência de bactérias patogênicas a certos antibióticos convencionais leva a redução da eficácia 
da maioria dos antimicrobianos, limitando o uso destes fármacos no combate a infecções causadas por 
estes patógenos. Desse modo, o combate destas bactérias resistentes torna-se um problema de saúde 
pública, desencadeando graves danos à saúde humana (Sumi et al., 2015). 

A produção de antibióticos é considerada um passo importante para aumentar a competitividade do 
organismo produtor em um ambiente com recursos limitados (Grossman et al., 1995). Com isso as bacté-
rias do gênero Bacillus em condições desfavoráveis de nutrientes secretam uma variedade de compostos 
com propriedades antimicrobianas como, por exemplo, polimixinas, surfactinas, bacteriocinas, subtilina, 
sutilosina peptídeos sintetizados ribossomicamente (Stein, 2005; Wu et al., 2006; Handa e Jain, 2017). 
Além disso, são linhagens bacterianas de fácil manipulação e crescimento com diversas fontes nutricio-
nais de baixo custo. Considerando o potencial metabólico destas linhagens bacterianas tornam-se ne-
cessários estudos e avaliação do potencial antimicrobiano destas linhagens. Portanto, este trabalho teve 
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por objetivo selecionar bacilos com potencial antimicrobiano frente às cepas patogênicas Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. 

Material e Métodos
Foram reativadas 38 linhagens pertencentes à coleção do laboratório de Controle Biológico e Biotecnologia 

da Malária e Dengue – INPA, nos meios NA, LB e ISP2, incubadas em B.O.D a 30°C, por 24h, 48h até atin-
gir o nível 2 da escala de Marcfarland (3.108 nº de células). Em seguida foram purificadas pela técnica de 
esgotamento por estrias cruzadas e submetidas à coloração de Gram (Martinez e Tadei, 2008).

A extração de DNA genômico foi realizada com o produto InstaGene TM – Matrix da BIO-RAD. A 
quantidade de DNA foi ajustada em 10 ng/µL para a PCR. As reações de amplificação do gene 16S con-
sistiram em um volume final de 25 µL (1,5 µL MgCl2; 2,5 µL Tampão 10X; 0,5 µL dNTP; 0,125 µL Taq 
polimerase; 18,375 µL H2O milli-Q; 1 µL DNA e 0,5 µL de cada Primer 8f (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 
AG-3’) e 1401R (5’- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG -3’) e realizadas em termociclador Thermal 
Cycler®. O perfil térmico da PCR consistiu de um ciclo inicial de desnaturação a 95°C por 3 min, seguido 
por 35 ciclos: desnaturação a 94°C por 25 seg, pareamento a 62°C por 25 seg e extensão a 72°C por 1 
min e 25 seg. Ao final, um ciclo de extensão a 72°C por 5 min. Os fragmentos de DNA amplificados foram 
visualizados após eletroforese em gel de agarose (0,8%, p/v) e corados com solução de brometo de etídio 
(0,005%, p/v), e as imagens registradas em fotodocumentador. Estes, foram purificados por meio do kit 
QIAquick™ PCR Purification (QIAGEN) e 200ng do DNA foi usado nas reações de sequenciamento, com 
o kit BidDye Terminator V 3.1. e 0,5µM do mesmo oligonucleotídeo utilizado para a reação de PCR. As 
reações foram precipitadas com etanol e inseridas no equipamento ABI 3500 XL para a determinação das 
sequências, que foram analisadas com o programa CAP3 e comparadas com as sequências bacterianas 
depositadas na base de dados do NCBI.

As cepas patogênicas S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, foram cedidas do acervo do     Laboratório de 
Tecnologia do DNA da Universidade Federal do Amazonas. Foram reativadas pela técnica de esgotamento por 
estrias cruzadas em meio de cultivo Sabouraud dextrose Agar e incubadas em estufa por 24h e 48h a 35ºC.

Na avaliação da atividade antimicrobiana frente às cepas S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, utilizou-se 
uma colônia de cada microrganismo reativado, para a realização do teste de estrias pareadas. Neste teste, 
repicou-se cada microrganismo a ser testado nos respectivos meios de reativação de modo diametral na 
placa de Petri. Em seguida, foram incubadas em estufa por 48h a 30ºC. Posteriormente, o patógeno foi 
repicado de modo horizontal e incubado por mais 24h a 30ºC. Os testes foram realizados em triplicata 
e as análises feitas por meio da observação da zona de inibição, durante 24h e 48h (Christensen, 1996).

Resultados e Discussão
Os resultados da análise morfológica mostraram que das 38 linhagens 99, 9% são bacilos são Gram 

positivos e 0,1% Gram negativos. 

A análise molecular pela sequência do gene 16S do rDNA demonstrou que as linhagens bacterianas 
obtidas no presente estudo pertencem aos gêneros Bacillus, Achromobacter e Serratia quando compara-
das a sequências depositadas no GenBank, onde  as linhagens J1NA e RAPANA apresentaram 100% de 
identidade com a espécie de Bacillus velezensis, 38PHA apresentou 98% de identidade com Bacillus liche-
niformis e R13 com Bacillus subtilis strain. As linhagens BtAM74 e 2WISP2 mostraram-se semelhante a 
Bacillus pumilus. As linhagens Btam27, LA1LB, 31ISP2, 4MENA e R10ISP2 foram denominados Bacillus 
sp., BtAm 220, X9NA apresentou identidade com Bacillus cereus,  K4NA e 15PHA com Bacillus safensis. 
Apesar da maioria das linhagens pertencerem ao gênero Bacillus, duas linhagens apresentaram identi-
dade aos diferentes gêneros Serratia e Achromobacter, sendo identificadas como: BTAM 141 - Serratia 
marcescens e 51 Bt ISP2 - Achromobacter xylosoxidans (Tabela 1).

A análise da sequência do gene 16S rDNA tem sido promissora para a identificação bacteriana. Este 
gene é universal para bactérias e uma grande quantidade de sequências está disponível em bancos de 



Microbiologia Básica 179

Tabela 1. Relacao das linhagens Identificadas morfológicamente e molecular.

Nº Origem Linhagem Morfologia Gram Id. Molecular Id.
1 Água Parintins J1 NA Bacilos + Bacillus velezensis 98%
2 Rio Amazonas RAPANA Bacilos + B. velezensis 99%
3 EJC2 1.2B 38 PHA Bacilos + B. licheniformis 98%
4 Qpf 2 3.3 R13 Bacilos + B. subtilis strain 94%
5 Coleção INPA Btam 74 Bacilos + B. pumilus 99%
6 QPR 2.3 isp2 K5NA Bacilos -
7 Solo Puraquequara Bio 16 Bacilos +
8 EJC2 1.3 B 103 PHA Bacilos +
9 Solo UFAM 27 NA Bacilos +
10 Solo INPA 2W ISP2 Bacilos + B. pumilus 100%
11 Coleção INPA BTAM 141 Bacilos + Serratia marcescens 99%
12 Solo Puraquequara Bio03 Bacilos +
13 Coleção INPA BtAM 27 Bacilos + Bacillus sp 99%
14 Coleção INPA BtAM 220 Diplobacilos + Bacillus cereus
15 Anspcr1 2.2b isp2 R21 Bacilos +
16 Coleção INPA BtAM 138 Bacilos +
17 Q.r isp2 K4NA Bacilos + Bacillus safensis 99%
18 Dg.C.R.1.1.1ISP2 2R6 Bacilos +
19 Stsp c.2.2.1 R8 ISP2 Bacilos +
20 QPR 2.3 isp2 R14 Bacilos -
21 Flor1.1.3b2 61 PHA Bacilos +
22 Lago Aninga LA1 LB Bacilos + Bacillus sp 99%
23 Coleção INPA BtAM18 Bacilos +
24 EJC2 1.4B 15PHA Bacilos + Bacillus safensis 99%
25 Solo Puraquequara Bio 11 LB Bacilos +
26 Coleção INPA BtAM 75 Bacilos +
27 Solo INPA RKA1 Bacilos +
28 Solo Puraquequara Bio 05LB Bacilos +
29 Solo Puraquequara 31ISP2 Bacilos + Bacillus sp 100%
30 Solo Macurany 51 Bt ISP2 Bacilos + Achromobacter xylosoxidans 98%
31 Ghcc1. 2,2 a ISP2 59PHA Bacilos +
32 Solo UFAM ARISP2 Bacilos +
33 Anspcr1 2.4b isp2 R23 Bacilos +
34 Solo UFAM X9 NA Bacilos + Bacillus cereus 98%
35 Solo UFAM BCLBio Bacilos +
36 Dgr1 2.2b aveia R1 Bacilos +
37 Água Puraquequara 4 ME NA Bacilos + Bacillus sp. 100%
38 Ansp R2.1.2 R10ISP2 Bacilos + Bacillus sp 99%

Legenda: Nº=Número de isolados; Id. Molecular=Identificação molecular; Id=Identidade

dados, permitindo assim, a comparação das sequências de isolados bacterianos desconhecidos. Assim, as 
características do gene 16S rDNA, sua função essencial e propriedade evolutiva têm permitido que ele se 
torne o marcador molecular mais comumente usado na filogenia bacteriana e também em estudos de eco-
logia microbiana (Case et al., 2007; Souza, 2011). Neste estudo, este gene se estabeleceu como padrão para 
identificação de diferentes gêneros, onde os resultados mostraram percentual de identidade de 94% a 100% 
de similaridade das linhagens bacterianas quando comparadas a sequências depositadas no GenBank. 

Os resultados do teste antagonismo mostraram que 38 linhagens de bacilos testadas em confronto di-
reto, a maioria das linhagens bacterianas não apresentaram atividade antimicrobiana, pois todas as três 
cepas patogênicas cresceram.  Nas análises, demonstradas na tabela 2, as linhagens K5NA, X9NA, BCLbio e 
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RAPANA apresentaram condições inibitórias de pelo menos dois dos três patógenos testados como pode ser 
visto na Figura 2, referentes aos testes de estrias pareadas realizados nos meios de cultivo NA, LB e ISP2. 

Estudos com bactérias endofíticas da Amazônia realizados por Souza (2016) mostraram que o meio 
ISP2 foi o que possibilitou maior potencial antimicrobiano pelos microrganismos endofíticos. Entretanto, 
Kumar et al. (2009) mostrou em seu trabalho crescimento máximo e produção de antibiótico por B. sub-
tilis em meio TSB. Handa e Jain (2017), avaliou os efeitos dos meios sobre a produção de agentes anti-
microbianos por Bacillus sp., relatando em seus resultados que a dextrose foi a melhor fonte de carbono 
e a peptona melhor fonte de nitrogênio para produção de metabólito antimicrobiano por Bacillus sp. 
Estas informações são importantes na análise da influência de fontes nutricionais na produção de anti-
microbianos. Em nosso estudo as melhores linhagens que apresentaram o potencial bacteriostático foram 
cultivadas no meio NA, que também apresenta peptona em sua composição, além de outras fontes como 
extrato de levedura e extrato de carne. Entretanto, a glicose, que geralmente é uma excelente fonte de 
carbono para o crescimento bacteriano, interfere na síntese de muitos metabólitos secundários (Sanchez 
et al., 2010). Estes estudos nos leva a informação da necessidade em testar diferentes meios de cultivo 
para avaliar a influência na produção de metabólitos por microrganismos, considerando, a importância 
da disponibilidade da fonte de carbono independente da espécie a ser cultivada.

Os peptídeos antimicrobianos produzidos por microrganismos possuem atividade bactericida ou bac-
teriostática. Assim, antibióticos podem apresentar duas funções distintas, a inibição do crescimento 
bacteriano por meio da ação bacteriostática, e eliminação de uma população bacteriana, por uma ação 
bactericida. A ação bacteriostática impede o crescimento das bactérias patogênicas, mantendo as mes-
mas na fase estacionária (Pankey e Sabath, 2013). O modo de ação bactericida atua em processos vitais 
levando à morte celular (Goodman e Gilman’s, 2008; Katzung, 2007; Lago, 2011). 

Os resultados do presente estudo, mostraram que os as linhagens K5NA, X9NA, BCLbio e RAPANA, 
inibiram o crescimento das cepas patogênicas, sugerindo uma possível ação bacteriostática. Entretanto, 
não sabemos quais moléculas podem estar sendo secretadas no meio de cultura e seu efeito sobre as cepas 
patogênicas. Assim, mais estudos são necessários para avaliar o potencial destas linhagens bacterianas.

Estudos realizados por Souza et al. (2015) identificou e avaliou o potencial antagônico in vitro 
de bactérias endofíticas contra cepas patogênicas e fungos fitopatógenos. Os resultados mostram que as 
bactérias utilizadas em seu estudo apresentaram atividade antimicrobiana e são pertencentes ao gênero 
Bacillus. As bactérias deste gênero apresentam um grande potencial para produção de diversos antimi-
crobianos. Além disso, membros do gênero Bacillus destacam-se por serem capazes de produzir uma 
variedade de metabólitos secundários com potencial ainda desconhecido. Metabólitos secundários deste 
membro de bactéria apresentam diversas atividades como, por exemplo, antifúngica, antibacteriana, 
inseticida etc., que proporcionam a sobrevivência destas espécies (Stein, 2005). Assim, é importante 
ressaltar que bactérias do gênero Bacillus, são candidatas promissoras na obtenção de novas moléculas 
antimicrobianas de interesse médico e biotecnológico.

Figura 2. Aspecto do confronto direto após 48h em placas de Petri entre bacilos e as cepas patogênicas S. aureus 
(S.A.), P. aeruginosa (P.A.), E. coli (E.C.). As setas indicam as zonas de inibição. 
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Tabela 2. Atividade antagonista de bacilos a diferentes cepas 
patogênicas no intervalo de 48h

Linhagem S. aureus P. aeruginosa E. coli
J1 NA - - -
RAPA NA + - -
38 PHA ISP2 - - -
R13 ISP2 - - -
Btam74 LB - - -
K5NA - + +
Bio 16 LB - - -
103 PHA ISP2 - - -
27 NA - - -
2W ISP2 - - -
C. 141 ISP2 - - -
BIO 03 LB - - -
Btam 27 LB - - -
Btam 220 LB - - -
R21 ISP2 - - -
BtAM 138LB - - -
K4NA - - -
2R6 ISP2 - - -
R8 NA - - -
R14 ISP2 - - -
61 PHA ISP2 - - -
LA1 LB - - -
BtAM18 NA - - -
15PHA ISP2 - - -
Bio 011 LB - - -
BtAM 75 LB - - -
RKA1 LB - - -
BIO 05LB - - -
31ISP2 - - -
51 Bt ISP2 - - -
59PHA LB - - -
AR ISP2 - - -
R23 NA - - -
X9 NA - + -
BCLbio LB + - -
R1ISP2 - - -
4 ME NA - - -
R10 ISP2 - - -

Com efeito inibitório (+), sem efeito inibitório (-)

Conclusões
Trinta e seis linhagens bacterianas isoladas de diferentes ambientes Amazônicos foram caracterizadas 

como bacilos Gram positivo e apenas duas como bacilos Gram negativo, das quais 17 linhagens foram 
identificadas pertencentes a três gêneros distintos Bacillus, Acromobacter e Serratia. 

Quatro linhagens X9NA, K5NA, BCLbio e RAPANA apresentaram atividade antimicrobiana, sen-
do que somente a linhagem K5NA apresentou atividade antimicrobiana para duas cepas patogênicas 
(Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). 
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Resumo
Quitinases (EC 3.2.1.14) são enzimas hidrolíticas sintetizadas por uma diversidade de seres vivos euca-
riotos e procariotos, para utilização em diversas funções como na morfogênese, ciclagem de nutrientes 
e defesa. Estas enzimas apresentam capacidade de hidrólise das ligações β-1,4 entre as unidades de 
N-acetilglicosaminas do polímero quitina. Considerando a variabilidade de bacilos, membros deste gru-
po apresentam a capacidade de síntese de diversos metabólitos com amplas aplicações biotecnológicas, 
como por exemplo, as quitinases. Foram reativadas 38 linhagens oriundas de solo, água, planta e inseto, 
identificadas por características fenotípicas e moleculares, utilizando os oligonucleotídeos iniciadores da 
amplificação do gene 16S rDNA. Na detecção do gene chi, o DNA genômico das linhagens foi submetido 
à amplificação por PCR utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos. De acordo com as caracte-
rísticas morfológicas, as linhagens foram caracterizadas como bacilos, tipo Gram positivo e negativo. A 
amplificação e o sequenciamento do gene 16S rDNA de 38 linhagens, identificou quatro gêneros bacte-
rianos: Bacillus, Paenibacillus , Serratia e Achromobacter. Considerando os resultados de amplificação 
do gene chi nas linhagens linhagens R11 - Bacillus amyloliquefaciens ., 103 PHA - B. paramycoides; 
BTAM138- B. pumilus; BTAM18- B. wiedmannii., K2NA - B. proteolitycus e BTAM 27- Bacillus sp., com 
tamanho de aproximadamente 2027 pb, torna-se evidente que estas linhagens apresentam em seus ge-
nomas, a sequência gênica codante responsável pela via metabólica para a síntese de quitinase. Dessa 
forma, as linhagens que amplificaram amplicons do gene chi apresentam potencial quitinolítico.

Palavras-chave: bioprospecção, microbiota amazônica, enzimas hidrolíticas.

Introdução
A Amazônia Brasileira é uma região rica em biodiversidade com diferentes ecossistemas e potencial 

inexplorado. Neste ambiente amazônico, existe uma diversidade microbiana com potencial para síntese 
de diversos metabólitos com funções diversificadas como, por exemplo, reserva de energia, sinalização 
e catálise. Neste contexto, encontram-se as enzimas da família glicosilhidrolases que hidrolisam ou mo-
dificam ligações glicosídicas entre dois ou mais carboidratos ou entre carboidratos e outras biomoléculas 
(Lombard et al., 2014). Dentre as enzimas hidrolíticas, destacam-se as quitinase (EC 3.2.1.14), expressas 
pelo lócus gênico chi (Djenane et al., 2017).

As quitinase são sintetizadas por uma diversidade de organismos eucariotos e procariotos (Boyce et al., 
2013; Islam e Datta, 2015). Apresentam tamanhos variados de 20 kDa a 90 kDa, com capacidade de hidró-
lise entre ligações β-1,4 das unidades de N- acetilglicosaminas (GlcNAc) do polímero quitina. Estas foram 
detectadas em organismos que contêm quitina no exoesqueleto ou na parede celular como, por exemplo, 
insetos, crustáceos, fungos e também em organismos não quitinolíticos, como bactérias, plantas superiores 
e vertebrados (Usharani e Gowda, 2011; Boyce et al., 2013).
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São classificadas em duas classes principais: endoquitinases, que clivam as ligações β- 1,4 da quitina em 
sítios aleatórios, liberando quito-oligossacarídeos como a quitotetraose, quitotriose; e as exoquitinases, que 
se dividem em duas subcategorias: quitobiosidases que atuam liberando unidades de di-acetilquitobiose da 
extremidade não redutora da quitina, e as 1,4 -β-N-acetilglicosaminidases, que clivam oligômeros sintetizados 
pelas endoquitinases e quitobiosidases, liberando monômeros N-Acetilglicosamina (Sahaikh e Manocha 1993; 
Duo Chuan, 2006). Também foram descritas as endo-exoquitinases, que apresentam as duas atividades.

Bactérias do gênero Bacillus são candidatas para a produção de quitinase e suas utilidades nas diversas 
aplicações biotecnológicas. Estas enzimas quitinolíticas apresentam relevante potencial para diversas aplica-
ções, em diferentes áreas como, por exemplo; medicina, agricultura, indústria farmacêutica (Ramirez et al., 
2012; Han et al., 2014). Considerando o potencial metabólico dos Bacillus, membros deste gênero apresentam 
potencial para a síntese de diversos metabólitos secundários com aplicações biotecnológicas em diversos seto-
res, como na indústria farmacêutica, alimentícia e bioinseticidas, como por exemplo, as proteínas inseticidas 
(CRY, VIP, CYT) e outros fatores de virulência e patogenicidade (Bravo et al., 2007; Elleuch et al., 2015).

Dessa forma, o desenvolvimento de pesquisas desta natureza é importante para detectar compostos 
bioativos oriundos do metabolismo secundário microbiano, tais como, biopesticidas, fungicidas e as en-
zimas hidrolíticas. Neste sentido, é imprescindível a obtenção de conhecimentos dos recursos genéticos 
da microbiota amazônica por meio das técnicas de biologia molecular para usos biotecnológicos, como 
as enzimas hidrolíticas (Oliveira et al., 2017).

Material e Métodos
Foram reativadas 38 linhagens de bactérias pertencentes à coleção do Laboratório de Controle 

Biológico e Biotecnologia da Malária e Dengue-INPA, nos meios NA, LB e ISP2, incubadas em B.O.D. a 
30ºC, por 24h, 48h até atingir o nível 2 da escala de Marcfarland (3.108 nº de células). Em seguida, foram 
purificadas pela técnica de esgotamento por estrias cruzadas e submetidas à coloração pelo método de 
Gram (Martinez e Tadei, 2008).

A extração do DNA genômico foi realizada por meio do kit InstaGene Matrix (Bio- Rad, EUA), de acordo 
com as recomendações do fabricante. A qualidade e quantidade do DNA foram analisadas em Nanodrop™ 
2000 /Espectrofotômetros (Thermo Scientific). Na detecção do gene chi, foram utilizados os oligonucleo-
tídeos iniciadores: ChiF (5’ATG AGG TCT CAA AAA TTC 3’) e ChiR (5’CTA GTT TTC GCT AAT GAC 3’), 
(Barboza e Corona, 2003). Nas reações de amplificação foram usadas as seguintes concentrações dos rea-
gentes: Água (q.s.p)14,34 mL; MgCl2 (25 mM) 0,96 mL; Tampão (10X) 2,5mL; Primer F (10 pmoles) 1,0mL; 
Primer R (10 pmoles) 1,0 mL; dNTP (2,5 mM) 2 mL; Taq DNA polymerase (0,5U); DMSO 1,0 mL; DNA 2 
mL com o volume final de 25mL. Foram realizadas em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) nas 
seguintes condições: desnaturação inicial a 95ºC por  5 min; seguido por 30 ciclos: desnaturação a 94ºC 
por 1 min; anelamento a 45ºC por 1 min; polimerização em 72ºC a 1: 50 min; extensão final a 72ºC por 10 
min; hold 4 ºC. Os fragmentos amplificados foram visualizados após eletroforese em gel de agarose a 1%, 
em transiluminador ultravioleta e fotografado em aparelho TCL Documentation (Vilberlourmat).

As reações de amplificação do gene 16S consistiram em um volume final de 25 µL: (1,5µL MgCl2; 
2,5µL Tampão 10X; 0,5µL dNTP; 0,125µL Taq polimerase; 18,375µL H2O milli-Q; 1µL DNA e 0,5µL de 
cada Primer 8f (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) e 1401R (5’- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA 
ACG -3’) e realizadas em termociclador Thermal Cycler®. O perfil térmico consistiu de um ciclo inicial 
de desnaturação a 95°C por 3 min, seguido por 35 ciclos: desnaturação a 94°C por 25 s; pareamento a 
62°C por 25 s ; extensão a 72°C por 1 min e 25 s; extensão final, a 72°C por 5 min; hold 4 ºC (Boichenko 
2000). Os fragmentos amplificados foram visualizados após eletroforese em gel de agarose (0,8%, p/v) e 
corados com solução de brometo de etídio (0,005%, p/v), onde o registro das imagens foi feito em foto-
documentador (Eagle EyeII, Stratagene). Em seguida, foram purificados por meio do kit QIAquick™ PCR 
Purification (QIAGEN), de acordo com as recomendações do fabricante. Uma alíquota de 200ng do DNA 
purificado foi usada como matriz para as reações de sequenciamento, nas quais foi utilizado o kit BidDye 
Terminator V3.1. (Life Tchnologies) e 0,5µM do mesmo oligonucleotídeo utilizado para a reação de PCR. 
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As reações de sequenciamento foram precipitadas com etanol, inseridas no equipamento ABI 3500 XL 
(Applied Biosystems) para a determinação das sequências, que foram analisadas com o programa CAP3 
e comparadas com sequências bacterianas depositadas na base de dados do NCBI.

Resultados e Discussão

Por meio da caracterização morfo-tintorial e visualização em microscopia óptica, foi possível classi-
ficar os isolados como sendo (92%) bacilos gram positivos e (8%) bacilos gram negativos (Figura 1). 
Observações semelhantes foram feitas por Goto et al., (2000), os quais enfatizam que o grupo dos bacilos 
compreende bactérias cilíndricas em formas de bastonetes, isoladas ou em pares (diplobacilos) ou em 
cadeias (streptobacillos) com parede celular gram negativa gram ou gram positiva.

Quanto à detecção do gene chi, dentre os 38 isolados 6 (15,7%) linhagens R11 - Bacillus amyloliquefa-
ciens., 103 PHA-B. paramycoides; BTAM138- B. pumilus; BTAM18- B. wiedmannii., K2NA-B. proteolitycus 
e BTAM 27-Bacillus sp. todos bacilos gram positivos, apresentaram amplificação de fragmentos de DNA 
de aproximadamente 2027 pb, os quais estão discriminados abaixo (Figuras 2,3,4,5), usando eletroforese 
em gel de agarose 1%.

Considerando a importância do produto expresso pelo gene chi (quitinase), estas enzimas despertam 
interesses industriais devido à capacidade de hidrólise de polímeros insolúveis (Mandigan et al., 2012; 
Chaiharn, 2013). Dessa forma quitinase bacterianas possuem uma diversidade de aplicações, como por 
exemplo, na degradação eficiente de resíduos quitinosos, e principalmente no combate de fitopatógenos 
ou insetos pragas (Suryanto et al., 2011). Nesta premissa, Boera et al., (1998) relataram Pseudomonas, 
Xanthomonas e Streptomyces produtores de quitinase com ação inibitória no crescimento dos fungos 
Fusarium culmorum, Mucor hiemalis e Phoma exigua. Enquanto Yan et al., (2011) abordaram uma quiti-
nase sintetizada por Bacillus subtilis SL-13 que causou a mortalidade de células de uma colônia do fungo 
Rhizoctonia solani. Em relação ao biocontrole de insetos, Mubbarik et al., (2010) isolaram uma bactéria 
com parede celular gram positiva, cuja atividade quitinolítica apresentou capacidade de degradação da 
quitina do exoesqueleto do piolho-do-algodão, Aphis gossypi. Chandrasekaran et al., (2012), estudaram 
uma quitinase de Bacillus subtilis, que mostrou capacidade de causar a mortalidade em diferentes es-
tádios de desenvolvimento das larvas de Spodoptera litura. Há também um considerável interesse no 
potencial biotecnológico nos produtos da ação enzimática sobre a quitina, dentre estes, destacam-se os 
quitooligossacarideos (Hamid et al., 2013; Kidibule et al., 2018).

Em relação à identificação molecular por meio da amplificação e sequenciamento do gene 16S rDNA, 
foi possível identificar as 38 linhagens bacterianas, as quais são representantes de quatro gêneros: 
Bacillus, Paenibacillus, Serratia e Achromobacter. O parâmetro de decisão para proceder com a identifi-
cação molecular derivou do alinhamento comparativo entre sequências de DNA de espécies no BLAST 
assumindo-se o percentual de confiança para identidade (ID) (Tabela 1).

BA

Figura 1. Visualização de dois isolados bacterianos em microscopia ótica, (A) bacilos Gram 
positivo, (B) bacilos Gram negativo. Aumento de 40X.
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A obtenção de conhecimentos sobre os microrganismos por meio da análise do sequenciamento do 
gene 16S rDNA é de extrema importância, visto que estes genes apresentam áreas variáveis e conserva-
das de uma bactéria para outra, assim as espécies podem ser identificadas e classificadas em diferentes 
grupos filogenéticos, o que possibilita o estudo de suas aplicações (Garcia-Martinez et al.,1999; Boakye et 
al., 2016). O uso de técnicas moleculares no estudo da sistemática de Bacillus e gêneros correlatos, é es-
sencial para uma melhor classificação dos membros Logan et al., (2007). Dessa forma, foi possível iden-
tificar as linhagens R11 - Bacillus amyloliquefaciens, 103 PHA - B. paramycoides; BTAM138- B. pumilus; 
BTAM18- B. wiedmannii., K2NA - B. proteolitycus e BTAM 27- Bacillus sp. todas bacilos gram positivos 
e com a presença de amplícons do gene chi . De acordo com as atividades prospectivas de Kamil et al., 
(2007) e Mubarik et al.,(2010), bactérias quitinolíticas em formato de bacilos foram predominantes, os 
quais isolaram respectivamente, 5 e 25 bacilos quitinoliticos.

Figura 2. (M) Marcador 1 kb; (1)Bio03; (2)
Bio16; (3)2WISP2; (4) RAPANA; (5)BTAM141; (6)

BTAM27; (7)BTAM220; (8)103PHA; (9)38PHA; 
(10)BAM138; (11)R8; (12)R13; (13)K4; (CP)

Figura 3. (M) Marcador 1 kb;  (1)R19; (2) 
GD02. 6; (3)R11; (4)BCLBIO.

Figura 4. (M) Marcador 1 kb; (1)15PHA; (2)RKA1; 
(3)31ISP2; (4)51BT; (5)59PHA; (6)ARISP2; (7)R10; 
(8)BTAM18; (9)C39; (10)K2NA; (11)R8; (12)R22.

Figura 5. (M) Marcador 1 kb; (1)Bio03; 
(2)Bio16; (3)2WISP2; (4)RAPANA; (5) 
BTAM141; (6)BTAM27; (7)BTAM220.
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Conclusões
Trinta e oito linhagens bacterianas da Amazônia foram caracterizadas como bacilos Gram posi-

tivos e Gram negativos. 

Estas linhagens foram identificadas, as quais são pertencentes a quatro gêneros distintos: Bacillus, 
Paenibacillus, Achromobacter e Serratia.

Seis linhagens R11 - Bacillus amyloliquefaciens, 103 PHA - B. paramycoides; BTAM138- B. pu-
milus; BTAM18- B. wiedmannii., K2NA - B. proteolitycus e BTAM 27- Bacillus sp apresentaram amplifi-
cação do gene chi. 

Portanto, o presente estudo, com as linhagens oriundas de diferentes ambientes amazônicos, 
adiciona informações importantes aos conhecimentos já existentes sobre bactérias quitinolíticas, contri-
buindo para o entendimento da biodiversidade microbiana.
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Resumo
A manutenção dos microrganismos por longos períodos é importante para o ensino, para a pesquisa e 
para a indústria. Nesse sentido, técnicas de preservação têm sido desenvolvidas, avaliadas e utilizadas. 
O processo de liofilização é considerado um dos mais adequados para a preservação da viabilidade dos 
microrganismos. E fundamenta-se na remoção de água intracelular das amostras congeladas. De uma 
forma geral, esta metodologia proporciona ao microrganismo viabilidade, pouca contaminação e poucas 
alterações genotípicas e fenotípicas. Além dessas vantagens, a liofilização não necessita de monitoramen-
to contínuo e necessita de pouco espaço para o armazenamento. Apesar desse conhecimento, a literatura 
dispõe de poucos estudos investigando a influência da liofilização na viabilidade e nas características 
feno-genotípicas dos fungos de diferentes classes, inclusive com microrganismos dos gêneros Aspergillus 
e Penicillium. Neste trabalho foi avaliado o efeito da técnica de liofilização na viabilidade, na alteração 
das características macro morfológicas da colônia (forma, borda, topografia, aspecto de colônia, textura 
e cor) e na pureza de fungos destes gêneros. Foram submetidas ao processo de liofilização 100 amostras 
do gênero Aspergillus e 50 amostras do gênero Penicillium, pertencentes à Coleção de Microrganismos de 
Interesse Médico do INPA. As amostras foram incubadas em meio Ágar batata dextrose durante 7 dias, 
a 28 oC e em seguida foram submetidas à liofilização. Após o armazenamento dos liofilizados a -20 oC 
por um período de 90 dias, eles foram reativados para avaliação da viabilidade, das características macro 
morfológicas e pureza das colônias. A técnica de liofilização demonstrou-se eficiente para a preservação 
de espécies do gênero Aspergillus e Penicillium, entretanto, para o gênero Aspergillus, apesar de todas as 
amostras apresentarem-se viáveis após o processo, observou-se em 43% alterações morfológicas e 16% 
estavam contaminadas. Ressalta-se, portanto, a necessidade de escolha do método de preservação de 
acordo com cada microrganismo, para ter êxito na conservação das características fenotípicas e genotípi-
cas que são imprescindíveis para a manutenção de um acervo microbiano. 

Palavras-chave: Conservação a longo prazo, fungo filamentoso, coleção de microrganismos.

Introdução
As coleções biológicas possuem um papel fundamental para a sociedade, pois detêm valiosas informa-

ções sobre a biodiversidade (Marinone e Peixoto 2010). O Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia 
possui notáveis acervos distribuídos sobre a área de maior biodiversidade do planeta: a Amazônia 
(Uruburu 2003). O acervo das coleções microbiológicas é matéria prima para o avanço da biotecnologia, 
pois as diversidades genéticas dos microrganismos conferem a eles capacidade de sintetizar diversas 
substâncias de alto valor científico e industrial (Dellaretti 2014). O potencial de produção de substâncias 
importantes para o desenvolvimento, nos alerta acerca da importância de estudos que venham caracte-
rizar as melhores condições de preservação e de síntese dos bioativos (Newman e Cragg 2016). Em vista 
disso, mesmo com muitos desafios que as coleções enfrentam, é imprescindível garantir a qualidade das 
amostras depositadas (Marinone e Peixoto 2010). 

A escolha das técnicas de preservação dos microrganismos é primordial para a manutenção das cul-
turas visando à diminuição da perda da viabilidade celular e das mudanças na integridade fisiológica 
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e genética (Cavalcanti 2010). Os métodos usualmente administrados na coleção microbiológica para a 
conservação de fungos são: repique contínuo, preservação em óleo mineral, água destilada, congela-
mento, liofilização e criopreservação (Sola  2011). O repique contínuo, óleo mineral, água destilada e 
congelamento são vantajosos devido ao seu baixo custo, porém apresentam como desvantagem o risco 
de contaminação, perda de viabilidade, espaço de armazenamento e possibilidade de modificações nas 
características fenotípicas do microrganismo. 

Nesse âmbito a liofilização e a criopreservação são técnicas muito eficientes onde o metabolismo mi-
crobiano é inativado, diminuindo os riscos de modificações nas características fenotípicas do microrga-
nismo (Uruburu 2003; Dellaretti 2014). Neste método ocorre a remoção da água intracelular das amostras 
através da sublimação, o que proporciona, de uma forma geral, viabilidade, baixa contaminação e poucas 
alterações genotípicas e fenotípicas, além de não necessitar de monitoramento contínuo e requerer pouco 
espaço para armazenamento (Dellaretti 2014).  O agente protetor é imprescindível na preparação dos mi-
crorganismos para serem submetidos à técnica, afinal, o processo de liofilização pode ser muito agressivo 
para a célula. O skim milk aumenta a osmolaridade da célula, facilita a saída de água intracelular para 
o meio extracelular, e dificulta assim, a formação de cristais de gelo que poderiam danificar a estrutura 
fenotípica e genotípica da amostra (Dellaretti 2014).

 Apesar desse conhecimento, a literatura dispõe de poucos estudos investigando a influência da liofili-
zação sobre a viabilidade e as características feno-genotípicas dos fungos de diferentes classes, inclusive 
dos gêneros Aspergillus e Penicillium. Esses gêneros têm destaque na biotecnologia pela síntese de meta-
bólitos secundários com diversas bioatividades, como por exemplo, as atividades antibacterianas (Lacaz 
et al.2002). Por isso, esta pesquisa tem por objetivo, contribuir para a composição de um acervo viável 
e servir para o desenvolvimento de pesquisas de substâncias fúngicas com aplicações biotecnológicas.

Material e métodos
Foram utilizados 100 fungos do gênero Aspergillus divididos em 7 espécies: A. candidus (2), A. 

clavatus (3), A. flavus (25), A. fumigatus (11), A. niger (27), A. ochraceus (24), A. sydowi (8) e 50 fun-
gos do gênero Penicillium. Esses fungos foram isolados do ambiente e são pertencentes à Coleção de 
Microrganismos de Interesse Médico do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) e apresen-
tam depósitos entre os anos 2008 e 2012. Essas linhagens encontravam-se preservadas em óleo mineral 
e foram reativadas para a realização da presente pesquisa. Após o crescimento da colônia em tubo de 
ensaio em meio Ágar Batata Dextrose (BDA), por 7 dias à 28ºC, cada fungo foi semeado em uma placa de 
Petri contendo o meio BDA, e após incubação por 7 dias à 28ºC, as colônias viáveis e não contaminadas 
foram fotografadas e as características morfológicas  observadas foram: forma, borda, topografia, , textu-
ra e cor e aspecto de colônia. Posteriormente os fungos foram submetidos ao processo de liofilização de 
acordo com Day et al.(2007) conforme descrito a seguir: 

Em frascos de vidro “penicilina” de 20 mL, foi adicionado 1 mL de skim milk (meio de preservação), 
e então com uma alça de inoculação estéril foi homogeneizado a este meio uma quantidade de biomassa 
fúngica. Retirou-se a suspensão de esporos do tubo de ensaio, o homogeneizado feito anteriormente, 
e transferiu-a para tubos tipo penicilina. Na sequência, as amostras foram submetidas ao processo de 
liofilização, sendo incubadas durante 16 horas na máquina Wizard 2.0, da marca SP Scientific, da linha 
Advantage Plus. Em condições de vácuo menor que 750 rpm, à -45 ºC e +30 ºC nas prateleiras. Após o 
processo, os tubos foram fechados, ainda em condições de vácuo, com tampa para liofilização e lacra-
dos com lacre de metal, receberam a etiqueta padrão das Coleções de Microrganismos do INPA, e foram 
armazenados a -20ºC. 

Foram utilizados dois frascos de vidro tipo “penicilina” para cada amostra, dos quais um permaneceu 
no acervo da coleção e outro após 90 dias foi utilizado para a reativação.  A reativação ocorreu de acordo 
com Girão et al. (2004) e consistiu na adição de 1 mL de água destilada estéril no frasco com o liofiliza-
do, hidratando a amostra que em seguida foi semeada (0,25 µL) em uma placa de Petri com BDA. Para a 
validação do procedimento realizaram-se os controles de esterilização do meio de cultura, da água e da 
cabine de biossegurança.  
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Após o crescimento das colônias, avaliou-se a viabilidade, a pureza e as mudanças macro morfológi-
cas de cada fungo. A avaliação macro morfológica foi realizada analisando as características macroscópi-
cas descritas anteriormente. Com a finalidade de comparação das colônias, as imagens foram capturadas 
antes e após a preservação. Após o processo de reativação, a viabilidade fúngica (crescimento ou não 
do fungo preservado) e a presença de contaminantes foram observadas para a realização do cálculo da 
frequência de cepas viáveis e contaminadas. 

Resultados e discussão
Do total de 100 fungos do gênero Aspergillus, apenas 16 (16%) apresentaram contaminação após a 

reativação. Observou-se que A. ochraceus foi a espécie com maiores taxas de contaminação (38%) segui-
do de: A. fumigatus (27%), A. sydowi (13%), A. flavus (8%), A. niger (4%). Os fungos A. candidus e 
A. clavatus não apresentaram contaminações após a sua reativação. Como contaminantes encontraram-
se bactérias, leveduras e outros fungos filamentosos, sendo mais frequentes as leveduras. Nenhuma 
amostra do gênero Penicillium apresentou contaminação. Na figura 1 encontram-se os percentuais de 
contaminação e pureza das amostras após a reativação, em cada espécie. 

Com base nas fotos e nos dados anotados sobre as culturas pré e pós liofilização, foram avaliadas 
as diferenças macro morfológicas de cada amostra. A figura 2 demonstra a quantidade de fungos que 
tiveram a morfologia modificada. 

A espécie A. ochraceus apresentou o maior índice de alteração morfológica, que foi observada em 17 
das 24 cepas (71%). Essas modificações também ocorreram nas amostras de A. niger (alteração em 18 

Figura 1. Relação dos fungos contaminantes das amostras após o processo de liofilização

Figura 2. Dados de alterações morfológicas das culturas fúngicas após o processo de liofilização
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cepas, do total de 27 amostras), A. fumigatus (com alteração em 4 cepas, do total de 11), A. sydowi (com 
alteração em 1 cepa, do total 8 amostras) e A. flavus (com alteração em 3 cepas, do total de 25). 

Os fungos A. candidus e A. clavatus, assim com o gênero Penicillium sp., não apresentaram mudan-
ças na morfologia. 

As maiores mudanças observadas nos fungos A. ochraceus foram relacionadas à coloração da colônia, 
antes com um pigmento amarelo e posteriormente apresentou-se com cor mais clara, se aproximando do 
branco, e a topografia de plana para crateriforme (Figura 3).

A segunda espécie com maior taxa de alterações na macro morfologia foi A. niger (66%) que apresen-
tou mudanças na sua coloração, na textura e topografia (Figura 4).

Figura 3. Cultura do fungo A. ochraceus em meio BDA: A imagem da esquerda refere-se ao 
fungo pré-liofilização, e a imagem da direita refere-se ao fungo pós-liofilização.

Figura 4. Cultura do fungo A. niger em meio BDA: A imagem da esquerda refere-se ao fungo 
pré-liofilização, e a imagem da direita refere-se ao fungo pós-liofilização.

A espécie A. flavus demonstrou ser o fungo com maior eficiência do procedimento, apresentando 
92% de pureza (figura 5) e 88% de conservação da sua macro morfologia.

Os poucos dados existentes na literatura demonstram que a técnica de liofilização é o método mais 
apropriado para a preservação de fungos dos gêneros Aspergillus sp. e Penicillium sp., entendendo que 
por terem esporos resistentes, os gêneros sobrevivem ao processo e mantêm sua morfologia e viabilidade 
(Pires et al.2012). 

Este trabalho traz dados importantes a serem considerados na liofilização principalmente de espé-
cies de Aspergillus que apesar de todas as amostras estarem viáveis após a liofilização, observou-se que 
no gênero Aspergillus 16% apresentaram contaminação e em 43% alteração na morfologia, causando 



Microbiologia Básica 193

dificuldade no momento da identificação. Alterações morfológicas pós-liofilização podem ser observa-
das em fungos, como o descrito por Cavalcanti (2010), que apesar do resultado de 100% de viabilidade 
celular, nove dentre as 20 amostras de Candida sp., apresentaram discordância da morfologia original.

Ressalta-se, portanto que a escolha do método de preservação, é essencial para ter êxito na conserva-
ção das características fenotípicas e genotípicas de determinado microrganismo, visto que cada micror-
ganismo reage de maneira diferente para as distintas técnicas (Sola, 2011).

Conclusão
A técnica de liofilização demonstrou-se eficiente para a preservação de espécies do gênero Aspergillus 

sp. e Penicillium sp. Entretanto, para o gênero Aspergillus sp., apesar de todas as amostras apresentarem-
se viáveis após o processo, em 43% observou-se alterações morfológicas e 16% estavam contaminadas. 

Referências
Cavalcanti SDB 2010. Aplicação de metodologias de preservação e caracterização de fungos na coleção de culturas do 

Instituto de Medicina Tropical de São Paulo. Dissertação apresentada à Faculdade de Medicina.

Dellaretti,EM 2014. Preservação de fungos em baixas temperaturas. São João del-Rei, Brasil Monografia apresentada 
à Universidade Federal de São João del-Rei do Programa de Graduação de Bacharelado Interdisciplinar em 
Biossistemas. 36p.

Day JG, Stacey GN 2007. Cryopreservation and Freeze-Drying Protocols. 2nd ed. Totowa, New Jersey, 348p.

Girão MD, Ribeiro M, Sâmia R, Brilhante N, Cordeiro RA, Monteiro AJ, Gadelha F 2004. Viabilidade de cepas de 
Malassezia pachydermatis mantidas em diferentes métodos de conservação.  Revista da Sociedade Brasileira de 
Medicina Tropical, 37: 229-233.

Lacaz, CS, Porto, E, Martins, JEC, Heins-Vaccari EM, De Melo NT 2002. Tratado de Micologia Médica. 9. ed. São 
Paulo: Sarvier.

Marinoni, L, Peixoto, AL 2010. As coleções biológicas como fonte sobre a biodiversidade. Ciência e Cultura, 62, 3:54-57.

Newman, DJ, Cragg, GM 2016. Natural Products as Sources of New Drugs from 1981 to 2014. Journal of Natural 
Products, 79: 629–661.

Pires, GCC, Aparecido CC, Finatti D Preservação em Laboratório de fungos filamentosos por longos períodos de tempo. 
Instituto Biológico, Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Vegetal.

Sola MC 2011. Manutenção de Microrganismos: Conservação e Viabilidade. Goiânia, Brasil Tese de Doutorado 
apresentado junto à Disciplina Seminários Aplicados do Programa de Pós-Graduação em Ciência Animal da Escola 
de Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de Goiás. 34p. 

Uruburu F 2003. History and services of culture collections. International Microbiology: the official journal of the 
Spanish Society for Microbiology. 6: 101-3. 

Figura 5. Cultura do fungo A. flavus em meio BDA: A imagem da esquerda refere-se ao fungo 
pré-liofilização, e a imagem da direita refere-se ao fungo pós-liofilização.



Oliveira, L.A.; Oliveira, J.G.S.; Gasparotto, L.; Jesus, M.A.; 
Rocha, L.C.; Bentes, J.L.S.; Kirsch, L.S.; Andrade, S.L.
Diversidade Microbiana da Amazônia. vol. 3, 2019194

Otimização das condições para a produção de metabólitos no 
co-cultivo de Quambalaria cyanescens e Paecilomyces sp.

Débora de Sena Raposo1, Joyce Belentani de Souza Maciel1, Thiago Fernandes de 
Sousa1, Gilvan Ferreira da Silva2, Héctor Henrique Ferreira Koolen3

1 Discentes da Graduação em Licenciatura em Ciências Biológicas, Escola Normal Superior, Universidade do Estado 
do Amazonas

2 Pesquisador da EMBRAPA Amazônia Ocidental
3 Pesquisador e Docente do Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais, Escola Superior de Ciências da Saúde, 
Universidade do Estado do Amazonas

 Emails: deborasenara@gmail.com; hkoolen@uea.edu.br 

Resumo
Fungos apresentam-se como seres vivos diversificados podendo ter em seu reino representantes leveduri-
formes e filamentosos. Estes, além de possuir importância ecológica, alimentar, e ter alguns representan-
tes atuantes como patógenos humanos, também são importantes produtores de metabólitos secundários 
com grande utilização na indústria farmacêutica. Tendo em vista o potencial biotecnológico desses or-
ganismos e a diversidade de espécies com importância química, este estudo aborda técnicas indutoras 
de desvios metabólicos (OSMAC) em endófitos amazônicos. O estudo foi conduzido com Quambalaria 
cyanescens e Paecilomyces sp., isolados do fruto do açaí-do-amazonas. Evidenciou-se, o potencial quí-
mico das cepas, em especial Q. cyanescens, bem como do co-cultivo das espécies, o que possibilitou a 
biossíntese de moléculas potencialmente novas.

Palavras-chave: Açaí-do-amazonas; Fungos endofíticos; Metabolismo microbiano; Produtos naturais.

Introdução 
Os fungos são seres vivos eucarióticos com um só núcleo, como as leveduras, ou multinucleados, como 

os bolores e os cogumelos (Takahashi et al., 2017). Fungos têm uma diversidade de interações fundamen-
tais na natureza, entre elas, a associação mutualista com raízes denominada micorrizas e a degradação de 
lignina com papel fundamental na reciclagem de nutrientes (Souza et al., 2008).  Além de possuir caráter 
de extrema importância em nível ecológico, fungos estão diretamente relacionados aos seres humanos, 
servindo como alimento, devido ao seu alto valor nutricional, como é o caso do basidiomiceto Pleurotus 
ostreatus, e também, sendo fonte de moléculas bioativas, como exemplo, o ascomiceto Aspergillus terreus 
de onde foi descoberto o fármaco lovastatina atuante na redução de colesterol (Singh e Pelaez, 2008). 

Pertencente ao filo Basidiomycota, o gênero Quambalaria apresenta em suas características mor-
fológicas um grupo de conídios e conidióforos com septos visíveis e posterior brotamento de conídios 
secundários (Raima et al., 2010) e em suas características macroscópicas produções de diferentes pig-
mentos. O gênero engloba cinco espécies: Q. pitereka, Q. eucalypti, Q. cyanescens, Q. coyrecup e Q. 
pusilla (Stodulková et al., 2015). Representantes deste gênero foram descritos em uma gama de nichos 
ecológicos, estando presentes no ar, em material vegetal, no solo e até mesmo em insetos (De Hoog e De 
Vries, 1973). Além disso, Quambalaria apresenta espécies produtoras de substâncias bioativas, como por 
exemplo a Q. cyanescens produtora de substâncias bioativas contra células cancerígenas e microrganis-
mos patogênicos, denominadas quambalarinas A e B (Stodulková et al., 2015).

Representantes deste gênero são em sua maioria patógenos de plantas, entretanto, também podem 
ser encontrados como endofíticos (Padhi e Tayung, 2013). Fungos endofíticos são aqueles que colonizam 
plantas sem lhes causar sintomas visíveis de infecção (Muvea et al., 2014). Podem gerar benefícios ao 
hospedeiro, como indução de metabólitos secundários ativos contra patógenos e secreção de fitohormô-
nios. Além disso, são produtores de uma diversidade de substâncias com potencial medicinal, na agricul-
tura e em aplicações industriais (Costa et al., 2012).



Microbiologia Básica 195

Estudos recentes com fungos endofíticos vêm empregando técnicas que permitem a indução de des-
vios no metabolismo secundário. Uma das vertentes é denominada método OSMAC (do inglês, one strain 
many compounds), a qual consiste em cultivar uma determinada espécie de microrganismo variando-se 
algumas condições de incubação. Entre os diversos parâmetros que podem ser utilizados estão a alte-
ração da composição e aeração do meio de cultura, o período de cultivo, temperatura, pH, adição de 
xenobióticos, e por fim o co-cultivo (Saleem et al., 2009). Este último é baseado no cultivo concomitante 
de duas ou mais espécies fúngicas em uma única fonte de carbono, fazendo com que os microrganismos 
interajam e disputem os nutrientes limitados produzindo moléculas de ataque e defesa, e assim, produ-
zam novas substâncias (Bertrand et al., 2014). Desta forma, o presente estudo delineou a aplicação da 
técnica de OSMAC em dois fungos endofíticos dos frutos do açaí-do-amazonas por meio da modalidade 
de co-cultivo identificando possíveis desvios no metabolismo secundário dos mesmos, bem como otimi-
zando os parâmetros necessário para tal.

Material e Métodos
O isolamento dos microrganismos foi realizado mediante metodologia previamente descrita (Souza 

et al., 2004).

A purificação das cepas fúngicas se deu por meio da obtenção de culturas monospóricas. Esta etapa 
foi feita através de diluições seriadas dos esporos (Petrini et al., 1993). As colônias puras foram preserva-
das conforme metodologia de Castellani (Petrini et al., 1993) e depositadas na coleção de microrganismos 
do Grupo de Pesquisa em Metabolômica e Espectrometria de Massas (MMSRG) da UEA, a fim de cons-
tituir a micoteca do grupo citado. Para o cadastro, cada linhagem teve suas características morfológicas 
avaliadas por microscopia ótica, e as estruturas reprodutivas foram utilizadas para formar grupos de 
isolados. Nesta etapa, apenas uma parte das linhagens foi passível apenas de identificação a nível taxo-
nômico de gênero.

Em seguida, os isolados monospóricos foram crescidos em meio líquido batata dextrose levedura 
(BDL, batata 200 g/L, dextrose 10 g/L, extrato de levedura 2 g/L) sob agitação à 150 rpm e 28 °C para 
obtenção de massa micelial. Após a separação das células do caldo fermentado por meio de filtração à 
vácuo, o ácido desoxirribonucleico (DNA) total foi obtido conforme o protocolo de extração por deter-
gente catiônico 2% (Doyle e Doyle, 1987). A integridade do DNA extraído foi visualizada por meio de gel 
de agarose 0,8% (m/m) e quantificada em um espectrofotômetro UV-Vis modelo NanoDrop 2000 e logo 
após diluídas para a concentração de 100 ng/μL.

A identificação molecular dos isolados foi feita com base na região do espaçador interno transcrito e do-
mínios D1/D2 da região 28S do rDNA utilizando-se os primers ITS 1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 
(Arhheim et al., 1990) e NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) (Carbone e Kohn, 1999). Os amplicons 
esperados foram fragmentos de aproximadamente 1200 pares de bases, destes, aproximadamente 500 pb 
correspondem à região ITS e 700 pb correspondem a LSU 28S.

Reações de PCR foram realizadas utilizando 100 ng do DNA total; 0,5 pmol de cada primer; 1X de tam-
pão de reação (100 mM Tris-HCl (pH 8,8 a 25 ºC), 500 mM KCl, 0,8% (v/v) Nonidet P40); 2 mM de MgCl2; 
1 mM de dNTPs e uma unidade de Taq DNA polimerase (DNA Express) para um volume final de 25 µL. As 
condições de PCR foram: desnaturação inicial foi de 94 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturação 
a 94 ºC por 1 min, anelamento 57 °C por 1 min., extensão de 72 °C por 1,5 min, seguido de extensão final a 
72 ºC por 5 min. Os amplicons gerados foram visualizados em gel de agarose com auxílio do marcador 1kb 
para confirmar a amplificação apenas da região de interesse. Os produtos de PCR foram tratados com po-
lietilenoglicol (PEG 20%) e sequenciadas usando o kit BigDye™ Terminator v3.1, no 3500 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems™) conforme recomendações do fabricante. A sequência consenso para cada locus foi 
obtida com base no sequenciamento das fitas forward (F) e reverse (R) utilizando-se o programa DNA Baser 
v.4.36 (http://www.dnabaser.com/) para montagem de contig. O alinhamento das sequências obtidas foi 
realizado utilizando-se a ferramenta nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov).
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O cultivo dos fungos para a avaliação do potencial de crescimento e subsequente produção de metabóli-
tos foi realizado em placas de Petri de 8,5 cm. Para a primeira etapa foram testadas fontes de carbono à base 
de meio BDA, Sabouraud, extrato de carne e Czapek-modificado. Para a segunda etapa apenas de co-cultivo 
foi utilizado o meio de cultura BDA. Cerca de 10 placas contendo o meio mais indicado foram inoculadas 
duplamente. O fungo MMSRG-018 foi inoculado do lado esquerdo a 5 mm de distância da borda, ao passo 
que o fungo MMSRG-024 foi inoculado do lado direito. O crescimento das cepas foi acompanhado a cada 
3 dias. Placas controle contendo cultivos individuais das mesmas linhagens foram avaliadas concomitan-
temente. Ao fim de 21 dias, todo o conteúdo da placa (meio de cultura fermentado e micélio) foi raspado, 
triturado e macerado com uma mistura de acetato de etila, diclorometano e metanol (5:3:2, v/v). Após 
filtrado, o solvente contendo os metabólitos foi evaporado por meio de rotoevaporação à vácuo.

As análises químicas foram realizadas em um sistema de LC-MS/MS 6550 iFunnel da Agilent, constitu-
ído de um cromatógrafo de alta performance acoplado a um espectrômetro de massas com geometria do 
quadrupolo tempo de voo (Q-TOF). A técnica de ionização utilizada foi a eletrospray (ESI) e os parâmetros 
de ionização foram os seguintes: voltagem do capilar, 4000 V; tensão do bocal, 0 V; fragmentador, 100 V; 
skimmer (capilar de transferência), 65 V; temperatura do gás, 275 °C; vazão de gás, 14 L/min; nebulizador, 
45 psi. A temperatura do auto-amostrador foi mantida à 20 °C e o volume de injeção foi de 10 μL. 

A separação dos compostos foi realizada em uma coluna Poroshell 120 EC-C18 (Dimensões 50 mm x 
4.6 mm, diâmetro da partícula 2.7 μm) utilizando uma fase binária (solvente A: água, solvente B: meta-
nol) para as separações. A eluição em gradiente a 30 °C foi a seguinte: 0-2 min, 5% B; 2-15 min, 5-60% 
(v/v) B; 15-25 min, 60-70% (v/v) B; 25-35 min, 70-100% (v/v) B; 35-50 min, 100% de B a uma vazão de 
0,4 mL/min.  As identificações foram realizadas por meio da interpretação manual dos espectros de MS/
MS em comparação com a literatura adequada. Os espectros obtidos foram processados utilizando-se o 
software MassHunter Qualitative Analysis versão B.07.00.

Resultados e Discussão
Após o sequenciamento, as principais linhagens isoladas dos frutos do açaí-do-amazonas foram 

identificadas como Quambalaria cyanescens MMSRG-018 e Paecilomyces sp. MMSRG-024. O gênero 
Quambalaria é de rara ocorrência, sendo sempre associado como um fitopatógeno, especialmente de 
cultivos de eucalipto (Eucalyptus spp.) (Andrade et al., 2005). Este fungo é classificado como um basi-
diomiceto com reprodução assexuada. Diferentemente de outros representantes do filo Basidiomycota, 
este gênero não apresenta basidiocarpo. Por outro lado, fungos do gênero Paecilomyces são bem mais 
recorrentes tendo sido isolados nos mais distintos ambientes (Guo et al., 2007). Membros deste gênero 
são ascomicetos com diversas potencialidades, especialmente o biocontrole de nematódeos que atacam 
cultivos de tomates (Guo et al., 2007).

 Inicialmente, foram avaliadas as taxas de crescimento das duas linhagens de fungos separadamente. 
Isto se deu pela necessidade de encontrar uma condição de cultivo propícia para a produção de meta-
bólitos para ambas, bem como na necessidade de que as linhagens crescessem em taxas aproximadas. 
Os fungos Quambalaria cyanescens MMSRG-018 e Paecilomyces sp. MMSRG-024 foram avaliados quanto 
sua taxa de crescimento nos meios BDA, Czapek-modificado, Sabouraud e extrato de carne. O fungo Q. 
cyanescens apresentou a melhor taxa de crescimento em BDA (39,05 mm/dia) e coincidentemente o fun-
go Paecilomyces sp. também preferiu a fonte de carbono de batata crescendo 46.44 mm/dia. Em especial, 
o fungo Q. cyanescens indicou que todas as outras fontes de carbono testadas não eram adequadas para 
sua nutrição, uma vez que seu crescimento estagnou a partir do quinto dia. Na produção de Paecilomyces 
sp. MMSRG-024 em diferentes meios de cultura após 21 dias de cultivo, metabólitos foram constatados 
através da coloração, tanto do micélio como do meio de cultura (extrólitos). Porém, novamente, o meio 
em BDA mostrou-se mais adequado para o propósito deste trabalho (Figura 1.)

Ao serem inoculadas em porções diferentes das placas, observou-se que o Paecilomyces sp. cresceu de 
forma mais acelerada nos primeiros nove dias, enquanto que Q. cyanescens cresceu menos. Observou-se 
que apesar disso, o basidiomiceto passou a excretar seus metabólitos mais rapidamente, comprometendo 
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seu crescimento. A partir do nono dia, a linhagem de Q. cyanescens passou a excretar metabólitos de 
coloração violeta, o que fez com que o crescimento do ascomiceto Paecilomyces sp. fosse retardado. 
Isto foi observado como um halo de inibição, o que permitiu a posterior retomada do crescimento de Q. 
cyanescens a partir do décimo-quinto dia. Na etapa final do co-cultivo, o fungo Paecilomyces sp. passou 
a excretar seus metabólitos de coloração avermelhada, e desta forma tingiu o restante da placa. Ao final 
de 21 dias, o conteúdo das placas foi dividido (Figura 2), extraído e os respectivos extratos preparados.

Figura 1. Culturas das linhagens de fungos endofíticos Quambalaria cyanescens MMSRG-018 e Paecilomyces sp. 
MMSRG-024.

Figura 2. Cultivo de Quambalaria cyanescens MMSRG-018 (R1) e Paecilomyces sp. MMSRG-024 (A3) em meio BDA 
com 4, 12 e 21 dias, respectivamente.

Os diferentes extratos obtidos foram analisados pela técnica de LC-MS/MS. A comparação dos cro-
matogramas permitiu identificar os metabólitos produzidos pela cepa de Q. cyanescens quando cultivada 
sozinha, bem como identificar que novos metabólitos são produzidos quando os dois fungos passam a 
competir pela fonte de carbono. A Figura 3 indica a diferença no metabolismo entre os cultivos isola-
dos e o co-cultivo, onde uma maior complexidade, já esperada, é observada. A principal mudança no 
metabolismo é constatada pela aparição de dois picos nos tempos de retenção 12,8 e 13,3 minutos. Os 
compostos eluindo nos referidos tempos apresentaram m/z 375,2591 e 461,2876, respectivamente. A 
busca na literatura por substâncias fúngicas com as mesmas m/z não apresentou resultados consistentes, 
o que nos leva a supor que se tratam de novas moléculas. Adicionalmente, os picos encontrados para os 
cultivos individuais também foram analisados. Para o fungo Paecilomyces sp., apenas o pico 1 foi passível 
de identificação. A comparação de sua massa exata (m/z 279,1618; M-H) e seu padrão de fragmentação 
com a literatura permitiu a identificação deste pico como sendo o composto brefeldina A (Wang et al., 
2002). Esta substância foi previamente identificada em uma linhagem endofítica de Paecilomyces sp. 
associada à planta Taxus mairei (Wang et al., 2002). Para o fungo Q. cyanescens, apenas um estudo 
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prévio relatou alguns de seus metabólitos produzidos (Raima et al., 2010). Por se tratar de um fungo 
raro e descrito a menos de 20 anos, poucos estudos prévios foram conduzidos até então. As substâncias 
assinaladas como 2 (m/z 221,0099; [M-H]-), 3 (m/z 317,0643; [M-H]-) e 4 (m/z 319,0839; [M-H]-) foram 
identificadas como as naftoquinonas mompaína, quambalarina A e quambalarina B, respectivamente 
(Figura 3) (Stodulková et al., 2015). 

Os metabólitos identificados das culturas isoladas possuem diversas potencialidades comprovadas. 
Destaca-se o potencial antibiótico da brefeldina A (Wang et al., 2002) e as atividades antifúngicas das 
quambalarinas (Stodulková et al., 2015). Fica claro que o fungo Q. cyanescens MMSRG-018 excretou estes 
metabólitos, e que estes auxiliaram na competição atuando como agentes fungistáticos. Destaca-se tam-
bém o potencial da substância quambalarina B, recentemente descrita como uma potente substância an-
titumoral (Grobárova et al., 2016). Os pigmentos identificados tanto no cultivo isolado de Q. cyanescens 
como no co-cultivo indicam que estes compostos desempenham papel vital na ecologia desta espécie. 
Ressalta-se também, o potencial do fungo Paecilomyces sp. que em situação de perigo excretou metabó-
litos com pigmentação vermelha, estes ainda por terem suas identidades a descobrir.

Figura 3. Cromatogramas de LC-MS/MS no modo negativo do co-cultivo (I), cultura isolada de Paecilomyces 
sp. MMSRG-024 (II) e Quambalaria cyanescens MMSRG-018 (III), respectivamente. Os picos assinalados foram 

identificados como brefeldina A (1), mompaína (2), quambalarina A (3) e quambalarina B (4).

Conclusões
Além da capacidade de produzir diferentes metabólitos da classe das naftoquinonas, neste trabalho 

evidenciou-se o potencial do fungo Quambalaria cyanescens MMSRG-018 em retardar o crescimento de 
Paecilomyces sp. MMSRG-024. 

Adicionalmente observou-se que o co-cultivo entre estes dois fungos causa desvios metabólicos que 
conduzem à produção de duas substâncias não previamente descritas. Os resultados alcançados refor-
çam a necessidade de estudos visando novas moléculas bioativas de fungos da Amazônia



Microbiologia Básica 199

Referências 
Andrade GCG, Alfenas AC, Mafia RG, Mafiia LA, Gonçalves RC 2005. Escala diagramática para avaliação da severidade 

da mancha foliar do eucalipto causada por Quambalaria eucalypti. Fitopatologia Brasileira, 30(5):504-509.

Arnheim N, White T, Rainey WE 1990. Application of PCR: Organismal and population biology. BioScience, 40(3):174-
182. 

Bertrand S, Bohni N, Schnee S, Schumpp O, Gindro K, Wolfender JL 2014. Metabolite induction via microorganism co-
culture: a potential way to enhance chemical diversity for drug discovery. Biotechnology Advances, 32(6):1180-1204.

Carbone I, Kohn LM 1999. A method for designing primer sets for speciation studies in filamentous ascomycetes. 
Mycologia, 91(3):553-556.

Costa IPMW, Maia LC, Cavalcanti MA 2012. Diversity of leaf endophytic fungi in mangrove plants of northeast Brazil. 
Brazilian Journal of Microbiology, 43(1):1165–1173.

De Hoog GS, De Vries GA 1973. Two new species of Sporothrix and their relation to Blastobotrys nivea. Antonie van 
Leeuwenhoek, 39(1):515-520.

Doyle JJ, Doyle JL 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh leaf tissue. Phytochemical 
Bulletin, 19(1):11-15.

Grobárova V, Valis K, Talacko P, Pavlu B, Hernychová L, Nováková J, Stodulková E, Flieger M, Novák P, Černý J 2016. 
Quambalarine B, a secondary metabolite from Quambalaria cyanescens with potential anticancer properties. 
Journal of Natural Products, 79(9):2304-2314.

Guo Z, She Z, Shao C, Wen L, Liu F, Zheng Z, Lin Y 2007. 1H and 13C NMR signal assignments of paecilin a and 
b, two new chromone derivatives from mangrove endophytic fungus Paecilomyces sp. Magnetic Resonance in 
Chemistry, 45(9):777-780.

Muvea AM, Meyhofer R, Subramanian S, Poehling HM, Ekesi S, Maniania NK 2014. Colonization of onions by 
endophytic fungi and their impacts on the biology of Thrips tabaci. Plos One, 9(9):1-22.

Padhi S, Tayung KA 2013. Antimicrobial activity and molecular characterization of an endophytic fungus, Quambalaria sp. 
isolated from Ipomoea cárnea. Brazilian Journal of Microbiology, 63(2):793-800.

Petrini O, Sieber TN, Toli L, Viret O 1993. Ecology, metabolite production, and substrate utilization in endophytic 
fungi. Natural Toxins, 1(3):185-196.

Raima MA, Strobel GA, Vishnevetsky M, Ren Y, Geary B 2010. Biologically active endophytic Quambalaria sp. from 
Leptospermum junipae in Australia. Mycology, 1(1):67-74.

Souza AQL, Souza ADL, Filho SA, Pinheiro MLB, Sarquis MIM, Pereira JO 2004. Atividade antimicrobiana de fungos 
endofíticos isolados de plantas tóxicas da amazônia: Palicourea longiflora (aubl.) rich e Strychnos cogens bentham. 
Acta Amazonica, 34(2):185-195.

Souza HQ, Oliveira LO, Andrade JS 2008. Seleção de basidiomycetes da Amazônia para produção de enzimas de 
interesse biotecnológico. Ciência e Tecnologia de Alimentos, 28(1):116-124.

Saleem TSM, Ravi V, Gauthaman K, Saisivam S 2009. Microbial production and OSMAC study of Streptomyces species 
coded as G-16. Journal of Pharmaceutical Sciences, 1(2):57-60.

Singh SB, Pelaez F 2008. Biodiversity, chemical diversity and drug discovery. Natural Compounds as Drugs, 65(1):141-
174.

Stodulková E, Císarová I, Kolarík M, Chudícková M, Novák P, Man P, Kuzma M, Pavlu B, Cerný J, Flieger M 2015. 
Biologically active metabolites produced by the basidiomycete Quambalaria cyanescens. Plos One, 10(2):1-12.

Takahashi JA, Lima GS, Santos GF, Lyra FH, Silva-Hughes AF, Gonçalves FAG 2017. Fungos filamentosos e química: 
velhos conhecidos, novos aliados. Revista Virtual de Química, 9(6):2351-2382.

Wang J, Huang Y, Fang M, Zhang Y, Zheng Z, Zhao Y, Su W 2002. Brefeldin a, a cytotoxin produced by Paecilomyces sp. 
and Aspergillus clavatus isolated from Taxus mairei and Torreya grandis. FEMS Immunology & Medical Microbiology, 
34(1):51-57.



Oliveira, L.A.; Oliveira, J.G.S.; Gasparotto, L.; Jesus, M.A.; 
Rocha, L.C.; Bentes, J.L.S.; Kirsch, L.S.; Andrade, S.L.
Diversidade Microbiana da Amazônia. vol. 3, 2019200

Isolamento e identificação de fungos endofíticos de Passovia 
stelis (Loranthaceae)

Sara Simões Silva1, Maria Beatriz Silva Costa2, Antonia Queiroz Lima de Souza3, 
Camila Martins Oliveira4.

1 Bacharel em Química Industrial, Universidade Federal do Amazonas
2 PG Ciência e Tecnologia para Recursos Amazônicos, Universidade Federal do Amazonas
3 Prof. Dra., Universidade Federal do Amazonas
4 Prof. Dra., Universidade Federal do Mato Grosso
 Emails: sarahsimoes94@gmail.com, mariabeatrizsilvacosta@gmail.com, antoniaqlsouza@gmail.com,  
camilacm@ufam.edu.br

Resumo
A floresta amazônica é constituída de uma vasta quantidade de matérias-primas, no entanto, os micror-
ganismos endofíticos que a compõem ainda são pouco estudados. Seus metabólitos secundários bioati-
vos possuem aplicações potencialmente úteis na agricultura, indústria e especialmente, no ramo farma-
cêutico. As plantas da família Loranthaceae, popularmente conhecidas como ervas-de-passarinho, têm 
sido reconhecidas há muito tempo como portadoras de propriedades terapêuticas, e a espécie Passovia 
stelis é amplamente encontrada na região Amazônica. Assim, o presente trabalho teve por objetivo isolar 
os fungos endofíticos das folhas e caule de P. stelis. As amostras vegetais foram submetidas à assepsia 
superficial, fragmentadas e inoculadas em placas de Petri contendo meios de cultura BDA, Ágar Aveia 
e Ágar ISP2 até o crescimento dos fungos, que foram repicados sucessivamente até purificação. Os 
isolados fúngicos foram analisados macro e micromorfologicamente, e posteriormente preservados em 
tubos criogênicos, tubos inclinados, palito e água destilada. Foram isolados 104 fungos endofíticos, dos 
quais 73 foram identificados como pertencentes aos gêneros Guignardia sp., Phomopsis sp., Xylaria sp. 
e Colletotrichum sp. Os resultados obtidos neste estudo apresentam a diversidade de fungos endofíticos 
existentes nos tecidos vegetais da P. stelis, contribuindo para ampliação do conhecimento sobre a micro-
biota endofítica fúngica de espécies de Loranthaceae.

Palavras-chave: Loranthaceae, Microrganismos, Diversidade.

Introdução
Brasil possui cerca de 20% da biodiversidade global, sendo a floresta amazônica, a maior do mundo, 

com matérias-primas nas mais diversas áreas. Todavia, as espécies que a compõem e suas interações 
filogenéticas são pouco compreendidas, inclusive seus microrganismos e suas relações com outros seres 
vivos (Santos et al., 2013).

Os endófitos (do grego, endon: dentro de; phyton: planta) (Sudha et al., 2016), são aqueles microrganis-
mos que habitam a parte interna da planta, sendo encontrados em folhas, ramos e raízes, podendo ocupar 
espaços inter e intracelulares. Em geral, os fungos endofíticos adentram as plantas por meio de lesões na-
turais e artificiais, e provavelmente estão presentes em todas as plantas, sendo que uma planta pode conter 
centenas deles (Calderani et al., 2016), e pelo menos um é específico ao hospedeiro (Chapla et al.,  2013).

Estes microrganismos são fontes facilmente renováveis e reprodutíveis quando comparados com ou-
tras fontes naturais, como plantas e animais (Specian et al., 2014). Os fungos endofíticos, em especial, 
são fontes promissoras de substâncias naturais novas e são capazes de produzir um grande número 
de importantes metabólitos secundários bioativos, conhecidos apenas em plantas (Chapla et al., 2013; 
Soares e Pimenta, 2015).

Os metabólitos secundários são compostos que comumente apresentam estrutura complexa, baixo peso 
molecular e atividades biológicas marcantes (Calderani et al., 2016) pertencentes a diversas classes quími-
cas, como policetídeos, alcalóides, terpenos e peptideos não ribossomais (Canuto et al., 2012). 
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As plantas pertencentes à família Loranthaceae têm sido reconhecidas como portadoras de proprie-
dades terapêuticas, que possui uma distribuição pantropical, compreende 73 gêneros e 800 espécies, 
sendo 12 gêneros e 131 espécies pertencentes à flora brasileira. Os gêneros Passovia, Psittacanthus e 
Struthanthus são mais diversificados na flora brasileira quando comparados aos de outros países da 
América do Sul, no entanto, pouco estudada. Quanto à disposição geográfica no Brasil, alguns gêneros 
são tipicamente tropicais e generalizados, tais como Passovia, Psittacanthus e Struthanthus, enquan-
to outros têm distribuições restritas, por exemplo, Cladocolea, Gaiadendron, Peristethium, Phthirusa, 
Oryctanthus, Oryctina e Pusillanthus. Esses gêneros são encontrados principalmente na Amazônia, mas 
Pusillanthus e Oryctina também habitam Caatinga (Arruda et al., 2012).

A espécie vegetal Passovia stelis recebe o nome popular de “erva-de-passarinho” devido ao expres-
sivo número de espécies, cuja dispersão é feita sobretudo por aves, havendo uma estreita relação entre 
o grupo de plantas e as aves (Vasconcelos e Melo, 2015). As pseudobagas sulcosas atraem-nas e são 
avidamente ingeridas (Conceição et al., 2010). A semente, após passar pelo trato digestório das aves, é 
eliminada com as fezes e ao cair sobre a casca de alguma árvore, geralmente, germina. A erva-de-pas-
sarinho se fixa nos galhos e troncos da planta hospedeira, se desenvolvendo vigorosamente e ocupando 
partes localizadas ou quase a totalidade da copa (Caires et al., 2009). A P. stelis é utilizada na medicina 
popular como adstringente para as moléstias uterinas, antidiarreica, abortiva, hemostática, antiasmática, 
antileucorréica, contra a bronquite, afecções das vias respiratórias, tosses, pneumonia, antidiabética, 
anti-hemorrágica e cicatrizante (Paes et al., 2010). 

Por conseguinte, este trabalho teve como objetivo isolar os fungos endofíticos das folhas e caule de 
Passovia stelis, podendo assim, contribuir para futuras pesquisas sobre o isolamento de fungos endofí-
ticos associados a espécies da família Loranthaceae, sendo justificável pela carência de informações na 
literatura sobre a espécie em questão e microbiota fúngica endofítica que nela habita.

Material e métodos

Coleta das amostras
Foram coletados em março de 2017, quatro folhas e um pedaço de caule aparentemente saudáveis 

da espécie vegetal P. stelis, que encontrava-se parasitando uma planta localizada no estacionamento da 
Universidade Federal do Amazonas - UFAM em Manaus (3°05’26.6”S e 59°57’52.6”W). Em seguida, 
as amostras foram acondicionadas em sacos plástico e transportadas para o Laboratório de Bioensaios 
e Micro-organismos da Amazônia – LABMICRA do Centro de Apoio Multidisciplinar – CAM – Central 
Analítica/UFAM, onde foi realizado todo o trabalho.

Desinfecção das amostras e isolamento dos fungos endofíticos
Após a coleta, as amostras foram lavadas com detergente líquido e água corrente em abundância a fim 

de remover as impurezas superficiais. Para o isolamento dos fungos endofíticos foi utilizada uma adaptação 
das metodologias descritas por Maier (1997) e Souza (2006). A remoção dos microrganismos epifíticos foi 
realizada em câmara de fluxo laminar, mediante a imersão sequencial das folhas em álcool 70% (1 minuto), 
hipoclorito de sódio 2,5 % (1 minuto) e novamente álcool 70% (1 minuto), seguida de lavagem em água 
destilada estéril. O caule foi imerso sequencialmente em álcool 70% (3 minutos), hipoclorito de sódio 2,5 
% (3 minutos) e em álcool 70% (3 minutos), seguido também de lavagem em água destilada estéril.

Com o auxílio de um bisturi e uma pinça, ambos estéreis, tanto folhas quanto caule foram cortados 
em pequenos fragmentos e inoculados na forma de matriz (2 x 2) (4 fragmentos por placa) em placas 
de Petri contendo meios de cultura BDA (Batata Dextrose Ágar), Ágar Aveia (aveia, extrato de levedura, 
extrato de malte, ágar e dextrose) e Ágar ISP2 (amido, extrato de levedura, extrato de malte, ágar e dex-
trose), acrescidos de ampicilina com tetraciclina (200μg.mL-1) e fluconazol, para evitar o crescimento de 
contaminantes. As placas foram incubadas em estufa BOD à 18 ºC por 8 dias e posteriormente, à 26 ºC. 
Durante todo esse período, foi observado o crescimento dos fungos e, conforme estes cresciam nas placas, 
foram realizados repiques sucessivos até que fosse obtido colônias puras.
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Posteriormente, os isolados fúngicos foram agrupados por suas semelhanças macromorfológicas e 
alguns destes, foram analisados micromorfologicamente utilizando o lactofenol azul-algodão e microscó-
pio óptico, onde foram observadas as presenças ou ausências das estruturas reprodutivas.

Os fungos endofíticos isolados da P. stelis foram preservados em tubos de ensaio contendo meio de 
cultura inclinado, recoberto com óleo mineral (slant); palito dentro de tubo de ensaio, que por sua vez 
foi inserido em tubo Falcon; água destilada (Castellani) e tubos criogênicos contendo glicerol 20%.

Resultados e discussão
Nesta pesquisa foram isolados 104 fungos endofíticos da espécie vegetal P. stelis, dos quais 80 foram 

obtidos a partir das folhas e 24 do caule.

Na análise dos dados coletados, foi observado que o maior percentual de fungos endofíticos cresce-
ram em meio de cultura BDA (55,77 %), seguido de Ágar ISP2(24,04 %) e Ágar Aveia (20,19 %) (Figura 
1). Semelhantemente a estes resultados, foram expostos no trabalho realizado por Almeida (2014), que 
isolou 59 %, 29 % e 12 % nos meios de cultura BDA, Ágar ISP2 e Ágar Aveia, respectivamente, de fun-
gos endofíticos das folhas, galhos, caule e raiz de Gustavia sp. (Lecythidaceae). Percebe-se em ambos os 
resultados uma preferência dos endófitos pelo meio de cultura BDA.

Dos 104 fungos endofíticos isolados das folhas e caule da P. stelis, 73 foram identificados como per-
tencentes aos gêneros Guignardia sp., Phomopsis sp., Xylaria sp. e Colletotrichum sp., com destaque para 
o gênero Guignardia sp., o qual apresentou a maior frequência dentre os isolados, seguido de Phomopsis 
sp., Xylaria sp. e Colletotrichum sp., respectivamente. Os 31 isolados fúngicos restantes não puderam ser 
macro e micromorfologicamente identificados devido à ausência de estruturas reprodutivas passíveis de 
reconhecimento ao microscópio óptico (Figura 2). 

De modo geral, a quantidade de isolados fúngicos a partir das folhas foi maior que do caule, reafir-
mando que dentre os tecidos vegetais, as folhas são mais colonizadas devido aos tecidos mais frágeis e 
também aos estômatos; possíveis portas de entrada para tais microrganismos (Souza et al., 2004), o que 
explicaria a diversidade de fungos endofíticos isolados deste órgão vegetal.

Paes et al. (2010) avaliaram a microbiota fúngica endofítica existente nas folhas e caules de espécies 
de Phthirusa Pyrifolia (Loranthaceae), que parasitavam Mangifera indica L. (mangueira) e Theobroma 
cacao (cacau). Os resultados apontaram, de forma similar ao presente estudo, as folhas como a estrutu-
ra vegetal mais habitada pelos endófitos, sendo isolados das folhas, 39% da P. Pyrifolia que parasitava 
M. indica e 34% da P. Pyrifolia que parasitava T. cacao, enquanto que a partir do caule, foram isolados 
26% da P. Pyrifolia que parasitava T. cacao e 27% da P. Pyrifolia que parasitava M. indica. Quanto aos 
gêneros isolados, não houveram semelhantes aos gêneros identificados neste estudo, a saber, Aspergillus, 
Penicillium e micélio estéril.

Figura 1. Percentagem de fungos 
endofíticos isolados da Passovia stelis em 

relação aos meios de cultura.
Figura 2. Distribuição dos fungos endofíticos isolados da Passovia 

stelis segundo tecido vegetal utilizado.
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Conclusões
Um total de 104 fungos endofíticos foi isolados de folhas e caule de Passovia stelis, dos quais 73 per-

tencentes aos gêneros Guignardia sp., Phomopsis sp., Xylaria sp. e Colletotrichum sp. 

Os endófitos isolados foram codificados e depositados ao acervo de fungos endofíticos do Grupo de 
Estudos Químicos e Biológicos de Microrganismos da Amazônia – EQUIBIM, podendo ser utilizados para 
estudos posteriores.
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Resumo
O presente estudo teve por objetivo avaliar a produção de biossurfactantes por oito linhagens de fungos 
endofíticos isolados de Gustavia hexapetala (Aubl.) Sm., por meio de ensaios de emulsificação e testes 
de tensão superficial. Os experimentos foram realizados utilizando-se óleo de soja como indutor desta 
produção. Os resultados demonstraram que dentre os fungos testados, um destacou-se por possuir ativi-
dade considerada alta, com altura de emulsão de 3,45 cm (88,45%).  Nos testes de tensão superficial o 
meio de cultivo passou de 61,0 mN/m-1 para 32,8 mN/m-1 em uma das cepas e 30,1 mN/m-1 em outras 
duas, configurando os melhores resultados. Os fungos com melhor produção de biossurfactantes foram 
identificados como pertencentes ao gênero Fusarium sp. Os resultados indicam que as linhagens testadas 
apresentam potencial para a produção de biossurfactantes.

Palavras chave: Biossurfactantes, emulsificação, microrganismos endófitos 

Introdução
As plantas apresentam um grande potencial para a obtenção de compostos biologicamente ativos. Os 

fungos que habitam, pelo menos por um período do seu ciclo de vida, o interior de um vegetal, sem cau-
sar danos ou produzir estruturas externas, podem ser considerados endofíticos (Azevedo et al., 2014). O 
termo refere-se apenas aos fungos no momento da detecção, sem considerar o futuro status da interação 
(Azevedo, 1998). As interações dos endófitos com o hospedeiro favorecem a biossíntese de diferentes 
produtos naturais, os quais têm atraído o interesse da comunidade científica.

Muitos microrganismos produzem moléculas de superfície com baixo peso molecular conhecidas 
como “biossurfactantes”. Eles possuem alta atividade superficial com alta especificidade e são derivados 
de recursos renováveis, efetivos sob condições extremas e de natureza não tóxica, quando comparados 
a sintéticos (Lima et al., 2011).

Os surfactantes são moléculas anfipáticas constituídas por regiões hidrofóbicas e hidrofílicas que nor-
malmente são distribuídas em interfaces entre fases fluidas de diferentes polaridades (água/óleo e óleo/
água) (Rossi et al., 2006). Esta propriedade faz com que os surfactantes sejam adequados para muitas 
aplicações industriais, como, por exemplo: detergentes, emulsificantes, lubrificantes, agentes espuman-
tes e agentes umidificadores na solubilização e na dispersão de fases. Devido a isso, surfactantes são uti-
lizados em várias indústrias, como: têxteis, cosméticas, farmacêuticas, alimentícias, de papel, polímeros 
e plásticos (Kitamoto et al., 2002). 
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A produção dessas moléculas pode ser espontânea ou induzida através da presença de compostos 
lipídicos, por variações de pH, temperatura, aeração e agitação ou ainda, quando o crescimento celular é 
mantido sob condições de estresse como baixas concentrações de nitrogênio e alterações nas condições 
ótimas de pH e temperatura (Úbeda, 2004 apud Pereira et al 2017). 

Os biossurfactantes podem ser obtidos a partir do metabolismo secundário de uma grande variedade 
de fungos, bactérias e leveduras. Considerando a massa molecular, podem ser classificados como de bai-
xo ou alto peso molecular. Os biossurfactantes de baixo peso molecular apresentam maior eficiência em 
reduzir a tensão superficial e interfacial de meios líquidos, enquanto os de alto peso molecular demons-
tram maior eficiência em estabilizar emulsões óleo/água (Ron e Rosemberg, 2002).  

A síntese de biossurfactantes fúngicos ainda é pouco relatada, e a grande maioria dos estudos são voltados 
para tensoativos produzidos por bactérias, com destaque para os gêneros: Pseudomonas sp., Acinetobacter 
sp., Bacillus sp. e Arthrobacter sp. Entretanto, alguns trabalhos demonstram o potencial uso de fungos na 
produção destes compostos (Kannahi e Sherley, 2012; Silva et al., 2014, Apud Pereira et al 2017).

Levando-se em consideração a enorme biodiversidade vegetal existente no Brasil, ainda há poucas 
pesquisas envolvendo microrganismos endófitos isolados de plantas tropicais, especialmente da região 
Amazônica. Portanto, este trabalho objetivou avaliar a produção de biossurfactantes por oito linhagens 
de fungos endófitos isolados de uma planta medicinal da família Lecythidaceae.

Material e Métodos
Foram reativadas oito linhagens de fungos endófitos, preservados em Castellani (1939). A reativação 

foi feita em placas de Petri contendo meio Batata Dextrose Ágar (BDA), e enriquecido com 108 µl de óleo 
de soja, como fonte indutora da produção de biossurfactantes e mantidos em temperatura de 28º C, por 
cinco dias. 

Após os cinco dias de incubação, foram retirados fragmentos do meio sólido contendo hifas e inocu-
lados em meio líquido acrescido de óleo de soja. Foi produzido inóculo padrão dos fragmentos com o 
micélio dos fungos endofíticos de G. hexapetala, medindo 5 x 5 mm, recortados com auxílio de lâminas 
de bisturi estéril. Estes inóculos foram transferidos para Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de 
meio mineral (MgSO4 -0,5 g/L, Na2HPO4-3,0 g/L, KH2PO4-1,0 g/L e extrato de levedura-1,3 g/L e 0,5g/L 
de óleo de soja) conforme descrito por Jacobucci (2000). 

Após autoclavagem do meio mineral, o óleo de soja filtrado em membrana milipore 0,45µm foi adi-
cionado e homogeneizado ao meio de cultura na concentração de 540µL/100mL. Em seguida inoculou-se 
05 (cinco) fragmentos contendo micélio dos fungos em cada Erlenmeyer e cultivados durante 10 dias, sob 
agitação de 170 rpm e 28°C. Foi utilizado como controle, frascos contendo o mesmo meio com o óleo de 
soja, porém sem a presença de endófitos (Batista, 2009). 

Ao final do experimento, o meio metabólico foi filtrado em papel filtro autoclavado com auxílio de 
bomba a vácuo. Em seguida foi centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm, e 4oC. O sobrenadante foi ainda 
filtrado em membrana milipore 0,45 µm, e acondicionados em tubos falcon de 50 ml. Os meios metabó-
licos foram utilizados para os testes qualitativo da produção de biossurfactantes: índice de emulsificação 
(E24) e tensão superficial. Os testes foram realizados em triplicata.

A produção de surfactantes foi analisada a partir da análise da atividade de emulsificação do tipo água 
em óleo (A/O). Para cada 3,5 mL das culturas, foram adicionados 2 mL óleo de soja em tubos de ensaio 
que por sua vez foram agitados durante 2 minutos em vórtex e deixados 24 h. em repouso. A altura de 
cada tubo foi medida nos tempos 5 min. e 24 h. (Cooper e Goldenberg, 1987).  O teste foi realizado em 
triplicatas, após esse período, a altura do óleo emulsificado foi medido com auxílio de paquímetro digital. 
Utilizou-se a convenção adotada para qualificar a atividade emulsificante, que relaciona esta atividade 
com a altura da emulsão: é considerada alta se apresentar altura igual ou maior que 2 cm, moderada se 
estiver entre 1 e 1,9 cm e baixa se a altura for menor que 1 cm e calculado segundo a equação abaixo. 
(Paraszkiewicz, Kanwal, DługonskI (2002) e Jackisch-Matsuura et al. (2014). 
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Sendo: E24 = Índice de emulsificação após 24 h (%); He= Altura da emulsão; Ht= Altura total

A tensão superficial de cada extrato foi medida utilizando-se um tensiômetro de anel (Krüss), através 
do método do anel Du Nouy, à temperatura ambiente (22 a 25° C). As análises foram realizadas com os 
extratos livres de células.  O aparelho foi programado para realizar automaticamente cinco medidas para 
cada extrato e em seguida considerada a média aritmética dos resultados e o desvio padrão das medidas.  

A análise macromorfológica foi realizada através da observação dos aspectos de cada fungo endofíti-
co, tais como:  forma, coloração e consistência das colônias. Para visualização das estruturas microscó-
picas foram produzidas lâminas a fresco pela técnica de microcultivo e coloração com azul de lactofenol. 
As imagens foram ampliadas de 200 a 400 vezes, e comparadas com as imagens de literaturas especiali-
zadas (Guerrero e Silveira, 2003; Kiffer e Morelet, 1999; Bononi, 1998; Gilmar, 1959).

Foram submetidos à caracterização molecular os três melhores 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 Agropecuária – EMBRAPA 
- Amazônia Ocidental. 

O DNA total foi extraído com kit ZR Fungal/Bacterial DNA MicroPrep™, de acordo com o proto-
colo do fabricante. A quantificação do DNA genômico foi realizada em espectrofotômetro NanoDrop 
(Thermo Scientific) para padronizar o cálculo das diluições das concentrações dos DNAs. Após ob-
tenção do DNA total, foi realizada a amplificação de um fragmento interno de aproximadamente 700 
pb das regiões Its-1 e 2 do rDNA, utilizando 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 (3 µL de MgCl2 (25 mM), 2,5 µL de Tampão 10X, 3 µL de dNTP (1,25 mM), 0,4 µL de Taq 
DNA polimerase (5U) da Fermentas, 10,1 µL de H2O milli-Q, 2 µL de DNA e 2 µL de cada Primer (10 
pmol)). A amplificação foi realizada em termociclador Thermal Cycler®. As amplificações da PCR consis-
tiram em: 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 Boichenko et 
al. (2000). A verificação do produto da PCR foi feita através de eletroforese em gel de agarose 1% coradas 
com brometo de etídio 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.

Os produtos da PCR foram purificados com polietilenoglicol (PEG). Após a quantificação a concen-
tração foi ajustada para 10ng/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 das mesmas espécies quando os 
dados foram de acordo com as análises morfológicas e de literatura.  

Resultados e Discussão
As oito linhagens selecionadas foram reativadas e mostraram-se ser viáveis após período de preservação, 

sendo em seguida submetidas aos testes para produção de biossurfactante em meio líquido (Figura 1 e 2).

Conforme pode ser observado na Figura 3 a produção de biossurfactantes pelos fungos testados pode 
ser comprovada pelo teste de emulsificação realizado, no entanto, a emulsão formada não apresentou 
estabilidade após 24 h.
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Nos ensaios de atividade de emulsificação, ao considerarmos o tempo de mensuração após 5 min. e 
24 h o extrato fúngico com melhor atividade de emulsificação foi o FG11 que apresentou h (altura) de 
3,45 cm (88,45%) o que é um valor alto considerando a convenção adotada para determinar a atividade 
emulsificante. As emulsões com menor redução percentual foram as das linhagens FG10 e FG14. A maior 
redução foi da emulsão de FG09, FG11 e FG12 (Tabela 1). 

Figura 1. Fungos endofíticos reativados

Figura 2. Fungos cultivados em meio líquido

Figura 3. Teste de emulsificação em oito linhagens fúngicas endofíticas. Atividade é 
considerada como moderada (destaque em azul), atividade baixa destaque em verde) e 
atividade considerada alta (destaque em lilás). Barras de erro indicam desvio padrão.
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A determinação da tensão superficial é importante para indicar a presença do biossurfactante no cal-
do de fermentação. Quanto mais eficiente for o biossurfactante, menor o seu valor. Nos testes de tensão 
superficial   o valor inicial foi determinado na solução nutriente utilizada, antes do início dos experimen-
tos. O meio de cultivo passou de 61,0 mN/m-1 para 32,8 mN/m-1 com redução de 46,2%, no extrato do 
fungo FG11, e 30,1 mN/m-1 nos extratos fúngicos de   FG12 e FG15 com redução de 50,6%, configurando 
os melhores resultados. Foi observado que todos os extratos fúngicos testados obtiveram diminuição da 
tensão superficial (Tabela 2).

A caracterização morfológica permitiu fazer a identificação preliminar do gênero Fusarium sp. para 
as três linhagens (Figura 04). Essa identificação foi confirmada pela caracterização molecular, que uti-
lizando a região ribossomal ITS1 e 2 permitiu a identificação dos três melhores fungos produtores de 
biossurfactantes, como pertencentes ao gênero citado (Tabela 3).

Os fungos testados apresentaram resultados positivos para a produção de biossurfactantes. Houve alta 
produção do fungo F. babinda (FG11) com emulsão de 3,45 cm de altura e 88,46% de emulsificação no 
tempo E5, indicando que o referido microrganismo possui alta produção de emulsificante, no entanto, 
sem apresentar boa estabilidade na manutenção da emulsão formada. Este fato pode ter relação com o 

Tabela 1. Dados do índice de Emulsificação após 24h

Isolados
HE5 HE24 Redução % em 24 h

 % -
FG09 33,33 5,20 84,39
FG10 21,18 5,16 24,36
FG11 88,46 13,58 84,65
FG12 44,58 7,47 83,24
FG13 27,10 10,70 60,52
FF14 34,90 26,50 24,07
FF15 44,15 26,70 39,52
FF16 37,37 10,00 73,24
*(SDS)10 % + óleo de soja 88,85 82,50 6,82

*Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) Surfactante sintético (controle positivo)

Tabela 2. Dados do teste de Tensão Superficial

Isolados Tensão superficial 
Redução da Tensão 

superficial (%)
Desvio Padrão

FG09 50,0 18,0 0,70
FG10 39,9 34,6 1,54
FG11 32,8 46,2 0,36
FG12 30,1 50,6 0,06
FG13 37,8 38,0 0,69
FF14 39,4 35,4 0,48
FF15 30,1 50,6 0,10
FF16 36,0 40,9 0,08
Meio de cultivo  61,0 0,66

Tabela 3. Fungos endofíticos de G. hexapétala.

Isolado Origem
Organismo mais 

relacionado
Valor E Identidade Acesso no Genbank

FG11 Galho Fusarium babinda 1e-170 90,08% NR_159861.1
FG12 Galho F. pseudensiforme 0,0 96,24% MH863652.1
FF15 Folha F. pseudensiforme 0,0 96,21% MH863652.1
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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 e 
Rosemberg, 2002). 

O resultado no presente estudo mostra-se diferente dos apresentados por Pereira et al., (2017) que 
obtiveram estabilidade no tempo de E24 na emulsão formada com índice de emulsificação do fungo 
UEA115 de 62,4 %. Já Lima et al. (2016), entre os oito fungos analisados, mostra que Phoma sp. (S31) 
foi eficiente nos testes realizados para selecionar os produtores de biossurfactantes. 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 e azeite de oli-
va, 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 ditos bons produtores de biossurfactantes são capazes 
de reduzir a tensão superficial a 40 mN.m-1 ou menos. Na presente pesquisa a tensão superficial do meio 
de cultivo passou de 61,0 mN/m-1 para 32,8 mN/m-1 no extrato do fungo F. babinda (FG11) e 30,1 mN/m-1  
nos extratos fúngicos de F. pseudensiforme (FG12 e FG15), configurando os melhores resultados.  Para o 
fungo F. babinda (FG11) a redução  da tensão superficial foi de 46,2% e para os fungos F. pseudensiforme 
(FG12 e FG15) foi 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 25mNm, durante a fase exponencial após cerca de 16 horas, e per-
maneceu 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%)  para o do isolado Ph III 23F. 

Pessôa et al. (2017) ressaltam a importância do gênero Fusarium sp. na produção biotecnológica de 
interesse industrial. O gênero Fusarium sp. tem sido relatado em trabalhos como produtores de bios-
surfactantes. Destaca-se  a pesquisa de Muneer et al. 2014, com esse gênero, que relata a diminuição 

Figura 4. Caracterização macro e micromorfológica dos fungos endofíticos de G. hexapetala
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da tensão superficial do meio de cultivo para 32 mN m-1, corroborando com os resultados obtidos no 
presente estudo onde se obteve os valores de 32,8 mN/m-1 no extrato do fungo F. babinda e 30,1 mN/m-1 

nos extratos fúngicos de F. pseudensiforme.

Conclusões
Conclui-se que os métodos utilizados para avaliar a produção de biossurfactantes pelos fungos endo-

fíticos de G. hexapetala. testados foram eficientes uma vez que tanto o índice de emulsificação quanto o 
teste de tensão superficial apresentaram resultados positivos demonstrando que todos os fungos testados 
apresentaram redução de tensão superficial e formação de emulsão. 

A pesquisa permitiu a descoberta de microrganismos endofíticos do gênero Fusarium sp. produtores 
de biossurfactantes, sendo necessária a continuidade dos estudos para a completa otimização na produ-
ção e posterior isolamento destas moléculas, assim como a caracterização da estrutura química de forma 
a abrir perspectivas para sua aplicação em escala industrial.
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Resumo
Sistemas de sacarificação e fermentação ou co-fermentação simultâneas (SSF/SSCF) são vantajosos em 
biorrefinarias permitindo a realização de diferentes etapas no mesmo reator e a mitigação de inibição 
das enzimas por produtos de hidrólise. Avaliou-se a influência da aeração em processos SSF/SSCF em 
reatores de coluna para a produção de etanol de segunda geração a partir do bagaço de cana-de-açúcar 
pré-tratado por sulfito alcalino e leveduras aclimatizadas. Primeiramente, as leveduras Saccharomyces 
cerevisiae e Sheffersomyces stipitis foram submetidas ao processo de aclimatização progressiva. Em segui-
da, procedeu-se à produção de etanol nas configurações SSF e SSCF a 40ºC em frascos Erlenmeyer e em 
reatores de coluna. O meio de fermentação foi composto por bagaço, solução de celulases, leveduras e 
nutrientes. Os processos SSF e SSCF em frascos Erlenmeyer resultaram em 15g/L de etanol em 48h usan-
do S. cerevisiae e 17g/L de etanol em 72h empregando S. stipitis. As vazões de ar foram: 0,3vvm, 0,5vvm 
e 0,7vvm. Neste caso, as máximas concentrações de etanol obtidas foram 18g/L e 16g/L, respectivamen-
te, empregando as leveduras S. cerevisiae e S. stipitis. O sistema apresentou potencial para aplicação em 
biorrefinarias, sendo necessários mais estudos visando a otimização do processo e, consequentemente, 
aumento na concentração final de produto. 

Palavras-chave: Aclimatização de microrganismos, etanol de segunda geração, sacarificação e fermen-
tação simultânea.

Introdução 
Nos últimos anos, diversas preocupações referentes a aspectos econômicos, ambientais e de segu-

rança energética têm motivado o desenvolvimento de trabalhos de pesquisa visando-se a obtenção de 
combustíveis alternativos de fontes renováveis. Dentre as opções disponíveis, destaque pode ser dado 
ao etanol de segunda geração (Cherubini, 2010; Boudet, 2011). Este, que é obtido a partir de materiais 
lignocelulósicos, apresenta vantagens como a elevada disponibilidade de biomassa no planeta, o elevado 
potencial de redução na emissão de CO2 quando se considera o balanço global de carbono e o fato de 
sua obtenção não implicar na competição com a cadeia de produção de alimentos (BNDES e CGEE, 2008; 
Gonzalez et al., 2012). 

A tecnologia em desenvolvimento para a produção de etanol de segunda geração inclui uma etapa 
(em geral química) de pré-tratamento do material, a qual tem por objetivo aumentar a digestibilidade 
enzimática da celulose presente. As outras etapas para obtenção do etanol incluem a hidrólise enzimática 
e a fermentação, as quais podem ser realizadas em separado – processo SHF (Separate hydrolysis and 
fermentation) ou de forma simultânea – “sacarificação e fermentação simultânea”, SSF (Simultaneous 
saccharification and fermentation). A vantagem desta última configuração de processo está relacionada 
ao fato da hidrólise da celulose ser inibida por produto e, desta forma, a transformação simultânea da 
glicose em etanol pode favorecer a produtividade e rendimento da etapa enzimática. Em geral, neste 
caso, as enzimas e os microrganismos são inoculados no biorreator, sendo que, caso ocorra concomitan-
temente a transformação de pentoses em etanol, o processo é chamado sacarificação e co-fermentação 
simultâneas (SSCF, do inglês Simultaneous saccharification and co-fermentation) (Van Zyl et al., 2011; 
Ask et al., 2012). 
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A hidrólise enzimática e fermentação ou co-fermentação simultânea, no entanto, apresenta limitações 
com relação às condições do processo, uma vez que as celulases atuam em uma faixa de temperatura 
mais elevada em comparação às leveduras empregadas. Diferentes alternativas têm sido avaliadas e, no 
presente trabalho leveduras foram aclimatizadas para condução do processo a 40°C, conforme meto-
dologia descrita por Edgardo et al.(2008). A condição de estresse do microrganismo devido à exposição 
progressiva a elevadas temperaturas pode causar mudanças estruturais e/ou mudanças metabólicas que 
atuam como ativador da expressão de genes envolvidos na síntese de compostos específicos que pro-
tegem o microrganismo, aumentando sua resistência e favorecendo a fermentação em temperatura ele-
vada (Edgardo et al., 2008). Avaliou-se no presente trabalho, o potencial de uso de reator de coluna de 
bolhas para o processo, sendo avaliadas diferentes condições de aeração. Bagaço pré-tratado por sulfito 
alcalino foi empregado como matéria prima e processos SSF com Saccharomyces cerevisiae e SSCF com 
Sheffersomyces stipitis foram conduzidos em frascos Erlenmeyer e no reator.  

Material e Métodos
O bagaço de cana-de-açúcar foi gentilmente doado pela Usina Ipiranga Agroindustrial – Unidade 

Descalvado, localizada no município de Descalvado/SP. O bagaço foi seco por exposição à luz solar e em 
seguida triturado em moinho de martelo, sendo classificado em peneiras padrão série Tyler, empregando-se 
nos experimentos a fração que passou por uma malha de 200 mesh. Amostras do bagaço moído e classifi-
cado foram analisadas com relação a sua composição em termos de celulose, hemicelulose, lignina e cinzas.

O pré-tratamento foi realizado em um reator de coluna com 460mm de altura e 220mm de diâmetro 
interno, seguindo a metodologia estabelecida por Mendes et al.(2013).

Os microrganismos utilizados foram Saccharomyces cerevisiae IR2 (para processos SSF), uma leve-
dura floculante, e Scheffersomyces stipitis NRRL-Y7124 (para processos SSCF), ambos disponíveis no 
Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena-Universidade de São Paulo e armaze-
nados em Ágar extrato de malte a 4ºC. 

Para aclimatização, as leveduras foram submetidas a uma elevação gradual de temperatura (aclima-
tização progressiva) para seu uso em processos fermentativos a 40°C, conforme metodologia adaptada 
de Edgardo et al.(2008).  Inicialmente, as leveduras foram incubadas em incubadora orbital a 150rpm e 
36°C, em frascos Erlenmeyer de 250mL carregados com 100mL de meio contendo 50g/L de glicose (para 
S. cerevisiae) ou xilose (para S. stipitis) , 5g/L de extrato de levedura, 1g/L de KH2PO4, 0,3g/L de NH4Cl 
e 2g/L de MgSO4.7H2O. Durante a etapa de aclimatização, as leveduras foram centrifugadas a 2000g por 
15min e transferidas para novo meio de cultivo com a mesma composição. Nesta etapa, a temperatura foi 
aumentada em 1°C a cada 24h nos quatro primeiros dias, até atingir 40°C, sendo a partir de então ele-
vada 0,5°C a cada 12h por mais dois dias, atingindo 42°C. Posteriormente, as células foram recuperadas 
por centrifugação a 2000g por 15min, lavadas e ressuspensas em água destilada para obtenção de uma 
suspensão com elevada densidade celular, sendo os microrganismos transferidos para placas de Petri 
com meio YMA (20g/L de Ágar, 10g/L de glicose, 3g/L de extrato de malte, 3g/L de extrato de levedura 
e 5g/L peptona). As placas foram incubadas a 37°C, 40°C e 42°C, sendo mantidas 72h em cada uma 
destas temperaturas.

A levedura Saccharomyces cerevisiae aclimatizada foi incubada em agitador rotativo por 24h a 40°C e 
150rpm, sendo utilizados frascos Erlenmeyer de 500mL com 200mL de meio de cultura contendo 50g/L 
de glicose, 5g/L de extrato de levedura, 1g/L de KH2PO4, 0,3g/L de NH4Cl e 2g/L de MgSO4.7H2O. O 
cultivo do microrganismo Scheffersomyces stipitis aclimatizado, por sua vez, foi realizado em agitador 
rotativo por 48 h a 40°C e 200rpm, utilizando-se frascos Erlenmeyer de 500mL com 200mL de meio de 
cultura contendo 50g/L de xilose, 5g/L de extrato de levedura, 1g/L de KH2PO4, 0,3g/L de NH4Cl e 2g/L 
de MgSO4.7H2O. As células foram recuperadas por centrifugação a 2000g por 15min, lavadas e ressuspen-
sas em água destilada para obtenção da suspensão celular foi utilizada nas fermentações em quantidade 
adequada para concentração inicial de biomassa de 1g/L.
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O processo SSF ou SSCF foi conduzido em agitador rotativo a 150rpm e 40°C em frascos Erlenmeyer 
de 125mL com 50mL de meio contendo bagaço pré-tratado em quantidade correspondente a um teor ini-
cial de sólidos de 9% m/m. O meio foi composto também de nutrientes (5g/L de peptona bacteriológica, 
5g/L de extrato de levedura, 1g/L de KH2PO4, 0,3g/L de NH4Cl e 2g/L de MgSO4.7H2O) e enzimas, com 
uma carga enzimática de 10 FPU(celulases de Trichoderma longibrachiatum, Sigma-Aldrich, São Paulo, 
Brasil) e 10UI (β-Glicosidase, NS50012, Novozymes Latin America Ltda., Araucária, PR, Brasil) por gra-
ma de bagaço pré-tratado. Durante o processo de fermentação, o qual foi realizado em triplicata, foram 
retiradas alíquotas periódicas para quantificação de açúcares e etanol.

Empregou-se reator de coluna com volume de 160mL e diâmetro interno de 30 mm, o qual foi car-
regado com bagaço pré-tratado, enzimas e nutrientes, conforme descrito na seção anterior. Para a fer-
mentação com Saccharomyces cerevisiae, o processo foi mantido por 72h, enquanto que o processo com 
Scheffersomyces stipitis estendeu-se por 96h. Em ambos os casos, os experimentos foram realizados em 
duplicata e houve retiradas periódicas de alíquotas para quantificação de açúcares e etanol. 

Para a determinação da umidade do bagaço de cana-de-açúcar, utilizou-se uma balança de infraver-
melho Mark M163 (BEL Engineering, Piracicaba-SP). A caracterização do bagaço foi realizada antes e 
após o pré-tratamento, seguindo a metodologia padrão NREL - National Renewable Energy Laboratory 
(Sluiter et al., 2011). As concentrações de etanol, açúcares e ácido acético foram medidas em um cro-
matógrafo líquido de alta eficiência Agilent Technology 1200 series (Agilent, Estados Unidos), conforme 
Medina (2013). Determinou-se a concentração celular por gravimetria.

Resultados e Discussão
Inicialmente, os microrganismos foram aclimatizados para uso em temperaturas elevadas de fermen-

tação. Após o procedimento com elevações progressivas de temperatura, observou-se crescimento da 
levedura S. cerevisiae na faixa de 37 a 42°C, enquanto que a levedura S. stipitis cresceu apenas entre 37 
e 40°C. O comportamento observado para S. cerevisiae já havia sido relatado por Edgardo et al. (2008). 
Estes autores estudaram a aclimatização (progressiva e por choque térmico) de diferentes cepas de leve-
duras, entre as quais a Saccharomyces cerevisiae IR2, que foi capaz de crescer e fermentar a 40ºC e tam-
bém a 42ºC, com um rendimento na produção de etanol de aproximadamente 70% do valor teórico. Para 
a levedura Scheffersomyces stipitis, entretanto, não foram encontrados relatos prévios na literatura sobre 
sua aclimatização para uso em elevadas temperaturas. Seu uso em processos simultâneos, no entanto, 
pode ser vantajoso, uma vez que é capaz de metabolizar pentoses e hexoses.

Após a aclimatização, avaliou-se o uso das leveduras para produção de etanol em processos SSF e 
SSCF em frascos Erlenmeyer e em reator. Nestes experimentos, empregou-se como fonte de carbono o 
bagaço pré-tratado por sulfito alcalino. Este apresentava, antes do pré-tratamento, a seguinte composi-
ção: 41,4 % de glucana, 19,7% de xilana, 3,8% de arabinosil, 0,5% de acetil, 23,2% de lignina e 3,2% 
de cinzas. Após o pré-tratamento, a composição obtida foi: 47,1% de glucana, 23,3% de xilana, 2,9% de 
arabinosil, 0,2% de acetil, 13,2% de lignina e 3,6% de cinzas. Pode-se observar que o pré-tratamento foi 
eficaz na redução do teor de lignina do material, o que, associado a outras modificações composicionais 
e estruturais promovidas pelo cozimento com solução de sulfito alcalino, favorece a hidrólise enzimática 
na etapa posterior (Mendes, 2013).

Os resultados obtidos em frascos Erlenmeyer com relação ao consumo de açúcares e produção de 
etanol são apresentados na Figura 1. Conforme pode ser observado, ambos os microrganismos foram 
capazes de produzir etanol nas condições empregadas no processo.

Como esperado, a levedura S. cerevisiae consumiu apenas glicose (Fig. 1a), cuja concentração no 
processo SSF aumentou nas primeiras 12h de fermentação, reduzindo-se a valores próximos de zero em 
48h. Neste caso, obteve-se 14,6g/L de etanol em 53h de processo, correspondendo a uma produtividade 
volumétrica de 0,28g/(L.h). Observou-se também liberação de xilose no meio (Figura 1). De fato, a hemi-
celulose também foi hidrolisada, liberando xilose no meio de cultivo, o que pode ser atribuído à presença 
de xilanases em preparações comerciais de celulases. 
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Tendo por base a quantidade inicial de xilana no bagaço pré-tratado e a quantidade de xilose liberada 
no meio no processo com S. cerevisiae (que não consome pentoses), pode-se calcular que 96% da xilana 
inicialmente presente foi hidrolisada.

Com relação à hidrólise da glucana, não foi possível fazer o mesmo cálculo, uma vez que a glicose é 
simultaneamente gerada e consumida no processo. De qualquer forma, caso toda a glucana presente no 
material pré-tratado tivesse sido transformada em etanol por S. cerevisiae com rendimento teórico, 24g/L de 
etanol teriam sido produzidos no sistema. Assim, o processo resultou em produção de etanol corresponden-
te a 61% de seu potencial teórico. Embora sejam necessários experimentos de otimização, estes resultados 
indicam o potencial da linhagem microbiana avaliada. Realmente, a levedura S. cerevisiae IR2 apresenta 
características interessantes, correspondendo a uma cepa floculante e termotolerante (Edgardo et al., 2008).

Com relação à levedura Scheffersomyces stipitis, os resultados apresentados na Figura 1b mostraram 
consumo de glicose e xilose, embora esta tenha sido metabolizada apenas parcialmente até 72h de pro-
cesso. O perfil de consumo de açúcares também parece indicar diauxia, pois a queda na concentração de 
xilose foi observada principalmente após o esgotamento da glicose (Nakamura et al., 2001). Neste expe-
rimento, 17,4g/L de etanol foram produzidos em 72h de processo, correspondendo a uma produtividade 
volumétrica de 0,24g/(L.h).

Tendo sido demonstrado o potencial das leveduras aclimatizadas para produção de etanol em proces-
sos SSF e SSCF em frascos Erlenmeyer, avaliou-se o potencial de uso de reatores de coluna de bolhas. 
Foram testadas diferentes condições de aeração, e os resultados obtidos com a levedura S. cerevisiae são 
apresentados na Figura 2. 

Pode-se observar que, também neste caso, não há indicação de consumo de xilose pelo microrga-
nismo. Esta pentose foi liberada ao longo do processo, resultando em concentrações finais de 13,5g/L 
a 17,0g/L, o que, conforme explicado anteriormente, corresponde a uma hidrólise de 57% a 71% da 
xilana presente no material pré-tratado. Os valores, neste caso, foram inferiores aos obtidos nos frascos 
Erlenmeyers, o que pode estar relacionado a limitações na homogeneização do reator. A glicose liberada, 
por sua vez, parece ter sido totalmente metabolizada para todos os valores de aeração empregados, com 
consumo mais rápido observado no experimento com 0,7vvm.

Pode-se observar também na Figura 2, que a aeração influenciou na produção de etanol, sendo a 
maior concentração deste álcool obtida com vazão de ar de 0,3vvm. Neste caso, obteve-se 15,21g/L de 
etanol em 12h de fermentação, correspondendo a 1,27g/(L.h) de produtividade volumétrica. Em 48h de 
processo, 18,35g/(L.h) de etanol foram produzidos, correspondendo a uma produtividade volumétrica de 
0,38g/(L.h). Com relação ao máximo teórico de etanol que poderia ser obtido a partir da glucana dispo-
nível no sistema, obteve-se, em 12h e 48h de processo, respectivamente, 63% e 76%.

Figura 1. os e produção de etanol nas fermentações realizadas em frascos Erlenmeyer empregando a levedura 
Saccharomyces cerevisiae (a) e Scheffersomyces stipitis (b) aclimatizadas. ( ) Glicose; ( ) xilose; ( ) 

etanol. Os valores apresentados correspondem à média±desvio padrão. 



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 3216

A levedura S. stipitis aclimatizada também foi avaliada para a produção de etanol em processo SSCF 
em reator de coluna de bolhas. Os resultados são mostrados na Figura 3. Pode-se observar que a aeração 
influenciou fortemente no processo SSCF, resultando em diferentes perfis cinéticos de acúmulo e consu-
mo de açúcares e produção de etanol.

Os dados da Figura 3 mostram que os maiores valores de concentração de etanol foram obtidos com ae-
ração de 0,5vvm e 0,7vvm. Com aeração de 0,5vvm, 14,7g/L de etanol foram obtidos em 48h de processo, 
correspondendo a uma produtividade volumétrica de 0,31g/ (L.h). Neste mesmo experimento, 13,7g/l de 
etanol haviam sido produzidos em 24h de fermentação, correspondendo a uma produtividade volumétrica 
de 0,57g/(L.h). Quando a vazão de ar empregada foi de 0,7vvm, 15,1g/L de etanol foram obtidos em 24h de 
processo, resultando em uma produtividade volumétrica de 0,62g / (L.h). O perfil de consumo de açúcares e 
produção de etanol observado nos experimentos realizados com 0,5vvm e 0,7vvm indicam que, nesta faixa 
de aeração, maior vazão de ar resultou em um metabolismo mais rápido dos açúcares produzidos.  A vazão 
de ar de 0,3vvm, no entanto, apresentou um perfil diferenciado, com um consumo de xilose aparentemente 
mais rápido, porém com menor concentração final de etanol, cuja concentração atingiu 12,54g/L em 12h 
de processo e permaneceu praticamente constante até o final do processo, mesmo com a continuidade do 
consumo de açúcares. A produtividade volumétrica, neste caso, foi elevada, correspondendo a 1,04g/(L.h).

Figura 2. Perfil cinético de consumo de substratos e produção de etanol nas fermentações realizadas sob diferentes 
condições de aeração em reatores de coluna empregando as leveduras Saccharomyces cerevisiae aclimatizada. 

(A) 0,3vvm (B) 0,5vvm e (B) 0,7vvm. ( ) Glicose; ( ) xilose; ( ) etanol. Os valores apresentados 
correspondem à média±desvio padrão. 

Figura 3. Perfil cinético de consumo de substratos e produção de etanol nas fermentações realizadas sob diferentes 
condições de aeração em reatores de coluna empregando a levedura Scheffersomyces stipitis aclimatizada.  

(A) 0,3vvm (B) 0,5vvm e (C) 0,7vvm. ( ) Glicose; ( ) xilose; ( ) etanol. Os valores apresentados 
correspondem à média±desvio padrão.

A variação na aeração influencia fortemente o metabolismo de açúcares por S. stipitis, sendo que, de-
pendendo das condições empregadas, pode-se favorecer a via respiratória e o crescimento celular ou vias 
de manutenção e fermentação (Nakamura et al., 2001). No caso específico do metabolismo de pentoses, 
a influência da aeração está relacionada também à recuperação de cofatores nas vias fermentativa e res-
piratória e nas velocidades relativas das enzimas iniciais do metabolismo de xilose (Kruger et al., 2003).

Conclusões
A aclimatização progressiva das leveduras Saccharomyces cerevisiae IR2 e Scheffersomyces stipitis 

NRRL-Y7124 foi satisfatória, possibilitando seu uso na produção de etanol em processos SSF e SSCF a 40°C. 
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A quantidade de etanol produzida pela levedura S. cerevisiae correspondeu a uma concentração máxi-
ma de 15g/L e uma produtividade de 0,31g/(L.h).  Com a levedura S. stipitis, obteve-se 17g/L de etanol, 
correspondendo a uma produtividade de 0,24g/(L.h). 

A aeração influenciou na produção de etanol pelas leveduras aclimatizadas em sistemas SSF/SSCF 
nos processos conduzidos em reator de coluna de bolhas. 

Para a levedura S. cerevisiae, menor aeração favoreceu a produção de etanol, com 15,21g/L de álcool produ-
zidos em 12h de fermentação aerada com 0,3vvm, correspondendo a 1,27g/(L.h) de produtividade volumétrica. 

O processo SSCF com S. stipitis, por sua vez, também foi fortemente influenciado pela aeração, cuja 
variação resultou em modificação nos perfis cinéticos de consumo de açúcares e produção de etanol. 

A maior concentração de etanol nestes experimentos de SSCF foi obtida com 0,5vvm, correspondendo 
a 16g/L de álcool produzidos em 72h de fermentação. 
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Resumo 
A indústria brasileira produz uma grande quantidade de resíduos sólidos poluentes que podem ser degra-
dados por enzimas de origem microbiana. Além disso, essas enzimas que são naturalmente produzidas 
em grande parte por bactérias, entre elas o gênero Streptomyces, podem ser amplamente empregadas na 
indústria têxtil, farmacêutica e alimentícia. Nesse estudo foi avaliado a capacidade de uma actinobactéria 
isolada da rizosfera de Aniba parviflora (macacaporanga) em produzir enzimas de interesse industrial. 
A actinobactéria foi isolada em meio de cultura Arginina Levedura Agar a partir do cultivo de uma 
suspensão microbiana de solo rizosférico, seguido de identificação morfológica e molecular a partir do 
gene  RNAr 16S. A prospecção das enzimas bacterianas lipase, esterase, amilase, proteases, pectinase, 
hemolisina e L-glutaminase foi realizada através de métodos qualitativos em meio sólido, utilizando os 
respectivos substratos indutivos. A actinobactéria isolada foi identificada com 99% de similaridade com 
o gênero Streptomyces cinereus, e produz enzimas de interesse para a indústria de alimentos como lipases 
(IE=3,4), pectinases (IE=2,2) e esterases (IE=2,0), além da produção de hemolisina e L-glutaminase, 
enzimas de aplicação farmacêutica. Estes dados revelam a presença deste grupo de bactérias no bioma 
amazônico, bem como o seu potencial na produção de enzimas de interesse biotecnológico.

Palavras-chave: Streptomyces, Biotecnologia, Amazônia. 

Introdução 
Compostos bioativos de origem microbiana podem ser obtidos a partir do metabolismo secundá-

rio de diversos microrganismos, incluindo fungos e bactérias. Dentre eles, as actinobactérias merecem 
destaque, visto a diversidade de metabólitos secundários produzidos por este grupo, os quais apresen-
tam atividade biológica variada como inseticidas, antitumorais, antibióticos, vitaminas e enzimas de 
interesse biotecnológico utilizadas na indústria alimentícia, detergentes, têxteis, papel e celulose como 
L-glutaminase, xilanases, lipases, celulases, pectinases, proteases, amilases e quitinases (Balagurunathan 
et al., 2010; Kim et al., 2012; Rahman et al., 2014; Rashad et al., 2015).

As actinobactérias compõem uma diversidade de bactérias Gram-positivas com alto teor de guanina e 
citosina em seu DNA, e morfologia filamentosa semelhante aos fungos, pois os esporos se desenvolvem 
em forma filamentosa, formando micélio com hifas ramificadas no seu crescimento vegetativo (Adegboye 
et al., 2012). A formação destas hifas é característica neste grupo, sendo que o micélio vegetativo se 
desenvolve no interior do substrato, o qual é responsável pela sustentação e adsorção de nutrientes, 
portanto, local de maior atividade enzimática, degradando compostos utilizados na nutrição bacteriana 
(Lima et al., 2013).

Este grupo de bactérias apresenta versatilidade metabólica, podendo crescer em temperaturas eleva-
das e sobreviver em ambientes hostis, o que possibilita a sua ampla distribuição nos diversos ecossiste-
mas (Silva et al., 2015). A maioria das actinobactérias é aeróbias, heterotróficas e habitam naturalmente 
o solo e se adaptam às diversas condições do ambiente, produzem diversos metabólitos secundários e 
são capazes de colonizar a rizosfera e tecidos internos das plantas.
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As actinobactérias ocorrem com maior abundância em solos secos e quentes, e raros em solos tur-
fosos e encharcados, são saprófitas, porém algumas espécies são patogênicas ao homem, animais ou 
plantas. No solo estas bactérias realizam funções importantes no processo de ciclagem de nutrientes, 
degradando compostos complexos de difícil decomposição como lignocelulose, lignina, celulose e outros 
materiais recalcitrantes, devido à sua capacidade em produzir diversas enzimas hidrolíticas e lipolíticas. 
Atuam também na fixação de nitrogênio dentro das raízes de plantas lenhosas não leguminosas, como 
ocorre no gênero Frankia (Madigan et al., 2004).

Dos 23.000 metabólitos secundários descritos produzidos por microrganismos cerca de 10.000 são 
metabólitos bioativos produzidos por actinobactérias, sendo obtido do gênero Streptomyces, mais de 70% 
destes compostos (Arasu et al., 2009). O gênero Streptomyces é o de maior importância biotecnológica 
dentro deste grupo, pois é responsável por sintetizar metabólitos com atividades antibióticas, herbicidas, 
pesticidas, antiparasitários, além de produzirem enzimas de interesse industrial como amilases, celula-
ses, lipases, xilanases (Rodrigues et al., 2006).

Pouco se conhece sobre a ocorrência de actinobactérias no bioma Amazônia, o qual detém a maior 
floresta tropical úmida do mundo, rica em plantas e animais com ampla diversidade genética. Dentre 
as espécies vegetais com alta distribuição na floresta amazônica, a família Lauraceae compreende 49 
gêneros e cerca de 3.000 espécies, constituída em sua maioria por árvores e arbustos. Exemplares desta 
família podem ser encontradas em regiões tropicais e subtropicais, com alta diversidade de espécies no 
norte da América do Sul, sudeste da Ásia e Madagascar (Madriñán, 2004).

Cerca de 22 gêneros e 390 espécies de plantas da família Lauraceae ocorrem no Brasil, com alta di-
versidade nas florestas pluviais, nas restingas e no cerrado. O gênero Aniba se destaca por apresentar 
espécies aromáticas de valor econômico, como as espécies Aniba rosaeodora (pau-rosa), Aniba canelilla 
(casca preciosa) e Aniba parviflora (macacaporanga), por fornecerem óleos essenciais e alcaloides em-
pregados na perfumaria e fabricação de fármacos (Barroso, 1991; Marques, 2001).

Com o objetivo de contribuir com o conhecimento do potencial biotecnológico deste grupo de bacté-
rias autóctones do bioma Amazônico, este estudo descreve a capacidade de uma actinobactéria do gêne-
ro Streptomyces sp., isolada da rizosfera de Aniba parviflora Syn fragans (macacaporanga) em produzir 
enzimas de aplicação industrial.

Material e Métodos 
A actinobactéria alvo do estudo pertence ao acervo da Bacterioteca do Laboratório de Microbiologia 

da Universidade Federal do Oeste do Pará, e foi isolada a partir de solo rizosférico de Aniba parviflora 
Syn fragans (macacaporanga), coletado em zona de transição entre floresta ombrófila densa e uma área 
com características de cerrado (Latitude 20 28’ 01.28”S de Longitude 540 49’ 45.32”O), no município de 
Santarém, PA. A actinobactéria foi isolada a partir de 100 µL de uma suspensão de 10g de solo rizosférico 
preparada em tampão fosfato (PBS 1x) (pH 7,2), a qual foi inoculada pela técnica de esgotamento em 
placas de Petri (15mmx90mm) contendo o meio de cultura Arginina Levedura Ágar (ALA) (Nonomura e 
Ohara, 1969) acrescido de Nistatina (100μg/mL). As placas foram mantidas em estufa a 37°C durante 14 
dias para crescimento bacteriano, e posteriormente, a colônia de actinobactéria foi previamente selecio-
nada e submetida a sucessivos repiques em meio ALA até a obtenção da cultura pura.

Foram determinadas as características macromorfológicas, fisiológicas e bioquímicas da actinobacté-
ria isolada, tomando como parâmetro o aspecto rígido da colônia sobre o meio de cultura e a formação 
de micélio aéreo. O isolado bacteriano foi cultivado nos meios ISP – International Streptomyces Project 
(Shirling e Gottlieb, 1966; Williams et al., 1989; Petrova e Vlahov, 2013) para determinação da cor do 
micélio aéreo e vegetativo e produção de pigmentos.

A identificação da actinobactéria foi realizada por meio de métodos clássicos e moleculares, sendo a 
morfologia da cadeia de esporos foi determinada a partir do microcultivo em meio ISP2 (Williams et al., 
1989; Holt et al., 1994) e análise por microscopia óptica de luz comum (400x) e microscopia eletrônica 
de varredura (LEO 5410LV) em 10 kV.
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O DNA bacteriano foi extraído conforme descrito por Stirling (2003) a partir da biomassa bacteriana precipi-
tada resultante do cultivo durante 72h em 5 ml de meio líquido ISP2 a 30ºC. O completo sequenciamento RNAr 
16S foi realizado utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores 341-357F (CCTACGGGAGGCAGCAGCAG), 
685-704f (GTAGSGGTGAAATACGTAGA) e 1099-1114f (GCAACGAGCGCAACCC) (Lane, 1991). O sequen-
ciamento Sanger foi realizado em sequenciador ABI PRISM 3730 DNA ANALYZER, Applied Biosystems/
Hitashi no Laboratório de Genômica e Elementos de Transposição (GaTE) do Instituto de Biociências da 
Universidade de São Paulo (http://gate.ib.usp.br/GateWeb-new/).

A caracterização bioquímica foi realizada segundo o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Parte 
et al., 2012). Foi verificada a capacidade de fermentação de carboidratos, produção de gás carbônico e 
sulfeto de hidrogênio. Para a determinação da utilização de fontes de carbono e nitrogênio foi realizado 
o cultivo das actinobactérias em meio ISP9 suplementado com diferentes fontes de carbono e nitrogênio, 
e analisado o crescimento bacteriano após cultivo em estufa a 30ºC por 15 dias (Williams et al., 1983; 
Cook e Meyers, 2003; Ventura et al., 2007).

A prospecção de enzimas de interesse industrial foi realizada em placas de Petri contendo meio sólido 
aditivado com o respectivo substrato indutor. A produção de lipase e esterase foi determinada segundo 
(Sierra, 1957), em meio mineral contendo Tween 80 e Tween 20. As placas foram incubadas a 30°C por 10 
dias e o aparecimento de um halo branco difuso contendo oleato de cálcio, indicou a produção das enzimas.

A produção de amilase foi determinada conforme descrito por (Conn et al., 1957) modificado a partir 
do cultivo em meio Ágar-amido a 30ºC por 10 dias. O teste foi revelado com 10 mL de solução de lugol 
1% e a descoloração do meio em torno da colônia evidenciou a hidrólise do amido.

A atividade proteolítica foi avaliada utilizando os substratos caseína e gelatina. A degradação da ca-
seína foi determinada em meio à base de: Solução 1 (10g leite desnatado, 90 ml água destilada) e Solução 
2 (3g Ágar, 97 mL água destilada), mantidas à 30ºC por 7 dias. A formação de uma zona clara ao redor da 
colônia indicou a produção da enzima. A degradação da gelatina foi avaliada em tubo de ensaio contendo 
o meio Agar nutriente aditivado com 12% de gelatina, 0,5% de peptona e 0,3% de extrato de carne, 5g 
Peptona, 1000 mL água destilada. Após incubação a 30ºC durante 20 dias, a manutenção da consistência 
líquida após incubação a 4ºC por 24h indicou a produção de gelatinase.

A produção de pectinase foi avaliada após o cultivo a 30°C por 7 dias em meio Ágar Triptona Soja 
(TSA) (1,5 g triptona, 0,5 g peptona de soja, 1,5 g NaCl, 1,5 g de ágar, pH 7,3) suplementado com 1% 
de pectina cítrica. O aparecimento de halo transparente em volta das colônias após adição de 10 mL de 
solução de lugol 1% indicou a hidrólise da pectina.

A produção de hemolisinas foi verificada após cultivo em meio Ágar Sangue suplementado com 5% 
de sangue desfibrinado a 30ºC por 7 dias. A presença de um halo claro ao redor das colônias indicou a 
produção da enzima.

A produção da enzima L-glutaminase foi avaliada segundo (Balagurunathan et al., 2010) após cultivo 
em ágar glutamina. As placas foram incubadas a 28°C por 7 dias e a produção da enzima foi indicada 
por meio da mudança da cor amarelo para rosa.

O índice enzimático (IE) foi determinado para os testes semi-quantitativos por meio da seguinte equa-
ção: IE = Dh/Dc, sendo que Dh corresponde ao diâmetro em mm do halo de hidrólise e Dc o diâmetro 
em mm da colônia das actinobactérias (Stamford et al., 1998). Foi considerado com potencial enzimático 
índice enzimático acima de 1,5.

Para a realização das análises, adotou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado 
com três repetições, e os dados foram submetidos à análise de variância, sendo as médias comparadas 
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando o software Assistat 7.7

Resultados e Discussão
A actinobactéria foi isolada após 28 dias de cultivo em meio ALA e previamente nomeada como 

MPO6. Foi observado o bom desenvolvimento de colônias bacterianas nos meios ISP1, ISP2 e ISP5, 
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apresentando colônias ásperas, convexas, circulares e com borda irregular (Figura 1). O micélio aéreo 
formado no meio ISP2 evidenciou coloração predominantemente branca, tendendo ao róseo após 168h 
de cultivo, bem como a produção de pigmento solúvel de cor âmbar somente neste meio.

A análise do fragmento de 821 pb do RNAr 16S obtido, contendo 56.03% de G+C apresentou 99% de 
similaridade com o filo Actinobacteria, espécie Streptomyces cinereus.

Streptomyces cinereus apresentou capacidade de crescimento nos meios contendo a maioria das fontes 
de carbono e nitrogênio testadas (Tabela 1), resultado este já esperado devido a descrições frequentes na 
literatura sobre a adição de diversas fontes de carbono e nitrogênio em meios de cultura tanto para iso-
lamento como para manutenção de colônias de actinobactérias. Desse modo, os resultados evidenciam a 
capacidade dessas bactérias em produzir enzimas que atuam sobre todos estes substratos, sendo que a 
glicose foi a fonte de carbono preferencialmente utilizada. Streptomyces cinereus utiliza 12 das 14 fontes 
de carbono testadas, com desenvolvimento moderado do micélio aéreo, exceto L-arabnose e D-xilose.

Foi verificado a tolerância as concentrações de 3 a 7% de NaCl, produção de catalase, porém não houve 
produção de Urease, H2S, Indol, CO2. A maioria dos gêneros pertencentes ao grupo das actinobactérias é 
aeróbia, porém, existem também as anaeróbias facultativas (Araujo, 1998). Devido a este fato a produção 
da catalase é uma característica da maior parte dos representantes do grupo das actinobactérias, como 
observado no gênero Streptomyces, pois apresentam a enzima citocromo oxidase a, b e c.

Streptomyces cinereus produz as enzimas gelatinase e L-glutaminase e, as quais foram avaliadas de 
forma qualitativa, bem como, as enzimas lipase (IE=3,4), pectinase (IE=2,2), esterase (IE=2,0), amilase 
(IE=1,3), hemolisina (IE=1,2) (Figura 2). Visto a produção de diversas enzimas, a actinobactéria isolada 
apresenta possibilidade de aplicação para diversos bioprocessos como na obtenção de enzimas de interesse 
alimentar, farmacêutico e ambiental, no tratamento de resíduos oriundos de processos orgânicos.

Figura 1. Morfologia de Streptomyces cinereus. A. Cadeia de esporos em Microscopia Eletrônica de Varredura 
(Escala = 2µm). B. Cadeia de esporos em Microscopia Luz Comum (Escala: 400x). C. Aspecto velutino do micélio 

aéreo formado nas colônias bacterianas em cultivo em meio ISP2.

Figura 2. Potencial enzimatico de interesse biotecnológico de Streptomyces cinereus. A. Lipase; B. Esterase; C. 
Amilase; D. Pectinase; E. L-glutaminase; F. Hemolisina.
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Tabela 1. Caracterização bioquímica de Streptomyces cinereus.

Teste s Valors
Pigmento de melanina +
Tolerância a diferentes concentrações de NaCl (%) 3 – 7
Catalase +
Urease -
Utilização de Citrato +
Produção de H2S -
Produção de enzimas de interesse industrial
Gelatinase +
Caseinase -
Amilase +
Lipase +
Esterase +
Pectinase +
Hemolisina +
L-glutaminase +
Utilização de fontes de carbono
D-Glucose +
D-Manitol +
Frutose +
Sacarose +
Celulose +
D-Sorbitol +
L-Arabinose -
D-Manose +
Inositol +
D-Glicose +
D-Lactose +
D-Melezitose +
D-Rhamnose +
Trealose +
D-Xilose -
Utilização de fontes de nitrogênio
L-Asparagina +
L-Arginina +
L-Tirosina +
L-Cisteína +
L-Fenilalanina +
L-Histidina -
L-Glutamina +
L-Metionina -
L-Ornitina +
L-Serina +
L-Treonina +
L-Valina +

+ = positivo, - = negativo.

O micélio aéreo formado aproximadamente após cinco dias de cultivo no meio ISP2, confirma o aspecto 
peculiar ao grupo das actinobactérias, visto que as colônias têm crescimento lento, necessitando em torno 
de 7 a 10 dias para desenvolver o micélio aéreo (Srinivasan et al., 1991; Hopwood, 1999; Flardh e Buttner, 
2009). A morfologia da cadeia de esporos simples espiralada observada indica que a actinobactéria isolada 
apresenta características do filo Actinobactéria e do gênero Streptomyces sp. (Figura 2A e 2B).
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O filo Actinobactéria é reconhecido pela capacidade de produzir uma diversidade de enzimas como 
estratégia para a obtenção de fontes de carbono e nitrogênio para seu desenvolvimento (Korn-Wendisch 
et al., 1992). Logo, a comprovação da produção de enzimas hidrolíticas como lipases, amilases e protea-
ses podem ser uma alternativa para o tratamento de esgotos e efluentes de indústrias de doces, sorvetes, 
laticínios e carnes, uma vez que para este fim não é necessário a etapa de purificação, diminuindo, por-
tanto os custos de aplicação (Rigo et al., 2008).

O uso de lipases produzidas por microrganismos vem crescendo consideravelmente nos últimos anos nas 
indústrias químicas e farmacêuticas. A produção de lactonas sintéticas por lipases constitui outra importante 
aplicação destas enzimas na indústria farmacêutica. Lactonas naturais (octalactinas) isoladas de Streptomyces 
spp. apresentam atividade citotóxica contra células de melanoma e de tumor de cólon (Ferraz, 2007).

O interesse pelas lipases microbianas se amplificou devido à estabilidade ampla em pH e facilidade 
de obtenção em comparação com as de origem animal (Hasan et al., 2006). Nos microrganismos, as 
lipases podem apresentar atividade fosfolipídica, pois são utilizadas como mecanismo de defesa, visto 
que quando secretadas, facilitam a digestão dos lipídeos e os ácidos graxos auxiliando na adesão tecidual 
célula-célula e célula-hospedeiro (Stehr et al., 2003)

A pectinase, enzima que também foi produzida pela actinobactérias isolada de Aniba parviflora Syn 
Fragans (macacaporanga), também têm atraído a atenção por sua aplicação como catalisador biológico 
em diversos processos industriais, com grande aplicação na indústria alimentícia para a fabricação de 
sucos (Kashyap et al., 2000) e na produção de vinho como clarificador e estabilizador de cor do vinho 
tinto (Revilla e José, 2003).

A capacidade de produção da enzima L-glutaminase, indica outra possibilidade e aplicação, agora na 
indústria farmacêutica, visto suas propriedades antitumorais, principalmente contra leucemia linfocítica 
aguda (LLA) (Koibuchi et al., 2004) e atividade antiviral contra HIV (Plnsn et al., 2014). É também utili-
zada na indústria de alimentos, tendo sua aplicação na intensificação de sabor, uma vez que aumenta o 
teor de ácido glutâmico nos alimentos em decorrência da hidrólise da glutamina.

Conclusão
Streptomyces cinereus isolado de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn Fragans (Macacaporanga) 

produz enzimas extracelulares de interesse industrial, sendo descritos neste estudo preliminar a produ-
ção de enzimas hidrolíticas, lipolíticas e antitumorais.
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Resumo
Enzimas são compostos biológicos com função de catabolizar reações, ligadas diretamente com o meta-
bolismo, de quaisquer que sejam os organismos. As de origem microbianas são de fácil aquisição, uma 
vez que se sabem as características de cultivo do micro-organismo do qual se busca isolar determinada 
enzima, este será uma ótima fonte de produção da mesma. O objetivo do estudo foi avaliar a produção 
de enzimas extracelulares por trinta fungos do gênero Colletotrichum, endófitos de frutíferas tropicais, 
sendo elas mangueira, cajueiro e goiabeira. As enzimas avaliadas foram lacase, pectinase, protease, ce-
lulase e amilase em delineamento inteiramente casualizado com três repetições. Foi realizada análise de 
variância e as médias comparadas pelo Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Foi observada 
atividade enzimática extracelular de protease em 29 isolados, celulase em 28, lacase em 20 e atividade 
mínima de pectinase em três isolados. Não foi observada atividade extracelular de amilase em nenhum 
isolado. Os melhores halos de degradação enzimática foram expressos pelos isolados M3 de mangueira, 
C10 de cajueiro, G2, G4, G6, G9 e G10 de goiabeira, todos para lacase.

Palavras-chave: Excreção, lacase, metabólitos.

Introdução
A utilização de microrganismos para a produção de compostos orgânicos de interesse industrial e 

biotecnológico vem se desenvolvendo significativamente ao passar dos anos. Seguindo essa linha, fungos 
endofíticos de diversas espécies vegetais tomam a frente, por apresentarem grande potencial em diversas 
áreas da Biotecnologia; uma delas é a tecnologia de enzimas.

As enzimas são proteínas essenciais para o sistema metabólico de todos os organismos vivos e têm 
um papel importante na degradação da matéria orgânica, na infecção do hospedeiro e na deterioração 
dos alimentos. Nas vias metabólicas, agem em sequências organizadas de rotas catabólicas e anabólicas 
(Lehninger, 2002).

A utilização de enzimas nas indústrias é indispensável, pois através do seu emprego, pode-se aperfei-
çoar a qualidade de um produto ou tornar mais fácil a produção do mesmo. Isso se deve ao fato de que 
as enzimas atuam diretamente nas substâncias que compõem um determinado produto, onde cada uma 
tem um substrato de atuação específico (Lima et al., 2001).

Os microrganismos são a fonte mais recorrida para a obtenção de enzimas por apresentarem baixo 
custo na produção, além de ser possível produzi-las em larga escala (Pandey et al., 2005).

Microrganismos endofíticos, que colonizam tecidos das plantas, produzem enzimas hidrolíticas extrace-
lulares como mecanismos de resistência para ultrapassar as defesas do hospedeiro que impedem a invasão 
microbiana e/ou para obter nutrientes do solo (Tan e Zou, 2001). Dentre essas enzimas, podemos citar 
pectinases, esterases, celulases, lipases dentre outras (Petrini et al., 1982). Estudos de microrganismos 
endofíticos de plantas tropicais têm recebido muita atenção, devido à diversidade e grande potencial como 
fonte de compostos bioativos e pelos benefícios que podem proporcionar às plantas (Photita et al., 2001).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar qualitativamente a produção de enzimas extracelulares por fun-
gos endofíticos do gênero Colletotrichum isolados de mangueira, cajueiro e goiabeira através de ensaio 
em meio sólido e indicar os melhores produtores das enzimas avaliadas.

Material e Métodos
Foram utilizados trinta fungos endofíticos de folhas de mangueira, cajueiro e goiabeira. Os fungos 

foram reativados (Figura 1) em meio de cultivo BDA (infusão de 200 g de batata, 15 g de dextrose e 15 
g de ágar, diluídos em água destilada para 1 L – pH 6,8) acrescido do antibiótico cloranfenicol (50 µg/
mL), para inibir o crescimento de bactérias, mesmo meio de cultivo que foi utilizado para o isolamento. 
As placas de Petri foram incubadas em estufa B.O.D. por sete dias. Todos os fungos utilizados pertencem 
à Coleção de Culturas do Laboratório de Princípios Bioativos de Origem Microbiana da Faculdade de 
Ciências Agrárias da UFAM.

Figura 1. Aspectos das colônias dos fungos endófitos após sete dias de cultivo em meio BDA, onde na fileira A) 
endófitos de mangueira; B) endófitos de cajueiro; e C) endófitos de goiabeira.

Para avaliar a atividade de lacase foi utilizado o protocolo descrito por Santos (2007), com modifica-
ções. O meio de cultivo para avaliação dessa atividade foi composto por 20 g de ágar acrescido de 0,5% 
(p/v) de ácido gálico, 15 g de extrato de malte e 1 g de peptona em 1 litro de água destilada. As placas 
foram incubadas a 25 °C por cinco dias, no escuro. A atividade da enzima lacase foi detectada pela for-
mação de um halo marrom ao redor das colônias.

A atividade de pectinase foi avaliada conforme a metodologia descrita por Hankin e Anagnostakis 
(1975). Os isolados foram repicados para meio de cultura sólido composto de 500 mL de solução mineral 
(2 g de (NH4)2SO4, 4 g de KH2PO4, 6 g de Na2HPO4, 0,2 g de FeSO4.7H2O, 1 mg de CaCI2, 10 µg de H3BO3, 
10 µg de MnSO4, 70 µg de ZnSO4, 50 µg de CuSO4, 10 µg de MoO3) mais 500 mL de solução de pectina (1 
g de extrato de levedura, 15 g de ágar, 5 g de pectina cítrica) com pH 7. As colônias foram incubadas por 
cinco dias a 25 °C, no escuro. Após esse período, o halo de degradação formado por uma região translú-
cida ao redor da colônia foi revelado com aplicação de vermelho de metila (2%).

Para avaliar a atividade da protease foi adotada a metodologia de Hankin e Anagnostakis (1975), mo-
dificado. Os isolados foram repicados para placas de Petri contendo meio solidificado composto por 5 g 
de peptona, 3 g de extrato de levedura, 1 g NaCl, 15 g de ágar, 0,4 g gelatina e 1 litro de água destilada, 
com pH 6. As colônias foram incubadas por 72 horas a 25 °C, no escuro. Após este período, o halo, ca-
racterizado por uma região amarelada ao redor da colônia, foi revelado por meio da aplicação de 10 mL 
de vermelho de metila (2%) em cada placa.

A atividade da celulase foi avaliada a partir do cultivo em placas de Petri contendo ágar carboximetil-
celulose (1 g de KH2PO4, 0,5 g de (NH4)2SO4, 0,5 g de asparagina, 0,5 de KCl, 0,2 g de MgSO4.7H2O, 0,1 g 
de CaCl2, 0,5 g de extrato de levedura, 10 g de carboximetilcelulose, 20 g de ágar, 1 litro de água destila-
da). As colônias foram incubadas por cinco dias a 25 °C, no escuro, e em seguida submetidas a choque 
térmico por 16 horas a 50 °C. Após esse período, foi adicionado 10 mL de solução corante de vermelho 
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congo (2,5 g/L) em tampão Tris HCl 0,1 M, pH 8. Após 30 minutos a solução foi descartada e as culturas 
lavadas com 5 mL de solução de NaCl 0,5 M neste mesmo tampão, visando revelar o halo claro e estreito 
de degradação da celulose ao redor da colônia (Pereira, 2009).

A atividade da amilase foi avaliada a partir do cultivo em placas de Petri contendo meio mínimo, 
no qual a glicose foi substituída por amido (6 g de NaNO3, 1,5 g de KH2PO4, 0,5 g de KCl, 0,5 g de 
MgSO4.7H2O, 0,01 g de FeSO4, 0,01 g de ZnSO4, 10 g de amido, 15 g de ágar, 1 litro de água destilada, pH 
6,8). As colônias foram incubadas a 25 °C, sob fotoperíodo de 12 horas. Após cinco dias de cultivo foi 
aplicado em cada placa 2 mL de solução lugol (5 g de Kl, 1 g de iodo, 100 mL de água destilada), sobre 
a superfície do meio de cultura. Após dez minutos, a solução lugol foi descartada e avaliada a atividade 
amilolítica, caracterizada pela formação de halo claro circundado por uma zona azulada ao redor da 
colônia (Pereira, 2009).

Os halos de atividade enzimática foram mensurados perpendicularmente. O delineamento estatísti-
co para avaliação da atividade enzimática foi o inteiramente casualizado (DIC) com três repetições por 
tratamento. Os dados foram submetidos à análise de variância e foi aplicado o teste de Tukey a 5% de 
probabilidade para comparação das médias.

Resultados e discussão
Entre os endófitos de mangueira (Tabela 1), o isolado M3 apresentou o maior halo (Figura 2) para la-

case, com 16,08 mm. Para pectinase, apenas três endófitos apresentaram atividade mínima, variando de 
4,25 a 5,08 mm. O maior valor encontrado para protease foi de 6,25 mm, expressado pelo M1, enquanto 
os demais ficaram com média de 5,0 mm. Para celulase, foram observados valores variando de 1,0 a 4,4 
mm. A atividade amilolítica foi observada de forma intracelular, ou seja, não houve halo enzimático, 
porém, foi observada atividade da enzima na área interna da colônia.

Figura 2. Halos de atividade enzimática expressos pelos isolados M3, M4, M1, M8 e M1 endófitos de mangueira, 
respectivamente em A) lacase; B) pectinase; C) protease; D) celulase e E) amilase

Tabela 1. Médias dos halos enzimáticos (mm) dos endófitos de mangueira

Endófitos Lacase Pectinase Protease Celulase Amilase
M1 - - 6,25 a 1,60 cd *
M2 - - 5,75 a 4,00 ab *
M3 16,08 a 5,00 a 4,33 a 2,75 bc *
M4 - 5,08 a 5,58 a 3,91 ab *
M5 - - 5,66 a 1,08 d *
M6 7,0 b 4,25 a 5,00 a 3,75 ab *
M7 - - 5,50 a 4,41 a *
M8 6,69 b - 5,83 a 4,33 a *
M9 10,25 b - 5,83 a 3,41 ab *
M10 - - - - *
CV (%) 18,07 16,64 15,35 14,01 nd

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade

(-) Não houve atividade; (*) Não houve atividade extracelular; (nd) Não determinado
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Entre os endófitos de cajueiro (Tabela 2), os isolados C10, C8, C3 e C2 se destacaram na produção de 
lacase com 15,75, 14,08, 13,87 e 12,91 mm, respectivamente. Não foi observada atividade pectinolítica. A 
atividade proteolítica apresentou os maiores halos enzimáticos (Figura 3), o C1 apresentou halo de 33,13 
mm, enquanto os demais variaram de 25,06 a 29,38 mm, indicando o potencial biotecnológico destes 
endófitos para produção desta enzima. Para celulase os valores variaram de 2,66 a 3,42 mm. A atividade 
observada para amilase também foi intracelular.

Dos endófitos de goiabeira (Tabela 3), nove apresentaram halo para lacase variando de 11,25 mm ao 
maior produzido pelo isolado C9 com 19,0 mm. Não houve atividade pectinolítica. A atividade celulolíti-
ca variou de 0,83 a 4,08 mm enquanto para protease, o maior halo (Figura 4) foi observado para o isolado 
G4 com 21,83 mm. Também foi observada apenas atividade intracelular para amilase.

Figura 3. Halos de atividade enzimática expressos pelos isolados C10, C1, C1, C2 e C1 endófitos de cajueiro, 
respectivamente em A) lacase; B) pectinase; C) protease; D) celulase e E) amilase

Tabela 2. Médias dos halos enzimáticos (mm) dos endófitos de cajueiro

Endófitos Lacase Pectinase Protease Celulase Amilase

C1 - - 33,13 a - *

C2 12,91 a - 29,38 b 3,41 a *

C3 13,87 a - 25,66 c 3,41 a *

C4 9,50 b - 27,07 bc 3,00 a *

C5 - - 26,48 bc 3,50 a *

C6 - - 26,49 bc 3,08 a *

C7 6,25 c - 28,27 d 2,83 a *

C8 14,08 a - 26,28 bc 2,75 a *

C9 - - 26,86 bc 2,66 a *

C10 15,75 a - 25,79 c 3,16 a *

C.V. (%) 9,06 - 4,66 13,47 nd

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de 
Tukey ao nível de 5% de probabilidade

(-) Não houve atividade; (*) Não houve atividade extracelular; (nd) Não determinado

Figura 4. Halos de atividade enzimática expressos pelos isolados G9, G1, G4, G1 e G1 endófitos de goiabeira, 
respectivamente em A) lacase; B) pectinase; C) protease; D) celulase e E) amilase
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Os fungos do gênero Colletotrichum são frequentemente citados como produtores de enzimas 
extracelulares. Sunitha et al. (2013) isolaram fungos deste gênero das plantas medicinais Alpinia cal-
carata Roscoe, Calophyllum inophyllum L., Bixa orellana L., e Catharanthus roseus, onde observaram 
atividade de amilase, celulase, pectinase, protease, lipase e lacase. Num estudo realizado por Patil et al. 
(2015) utilizando Colletotrichum sp. isolado de Piper betle, não foi observada atividade qualitativa para 
amilase, protease e lipase, porém foi detectada atividade mínima em ensaio quantitativo.

No estudo executado por Toghueo et al. (2017) avaliando três espécies de Colletotrichum, foi obser-
vada atividade em apenas duas para amilase, celulase e lipase, enquanto que a atividade de lacase não 
pode ser determinada. No estudo realizado por Silva et al. (2006), que avaliaram a produção de protease, 
amilase, celulase e lipase, foi observada apenas atividade lipolítica expressa por dois Colletotrichum sp. 
isolados de pinha e graviola. Lima (2000) observou que um período de incubação superior a dez dias fa-
voreceu a atividade de amilase em todos os isolados de C. graminicola testados, o que pode ter influência 
no presente estudo, onde o período de incubação foi de apenas cinco dias.

Neste trabalho, foi observada maior frequência de atividade para protease. Couto (2002) também 
verificou que C. musae obtidos de bananeira demonstraram maior atividade para protease. Para celulase, 
as linhagens endofíticas investigadas apresentaram atividade mínima, corroborando com Tozze Júnior 
(2012) que observou atividade mínima de celulase em 92 dos 93 isolados testados. Cruz (2014) observou 
atividade pectinolítica em todos os isolados; diferenciando-se deste trabalho onde apenas três endófitos 
de mangueira apresentaram atividade mínima.

É preciso considerar os diversos fatores que podem influenciar na excreção de enzimas extracelulares 
por fungos endofíticos, uma vez que o substrato pode influenciar na produção de determinada enzima 
por ser de fácil ou difícil degradação. Outros fatores como pH, temperatura, luminosidade e tempo de 
incubação também podem influenciar.

Conclusão
Os fungos endofíticos do gênero Colletotrichum isolados de mangueira, cajueiro e goiabeira produzem 

enzimas de interesse biotecnológico, visto que apresentaram os melhores valores para lacase e protease, 
e também que possuem um potencial a ser melhorado em trabalhos futuros na busca por metodologias 
que otimizem ao máximo a produção destas enzimas.

Tabela 3. Médias dos halos enzimáticos (mm) dos endófitos de goiabeira

Endófitos Lacase Pectinase Protease Celulase Amilase

G1 16,50 a - 12,75 b 4,08 a *

G2 15,50 a - 4,25 c 2,58 cde *

G3 4,66 ab - 12,33 b 2,00 de *

G4 16,58 a - 21,83 a 2,95 bcde *

G5 11,25 bc - 13,16 b 3,33 abc *

G6 19,83 a - 13,75 b 1,91 e *

G7 4,91 c - 10,16 b 0,83 f *

G8 13,91 ab - 14,58 b 3,33 abc *

G9 19,00 a - 13,75 b 3,00 bcd *

G10 18,25 a - 13,33 b 4,00 ab *

C.V. (%)     18,23 - 13,25    13,10 nd

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nível 
de 5% de probabilidade

(-) Não houve atividade; (*) Não houve atividade extracelular; (nd) Não determinado
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Resumo
O gênero Streptomyces é composto por bactérias gram-positivas extremamente importantes para a área 
da saúde devido a produção de antibióticos, antitumorais, anti-hipertensivos, além de produzir outros 
compostos bioativos como as enzimas. Este gênero é responsável pela produção da maior parte dos anti-
bióticos utilizados atualmente. O isolado CBA-61 do gênero Streptomyces, foi caracterizado como um im-
portante produtor de antibiótico, com ampla atividade contra bactérias Gram positivas e Mycobacterium. 
Por isso, sua identificação correta em nível de espécie, para comparação com outros Streptomyces produ-
tores de antibiótico é importante. Este gênero, por ser complexo, faz com que sua identificação taxonô-
mica necessite de pelo menos dois genes e por isso, foram usados os genes 16S e 23S rRNA. Ambas as 
sequências indicaram que o isolado CBA-61 está filogeneticamente próximo ao S. collinus Tü 365 que é 
uma estirpe de Streptomyces, produtora do antibiótico kirromicina, um inibidor da biossíntese de proteí-
nas interagindo com o fator de elongação EF-Tu, bloqueando a síntese de proteína.

Palavras-chave: Streptomyces; antibiótico; identificação; 23S rRNA

Introdução
O gênero Streptomyces é composto por bactérias gram-positivas, extremamente importantes para a área 

da saúde devido a produção de antibióticos, antitumorais, anti-hipertensivos, além de outros compostos 
bioativos, principalmente através dos seus metabólitos secundários. Este gênero tem sido analisado há 
muitos anos e são responsáveis pela produção da maior parte dos antibióticos utilizados (Procópio et al., 
2012). Com o passar do tempo, a resistência bacteriana tem aumentado e se faz necessária a produção de 
antibióticos mais eficazes. Essas bactérias são amplamente estudadas e apresentam uma distribuição com-
plexa, considerando seu comportamento biológico diferente de outras gram-positivas (Omura et al., 2001). 
Como forma de estudá-las, faz-se necessário sua correta divisão taxonômica. Muitos estudos têm sido feitos 
sobre a filogenia desse gênero, no entanto, ainda faltam muitos dados para a formação de uma árvore ro-
busta e bem elaborada para o gênero Streptomyces (Chaves et al., 2017). A forma tradicional de classificação 
tem sido a utilização do gene 16S de rRNA, mas é considerada pouco realista quanto às relações entre as 
espécies (Alam et al., 2010). O antibiótico produzido pelo isolado CBA-61 do gênero Streptomyces foi ca-
racterizado apresentando ampla atividade contra bactérias Gram positivas e Mycobacterium smegmatis de 
acordo com Silva (2016), mas ainda necessita de uma identificação correta a nível de espécie, para compa-
ração com outros Streptomyces produtores de antibióticos. Os métodos de identificação de microrganismos 
utilizados apresentam grande limitação, principalmente para o gênero Streptomyces. Estudos demonstram 
uma perspectiva positiva quanto ao uso do gene 23S para o estudo filogenético deste gênero (Chaves et al., 
2017). O 23S tem se mostrado excelente para a identificação de Streptomyces. Por isso este trabalho tem por 
objetivo identificar o isolado CBA-61 por técnicas moleculares, utilizando o gene 23S rRNA e comparar com 
o 16S rRNA, para a identificação mais correta destas importantes bactérias. 

Material e métodos
O trabalho foi realizado no laboratório de biotecnologia do Programa do Mestrado em Biotecnologia 

e Recursos Naturais da Amazônia (PPGMBT) da Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Na Escola 
Superior de Ciências da Saúde (ESA), localizada na Av. Carvalho Leal,1777, bairro Cachoeirinha.
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O isolado CBA-61 foi inoculado em 5 mL de Caldo Triptona Soja – TSB (Himedia) e incubado por 18 ho-
ras a 28 ºC. Após esse período, a cultura bacteriana foi colocada em tubo de 1,5 mL, centrifugada por 5 min 
a 9700 g, e em seguida o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em 500 µL de TE (10mM 
Tris-HCl pH 7,5, 1mM EDTA pH 8,0) sendo adicionados 30 µl de SDS 10%, mais 0,5 g de sílica com agitação 
no “bead beating” (Biospec products) por 30 seg. Após a agitação foi adicionado 500 µl de fenol saturado, 
homogeneizado e centrifugado (9700 g por 10 min). A fase superior foi transferida para um novo tubo e 
acrescido de 6 µl de RNAse (RNAse 10 mgmL-1 em 10mM Tris-HCl pH 8,0; 15mM NaCl), sendo incubado 
por 30 min a 37 ºC. A esta suspensão foram adicionados 200 µL de fenol e 200 µL de clorofórmio, homoge-
neizando-a por inversão e posteriormente centrifugada a 9700 g por 5 min. O sobrenadante foi transferido 
para um novo tubo e adicionado 0,1 volume de NaCl 5M e 0,6 volume de isopropanol, incubado por 5 min 
a temperatura ambiente e em seguida centrifugado por 10 min a 9700 g. O sobrenadante foi descartado, o 
DNA lavado com 400 µl de etanol 70% e centrifugado por 2 min a 9700 g. O sobrenadante foi removido, o 
DNA seco a 37 ºC, ressuspendido em 50 µL de água Milli-Q e estocado a –20 ºC.

As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 50µL, contendo 5 µL (10 ng) 
de DNA molde; 0,2 µM do primer 27f (5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e do primer 1378r 
(5’-CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG- 3’) para o 16S e do primer F1067 (5’-GGGGATAAGCTCCATGGTCG3’) 
e R2192 (5’-AAGTTCTCAGCTTCGCCAC-3’) para o 23S: 200µM de cada dNTP (Gibco BRL); 3,75 mM de 
MgCl e 2U de Taq DNA polimerase (Gibco BRL). Em todos os experimentos foi adicionada uma reação 
sem DNA como controle negativo. Foi utilizado termociclador (Gene AMP PCR System 9700) programado 
para gerar uma desnaturação inicial de 4 min a 94°C, 2 ciclos a 94°C, 1 min a 60°C, 1 min a 72°C, 2 min; 
mais 2 ciclos a 94°C, 1 min; 59°C, 1 min; 72°C; 2 min; mais dois ciclos a 94°C, 1 min, 58°C, 1 min; 72°C, 
2 min; mais dois ciclos a 94°C, 1 min; 57°C, 1 min; 72°C, 2 min; mais 2 ciclos a 94°C, 1 min; 56°C, 1 
min; 72°C, 2 min; mais 20 ciclos a 94°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 2 min e uma extensão final de 10 min 
a 72°C. Foi utilizados 5 µL da reação para a observação em gel de agarose (1,2%) de um fragmento de 
aproximadamente 1350 pb para o 16S e 1000pb para o 23S. Os fragmentos de DNA amplificados foram 
purificados com o Kit GFX (Amersham Pharmacia) e seqüenciados.

Para cada reação de sequenciamento foram usados aproximadamente 150 ng de DNA, 0,4 uL 
de TRR Mix (BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit), 5 pmoles de primer 27f 
(5’-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) para o 16S, e o primer F1067 (5’-GGGGATAAGCTCCATGGTCG3’) para 
o 23S, acrescido de tampão 2,5x (200mM Tris-HCl pH 9,0 e 5 mM MgCl2) em um volume final de 10 uL. A 
reação para sequenciamento foi realizada no termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Perkin-Elmer), 
em um programa constituído por 30 ciclos de 96ºC por 10 segundos, 52ºC por 20 segundos e 60ºC por 4 
minutos. O produto da amplificação foi corrido no sequenciador automático ABI 3100 e selecionadas quan-
to à resolução das bases identificadas. Seguindo a metodologia de Kullen et al. (2000) e Clarridge (2004). 

As sequências obtidas foram analisadas pelo BLASTn contra a base de dados do NCBI (National Center 
for Biotechnology Information website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). A árvore filogenética foi 
construída com base na sequência do gene rRNA obtidos. Para o alinhamento das sequências foi utilizado o 
programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Em seguida, as sequências foram 
submetidas aos programas MEGA 6 (https://www.megasoftware.net/), e construído a árvore filogenética. 
Todas as seqüências obtidas foram depositadas no banco de dados da coleção de cultura do UEA. 

Resultados e Discussão
Após o sequenciamento de ambos os genes, foi possível obter aproximadamente 700pb com boa qua-

lidade, como pode ser visto na Tabela 1. Atualmente sequências de DNA tem sido a forma mais segura 
de identificar os organismos, principalmente bactérias, devido suas características morfológicas serem 
muito semelhantes.

O uso de sequências de DNA tem sido considerado um caminho promissor para os estudos taxonômicos 
e filogenéticos dos Streptomyces, uma filogenia mais fina e robusta para o Streptomyces CBA-61 foi cons-
truída (Figuras 1 e 2). Comparando as árvores filogenéticas derivadas dos dados das sequências do 16S e 
do 23S, indica que este isolado pode pertencer à espécie S. collinus como pode ser visto nas figuras 1 e 2.
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 CBA-61
 NC 021985.1 S. collinus Tu 365

 NZ CP016438.1 S. lincolnensis NRRL 2936
 NZ AUBE01000050.1 S. flavidovirens DSM 40150

 NC 010572.1 S. griseus NBRC 13350
 NZ CP020042.1 S. katrae S3
 NZ CP010407.1 S. vietnamensis GIM4.0001

 NZ KL571054.1 S. monomycini NRRL B-24309
 NZ JH725402.1 S. auratus AGR0001

 NZ MAXF01000013.1 S. sparsogenes ATCC 25498
 NZ FNHI01000050.1 S. wuyuanensis CGMCC

 NZ CP010519.1 S. albus DSM 41398
 NC 003888.3 S. coelicolor A3(2)

98

89

89

95

62

61

23

84

37

15

0.01

 HE971709.1 S. davawensis JCM 4913
 CP016825.1 S. albus BK3-25

 CP016795.1 S. olivaceus KLBMP 5084
 CBA-61

 CP006259.1 S. collinus Tu 365
 CP012382.1 S. ambofaciens ATCC 23877

 CP013219.1 S. hygroscopicus KCTC 1717
 CP016438.1 S. lincolnensis NRRL 2936

 CP016824.1 S sampsonii KJ40100

90

53

35

98

30

0.01

Tabela 1. Sequências de DNA dos genes 16S e 23S rRNA.

Figura 1. Relações filogenéticas entre 12 linhagens padrões de Streptomyces, e o isolado CBA-61 baseadas nas 
sequências do gene 16S rRNA. A árvore foi construída usando o método NJ. Os números indicam a porcentagem 

do bootstrap. A barra indica 1% de divergência das seqüências estimada.

Figura 2. Relações filogenéticas entre 8 linhagens padrões de Streptomyces, e o isolado CBA-61 baseadas nas 
seqüências do gene 23S rRNA. A árvore foi construída usando o método NJ. Os números indicam a porcentagem 

do bootstrap. A barra indica 1% de divergência das sequências estimadas.
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O isolado CBA-61 apresentou similaridade com o S. collinus Tü 365, que é uma estirpe de Streptomyces, 
isolada em 1972 de Kouroussa (Guiné). É mais conhecido como produtor do antibiótico kirromicina, um 
inibidor da biossíntese de proteínas interagindo com o fator de alongamento EF-Tu, um alvo molecular 
para o antibiótico (Rückert et al., 2013; Iftime et al., 2016). A ligação da Kirromicina inibe o desloca-
mento conformacional que a EF – Tu, normalmente sofre quando o GTP é hidrolisado em GDP. Isso 
evita a dissociação da EF – Tu do complexo ribossômico e, portanto, bloqueia a tradução (Laiple et 
al.,2009). Esforços têm sido feitos para determinar uma filogenia abrangente, detalhada e robusta de 
Streptomyces usando filogenias baseadas em genes únicos e genomas. Filogenias do grupo atualmente 
disponíveis são baseadas em 16S rRNA, tais reconstruções tendem a ser relativamente instáveis e não 
reflete a história evolutiva geral em um grupo complexo com generalizada transferência horizontal de 
genes (Alam et al., 2010). Apesar da disponibilidade atual de quase todas as seqüências do gene 16S 
rRNA de cepas do tipo Streptomyces em bancos de dados públicos, disponibilizadas por pesquisadores 
de vários países, muitas relações de espécies dentro de Streptomyces permanecem obscuras. O gênero 
Streptomyces tornou-se um dos grupos taxonomicamente mais complexos. A maioria dos membros 
deste grupo compartilha fenótipos e sequências 16S rRNA altamente similares, com a maioria das 
espécies compartilhando sequências do gene 16S rRNA idênticas ou altamente similares e fenótipos 
semelhantes (Guo et al., 2008; Rong e Huang, 2010). Por isso, a necessidade de utilização de outros 
genes para a confirmação da espécie. No entanto, foi observado que as árvores baseadas na análise 
genômica e as árvores do gene 23S rRNA são similares, mostrando que as sequências do 23S rRNA 
também são úteis na diferenciação entre Streptomyces spp (Chaves et al., 2017).  O 23S rRNA também 
mostrou que o isolado CBA-61 é similar ao S. collinus Tü 365, confirmando a identificação do 16S 
rRNA. Compreender a extensão da diversidade genética e funcional entre cepas da mesma espécie 
ou espécies muito relacionadas se tornou uma questão fundamental para a sistemática bacteriana 
segundo Koeppel et al. (2008) e Penn et al. (2009), principalmente para um gênero tão importante 
quanto o Streptomyces.

Conclusão
Através do sequenciamento das regiões 16S e 23S rRNA foi possível indicar que o isolado CBA-61 está 

filogeneticamente próximo ao S. collinus Tü 365, que é uma estirpe de Streptomyces, produtora do anti-
biótico kirromicina, um inibidor da biossíntese de proteínas interagindo com o fator de elongação EF-Tu, 
bloqueando a síntese de proteínas.
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Resumo
As coleções microbiológicas são um importante patrimônio biológico, que se devidamente conservadas, po-
dem servir de suporte para atividades de ensino e pesquisa. A escolha do método adequado de preservação 
depende do tipo de microrganismo em estudo, da infraestrutura do laboratório e dos objetivos do trabalho. 
Foi avaliada a viabilidade quanto ao método de preservação de 447 fungos filamentos da coleção micro-
biológica do CBA. Dentre estes, 100 isolados de solo e 367 endofíticos. O método de preservação avaliado 
foi o de Castellani (água destilada autoclavada). Para avaliação da viabilidade, os fungos foram reativados 
em triplicatas em meio BDA com antibiótico. A s características morfológicas, como coloração, pigmentos 
e aspecto da colônia foram observadas, bem como as estruturas fúngicas . Dos 447 fungos avaliados, 359 
permaneceram viáveis em meio de cultura BDA. Em relação aos fungos de solo, a viabilidade foi de 75% 
após 4 anos de preservação. Os fungos endofíticos apresentaram viabilidade variada de acordo com o ano 
de preservação: 70% após 8 anos; 65% após 5 anos; 80% após 4 anos; 89% após 3 anos. Os aspectos 
macro e micromorfológicos das culturas viáveis foram avaliadas, sendo possível identificar isolados dos gê-
neros: Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Colletotrichum, Trichoderma, Paecilomyces, Botritys, Curvullaria, 
Cladosporium, Xylaria, Pestallotia, Pestallotiopsis, Lasiodiplodia e Fomitopsis.

Palavras-chave: Castellani, preservação, fungos.

Introdução
O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade do planeta, principalmente na Amazônia. Essa grande 

variabilidade genética pode ganhar ainda mais valor quando devidamente organizada, identificada, clas-
sificada, documentada e disponível para acesso, sempre que houver demanda, seja ela para pesquisa ou 
aplicações tecnológicas (Da Silva et al., 2011).

Os microrganismos constituem uma fonte quase inesgotável de produtos de importância biotecnoló-
gica. Na área industrial, vários processos biotecnológicos têm como objetivo a produção de compostos 
comerciais ou a transformação de substrato em produtos de maior valor agregado, tais como antibióticos 
(estreptomicina, penicilina). No setor agropecuário e de alimentos, destacam-se os microrganismos fixado-
res de nitrogênio, os empregados na produção de bebidas alcoólicas e sucos (vinho, cerveja, produção de 
pectinase), processamento de alimentos (queijo, iogurte, panificação), além do controle biológico de pragas 
e doenças (controle da lagarta da soja, da cigarrinha da cana de açúcar e outros) (Fungaro e Maccheroni 
Jr., 2002). Apresentam ainda uma grande vantagem para a produção de compostos de interesse comercial 
devido ao fato de serem cultivados em grande escala e seus compostos facilmente purificados. Essa imensa 
riqueza natural constitui um verdadeiro patrimônio científico, tecnológico e econômico, que precisa ser 
conhecido, preservado e explorado racional e criteriosamente (Demain e Sanchez, 2009). 

As coleções biológicas são recursos estratégicos, fundamentais para o conhecimento e preservação da 
biodiversidade, que podem fazer parte da infraestrutura de pesquisa e inovação do país. As informações 
contidas nestas coleções são recursos-chave que o país precisa para o estabelecimento de estratégias rá-
pidas e eficientes para o desenvolvimento científico e tecnológico (Dieuliisa et al., 2016). 

As coleções microbiológicas têm como principal função a aquisição, preservação, identificação, ca-
talogação e distribuição de microrganismos autenticados para dar suporte à pesquisa científica, estudos 
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epidemiológicos, bem como ao desenvolvimento e produção de produtos e processos tecnológicos, na 
obtenção de extratos e moléculas bioativas, atuando também como provedores de serviços especializa-
dos (Da Silva et al., 2011).

Os diferentes tipos de coleções sejam elas de trabalho, institucionais ou de serviço, têm uma impor-
tância destacada na conservação e exploração da diversidade genética e metabólica. O material biológico 
destas coleções é matéria-prima para a obtenção dos mais variados produtos biotecnológicos incluindo 
fármacos, alimentos, bebidas alcoólicas e ácidos orgânicos (Câmara, 2008). 

Diversos métodos vêm sendo empregados para a preservação de fungos, porém, não existe um único 
método que seja capaz de preservá-los de forma adequada e generalizada (Girão et al., 2004). A escolha 
do melhor método deve ser baseada nas características dos microrganismos em estudo, assim como pelas 
vantagens e desvantagens de cada método (Sola et al., 2012). Com o objetivo de conservar a biodiversidade 
Amazônica, 428 fungos filamentosos da coleção microbiológica do Centro de Biotecnologia da Amazônia 
foram avaliados quanto à viabilidade e eficiência da técnica de Castellani como método de preservação.

Material e Métodos
Os isolados utilizados neste estudo foram obtidos da Coleção Microbiológica do Laboratório de 

Bioprospecção (LAPROSP) do Centro de Biotecnologia da Amazônia - CBA (Manaus/Am) e estavam 
conservados em água destilada. A preservação em água destilada, também conhecida como método de 
Castellani, consiste em armazenar pequenos discos do fungo com meio em frascos de vidro contendo 
água destilada esterilizada (Passador et al., 2010). Foram selecionados 467 fungos, destes, 367 são endo-
fíticos, isolados a partir de plantas da região Amazônica e 100 isolados de solo. 

Os isolados selecionados foram reativados em triplicata em meio ágar batata dextrose (BDA), previa-
mente vertidos em placas de petri, incubados a 28°C para favorecer a multiplicação e posterior preserva-
ção pela técnica de Castellani e óleo mineral.

As características macroscópicas, como coloração do micélio aéreo, pigmentos difusos no meio e 
aspecto das colônias foram analisadas com base nas informações  catalogadas da coleção. As caracte-
rísticas morfológicas foram analisadas pela técnica de microcultivo em lâmina e coloração com azul de 
metileno segundo metodologia de Lacaz et al., (1998). 

Resultados e Discussão
Pelo método de preservação Castellani dos 447 fungos avaliados, 359 permaneceram viáveis em meio 

de cultura BDA. Esses foram novamente preservados pelas técnicas de Castellani e óleo mineral. Dos 
100 isolados de solo do ano de 2014, 80 permaneceram viáveis, correspondendo a 80% de viabilidade 
(4 anos). Os isolados endofíticos foram selecionados de acordo com o ano de preservação. Dos 367 en-
dofíticos, 19 foram reativados do ano de 2009 e 14 permaneceram viáveis, correspondendo a 70% de 
viabilidade (8 anos). 80 endofíticos foram reativados do ano de 2012 e 52 permaneceram viáveis, corres-
pondendo a 65% de viabilidade (5 anos). 209 endofíticos foram reativados do ano de 2013 e 168 perma-
neceram viáveis, correspondendo a 80% de viabilidade (4 anos). 56 endofíticos foram reativados do ano 
de 2015 e 50 permaneceram viáveis, correspondendo a 89% de viabilidade (3 anos). Os aspectos macro 
e micromorfológicos das culturas viáveis foram avaliadas, sendo possível identificar em nível de gênero, 
147 fungos, 37 de solo e 110 endofíticos. Dentre os isolados de solo, 13 são Penicillium, 11 Aspergillus, 4 
Trichoderma, 3 Paecilomyces, 3 Botritys, 2 Fusarium. Em nível de espécie, um isolado de solo foi identifi-
cado como Fomitopsis ostreiformis (Tabela 1). 

Dentre os endofíticos, 36 foram classificados como Aspergillus, 23 Penicillium, 17 Fusarium, 6 
Trichoderma, 6 Colletotrichum, 5 Pestalottia, 4 Pestallotiopsis, 3 Xylaria, 1 Cladosporium e 1 Curvularia. 
Em nível de espécie, foram identificados 4 Aspegillus flavus, 1 A. fumigatus e 1 Lasiodiplodia theobro-
mae, como pode ser observado na Tabela 2. A morfologia macro e micromorfológica de alguns fungos 
pode ser observada na Figura 1.



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 3238

Tabela 1. Relação dos fungos de solo com identificação morfológica e preservados no LAPROSP pelo método de 
Castellani (água destilada).

Código de registro 
da cepa

Fungo/Morfológica
Tempo Estocagem/

ano
CBA 430 Penicillium 4 anos
CBA 448 Aspergillus 4 anos
CBA 452 Fomitopsis ostreiformis 4 anos
CBA 455 Paecilomyces 4 anos
CBA 459 Aspergillus 4 anos
CBA 480 Aspergillus 4 anos
CBA 483 Aspergillus 4 anos
CBA 4101 Penicillium 4 anos
CBA 4123 Trichoderma 4 anos
CBA 4125 Penicillium 4 anos
CBA 4149 Trichoderma 4 anos
CBA 4159 Penicillium 4 anos
CBA 4172 Botritys 4 anos
CBA 4202 Penicillium 4 anos
CBA 4214 Aspergillus 4 anos
CBA 4219 Paecilomyces 4 anos
CBA 4235 Penicillium 4 anos
CBA 4248 Fusarium 4 anos
CBA 4262 Penicillium 4 anos

Código de registro 
da cepa

Fungo/Morfológica
Tempo Estocagem/

ano
CBA 4263 Trichoderma 4 anos
CBA 4265 Paecylomyces 4 anos
CBA 4272 Botritys 4 anos
CBA 4273 Botritys 4 anos
CBA 4313 Penicillium 4 anos
CBA 4337 Aspergillus 4 anos
CBA 4340 Penicillium 4 anos
CBA 4341 Penicillium 4 anos
CBA 4343 Penicillium 4 anos
CBA 4345 Trichoderma 4 anos
CBA 4347 Fusarium 4 anos
CBA 4349 Aspergillus 4 anos
CBA 4352 Penicillium 4 anos
CBA 4356 Penicillium 4 anos
CBA 4360 Aspergillus 4 anos
CBA 4316 Aspergillus 4 anos
CBA 4360 Aspergillus 4 anos
CBA 4399 Aspergillus 4 anos
Total 37

Figura 1. Macro e micromorfologia de alguns fungos da Coleção Microbiológica do CBA. CBA 2392 (1 A e B: 
Aspergillus spp.); CBA 195 (2 A e B: Fusarium spp.);  CBA 289 (3 A e B: Paecylomyces); CBA 2234 (4 A e B: 

Penicillium); CBA 2238 (5 A e B: Trichoderma); CBA 2361 (6A e B: Aspergillus).

Pelo método de preservação em Castellani, 359 fungos permaneceram viáveis em meio de cultura 
BDA, mantendo suas características morfológicas originais. 80% dos fungos de solo foram reativados 
após 4 anos preservados pela técnica de Castellani. Os fungos endofíticos, apresentaram viabilidade va-
riando de acordo com o ano de preservação, sendo de 70% após 8 anos, 65% após 5 anos, 80% após 4 
anos e 89% após 3 anos de preservação.  
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Tabela 2. Relação dos endofíticos com identificação morfológica preservados no LAPROSP pelo método de 
Castellani (água destilada).

Identificação 
taxonômica

Hospedeiro
Tempo 

Estocagem
CBA 26 Fusarium Elaeis guianeensis 8 anos
CBA 213 Penicillium Paulinea cupana 8 anos
CBA 214 Aspergillus Paulinea cupana 8 anos
CBA 217 A. flavus Paulinea cupana 8 anos
CBA 224 Aspergillus Paulinea cupana 8 anos
CBA 243 Aspergillus Hevea brasiliensis 8 anos
CBA 247 Penicillium Arrebidaea chica 8 anos
CBA 251 Penicillium Arrebidaea chica 8 anos
CBA 257 Penicillium Mangifera indica 8 anos
CBA 269 Aspergillus Bertholletia excelsa 5 anos
CBA 271 Aspergillus Bertholletia excelsa 5 anos
CBA 288 Aspergillus Astrocaryum aculeatum 5 anos
CBA 289 Paecylomyces Copaifera multijuga 5 anos
CBA 291 Fusarium Astrocaryum aculeatum 5 anos
CBA 295 Trichoderma Spondias mombin L. 5 anos
CBA 2109 Fusarium Copaifera multijuga 5 anos
CBA 2120 Penicillium Aniba rosaeodora 5 anos
CBA 2135 Colletotrichum Aniba rosaeodora 5 anos
CBA 2185 Fusarium Piper aduncum 5 anos
CBA 2188 Penicillium Piper aduncum 5 anos
CBA 2191 Penicillium Piper aduncum 5 anos
CBA 2194 Fusarium Piper aduncum 5 anos
CBA 2195 Fusarium Piper aduncum 5 anos
CBA 2212 Colletotrichum Piper aduncum 5 anos
CBA 2216 Penicillium Piper aduncum 5 anos
CBA 2234 Penicillium Piper aduncum 5 anos
CBA 2238 Trichoderma Piper aduncum 5 anos
CBA 2245 Penicillium Piper aduncum 5 anos
CBA 2247 Colletotrichum Piper aduncum 5 anos
CBA 2249 Colletotrichum Piper aduncum 5 anos
CBA 2252 A. flavus Piper aduncum 5 anos
CBA 2257 Curvullaria Piper aduncum 5 anos
CBA 2258 Colletotrichum Piper aduncum 5 anos
CBA 2280 Colletotrichum Psycotria barbiflora 4 anos
CBA 2304 L. theobromae Izertya hypoleuca 4 anos
  CBA 2345 Fusarium M. hoffmannseggiana 4 anos
CBA 2361 Aspergillus M. hoffmannseggiana 4 anos
CBA 2366 Penicillium Astrocaryum aculeatum 4 anos
CBA 2370 Aspergillus Astrocaryum aculeatum 4 anos
CBA 2392 Aspergillus Dioclea glabra 4 anos
CBA 2542 Fusarium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 2545 Cladosporium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 2557 Aspergillus Morinda citrifolia 4 anos
CBA 2558 Aspergillus Morinda citrifolia 4 anos
CBA 2567 A. flavus Morinda citrifolia 4 anos
CBA 2568 Fusarium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 2567 A. flavus Morinda citrifolia 4 anos
CBA 2583 Aspergillus Morinda citrifolia 4 anos
CBA 2590 Aspergillus Morinda citrifolia 4 anos
CBA 2595 Trichoderma Eichornia chassipes 4 anos
CBA 2596 Trichoderma Eichornia chassipes 4 anos
CBA 2599 Aspergillus Eichornia chassipes 4 anos
CBA 2614 Trichoderma A. aculeatum 4 anos
CBA 2638 A. fumigatus A. amazonicus 4 anos
CBA 2657 Fusarium Handroanthus albus 4 anos

Identificação 
taxonômica

Hospedeiro
Tempo 

Estocagem
CBA 2743 Aspergillus Copaifera multijuga 4 anos
CBA 2746 Aspergillus Copaifera multijuga 4 anos
CBA 2747 Aspergillus Copaifera multijuga 4 anos
CBA 2748 Aspergillus Copaifera multijuga 4 anos
CBA 2746 Aspergillus Copaifera multijuga 4 anos
CBA 2760 Trichoderma Copaifera multijuga 4 anos
CBA 2818 Fusarium Piper aduncum 4 anos
CBA 2835 Aspergillus Piper aduncum 4 anos
CBA 2884 Xylaria Piper aduncum 4 anos
CBA 2960 Xylaria Piper aduncum 4 anos
CBA 21481 Aspergillus Piper aduncum 4 anos
CBA 21493 Pestallotiopsis Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21494 Pestallotiopsis Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21495 Fusarium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21498 Curvullaria Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21504 Fusarium Annona muricata  4 anos
CBA 21531 Pestallotia Annona muricata  4 anos
CBA 21535 Aspergillus Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21540 Fusarium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21541 Fusarium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21542 Pestalottia Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21543 Aspergillus Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21557 Fusarium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21558 Penicillium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21566 Penicillium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21568 Fusarium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21569 Penicillium Annona muricata  4 anos
CBA 21576 Pestallotiopsis Annona muricata  4 anos
CBA 21578 Pestalottia Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21582 Pestallotiopsis Annona muricata  4 anos
CBA 21585 Penicillium Annona muricata  4 anos
CBA 21586 Penicillium Annona muricata  4 anos
CBA 21588 Aspergillus Annona muricata  4 anos
CBA 21589 Penicillium Annona muricata  4 anos
CBA 21593 Aspergillus Annona muricata  4 anos
CBA 21594 Penicillium Annona muricata  4 anos
CBA 21566 Penicillium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21569 Penicillium Annona muricata  4 anos
CBA 21596 Pestalottia Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21600 Penicillium Morinda citrifolia 4 anos
CBA 21601 Penicillium Morinda citrifolia 4 anos

Pestalottia Morinda citrifolia 4 anos
Aspergillus Carapa guianensis 4 anos
Aspergillus Mangifera indica 3 anos
Aspergillus Mangifera indica 3 anos
Aspergillus Mangifera indica 3 anos
Aspergillus Mangifera indica 3 anos
Aspergillus Mangifera indica 3 anos
Aspergillus Mangifera indica 3 anos
Aspergillus Mangifera indica 3 anos
Aspergillus Mangifera indica 3 anos
Aspergillus Senna macranthera 3 anos

Total 110
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Entre os fungos reativados e preservados encontram-se isolados dos gêneros Fusarium, Aspergillus, 
Penicillium, Colletotrichum, Trichoderma, Paecilomyces, Botritys, Curvullaria, Cladosporium, Xylaria, 
Pestallotia e Pestallotiopsis. Em nível de espécie, foram identificados 4 Aspergillus flavus, 1 Aspergillus 
fumigatus, 1 Lasiodiplodia theobromae e um isolado de solo foi identificado como Fomitopsis ostreiformis. 
O método de conservação em água destilada pode ser aplicado para a conservação de uma variedade de gê-
neros e espécies de fungos, inclusive fungos fitopatogênicos (Dhingra e Sinclair, 1995; Passador et al., 2010).

Nesse método, pequenos fragmentos fúngicos são colocados em um frasco contendo água destilada 
esterilizada ou solução salina, sendo posteriormente selado e armazenado em temperatura ambiente ou 
de refrigerador. É um método simples e eficaz quanto à viabilidade fúngica. A principal vantagem deste 
método é o baixo custo, facilidade na execução da técnica, espaço reduzido para a estocagem do material 
e evita a contaminação por ácaros. Diante disso, pequenas coleções micológicas podem ser mantidas por 
este método (Urdaneta e Lacaz, 1965; Carneiro et al., 1996).  

Conclusões
A preservação de fungos filamentosos pelo método de Castellani se mostrou eficiente, com poucas 

perdas, garantindo a manutenção da viabilidade em meio de cultivo BDA sem alterar as características 
morfológicas originais dos isolados. 

O método de preservação em Castellani é uma técnica barata e prática para a manutenção de micotecas.
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Resumo
Nas últimas décadas a dengue tem se tornado um dos principais problemas de saúde pública. Dados da 
Organização Mundial da Saúde estimam que anualmente os casos atingem entre 50 a 100 milhões de 
indivíduos em todo o globo. Os vetores da doença são mosquitos do gênero Aedes, tendo como principal 
vetor a espécie Aedes aegypti. Quando ocorre a infecção, algumas células como as dendríticas, macrófa-
gos, linfócitos B e T são usadas como resposta imune do hospedeiro para combater o vírus, e em seguida 
haverá a ativação imunológica, pois tem-se a produção de várias citocinas, como a IL-8. Essas citocinas 
são encontradas em altos níveis geram o quadro grave da doença. Por não haver, até o momento, nenhu-
ma droga imunomoduladora contra a dengue, surge a necessidade de se descobrir um produto natural 
que interfira na infecção ou na resposta inflamatória dos sintomas clássicos da doença. E para encontrar 
respostas a esse problema, alguns estudos são direcionados aos fungos, buscando conhecimento de suas 
ações terapêuticas. Sendo assim, o fungo escolhido na pesquisa foi o Pleurotus ostreatus que de acordo 
com a literatura, apresenta atividade biológica comprovada. Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi 
avaliar a possível atividade imunomoduladora de exopolissacarídeos de Pleurotus ostreatus em linhagem 
de hepatócitos infectados pelo vírus DENV-2 e para isso, uma linhagem celular de hepatócitos humanos 
(Huh-7) foi infectada com DENV-2 e tratadas com diferentes concentrações (1 μgmL-1, 10 μgmL-1, 50 
μgmL-1 e 75 μgmL-1) de exopolissacarídeos de P. ostreatus (APO) para verificação da viabilidade celular, a 
qual foi realizada pelo ensaio colorimétrico de MTT, que demonstrou que nenhuma das concentrações de 
APO analisadas foi considerada citotóxica sobre a linhagem Huh-7. Para verificação da possível atividade 
imunomoduladora, realizou-se a quantificação da citocina IL-8, verificada nos sobrenadantes das Huh-
7 infectados. Nas três cinéticas do teste realizado (24, 48 e 72h), as concentrações de 10 μgmL-1 foram 
capazes de reduzir de forma significativa a produção de IL-8.

Palavras-chave: Fungo, IL-8, Dengue  

Introdução
A dengue é uma doença que possui uma ampla distribuição entre a faixa abaixo e acima da linha do 

Equador, 35º N a 35º S. Até a metade da década de 1990, o Sudeste Asiático era considerada a região do 
mundo mais atingida pela dengue. Porém, logo depois os países das Américas Central e do Sul começa-
ram a se destacar nesse cenário e passaram a contribuir com muito mais da metade dos casos notificados 
dessa doença no mundo (Teixeira et al., 2008).

O vírus Dengue pertence à família Flaviviridae e ao gênero Flavivirus, contendo em seu interior um 
genoma de RNA de fita simples e envelopado (Mukhopadhyay et al., 2005; Santos et al., 2008). Há quatro 
sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, sendo que qualquer um destes apresenta a capacidade 
para causar as formas graves da doença. Os vetores da doença são mosquitos do gênero Aedes, tendo 
como principal vetor, a espécie Aedes aegypti, frequentes em áreas tropicais e subtropicais do mundo 
(Gubler, 2006).
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Nas últimas décadas verificou-se que, devido ao elevado número de casos da doença em vários países, 
a dengue se tornou um dos principais problemas de saúde pública mundial (Wyse, 2011). No Brasil, até 
24/03/2018 (Semana Epidemiológica 12), foram registrados 66.425 casos prováveis de dengue em todo 
país, sendo que neste total foram confirmados 522 casos de dengue com sinais de alarme, 45 casos com 
dengue grave e 19 casos de óbitos. Já para o mesmo período de 2017, a incidência da doença foi maior, 
pois foram registrados 90.044 casos prováveis da dengue, com confirmação de 1.093 casos de dengue 
com sinais de alarme, 90 casos com dengue grave e 44 casos de óbitos. Apesar da diminuição, a ocorrên-
cia da doença ainda se encontra presente em todas as regiões brasileiras, apresentando maior incidência 
de casos prováveis no Centro-Oeste (162,2 casos/100 mil habitantes) e no Norte (31,8 casos/100 mil 
habitantes) (Brasil, 2018).

Quando ocorre a infecção, algumas células, como as dendríticas, macrófagos, linfócitos B, linfóci-
tos T, rapidamente envolvem-se no processo da resposta imune do hospedeiro para combater o vírus 
(Robertson, 2002; Green e Rothman, 2006). Depois de ocorrer a infecção pelo vírus Dengue, haverá a 
ativação imunológica, pois tem-se a produção de várias citocinas, num fenômeno conhecido como “tem-
pestade de citocinas” (Butthep et al., 2012). Depois de instalada a resposta imune, fatores como, MMP, 
IL-8, MIF e TNF-α são produzidos e vão desempenhar um papel fundamental na desregulação do endo-
télio e, portanto, devido a essa ação tendem a serem encontradas em altos níveis em pacientes com as 
formas graves da doença (Raghupathy et al., 1998; Basu e Chaturvedi, 2008; Dalrymple e Mackow, 2012).

Por ser considerada um dos principais problemas de saúde pública mundial, e por não haver até o 
momento nenhuma droga antiviral e/ou imonomoduladora com eficácia na eliminação e ou controle 
dos principais  sintomas em pacientes com dengue, surge a necessidade de se descobrir um produto 
natural que interfira na infeção ou na resposta inflamatória dos sintomas clássicos da dengue (Hasan et 
al., 2016). Neste contexto, os fungos surgem como opção de estudo para terapia de dengue, visto que 
alguns produtos naturais ou bioativos de origem fúngica têm apresentado ações terapêuticas para diver-
sas doenças (Cutler e Horace, 2000; Newman e Cragg, 2007). Por esta razão, este trabalho se propôs a 
estudar a possível ação imunomoduladora dos exopolissacarídeos de Pleurotus ostreatus em hepatócitos 
humanos infectados com vírus Dengue, visto que já foram comprovadas para este fungo, as atividades 
antiviral (Wang et al., 2000; Santoyo et al., 2012), antioxidante (Jayakumar et al., 2006) antitumoral e 
imunomoduladora (Sarangi et al., 2006; Wu et al., 2011; Ebrahimi et al., 2017).

Material e Métodos 
Para a realização dos procedimentos experimentais com o fungo, foram utilizados os seguintes mate-

riais: uma linhagem comercial de P. ostreatus, meio ágar batata dextrose (BDA) com extrato de levedura 
0,5% (p/v), placas de Petri, frascos Erlenmeyer (250 mL), papel de filtro, filtrador a vácuo, água destila-
da, etanol 95%, concentrador à vácuo, liofilizador.

Para  os procedimentos experimentais com o vírus e a célula Huh-7, foram utilizados os seguintes ma-
teriais: linhagem celular de hepatócitos (Huh-7), alíquotas do DENV-2, frascos de cultura (25 cm2), meio 
de cultura DMEM, soro fetal bovino (SFB), L-glutamina, Estreptomicina, Penicilina, fungisona, estufa, 
centrífuga, microscópio, criotubos, kit comercial de ELISA padrão para IL-8, placa de 96 poços, leitora de 
ELISA Robonik. 

Para essa pesquisa foi utilizada uma linhagem comercial de P. ostreatus. O isolamento foi realizado 
em meio ágar batata dextrose (BDA) com extrato de levedura 0,5% (p/v) em placas de Petri. Os cultivos 
foram incubados a 25 ºC na ausência de luz por oito dias (Kirsch et al., 2011).

O cultivo do P. ostreatus foi realizado em frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL do meio de 
cultura, cuja formulação está descrita em (Mazziero, 1996). A partir das culturas mantidas em BDA + 
YE foram retirados 3 fragmentos de micélio (Ø= 1cm) e adicionados ao meio de cultura, previamente 
esterilizado a 121 ºC por 15 minutos. A fermentação submersa foi conduzida durante 15 dias a 25 °C sob 
agitação constante de 150 rpm (Kirsch et al., 2011).
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Ao término do processo fermentativo, a biomassa micelial obtida foi separada por filtração a vácuo 
em papel de filtro (Whatman No.1), lavada com água destilada esterilizada e desidratada a 60 ºC, até 
peso constante (Kirsch, 2016). O meio líquido recuperado foi utilizado para a avaliação da produção de 
exopolissacarídeos (EPS).

Com a finalidade de recuperar os EPS, o meio líquido do experimento anterior foi tratado com etanol 
95% a 8 ºC (3:1, v/v). Após esse procedimento, colocou-se a mistura em um concentrador à vácuo, e em 
seguida foi levado a um liofilizador para eliminar o meio aquoso deixando somente os compostos orgânicos. 

As células dos hepatócitos Huh-7 foram cultivadas em frascos de cultura (25 cm2) utilizando suple-
mentação do meio DMEM F-12, contendo antibiótico e antifúngico e foram deixadas em estufa com 37ºC 
e 5% de CO2 em um período de 24 e 48h. Depois disso, a multiplicação celular foi acompanhada diaria-
mente com auxílio de microscópio invertido de contraste de fase.

Os exopolissacarídeos do P. ostreatus foi diluído em DMSO 100%, aliquotado e posteriormente avalia-
do quanto à sua citotoxicidade nas Huh-7. A qual ocorreu através de ensaios colorimétricos quantitativo 
MTT (Mosmann, 1983). As placas foram armazenadas em estufa (37 ºC e 5% de CO2) por cerca de 24h 
a 48h. Depois o sobrenadante foi retirado e acrescentou-se o meio de cultura fresco com 5% de SFB no 
poço controle e nos demais poços, 200 μL das amostras em diferentes concentrações dos exopolissacarí-
deos de P. ostreatus (1 μgmL-1, 10 μgmL-1, 50 μgmL-1 e 75 μgmL-1).

As placas ficaram incubadas na estufa entre 24h e 72h. Depois foi adicionado o Meio RPMI e MTT 
(12mM) em todos. Ainda foi adicionado um controle negativo. Em seguida, retirou-se o sobrenadante por 
poço de maneira que restasse apenas 25 μL. Por fim, acrescentou-se 50 μL de DMSO por poço. Ao final, 
fez-se a leitura na leitora de microplacas Robonik (Robonik India PVT), nos comprimentos de onda de 
540-570 nm. e os resultados foram projetados no Programa GraphPad Prism 6.

Para os ensaios de infecção da linhagem de Huh-7 utilizou-se uma cepa asiática padrão universal 
(16681). A adsorção viral ocorreu em estufa em 37 ºC com 5% CO2 por 2h. Posteriormente o sobrena-
dante foi retirado e adicionado 800 μL/poço de DMEM-F12 contendo 2% de SFB, sendo que alguns poços 
infectados foram tratados com diferentes concentrações dos exopolissacarídeos de P. ostreatus (1 μg/mL, 
10 μg/mL, 50 μg/mL e 75 μg/mL). Em seguida, as placas foram incubadas em estufa 37 ºC com 5% de 
CO2, sendo que a cada 24h, durante 3 dias, os sobrenadantes foram aliquotados, etiquetados e armaze-
nados em freezer - 80 ºC para posterior dosagem do antígeno viral NS1e da citocina IL-8.

A possível atividade imunomoduladora das diferentes concentrações dos exopolissacarídeos de P. 
ostreatus (APO) foi avaliada através da dosagem da citocina IL-8 nos sobrenadantes dos hepatócitos 
infectados, conforme descrito previamente (Lima-Júnior et al., 2013; Mello et al., 2015). Para tanto, foi 
utilizado um kit comercial de ELISA padrão para IL-8 humana (PeproTech cat. # 900-k18). Previamente, 
as soluções utilizadas foram preparadas: Solução de Lavagem (0,05% de Tween 20 em PBS 1X), Reagente 
da solução de paragem (HCl 1M).

Após o preparo de tais soluções, o Anticorpo de Captura foi diluído em PBS e depois adicionados 
100μL por poço de uma placa de 96 poços. Em seguida a placa foi mantida em overnight a 4 ºC. No dia 
seguinte, a placa foi lavada 4x para depois serem acrescentados 280μL da solução de bloqueio em cada 
poço. Incubou-se a placa por 1h em temperatura ambiente (TA). Em seguida, preparou-se a Curva Padrão 
com a diluição do IL-8 padrão do kit em solução diluente (concentrações da curva: 2000, 1000, 500, 250, 
125, 62,5, 31,25, 15,62 e 0 pg/mL). Foram distribuídos 100μL das amostras (sobrenadantes) e da Curva 
Padrão na placa, que depois ficou incubada por 2h em TA. Após, lavou-se 4x a mesma, e adicionou-se 
100μL de Anticorpo de Detecção (1/180). Depois, a placa foi incubada por 2h em TA. Em seguida, foi 
lavada 4x e acrescentou-se 100μL por poço de Estreptavidina-HRP (1/200) em ambiente escuro. Ocorreu 
incubação por 30min em TA. Lavou-se 4x e adicionou-se 100μL por poço do substrato TMB, também no 
escuro. Depois, incubou-se por mais cerca de 20min em TA para depois serem acrescentados 50μL de 
Solução de Paragem. A leitura das densidades ópticas da placa de ELISA foi realizada na leitora de ELISA 
Robonik nos comprimentos de onda de 450 e 630nm.
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Resultados e Discussão
A avaliação da viabilidade celular dos hepatócitos humanos (Huh-7) tratados com diferentes concen-

trações dos extratos de exopolissacarídeos de Pleurotus ostreatus foi realizada através do ensaio colori-
métrico MTT. Dentre as quatro diferentes concentrações dos extratos (APO), foram consideradas tóxicas 
aquelas concentrações que induziram nas linhagens de hepatócitos, uma redução superior a 10% na 
produção da enzima formazan, comparado com o controle positivo (+) de viabilidade 100% (poços con-
tendo apenas Huh-7 não tratadas com nenhuma das concentrações do extrato). Sendo assim, após uma 
cinética de 3 dias (24h, 48h e 72h), foram usadas todas as concentrações (75, 50, 10, 1,0 μgmL-1) devido 
o resultado significativo no que diz respeito à viabilidade celular. 

Na cinética de 24 horas, todas as concentrações apresentaram uma redução de secreção de IL-8. Em 
48 e 72h, as concentrações de 10 μgmL-1 foram capazes de reduzir a produção de IL-8, de forma significa-
tiva. Pôde-se ainda observar, que no tempo de 72 horas não foi expresso o resultado para a concentração 
de 75 μgmL-1. Isso se deu devido os valores ficarem acima da curva padrão, não sendo possível utilizá-lo 
em comparação com os demais. Ao observar a cinética de 48 horas, o poço controle se encontrava acima 
do padrão quantitativo dos poços que contém o DENV-2, no entanto, no controle não houve a presença 
do vírus e assim, esperava-se que não produzisse tanto IL-8. De acordo com Mello (2015), isso pode ser 
explicado devido às células Huh-7 possuírem uma produção basal de IL-8 em torno de 1000 μgmL-1, o 
que pode ser verificado na Figura 1 a seguir.

Figura 1. Efeito modulador dos exopolissacarídeos de Pleurotus ostreatus (APO) sobre a produção de IL-8 em Huh-
7 infectadas pelo DENV-2. As Huh-7 foram infectadas com DENV-2 e depois tratadas com diferentes concentrações 
da APO durante 24 h a 72 h. A quantificação da IL-8 foi realizada por ELISA no sobrenadante de Huh-7 infectadas. 

A figura representa 1 experimento em triplicata.

Conclusões 
Através do teste de MTT, verificou-se que as diferentes concentrações (75, 50, 10, 1 μgmL-1) apresen-

taram eficácia em relação à viabilidade celular dos hepatócitos humanos (Huh-7). E dessa forma, todas 
as concentrações foram utilizadas na atividade imunomoduladora.

O teste imunomodulador mostrou uma redução mais expressiva de secreção IL-8 pela célula na cinéti-
ca de 24 horas na concentração de μgmL-1. Verificou-se também, que nas três cinéticas, as concentrações 
de 10 μgmL-1 foram capazes de reduzir a produção de IL-8 de forma significativa.
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Resumo
Devido ao aumento de compostos recalcitrantes no meio ambiente, o ser humano tem procurado alterna-
tivas sustentáveis e eficazes no processo de despoluição. A biorremediação surge como uma alternativa 
bastante promissora, pois o uso de microrganismos na decomposição de materiais perigosos em com-
postos inofensivos tem tornando-se mais atrativo para fins de despoluição, nesse contexto os biossurfac-
tantes tem sido uma das classes de biosubstâncias mais estudadas para fins de biorremediação e outras 
utilidades. Portanto, o objetivo do presente estudo foi isolar fungos termofílicos de compostagem para 
produção de biosurfactantes, e comparar a produção em diferentes temperaturas.Os fungos foram isola-
dos de compostagem, por meio de diluições seriadas com concentração de 10-5 células/mL, logo foram 
inoculados fragmentos fúngicos de 5 mm, e submetido a bioprocesso submerso em caldo contendo óleo 
de soja (40g/L) e extrato de levedura (10 g/L) em temperaturas de 50 ºC e 25 ºC a 100 rpm por 120 horas. 
Após, o caldo foi separado por meio de filtração, e analisado o Índice de emulsificação (E24 %).  Todos 
os fungos foram capazes de crescer e produzir biossurfactantes em temperaturas de 50 ºC, porém, não foi 
possível detectar a produção em temperatura de 25 ºC. Os fungos isolados de compostagem apresentam 
potencial para produção de biossurfactantes em temperaturas de 50 ºC.

Palavras-chave: Biorremediação, Biossurfactantes, Fungos termofílicos

Introdução
Devido ao aumento de compostos recalcitrantes no meio ambiente, o ser humano tem procurado al-

ternativas sustentáveis e eficazes no processo de despoluição, devido ao acúmulo de substâncias nocivas 
à saúde humana e animal, pois as técnicas tradicionais de transformar substâncias nocivas, em menos 
nocivas, como o uso de altas temperaturas no processo de incineração, e vários tipos de decomposição 
química (decloração catalisada por base, oxidação UV e etc.). Porém, esses métodos tradicionais apresen-
tam desvantagens, como complexidade tecnológica, custo para aplicação em pequena escala e a falta de 
aceitação pública, especialmente para incineração que aumenta a exposição a contaminantes, levando a 
riscos trabalhadores e moradores locais (Vidali, 2001).

A biorremediação surge como uma alternativa bastante promissora, pois o uso de microrganismos na 
decomposição de materiais perigosos em compostos inofensivos, tem tornando-se mais atrativo para fins 
de despoluição, pois não destroem sistemas vivos, tanto de ambientes terrestres, quanto em aquáticos, 
maior eficiência na biorremediação, não poluindo o meio ambiente (Wilson e Jones, 1993). No entanto, 
estudos estão se direcionando para a busca de novos microrganismos, principalmente os termofílicos, 
que são capazes de crescer em altas temperaturas, e produzirem biomoléculas, que apresentam carac-
terísticas como: termoestabilidade, estabilidade em ambientes ácidos e básicos, e maior eficiência na 
biodegradação (Deshpande et al., 1983).
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Em processo de biorremediação, os biossurfactantes tem sido uma das classes de biosubstâncias 
mais estudadas, pois são compostos biológicos anfifílicos, que podem ser produzidos na membrana 
extracelularmente ou como parte da membrana celular, por uma variedade de fungos e bactérias, e são 
biodegradáveis, não tóxicas e ecologicamente corretas (Rahman e Gakpe 2008). Atualmente, vários fun-
gos são reportados como produtores de biossurfactantes, a exemplo de Colletotrichum gloeosporioides, 
Aspergillus ustus MSF3 e Fusarium oxysporum LM 5634 (Kim et al., 2010; Kiran et al.2009; Sanches et 
al.2018), porém, a literatura ainda é escassa sobre estudos envolvendo fungos termofílicos de origem 
amazônica produtores de biosurfactantes. 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi isolar fungos termofílicos de compostagem para produção 
de biosurfactantes, e comparar a produção em diferentes temperaturas.

Material e Métodos
Os fungos foram isolados de compostagem, onde 1 g de compostagemfoi transferido para um tubo de 

ensaio contendo 9 mL de água destilada estéril, a partir desses tubos foram feitas 5 diluições sucessivas, 
até uma concentração de 10-5 g/mL. Após isso, foram retiradas alíquotas de 0,1 mL da última diluição 
e plaqueada em placas de Petri contendo meio de indutor (18 g/L Agar, 10 g/L CMC e cloranfenicol 250 
mg/L), e incubado em temperatura de 50 ºC por 7 dias. As colônias que cresceram foram semeadas em 
placas de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar - BDA.

O bioprocesso foi realizado em Erlenmeyers (125 mL). O volume obtido baseado na concentração foi 
colocado em 50 mL de meio de cultivo constituído de 40 g/L de óleo de soja (Soya®) e 10 g/L de extrato 
de levedura (Bacto Yeast Extract® BD) em pH 6 ±0,2, o meio foi esterilizado em autoclave a 121 ºC/15 
min. Para o inóculo, foram utilizados 3 fragmentos de 5 mm diâmetro de cada uma das colônias, inocu-
lados nos frascos emantidos à 25 ± 2 ºC e50 ºC durante 5 dias sob agitação de 100 rpm. 

Para o Teste de índice de emulsificação E24(%) foram misturados 2 mL do caldo livre de células por 
filtração com 2 mL de uma fonte de hidrocarboneto, neste estudo foi utilizado o tolueno. A solução foi 
agitada no máximo por 2 minutos constantes em agitador de tubos tipo vórtex (Phoenix©). Após 24 ho-
ras, a proporção da emulsão formada foi comparada com o volume total de hidrocarboneto com o caldo 
(Kiran et al.2009). sendo o índice de emulsificação calculado pela seguinte fórmula: 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e então calculados a média e o desvio padrão 
para cada uma das determinações realizadas.

Resultados e Discussão
Foram isolados 5 fungos durante a fase termofílica da compostagem (temperatura de 50º C), onde 

foi realizado um bioprocesso submerso em caldo contento óleo vegetal e extrato de levedura. Para tanto, 
os 5 isolados foram capazes de produzir biossurfactantes, na qual os resultados foram expressos através 
do índice de emulsificação E24(%), sendo respectivamente, Termo INPA A01 (59 %) Termo INPA A07 
(59%), Termo INPA A08 (58%), Termo INPA A17 (58%) e Termo INPA A16 (57 %). Sanches  et al.(2018) 
e Kiran et al.(2009) ao investigarem a produção de biossurfactantes por Fusarium oxysporum LM5634 e 
Aspergillus ustus MSF3 obtiveram E24(%) acima de 50% e 42,8 %, respectivamente?mostrando assim 
que os fungos investigados no presente estudo apresentam potencial para produção de biossurfactantes, 
quando utilizado o óleo de cozinha como indutor.

Muitos fungos são capazes de usar como fonte de energia como hidrocarbonetos e alguns óleos, 
e a produção de biossurfactantes, especialmente por fungos termofílicos que são de grande interesse, 
principalmente para aplicação biotecnológica e podem ser usados em diferentes temperaturas em vários 
processos industriais que requerem altas (Bharali et al.2011). Os biossurfactantes são usados em vários 
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setores industriais, incluindo a indústria de alimentos, clínica, cosméticos e especialmente na industrial 
química e limpeza de óleos por meio da técnica de biorremedicação (Kim et al.2010). 

Para investigar a influência da temperatura na produção dos biosurfactantes, foi realizado um bio-
processo submerso em temperaturas de 25 ºC ±2 e 50 ºC. Os 5 fungos foram capazes de crescer em 
temperaturas de 50 ºC e produzirem biossurfactantes, no entanto, quando realizado o bioprocesso em 
temperatura ambiente, foi possível notar que não houve crescimento celular dos fungos (INPA A08, INPA 
A01 e INPA A07), e não foi detectada a presença de biossurfactantes, com exceção dos fungos  Termo 
INPA A16  e INPA A17, apresentando E24(%)  respectivamente de 29 % e 16 % (Figura 2). 

A produção de biossurfactantes pode ser intermediada por meio de altas temperaturas, nos quais o me-
tabolismo microbiano é acelerado, pode facilitar o uso dessas moléculas em escala industrial, incluindo es-
tudos sobre os microssurfactantes produzidos a partir de microrganismos termofílicos (Bianchi et al., 2018).

A temperatura é fator primordial para o desenvolvimento de uma série de microrganismos (Bianchi 
et al., 2018), no entanto, os fungos termofílicos são conhecidos por crescerem em temperaturas ótimas 
de 45 ºC a 60 ºC, visto que neste estudo, a temperatura de 25 ºC não apresentou crescimento e nem 
produção de biossurfactantes. A literatura é escassa a respeito de estudo de fungos termofílicos de origem 
amazônica para produção de biossurfactantes. 

Figura 1. Produção de biosurfactantes em temperaturas de 50 ºC pelos fungos isolados de compostagem.

Figura 2. Comparação da produção dos biossurfactantes em temperaturas de 50 ºC e 25 ºC pelos fungos isolados 
de compostagem.
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Conclusão
Os fungos termofílicos isolados de compostagem apresentam potencial para produção de biossurfac-

tantes quando utilizado o óleo de soja como indutor. E que em temperaturas de 25 ºC não foi possível 
avaliar o crescimento fúngico e nem a detectar presença de biossurfactantes.
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Resumo
A obtenção de etanol 2G a partir de biomassa lignocelulósica é um assunto de grande interesse nacional, 
em especial considerando materiais como o bagaço de cana-de-açúcar, o qual é abundante no país e cujo 
uso possibilitaria aumento na produção do álcool sem necessidade de expansão da fronteira agrícola. 
Nesse contexto, é importante o estudo de condução das diferentes etapas do processo em biorreatores 
passíveis de ampliação de escala. Neste trabalho, avaliou-se a influência de condições de hidrólise e fer-
mentação ou co-fermentação em reatores de coluna, visando à produção de etanol 2G a partir de bagaço 
de cana-de-açúcar. Inicialmente, o bagaço foi pré-tratado com solução de sulfito alcalino e posteriormen-
te submetido à hidrólise enzimática em reator de coluna de leito fixo, carregado com diferentes teores 
de sólidos (9%, 12,5% e 16%). O leito do reator foi composto por bagaço pré-tratado e uma solução de 
celulases e xilanases foi recirculada através do sistema. Para o maior carregamento de sólidos, obteve-se 
um rendimento de hidrólise de glucana e de xilana de 66 e 62%, respectivamente, enquanto que, para 
o menor carregamento de sólidos, estes valores foram de 72% e 75%, respectivamente. No processo 
fermentativo, realizado em coluna de bolhas, avaliou-se a influência da aeração no processo, realizan-
do-se experimentos com 0,3vvm, 0,5vvm e 0,7vvm e empregando-se dois microrganismos distintos, 
Saccharomyces cerevisiae IR2 (cepa floculante) ou Scheffersomyces stipitis NRRL-Y7124. Os resultados 
obtidos indicaram que o processo foi favorecido sob aeração de 0,5vvm, para ambas as leveduras em-
pregadas. Usando a levedura S. cerevisiae, obteve-se um fator de rendimento (Yp/s) de 0,40g/g e uma 
produtividade volumétrica (Qp) de 1,58g.L-1.h-1, em 24h. O uso da levedura S. stipitis resultou, em 48h, 
em Yp/s de 0,31g.g-1 e Qp de 0,62g.L-1.h-1. O potencial do sistema foi demonstrado, em especial conside-
rando aspectos como a simplicidade de construção do biorreator. 

Palavras-chave: Etanol de segunda geração, bagaço de cana-de-açúcar, reator de coluna.

Introdução
Atualmente, o mercado de biocombustíveis está em expansão, particularmente considerando-se fato-

res como o contínuo aumento do consumo energético mundial, a necessidade da redução de emissão de 
poluentes e perspectivas de esgotamento das reservas de petróleo em médio prazo (Gaurav et al., 2017). 
Dentre os biocombustíveis, destaque tem sido dado ao etanol obtido a partir de materiais lignocelulósi-
cos, o chamado “etanol de segunda geração”. Este tem recebido grande atenção devido a sua importância 
e valorização por razões sociais, estratégicas, econômicas e ambientais (Mattei, 2017). 

Os biocombustíveis obtidos a partir de materiais lignocelulósicos apresentam vantagens como a gran-
de disponibilidade de matéria prima, possibilitando sua produção sem competição com a cadeia de 
obtenção de alimentos ou necessidade de expansão da fronteira agrícola. Além disso, o balanço global 
de carbono demonstra seu elevado potencial para a redução da emissão de CO2 na atmosfera (BNDES e 
CGEE, 2008; Gonzalez et al., 2012).

Nos últimos anos, esforços têm sido conduzidos para viabilização de biorrefinarias de produção de 
etanol e outros compostos a partir de materiais lignocelulósicos (Silva et al., 2010; Tete, 2016). Atualmente, 
há inclusive algumas plantas demonstrativas e empresas iniciando a produção de etanol de segunda 
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geração em escala industrial (Granbio, 2014; Santos et al., 2016). No entanto, há muitos gargalos no 
processo e estudos são necessários para favorecer sua viabilidade.

As tecnologias em desenvolvimento incluem etapas de pré-tratamento e hidrólise das frações carboi-
drato visando liberar açúcares para o processo fermentativo (Agbor et al., 2011; Galbe e Zacchi, 2012). O 
objetivo do pré-tratamento é favorecer a hidrólise enzimática da celulose presente no material. A hemi-
celulose, por sua vez, pode também ser hidrolisada na etapa de pré-tratamento ou na etapa enzimática, 
dependendo da tecnologia selecionada. Neste caso, quando são usados resíduos e subprodutos agrícolas 
como matéria-prima, liberam-se pentoses no hidrolisado. Para sua fermentação, podem-se empregar 
microrganismos geneticamente modificados ou leveduras capazes de fermentar pentoses naturalmente, 
como Candida shehetaee e Scheffersomyces stipitis (Antunes et al., 2016; Bideaux et al., 2016).

Diversas opções têm sido avaliadas para a condução das etapas biológicas do processo, ou seja, hidró-
lise enzimática e fermentação (Terán-Hillares et al., 2017). Visando a sua aplicação industrial, no entanto, 
são necessários estudos de opções de processo e reatores que favoreçam sua aplicação em larga escala. 
Entre as opções de biorreator, sistemas de colunas são interessantes, apresentando vantagens como sim-
plicidade de construção e baixo custo (Terán-Hillares et al., 2017).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a avaliação da influência de condições de hi-
drólise e fermentação de hexoses ou co-fermentação de hexoses e pentoses em reatores de coluna, visando 
à produção de etanol 2G a partir de bagaço de cana-de-açúcar. Hidrólise enzimática foi conduzida em 
sistemas com leito fixo empregando diferentes quantidades iniciais de sólidos no reator e fermentação foi 
realizada em colunas de bolhas empregando células de Saccharomyces cerevisiae ou Scheffersomyces stipitis.

Material e Métodos
O bagaço de cana-de-açúcar utilizado neste trabalho foi doado pela Usina Vale Onda Verde, localizada 

no município de Onda Verde/SP. A matéria-prima foi seca ao sol para reduzir a umidade até cerca de 
10% e assim evitar contaminação microbiana durante o período de estocagem. Na etapa subsequente, o 
bagaço foi moído em moinho de martelo marca Benedetti, modelo Dupla 270 (Moinho Benedetti Ltda., 
Pinhal-SP). A granulometria do bagaço foi analisada por meio de um conjunto de peneiras padrão da 
série Tyler montadas em um agitador de peneiras da Bertel Indústrias Metalúrgicas Ltda. (Caieiras-SP), 
sendo utilizadas nos experimentos partículas maiores que 0,60mm (28 MESH). O bagaço moído foi ca-
racterizado com relação a sua composição em celulose, hemicelulose, extrativos, lignina e cinzas.

O pré-tratamento foi realizado em um reator de coluna com 460mm de altura e 220mm de diâmetro 
interno, seguindo a metodologia estabelecida por Mendes et al.(2015).

A hidrólise enzimática das frações carboidrato do bagaço de cana-de-açúcar foi realizada em biorrea-
tor de coluna com diâmetro interno igual a 2,5cm e altura de 50cm, em um sistema montado conforme 
o esquema simplificado apresentado na Figura 1.

Figura 1. Esquema simplificado do sistema com reator de coluna empregado na 
hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por sulfito alcalino
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O biorreator foi preenchido com diferentes razões sólido/líquido iniciais (9%, 12,5% e 16%). O meio 
reacional (volume total de 250mL) era constituído de solução de preparações comerciais de celulases 
e foi recirculado no sistema com uma vazão de 23mL/min com auxílio de uma bomba peristáltica. A 
solução de enzimas era composta por tampão citrato de sódio 50mM pH4,8 e uma preparação comercial 
de celulase de Trichoderma longibrachiatum (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil), com uma carga enzimá-
tica de 16,4FPU/g de bagaço, além de 4,4U/g de bagaço de uma preparação de β-glicosidase (NS50012, 
Novozymes Latin America Ltda., Araucária, PR, Brasil). O processo foi mantido por 24h a 50ºC, sendo 
retiradas amostras periódicas para análise do teor de açúcares por HPLC. 

Os microrganismos utilizados foram Saccharomyces cerevisiae IR2 e Scheffersomyces stipitis 
NRRL-Y7124, ambos disponíveis no Departamento de Biotecnologia da Escola de Engenharia de Lorena-
Universidade de São Paulo, e armazenados em Ágar extrato de malte a 4ºC. O preparo do inóculo foi 
feito em frascos Erlenmeyer de 500mL contendo 200mL de meio composto por 30g/L de glicose (para S. 
cerevisiae) ou xilose (para S. stipitis), 10g/L de peptona bacteriológica e 10g/L de extrato de levedura. O 
cultivo foi realizado em um agitador rotativo por 24h a 30ºC e 200 rpm. Posteriormente, as células foram 
recuperadas por centrifugação a 2000g por 15min, lavadas e ressuspensas em água destilada para obten-
ção de uma suspensão com elevada densidade celular, a qual foi utilizada como inóculo.

O processo fermentativo foi conduzido na mesma coluna utilizada na etapa de hidrólise, porém com as 
devidas adaptações necessárias para a realização da fermentação (assepsia e aeração). O meio de fermenta-
ção foi composto por hidrolisado obtido a partir do processo de hidrólise enzimática descrito previamente e 
nutrientes (5g/L peptona bacteriológica, extrato de levedura 3g/L, extrato de malte 3g/L e sulfato de amô-
nio 0,25g/L). As fermentações ocorreram em biorreatores de coluna de bolhas durante 48h a 30ºC, com 
amostras sendo retiradas periodicamente para quantificação de açúcares e etanol. Os experimentos foram 
realizados em triplicata empregando diferentes vazões de aeração (0,3vvm, 0,5vvm e 0,7vvm).

Para a determinação da umidade do bagaço de cana-de-açúcar utilizou-se uma balança de infraver-
melho Mark M163 (BEL Engineering, Piracicaba-SP). A caracterização do bagaço foi realizada antes e 
após o pré-tratamento, seguindo a metodologia padrão NREL - National Renewable Energy Laboratory 
(Sluiter et al., 2011). As concentrações de etanol, açúcares e ácido acético foram medidas em um cro-
matógrafo líquido de alta eficiência Agilent Technology 1200 series (Agilent, Estados Unidos), conforme 
Medina (2013). Determinou-se a concentração celular por turbidimetria utilizando um espectrofotômetro 
(Beckman DU640B, USA), sendo correlacionada a leitura de absorbância a 600nm com a concentração 
celular por meio de uma curva de calibração previamente determinada.

Resultados e discussão
Procedeu-se à caracterização do bagaço de cana-de-açúcar, obtendo-se como resultado, antes do pré-

tratamento, 41,4% de glucana, 19,7% de xilana, 3,8% de arabinosil, 0,5% de acetil, 23,2% de lignina 
e 3,2% de cinzas. Após o pré-tratamento, a composição do bagaço incluiu: 47,1% de glucana, 23,3% 
de xilana, 2,9% de arabinosil, 0,2% de acetil, 13,2% de lignina e 3,6% de cinzas. Com o material pré-
tratado, foram realizadas as reações de hidrólise enzimática em reator de coluna com leito fixo. A Figura 
2 apresenta o perfil cinético da formação de açúcares devido à hidrólise enzimática do bagaço de cana-
de-açúcar pré-tratado por sulfito alcalino. 

Conforme mostrado na Figura 2, a velocidade da hidrólise foi maior durante as duas primeiras horas 
de processo, devido à maior disponibilidade de frações carboidrato de baixa recalcitrância no início da 
reação e à baixa concentração de produtos de hidrólise inibidores da ação das enzimas. Após 24h de 
processo, obteve-se uma concentração de glicose de 41,41g.L-1, 47,17g.L-1 e 51,38g.L-1 nos experimentos 
com carregamento de sólidos de 9%, 12,5% e 16%, respectivamente. Apesar da maior concentração de 
glicose obtida com elevado carregamento de sólidos, obteve-se maior rendimento de hidrólise da celulose 
com baixo carregamento, conforme mostrado na Tabela 1.

O maior rendimento de hidrólise da celulose com baixo carregamento de sólidos pode estar associado 
a fenômenos como a inibição das celulases por produtos de hidrólise (celobiose e glicose) e adsorção 
improdutiva de enzimas nos sólidos presentes (Gan et al., 2003).
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Os hidrolisados obtidos foram empregados para o processo fermentativo. A fermentação ou co-fermen-
tação foram realizadas empregando, respectivamente, Saccharomyces cerevisiae IR2 ou Scheffersomyces 
stipitis NRRL-Y7124. Para as ambas foram avaliadas a influência da aeração (0,3vvm, 0,5vvm e 0,7vvm) 
sobre o desempenho do processo fermentativo.

Conforme mostrado na Figura 3, a cinética de fermentação do processo com S. cerevisiae foi favoreci-
da empregando aeração de 0,7vvm,  atingindo-se uma concentração de etanol de 32g.L-1 com uma efici-
ência de 69% e Yp/s de 0,36g/g e uma produtividade volumétrica (Qp) de 1,36g.L-1.h-1 ; porém, usando 
aeração de  0,5vvm, apesar de mais lento, o perfil de  formação de etanol resultou em concentração mais 
elevada após 24h, de 38g/L e uma produtividade volumétrica (Qp) de 1,58g.L-1.h-1, correspondendo a 
uma eficiência de 79% e Yp/s igual a 0,402g/g. Para a aeração de 0,3vvm, observou-se uma cinética de 
formação de produto ainda mais lenta, atingindo-se 35,7g/L de etanol após 72h, correspondendo a uma 
eficiência de 65% e Yp/s igual a 0,33g/g e um (Qp) de 0,67g.L-1.h-1.

 Conforme pode ser observado, a aeração de 0,3vvm resultou em 16g/L de etanol em 48h de reação, 
com eficiência de 58% e Yp/s de 0,29g/g e uma produtividade volumétrica (Qp) de 0,35g.L-1.h-1. Maiores 

Figura 2. Perfil cinético da formação de açúcares no processo de hidrólise enzimática de bagaço de cana-de-açúcar 
em reator de coluna com leito fixo empregando carregamento inicial de sólidos de: a) 9%; b)12,5%; c)16%

Tabela 1. Digestibilidade enzimática de bagaço de cana-de-açúcar sob diferentes carregamentos de sólidos

Carga inicial de sólidos Rendimento de hidrólise da glucana Rendimento de hidrólise da xilana
9% 86,73 ± 1,78 74,96 ± 2,52
12,5% 77,42 ± 7,47 79,14 ± 6,86
16% 65,11 ± 7,48 71,84 ± 7,37
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concentrações de etanol foram obtidas empregando maior vazão de ar, atingindo-se cerca de 30g/L de 
etanol em 48h de processo empregando-se 0,5vvm ou 0,7vvm, porém a produtividade volumétrica (Qp) 
de foi maior empregando a aeração de 0,5vvm (0,64g.L-1.h-1). A levedura S. stipitis começou a consumir 
a xilose depois de toda a glicose ser consumida, entretanto esse consumo é mais lento em relação glicose, 
sendo necessário estender o tempo da reação para que toda a xilose seja consumida, isso resulta em uma 
diminuição da produtividade volumétrica de etanol.

A Figura 4 apresenta o perfil cinético da co-fermentação de hidrolisado com a levedura Scheffersomyces 
stipitis empregando diferentes aerações.

Figura 3. Perfil cinético da formação de etanol e consumo de glicose no processo fermentativo empregando reator 
de coluna de bolhas e Saccharomyces cerevisiae IR2 como levedura, sob diferentes vazões de ar: a) 0,3vvm; b) 

0,5vvm; c) 0,7vvm.

Figura 4. Perfil cinético da formação de etanol e consumo de glicose e xilose no processo de co-fermentação 
empregando reator de coluna de bolhas e Scheffersomyces stipitis como levedura, sob diferentes vazões de ar: a) 

0,3vvm; b) 0,5vvm; c) 0,7vvm.
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Considerações finais
Nas reações de hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado por sulfito alcalino 

em reator de leito fixo obteve-se uma maior digestibilidade da celulose com menor carregamento de 
sólidos (9%), enquanto que a hidrólise com elevado carregamento de sólidos (16%) resultou em maior 
concentração final de açúcares. No processo fermentativo realizado com meio baseado em hidrolisado 
de bagaço de cana-de-açúcar conduzido no reator de coluna de bolhas, obteve-se, de uma forma geral, 
melhores desempenhos com aeração de 0,5vvm para ambas as leveduras avaliadas. A cepa de S. stipitis, 
apesar de consumir xilose, não aumentou significativamente a concentração final de etanol, resultando 
em uma menor produtividade volumétrica em comparação com a S. cerevisiae.
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Resumo
As atividades dos micro-organismos estão baseadas em sua diversidade metabólica e adaptabilidade 
genética, o que os torna uma fonte de recursos genéticos para o avanço biotecnológico e o desenvol-
vimento sustentável. Actinobactérias são bactérias Gram positivas, predominantemente filamentosas e 
disponíveis em diversos ambientes. O objetivo deste trabalho foi autenticar taxonomicamente actinobac-
térias provenientes do acervo da Micoteca DPUA, da Universidade Federal do Amazonas e, caracterizá-las 
qualitativamente quanto ao potencial enzimático. Para esta pesquisa foram selecionadas cinco linhagens 
de actinobactérias reativadas em ágar ISP2-A para autenticação em nível de gênero com base nas carac-
terísticas macro e micromorfológicas. Os microrganismos foram cultivados em meio sólido e meio líquido 
para determinação da atividade enzimática pela técnica de difusão em ágar (técnica de difusão em ágar 
por poço e bloco de gelose). Os resultados demonstraram que as actinobactérias expressaram característi-
cas morfológicas do gênero Streptomyces. O resultado revelou que Streptomyces A26 exibiu atividade para 
amilase, celulase, pectinase e protease, com índice enzimático variando de 1,9 a 3,1. Além disso, entre 
os processos utilizados para produção das enzimas, a fermentação submersa se mostrou mais eficiente. 
Bactérias filamentosas tem potencial para produção de enzimas hidrolíticas de interesse industrial quan-
do cultivadas em meio sólido e líquido. 

Palavras-chave: Bactérias filamentosas, Enzimologia, Região amazônica, Biopotencial.

Introdução
As atividades dos micro-organismos estão baseadas em sua notável diversidade metabólica e adapta-

bilidade genética, os que os torna uma importante fonte de recursos genéticos para o avanço biotecnoló-
gico e o desenvolvimento sustentável (Kurtboke et al., 2010). 

Actinobactéria são bactérias Gram positivas, filamentosas e disponíveis abundantemente em diversos 
ambientes, encontradas principalmente no solo, no entanto, podem também estar presentes em ambien-
tes aquáticos e em associação com liquens e plantas (Gonzáles et al., 2005, Silva-Vinhote et al., 2011).

As actinobactérias são responsáveis pela produção de uma gama diversificada de metabólitos secun-
dários com propriedades medicinais, incluindo, antibióticos, antitumorais, agentes imunossupressores e 
hormônios de crescimento (Strobel et al., 2004; Fiedler et al., 2005; Silva-Vinhote et al., 2011).

Após os antibióticos, as enzimas são os compostos mais produzidos pelas actinobactérias. Uma ca-
racterística marcante destas bactérias corresponde a produção de enzimas extracelulares que degradam 
macromoléculas complexas comumente encontradas nos solos como caseína, amido, quitina, húmus, 
celulose, lignocelulose, além da síntese e excreção de metabólitos secundários como antibióticos e o 
terpenóide geosmina (Coelho et al., 2008).

As enzimas são produzidas por uma diversidade de seres vivos, tais como plantas, animais, fungos e 
bactérias, mas as de origem microbiana se destacam devido a ampla diversidade bioquímica, a susceptibi-
lidade a manipulação genética e a facilidade de produção em larga escala. Além dessas vantagens, nessas 
enzimas predominam as características desejáveis para aplicações biotecnológicas em diversos ramos in-
dustriais. Dentre as enzimas de importância industrial destacam-se: amilases, celulases, lipases, pectinases 
e proteases (Rodarte et al., 2011, Teixeira et al., 2011, Orlandelli, 2012, Araújo, 2015, Silva et al., 2018).  
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Considerando as aplicações biotecnológicas e o potencial de produção de enzimas por actinobactérias 
o presente trabalho tem por objetivo avaliar a atividade enzimática das actinobactérias provenientes do 
acervo da Micoteca DPUA (Departamento de Parasitologia da Universidade do Amazonas – UA).

Material e Métodos
Neste trabalho foram avaliadas cinco linhagens de actinobactérias, cedidos pela Coleção de Cultura 

DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-UFAM. As amostras que estavam preservadas em água 
destilada foram reativadas e autenticadas em meio de cultura ISP2-A (amido, extrato de levedura, extrato 
de malte, dextrose, ágar) em pH 7,3 e mantidos em placas de Petri a 30 ºC, por até cinco dias. Uma vez 
confirmada a pureza das colônias, as amostras foram mantidas em tubos contendo ISP2-A, inclinado 
(Oliveira, 2007). 

Após o processo de autenticação foi realizada a caracterização das actinobactérias com base nas ca-
racterísticas morfológicas (micélio aéreo, micélio vegetativo, determinação de cores, presença de pigmen-
to, exsudato, aspecto das bordas) com auxílio de um microscópio estereoscópio modelo XR-X-3000. Para 
determinação das características microscópicas, as actinobactérias foram semeadas no meio ISP2-A, em 
placas de Petri, em estrias formando duas linhas horizontais e duas verticais, constituindo intercessões 
entre si. Em seguida, em cada cultivo foram inseridas lamínulas em posição parcialmente inclinada para 
o crescimento sobre a superfície das mesmas. Em intervalos de cinco dias durante 15 dias, as lamínulas 
foram retiradas para o acompanhamento do crescimento micelial por meio da observação em microsco-
pia óptica. A leitura foi realizada em microscópio óptico com aumento de 400 x (Oliveira, 2007).

Na determinação da atividade das enzimas pela técnica do bloco de gelose, as actinobactérias foram 
cultivadas em ISP2-A, pH 7,3. Para avaliação da ação das enzimas pela difusão em ágar por poço foram 
utilizados os seguintes meios  (g/L): (1) ágar amido (ágar: 18 g, amido solúvel: 10 g e Tampão Acetato 
de Sódio, pH 5,0,); (2) ágar celulase (ágar: 18 g, carboximetilcelulose (CMC) 10 g e Tampão Acetato de 
Sódio (pH 5,0); (3) ágar lipase (ágar nutriente: 20 g, CaCl2.H2O: 0,1 g, Tween 80: 10,0 mL e H2O destilada 
990 mL); (4) ágar pectina (ágar: 18 g, pectina: 10 g, e Tampão Acetato de Sódio (pH 5,0) e, ágar leite (leite 
em pó desnatado: 50 g, ágar nutriente: 10 g e H2O destilada).

Dos cultivos das actinobactérias em ISP2-A foi retirado um disco micelial medindo seis milímetros de 
diâmetro e inoculado centralmente na superfície de ágar amido, ágar celulose, ágar leite e ágar pectina. 
A cada 24 horas de crescimento foram observadas a formação do halo de degradação ao redor da colônia 
e, após cinco dias foi medido o diâmetro do halo de hidrólise em milímetro para expressão da atividade 
enzimática, Equação I (Palheta et al., 2011; Teixeira et al., 2011). A atividade amilolítica, celulolítica e 
pectinolítica foi avaliada após revelação com vapores de iodo, solução de vermelho do congo 0,1% (p/v) 
e solução de ácido clorídrico 5N, respectivamente.

Equação I: Atividade Enzimática (A) =

Os discos miceliais retirados dos cultivos em ISP2-A foram inoculados em 50 mL de MPE líquido (fa-
rinha de soja, glicose, NaCl, CaCO3), em frascos de Erlenmeyer de 125 mL. Os cultivos foram mantidos 
a 30 ºC, a 200 rpm. Após 72 horas, o extrato bruto foi recuperado por filtração a vácuo em papel de filtro 
Whatman nº 1 (Sastry et al., 2003). Após a inoculação das amostras, as placas foram mantidas a 30 °C 
por 24 horas. A atividade amilolítica, celulolítica e pectinolítica foi avaliada após revelação com vapores 
de iodo, solução de vermelho do congo 0,1% (p/v) e solução de ácido clorídrico 5N, respectivamente 
(Kasana et al., 2008; Molina et al., 2001; Lima, 2006; Teixeira et al., 2011). A atividade das enzimas foi 
determinada como índice enzimático (I), conforme Lima (2006) e Palheta et al. (2011), Equação II:

Índice enzimático (I) =

Diâmetro do halo de hidrólise

Diâmetro da colônia

Diâmetro do halo de hidrólise

Diâmetro do cup-plate
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Resultados e Discussão
Os resultados demonstraram que as actinobactérias expressaram as características morfológicas vi-

áveis conforme descrito por Silva-Vinhote et al. (2011). Para autenticação foi efetuada a caracterização 
morfológica por meio da observação da coloração de colônias e morfologia de hifas sob microscópio 
óptico. Nos primeiros cinco dias foram verificados que alguns micro-organismos desenvolveram micélio 
vegetativo predominando a cor creme e posteriormente branca, além de difusão de pigmentos no meio 
de coloração amarela (Figura 1).

A identificação com base nas características microscópica dos micro-organismos foi realizada de 
cinco em cinco dias após o crescimento nas lamínulas, onde foi possível observar a presença de micélio 
altamente ramificado e em forma espiral, já no décimo quinto dia de cultivo foram autenticadas caracte-
rísticas das bactérias como pertencentes ao gênero Streptomyces (Tabela 1).

De acordo com Azuma (2011), as bactérias filamentosas podem apresentar irregularidades quanto à 
aparência, como superfície levemente dobrada, com coloração que varia entre branca, creme, laranja ou 
cinza claro, e em relação à micromorfologia, pode-se observar longas hifas ramificadas com filamentos 
que podem ser retos a ondulados, além disso, os filamentos podem sofrer ramificação.

Segundo Strobel et al. (2004) são consideradas colônias típicas de Streptomyces sp. as que apresen-
tarem coloração branco-acinzentada, sem brilho, com aparência pulverulenta ou cotonosa com adesão 
colonial penetrando fortemente no Ágar.

Os resultados demonstraram a produção da atividade celulolítica e proteolítica, sendo que a amostra 
(A26) apresentou o maior índice na atividade. Não foram observadas atividades para produção das enzi-
mas amilolíticas, pectinolíticas e lipolíticas (Tabela 2). 

As celulases têm sido investigadas principalmente pelo seu uso industrial na bioconservação da bio-
massa na agricultura e em aditivos para detergentes. Proteases constituem um dos mais importantes 

Figura 1. (A e C) aspecto de colônias de Streptomyces variando a coloração do micélio de branco para cinza claro 
com produção de pigmento; (B e D) aspecto da hifa em pequenos espirais. Fonte: Arquivo pessoal.

A B C D

Tabela 1. Características macroscópicas e microscópicas das actinobactérias cultivadas em ISP2-A.

Amostras Actinobactérias autenticadas Características Macroscópicas Características Microscópicas

A8 Streptomyces sp.
Colônias aderidas firmemente ao ágar, bordas rugosas, 
pigmento amarelo difundido com o meio e produção de 
exsudados.

Conjuntos de hifas em pequenas 
ondulações formando pequenos espirais.

A10 Streptomyces sp.
Micélio aéreo cinza escuro, reverso das colônias levemente 
fragmentadas, bordas enrugadas, não produz pigmentos.

Hifas espaçadas com formato de 
espículas com fragmentações.

A18 Streptomyces sp.
Micélio branco sem alteração na coloração, não produz 
pigmentos.

Micélio com leves ondulações em sua 
estrutura final.

A20 Streptomyces sp.
Micélio aéreo marrom escuro, forte odor, não produz 
pigmentos, bordas rugosas e produção de esporos.

Conjunto de hifas ramificadas com leves 
ondulações em espirais.

A26 Streptomyces sp.
Colônias unidas sem fragmentação, reverso creme, micélio 
marrom terra, produz forte odor, não produz exsudados, 
bordas rugosas e sobrepostas.

Micélio em espirais sobrepostos com 
presença de esporos.
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grupos de enzimas industriais, os quais são usados em alimentos, produtos farmacêuticos, na indústria 
de couro. Economicamente as proteases são produzidas por espécies de Bacillus sp., Staphylococcus sp. 
e Pseudomonas sp., entre as actinobactérias os Streptomyces sp. (Cherry e Idantsef, 2003).

Para avaliação das enzimas de interesse foram utilizados também os extratos brutos das actinobacté-
rias. Destacando-se na hidrólise dos substratos para a atividade celulolítica e proteolítica, sendo que na 
atividade proteolítica 100% dos extratos obtidos hidrolisaram o substrato. Santos (2010) em seu estudo 
isolou 166 actinobactérias, onde 88 destes apresentaram atividade degradando a carboximetilcelulose. 
Em seu estudo Rodrigues (2006) constatou que o gênero que mais se mostrou ativo foi Streptomyces, 
onde 67% dos isolados apresentaram atividade celulolítica e 97% ativos para produção de protease, 
corroborando com este estudo. Além disso, houve ação de mais de uma enzima na degradação dos subs-
tratos utilizados com destaque para o micro-organismo (A26) que apresentou atividades para (amilase, 
celulase, pectinase e protease) variando de 1,9 a 3,1 o índice enzimático (Tabela 02).

Entre as enzimas produzidas por técnicas biotecnológicas, aquelas com atividade amilolítica apre-
sentam um papel importante na indústria de alimentos, pois a maioria dos processamentos industriais 
do amido envolve a hidrólise desse polímero, que passa então a ser convertida em xaropes de glicose, 
maltose, frutose, maltotetrose, dextrinas e ciclodextrinas. Cada tipo de xarope requer diferentes tipos de 
enzimas amilolíticas (Gomes et al., 2007). 

Estudos vêm apontando as actinobactérias como fontes emergentes promissoras de uma ampla faixa 
de importantes enzimas de interesse industrial e ambiental, como as envolvidas na degradação de mate-
riais lignocelulósicos (Goodfellow et al., 1988; Flores et al., 1997).

Desta forma, os resultados demonstraram que nos testes realizados com Extrato Bruto através da 
Fermentação Submersa das actinobactérias, houve uma quantidade maior de enzimas hidrolisadas (ami-
lase, celulase, pectinase e protease), além disso, o Índice Enzimático neste teste também foi superior. 

Conclusões
As actinobactérias reativadas mostraram-se viáveis e expressaram as características morfológicas típi-

cas predominantemente do gênero Streptomyces. 

Dentre os microrganismos as amostras A20 e A26, apresentaram os maiores índices enzimáticos. 

O processo de Fermentação Submersa associado à técnica de difusão em ágar por poço demonstra a 
eficácia na determinação da atividade enzimática comparado à técnica do Bloco de Gelose. 

Representantes do gênero Streptomyces são fontes promissoras de importância industrial. 
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Tabela 2. Atividade Enzimática de Streptomyces spp em meio sólido.

Actinobactérias
(Streptomyces sp.)

Atividade Enzimática
Técnica do Bloco de Gelose Técnica de difusão em ágar por poço (I)

Ami Cel Lip Pct Pro Ami Cel Lip Pct Pro
A8 nd 1,6 nd nd nd nd 2,4 nd 2,8 3,5
A10 nd nd nd nd nd nd 2,6 nd 2,5 3,5
A18 nd nd nd nd nd nd 2.3 nd 3,2 3,5
A20 nd 2,1 nd nd 2,1 nd 2,1 nd 3,3 3,6
A26 nd 2,6 nd nd 3,0 1,9 2,6 nd 2,6 3,1

(nd) Não determinado. Ami=Amilases; Cel=Celulases; Lip=Lipases; Pct=Pectinases; Pro=Proteases
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Resumo
Os microrganismos são fontes potenciais para descobertas de novas moléculas biotivas que são impor-
tantes para o desenvolvimento novos agentes biotecnológicos como os antibióticos que enfrentam atual-
mente resistência microbiana por conta do uso indiscriminado. Objetivo do trabalho foi avaliar a melhor 
fonte de carbono e determinar o tempo de crescimento ideal para produção de molécula bioativa.  Foram 
analisados preliminarmente 300 isolados da Coleção de Microrganismos do Centro de Biotecnologia da 
Amazônia dos quais selecionou-se os 4 mais promissores entre fungos e bactérias. A metodologia em-
pregada para a análise antagonista foi o método de difusão em ágar utilizando-se as cepas de referência 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 10231, Bacillus cereus ATCC 1778, Serratia 
marcescens ATCC 14756, Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Klebsiella pneu-
moniae ATCC 13883, Mycobacterium smegmatis e Burkholderia cepacia e para identificação das cepas o 
método de GRAM e a técnica de microcultivo. Na avaliação da melhor fonte de carbono fez-se cultivos 
contendo glicerol, glicose, amido e arroz durante 24h, 48h e 120h para bactérias a 30oC sob agitação a 
150 rpm e 5, 10 e 15 dias para fungos a 24oC . Os isolados mais promissores entre as bactérias foram o 
CBA1844, CBA1848 e CBA1856 que apresentaram os melhores halos de inibição para os patógenos C. 
albicans, M. smegmatis e S. aureus e entre os fungos o isolado de CBA 21601 que apresentou inibição 
aos patógenos S.aureus, B. cereus, S. marcescens, E. coli, e K. pneumoniae somente no caldo batata, não 
demonstrando produção de metabólito inibidor nos outros cultivos. As melhores condições para cres-
cimento das bactérias e produção da biomolécula foi detectada nos cultivos contendo glicerol e glicose 
durante 24 e 48 horas e a identificação morfológica indica que as bactérias são GRAM positivas e que o 
fungo é um Penicillium spp.

Palavras-chave: antibiose, Amazônia, isolados.

Introdução
Microrganismos colonizam com sucesso cada nicho ecológico possível do planeta e são capazes 

de utilizar diversos meios e estratégias competitivas para sobreviverem (Silva, 2008; Pan et al., 2010). 
Geralmente são associados a graves doenças que podem desencadear, porém são potenciais produtores 
de medicamentos, como os antibióticos que ajudam a salvar milhares de vidas (Conti et al., 2012).  Além 
disso, representam uma importante fonte de recursos genéticos para o avanço biotecnológico e para o 
desenvolvimento econômico sustentável (Oliveira et al., 2006; Pan et al., 2010). 

Uma das propriedades mais importantes dos microrganismos está associada a sua capacidade meta-
bólica de produzir uma grande diversidade de moléculas bioativas muitas delas derivadas de seu metabo-
lismo primário e secundário como os antibióticos, antifúngicos, pigmentos, certas toxinas e feromônios 
(Li e Strobel, 2001; Morais, 2004; Souza et al., 2004;). 

Todos os organismos vivos crescem e se reproduzem utilizando rotas metabólicas muito semelhan-
tes, ou até idênticas, para a geração de energia além das rotas metabólicas semelhantes utilizadas pelos 
microrganismos para sua sobrevivência, existem outras rotas que lhes possibilita a produção dos mais 
diversos tipos de compostos, como os metabólitos secundários. Os fatores que desencadeiam a produção 
destes metabólitos geralmente estão ligados à escassez de algum nutriente essencial como carbono, ni-
trogênio ou fosfato (Vining, 1986; Heck, 2007; Ochi, 2007), o que consolida a investigação aprofundada 
destas formas de crescimento e produção de biomoléculas.
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Atualmente a resistência bacteriana aos antibióticos é um dos problemas de saúde pública mais re-
levantes a nível global, dado que apresenta consequências clínicas e econômicas preocupantes, estando 
associada ao uso inadequado de antibióticos (Loureiro et al., 2016). Desta forma, tecnologias na busca 
por metabólitos bioativos devem ser melhoradas e implantadas para que surjam novas alternativas para 
tratamento de infecções causadas por microrganismos sendo o objetivo desta pesquisa   avaliar a pro-
dução de moléculas bioativas produzidas por microrganismos frente a diversos patógenos utilizando 
diferentes fontes de carbono e tempos de cultivo.

Material e Métodos
Os microrganismos avaliados são bactérias e fungos endofíticos depositados na Coleção de 

Microrganismos do Centro de Biotecnologia da Amazônia (CBA) que foram isolados de amostras de 
plantas e solo no Laboratório de Microbiologia desta instituição.  Dentre esses microrganismos realizou-
se a análise preliminar da atividade antimicrobiana dos metabólitos produzidos por 100 bactérias e 200 
metabólitos fúngicos. A partir desta análise selecionou-se três isolados bacterianos e 1 isolado fúngico 
que apresentaram os melhores resultados para elaboração desta pesquisa.

As bactérias preservadas em glicerol 50% a -20 ºC, foram reativadas no meio de cultura ágar Luria 
Bertani (LB) 50% por estrias cruzadas e incubadas a 30 ºC por 24h e após o crescimento inicial, preparou-
se o pré-inóculo com as cepas no meio LB líquido nas mesmas condições de cultivo. Os fungos preservados 
em água destilada (Castellani, 1939) foram reativados em ágar batata dextrose (BDA) por 7 dias a 24 ºC.

A identificação morfológica das bactérias foi realizada conforme a técnica de coloração de GRAM e a 
dos fungos pela técnica de microcultivo em lâminas (Konemam et al., 2001). 

Os isolados fúngicos primeiramente foram cultivados em placa de Petri contendo meio BDA e incubados 
a 28 ºC durante 5 dias. Fragmentos de 5mm de diâmetro deste cultivo foram transferidos assepticamente 
para Erlenmeyers contendo 100 mL de uma solução de sais  composta por KNO3 (2g /L), caseína (0,3g/L), 
NaCl (2,0 g/L), K2HPO4 (2,0 g/L), KH2PO4 (2,0 g/L), MgSO4 (0,1 g/L), CaCO3 (0,1 g/L) e 0,001 (g/L) de 
FeSO4, ZnSO4 e MnCl2. As fontes de carbono avaliadas (10g/L) foram amido, arroz, glicerol e glicose. 

Os frascos contendo fungo foram incubados a 28 °C durante 15 dias em B.O.D de modo estático e a 
cada 5 dias foram retiradas alíquotas de 2 mL para realização dos ensaios. 

As bactérias cresceram em meio LB e incubadas a 30 °C por 18 h a 150 rpm. Adicionou-se 5% deste inócu-
lo nos frascos contendo 100 mL da solução de sais e uma das fontes de carbono e incubou-se em agitador hori-
zontal a 30 ºC por 24h a 150 rpm por 5 dias. Deste cultivo, retirou-se alíquotas de 2 mL após 24h, 48h e 120h, 
que foram centrifugadas sob refrigeração a 4 ºC por 8 minutos a 11.000 rpm (Centrifuge 5417R-Eppendorf). 
Como controle positivo das atividades verificadas fez-se cultivo das linhagens nos meios LB e BD. 

Os microrganismos utilizados como indicadores no teste de antibiose foram cepas de  Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, Candida albicans ATCC 10231, Serratia marcescens ATCC 14756, Klebsiella peneumo-
niae ATCC 13883, Bacillus cereus ATCC 11778, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Escherichia coli ATCC 
25922 e os isolados clínicos Burkholderia cepacia e Micobacterium smegmatis. Estes microrganismos 
foram cultivados previamente em caldo LB por 16h e diluídos em solução salina a 0,9% conforme padro-
nização com tubo 0,5 da escala McFarland.

Este ensaio foi realizado conforme a técnica de difusão em ágar (Bauer e Kirby, 1966) utilizando-se placas 
de Petri contendo Ágar Mueller-Hinton nas quais espalhou-se o inóculo das bactérias indicadoras previamen-
te diluído com o auxílio de swabs estéreis em cada placa. Nestas, fez-se 5 orifícios de 6mm de diâmetro no 
meio, onde adicionou-se 100 µL do metabólito referente ao microrganismo e sua condição de cultivo avaliada. 
Posteriormente fez-se a incubação das placas a 35o C por 24h e a leitura dos halos de inibição. 

Resultados e Discussão
Foram realizadas análises de atividade antimicrobiana nos metabólitos obtidos das colônias fúngicas e 

bacterianas depositadas na coleção de culturas do CBA. Com exceção da indicadora patogênica B. cepacia 
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foram verificados resultados positivos para todas as ATCC´s avaliadas diante dos metabólitos fúngicos e 
bacterianos como observado na tabela 1. Entre os resultados positivos, 20 bactérias apresentaram atividade 
antimicrobiana contra os patógenos testados concentrando o maior número de inibições para S. aureus e M. 
smegmatis. Na análise dos fungos filamentosos, obteve-se 53 resultados positivos de ação antagonista aos 
diferentes patógenos testados, obtendo-se assim o maior número de inibições para S. aureus. 

A partir dos resultados preliminares de atividade antimicrobiana foram selecionados entre as bacté-
rias, os isolados CBA 1844 e CBA 1856 que melhor inibiram os patógenos C. albicans e M. smegmatis e 
o isolado CBA 1848 que inibiu a M. smegmatis e S. aureus. Entre os fungos selecionou-se o isolado CBA 
21601 que inibiu as bactérias S. aureus, B. cereus, K. pneumoniae, E. coli e S. Marcences. 

Os isolados selecionados foram cultivados em diferentes fontes de carbono para verificação de qual 
destas favorecia uma melhor produção de moléculas bioativas. Das quatro fontes testadas o glicerol, a 
glicose e o arroz apresentaram os maiores halos de inibição em 24 horas de cultivo para as bactérias CBA 
1844 e CBA 1848. Considerando os resultados de outros testes de atividade realizados como atividade 
antitumoral e enzimática destes microrganismos, selecionou-se como melhor fonte de carbono o glicerol 
para análises posteriores, embora para a atividade antimicrobiana a glicose promova uma melhor produ-
ção da molécula inibidora. 

A bactéria CBA1856 obteve melhores resultados de inibição contra C. albicans e M. smegmatis após 
48 horas de cultivo em meio contendo glicose como fonte de carbono (Tabela 2). 

Nenhuma fonte de carbono avaliada foi eficaz para melhorar a produção da substância antimicrobia-
na de interesse pelo fungo selecionado, o qual apresentou atividade inibidora de amplo espectro quando 
cultivado em caldo BD após 5 dias de incubação como verificado na figura 3.

Uma vez identificada a condição ideal para a produção da substância antimicrobiana, um novo ensaio 
foi realizado para confirmação dos resultados obtidos. Na inibição de M. smegmatis foi verificada ativi-
dade bacteriostática das bactérias CBA 1844 e CBA 1856 e bactericida da bactéria CBA 1848. A inibição 
de C. albicans pelas bactérias CBA1844 e CBA1856 foi confirmada com alta inibição nos meios contendo 
a fonte de carbono correspondente (figura 1-A e 1-B). Quando comparado ao halo de inibição preliminar 
(1,8cm) obteve-se um pequeno aumento da inibição da bactéria CBA1848 de S. aureus, tanto quanto 
cultivado em caldo LB, quanto no meio contendo glicerol, apresentando halos de 2, 4cm (figura 2).

Figura 1. Atividade antimicrobiana dos isolados: A- Inibição a M. smegmatis nas melhores fontes de carbono; B- 
Atividade antimicrobiana contra C. albicans dos isolados CBA1844 e CBA1856 nas melhores condições de crescimento.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana de fungos e bactérias da Coleção do CBA com diferentes patógenos

Dados da atividade antimicrobiana das bactérias e fungos
Microrganismo C. albicans K.pneumoniae S.aureus B.cereus E. coli S.marcescens E.faecalis M.smegmatis 
Bactérias 10 0 2 1 0 0 0 7
Fungos 2 3 33 6 2 4 4 4
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Tabela 2. Dados preliminares da atividade antimicrobiana dos isolados selecionados de duas variáveis de cultivo.

Nº do 
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Tempo 
(h)
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1844

24 +++ + +++ - +++ + +++ - + +

48 +++ + AAI + - AAI +++ + AAI +++ - AAI + + AAI

120 +++ + + - +++ + ++ + + +

1848

24 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +* +++ +++

48 AAI +++ +++ AAI ++ +++ AAI +++ +++ AAI ++ +* AAI + +++

120 ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - ++ +++

1856

24 +++ + + - +++ + ++ + + +

48 +++ + AAI + - AAI +++ + AAI ++ + AAI + + AAI

120 +++ - + - +++ + ++ + +++ +

Alta (+++): diâmetro do halo de inibição superior a 1,7cm;
Moderada (++):diâmetro do halo de inibição entre 1,3cm a 1,6cm;

Baixa (+): diâmetro do halo entre 0,7cm a 1,2 cm;
Negativa: ausência de halo de inibição;

+*: atividade bacteriostática;
AAI: atividade antimicrobiana inexistente.

No cultivo do isolado CBA 21601 nenhuma das fontes de carbono produziu antibiose contra os micror-
ganismos-testes, sendo verificados halos de inibição classificados como altos somente no metabólito do 
cultivo em caldo batata durante 5 dias de crescimento como pode observado na figura 3.

Figura 2. Atividade antimicrobiana do isolado N1848 contra S. aureus na melhor condição de crescimento.
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As análises para identificação morfológica dos microrganismos indicaram que os três isolados bacte-
rianos são cocos Gram positivos e que o isolado fúngico pertence ao gênero Penicillium sp.

Foi realizada uma seleção primária com 300 microrganismos da Coleção de Microrganismos do CBA, 
onde esses isolados foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana.  Inicialmente os microrganis-
mos avaliados, foram crescidos em caldo LB para as bactérias e BD para os fungos, onde foram avaliados 
frente a diversos microrganismos patogênicos. Destes resultados foi possível selecionar os melhores pro-
dutores de antibiose conforme o tamanho dos halos e posteriormente seguiu-se o estudo para determi-
nação do melhor tempo de incubação e fonte de carbono para cultivo dos microrganismos promissores.

Conforme Pereira e Oliveira (2016) a s condições ambientais como concentração de oxigênio dissol-
vido no meio fermentativo, concentração da biomassa, volume de cultura, concentração de dióxido de 
carbono no meio, pH, temperatura de fermentação são importantes parâmetros a serem verificados na 
produção de moléculas bioativas 

Muitos trabalhos relacionados ao tema fortalecem a necessidade identificar as melhores condições 
ambientais para produção de antimicrobianos (Oskay, 2011; Serrano, 2014; Silva et al., 2016).

Silva (2012) ao verificar a produção de antimicobianos produzidos por Streptomyces sp., constatou 
que as condições ambientais e do substrato influenciam diretamente na produção de antimicrobianos.

Linhagens do fungo Penicillium spp são conhecidas devido ao seu grande potencial para produção 
de antimicrobianos (Patrick, 2001) e estudos referentes a descoberta de novos metabólitos secundários 
produzidos por este microrganismo como os de Petit et al. (2009) confirmam essa necessidade. 

Figura 3. Atividade antimicrobiana do fungo CBA21601 contra os patógenos B. cereus, E. coli, S. aureus, S. marcens 
e K. pneumoniae em cultivo em BD conforme o tempo de crencimentp (em dias).
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Conclusões
Os metabólitos testados apresentaram as melhores inibições em cultivos de curta duração (24 horas 

para bactérias e 5 dias para fungos);

As melhores fontes de carbonos para cultivo e produção de antimicrobianos para bactérias foi o gli-
cerol e a glicose.  

O caldo BD é o meio de cultivo mais eficiente para produção de moléculas biativas para o fungo analisado.
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Resumo
A dengue é um grave problema de saúde pública, provocando altos índices de morbidade e mortalidade, 
gerando impactos econômicos na sociedade na tentativa de minimizar esses índices. O vírus tem como 
alvo, algumas células do sistema imunológico, como células dendríticas, macrófagos, monócitos, células 
endoteliais e hepatócitos também são atingidas. Não existe ainda nenhuma opção terapêutica eficaz 
para tratar e/ou atenuar os sintomas causados pelo dengue. Trabalhos científicos com fungos do gênero 
Pleurotus vêm demonstrando excelentes resultados terapêuticos como ações antivirais, antiartrítica e an-
ticancerígena, utilizando os exopolissacarideos (EPS) produzidos por eles. Desta forma o objetivo deste 
foi avaliar in vitro o possível efeito imunomodulador de Pleurotus eryngii em linhagem de hepatócitos 
Huh- 7 infectados pelo vírus dengue. A pesquisa consistiu em duas etapas: na primeira foi realizado o 
cultivo do fungo por fermentação submersa para obter a biomassa micelial e o extrato bruto de onde 
foram extraídos os exopolissacarídeos. Na segunda etapa, o objetivo foi avaliar quais e quantas con-
centrações de EPS não eram tóxicas para célula para em seguida infectar as mesmas e tratá-las com as 
concentrações viáveis. Após esse tratamento foi medida a quantidade de IL8 para os resultados de imu-
nomodulação, a extração dos EPS foi realizada com sucesso a partir da fermentação submersa e todas as 
concentrações testadas foram viáveis á célula. Os resultados revelaram que nenhuma das concentrações 
demonstrou efeito imunomodulador, pois não foram capazes de reduzir significativamente os níveis da 
citocina IL-8 no sobrenadante das culturas de Huh-7 infectadas pelo vírus dengue. 

Palavras-chave: fungos, IL8, sistema imunológico, in vitro, EPS.

Introdução
A Dengue é considerada a arbovirose mais comum entre os seres humanos e tornou-se de um dos 

principais problemas de saúde pública mundial em termos morbidade, mortalidade e impactos econô-
micos (Gubler, 2011). Trata-se de uma doença de caráter endêmicoepidêmico causada pela infecção pelo 
vírus Dengue (DENV), sendo transmitida pelos mosquitos do gênero Aedes, principalmente pelo Aedes 
aegypti. Esta doença apresenta um amplo espectro de manifestações clínicas, muitas vezes com evolução 
clínica e resultados imprevisíveis. Enquanto a maioria dos pacientes se recupera após um curso-clínico 
não grave e de resolução espontânea, uma pequena proporção evolui para a doença grave, caracterizado 
principalmente por um aumento da permeabilidade vascular com ou sem hemorragias, sendo que neste 
último há grande risco de morte (Murphy e Whitehead, 2011; Srikiatkhachorn et al., 2011). Existem qua-
tro sorotipos para o DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), sendo que a infecção por qualquer 
um deles pode ou não resultar nas formas graves da doença. Além da dengue, o Aedes aegypti pode 
transmitir os vírus da Zika e Chikungunya, que, apesar de terem sintomas bem parecidos, são doenças 
que causam problemas bem diferentes. 

A mudança no sorotipo predominante é bastante preocupante, pois as pessoas que nunca tiveram con-
tato com este sorotipo encontram-se imunologicamente vulneráveis, o que aumenta as chances de ocorrer 
uma grande epidemia com casos graves da doença. No Brasil, até 24/03/2018 (Semana Epidemiológica 
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12), foram registrados 66.425 casos prováveis de dengue em todo o país, sendo que deste total, foram 
confirmados 522 casos de dengue com sinais de alarme, 45 casos com dengue grave e 19 casos de óbi-
tos. Já para o mesmo período de 2017 a incidência da doença foi maior, pois foram registrados 90.044 
casos prováveis da dengue, com confirmação de 1.093 casos de dengue com sinais de alarme, 90 casos 
com dengue grave e 44 casos de óbitos. Apesar da diminuição da ocorrência da doença, esta ainda se 
encontra presente em todas as regiões brasileiras, apresentando maior incidência de casos prováveis no 
Centro-Oeste (162,2 casos/100 mil habitantes) e no Norte (31,8 casos/100 mil habitantes) (Brasil, 2018). 

A principal característica dos casos graves de dengue é o aumento da permeabilidade vascular resul-
tando no extravasamento plasmático, diminuição do volume intravascular e, nos casos severos, o choque, 
embora a gravidade possa ocorrer em pacientes que se infectaram pela primeira vez com o vírus. Pesquisas 
indicam que vários elementos da resposta imune inata e adaptativa estão envolvidos na patogênese dos ca-
sos graves da dengue (Srikiatkhachorn, 2009; Srikiatkhachorn e Green 2010). Durante a infecção pelo vírus 
Dengue, ocorre a produção elevada de vários mediadores inflamatórios (citocinas e quimiocinas) que são 
envolvidos no aparecimento dos sintomas da dengue, principalmente, na regulação da função de barreira 
do endotélio (Bozza et al., 2008). Por esta razão, modelos de infecção in vitro ainda são ferramentas muita 
usadas para o entendimento da doença. Os resultados obtidos em culturas de células primárias e linhagens 
permanentes infectadas pelo DENV apresentam perfis semelhantes aos dados obtidos em pacientes. Além 
disso, muitas linhagens permanentes de células humanas têm sido utilizadas para replicação do DENV 
visando o estudo de receptores, produção de citocinas e modelos antivirais (Bente e Rico-Hesse, 2006). 

As mortes causadas pelas infecções virais da dengue representam uma grande preocupação para a 
saúde pública mundial (Gubler, 2011) e, apesar dos investimentos financeiros e do conhecimento cientí-
fico terem crescido bastante nos últimos anos, não existe ainda uma vacina licenciada eficiente para os 
quatro sorotipos (tetravalente), ou mesmo um agente terapêutico específico para abrandar os sintomas 
(Simmons et al., 2012). A reposição dos fluidos, seja por via oral ou por via parenteral nos casos mais 
graves, é a única recomendação medicamentosa. Assim, a descoberta de medicamentos que possam 
modular a resposta inflamatória e abrandar os sintomas é altamente desejável. A dengue é uma doença 
de origem imunológica em que os distúrbios de coagulação e o desequilíbrio hemodinâmico causado por 
aumento de permeabilidade vascular têm um papel chave na determinação da gravidade. Por essa razão, 
valorizar e incentivar estudos de produtos naturais em busca de uma droga com atividade antidengue 
são de fundamental importância para a saúde pública.  

Um dos produtos naturais mais estudados na atualidade são substâncias extraídas de fungos, pois 
possuem uma grande importância econômica, tanto no ramo alimentício como terapêutico. Os basidio-
micetos, conhecidos popularmente como cogumelos, têm sido alvo de muitos estudos farmacológicos 
nos últimos anos, visto que suas ações terapêuticas já são, empiricamente, utilizadas e reconhecidas, há 
muito tempo, principalmente no Oriente (Wasser, 2002). Segundo Rathee et al. (2012), houve um aumen-
to recente do interesse em cogumelos não só como um alimento saudável, de elevado teor proteico, mas 
também como uma fonte de compostos biologicamente ativos de valor medicinal, com atividade anti-
cancerígena, antiviral, hepatoprotetora, imunomoduladora e hipocolesterolêmica. As espécies Pleurotus 
florida e Pleurotus pulmonaris apresentam elevada atividade antioxidante e antitumoral quer por ativi-
dade anticarcinogênica quer por antimutagênica, mas são menos estudadas. Os cogumelos do gênero 
Pleurotus apresentam essencialmente atividades antioxidantes (Jayakumar et al., 2006). No estudo de 
Roupas et al. (2012) são evidenciados também, os benefícios do gênero Pleurotus em diversas patologias, 
com ação anticarcinogênica no carcinoma do fígado, do pulmão e cervical. Apresenta também ação an-
tiartrítica, ao nível ósseo, evitando a perda de massa óssea, além de prevenir a formação de cataratas nos 
testes in vivo. Além da atividade antitumoral, imunomoduladora, hipoglicemiante, provenientes do gêne-
ro Pleurotus citadas acima, Kim et al. (2006) observaram que o extrato do basidioma da espécie P. eryngii 
aumentava o metabolismo ósseo, estimulando a formação de osteoblastos em ratos com osteoporose. 
No entanto, os componentes que estariam atuando neste processo não foram ainda descritos. Apesar de 
não existirem trabalhos que evidenciem com mais ênfase atividades medicinais do P. eryngii o mesmo foi 
escolhido para o desenvolvimento desta pesquisa.
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Material e Métodos 
Foram utilizadas neste trabalho, amostras de P. eryngii DPUA 1692, do acervo da Micoteca DPUA da 

Universidade Federal do Amazonas. As culturas preservadas em óleo mineral foram reativadas em ágar 
batata dextrose (BDA) com extrato de levedura 0,5% (p/v) em placas de Petri. Os cultivos foram incuba-
dos a 25 ºC na ausência de luz por oito dias (Kirsch et al., 2011). 

Inoculou-se três fragmentos de micélio (Ø= 1cm) no meio de cultura em meio líquido e a fermenta-
ção submersa foi conduzida durante 15 dias a 25 °C sob agitação constante de 150 rpm (Kirsch et al., 
2011). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Ao término do processo fermentativo, a 
biomassa micelial obtida foi separada por filtração a vácuo em papel de filtro (Whatman No.1) e o meio 
líquido recuperado foi utilizado para avaliação da produção de exopolissacarídeos (EPS), que foram 
tratados com etanol 95% (4:1, v/v), homogeneizados vigorosamente e mantidos a 4 ºC por 12 horas. O 
precipitado foi separado por centrifugação a 6000 rpm por 15 minutos (Chen et al.2007). 

A dosagem de exopolissacarídeo (EPS) foi realizada segundo Kim et al. (2005). As amostras coleta-
das foram centrifugadas a 10000g por 20mim. e, ao sobrenadante, foi adicionado o volume de quatro 
vezes de etanol absoluto. Em seguida, estas soluções foram homogeneizadas e mantidas por 18h a 4 °C.  
O precipitado foi centrifugado a 10000 por 20 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado se-
cou em temperatura ambiente (28±2 ºC) até peso constante e, então, pesado em balança analítica. Os 
ensaios celulares foram realizados no Laboratório de Virologia do Instituto Nacional de Pesquisas da 
Amazônia – INPA. A linhagem celular de hepatócitos (Huh-7) e as alíquotas do DENV-2 foram fornecidas 
pelo Laboratório de Imunologia Viral da FIOCRUZ-RJ. As células Huh-7 foram cultivadas em frascos de 
cultura (25 cm2) com 10 ml de meio de cultura DMEM (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal 
bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina, 100 μgmL-1 de Estreptomicina e 100U/mL de Penicilina e 1 μg/mL 
de fungisona, em estufa com 37 ºC e 5% de CO2 em um período de 24 e 48h. A partir daí a multiplicação 
celular foi acompanhada diariamente com auxílio de microscópio invertido de contraste de fase, obser-
vará a formação de uma monocamada confluente, os hepatócitos foram passados para novas garrafas 
(expansão celular) com auxílio de Tripsina-EDTA, seguido de centrifugação a 250 G por 5 minutos. Após 
a centrifugação, o pellet formado foi ressuspenso em meio fresco suplementado e depois transferido para 
novos frascos de 25 cm2. Quando necessário, para manter um estoque, as células foram congeladas em 
criotubos contendo solução de DMSO a 10%, numa temperatura inicial de -80ºC. 

Os exopolissacarídeos de Pleurotus eryngii foram avaliados quanto à sua citotoxicidade nas Huh-7 
através de ensaios colorimétricos quantitativo MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) diphenyl tetrazolium 
bromide) (Mosmann, 1983). Para tal, foi realizada a contagem das células em Câmara de Neubauer e a 
suspensão celular foi distribuída em 3 placas de 96 poços junto ao meio de cultura (DMEM, mais 10% 
SFB, 1% de antibiótico e antifúngico), numa concentração de 105 células por poço. As placas foram ar-
mazenadas em estufa (37 ºC e 5% de CO2) por 48h, período necessário para formação da monocamada. 
Depois que a monocamada se formar, o sobrenadante foi retirado e as células foram lavadas cuidado-
samente com PBS para não remover a monocamada celular. Depois foi adicionado 200 μL de meio de 
cultura fresco com 2% de SFB em cada poço, sendo que em alguns poços as Huh-7 foram tratadas com 
diferentes concentrações dos polissacarídeos de P. eryngii (100 μg/ml, 75 μg/ml, 50 μg/ml, 10 μg/ml, 1 
μg/ml e 0,1 μg/ml). Após os períodos de tratamento, o possível efeito citotóxico das diferentes concen-
trações dos polissacarídeos de P. eryngii sobre a linhagem Huh-7 foi determinado utilizando método o 
MTT Molecular Probes cat. # M-6494), onde foram seguidas as recomendações do fabricante. A leitura 
das densidades ópticas de cada placa foi realizada na leitora de ELISA Robonik (Robonik India PVT), nos 
comprimentos de onda de 540-570 nm. 

Para os ensaios de infecção da linhagem de Huh-7 foi utilizada uma cepa asiática padrão universal 
(16681). Primeiramente, foram semeadas 2x105 células por poço de cultura de 24 poços, completando 
com meio de cultura DMEM até o volume final de 1000 μL por poço. As placas foram incubadas em 
estufa 37ºC com 5% de CO2 por 48h. Passado esse período, o sobrenadante substituído por 300 μL de 
inóculo viral diluído 1:5 em meio de cultura sem SFB. A adsorção viral ocorreu em estufa em 37ºC com 
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5% CO2 por 2h. Posteriormente o sobrenadante foi retirado e adicionado 800 μL/poço de DEMEM con-
tendo 2% de SFB, sendo que alguns poços infectados foram tratados com diferentes concentrações dos 
polissacarídeos de P. eryngii. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa 37ºC com 5% de CO2, 
sendo que a cada 24h, durante 3 dias, os sobrenadantes foram aliquotados, etiquetados e armazenados 
em freezer - 80 ºC para posterior da citocina IL-8. 

A possível atividade imunomoduladora das diferentes concentrações dos exopolissacarídeos de P. eryngii 
foi avaliada através de dosagens da citocina IL-8 nos sobrenadantes dos hepatócitos infectados, conforme 
descrito previamente (Lima-Júnior et al.,2013). Vale ressaltar que essa citoina foi escolhida para a dosagem 
por apresentar relação com os casos graves de dengue (Chen et al., 2006; Chuang et al., 2015). Para tanto, 
foi utilizado o kit de ELISA padrão para IL-8 humanos (PeproTech cat. # 900-k18), em que foram seguidos 
estritamente as instruções dos fabricantes. A leitura das densidades ópticas de cada placa de ELISA foi 
realizada na leitora de ELISA Robonik (Robonik India PVT), nos comprimentos de onda recomendados.

Resultados e Discussão
As citocinas são mediadores necessários para conduzir a resposta inflamatória aos locais de infecção e 

lesão. No entanto, a produção exagerada de citocinas pró-inflamatórias a partir da lesão pode manifestar-se 
sistemicamente com instabilidade hemodinâmica ou distúrbios metabólicos (Oliveira et al., 2011). Segundo 
Varella (2001), são moléculas protéicas, glicosiladas ou não, que enviam diversos sinais estimulatórios, mo-
dulatórios ou mesmo inibitórios para as diferentes células do sistema imunológico, sua síntese habitualmente 
ocorre após estimulação antígena. Segundo Talavera et al. (2004) e Brasier et al., (2012) a IL-8 é uma das 
citocinas encontradas em níveis altos nos pacientes diagnosticados com dengue hemorrágica. A sua principal 
ação é o grande estímulo migratório para as células do sistema imune, principalmente neutrófilos, determi-
nando ainda um aumento da expressão de moléculas de adesão por células endoteliais (Varella, 2001). A 
dosagem da citocina IL-8 foi realizada por meio de ELISA durante três dias de cinética (24h, 48h e 72h). As 
concentrações de 1 μgmL-1, 50 μgmL-1 e 75 μgmL-1 se destacaram por apresentarem redução nos níveis de 
IL-8 na cinética de 24hs. Em 48hs foi observado que a concentração de 50 μgmL-1demonstrou uma pequena 
redução, sendo que em 72h observamos a redução somente para a concentração de 75 μgmL-1 (Figura 1).

Um ponto importante a ser observado é que os poços controle se encontram no mesmo padrão quan-
titativo dos poços contendo apenas o vírus DENV-2 nas cinéticas de 24h e 72h, sendo que na cinética de 
48h está em nível maior o que deveria ser o contrário, já que o controle não possui vírus, não tendo que 
produzir tanto IL-8 comparado aos poços infectados DENV-2. Isso pode ser explicado pela produção ba-
sal normal das células se encontrarem no limiar, em torno de 1000pgmL-1, corroborando com o observado 
recentemente por pesquisadores da FIOCRUZ (Mello et al., 2015).

Figura 1. Efeito modulador dos exopolissacarídeos de Pleurotus eryngii (MPE) sobre a produção de IL-8 em Huh-7 
infectadas pelo DENV-2. As Huh-7 foram infectadas com DENV-2 e depois tratadas com diferentes concentrações 

da MPE durante 24 h a 72 h. A quantificação da IL-8 foi realizada por ELISA no sobrenadante de Huh-7 infectadas. 
O gráfico representa 1 experimento em triplicata.
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Considerações Finais 
A extração dos EPS foi realizada com sucesso, a partir do cultivo do micélio de Pleurotus eryngii. Após 

a infecção da linhagem das células do hepatócito humano Huh-7 com as alíquotas de DENV-2, pôde-se 
concluir que as concentrações de 1 μgmL-1, 10 μgmL-1 , 50 μgmL-1e 75 μgmL-1 dos EPS de P. eryngii, atra-
vés do teste de MTT, foram viáveis às células do hepatócito humano (Huh-7), ou seja, não apresentaram 
toxicidade para as mesmas. O ensaio imunomodulador deverá ser repetido pelo menos duas vezes para 
estar estatisticamente confiável, não demonstrando, nos ensaios realizados, efeito imunomodulador con-
tra o vírus dengue, ou seja, não foram conclusivos, devido ter sido feito apenas um teste para atividade. 
Porém novos testes foram realizados para definir estatisticamente os resultados. Já em relação ao fungo 
estudado, a revisão bibliográfica foi assertiva em comprovar que há um vasto universo de produtos bio-
lógicos, bem como substâncias extraídas dos mesmos, que está sendo estudada e testada cientificamente 
e na verdade já é utilizada empiricamente no mundo todo há muitos anos. Portanto, este trabalho abriu 
portas para futuras pesquisas com a espécie de fungo estudada.
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Resumo
Enzimas celulolíticas são biocatalizadores altamente específicos que atuam em conjunto na degradação da 
celulose para liberação de glicose. Fungos filamentosos são ótimos produtores de celulases, e as enzimas de 
diferentes fungos podem ser utilizadas em conjunto visando um aumento no poder de catálise de um mix 
enzimático. Neste trabalho avaliou-se a produção de enzimas celulolíticas por um fungo isolado de celulose 
reciclada (fungo L3), e a ação sinérgica de suas enzimas com as enzimas do fungo comercial Trichoderma 
reesei QM9414.  O perfil de produção enzimática durante a fermentação submersa foi comparado com o 
obtido pela estirpe QM9414. O fungo L3 apresentou desempenho melhor do que T. reesei QM9414 na pro-
dução de betaglucosidases, e níveis mais baixos de atividade CMCase. A atividade de celulases totais foi 
aumentada no mix enzimático formulado com proteínas do sobrenadante de cultivo de T. reesei QM9414 e 
do fungo L3. Esses resultados demonstram que o fungo isolado L3 representa uma alternativa na produção 
de enzimas para suplementar composições enzimáticas aplicadas na hidrolise de materiais celulósicos. 

Palavras-chave: Celulases; sinergismo; fungos filamentosos.

Introdução
As celulases são enzimas que constituem um complexo capaz de atuar sobre materiais celulósicos, 

promovendo sua hidrólise. Estas enzimas são biocatalizadoras altamente específicas que atuam em siner-
gia para a liberação de açúcares, dos quais a glicose é o que desperta maior interesse industrial, devido 
à sua possibilidade de conversão em etanol (Lynd et al., 2002; Tolan, 2002). A conversão bioquímica da 
biomassa celulolítica preserva as estruturas de carbono originais sob a forma de açúcares monoméricos 
ao contrário da conversão termoquímica da biomassa, que leva a destruição dos hidratos de carbono, 
logo, a tecnologia enzimática é considerada a mais sustentável para a sacarificação (Horn et al., 2012).  

De acordo com a nomenclatura de enzimas EC (Enzyme Commission Numbers), as celulases estão 
classificadas dentro do grupo das glicosil hidrolases (EC 3.2.1. -) pelo Comitê de Nomenclatura da União 
Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (NC-IUBMB), e estão distribuídas em três principais 
classes distintas (Lombard et al., 2013)., que  agem em conjunto e são classificadas de acordo com o local 
em que atuam na fibra de celulose em: endoglucanases, exoglucanases e beta-glucosidases. 

A eficiência da hidrólise enzimática da celulose está ligada com sua atuação em conjunto. As celula-
ses têm um rendimento maior quando atuam juntas do que quando agem isoladamente, e tal sinergismo, 
tem sido alvo de muitos estudos a fim de que se possa entender melhor o modo de ação dessas enzimas 
(Gan et al., 2003). 

As enzimas celulolíticas são produzidas por diversos microrganismos e dentre eles, destacam-se os fun-
gos dos gêneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma (Amorea et al., 2012). O primeiro microrganismo uti-
lizado na produção industrial de celulases foi o fungo filamentoso Trichoderma reesei e ainda hoje é a fonte 
mais utilizada (Ogeda e Petri, 2010). A estirpe T. reesei QM9414, é uma linhagem mutante de Trichoderma 
que produz 2 a 4 vezes mais celulases do que o Trichoderma original Qm6a (Dashtban et al., 2011). 
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Mohanram et al.(2013) descrevem que atualmente a otimização dos processos de conversão de polis-
sacarídeos da biomassa em açúcares fermentáveis, envolvem a utilização de coquetéis enzimáticos que 
permitam maior rentabilidade a custos reduzidos e dentro deste contexto, a utilização diversificada de 
celulases permite uma melhor atuação catalítica desses coquetéis. O objetivo desse trabalho foi avaliar a 
produção de celulases pelo fungo Aspergillus L3 isolado da massa de papel reciclado e testar o desempe-
nho do seu complexo enzimático em conjunto com o complexo celulolítico de T. ressei QM9414.

Material e Métodos
O fungo filamentoso L3 foi isolado a partir de massa de papel do recipiente de lavagem no processo 

de reciclagem de papel, de uma fábrica de reciclagem na cidade de Manaus-AM. O fungo Trichoderma 
reesei QM9414 foi adquirido da coleção de culturas tropicais da fundação André Tosello.  Os microrganis-
mos foram reativados em meio BDA (Batata Dextrose ágar), e preservados em água destilada estéril de 
acordo com o método de Castellani (1939). O Isolado L3 foi identificado morfologicamente ao nível de 
gênero por meio de microcultivo realizado em placa de Petri, seguido de observação das características 
microscópicas das lâminas coradas com azul de bromofenol em objetiva de 40x e 100x.

Foi feito um teste qualitativo para avaliação da capacidade de degradação de substratos celulósicos 
pelo fungo L3, onde se cultivou o fungo em meio CMC-ágar (Zhang et al., 2009), e após 4 dias de cresci-
mento, corou-se a placa com vermelho Congo 1% e em seguida descorou-se com NaCl 1M, e o halo de 
degradação formado foi medido com auxílio de paquímetro (mm). 

Para avaliação quantitativa da produção de celulases em fermentação submersa, os fungos L3 e T. 
reesei QM9414 foram cultivados em meio BDA por até 10 dias e em seguida foram preparadas as suspen-
sões de esporos em água destilada previamente esterilizada a 120 °C e 1 atm, 20 min. A contagem dos 
esporos foi feita em câmara de Neubauer, em microscópio óptico a um aumento de 100x. Um volume de 
5% de solução de esporos com a concentração de esporos/células 106 foram inoculadas em meio basal 
de crescimento micelial (Mandels e Weber, 1969) com 1% de glicose, e incubados a 30°C, 200rpm por 
72h. Após a formação de micélio, o pré-inóculo (v/v) contendo massa micelial aproximada (mg) foi ino-
culado, na proporção 10% (v/v),  nos meios de indução contendo polpa de celulose industrial triturada 
como fonte de carbono.

A fermentação foi conduzida em frascos Erlenmeyers contendo meio Mandels com a composição de 
(g/L): polpa de Celulose10g; KH2PO4 2,0g; CaCl22H2O 0,4g; MgSO47H2O 0,3g; (NH4)2SO4 1,4g; Uréia 0,3g; 
Peptona 1,0g; Extrato de levedura 0,25g; (mg/L); FeSO47H2O 5mg; MnSO47H2O 1,6mg; ZnSO47H2O 1,4mg; 
CoCl26H2O 2mg.  A fermentação foi realizada em triplicata, a 30 °C, 200 rpm, por 108 h, a cada 12h foram 
retiradas amostras que foram centrifugadas para remoção de micélio, e o sobrenadante foi armazenado 
a 4°C para as análises posteriores. Os ensaios enzimáticos foram feitos baseados nas metodologias des-
critas por Eveleigh et al. (2009) e Ghose (1987), onde as atividades enzimáticas foram investigadas de 
acordo com a atuação das enzimas sobre os seus respectivos substratos conforme descrito na tabela 1. 

Em todos os ensaios os substratos foram preparados em tampão citrato, 50 mM, pH 4.8. As proteínas 
totais presentes nos complexos enzimáticos foram dosadas conforme a metodologia de Bradford (1976). 
As atividades enzimáticas foram determinadas em U (Unidade de atividade), onde, uma unidade de ati-
vidade corresponde a 1μmol de produto liberado por minuto.

Para se analisar o sinergismo entre os complexos enzimáticos de L3 e T. reesei, os sobrenadantes 
de cultivo de cada fungo foram previamente concentrados 10x em coluna Vivaspin® de 3 kDa. Após a 
quantificação de proteínas totais presentes nos concentrados, foram misturados na proporção de 50%, 

Tabela 1. Atividades enzimáticas e seus substratos. 

Atividade Enzima avaliada Substrato Reação
FPase Celulases totais Papel de filtro 60 minutos 50°C
CMCase Endoglucanases Carboximetilcelulose (2%) 15 minutos 50°C
Betaglucosidase Betaglucosidase Celobiose (2%) 15 minutos 50°
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baseado na concentração de proteína presente nos extratos enzimáticos de cada fungo (10mg de proteí-
nas de L3 e 10mg de proteínas de T. reesei). Em seguida foram feitos os testes de atividade enzimática de 
celulases totais (FPase). 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando os Softwares BioEstat® versão 5.3 e 
ORIGIN© 2017. Os testes estatísticos realizados foram: Aáalise de variância (ANOVA), seguido de Teste 
t de Student (amostras independentes), e estatística descritiva com determinação dos desvios-padrão.

Resultados e Discussão
Os aspectos micromorfológicos do fungo isolado L3 apresentaram características compatíveis com o 

gênero Aspergillus (Figura 1B), conidióforo com terminal dilatado em vesícula, e vesícula de aparência 
radiada (Samsom et al., 1990; Teixeira et al., 2011). Quanto à avaliação da capacidade de degradação de 
celulose pelo fungo L3, observou-se a formação de halo de degradação de CMC, com 17 mm de diâmetro 
(Figura 1C). 

O perfil cinético de produção de celulases foi diferente entre os dois fungos, T. reesei manteve os níveis 
de atividade enzimática de betaglucosidase sem grandes alterações em relação ao tempo de fermentação, 
enquanto que no cultivo de Aspergillus sp L3 a atividade foi aumentando ao longo do tempo. Já na pro-
dução de enzimas com atividade CMCase (endoglucanases), T. reesei apresentou um perfil de aumento 
da atividade ao longo do processo, mantendo-se estável após 72h, e Aspergillus sp L3 manteve um perfil 
estável de produção a partir de 48h de fermentação submersa.

O fungo Aspergillus sp (L3) apresentou níveis mais altos de produção de enzimas com atividade betaglu-
cosidásica (Figura 2). O primeiro pico de atividade ocorreu no período de 72h com 1.033 U. mL-1 e atingiu 
2.368 U. mL-1 em 108 h, os valores desta atividade enzimática foram mais altos do que os observados para 
o Trichoderma reesei QM9414 nos mesmos períodos, 0,548 U.mL-1 e 0.611 respectivamente (Figura 2B). Para 
a atividade CMCase, T. reesei apresentou níveis mais elevados em todos os tempos de fermentação (Figura 
2A). Em 48h T. reesei obteve 1,576 U/mL de atividade CMCásica e em 108 h chegou a 3,849 U.mL-1, enquan-
to Aspergillus sp L3 apresentou atividade de 0,793 U.mL-1 em 48 h e 1,025 U.mL-1 em 108h. 

No teste de sinergismo entre as enzimas celulolíticas presentes no complexo enzimático de Aspergillus 
sp L3 e T. reesei QM9414, observou-se que houve um efeito positivo de atuação entre as enzimas das 
duas espécies de fungos (Figura 3). A atividade de celulases totais (FPU/mL) foi mais elevada no mix 
formulado com os extratos enzimáticos dos dois fungos (0,9164 FPU/mL) do que quando avaliados iso-
ladamente, T. reesei (0,7383 FPU/mL) e L3 (0,053 FPU/mL), com diferença estatística significativa entre 
os resultados do Mix e dos fungos isoladamente (Teste t de student; p<0,01).

Figura 1. Imagens representativas do fungo L3. A: crescimento micelial em meio BDA após 10 dias a 28°C. B: 
aspectos microscópicos das estruturas reprodutivas, lâmina corada com azul de bromofenol [objetiva 100X]. C: 

halo de degradação de celulose em meio CMC-ágar, após 4 dias de crescimento.

A B C
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Várias espécies de fungos pertencentes ao gênero Aspergillus, são descritas como importantes produ-
toras de enzimas celulolíticas. 

Linhagens de fungos da espécie T. reesei possuem um sistema de produção de celulases eficaz (endo-
glucanases e exoglucanases), mas são descritos por exibir baixa produção de betaglucosidases que cor-
respondem a aproximadamente 1% das suas proteínas totais secretadas (Ahamed et al., 2008). Em con-
trapartida, várias espécies de fungos do gênero Aspergillus, são descritas como importantes produtoras 

Figura 2. Perfil de produção enzimática pelos fungos L3 e T. reesei QM9414, em fermentação submersa com 
polpa de celulose como fonte de carbono. A: Atividade CMCase durante 108h. B: Atividade betaglucosidase 

durante 108h. Valores e desvios-padrão referentes à médias de triplicatas biológicas e réplicas amostrais de ensaio 
enzimático (N=6).

A B

Figura 3. Efeito do sinergismo entre os coquetéis enzimáticos de L3 e T. reesei QM9414 na atividade sobre papel de 
filtro. Médias e Desvios-padrão (N=3).
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de enzimas celulolíticas (Visser et al., 2001), inclusive muitas produções comerciais de enzimas são obti-
das por meio de fungos desse gênero, que exibem níveis elevados de betaglucosidases (Bhat et al., 2000. 
Nesta pesquisa, o nível de produção de betaglucosidades por Aspergillus sp L3 foi bastante promissor, 
uma vez que betaglucosidades são enzimas chave para gerar açúcares no contexto de produção de etanol 
a partir da biomassa lignocelulósica (Singh et al., 2016).

Os resultados obtidos no teste de sinergismo demonstram que os complexos enzimáticos de Aspergillus 
sp L3 e Trichoderma reesei QM9414 podem atuar em conjunto sem efeito inibitório. O fato da atividade 
de celulases totais (FPase) ter sido mais alta no mix formulado com os complexos enzimáticos quando 
comparado às amostras isoladamente pode estar relacionado com as betaglucosidases do fungo L3 que 
complementaram a capacidade de degradação da celulose por T. reesei QM9414, uma vez que este apre-
sentou níveis baixos de produção desta enzima. 

Misturas de enzimas de diferentes fontes é uma abordagem sustentável que podem aumentar o de-
sempenho de hidrólise da celulose, reduzindo custos de desconstrução enzimática da biomassa ligno-
celulósica (Adsul et al., 2014). A busca para se obter um alto nível de açúcares fermentáveis a partir da 
biomassa lignocelulósica depende da produção eficiente de enzimas e misturas de celulases, hemicelula-
ses, lignases, e outras proteínas que atuem de maneira sinérgica (Obeng et al., 2017).

Conclusões
O fungo Aspergillus sp L3 produz eficazmente uma das principais enzimas do complexo celulolítico, 

a betaglucosidase, apresentando níveis de atividade para esta enzima mais elevados que a atividade 
CMCase. 

O complexo enzimático de fungo Aspergillus sp L3 atuou de forma sinérgica com o complexo enzimá-
tico do fungo comercial T. reesei QM9414, aumentando o nível de atividade de celulases totais. 

A estirpe L3 de Aspergillus sp pode ser utilizada em formulações de enzimas que necessitem de suple-
mentação de betaglucosidases. Estudos mais aprofundados poderão ser realizados para avaliar o aparato 
proteico e enzimático produzido pelo fungo L3 no processo de degradação de materiais lignocelulósicos.
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Resumo
Biossurfactantes são compostos tensoativos produzidos por algumas bactérias, bolores e leveduras. 
Apresentam algumas vantagens em relação aos surfactantes sintéticos, como a biodegradabilidade, bai-
xa toxicidade e capacidade de reduzir a tensão superficial. Dessa forma podem ser aplicadas em vários 
setores industriais, tais como: alimentar, farmacêutico, cosméticos e petrolíferos. Neste sentido, a busca 
por novos microrganismos produtores de compostos enzimáticos e tensoativos é de interesse estratégico. 
Este estudo objetivou-se selecionar microrganismos com potencial para a produção de lipases e biossur-
factantes por microrganismos obtidos da Coleção de Culturas do Centro de Biotecnologia da Amazônia 
(CBA). Foram avaliados 50 fungos e 50 bactérias, onde a presença de lipases foi estudada por meio de 
dois métodos qualitativos: (i) hidrólise do substrato oleoso na presença de rodamina B; (ii) por adição 
de Tween 80, indicativo da hidrólise de éster. Dos microrganismos avaliados, 19 fungos e 9 bactérias 
indicaram resultados positivos apenas no teste enzimático na presença de rodamina B. No teste de dis-
torção ótica 16 fungos e 12 bactérias indicaram resultados positivos. Foram selecionadas 39 cepas para 
dar continuidade nos ensaios para a produção de biossurfactantes, onde foram realizados os seguintes 
testes: colapso da gota, índice de emulsificação e estabilidade da emulsão. Do total de cepas avaliadas, 
6 fungos e 2 bactérias produziram boas emulsões (acima de 40%), com máximo de 76% para a cepa 
CBA 22062 e mínimo de 52% para a cepa CBA 447.  As cepas obtiveram bons resultados nos testes pre-
liminares, indicando que a produção de biossurfactante por fermentação pode ser um processo viável, 
uma vez que os índices de emulsificação se mostraram satisfatórios. Os resultados obtidos com o fungo 
CBA 22043, e as bactérias CBA 1529 e CBA 1848 mostraram ainda que é possível a obtenção de lipases e 
biossurfactantes em um mesmo bioprocesso. 

Palavras chave: Metabolismo microbiano, biotecnologia, biorremediação.

Introdução
A utilização de enzimas microbianas nos processamentos industriais, permite a obtenção de um pro-

duto final mais desejável, tanto do ponto de vista econômico quanto biotecnológico. A preferência pelas 
enzimas microbianas fundamenta-se: a) pela facilidade de obtenção de grandes populações celulares 
produtoras de enzimas; b) facilidade de seleção de linhagens de alta produtividade por manipulação ge-
nética; c) procedimento de extração de enzimas simples e econômico; d) a não sazonalidade do produto 
(Fungaro e Maccheroni Jr., 2002).

As enzimas industriais são obtidas principalmente de microrganismos do solo. Cerca de 50% das 
enzimas industriais originam-se de fungos e leveduras, 35% de bactérias e 15 % são de origem animal e 
vegetal (Fungaro e Maccheroni Jr., 2002). As lipases são enzimas que catalizam a hidrólise total ou par-
cial de triacilglicerol (TAG), fornecendo diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e ácidos 
graxos livres. As lipases e esterases podem ser distinguidas com base em seus espectros de substratos. 
As lipases verdadeiras têm preferência em catalisar a hidrólise de ácidos graxos de cadeia longa (≥ 10 
carbonos), enquanto as esterases tem preferência por ligações de ésteres de ácidos carboxílicos de cadeia 
curta (< 10 carbonos) (Carvalho et al., 2005; Chahiniana e Sarda 2009; Kumar et al.2012).
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As lipases de origem microbiana são as mais utilizadas na indústria, pois apresentam procedimento de 
isolamento mais simples, são geralmente mais estáveis e com propriedades bem mais diversificadas que as 
lipases de outras fontes (Carvalho et al., 2005). Diante dessas características, possuem potencial para uma 
variedade de aplicações de uso industrial, na produção de alimentos e detergentes, no tratamento biológico 
de águas residuárias, em medicamentos e cosméticos (Burkert et al., 2004; Roveda et al., 2010).

As lipases também podem ser utilizadas para produção de biossurfactantes através de síntese orgâni-
ca, catalisando a esterificação dos ácidos graxos e açúcares (Colla et al., 2010).

Os biossurfactantes são substâncias que apresentam estrutura molecular com grupos hidrofílicos e 
hidrofóbicos e possuem a capacidade de reduzir a tensão superficial de misturas com fases e polaridades 
diferentes a partir da formação de agregados moleculares ou micelas (Mahjoubi et al., 2013). Estas pro-
priedades fazem destas moléculas ideais para uma ampla gama de aplicações industriais, que envolvem 
lubrificação, emulsificação, capacidade molhante, capacidade espumante, detergência, dispersão de fa-
ses e solubilização (Araujo e Freire, 2013).

A busca por microrganismos isolados de distintos ambientes, especialmente os de locais não impacta-
dos, é de interesse estratégico, pois além de tornar possível o desenvolvimento de novos sistemas de pro-
dução enzimática e de biotensoativos, pode minimizar os impactos ambientais causados pela síntese destes 
compostos nos tratamentos convencionais. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade 
de cepas bacterianas e fúngicas da coleção de culturas do CBA em produzir lipases e biossurfactantes.

Material e Métodos
Foram avaliadas 100 cepas microbianas, sendo 50 de bactérias e 50 de fungos da Coleção de Culturas 

do Laboratório de Bioprospecção do Centro de Biotecnologia da Amazônia. Das 100 cepas, 50% são endo-
fíticas e 50% são provenientes de amostras de solo coletadas em várias regiões da cidade de Manaus- AM.

Os fungos foram reativados em placas e após crescimento, pequenos fragmentos de micélio foram 
inoculados em frascos Erlenmeyer de 150 mL com 50 mL de meio líquido batata – dextrose (BD) acres-
cido de 0,2% de extrato de levedura sob condições estéreis, conforme o método descrito por Souza et 
al. (2004) com modificações. Para obtenção dos metabólitos bacterianos, transferiu-se assepticamente 
5mL do meio de reativação para Erlenmeyers de 150 mL, contendo 50 mL de meio LB (Luria Bertani). 
Os frascos foram incubados sem agitação por 14 dias a temperatura de 25°C para os fungos. As bactérias 
foram incubadas por 72 horas, a 28°C a 150 rpm. Após o período de incubação, o caldo de fermentação 
foi filtrado para separação do sobrenadante e do micélio. Os metabólitos secundários obtidos, foram 
centrifugados e os sobrenadantes foram utilizados nos testes qualitativos de atividade enzimática e da 
produção de biossurfactantes. 

O teste qualitativo de atividade de lipases em meio com o corante rodamina B foi realizado em placas 
seguindo o método modificado de Kouker e Jaeger (1987). O meio foi constituído por rodamina B 0,001% 
(m/v), caldo nutriente (8 g.L-1), NaCl (4 g.L-1), ágar (10 g.L-1) e óleo de soja 2,5% (m/v). Os metabólitos 
foram inoculados individualmente no centro de cada placa e incubados a 25°C por 5 dias, sendo então 
analisadas sob luz ultravioleta de 365 nm. Os resultados foram considerados positivos para os meios que 
apresentaram fluorescência alaranjada em presença de luz ultravioleta, proveniente da ativação interfa-
cial ocasionada pela reação enzimática. Os testes foram realizados em triplicatas.

Para o teste de hidrólise de ésteres, foi utilizada a metodologia modificada de Sierra (1957), em meio 
contendo Tween 80. O meio disperso em placas de Petri foi constituído por bacto peptona (10 g.L-1), NaCl 
(5 g.L-1), CaCl2.H2O (0,1 g.L-1) e Tween 80 (10 mL.L-1). Cada metabólito foi inoculado individualmente 
no centro de cada placa e incubados a 25°C por 5 dias. A visualização de um halo opaco ao redor das 
colônias indicava resultado positivo devido ao sal de cálcio, insolúvel em ácidos graxos, provenientes da 
hidrólise do éster. Os testes foram realizados em triplicatas.

O método de indicação da presença de biossurfactante foi realizado conforme descrito por Chen et 
al. (2007). Uma amostra de 100 μL do metabólito livre de células foi transferida para poços de placa de 
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Elisa (em triplicata) e sobrepostas a um papel milimetrado. Para fins de comparação entre os resultados, 
foi realizada uma alternância dos poços entre água destilada e as amostras dos caldos. A diminuição 
significativa da imagem da amostra, em relação à imagem do poço com água destilada é indicativo da 
presença de biossurfactante.

Para a síntese de biossurfactante (MSB), foram realizados os cultivos de cada isolado em Erlenmeyers 
de 150 mL, contendo 50 mL de meio extrato de malte 2,5% (m/v). Um disco de micélio de 9 mm de 
cada fungo e uma alíquota de 5 mL do inóculo de cada bactéria foram adicionados aos frascos contendo 
o meio de cultura. Os fungos foram incubados sem agitação a 25ºC por 14 dias. As bactérias foram in-
cubadas por 72 horas, a 28°C a 150 rpm. A extração do metabólito biossurfactante (MSB) foi realizada 
pela centrifugação do caldo a 6.000 rpm e 4°C durante 15 minutos, sendo o sobrenadante livre de células 
utilizado para os testes de distorção ótica, colapso da gota, índice de emulsificação e estabilidade da 
emulsão. Os cultivos foram realizados em triplicata.

A produção de biossurfactantes pelos isolados foi avaliada através do teste do colapso da gota des-
crito por Bodour e Miller–Maier (1998). Este teste foi realizado com o meio de cultivo após as 72 horas 
de crescimento. Em uma placa contendo 96 poços, foi dispensado 10 μL de óleo mineral e deixados em 
repouso por 24 horas. Na placa untada foram dispensadas alíquotas de 10 μl do MSB, em triplicata. Após 
1 minuto, o espalhamento da gota sobre a superfície oleosa foi considerado como resultado positivo, in-
dicando a produção de biossurfactantes. Foi utilizado água destilada autoclavada como controle negativo 
e como controle positivo, SDS 2.5%.

Os isolados selecionados no teste de colapso da gota foram avaliados quanto ao Índice de Emulsificação. 
Este procedimento consistiu em colocar uma alíquota de 2 mL de cada MSB em tubos de ensaio, adicionan-
do o mesmo volume de querosene comercial. Agitou-se em vortex por dois minutos em alta rotação (Cooper 
e Goldenberg, 1987; Maklar e Cameotra, 1997). Após 24 horas calculou-se o índice de emulsificação pela 
equação: Índice de Emulsificação (%) = He X 100 / Ht, onde He = altura da emulsão; Ht = altura total 
do líquido. O teste do Índice de Emulsificação foi conduzido em triplicatas. A estabilidade das emulsões foi 
avaliada após 168 horas. O surfactante sintético Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) foi utilizado como controle 
positivo na determinação do índice de emulsificação na concentração de 1g/L-1. Foram consideradas boas 
emulsões aquelas que apresentaram índice de emulsificação acima de 40% (Bosch et al.,1988).

Resultados e discussão
Foram avaliados a presença de lipase de 50 fungos e 50 bactérias, em meio de dois métodos qualitati-

vos: (i) hidrólise do substrato oleoso na presença de rodamina B; (ii) por adição de Tween 80, indicativo 
da hidrólise de éster. Dos microrganismos avaliados, 19 fungos e 9 bactérias indicaram resultados posi-
tivos apenas no teste enzimático na presença de rodamina B. No teste de distorção ótica, 16 fungos e 12 
bactérias indicaram resultados positivos.  (Tabelas 1 e 2).

As cepas que apresentaram resultados positivos nos ensaios de atividade lipolítica e distorção ótica 
foram selecionadas para dar continuidade nos ensaios para a produção de biossurfactantes, onde foram 
realizados os seguintes testes: colapso da gota, índice de emulsificação e estabilidade da emulsão após 
168 horas. Do total de 39 cepas avaliadas, 7 fungos e 3 bactérias obtiveram resultado positivo no teste 
de colapso da gota, indicando a produção de biossurfactantes por esses microrganismos.  Na avaliação 
da produção de emulsificação utilizando querosene, 6 fungos e 2 bactérias produziram boas emulsões 
(acima de 40%) como pode ser observado na Tabela 3. 

As 8 cepas que produziram bons índices de emulsificação e estabilidade da emulsão foram: CBA 
447, CBA 22043, CBA 22062, CBA 22087, CBA 22106, CBA 22107, CBA 1529 e CBA 1848, com máximo de 
76% para a cepa CBA 22062 e mínimo de 52% para a cepa CBA 447 como pode ser observado na tabela 
4 e Figura 1. O SDS obteve índice de emulsificação de 90%.

Os resultados positivos na seleção de fungos produtores de lipase e de biossurfactante apresentados 
na Tabela 4, demonstraram que o fungo CBA 22043, e as bactérias CBA 1529 e CBA 1848, dentro das 
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Tabela 1. Atividade lipolítica dos fungos da coleção de culturas do CBA.

Isolado Óleo veg. e rod. B Tween 80 Distorção ótica

CBA 22 + - -

CBA 243 + - +

CBA 251 + - -

CBA 2114 + - -

CBA 2236 + - +

CBA 21940 + - -

CBA 21964 + - -

CBA 21965 + - -

CBA 21969 + - +

CBA 21970 + - -

CBA 21972 + - -

CBA 21987 + - +

CBA 22005 + - +

CBA 22006 + - +

CBA 22038 + - -

CBA 22043 + - +

CBA 22062 - - +

CBA 22065 - - +

CBA 22074 - - +

CBA 22087 - - +

CBA 22089 + - -

CBA 22090 - - +

CBA 22106 - - +

CBA 22107 - - +

CBA 447 - - +

CBA 4316 + - +

CBA 4403 + - -

CBA 4404 - - -

Total   28 19 0 16

(+) = indicativo da reação; (-) = ausência de reação

Tabela 2. Atividade lipolítica das bactérias da coleção de culturas do CBA. 
(+) = indicativo da reação; (-) = ausência de reação.

Bactérias

Isolado Óleo veg. e rod. B Tween 80 Distorção ótica

CBA 1508 - - +

CBA 1529 + - +

CBA 1800 + - +

CBA 1809 - - +

CBA 1811 + - +

CBA 1812 + - +

CBA 1820 - - +

CBA 1826 + - +

CBA 1844 + - +

CBA 1848 + - +

CBA 1856 + - +

CBA 1862 + - +

Total     9 0 12
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Tabela 3. Resultados positivos para produção de biossurfactantes: Teste do colapso da gota, 
índice de emulsificação utilizando querosene comercial (IE%) e estabilidade da emulsão. 

Fungos

Origem Isolado Colapso da gota IE24 %
Estabilidade da Emulsão 168h 

(IE168 %)
1 Endofítico CBA 243 +++ --- ---
2 Endofítico CBA 22043 +++ 70 69
3 Endofítico CBA 22062 +++ 76 74
4 Endofítico CBA 22087 +++ 60 50
5 Endofítico CBA 22106 +++ 64 63
6 Endofítico CBA 22107 +++ 63 63
7 Solo CBA 447 +++ 52 50

Total     7 7 6 6
Bactérias

Origem Isolado Colapso da gota IE % Estabilidade da Emulsão 168h
1 Endofítico CBA 1529 +++ 68 68
2 Solo CBA 1848 +++ 67 67
3 Solo CBA 1856 +++ --- ---

SDS 1g/L-1 90 90
Total     3 3 2 2

(+ + +) Forte atividade; (+ + ) moderada atividade; (+ - -) fraca atividade; (- - -) nenhuma atividade.

Tabela 4. Dados dos fungos e bactérias produtores de lipase e biossurfactante.

Fungos

Origem Isolado
Atividade 
Lipolítica

Colapso da 
gota

IE24 %
Estabilidade da Emulsão 168h 

(IE168 %)
1 Endofítico CBA 22043 +++ +++ 70 69
2 Endofítico CBA 22062 --- +++ 76 74
3 Endofítico CBA 22087 --- +++ 60 50
4 Endofítico CBA 22106 --- +++ 64 63
5 Endofítico CBA 22107 --- +++ 63 63
6 Solo CBA 447 --- +++ 52 50

Total     6 1 6 6 5
Bactérias

Origem Isolado
Atividade 
Lipolítica

Colapso da 
gota

IE %
Estabilidade da Emulsão 168h 

(IE 168%)
1 Solo CBA 1529 +++ +++ 68 68
2 Solo CBA 1848 +++ +++ 67 67

Total     2 2 2 2 2

Figura 1. Cepas produtoras de bons índices de emulsificação: CBA 447, CBA 1529, CBA 22043, 
CBA 22087, CBA 22106, CBA 22107e CBA 22062.



Microbiologia Industrial 285

condições experimentais adotadas, podem ser considerados microrganismos capazes de produzir lipases 
e biossurfactantes.

Os microrganismos selecionados foram sujeitos a uma seleção qualitativa de produção de lipase sobre 
o óleo vegetal e rodamina B e teste de hidrólise de ésteres com o Tween 80. A ação da enzima lipase sobre 
os triglicerídeos e ésteres de cadeia longa (≥ 10 carbonos) foi verificada no teste com óleo de soja e roda-
mina B, no qual apresentou 28 resultados positivos (19 fungos e 9 bactérias), sendo em sua maioria, fun-
gos endofíticos. A ação enzimática sobre ésteres de cadeia curta (<10 carbonos), utilizando Tween 80, 
não apresentou resultados positivos, como pode ser observado na Tabela 1 e 2. O Tween 80 é hidrolisado 
raramente por esterases e principalmente por lipases, uma vez que este contem ésteres de ácidos oleicos.

A presença de biossurfactante foi avaliada qualitativamente através do teste de distorção ótica. O teste 
com microplacas, de acordo com a metodologia de Chen et al.(2007) compara de forma visual, a presença 
de surfactante no meio, sendo considerado um indicativo simples e eficiente. A presença de surfactante 
no meio aquoso ocasiona uma distorção da imagem quadriculada abaixo da placa. Conforme Tabelas 1 e 
2, 16 fungos e 12 bactérias apresentaram distorção ótica na imagem abaixo da placa. Foram selecionadas 
39 cepas que indicaram resultado positivo nos testes de lipase e distorção ótica para dar continuidade 
nos ensaios para a produção de biossurfactantes.  Dentre elas, 27 fungos e 12 bactérias foram avaliados 
e a presença de biossurfactantes foi determinada pelo teste de colapso da gota, índice de emulsificação 
(IE%) e estabilidade da emulsão em 168 horas. No teste de colapso da gota, 7 fungos e 3 bactérias mos-
traram resultados positivos, indicando a produção de biossurfactantes (Tabela 3). Safary et al. (2010) 
estudaram a capacidade de microrganismos em produzir biossurfactantes utilizando o teste do colapso 
da gota e distorção ótica. Esse estudo demonstrou bons resultados, comprovando que o teste do colapso 
da gota, quando usado em conjunto com outros testes como distorção ótica, é eficiente na prospecção de 
microrganismos produtores de compostos tensoativos.

Um importante parâmetro de avaliação do poder de um emulsificante é o Índice de Emulsificação (IE) 
e estabilidade da emulsão (Cooper e Goldenberg, 1987; Nitschke, 2004; Costa, 2005). No teste utilizando 
o querosene como composto hidrofóbico, das cepas avaliadas, 6 fungos e 2 bactérias apresentaram IE 
acima de 40%, com máximo de 76% para a cepa CBA 22062 e mínimo de 52% para a cepa CBA 447. Kim 
(2014) obteve valores de emulsão de 57,6% utilizando o querosene e o biossurfactante foi produzido por 
uma cepa identificada como Bacillus pumilus.

Como pode ser observado na tabela 3, as 8 cepas que produziram bons índices de emulsificação tam-
bém apresentaram resultados positivos no teste do colapso da gota (CBA 447, CBA 22043, CBA 22062, 
CBA 22087, CBA 22106, CBA 22107, CBA 1529 e CBA 1848), como pode ser observado na tabela 3. As 
cepas CBA 243, CBA 1856 apesar de terem desempenho positivo no teste do colapso da gota, não pro-
duziram emulsão com o querosene testado. Esses resultados confirmam que o teste de colapso da gota 
pode ser utilizado para prospectar biossurfactantes.

As 8 cepas permaneceram estáveis após 168 horas de observação na determinação com o querosene. 
De acordo com Willumsen e Karlson (1997), emulsões que após 24 horas de formadas, mantém mais 
de 50% do seu volume original são consideradas estáveis. A produção de emulsões e a capacidade de 
mantê-las estáveis são características essenciais na prospecção de microrganismos produtores de bios-
surfactantes (Pinto et al., 2009). Os resultados indicam, portanto, que os isolados produziram emulsões 
com boa qualidade.

Considerando os resultados positivos e critérios estabelecidos de seleção de fungos produtores de 
lipase e de biossurfactante apresentados na Tabela 4, o fungo CBA 22043 e as bactérias CBA 1529 e CBA 
1848, dentro das condições experimentais adotadas, podem ser considerados microrganismos capazes 
de produzir lipases e biossurfactantes. Martins et al.(2008) confirmaram que é possível a obtenção de 
lipases e biossurfactantes em um mesmo bioprocesso, demonstrando que a produção de surfactantes não 
interfere na produção de lipases e vice-versa. Colla et al., (2010), também demonstraram que é possível 
a obtenção destes biocompostos em um único bioprocesso e sugere estudos de ampliação de escala para 
verificação da viabilidade econômica do processo.
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Conclusões
É possível a obtenção de lipases e biossurfactantes em um mesmo bioprocesso. 

Os resultados do teste de distorção ótica, colapso da gota, índice de emulsificação e estabilidade da 
emulsão, indicaram que as cepas testadas são capazes de produzir metabólitos com propriedades ten-
soativas e emulsificantes. 

As cepas que apresentaram bons volumes de emulsão foram capazes de mantê-las estáveis por até 
168 horas, evidenciando um elevado potencial biotecnológico.
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Resumo
As proteases microbianas representam aproximadamente 60% de toda a venda mundial de enzimas, e 
os fungos demonstram ser excelente fonte para obtenção dessas enzimas. Dessa forma, as condições 
precisas e o correto estágio de desenvolvimento do fungo devem ser estabelecidos para que seja con-
seguida a produção máxima da enzima de interesse. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o 
crescimento e a atividade de proteases de Penicillium sp. CFAM 107, Penicillium variabile CFAM 521, 
Penicillium citrinum CFAM 592 e Aspergillus flavus CFAM 367. Os microrganismos foram reativados da 
Coleção de Fungos da Amazônia (CFAM), autenticados e identificados em nível de espécie. A avaliação 
do crescimento e a investigação da produção de proteases foram realizados por fermentação submersa 
durante sete dias a 28°C/150 rpm em solução de Manachini. A cada 24 horas, as amostras foram retira-
das e submetidas a filtração a vácuo, para separação e pesagem da biomassa e determinação da atividade 
proteolítica no extrato bruto. As amostras Penicillium sp. CFAM 107, Penicillium citrinum CFAM 592 e 
Aspergillus flavus CFAM 367 apresentaram crescimento diáuxico com produção de protease na fase log 
variando de 75 a 386 U/ml, enquanto Penicillium variabile CFAM 521 foi o único que demonstrou fase 
lag e com atividade proteolítica inferior a 60 U/ml. Neste trabalho, os microrganismos se comportaram 
de maneiras diferentes mesmo cultivados em condições similares, podendo se concluir que cada fungo 
é único no seu desenvolvimento anatômico, morfológico e fisiológico, ainda que se esteja avaliando es-
pécies do mesmo gênero.

Palavras chave: Aspergillus, Penicillium, protease

Introdução
A ação hidrolítica específica das enzimas proteolíticas possui grande aplicação em diferentes setores, 

podendo ser de interesse para as indústrias de alimentos, couro, cosméticos, detergentes e farmacêu-
tica (Savitha et al., 2011). Acredita-se que a demanda global de enzimas atinja 7,6 bilhões em 2020, e 
as proteases destacam-se como uma das mais importantes para as indústrias, movimentando cerca de 
1,2 bilhões de dólares, uma vez que desempenham importante papel na biotecnologia (GRAND VIEW 
RESEARCH, 2014). 

As proteases microbianas representam aproximadamente 40% de toda a venda mundial de enzimas 
(Fedatto, 2004), e por sua vez, são enzimas preferidas quando comparadas às de origem animal e vegetal 
pela ampla diversidade bioquímica, susceptibilidade à manipulação genética, e rápida produção a um 
baixo custo (Gurung et al., 2013).

Vale ressaltar que os fungos têm sido comumente utilizados como produtores de proteases obtidas 
por processos fermentativos que proporcionam a vantagem de não tornar necessário o uso de métodos 
caros de filtração, garantindo um extrato livre de contaminação (Vishwanatta et al., 2010). Geralmente, 
as enzimas produzidas por fungos são extracelulares, o que facilita o processo de recuperação do meio de 
fermentação. Além disso, o uso de fungos como produtores de enzimas é mais seguro do que bactérias, 
pois eles normalmente são considerados como GRAS (Generally Regarded As Safe) (Souza et al., 2015).
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O sucesso para a produção da protease, considerada um metabólito fúngico, requer um conhecimento 
detalhado das características de crescimento e da fisiologia do fungo em questão. Por isso, para cada 
fermentação, as condições precisas e o correto estágio de desenvolvimento do fungo devem ser estabele-
cidos para que seja conseguida a produção máxima do metabólito de interesse (Papagianni, 2004). Com 
isso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o crescimento e o perfil de produção de proteases das culturas 
fúngicas depositadas na Coleção de Fungos da Amazônia (CFAM): Penicillium sp. CFAM 107, Penicillium 
variabile CFAM 521, Penicillium citrinum CFAM 592, Aspergillus flavus CFAM 367.

Material e Métodos
Neste estudo, foram avaliadas quatro culturas depositadas na Coleção de Fungos da Amazônia (CFAM) 

do Instituto Leônidas e Maria Deane (ILMD/Fiocruz) para avaliar o crescimento e o perfil de produção 
de proteases. São elas: Penicillium sp. CFAM 107, Penicillium variabile CFAM 521, Penicillium citrinum 
CFAM 592, Aspergillus flavus CFAM 367.

Para obtenção de culturas viáveis e puras, as espécies preservadas em água destilada esterilizada 
foram reativadas em meio ágar Extrato de Malte (MEA) em placas de Petri (Ø = 100 mm x 15 mm) e os 
cultivos foram mantidos a 25 ºC por sete dias (cultura estoque). 

Aspergillus flavus CFAM 367 foi autenticado com base nas características morfológicas, conforme 
descrita por Raper e Fennel (1977) e Klich e Pitt (1988), enquanto que as culturas do gênero Penicillium 
foram identificadas em nível de espécie de acordo com Pitt (1979).

Para a autenticação e identificação taxonômica das espécies, foram observadas as características ma-
cromorfológicas (coloração, consistência, e diâmetro das colônias) e micromorfológicas (estruturas so-
máticas e reprodutivas) através do cultivo nos meios de cultura Ágar Czapek (CZ) Agar Extrato de Malte 
(MEA) Agar Glicerol 25% Nitrato (G25N) Ágar Czapek Extrato de Levedura (CYA) e Ágar Czapek 20% 
Sacarose (CY20S). Em cada placa foi feito o microcultivo e foram inoculados três pontos eqüidistantes 
para obtenção da macrocolônia. Os cultivos foram incubados a 25 ºC durante sete dias.

A avaliação do crescimento de Penicillium sp. CFAM 107, Penicillium variabile CFAM 521, Penicillium 
citrinum CFAM 592, Aspergillus flavus CFAM 367 e a investigação da produção de proteases foram reali-
zadas por fermentação submersa durante sete dias a 28°C/150 rpm.

Os cultivos foram preparados em frascos Erlenmeyers de 50 mL contendo 30 mL da solução de 
Manachini (1987) suplementado com gelatina a 0,5%, pH 5,5. Em cada frasco foram inoculados três 
discos de cultura medindo 5 mm de diâmetro, obtidos da cultura estoque em ágar MEA. A cada 24 horas, 
as amostras foram retiradas para separação e pesagem da biomassa e determinação da atividade prote-
olítica no extrato bruto.  O extrato bruto foi separado da biomassa for filtração a vácuo utilizando papel 
de filtro Whatman n°1 e membrana filtrante (0,45µm), em seguida, a biomassa foi desidratada a 80 °C. 

O extrato enzimático bruto foi submetido à avaliação proteolítica quantitativa, utilizando azocaseína 
1,0% (p/v) (Sigma, St. Luis, MO USA), em tampão Tris-HCl 0,2 M, pH 7,2 (Alencar et al., 2015).

Uma unidade de atividade proteolítica foi definida como a quantidade de enzimas capazes de produzir um 
aumento na absorvância de 0,01 em 1 hora a 440 nm, sendo expressa em U/mL, segundo Souza et al., (2015).

Resultados e Discussão
A preservação de fungos filamentosos em água destilada esterilizada (método de Castellani) vem 

sendo usada em coleções microbiológicas como um método de conservação, todavia as vantagens e des-
vantagens desse método estão associadas à fisiologia do microrganismo (Bezerra et al., 2006).

Os resultados do processo de autenticação demonstraram a viabilidade e a pureza de Penicillium sp. 
CFAM 107, Penicillium variabile CFAM 521, Penicillium citrinum CFAM 592 e Aspergillus flavus CFAM 
367, apesar da preservação dessa espécie pelo método de Castellani durante 11 anos na Coleção de 
Fungos da Amazônia (CFAM). As características morfológicas persistiram de acordo com as descritas por 
Raper e Fennel (1977) e Pitt (1979) (Figuras 1 e 2).
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Penicillium sp CFAM 107
Meio de Cultura: ágar CYA
•	 Diâmetro da colônia: 30 mm.
•	 Colônia filamentosa, com bordo branco e superfície verde 

oliva, verso sem pigmentação.

Penicillium variabile CFAM 521
Meio de Cultura: ágar MEA
•	 Diâmetro da colônia: 18 mm.
•	 Colônia plana, baixa e densa, com micélio central veludo 

amarelo-enxofre, verso sem pigmentação.

Penicillium citrinum CFAM 592
Meio de Cultura: ágar MEA
•	 Diâmetro da colônia: 20 mm.
•	 Colônia com micélio baixo e denso, superfície verde fosca, 

verso sem pigmentação.

Aspergillus flavus CFAM 367
Meio de Cultura: ágar CY20S
•	 Diâmetro da colônia: 58 mm.
•	 Colônia filamentosa, com bordo branco e superfície verde 

oliva, verso sem pigmentação.

Figura 1. Aspectos macroscópicos das culturas fúngicas

As culturas de Penicillium utilizadas neste estudo, estavam depositadas na coleção com informação 
quanto ao gênero, vale ressaltar que este trabalho possibilitou a identificação taxonômica em nível de 
espécie de Penicillium variabile CFAM 521 e Penicillium citrinum CFAM 592, contribuindo para a atuali-
zação dos dados da CFAM referente a estas cepas.

Penicillium sp CFAM 107
Meio de Cultura: ágar MEA
Estruturas observadas:
1. Conidióforo liso, sem septo.
2. Fiálide
3. Conídios subglobosos a globosos equinulados.

 

Penicillium variabile CFAM 521
Meio de Cultura: ágar MEA
Estruturas observadas: 
1. Conidióforo com parede lisa, biverticilados
2. Fiálide longa. 
3. Conídio elipsoidal com paredes lisas.

 

Penicillium citrinum CFAM 592
Meio de Cultura: ágar MEA
Estruturas observadas:
1. Conidióforo com paredes finas e lisas, monoverticilados ou raramente com 2 metulas.
2. Fiálide longa. 
3. Conídio elipsoidal a subesferoidal, com paredes grossas, lisas ou finamente rugosas.

 

Aspergillus flavus CFAM 367
Meio de Cultura: ágar CY20S
Estruturas observadas:
1. Conidióforo com parede levemente rugosa.
2. Vesícula esférica a alongada, unisseriada.
3. Conídios globosos a elipsoides.

 

Figura 2. Aspectos micromorfológicos das culturas fúngicas
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O conhecimento das características de crescimento de um organismo é essencial em biotecnologia 
para a eficácia do bioprocesso. Devido a isto, foi realizado o acompanhamento do crescimento das cul-
turas fúngicas durante sete dias, para identificar o período em que ocorria a secreção de proteases para 
o meio de cultura. A figura 3 demonstra os resultados obtidos. 

Observou-se que as culturas Penicillium sp. CFAM 107, Penicillium citrinum CFAM 592 e Aspergillus 
flavus CFAM 367 quando cultivadas em solução de Manachini, apresentaram crescimento do tipo diáu-
xico, sem expressão da fase lag (fase de adaptação). A ausência dessa fase está associada às condições 
fisiológicas da cultura utilizada como inóculo, a concentração do inóculo e condições nutricionais.  

No crescimento do tipo diáuxico são observadas duas fases logs, isso ocorre porque um dos substratos 
é catabolizado preferencialmente (Teixeira et al., 2011). Dessa forma, um substrato pode reprimir a que-
bra dos outros substratos presentes no meio de fermentação, e só é induzida após o primeiro substrato 
ter sido completamente metabolizado (Crueger & Crueger, 1990).

Com relação à atividade proteolítica, as maiores atividades foram obtidas de Penicillium sp. CFAM 
107, no segundo dia de fermentação com 386 U/mL, no final da fase log. As outras duas espécies de 
Penicillium apresentaram valores inferiores e a partir do quarto dia de fermentação: 41 U/ml na fase lag 
e 75 U/ml na fase log para Penicillium variabile CFAM 521 e Penicillium citrinum CFAM 592, respectiva-
mente. Aspergillus flavus CFAM 367 apresentou pico de atividade enzimática no terceiro dia de fermen-
tação (262 U/ml), durante a fase log.

Dessa forma, percebe-se que Penicillium sp. CFAM 107 demonstrou ser produtor de protease em maio-
res quantidades e em curto tempo em relação aos demais fungos analisados. A atividade proteolítica foi 
expressiva apenas no segundo dia de fermentação submersa (Figura 3a). 

Figura 3. Crescimento de fungos ( ) e atividade proteolítica  ( ) nos cultivos em solução de Manachini. 
a. Penicillium sp CFAM 107; b. Penicillium variabile CFAM 521; c. Penicillium citrinum CFAM 592; d. Aspergillus 

flavus CFAM 367.
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Investigações na produção de proteases por culturas fúngicas demonstram que há uma variação na 
quantidade de enzima produzida de acordo com a cultura utilizada (Merheb et al., 2007). Neste trabalho, 
os microrganismos se comportaram de maneiras diferentes mesmo cultivados em condições similares, 
pois cada fungo é único no seu desenvolvimento anatômico, morfológico e fisiológico. Por isso, para cada 
fermentação, as condições precisas e o correto estágio de desenvolvimento de cada cultivo devem ser es-
tabelecidos para que seja conseguida a produção máxima do metabólito de interesse (Papagianni, 2004).

Conclusões
O método de preservação utilizado na Coleção de Fungos da Amazônia mostrou-se adequado para 

manutenção da viabilidade das linhagens analisadas neste estudo, garantindo a produção de metabólitos 
de interesse para as pesquisas biotecnológicas.

As espécies em estudo apresentaram exigências nutricionais para produção de proteases. Penicillium 
sp. CFAM 107, Penicillium citrinum CFAM 592 e Aspergillus flavus CFAM 367 apresentaram crescimento 
do tipo diáuxico e produção de proteases a partir do segundo dia de fermentação. Essas informações são 
relevantes para otimizar e melhorar o custo benefício da produção de proteases para aplicação industrial.
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Resumo
Os fungos produzem uma enorme variedade de macromoléculas ainda pouco explorada como poten-
cial utilização nas indústrias farmacêuticas, alimentícias, têxtil, de pintura, cosmética e de papel, ou 
mesmo na produção de emulsificadores (Quitosana), estabilizantes (ácido hialurônico) e até agentes 
particionantes. Os fungos endofíticos amazônicos representam um potencial de matéria prima na produ-
ção e incorporação desses compostos em produtos existentes ou mesmo no desenvolvimento de novos 
biomateriais. O objetivo desta pesquisa foi extrair e pré-purificar exo e polissacarídeos do Pestalotiopsis 
microspora com a finalidade de caracterizar os biopolímeros solúveis e insolúveis. O P. miscrospora foi 
crescido em BDL por 30 dias a temperatura ambiente e seus exo e polissacarídeos foram extraídos com 
metanol a 4o C, depois foram concentrados e redissolvidos em água para a pré-purificação com MWCO 
de 30 e 3 kDa. Em seguida, das frações com mais de 30 kDa, de 30 a 3 kDa e menores que 3 kDa foram 
analisadas em espectrometria de massas (HPLS-ESI-MS). Os resultados mostraram maior concentração 
de moléculas na forma de dímeros e trímeros em sua maioria para os polissacarídeos do extrato sóluvel 
do micélio do intervalo de 30 a 3 kDa, e a para as amostras menores que 3 kDa observou-se a presença 
de ácido glucônico, manose, xylose e galactose. Estes resultados permitem dar prosseguimento para a 
bioprospecção destes como blendas ou novos materiais odontológicos.

Palavras-chave: biopolímeros, fungos endofíticos, polissacarídeos

Introdução
A Amazônia Legal tem extensão de 5.500.000 km2, sendo que 28 % dela corresponde ao Estado do 

Amazonas, maior unidade territorial federativa do Brasil. Nesta vasta extensão territorial se encontra par-
te da floresta Amazônica brasileira, rica em variedade de espécies macroscópicas e maior ainda quando 
se estuda seu potencial microbiótico (Souza, 2001). Esta diversidade da microbiota apresenta um imenso 
potencial farmacológico e biotecnológico a ser explorado. Os fungos representam uma grande e inex-
plorada porção desta microbiota, dentre eles os endófitos, encontrados no interior de espécies vegetais, 
responsáveis pela secreção de metabólitos que contribuem com a planta mantendo-a viva, por meio de 
produção de nutrientes, afastando seus predadores ou até mesmo atraindo insetos para a polinização. Os 
polissacarídeos (PS) são macromoléculas naturais responsáveis pela manutenção da vida, e compõem o 
grupo de compostos mais abundantes da biosfera, também são chamados de glicanas (Silva, 2006, Poli 
1999). Nos vegetais eles correspondem a celulose, lignina, pectina e ao amido, reserva de energia, nos 
animais corresponde ao glicogênio, enquanto que nos microrganismos eles podem fazer parte da parede 
celular ou ser excretados por estes. Os PS são polímeros de monossacarideos, com propriedades espe-
cíficas inerentes aos fungos de onde são extraídos, ou secretados nas culturas (Barbosa, 2004; Moreno, 
1998). Os exopolissacarideos (EPS), termo usado primeiramente por Sutherland (1972), são polissacarí-
deos extracelulares (presentes no meio de cultura, produzidos durante o processo de cultivo) na forma de 
polímeros de alto peso molecular compostos de açúcares e secretados por microrganismos, funcionando 
como um sistema químico de adaptação às adversidades providas pelo ambiente. 
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Como via de regra a produção de EPS depende da necessidade imposta por nichos ecológicos do am-
biente natural e sua produção envolve um gasto de 70 % da energia total de reserva, representando um 
importante investimento de carbono para o microrganismo. Esta demanda de energia (carbono) gasta 
na sua produção, tem um exigência metabólica compensada pelas vantagens na forma de estratégias de 
crescimento, tais como mecanismos de adesão à superfícies ou na obtenção de nutrientes, proteção con-
tra variações de temperatura, de salinidade e de possíveis predadores (Papinutti, 2010). A composição do 
meio e as condições de cultivo interferem diretamente na produção dos EPS microbianos. (Canilha, 2005; 
Jin, 2011; Jing, 2015; Freitas, 2009).

Dentre os tipos de de biomateriais utilizáveis na saúde podemos citar: biocompósitos de cadeias 
organizadas ou heterogêneas, que possibilitam a extração de polímeros e copolímeros que podem ser 
incorporadas formando blendas de materiais de sustentação como: poliuretanas, silicones, acrílicos, 
metais (titânio e Nitinol (NiTi)), alumina (cerâmicas vítreas), hidroxiapatitas naturais e sintéticas, ou 
blendas de materiais reabsorvíveis como os hidrogéis (Ruel-Gariepy, 2004), além de exercerem atividades 
na forma de polímeros inteligentes (não-newtonianos) como biomateriais, biotecidos, materiais porosos, 
condutores de eletricidade, materiais que imobilizam biomoléculas, micropartículas e nanopartículas in-
corporadas, todos os tipos de materiais usados em saúde que podem sofrer influência de biocompostos, 
incorporados ou associados. 

Atualmente originárias das plantas (goma arábica e pectina), das algas (alginato, ágar ágar) dos crustá-
ceos (quitina) e os PS de origem fúngica já comercialmente lucrativos (goma xantana, gellan, pulullam al-
ginato) correspondem a uma pequena parcela do mercado (Canilha, 2005, Veiga 2007, Vijayabaskar, 2011). 
Alguns fluídos fúngicos apresentam comportamento não newtoniano, possibilitando a agregação em maté-
rias primas levando a melhora da resistência de tração, além do conhecido efeito bactericida, antimicótico 
e antitumoral (Yu, 2004, 2007, 2009; Barbosa, 2004; Figueiredo, 2007; Chen, 2007; Shih, 2010, Wong, 2003).

Para este trabalho foi selecionado o fungo endofítico Pestalotiopisis microspora (AnspCg1 1.3a), reativa-
do da coleção de trabalho do Laboratório de Bioensaios e Microrganismos da Amazônia da Universidade 
Federal do Amazonas (LabMicrA/UFAM) por apresentar maior rendimento de PS, grande potencial excretor 
de EPS, além de fase gel bem definida. Tanto o cultivo quanto o tratamento dos compostos e caracterização 
por HPLC-ESI-MS foram direcionados à bioprospecção para uso em odontologia, por meio de incorporação 
em materiais de sustentação e forma de compostos biocompatíveis, bacteriostáticos com comportamento 
de líquido não newtonionanos a fim de otimizar biotecnologicamente produtos existentes, para potenciali-
zar suas características físicas e químicas. (Paterson, 2008, Lu, 2004, Aly, 2010, Chupa, 2009).

Objetivando avaliar a presença de exo e polissacarídeos do fungo endolítico Pestalotiopisis microspora 
e caracterizar os extratos pré-purificados por espectrometria líquida de massas visando sua viabilidade 
para o desenvolvimento de biomateriais odontológicos.

Material e Métodos
Para este estudo foi selecionado o fungo endofítico AnspCg1 1.3a (Pestalotiopisis microspora) do acer-

vo do LabMicrA-UFAM, crescido por 8 dias, em BDA, à temperatura de 26 oC e depois foram cultivados 
em 60 Erlemeyer de 1000 mL contendo 300 mL de meio de cultura BDL (batata, dextrose acrescida de 
2% de extrato de levedura) contendo três fragmentos de 8 mm de diâmetro do ágar com micelio., por um 
período de 30 dias a temperature ambiente. 

Após este período o material foi filtrado a vácuo e separado em: meio liquido (ML) e micélio (MI), 
em seguida o ML foi saturado com Metanol (4:1) deixado sob refrigeração à 4 oC e após 48 h foi centri-
fugado à 12000g por 20 minutos (CR 21GIII - Hight Speed Refrigerated Centrifuge - Hitachi) na mesma 
temperatura e o precipitado recolhido (palet). O MI foi extraido com metanol, suficiente para cobrir o 
micelio e este foi filtrado 48 h depois e repetido o processo de extração. Após a obtenção dos extratos do 
MI os compostos foram concentrados em rota evaporador e a fase aquosa deste extrato e do ML foram 
liofilizados e depois hidratados com água milli-Q estéril. 
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Tabela 1. Extratos de P. micorpora por HPLC-ESI-MS dos exo e polissacarideos nos intervalos maiores de 30 kDa, 
de 30 a 3 kDa e menores que 3 kDa.

Polissacarideo dos extratos de P. micorpora dialisado - Intervalos utilizados Identificação da amostra
Polissacarideo insoluvel maiores que 30KDa PES Mic>30Da
Polissacarídeo solúvel intervalo entre 30KDa e 3KDa 30KDa>PesMic>3kDa (Palet)
Polissacarideos soluveis menores que 3KDa PesMic < 3kDa (Palet)
Exopolissacarideo insoluvel maiores que 30KDa PES ML>30KDa
Exopolissacarídeo solúvel intervalo entre 30KDa e 3KDa 30KDa>PesML>3kDa (Palet)

A pré-purificação foi realizada em tubos de diálise de uso único, Vivaspin® Turbo 15 nos tamanhos de 
3kDa e 30kDa, centrifugados a 4000 rpm por 60 min. sob temperatura de 20 oC conforme indicação do 
fabricante (Copyright © Vivaproducts, 1998-2016). Os extratos obtidos estão distribuídos conforme Tabela 
1. Em seguida os extratos seguiram para análise por HPLC-ESI-MS.

Para linhagem P. microspora (AnspCg1.1.3a) foi realizada análise de HPLC-ESI-MS em coluna C18, da 
Phenomenex com analisador de espectrometria de massas ajustao para a faixa de 100 a 1000 e usando 10 
μL em cada injeção O modo de eluição do gradiente linear consistiu de 100 % de água.

Resultados e Discussão
A produção dos PS de P. microspora obtidos do micelio rederam 21g de extrato bruto do micélio para 

28 L de meio de cultivo e destes 30% foram de PS solúveis, enquanto que dos EPS foram obtidos 10 g, 
destes aproximadamente 5 % eram também solúveis. Após a centrifugação com as peneiras moleculares 
de MWCO de 30 e 3 kDa foram obtidos três extratos pré-purificados: 1. Maiores de 30 kDa (insoluvéis), 
2. Com tamanho entre 30 a 3 kDa (gelatinosos) e 3. Menores de 3 kDa (solúveis).

Após análise dos picos de eluição foi detectada a presença de PS de espectro que indicam a pre-
sença de dimeros para os intervalos entre 255 m/z e 393 m/z, sequencialmente. tanto para o extrato 
do MI quanto para do ML. Obtendo se 3 amostras de cada um desses extratos pré-purificados. Onde 
30kDa>PES Ml>3kDa, corresponde ao intervalo da pré-purificação, dos extratos de Pestalotiopsis do ML 
(EPS), cujas as moléculas são hidrossolúveis com tamanho entre 30 e 3 kDa e os sacarídeos encontrados 
foram o mais próximo de glicose. Onde 30kDa>PesMIc>3kDa corresponde ao intervalo das pré-purifica-
ções que as moléculas solúveis são correspondentes ao precipitado do mícelio, correspondendo aos PS. O 
resultado das análises dos extratos dialisados está na Tabela 2, conforme análise observou-se a presença 
de HO(CH2)4OCO(CH2)2COO(CH2)4OH, BSuB, enquanto que o ácido glucônico se mostrou bem distinto. 
Os resultados foram analisados e os intervalos achados se comportaram conforme a literatura para as lei-
turas de mesmo alcance de acordo com Wu et al, 2014; Gariépy, et al. 2004; Rizzarelli e Carroccio, 2014.

Segundo Silva (2006) e Cunha (2008), estudos sobre o efeito do substrato limitante na síntese de 
exopolissacarídeos, por vários tipos diferentes de microrganismos, demonstraram claramente que a com-
posição do meio pode afetar a síntese de glucanas fúngicas. Alterações no pH, temperatura, concentração 
ionica, alta solubilidade, afetaram a produção do EPS produzido bem como interações sinérgicas com 
outros polissacarídeos. 

Tabela 2. Picos da análise dos extratos de P. micorpora por HPLC-ESI-MS dos exo e 
polissacarideos nos intervalos de de 30 kDa, de 30 a 3 kDa e menores que 3 kDa
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A influência das condições da cultura na produção de EPS pelos foi estudada por Barbosa (2004) e 
verificou-se que, ao aumentar a concentração de açúcar no meio, a produção do EPS não aumentou e 
quando o meio foi suplementado com etanol houve aumento na produção do polímero. Em meios fúngi-
cos o comportamento se manteve semelhante, sendo o meio fator limitante para o crescimento quando 
levado em consideração a oferta de nutrientes.

Papinutti (2010) avaliou EPSs produzidos por Ganoderma lucidum, em diferentes meios de cultura 
tendo como parâmetro a produção de celulose e glicose, observou que o pH do meio um fator chave que 
afetou significantemente a produção de biomassa fúngica e consequentemente a produção de EPS, em 
meios ácidos e morte celular após 8 dias em pH 6. Outro fator avaliado foi em relação ao stress causado 
pela escassez de água por meio de adição de polietileno glicol, observou-se produção de EPS específicos 
neste ambiente, semelhante ao notado com a diminuição do pH. P. microspora menteve seu pH pratica-
mente inalterado durante todo o seu cultivo (5,5) e também houve pouca redução das fontes de carbono. 
Em estudos recentes com este fungo verificou-se que a curva de sobrevivencia deste chegou a 60 dias, 
iniciando a morte celular após 40 dias e chegando ao apice de sua biomassa por volta dos 25 dias. O 
aumento de viscosidade do meio de cultura e o aumento de biomassa de P. microspora, fazem desta li-
nhagem uma potencial produtora de EPS e PS com aplicação industrial.

Souza et al., (2004) estudou o potencial antimicrobiano  de fungos endofitico da Amazônia e  mostrou 
que os mesmos apresentavam metabólitos extracelulares com potencial inibidor de microrganismos pato-
gênicos, contudo eles caracterizaram micromoleculas. Também constatou por diálise que o tamanho das 
moléculas bioativas eram menores que 12000 daltons.  Chen (2011) através de estudo de caracterização 
das propriedades antioxidantes dos EPS produzidos por fungo endofitico Aspergillus sp., observou que 
o tamanho de membrana de diálise para EPS variam de 5 kDa a 2k Daltons enquanto Jing (2015), usou 
uma membrana de 500 Daltons para Cordyceps militares. Na revisão de literatura os maiores pesquisado-
res de endofitos na atualidade são os chineses e o brasileiros (Souza, 2004), os primeiros trabalham com 
Aspergillius e Cordyceps em sua maioria, iniciando desde 2005 (Buenz; Paterson ,2008 ; Li, 2005) estudos 
com ervas usadas em medicina tradicional chinesa, partindo do princípio de sua ação descrita nessa lite-
ratura (Liu, 2007, Li, 2005). Vale ressaltar que os PS e os EPS podem apresentar atividade antimicrobiana, 
pois muitas das cadeias de PS estão ligadas a micromoleculas, como ácidos e outras.

Wu (2014) analisou polissacarideos com interesse em compostos bioativos  aplicados à alimentação 
(emulsificantes), biocompatibilidade, atividade antimicrobiana e imunoterapeuticos, buscando caracteres 
por espectrometria de coluna pre-derivada de Espectrometria de Massas com ionização por eletrospray 
(electrospray ionisation mass spectrometry - HPLC/ESI/MS) e observou a presença dos seguintes sacari-
deos manose, rhamanose, glicose, galactose, xilose.

De acordo com Cord-Landwehr (2016) a produção de quitina pelos Pestalotiopsis sp. se dá com a 
finalidade de interferir no sistema imunológico da planta hospedeira impedindo que seu sistema imune 
ataque o endofito. Esta mesma ação espera se empregando esse polissacarideo na forma de hidrogel, 
podendo ser empregado na distribuição de medicamentos por biotecidos em engenharia de tecidual ou 
compartilhado em materiais odontológicos.

Conclusões
De acordo com resultados encontrados nesta pesquisa foi possível selecionar extratos de polissacarí-

deos solúveis e insolúveis a partir de extração do P. microspora.

Nas análises de HPLC-ESI-MS foram encontrados moléculas de glicose ácido glucônico e de 
HO(CH2)4OCO(CH2)2COO(CH2)4OH, BSuB, que podem ser usadas na produção de blendas de enxertia 
óssea associadas a hidroxiapatitas, como emulsificantes em materiais de moldagem e síntese de ácido 
hialurônico (HA) usados em procedimentos estéticos e reabilitadores. 

Atualmente esse material é de amplo uso em procedimentos de harmonização orofacial, e são extraí-
dos de origem animal ou sintetizados, sendo os sintéticos mais procurados por sua estabilidade e menor 
potencial alergênico. 
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Resumo
O presente trabalho visou o aproveitamento de cascas de mandioca para a obtenção de biomassa de leve-
duras produtoras de carotenoides. Inicialmente, foi realizado o isolamento e identificação das leveduras a 
partir de amostras de solo, água e frutos maduros coletadas na Reserva Florestal Adolfo Ducke, Manaus-
Amazonas-Brasil. Em uma segunda etapa, foi realizada a coleta, processamento, caracterização das casca 
de mandioca quanto ao teor de amido, assim como a obtenção do hidrolisado por catálise ácida empregan-
do H2SO4. O hidrolisado de cascas de mandioca (HCM), contendo ~48g/L de glicose, teve seu pH ajustado 
para 6,0 e então utilizado como fonte de carbono para o cultivo das leveduras previamente isoladas (solo = 
4, água = 2 e fruto = 1), as quais foram identificadas como pertencentes ao gênero Rhodotorula. A partir 
dos cultivos dos isolados em HCM sob agitação de 180 rpm a 30 °C por 96 horas, obteve-se uma produção 
de biomassa seca variando de 10 à 14 g/L, sendo observada a coloração característica de carotenoides em 
todas as leveduras. Com base nos resultados obtidos pode-se inferir que o hidrolisado da casca de mandioca 
apresenta-se como um meio de cultivo favorável ao crescimento de leveduras pigmentadas.

Palavras-chave: Leveduras, casca de mandioca, carotenoides.

Introdução
Os carotenoides são isoprenóides lipofílicos, formados a partir de unidades de isopreno, com 40 carbo-

nos (tetraterpenóides) em suas cadeias e com duplas ligações alternadas e a molécula invertida no centro. 
Estes pigmentos são encontrados naturalmente em vários seres vivos, desde microrganismos até animais, 
podendo ser sintetizado por algumas espécies de bactérias, fungos, algas e plantas.  Em alguns animais 
como: peixes, aves e crustáceos, os carotenoides podem ser bioacumulados a partir da alimentação. Esta 
classe de pigmentos possui coloração que pode variar do amarelo até o vermelho, como exemplo os carote-
noides: Luteína, (amarela) produzida pela microalga Chlorella sorokinina (Mulders et al., 2014); β-caroteno 
(laranja) pela levedura Rhodotorula rubra (Banzzatto et al., 2013); Bixina (laranja) pela planta Bixa orella-
na, popularmente conhecida como Urucum (Downham e Collins, 2000) e a Cantaxantina (vermelha) pela 
actnobactéria Streptomyces spp. (Palanichamy et al., 2011). Atualmente já foram identificadas mais de 700 
estruturas de moléculas carotenoides (Amorim-Carrilho et al., 2014; Mesquita et al., 2017)).

Industrialmente, os carotenoides são utilizados principalmente para conferir, restaurar ou ainda padroni-
zar a cor de alimentos processados, como em sucos de frutas, massas, bebidas, doces, margarinas, queijos e 
salsichas. Também são adicionados em rações para animais, incluindo aves, peixes e crustáceos para intensi-
ficar a cor de produtos como: gemas de ovos, pele de frangos e carnes de peixes e camarões. Nas indústrias 
farmacêuticas e de cosméticos esses pigmentos podem ser utilizados na coloração de cápsulas de medicamen-
tos, suplementos nutricionais e produtos dermatológicos ou ainda compor a formulação destes itens devido à 
sua ação anti-oxidante e pró-vitamina A (Bhosale e Grade, 2001; Valduga, et al., 2009; Ferreira, 2014).

Devido à larga aplicação industrial apresentada pelos pigmentos carotenoides, a sua obtenção a partir 
de processos biotecnológicos a partir de microrganismos, tem se mostrado interessante devido a vanta-
gens como: 1) característica natural das substâncias produzidas; 2) menor espaço para a produção; 3) 
possibilidade de controle das condições de cultivo; 4) não competem com fontes alimentícias e indepem-
dem da sazonalidade; 5) possibilidade do aproveitamento de subprodutos agroindustriais como fonte de 
carbono para os cultivos (Ferreira, 2014; Machado e Burkert, 2014; Saha et al., 2015)
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As vantagens apresentadas em processos biotecnológicos, por microrganismos tem motivado estudos de 
prospecção e de técnicas de produção. Alguns processos biotecnológicos de origem microbiana já encon-
tram-se em fase de produção comercial, podendo ser citado a produção de caroteno pelo fungo Blakeslea 
Tripora e a produção de astaxantina pela microalga de água doce Haematococcus sp. e pela levedura Phaffia 
rhodozyma (Mezzomo e Ferreira, 2016). Além destes processos, tem-se ainda observado o registro de patentes 
em diversos países (Tabela 1), que descrevem aspectos relacionados aos processos de produção e extração, 
manipulação genética de microrganismos produtores e aplicação dos carotenoides em diferentes formulações.

Dentre os tipos de microrganismos produtores de carotenoides, as leveduras, em especial as perten-
centes ao gênero Rhodotorula, têm se destacado dentro dos bioprocessos devido a sua capacidade de 
produção de moléculas carotenoides de alta aplicabilidade comercial como o β-caroteno, toruleno e toru-
larodina (Banzatto, 2013), que além de apresentarem ação de pigmentação, possuem também atividades 
pró-vitamínica e anti-oxidante, podendo ainda apresentar potencial anti-microbiano.

Os carotenoides produzidos por leveduras são acumulados intracelularmente e estão envolvidos nos 
processos de respostas ao estresse ambiental e nutricional a que estes organismos são submetidos. Desta 
forma, sua síntese é influenciada por diferentes fatores exógenos, que podem afetar os rendimentos e 
custos de operação, sendo importante ressaltar que a fonte de carbono tem sido relatada como um dos 
principais fatores estudados, que influenciam na produção de biomassa pigmentada por carotenoides. 
No que se refere aos meios de cultivo para a produção biotecnológica de carotenoides, muitos estudos 
têm empregado o uso de subprodutos agroindustriais como matéria-prima em bioprocessos, visto que 
possuem em sua composição polissacarídeos, fibras, minerais e proteínas, os quais poderão gerar meios 
nutritivos para o desenvolvimento de microrganismos. 

Dentre os subprodutos agroindustriais destaca-se a casca de mandioca, que é um resíduo sólido, gera-
do durante o processamento deste tubérculo para a fabricação da farinha ou fécula. Este resíduo é consti-
tuído pelas cascas propriamente ditas (película marrom) e por entrecascas, detritos do córtex e pontas de 
raízes, apresentam em sua composição alto teor de amido, além proteínas e fibras, representando de 10 
a 35% do total de raízes processadas, dependendo do tipo de descasque (manual ou mecânico) utilizado 
no processamento. Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de mandioca, com 10% 
da produção mundial e produção de 18,8 milhões de toneladas na safra 2017/2018 (IBGE, 2017). Ainda, 
segundo o Instituto Nacional de Geografia e Estatística - IBGE, esta cultura está amplamente distribuída 
em todas as regiões do País, sendo a Região Norte líder de produção com 7,2 milhões de toneladas, se-
guida da região Sul com 4,7 milhões de toneladas e pela Região Nordeste com 3,8 milhões de toneladas. 

Assim, diante do grande volume de cascas geradas nas indústrias do processamento da mandioca e do 
seu alto teor de amido, este subproduto é uma matéria-prima em potencial para a obtenção hidrolisados 
nutritivos para o cultivo de leveduras pigmentadas. Considerando ainda, a grande demanda de mercado 
por pigmentos carotenoides (que cresce anualmente a uma taxa de 3,9% com arrecadação de US$ 1,3 

Tabela 1. Patentes relacionadas à produção biotecnológica de carotenoides, compilados na base de dados 
Espacenet Patent, nos últimos cinco anos. 

Título da patente País Ano de depósito N° de reg.
Método para ajustar níveis de produção e composição de carotenoides em 
Rhodosporidium e Rhodotorula genera

Singapura 2014 SG11201704890UA

Método de produção de astaxantina ou percussores França 2016 US2019256838A1
Composto carotenoide contendo crocetina e seu método de preparo Japão 2016 CN108203378A
Método de cultivo de microalga Coalestrella rubesans para produção de 
carotenoides e lipídeos

Rúsia 2017 RU2661086C1

Rhodotorula mucilaginosa mutante e sua aplicação China 2017 CN107699502A
Método de rompimento e produção de carotenoides China 2017 CN107827798A
Algas unicelulares Mallomonas kalinae – produtora do carotenoide fucoxantina Rúsia 2017 WO2018199814A1
Produção de carotenoides e apocarotenoides Singapura 2018 WO2018156086A1
Composição contendo carotenoides e método de preparo do composto Japão 2018 WO2019213538A1
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bilhões no ano de 2017) e o apelo por pigmentos de origem natural, o presente trabalho poderá contribuir 
tanto para o desenvolvimento de estudos visando o aproveitamento de cascas de mandioca em processos 
biotecnológicos, quanto na exploração do potencial de leveduras isoladas na Região Amazônica, com 
potencial para a produção de pigmentos carotenoides.  

Material e Métodos
Os experimentos foram realizados no Laboratório da Fermentação I do Departamento de Biotecnologia 

da Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de São Paulo (EEL/USP), sob a coordenação da Profª 
Drª. Inês Conceição Roberto e no Laboratório de Micologia do Instituto Nacional de Pesquisas da 
Amazônia – INPA, sob a coordenação do Profº. Dr. João Vicente Braga de Souza. 

O isolamento de leveduras foi realizado a partir de amostras de solo, água e frutos maduros (Buriti, 
açaí e pupunha) de espécies de plantas nativas da Região Amazônica. As amostras foram coletadas de 
uma região da mata preservada na Reserva Florestal Adolfo Ducke, Manaus, Amazonas e processadas 
no Laboratório de Micologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia - INPA. Para o isolamento 
e manutenção das culturas foi utilizado o meio de cultura YEPD (15 g de extrato de levedura, 10 g de 
peptona, 20 g de glicose, 15 g de ágar por litro). Para cada amostra foi pesado 1 g em tubos de ensaio, 
adicionados 9 mL de água peptonada (0,8%) e homogeneizados em vórtex. A partir destas soluções, 
foram realizadas diluições sucessivas até 10-3 em tubos de ensaio contendo água peptonada. De cada 
diluição, foram retiradas alíquotas de 100 µL e adicionadas em placas de Petri contendo o meio YEPD. 
Com o auxílio de alça Driglalski, a alíquota foi espalhada de forma homogênea na superfície do meio de 
cultura e as placas incubadas a 28 ºC por um período de 48-72 horas (Moreira, 2010). Após este período, 
apenas colônias que apresentaram coloração entre o amarelo e o vermelho (indicativo da presença de 
pigmento carotenoides) foram selecionadas para o cultivo em hidrolisado de cascas de mandioca (HCM).

As cascas de mandioca foram doadas pela Empresa Santa Helena Alimentos – SHA Serviços em 
alimentação, que fornece refeições para o restaurante universitário da Escola de Engenharia de Lorena - 
EEL. O material coletado foi seco naturalmente até alcançar teor de umidade de aproximadamente 10%. 
Após secagem, as cascas foram trituradas em moinho de facas e acondicionadas em recipiente plástico 
hermeticamente fechado até a realização dos experimentos de caracterização e hidrólise. A caracteriza-
ção quanto ao teor de amido presente nas cascas de mandioca foi realizada de acordo com o método 
oficial AOAC 996.11 – Determinação padrão de amido em cereais.

Para a obtenção do hidrolisado ácido das cascas de mandioca (HCM), 10 g de cascas seca foram pe-
sadas diretamente em frascos Erlenmeyers (500 mL) e adicionados 100 mL da solução de ácido sulfúrico 
(1% m/v), como catalisador. Os frascos contando a mistura reacional, foram levados à autoclave para 
tratamento térmico a 121ºC por 120 minutos. O hidrolisado obtido foi filtrado em papel filtro qualitati-
vo para separação do sólido residual. A partir do filtrado, foram retiradas alíquotas para determinação 
dos açúcares por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). O hidrolisado foi então estocado em 
freezer (5°C) até a sua utilização no cultivo das leveduras. Para o cultivo das leveduras em HCM, o pH 
do hidrolisado foi ajustado para 6,0 com solução de NaOH 10M, centrifugado (5000 rpm, 10 minutos) e 
esterilizado em autoclave a 110 °C, 0,5 atm, por 10 minutos.

Antes do preparo do inóculo, as leveduras selecionadas foram repicadas em tubos contendo ágar YEPD 
e incubados por 24 horas a 30 °C. Após esse período, uma alçada de cada cultura foram transferidas para 
tubos de ensaio contendo água esterilizada e as suspensões obtidas tiveram sua densidade óptica (a 600 nm) 
ajustada para 0,6 unidades. De cada suspensão foram transferidos 2mL para frascos Erlenmeyers (125 mL), 
contendo 25mL de HCM. Os frascos foram incubados em equipamento do tipo Shaker com agitação orbital 
de 180 rpm, a 30 °C, por 96 h. Ao final dos cultivos a biomassa produzida foi recuperada por centrifugação 
(5000 rpm, por 10 minutos) e após 3 lavagens em água destilada, preparou-se uma suspensão concentrada 
(ϯ = 2,5x) para a determinação da massa seca de biomassa. A massa seca foi determinada a partir da adição 
de uma alíquota (5 ml) da suspensão concentrada em cadinhos de porcelana previamente tarados e secos em 
estufa a 105 °C até obtenção de peso constante e assim, determinada a biomassa seca produzida.
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Resultados e Discussão
No processo de isolamento das leveduras, foram obtidas sete culturas isoladas, conforme ilustrado 

na Tabela 2, sendo quatro isoladas de amostras de solo, duas de amostras de água e uma de amostra de 
fruto de açaí.  A partir das características apresentadas em testes macro/micromorfológicos e em testes 
bioquímicos, estas leveduras foram classificadas como pertencentes ao gênero Rhodotorula, e receberam 
uma nomenclatura provisória: Rh S1; Rh S2; Rh S3; Rh S4, para os isolados de amostras de solo; Rh RNA 
e Rh RNB, para os isolados de água do Rio Negro e Rh A1, para o isolado de fruto (Açaí).

Quanto as cascas de mandioca, estas foram obtidas a partir do processamento manual das raízes e 
apresentaram teor de amido de 71%. Na literatura são reportados teores de amido em cascas de mandio-
ca que variam entre 47% para cascas obtidas a partir do processamento mecânico (Bayitse et al., 2015) e 
67% para o processamento manual (Marx e Nquma, 2013). Observa-se que no presente trabalho, o teor 
de amido obtido para as cascas de mandioca estão próximos aos relatados por Marx e Nquma (2013), que 
também obteram as cascas a partir do processamento manual, onde as cascas são completamente remo-
vidas da polpa, aumentando assim o teor de amido presente nesse material, diferentemente do descasque 
mecânico que remove a película marrom (fração não-amilácea) que envolve as cascas de mandioca.

Com relação a obtenção do hidrolisado de cascas de mandioca (HCM), nas condições de hidrólise 
ácida empregadas neste estudo, foi possível obter um licor com 48 g/L (± 0,6) de glicose. Considerando 
que o teor de amido obtido na caracterização destas cascas foi de 71%, a eficiência de hidrólise relativa 

Tabela 2. Ambiente de coleta e características morfológicas das colônias dos isolados.

Ambiente Imagem dos isolados Morfologia da colônia

Rh S1
Solo

Cor Rosa, Aspecto liso, circular, levemente 
brilhante, cremosa, forma convexa.

Rh S2
Solo

Cor laranja, Aspecto liso, circular, levemente 
brilhante, cremosa, forma convexa.

Rh S3
Solo

Cor rosa, Aspecto liso, circular, levemente 
brilhante, cremosa, forma convexa.

Rh S4
Solo

Cor laranja, Aspecto liso, circular, levemente 
brilhante, cremosa, forma convexa

Rh RNA
Água

Cor laranja, Aspecto liso, circular, levemente 
brilhante, mucosa, forma convexa

Rh RNB
Água

Cor rosa, Aspecto liso, circular, levemente 
brilhante, cremosa, forma convexa

Rh A1
Fruto (Açaí)

    
Cor laranja, Aspecto liso, circular, levemente 

brilhante, mucosa, forma convexa
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Conclusões
O hidrolisado da casca de mandioca, nas condições de cultivo utilizadas, apresenta-se como um meio 

de cultivo favorável ao cultivo de leveduras pigmentadas, visto que todos os isolados foram capazes de 
crescer e acumular pigmento. 

Considerando que não foi realizado nenhuma suplementação nutricional ao hidrolisado de cascas de 
mandioca, pode-se concluir que a utilização deste subproduto apresenta-se como uma fonte de carbono 
alternativa para o cultivo destas leveduras.  

Agradecimentos
À Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Amazonas – FAPEAM, pelo apoio financeiro.

Referências
Amorim-Carrilho KT. Cepeda A, Gente C, Regal P 2014. Review of methods for analysis of carotenoids. Trends in 

Analytical Chemistry, 56:49–73.

AOAC 2012. Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis of AOAC international. 19. ed. 
Maryland: AOAC.

Tabela 3. Concentração celular das leveduras selecionadas, após 96 horas de cultivo em HCM.

Levedura Rh S1 Rh S2 Rh S3 Rh S4 Rh RNA Rh RNB Rh A1
Conc. celular 
(g/L)

13,2 ±1,1 12,7 ±0,1 11,78 ±1,5 13,9 ±1,2 11,6 ±1,9 10,7 ±2,4 13,5 ±0,0

a glicose foi de 67,4% (± 0,5). Jasko et al. (2011), avaliando a hidrólise do bagaço de mandioca por via 
ácida (12% de sólidos, utilizando ácido sulfúrico 250 mM, 121 °C e 1 hora de reação), constataram uma 
baixa eficiência de hidrólise, 20%. Segundo os autores as fibras presentes no material foram as princi-
pais responsáveis pela baixa eficiência de hidrólise. Devido à escassez de dados na literatura referentes à 
obtenção de hidrolisados açucarados a partir de cascas de mandioca, os resultados obtidos no presente 
estudo, com 10% de sólidos, são considerados adequados para a posterior utilização em processo fer-
mentativo, uma vez que foram obtidos aproximadamente 50g/L de glicose. 

Quanto aos cultivos em HMC, foi possível observar crescimento para todas as leveduras selecionadas, 
com variação 10,67 à 13,96 em massa seca, conforme pode ser observado na Tabela 3, e que as biomassas 
obtidas apresentaram coloração característica de acumulação de pigmentos carotenoides. 

Visto que todas as leveduras apresentaram crescimento, foi realizada uma análise de variância, a fim 
de identificar a significância entre os valores de biomassa obtidos. No entanto, como pode ser observado 
na Tabela 4, não houve diferença significativa ao nível de 95% de confiança, entre as biomassas obtidas, 
visto que o valor de F crítico foi quase três vezes superior ao valor de F tabelado.  

Os resultados obtidos mostraram que o HCM, contem nutrientes essenciais ao crescimento das le-
veduras selecionadas como potenciais produtoras de carotenoides. No entanto, o critério de produção 
de biomassa não é suficiente para destacar a melhor produtora, sendo necessário ainda a quantificação 
dos carotenoides totais presentes em cada levedura. Sendo assim, etapas de extração e quantificação dos 
carotenoides estão previstas para trabalhos futuros. 

Tabela 4. Análise de variância para validação da significância as massas obtidas em cada cultivo.

Fonte da variação SQ Gl MQ F valor-P* F crítico
Entre grupos 16,85 6 2,81 1,39 0,34 3,87
Dentro dos grupos 14,17 7 2,02
Total 31,02 13

Para p≤0,05



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 3304

Banzatto D, Freita LA, Mutton MJR 2013. Carotenoid production by Rhodotorula rubra cultivated in sugarcane juice, 
molasses, and syrup. Ciência e Tecnologia de Alimentos, 33(01):14–18.

Bayitse R, Hou X, Bjerre AB, Saalia FK 2015. Optimisation of  enzymatic hydrolysis of  cassava peel to  produce 
fermentable sugars. AMB Express, 5(60):1-7.

Bhosale P, Grade R 2001 . Production of beta-caroteno by a Rhodotorula glutinis mutant in sea water medium. 
Bioresource Technology, 76:53–55. 

Downham A, Collins P 2000. Colouring our food in the last and next millennium. International Journal of Food Science 
and Technology 35:5.

Ferreira MM, Zamith HPS, Abrantes S 2014. Astaxantina: seu uso como corante natural alimentício. Rev Inst Adolfo 
Lutz. São Paulo, 73(1):1-8.

IBGE 2017. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística. Produção Agrícola Municipal, 2017. Disponível em: https://
sidra.ibge.gov.br/tabela/1612.

Machado WRC, Burkert JFM 2014. Produção de carotenoides microbianos pela levedura Sporidiobolus pararoseus 
utilizando coprodutos. Revista de Engenharia e Tecnologia, 6(2):59–69.

Marx S, Nquma TY 2013. Cassava as feedstock for ethanol production in South Africa. African Journal of Biotechnology, 
12(31):4975-4983.

Mesquita SS, Teixeira CMLL, Servulo EFC 2017. Carotenoides: Propriedades, Aplicações e Mercado. Rev. Virtual 
Quim., 9(2):672-688.

Mezzomo N, Ferreira SRS 2016. Carotenoids functionality, sources, and processing by supercritical technology: A 
review. Journal of Chemistry, 2016:1–16. 

Moreira FMS, Huising EJ, Bignell DE 2010. Manual de biologia dos solos tropicais. 1ª ed. Universidade Federal de 
Lavras, Lavras. Minas Gerais. 

Mulders KJM, Lamers PP, Martens DE, Wijffels RH 2014. Phototrophic pigment production with microalgae: biological 
constraints and opportunities. Journal of Phycology, 50: 229.

Palanichamy V, Hundet A, Mitra B, Reddy N 2011. Optimization of cultivation parameters for growth and pigment 
production by Streptomyces spp. solated from marine sediment and rhizosphere soil. Int. Journal of Plant, Animal 
and Env. Sciences, 1:3.

Saha N, Samanta AK, Chaudhuri S, Dutta D 2015. Characterization and antioxidant potential of a carotenoid from a 
newly isolated yeast. Food Science and Biotechnology, 24(1):117–124. 

Valduga E, Tatsch PO, Tiggemann L, Treichel H, Toniazzo G, Zeni J, Di Luccio M, Fúrigo Júnior A 2009. Produção de 
carotenoides: microrganismos como fonte de pigmentos naturais. Química Nova, 32(9):2429-2436.



Oliveira, L.A.; Oliveira, J.G.S.; Gasparotto, L.; Jesus, M.A.; 
Rocha, L.C.; Bentes, J.L.S.; Kirsch, L.S.; Andrade, S.L.
Diversidade Microbiana da Amazônia. vol. 3, 2019 305

Avaliação da ação leishmanicida de Fusarium solani sobre 
promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania guyanensis

Tarcila Araújo Alves1, Rêgila Mello Nascimento2, Lucas de Azevedo Rêgo3,  
João Vicente Braga de Souza4, Liliane Coelho da Rocha5,  
Flávia Regina Almeida Campos Naief Moreira6

1 PG Biotecnologia, Universidade Federal do Amazonas
2 G Ciências Biológicas, Universidade do Estado do Amazonas
3 G Ciências Biológicas, Universidade Federal do Amazonas
4 Pesquisador, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia
5 Pesquisador, Universidade do Estado do Amazonas
6 Pesquisador, Universidade Federal do Amazonas
 Emails: tarcilaaraujoalves@gmail.com, regilamn@gmail.com, lucas-rego.bio@outlook.com,  
joao.souza@inpa.gov.br, lcrocha@uea.edu.br, fracampos@yahoo.com.br.

Resumo
A busca por novos tratamentos alternativos para a Leishmaniose Tegumentar Americana se mostra de 
extrema relevância. Desta forma, a bioprospecção de agentes com atividade anti-leishmania são ne-
cessários para a descoberta de novos fármacos mais eficientes e menos invasivos aos pacientes que 
os tratamentos atuais. Nesse contexto, objetivamos testar a atividade de extratos do fungo isolado do 
solo amazônico Fusarium solani contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania 
guyanensis. O fungo isolado e liofilizado foi ressuspendido em meio RPMI para formação dos extratos e 
por fim filtrados antes de ser aplicado nas amostras em triplicata com os parasitos. O controle negativo 
foi composto de meio RPMI e o controle positivo de Glucantime®. A concentração do extrato de 750 µg/
mL apresentou atividade contra L. amazonensis, pois mostrou um menor número de indivíduos vivos/
mL que o controle negativo e maior porcentagem de indivíduos mortos que o controle positivo. Os extra-
tos não mostraram efeito significativo contra L. guyanensis o que nos sugere que o extrato tem atividade 
espécie-dependente. Desse modo, é necessária a realização de novos ensaios para melhor compreensão 
dos mecanismos de ação dos extratos de F. solani contra as formas promastigotas de L. amazonensis e 
analise contra amastigotas das duas espécies.

Palavras-chave: Ação anti-leishmania, bioprospecção, fungos de solo, tratamento, LTA.

Introdução
A Leishmaniose é considerada pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como uma das doenças tro-

picais negligenciadas de maior relevância, entrando para a lista de metas de erradicação até 2022 (OMS, 
2017).  A Leishmaniose é causada por parasitos do gênero Leishmania, e apresenta duas formas distintas 
morfofisiologicamente em seu desenvolvimento (Scott e Novais, 2016). Os vetores da leishmaniose no Novo 
Mundo são flebotomíneos do gênero Lutzomyia (Rath, 2003). Ela se manifesta em dois tipos de infecção: 
como cutânea ou tegumentar e visceral (Silva, 2012). A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma 
das doenças infecto-parasitárias com maior disseminação no continente americano segundo a OMS (2017). 

No Brasil, a LTA continua sendo uma doença comum à população de baixa renda que habita regiões pe-
riurbanas e urbanas (Dantas-Torres, 2006; Brasil, 2017). Os tratamentos utilizados atualmente no Brasil apre-
sentam diversas controvérsias tanto em relação à aplicação quanto à eficiência (Oliveira et al., 2011; Castro 
et al., 2017). Deste modo, a busca por tratamentos alternativos para a LTA se mostra de extrema relevância.

A bioprospecção de agentes com atividade anti-leishmania, tanto leishmanicida quanto leishmaniostá-
tica, são importantes caminhos para a criação de novos fármacos mais eficientes e menos invasivos aos 
pacientes (Ponte-Sucre et al., 2017). Levando em consideração a grande diversidade fúngica na região ama-
zônica e a utilização destes em diversas áreas da biotecnologia, com ênfase em seu uso como antibióticos, 
a bioprospecção de fungos com atividade anti-leishmania deve ser incentivada (Abreu et al., 2015).  
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O gênero Fusarium inclui numerosas espécies tóxicas capazes de colonizar os mais diversos ambien-
tes (Zabka e Pavela, 2018; Munkvold, 2017). De acordo com Leslie e Summerell (2006), existem mais 
de 80 espécies fitopatogênicas de Fusarium. A fusariose é uma doença que afeta a casca das plantas 
adultas e interfere em diversos setores de produção agrícolas, como na do látex (Pizetta, 2017), na pro-
dução de orquídeas ornamentais (Srivastava et al., 2017) e na de sementes do sorgo sacarino (Sorghum 
bicolor). A espécie Fusarium solani é reconhecidamente fitopatogênica (Al-Hatmi et al., 2018). Porém, 
esta apresenta grande potencial farmacológico devido a seus metabólitos secundários. Por exemplo, 
a biossíntese de nanopartículas de prata (AgNP) por Fusarium oxysporum que induziram à morte de 
formas amastigotas e promastigotas de L. amazonensis in vitro (Fanti et al., 2018) e os compostos 
bioativos obtidos a partir do F. solani com atividades antimaláricas, anticancerígenas e antimicrobianas 
(Kumar et al., 2017), potencial citotóxico e antimicrobiano (Ibrahim et al., 2017). Desse modo, existe 
grande interesse biotecnológico de mais estudos sobre a função anti-leishmania de F. solani. Neste tra-
balho, temos como objetivo geral avaliar in vitro a ação anti-leishmania de substâncias produzidas pelo 
fungo Fusarium solani contra formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis.

Material e métodos
O bioprocesso para produção dos antimicrobianos foi realizado em Erlenmeyers (150 mL) contendo 

50 mL de Caldo Batata Dextrose. Esse meio foi inoculado com 1x104 esporos.mL-1 do fungo Fusarium 
solani e incubados por 14 dias, sob agitação orbital (100 rpm) a 25ºC. Após esse período, a biomassa foi 
separada por filtração, o filtrado foi esterilizado por microfiltração e submetido à liofilização. O concen-
trado obtido foi submetido à determinação da atividade anti-leishmania.

Foram utilizadas as cepas de referência Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania 
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147). Os parasitos foram cultivados em meio RPMI 1640 (Himedia) com-
pleto, suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFBi) em estufa a 25ºC para os bioensaios 
e criopreservação. 

Para a avaliação do crescimento das formas promastigotas de Leishmania spp., 1x106 promastigotas. 
mL-1 foram colocadas em meio de cultura RPMI completo e incubadas em estufa a 25ºC +/- 1ºC por 
dez dias. A cada 24 horas, foram retiradas alíquotas diluídas (1:1000) coradas com azul de Tripan para 
quantificação em câmara de Neubauer, com o auxílio de microscópio óptico em aumento de 400 X. A 
média aritmética das contagens foi utilizada para calcular o número de parasitos em 3 mL de cultura. 
Para os estudos, foram utilizadas as formas promastigotas de cultivo axênico na fase inicial logarítmica, 
na qual ocorrem as formas consideradas infectantes. As curvas foram construídas utilizando o software 
Excel®Microsoft. O terceiro dia de crescimento foi escolhido para a realização dos ensaios com as duas 
espécies de parasitos (Figura 1).

A atividade anti-leishmania do composto fúngico foi avaliada pela inibição do crescimento e mor-
talidade das formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis. Antes de cada experimento, foi 
observado a motilidade flagelar e a morfologia. Para a realização do bioensaio as formas promastigotas 
foram centrifugadas e ajustadas para obtenção da concentração parasitária de 1, 5x106células/mL.

O controle negativo foi constituído de meio RPMI completo e parasitos (106). O controle positivo 
utilizado foi Glucantime® na concentração de 30 µg/mL. As concentrações utilizadas para avaliação dos 
extratos filtrados foram de 750 µg/mL, 500 µg/mL, 250 µg/mL e 125 µg/mL, respectivamente, em volume 
final de 60 µL por réplica. 

A atividade das amostras foi avaliada pela inibição do crescimento e mortalidade de promastigotas de 
L. amazonensis e L. guyanensis após incubação na presença das mesmas no período de 72 horas, na tem-
peratura de 25 oC em estufa. Foi efetuada a contagem nos períodos de 24, 48 e 72 horas de células vivas 
e mortas (utilizando o corante Azul de Tripan e avaliando a motilidade celular) em câmara de Neubauer 
em microscópio óptico, aumento de 400 vezes. As quantificações foram executadas em triplicatas da qual 
foi retirada a média e desvio padrão do número de parasitos vivos e mortos e a porcentagem de ambos de 
acordo com o dia. Os valores relativos ao número de mortos encontrados foram utilizados posteriormente 
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para o cálculo da concentração inibitória de 50% (CI50) a partir do cálculo da reta obtido pelo gráfico de 
porcentagem de indivíduos mortos no programa Excel®Microsoft.

Para a determinação de atividade anti-leishmania foi realizada estatística descritiva (média e desvio 
padrão entre réplicas) seguida de análise de variância pelo teste de ANOVA: dois critérios para dados 
paramétricos, sendo adotado o valor de p<0.05 quando houver diferença significativa entre as médias. 
Médias diferentes foram analisadas por meio de Teste de Tukey. Para análise de normalidade foi utilizado 
o teste de Lilifors, com grau de diferença significativa em p<0.05. O cálculo de concentração inibitória 
50% (CI50) foi realizado através do cálculo da reta do número de parasitos mortos. A Análise estatística 
foi realizada no programa Biostat 5.0™.

Resultados e Discussão
O extrato do filtrado liofilizado de F. solani foi efetivo contra as formas promastigotas de L. amazonen-

sis na concentração de 750 µg/mL, como observado na Figura 2 – A, apresentando menor média de pa-
rasitas vivos por triplicata que o controle negativo tendo o nível de significância em p=0.0367 (ANOVA).

Ainda em relação à atividade citotóxica, foi observada efetividade na concentração de 750 µg/mL do 
extrato filtrado de F. solani pelo percentual de 59,7% de parasitos mortos em L. amazonensis em relação 
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Figura 1. Curva de crescimento de L. amazonenses (A) e L. guyanensis(B) cultivados durante 10 dias. 
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aos 46,4% e 44,8 % mortos por Glucantime, respectivamente. A concentração de Glucantime utilizada é 
a mesma presente em ampolas comerciais utilizadas para o tratamento de LTA. A concentração necessá-
ria para atingir o CI50 em L. amazonensis foi de 730,2 µg/mL. 

Em L. guyanensis, no entanto, não foi verificada diferença quanto ao número de parasitos vivos em 
nenhuma concentração quando comparada ao controle negativo e controle positivo, p=0.5314 (ANOVA). 
Desse modo foi constatado que não há atividade leishmanicida nos extratos de F. solani para esta espécie, 
mostrando que o efeito é espécie-dependente (Figura 2-B). Em ambas as espécies não houve diferença 
significativa no número de parasitos vivos entre os dias de cultivo.

Existem poucos trabalhos descritos em literatura sobre a espécie L. guyanensis, mesmo que esta seja 
uma das maiores causadoras de LTA na Amazônia (Benicio et al., 2011). Contudo, vemos em literatura a 
alta resistência de L. guyanensis aos tratamentos disponíveis. Esta resistência está associada a diversos 
fatores, principalmente a sua associação a vírus, como o vírus de RNA leishmânico (Ives et al., 2013; 
Bourreau et al., 2103). Além disso, a resistência quanto às drogas de primeira escolha pode ser associada 
aos tipos de reprodução realizada pelos parasitas que segundo a simulação realizada por Rougeron et al. 
(2011) pode ser endogâmica e sexuada, sugerindo uma resposta adaptativa do protozoário ao tratamento. 

Figura 2. Número de parasitos de L. amazonensis (A) e L. guyanensis (B) tratados com diferentes concentrações 
de extrato filtrado de Fusarium solani. No gráfico, asterisco denota diferença significativa (p<0.05, teste de Tukey) 

entre médias de diferentes tratamentos e o controle negativo durante as 72 horas.
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A ação de F. solani em promastigotas de L. amazonensis é corroborado pelo resultado de Fanti et al. 
(2018), onde o F. oxyspporum, também apresentou atividade contra essa espécie de Leishmania. Neste 
estudo, a atividade deu-se em função das partículas de prata biogênicas produzidas por F. oxysporum. 

As concentrações utilizadas no presente estudo foram mais altas devido a menor pureza do extrato 
em relação à substância pura como descrito por Fanti et al. (2018). Contudo, ainda foi verificada maior 
atividade anti-leishmania do que a realizada pelo isotionato de metilglutamina em dose comercial, ou 
seja, sua efetividade em formas promastigotas é mais alta que a vista na droga de primeira escolha.

Conclusões
O extrato filtrado do caldo liofilizado de F. solani apresenta atividade leishmanicida espécie-dependen-

te. Este apresentou ação citotóxica somente na espécie L. amazonensis em contraposição à L. guyanensis. 

A concentração inibitória de 50% contra L. amazonensis, foi de 730,2 µg/mL. Apesar das diferentes 
respostas entre as espécies de parasito para a forma promastigotas, sugere-se a realização de teste com a 
forma amastigotas das duas espécies. 

Outros testes também devem ser realizados para melhor entendimento do mecanismo de ação dos 
extratos filtrados nas formas promastigotas de L. amazonensis.
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Resumo
A microbiota transitória, que coloniza a camada superior da pele, é de mais fácil remoção pela lavagem 
das mãos e é frequentemente adquirida pelo contato com doentes ou com superfícies contaminadas daí a 
importância da higienização das mãos na prevenção da transmissão das infecções hospitalares por contato 
direto ou indireto com pacientes. O trabalho objetivou identificar a presença de bactérias nas mãos e unhas 
de estagiários de uma clínica veterinária na cidade de Manaus, Amazonas. A amostra foi obtida de 28 alu-
nos estagiários de uma clínica veterinária, sendo 18 estagiários do setor clínico e 10 do setor do laboratório, 
com idades entre 19 e 38 anos e cursando do 2º ao 10º período de medicina veterinária. Verificou-se que 
a maior frequência entre os setores da clínica e do laboratório foi de estafilococos Gram-positivos e uma 
menor quantidade de bacilos Gram-negativos presentes em coletas de amostras dos dois setores. Com a 
realização deste estudo constatou-se uma necessidade em promover a adesão à higiene das mãos e alertar 
para a necessidade de programas de informação atualizados, de modo a motivar e sensibilizar os alunos 
em relação à problemática da má/não higiene das mãos em serviços de saúde de assistência a animais.

Palavras-chave: Atendimento, Bactéria, Higiene, Laboratório.

Introdução
O crescimento de microrganismos pode ser afetado tanto por interações populacionais entre outros mi-

crorganismos que compõem o corpo humano ou também por fatores físicos e químicos do ambiente (Rosa 
e Araújo, 2012). No entanto para Schaechter et al. (2002) a microbiota normal embora não cause zoonose 
e, em alguns casos, até promova benefícios, pode tornar indivíduos doentes ou infectar pessoas próximas.

Price (1938) estabeleceu que a microbiota presente nas mãos pode ser dividida em duas categorias: 
residente e transitória. A microbiota residente é composta de microrganismos que residem em células 
superficiais, que se multiplicam e se mantêm em equilíbrio com as defesas do hospedeiro sendo por isso 
mais resistente à remoção com água e sabão. Já a microbiota transitória, coloniza as camadas superfi-
ciais da pele, provenientes de fontes externas, sobrevivendo esporadicamente, podendo se multiplicar 
e colonizar temporariamente os estratos mais superficiais. As mãos dos profissionais de saúde podem 
se tornar persistentemente colonizadas por microbiota patogênica como Staphylococcus aureus, bacilos 
Gram-negativos ou leveduras em áreas críticas como unidades com pacientes imunocomprometidos, 
pacientes cirúrgicos e unidades de cuidados intensivas, que podem ter um papel crucial nas infecções 
associadas aos cuidados de saúde (WHO, 2009).

É importante salientar que, segundo Santos e Gonçalves (2009), um dos principais meios de veiculação 
de doenças causadas por bactérias, ocorre por meio das mãos. Por esta razão, a lavagem das mãos é 
uma ação simples e importante na prevenção de infecções que possam acometer humanos e animais. 
A higienização das mãos vem sendo reconhecida e recomendada, desde 1846, como prática obrigatória 
para os profissionais da área da saúde, com base na constatação de sua efetividade na redução das 
infecções e, consequentemente, de mortalidade entre os pacientes (Oliveira e Paula, 2011).

Logo, a importância da higienização das mãos na prevenção da transmissão das infecções hospitala-
res é baseada na capacidade da pele de abrigar microrganismos e transferi-los de uma superfície para a 
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outra, por contato direto, pele com pele, ou indireto, por meio de objetos (Santos, 2002). Segundo Mattos 
et al. (1996), a lavagem das mãos quebra a cadeia epidemiológica no elo chamado veículo de transmissão 
uma vez que elimina e reduz substancialmente a quantidade de microrganismos recolhidos em outros lo-
cais e que seriam transportados por meio do contato direto entre pessoas ou indireto por meio de objetos.

Para Santos (2002), a água e o sabão são considerados como maneira simples de higienização das 
mãos, há também outros produtos antissépticos chamados de soluções de base alcoólica, que diminuem 
o risco de transmissão microbiana favorecendo a higienização dos profissionais de saúde em ambientes 
em que utilizam as mãos.

A higiene das mãos pode ser feita por diferentes produtos e técnicas, dependendo apenas do objetivo 
a qual se destina esta medida individual e simples, menos dispendiosa e mais efetiva na redução das 
infecções associadas aos cuidados de saúde, contribuindo de igual modo para a redução da morbidade e 
mortalidade (Brasil, 2010).

Entretanto, vale observar que, com o aumento de novas formas e tipos de microrganismos, a preocu-
pação com infecções em locais de assistência à saúde se tornou um dos principais problemas de saúde 
pública. Pois estas infecções são impactantes causando um aumento da resistência dos microrganismos 
a antimicrobianos. No entanto, verifica-se que as mãos dos profissionais da área da saúde servem como 
veículo de infecções cruzadas no ambiente hospitalar e demais locais de assistência à saúde (Brasil, 
2010). Portanto, o estudo teve o objetivo de identificar a presença de bactérias nas mãos e unhas de es-
tagiários de uma clínica veterinária na cidade de Manaus, Amazonas.

Material e Métodos
Esta pesquisa consistiu em um estudo observacional descritivo do tipo transversal, realizado em uma 

clínica veterinária situada na cidade de Manaus, AM com preenchimento do Termo de Consentimento 
Livre Esclarecido (TCLE) por parte de todos os participantes.

A amostra foi composta por coleta de material oriundo de 28 estagiários da clínica veterinária, sendo 
18 estagiários do setor de Clínica Médica e 10 do setor do Laboratório, nove do sexo masculino e 19 do 
sexo feminino, com idades entre 19 e 38 anos e cursando do segundo ao décimo períodos de graduação 
em medicina veterinária. 

Na coleta do material foi utilizado swab estéril, de forma angular, passando com movimentos gira-
tórios, da parte inferior da palma até a extremidade de cada dedo. Os movimentos na palma da mão 
foram do tipo vai-e-vem, de modo a avançar em um dos lados das mãos até onde se iniciam as linhas dos 
punhos, passando depois entre os dedos e no final embaixo das unhas segundo metodologia de Rosa e 
Araújo (2012) (Figura 1). As coletas foram realizadas ao final do expediente por volta das 17h. Para cada 
aluno foram realizadas duas coletas: a primeira sem assepsia das mãos e a segunda após assepsia com 
escovinha, água e sabão, e posteriormente passagem do álcool 70%, segundo metodologia recomendada 
pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Brasil, 2010). O material de cada coleta foi armazenado 
em tubos de ensaio rosqueáveis contendo 2mL de água peptonada a 0,1% esterilizada.

Figura 1. Coleta do material das mãos e unhas. Em (A) coleta de forma angular, passando com movimentos 
giratórios, da parte inferior da palma de modo a avançar em um dos lados das mãos até onde se iniciam as linhas 
dos punhos; (B) passagem do swab entre os dedos;(C) movimentos de vai e vem nas bordas das unhas e passando 

por último em baixo das unhas.
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Logo após as coletas, as amostras armazenadas nos tubos de ensaio foram transportadas, dentro de 
uma caixa de isopor sem gelo, para um laboratório de análises clínicas veterinário. Dentro de uma capela 
de fluxo laminar (Esco - Optmair –Laminar flow Cabinet) as amostras de cada estagiário foram semeadas 
por método de estria em uma placa de Petri com duas divisórias contendo o meio ágar Lúria Bertani (LB), 
em um dos lados foi semeada amostra de material das mãos e unhas sem assepsia e no outro lado da 
placa amostra de material após assepsia. Feito este procedimento, as placas foram incubadas em estufa 
bacteriológica (ECB 1.2 digital - Odontobrás) a 37 ºC por 24 horas para o cultivo bacteriano.

Após 24 horas de incubação, as placas de Petri foram retiradas da estufa e levadas a capela de fluxo 
laminar para preparação dos esfregaços. As lâminas foram identificadas de acordo com cada coleta rea-
lizada com e sem assepsia das mãos, mantendo uma ordem de data e setor do estágio. Para cada lâmina 
foi colocada uma gota de solução salina fisiológica, e com o auxílio da alça bacteriológica devidamente 
esterilizada coletou-se uma pequena amostra da colônia. Com movimentos de rotação por meio da alça 
bacteriológica, o material coletado foi esfregado de forma oval para se obter um esfregaço, bem fino e 
uniforme, após esse procedimento houve a fixação das lâminas no bico Bunsen passando a lâmina do 
lado oposto ao esfregaço três vezes na chama rapidamente.

Para a visualização da morfologia bacteriana e diferenciação de bactérias Gram-negativas e positivas, 
foi realizada a técnica de coloração de Gram (Gram, 1884).

Resultados e Discussão
Foram coletadas 28 amostras sem assepsia e 28 amostras após a assepsia das mãos e unhas de esta-

giários de uma clínica veterinária na cidade de Manaus, AM.

Após as coletas e processamento de todas as amostras e processamento, houve isolamento e cres-
cimento de colônias bacterianas em todas as amostras dos estagiários antes da realização da assepsia. 
As características morfológicas macroscópicas que as colônias apresentaram foram arredondadas e de 
coloração branca. Supõe-se que as colônias observadas seriam de bactérias do gênero Staphylococcus 
spp. pois, de acordo com Koneman (2012), as colônias de bactérias deste gênero apresentam-se macros-
copicamente com morfologia de aspecto lisao, butiráceas e exibem um perfil convexo baixo, com borda 
contínua e variação de tamanho das colônias na mesma placa de cultura, dando aparência de uma cultu-
ra mista. Podendo também demonstrar variações de pigmentação esbranquiçadas, amarelas e laranjadas 
num período de incubação maior em temperatura ambiente de dois a três dias.

Foi possível visualizar a diferença de quantidade de colônias entre amostras de mãos e unhas sem 
assepsia e com assepsia, houve uma diminuição da quantidade de colônias em 83,3% (15/18) das placas 
do setor clínica e em 16,7% (3/18) das placas não houve nenhum crescimento. Nas amostras do setor 
do laboratório 90% (9/10) das placas apresentaram diminuição da quantidade de colônias e em 10% 
(1/10) não houve nenhum crescimento (Figura 2). A higienização simples com água e sabão possui como 
função remover a microbiota transitória que coloniza as camadas superficiais da pele, assim como o suor, 
a oleosidade e as células mortas, retirando a sujidade propícia à permanência e à proliferação de mi-
crorganismos (Brasil, 2010). Porém, esta diminuição só ocorreu após a realização da assepsia das mãos, 
segundo a metodologia descrita pela Anvisa (Brasil, 2010), a qual especifica que o uso de substâncias 
com base alcoólica associada à fricção das mãos possui como finalidade a redução da carga microbiana.

Na coloração de Gram foi observada a morfologia isolada de bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas. Na Figura 3, visualizam-se as formas de bactérias encontradas, sendo: estafilococos, estrepto-
cocos, diplococos e bacilos. Verificou-se que a maior frequência entre os setores da clínica e do laborató-
rio foi de estafilococos Gram-positivos e foi detectada uma menor quantidade de bacilos Gram-negativos 
presentes nas coletas de amostras dos dois setores (Tabela 1 e 2).

Foi visualizada nas placas uma quantidade maior de colônias nas amostras de mãos e unhas dos es-
tagiários do laboratório antes da assepsia e ocorreu uma menor diminuição nesta quantidade após a as-
sepsia. Foi observado que estes estagiários realizaram todo procedimento, porém, não tiveram paciência 
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para esperar o tempo adequado da técnica, provavelmente este foi o motivo de ter ocorrido uma menor 
redução na quantidade de colônias após a assepsia. Segundo Pittet (2003), a contagem total de bactérias 
nas mãos de profissionais de saúde pode oscilar de pessoa para pessoa, pois, o nível de contaminação 
nas mãos reflete o tipo e a intensidade do contato que o profissional da saúde tem com o paciente, como 
atividades que envolvam o contato direto com a pele e mucosas, tais como manipulação de instrumentos 
que possam auxiliar na hora do atendimento ao paciente e coletas de secreções para análises laborato-
riais. No entanto, para esta investigação, foi avaliada a presença de microrganismos durante o exercício 
da atividade acadêmica, observando-se uma contagem alta de bactérias nas mãos dos estagiários da 
clínica veterinária devido ao fato de manter maior contato com o animal no consultório.

Na visão de Bjerke (2004), as mãos de profissionais de saúde são a principal via de transmissão cruza-
da de infecções hospitalares, tornando-se contaminadas no cuidado de pacientes infectados que possam 
ser colonizados durante o contato com fômites, equipamentos ou superfícies contaminadas, caso não 

Figura 2. Colônias bacterianas de coloração branca em Meio Ágar Luria-Bertani. (A) amostras oriundas de 
estagiários de uma clínica veterinária na cidade de Manaus, AM, (01) crescimento bacteriano de amostras 

coletadas de mão e unha antes da assepsia, (02) ausência de crescimento bacteriano após assepsia das mãos,  
(B) crescimento bacteriano de amostras coletadas de estagiário do setor de laboratório tanto com assepsia prévia 

das mãos (01) quanto após assepsia das mãos (02).

Figura 3. Caracteristicas microscópica das bactérias coletadas de mãos e unhas de estagiários de uma clínica 
veterinária na cidade de Manaus, AM. Em (A) bacilos Gram-negativos; (B) estafilococos Gram-positivos;(C) 

diplococos Gram-positivos; (D) estreptococos Gram-positivos.
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Tabela 2. Quantidade de colônias de bactérias isoladas de amostras das mãos sem assepsia 
e após assepsia de estagiários de uma clínica veterinária na cidade de Manaus, AM. 

Estagiário
Sem Assepsia
(Qtd. colônias)

Com Assepsia
(Qtd. colônias)

Gram* 
Morfologia
Bacteriana

1 70 20 + diplococos
2 106 9 + estafilococos
3 500 85 + estafilococos
4 180 66 + estreptococos
5 200 92 + estafilococos
6 15 3 - bacilo
7 24 9 + estafilococos
8 32 - + estafilococos
9 53 10 + estafilococos
10 42 5 + estafilococos
MÉDIA 122,2 33,22

*Gram-positivo (+); Gram-negativo (-)

Tabela 1. Quantidade de colônias de bactérias isoladas das mãos sem assepsia e após assepsia 
de estagiários de uma clínica veterinária na cidade de Manaus, AM.

Estagiários
Sem Assepsia
(Qtd. colônias)

Com Assepsia
(Qtd. colônias)

Gram* Morfologia Bacteriana

1 500 26 + estafilococos
2 156 80 + estafilococos
3 289 20 + estafilococos
4 50 10 + diplococos
5 96 46 - bacilos
6 160 74 + estreptococos
7 19 2 - bacilos
8 82 1 + estreptococos
9 50 10 + estafilococos
10 47 5 - bacilos
11 178 4 + diplococos
12 109 7 + diplococos
13 20 - + estafilococos
14 121 29 - bacilos
15 48 2 + estreptococos
16 64 - + estafilococos
17 122 - + diplococos
18 17 3 + estreptococos
MÉDIA 118,22 21,26

*Gram-positivo (+); Gram-negativo (-)

seja realizada uma higienização adequada. De acordo com Kluytmans et al. (1997) e Santos (2000), estas 
bactérias presentes nas mãos podem ser encontradas como colonizadores da microbiota normal da pele e 
mucosas de seres humanos, principalmente naqueles que atuam como profissionais de saúde. Um estudo 
realizado com profissionais de saúde estimou que as mãos de 20% a 30% desses profissionais estejam 
colonizadas por essas bactérias apontando estas como importantes fontes de infecção para indivíduos 
susceptíveis (Geubbels et al., 2000).

Nesta pesquisa observou-se que estes microrganismos podem ser encontrados nas mãos devido à falta 
de uma correta higienização, podendo ser transmitidos diretamente para sítios sistêmicos do paciente 
onde colonizaria e desenvolveria a infecção. De acordo com Sánchez et al. (2007), a higienização das 
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mãos é a medida mais importante para prevenir as infecções associadas aos cuidados de saúde. As reco-
mendações para sua adequada realização têm sido um dos pontos básicos dos programas de prevenção 
e controle de infecções. No entanto, a lavagem de mãos é o procedimento mais importante e menos dis-
pendioso para evitar a transmissão de infecções hospitalares. A média de oportunidades para a lavagem 
das mãos varia entre as diversas unidades de um local de assistência à saúde, mas em geral a aquisição 
de patógenos é reduzida quando a higienização das mãos é realizada frequentemente. Com a realização 
deste estudo constatou-se uma necessidade em promover a adesão à higiene das mãos, alertar para a ne-
cessidade de programas de formação atualizados, de modo a motivar e sensibilizar os alunos em relação 
à problemática da não higiene das mãos em serviços de saúde de assistência a animais.

Conclusão
Foram isoladas com maior frequência colônias com características morfológicas do gênero 

Staphylococcus spp. Gram-positivo e visualizada uma quantidade maior de colônias nas amostras oriun-
das de mãos e unhas de estagiários do laboratório antes e após a realização de assepsia.
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Resumo
A coexistência entre patógenos fúngicos e doenças pulmonares é uma condição clínica de grande espec-
tro. Dentro desse cenário a Candida albicans insere-se como potencialmente patogênico. Esse estudo 
observacional, descritivo e transversal visou analisar a presença de infecção pulmonar fúngica associada 
a pneumopatologias. Utilizou-se amostras clínicas pulmonares de pacientes com suspeita de doença 
respiratória na Fundação Hospital Adriano Jorge no período de janeiro a agosto de 2017. As amostras 
foram semeadas em meio ágar Sabouraud e mantidas à temperatura de 37°C. Após o crescimento, foi 
realizada a purificação, isolamento e identificação dos fungos patogênicos. Ao todo foram coletadas qua-
torze amostras clínicas, oito obtiveram crescimento fúngico satisfatório e foram selecionadas para um 
estudo dos dados clínicos e epidemiológicos. Utilizou-se meio específico Chromagar Candida, análise da 
micromorfologia e o teste do tubo germinativo para identificação das colônias leveduriformes obtidas das 
amostras selecionadas, obtendo-se como resultado a identificação de C. albicans em 50% das amostras. 
C. albicans e Candida sp. (não albicans) foram as espécies prevalentes nesta pesquisa. Por haver risco de 
disseminação, esse estudo se torna importante para obter melhores desfechos permitindo um tratamento 
mais adequado ao paciente e melhor qualidade de vida. 

Palavras-chave: Infecção, Fúngica e Doença pulmonar. 

Introdução
As leveduras estão fisiologicamente presentes na flora da mucosa oral e do intestino dos adultos, 

porém podem causar infecções graves principalmente em pacientes imunossuprimidos (Lindau et al., 
2015). A coexistência entre patógenos fúngicos e doenças pulmonares como a tuberculose é uma condi-
ção clínica que, na maioria das vezes, ocorre em imunossuprimidos, porém, pacientes imunocompeten-
tes também podem desenvolver essa condição (Fontalvo, 2016).

Para Kali et al. (2013), a Candida albicans surge como um fungo potencialmente patogênico em pa-
cientes com doenças broncopulmonares. Atualmente, devido ao crescente uso de antibióticos de amplo 
espectro e do uso de drogas imunossupressoras a candidíase respiratória secundária a tuberculose tem 
ganhado maior relevância.

Conforme Peixoto et al. (2014), a candidíase, patologia causada por leveduras do gênero Candida, 
pode resultar em uma ampla variedade de síndromes clínicas. Segundo Montero et al. (2013) e Shweihat 
e Perry (2015), por não haver apresentação clínica ou radiológica específica o diagnóstico da candidíase 
pulmonar torna-se difícil, porém, a presença de Candida ssp. em amostras clínicas não deve ser ignorada, 
visto que, pode induzir a diferentes diagnósticos e tendo como consequência abordagens terapêuticas de 
forma errônea, culminando em uma alta taxa de morbimortalidade. 

Existe grande relevância na identificação da etiologia fúngica, visto que, em alguns casos recebem 
conduta terapêutica inicial ineficaz (Faria et al.2004). Por tanto faz-se necessário a ampliação desta 
pesquisa para melhor compreensão da associação entre infecção fúngica pulmonar associada a outras 
patologias do trato respiratório inferior. 
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Material e Métodos
Esta pesquisa Trata-se de um estudo observacional descritivo transversal. Para tanto, foram utilizadas 

amostras clínicas pulmonares oriundas dos pacientes que passaram por coleta de material biológico com 
suspeita de doença respiratória na Fundação Hospital Adriano Jorge (FHAJ), no período de janeiro de 
2017 à agosto de 2017. Houve, também, a realização de análise de prontuários contendo os dados epide-
miológicos dos pacientes tais como sexo, idade, profissão, moradia, seguido de dados complementares 
os quais questionam patologias associadas a infecção fúngica pulmonar, aspectos relacionados as mani-
festações clínicas, tratamento e medicamentos utilizados, além de outros dados do prontuário.

Após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) foram obtidas amostras clínicas de escarro e 
líquido pleural, além de fragmentos teciduais do trato respiratório inferior oriundas de biópsia por meio 
de profissionais capacitados do referido hospital. 

Cada amostra colhida foi semeada em duas placas de Petri preparadas com meio ágar Sabouraud e 
mantidas à temperatura de 25°C e 37°C por um período de até 30 dias, uma vez que o tempo de cresci-
mento de alguns espécimes está entre 21 e 30 dias. Após o surgimento das colônias, estas foram purifica-
das e cultivadas em meio Chromagar Candida para identificação das leveduras do gênero Candida, onde 
ficaram incubadas a 37° C por dois (02) dias com posterior observação da coloração das colônias obtidas. 

Para o estudo da micromorfologia das leveduras empregou-se a técnica de microcultivo em meio agár fubá 
deixando incubado por dois (02) dias a 37° C seguido da observação das estruturas fúngicas em microscópio. 

Com o teste do tubo germinativo identificou-se as leveduras da espécie C. albicans através da semea-
dura do inóculo dessa levedura em 0,5 ml de albumina de ovo.  Após duas (02) horas de incubação a 37° 
C removeu-se uma gota da solução seguido do preparo de uma lâmina para observação microscópica. A 
partir de então fez-se a análise avaliando a presença e a identificação das espécies isoladas juntamente 
com os dados obtidos nos prontuários de cada paciente.

Resultados e Discussão
Como resultados foram coletadas quatorze (14) amostras clínicas, sendo onze (11) de escarros, duas 

(2) de fragmento de biópsia e uma (1) de líquido pleural dos pacientes internados na enfermaria da 
FHAJ. Destas amostras, oito (8) obtiveram crescimento fúngico, e estas foram selecionadas para um es-
tudo dos dados clínicos e epidemiológicos.

De acordo com a tabela 1 houve um predomínio de pacientes do sexo feminino de 75%, a distribuição 
etária foi dos 30 aos 70 anos, com média de 53,75 anos e seis (6) dos pacientes eram residentes do muni-
cípio de Manaus, correspondendo a 75%, seguido dos municípios de Codajás e Autazes com 12,5%, cada.

Das patologias apresentadas como causa da internação tem-se a pneumonia como mais prevalente, 
representando cerca de 62,5% dos casos, seguido de abscesso pulmonar, bronquiectasia e massa tumo-
ral pulmonar com 12,5% cada. Em relação ao tempo de internação cinco (5) pacientes passaram mais 
de quinze (15) dias de internação hospitalar. Além disso, seis pacientes (75%) eram fumantes, desses, 
cinco eram usuários por mais de 10 anos. Segundo Playford et al. (2008), enfermidades graves acompa-
nhadas de um longo período de internação hospitalar podem levar ao comprometimento do equilíbrio 
parasita-hospedeiro, visto que ocorrem alterações na barreira tecidual, na microbiota local e no sistema 
imunológico do hospedeiro tendo como possível consequência a candidemia. 

O amplo uso de antibióticos necessários para o tratamento das patologias infecciosas dos pacientes 
durante a internação hospitalar também foi observado. sendo  na maioria dos casos (62,5%) o uso de 
ceftriaxona associada a claritromicina, seguido de ceftriaxona e clindamicina, clindamicina isolada e 
cefepime associado a azitromicina com 12,5% cada conforme a Figura 1. A associação da corticoterapia 
em 50% dos casos, sendo a prednisona o corticosteroide mais utilizado no tratamento., seguido do uso 
de anti hiperglicemiantes representando 37,5%. 
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Vale ressaltar que, de acordo com os estudos realizados por Boulos (1993) e Silva (2010), o uso de 
antibióticos de amplo espectro de ação associado a corticoterapia prolongada, além da granulocitopenia 
são fatores predisponentes à infecção fúngica pulmonar por Candida spp. Sendo assim a candidíase 
apresenta-se como uma das infecções fúngicas sistêmicas de maior gravidade em pacientes imunocom-
prometidos por drogas terapêuticas.

Observa-se na tabela 2 a identificação das colônias leveduriformes obtidas das amostras clínicas se-
lecionadas para estudo. Para tanto, utilizou-se o meio específico Chromagar Candida, além da análise 
da micromorfologia através da técnica de microcultivo e o teste do tubo germinativo, obtendo-se a iden-
tificação de C. albicans em 50% das amostras, sendo que em ¾ dos casos teve-se a pneumonia como 
doença base e em ¼ massa tumoral pulmonar. 

Tabela 1. Dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes selecionados para a pesquisa. 

PACIENTE
(AMOSTRAS
CLÍNICAS)

IDADE SEXO
LOCAL DE

RESIDÊNCIA
DOENÇA DE BASE

CLASSE DOS MEDICAMENTOS 
UTILIZADOS DURANTE 

INTERNAÇÃO

1 (IP3) 70 anos F Manaus
DPOC

Bronquiectasia infectada.

Antibióticos
Corticosteroides
Broncodilador

2 (IP4) 65 anos F Manaus Pneumonia.
Antibióticos

Corticosteroides

3 (IP5) 53 anos M Codajás Pneumonia.
Antibióticos

Anticoagulante

4 (IP6) 56 anos M Manaus Pneumonia.
Antibióticos

Anticoagulante

5 (1P7) 43 anos F Autazes
Diabetes mellitus

Abscesso pulmonar
Antibióticos

Anti hiperglicemiante

6 (IP9) 59 anos F Manaus
Diabetes mellitus

Pneumonia e derrame 
pleural

Antibiótico
Corticosteroide

Anti hiperglicemiante

7 (IP14) 30 anos F Manaus
Massa em hemitórax 

esquerdo.
Antibiótico

Corticosteroide

8 (IP15) 54 anos F Manaus
Diabetes mellitus

Pneumonia.
Antibiótico

Anti hiperglicemiante

*IP = Infecção pulmonar. DPOC = Doença pulmonar obstrutiva crônica. 

Figura 1. Antibióticos utilizados no tratamento dos pacientes internados  
*(%) = Percentagem em relação ao número de pacientes selecionados.
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Conforme Crocco et al. (2004) e Araujo et al. (2005) a cor desenvolvida pelas colônias fúngicas 
através de indicadores de pH e fermentação de compostos específicos, diferentes meios cromógenos de 
cultivo têm sido empregados para diferenciar C. albicans e outras leveduras de importância médica. O 
Chromagar Candida é um método sensível além de específico para identificação das espécies mais comu-
mente isoladas de leveduras do gênero Candida. 

Foram isoladas oito leveduras de 11 amostras de escarro colhidas dos pacientes internados na FHAJ. 
Essas leveduras foram identificadas por meios de métodos convencionais e pelo método de Chromagar 
Candida, (Figura 2), obteve-se a espécie de C. albicans em 50% dos casos.

Tabela 2. Crescimento de leveduras das mostras clínicas pulmonares de pacientes com suspeita de 
doença respiratória na Fundação Hospital Adriano Jorge

AMOSTRAS CLÍNICAS DOENÇA DE BASE EXAME DE CULTURA TESTE DO TUBO GERMINATIVO
1 (IP3) Bronquiectasia infectada. Candida sp. Negativo
2 (IP4) Pneumonia não especificada. Candida albicans Presença de tubo germinativo
3 (IP5) Pneumonia não especificada. Candida sp. Negativo
4 (IP6) Pneumonia não especificada. Candida sp. Negativo
5 (IP7) Abscesso pulmonar. Candida sp. Negativo

6 (IP9)
Pneumonia não especificada e 

derrame pleural.
C. albicans

Presença de pseudo-hifas, blastoconídios, 
clamidósporos e tubo germinativo

7 (IP14) Massa tumoral pulmonar. C. albicans Presença de tubo germinativo
8 (IP15) Pneumonia não especificada. C. albicans Presença de pseudo-hifas

*IP = Infecção pulmonar. 

Figura 2. O crescimento de três colônias fúngicas de Candida sp. (em rosa claro) e uma Candida albicans (em 
verde claro) identificadas em meio do Chromagar Candida 

Para Barbedo e Sgarbi (2010) a técnica de microcultivo permite o estudo micromorfológico das estru-
turas leveduriformes em meio agár fubá. Baseada no princípio de que a incubação neste meio estimula a 
produção de conídios e filamentação, possivelmente identifica a espécie através da pesquisa da presença 
de exibição dos blastoconídios e pseudo-hifas, sendo que a presença de pseudo-hifas e hifas hialinas 
septadas e ramificadas são particularidades do gênero Candida e havendo formação de clamidósporos 
indica C. albicans. 

Realizada em todas as amostras selecionadas, a prova de microcultivo possibilitou a visualização da 
presença de pseudo-hifas em 50% das amostras clínicas, assim indicando a possível existência de colô-
nias fúngicas por C. albicans (Figuras 3). 
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Conforme ANVISA (2004) o teste do tubo germinativo é uma das provas fisiológicas mais utilizadas 
para identificação de C. albicans e C. não albicans. No cultivo, caso a levedura forme hifas hialinas ra-
mificadas, porém, sem fragmentação trata-se provavelmente do gênero Candida e, havendo formação 
de clamidósporos característicos tem-se então a C. albicans. Em relação às espécies não albicans, estas, 
serão identificadas por métodos mais específicos.

O teste do tubo germinativo (Figura 4) foi aplicado em todas as amostras selecionadas para estudo 
e como resultado observou-se estruturas fúngicas como pseudo-hifas e tubos germinativos em 50% dos 
casos, o que sugere C. albicans.

Segundo Álvares et al. (2007) a importância do teste do tubo germinativo dá-se devido a capacidade 
de transição morfológica apontada como um relevante fator de virulência da C. albicans. Essas transições 
indicam a resposta do fungo em relação as modificações nas condições ambientais e permitem a adaptação 
a diversos nichos biológicos tendo como consequência a disseminação fúngica nas células do hospedeiro. 

Figuras 3. Pseudo-hifas (setas) em análise micromorfológica por meio da prova de microcultivo, 
importante forma de demonstração da presença de fungo da espécie Candida spp.

Figura 4. Pseudo-hifas, tubo germinativo, blastoconídeos e clamidósporos e 5presença de tubo germinativo.

Consideração Final
Possíveis associações de fungos oportunistas com o estado clínico dos pacientes. Candida albicans 

e C. não albicans foram igualmente prevalentes nesta pesquisa, mostrando cada vez mais o oportunis-
mo das espécies C. não albicans. Contudo, associações fúngicas e suas infecções secundárias apontam 
comorbidades de risco, em pacientes com patologia pulmonar, podendo levar a complicações como a 
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sepse em caso de não tratamento ou tratamento inadequado, tornando-se importante o estudo desses 
fungos para se obter melhores desfechos permitindo um tratamento mais adequado ao paciente e melhor 
qualidade de vida. 
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Resumo
O fungo leveduriforme do gênero Candida faz parte da microbiota das mucosas e pele de mamíferos. A 
relação das leveduras com as periodontopatias na cavidade oral de cães ocorre devido à formação do bio-
filme dental. A caracterização da microbiota oral fúngica tem sido pouco referida na medicina veterinária. 
Objetivou-se isolar fungos leveduriformes de amostras de três sítios anatômicos da cavidade oral de cadelas 
atendidas em uma clínica veterinária da cidade de Manaus, AM. Foram coletadas amostras da cavidade 
oral de 65 cadelas, utilizando swabs estéreis girados sobre a superfície da mucosa gengival, biofilme dental 
do canino superior e 4º pré-molar inferior ou superior. A identificação foi feita por microscopia e auxano-
grama. Isolou-se fungos leveduriformes, observando-se a presença de Candida spp. em 24,6% (16/65). 
As espécies de Candida identificadas foram Candida catenulata 9,2% (6/65), C. parapsilosis 6,2% (4/65), 
C. albicans 4,6% (3/65), C. famata 3,1% (2/65), C. guilliermondii 1,5% (1/65) e outras espécies 75,4% 
(49/65). Foi observado o crescimento de leveduras em 50,2% (98/195) do total de amostras analisadas. 
Foram identificadas 58,8% (10/17) na mucosa gengival, 29,4% (5/17) no biofilme do canino superior e 
11,8% (2/17) no 4º pré-molar (inferior e superior). Candida catenulata foi a espécie de maior ocorrência.

Palavras–chave: auxanograma, levedura, mucosa oral.

Introdução
Quando se menciona doenças periodontais, bactérias são apontadas como principais protagonistas das 

afecções da cavidade oral de seres humanos e animais. Mas, por meio de pesquisas, além das bactérias 
existem também os fungos, especificamente as leveduras, que podem apenas fazer parte da microbiota de 
seres humanos e animais, como também tornar-se patogênicas à saúde destes (Vieira et al., 2005).

Os fungos leveduriformes do gênero Candida, Malassezia e Rhodotorula fazem parte da microbiota 
das mucosas e pele de mamíferos, mantidas em equilíbrio pela competição com as bactérias e pelos me-
canismos de defesa normais do hospedeiro, podendo tornar-se patogênicos em indivíduos, com micro-
biota alterada ou com mecanismos de defesa comprometidos (Lacaz et al., 2002; Järvensivu et al., 2004).

A relação das leveduras na cavidade oral dos animais com as periodontopatias ocorre devido à forma-
ção do biofilme dental, uma comunidade de microrganismos embebidos em matriz polimérica extracelu-
lar aderidos à uma superfície sólida (Lindhe et al., 2005).

A estomatite fúngica geralmente resulta de infecção por espécies do gênero Candida, porém são raras em 
pequenos animais. As candidíases podem estar associadas com inflamação oral difusa, especialmente na lín-
gua e nas junções mucocutâneas (Greene e Chandler, 2006). Em cães, C. albicans já foi isolada da cavidade 
oral de quatro animais que apresentavam sinais de gengivite ou estomatite (Jadhav e Pal, 2006). As principais 
espécies dentro do gênero são: Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitanie, C. dubliniensis, C. 
guilliermondii, C. tropicalis, C. stellatoidea, C. glabrata, C. famata e C. rugosa (Sidrim e Moreira, 1999).

Em animais, as leveduras do gênero Candida são isoladas das mucosas oral, vaginal e anal, bem como 
da pele, meato acústico externo e espaço interdigital, podendo tornar-se patogênicas com o aumento do 
número de células (Brito et al., 2008). Em cães, Candida spp. já foi isolada do tegumento e das mucosas 
(Moretti et al., 2004; Cleff et al., 2005).
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A cavidade oral dos animais é um sítio de muitas afecções que podem passar despercebidas (Venturini 
et al., 2007). Quaisquer modificações na apreensão e mastigação dos alimentos, bem como nas condições 
gerais e no comportamento dos animais, podem ser associadas aos distúrbios orais (Santos, 2007). Os 
principais sinais de doença oral nos animais domésticos incluem halitose, disfagia, alterações comporta-
mentais, ptialismo, saliva com sangue, prurido na face, descargas nasais, espirros, aumento de volume 
facial e fístulas oronasais (Venturini et al., 2007).

O diagnóstico da doença periodontal pode ser realizado por meio dos exames periodontal e radiográ-
fico completo com o animal anestesiado (Gorrel et al., 2007). Na maioria das vezes, são necessários exa-
mes complementares como hemograma, radiografias intraorais para se chegar a um diagnóstico preciso, 
até mesmo quando se trata de uma enfermidade sistêmica causando alterações na boca (Mitchell, 2005).

Para o tratamento é realizada a remoção do cálculo dentário, visando eliminar os depósitos dentários 
da superfície dos dentes (Novais et al., 2004). As extrações dentárias são indicadas em dentes com uma 
grande mobilidade, perda de mais da metade da inserção do dente, exposição da furca, perda total da 
gengiva inserida, lesões no periodonto e má oclusão (Gorrel et al., 2007).

A profilaxia dental é o procedimento terapêutico que objetiva prevenir a ocorrência das afecções den-
tais, como a gengivite e a periodontite. A alimentação ou produtos em forma de gel para a higienização 
da cavidade oral auxiliam na prevenção do acúmulo de cálculos dentários (Ferro et al., 2008).

A detecção e identificação de Candida spp. isoladas da cavidade oral de cães é importante para saber 
o seu potencial patogênico e a predisposição em relação às raças, ao sexo e a idade desses animais, e 
também no desenvolvimento de infecções por meio de contaminação de feridas por mordidas em seres 
humanos e outros animais (Talan et al., 1999) e em contaminações de feridas cirúrgicas de cães devido 
a interferência dos mesmos (Braga et al., 2005). Segundo Braga et al.(2005), saber identificar as enfer-
midades da cavidade oral e os microrganismos implicados é de grande importância, a fim de fornecer 
suporte clínico auxiliar no diagnóstico e terapia. Em medicina veterinária poucos estudos trabalharam a 
avaliação de presença fúngica em cavidade oral de animais, portanto, o objetivo do presente estudo foi de 
isolar e identificar a presença de fungos leveduriformes na cavidade oral de cadelas, atendidas em uma 
clínica veterinária da cidade de Manaus, AM.

Material e Métodos
O presente trabalho apresenta delineamento observacional descritivo do tipo transversal. A coleta das 

amostras fúngicas foi realizada em uma clínica veterinária localizada na zona centro-sul da cidade de 
Manaus, Amazonas. O isolamento e identificação foram realizados no Laboratório de Micologia Médica 
no Instituto Nacional de Pesquisa da Amazônia (INPA).

Uma ficha foi elaborada contendo os dados de identificação e contato dos tutores dos animais utili-
zados nesse estudo. O preenchimento das fichas foi importante para informar aos proprietários os resul-
tados dos exames.

As amostras foram coletadas da cavidade oral de cadelas, hígidas e não hígidas atendidas para tra-
tamento cirúrgico de eleição ou outro procedimento cirúrgico. Esta escolha ocorreu devido ao grande 
número de procedimentos cirúrgicos efetuados em cadelas na rotina da clínica e que por ocasião do 
momento de anestesia dos animais a coleta de material era favorecida sem interferências que poderiam 
comprometer a qualidade das amostras. A coleta foi realizada com swabs estéreis girados sobre a superfí-
cie de três sítios anatômicos distintos, como mucosa gengival, biofilme dental do canino superior (direito 
e esquerdo) e 4º pré-molar inferior (4ºPMI) e superior (4ºPMS). Todas as coletas foram realizadas com 
as mãos calçadas com luvas de procedimento. O material foi isolado em tubos de ensaio rosqueáveis 
contendo 2mL de solução salina 0,85% cada. A cavidade oral dos animais foi avaliada quanto à presença 
de lesões como sangramento gengival ou halitose.

As amostras foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultivo Agar Sabouraud dextrose 
com cloranfenicol e incubadas a 36°C por até 10 dias com observação diária para posterior realização da 
purificação das colônias fúngicas.
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Para avaliação dos aspectos micromorfológicos foi realizado microcultivo em meio ágar-fubá acres-
cido de Tween 80 (Lacaz et al., 2002) em placas de Petri para posterior visualização no microscópio 
com objetiva de 10x em busca de estruturas características de cada espécie de Candida e incubadas a 
temperatura de 36ºC. Os aspectos observados foram: o tipo de brotamento, presença ou não de micélio 
e pseudo-micélio (Dalmau, 1929).

A suspensão fúngica foi preparada a partir de colônias jovens, com crescimento de 48h em Agar 
Sabouraud dextrose e cloranfenicol a 36ºC. Essa suspensão foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de 
McFarland e homogeneizada, estando pronta para o teste de identificação de assimilação de carbono ou 
assimilação de carboidrato, onde leveduras têm a capacidade de utilizar determinado carboidrato como 
única fonte de carbono (Sidrim e Moreira, 1999; Lacaz et al., 2002).

Foi realizado o método de “Pourplate” (Clark, 1965) para posterior assimilação dos açúcares (glicose, 
lactose, maltose, rafinose e arabinose) e incubado a 36ºC por 48 horas. Esse método foi empregado para 
a confirmação da identificação de espécies. Foram observadas quanto à turbidez na placa ou formação 
de um halo ao redor do açúcar desenvolvido pela assimilação específica de Candida.

A pesquisa foi aprovada pelo comitê de ética de uso animal sob o número CEUA ESBAM nº 23, sendo 
todos os procedimentos executados de acordo com os critérios éticos aplicados ao uso animal no ensino 
e nas pesquisas regulamentados pela Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008 e pela Resolução do 
CFMV nº 879 de 15 de fevereiro de 2008.

Resultados e Discussão
Foram coletadas amostras da cavidade oral de um total de 65 cadelas atendidas em uma clínica vete-

rinária da cidade de Manaus, AM. Destas 24,6% (16/65) apresentaram leveduras do gênero Candida spp.

Obteve-se um número total de 195 amostras coletadas dos três sítios anatômicos da cavidade oral. 
Destas, foram isoladas 50,2% (98/195) espécies de fungos leveduriformes, sendo 16,3% (16/98) do 
gênero Candida, entre elas cinco espécies foram isoladas dos três sítios anatômicos analisados, mucosa 
gengival, canino superior e inferior e 4º pré-molar (PM) (inferior e superior).

As espécies de Candida identificadas foram Candida catenulata 9,2% (6/65), C. parapsilosis 6,2% 
(4/65), C. albicans 4,6% (3/65), C. famata 3,1% (2/65), C. guilliermondii 1,5% (1/65) e outras espécies 
75,4% (49/65).

Candida catenulata foi a espécie mais isolada nesse trabalho. Não havia relatos da espécie isolada da 
cavidade oral de cães até ser identificada por Santin (2009).

A espécie C. albicans foi isolada de cães como agente etiológico de estomatite e, frequentemente 
provoca doença em humanos (Jadhav e Pal, 2006). A espécie C. parapsilosis já foi isolada da mucosa 
oral de cães por Brito et al.(2009) e pode estar envolvida na candidíase oral em humanos, bem como C. 
guilliermondii (Akpan e Morgan, 2002). Essas espécies estão presentes na microbiota natural de animais 
e possuem potencial patogênico para desenvolver infecções sistêmicas, principalmente em paciente imu-
nodeprimidos (Radosavljevic et al., 1999).

Das amostras coletadas dos três sítios da cavidade oral dos animais, a mucosa gengival apresentou a 
maior ocorrência 58,8% (10/17), canino superior (CS) 29,4% (5/17) e o 4°PM inferior e superior 11,8% 
(2/17). O isolamento da mucosa gengival em cães demonstra que podem estar envolvidos em patologias 
orais. Santin (2009) isolou de 59 animais 30 (50,85%) leveduras, encontrando 11 (18,64%) da mucosa 
gengival, 5 (8,47%) do canino e 5 (8,47%) do 4ºPM.

No momento da coleta das amostras, foi observada a presença de halitose e sangramento gengival 
na cavidade oral dos animais, isso demonstra que possivelmente a presença de leveduras na cavidade 
oral pode influenciar na condição da saúde oral do animal. Essas alterações são encontradas em exame 
extraoral de pequenos animais ocorre quando esta cavidade é acometida por alguma afecção, conforme 
descrito por Roza (2004).
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Os fungos são microrganismos amplamente encontrados na natureza, por isso a composição desta 
microbiota pode ser bastante influenciada pelo meio ambiente.

Conclusões
Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a ocorrência de leveduras do gê-

nero Candida spp. foi de 24,6% nas cadelas analisadas sendo isolados fungos leveduriformes em 50,2% 
das amostras coletadas com identificação de cinco espécies do gênero Candida spp., Candida catenulata, 
C. parapsilosis, C. albicans, C. famata e C. guilliermondii. Além de se constatar maior ocorrência de iso-
lamentos em amostras da mucosa gengival seguida do canino superior e do 4º pré-molar inferior.
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Resumo
A brucelose é uma doença infectocontagiosa provocada por bactérias do gênero Brucella spp., infectan-
do homem e animais, acarretando grandes problemas sanitários e importantes prejuízos econômicos. O 
grupo de risco sujeito à infecção por B. abortus é composto por profissionais que trabalham com saúde e 
produção animal ou que atuem direta ou indiretamente com os mesmos. Esse grupo de risco é composto 
principalmente por veterinários, zootecnistas, tratadores, magarefes, laboratoristas e os agentes de 
inspeção pela proximidade com os animais infectados. Tendo em vista as relevantes perdas e do pouco 
conhecimento que a população possui sobre essa enfermidade, esse estudo objetivou realizar um levan-
tamento da soroprevalência de brucelose em bovinos abatidos sob fiscalização estadual no município 
de Itacoatiara/AM, por meio do teste de Soro Aglutinação Rápida em placa com Antígeno Acidificado 
Tamponado (AAT). Foram coletadas 109 amostras de sangue bovino, sendo que 7 (6,42%) resultaram 
soropositivas para brucelose ao teste de AAT. Comparando a positividade ao sexo dos animais estudados, 
observou-se 2 (5,6%) machos e 5 (6,8%) fêmeas soropositivas, porém, aplicando-se o teste de qui-qua-
drado de Pearson (P<0,05), essa diferença não foi significativa (p>0,05). Assim evidenciam-se riscos à 
saúde dos trabalhadores e dos consumidores para a contaminação com essa doença. 

Palavras-chave: Bos taurus, Brucella abortus, saúde pública.

Introdução
A brucelose é uma doença infecto contagiosa provocada por bactérias do gênero Brucella spp., que 

produz infecção característica nos animais e pode infectar o homem, por ser considerada uma zoonose 
cosmopolita, acarreta, mundialmente, problemas sanitários importantes e prejuízos econômicos alar-
mantes. Nesse sentido, caracteriza-se como uma das zoonoses mais estudadas no mundo, sendo endê-
mica no Mediterrâneo, Oriente Médio, Península Arábica e América Latina, onde também é conhecida 
como febre ondulante, febre mediterrânea ou febre de Malta, na qual fazem referência a uma de suas 
características clínicas ou localização geográfica (Brasil, 2006; Godfroid et al., 2005; Mello et al., 2007).

A brucelose humana está profundamente ligada à atividades ocupacionais, uma vez que a maior parte 
de suas infecções decorre de intervenções veterinárias, manejo rural do animal , ingestão de alimentos 
contaminados, como leite cru, queijo fresco e carne mal cozida, manipulação de vacinas patogênicas e 
infecções adquiridas em laboratórios (Fiori et al., 2000; Gonçalves, 2005; Wallach et al., 2008). Outro 
grupo de risco são os funcionários de frigoríficos, devido ao contato direto com vísceras, carne, sangue, 
urina e demais secreções de animais possivelmente infectados, agravado pelo ambiente úmido e a possi-
bilidade de acidentes com facas ou materiais perfurocortantes, atuando como porta de entrada para esses 
microrganismos (Dias, 2012). 

De acordo com Brasil (2006), estes microrganismos são parasitos intracelulares facultativos, com 
morfologia de cocobacilos Gram-negativos, imóveis e, conforme a espécie, apresentam-se em cultivos 
primários com morfologia colonial lisa ou rugosa (rugosa estrita ou mucoide). Na América Latina e 
especialmente no Brasil, a espécie mais envolvida na patologia brucélica humana é B. abortus, cujos 
hospedeiros preferenciais são os bovinos (Mello et al., 2007; Pappas et al., 2005).

Essas bactérias são pouco resistentes ao calor, morrendo em 10 minutos a 80ºC e poucos minutos pela 
fervura ou pasteurização. A radiação ionizante também é eficiente, no entanto permanecem viáveis por 
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longos períodos a baixas temperaturas ou liofilizados (Brasil, 2006). Conforme Lima (2008), as bactérias 
do gênero Brucella spp. são muito resistentes às condições do ambiente (até 120 dias) desde que prote-
gidas por matéria orgânica (restos placentários, produtos de aborto, fezes e leite), porém a acidez das 
estrumeiras as destrói rapidamente. 

Pessegueiro et al.(2003) relataram que Brucella spp. é destruída em 15 segundos à temperatura de 72 
ºC e em três minutos a 62-63 ºC (pasteurização), entretanto, em zonas endêmicas, é preconizado o uso 
de temperaturas mais elevadas (85 ºC) e salienta-se que as temperaturas abaixo de 5 ºC inibem o seu 
crescimento e multiplicação, persistindo mesmo a temperaturas de congelamento.

A brucelose é considerada um sério problema de saúde pública com cerca de 500.000 casos de in-
fecção ao ano no mundo e com letalidade de 1 a 6% dos casos não tratados, com o agravante do sub 
diagnóstico, pois a estimativa é que para cada caso diagnosticado existem outros 25 não identificados 
(Ferreira et al., 2002; Mello et al., 2007). O grupo de risco, que está sujeito a contaminação por B. abortus, 
é composto por profissionais que trabalham com saúde e produção animal e os que possuem esse contato 
direto ou indireto com o animal, como os veterinários, zootecnistas, tratadores, magarefes e os agentes 
de inspeção pelo fato de possuírem essa proximidade com os animais infectados (Acha e Szyfres, 2001).

Casos humanos são de difícil diagnóstico por apresentar sintomatologia inespecífica, determinando 
maior necessidade de recursos diagnósticos e consequentemente. maiores gastos. Os sintomas mais 
prevalentes são calafrios, adinamia, anorexia, cefaleia, dor abdominal, alteração no transito intestinal, 
dor testicular, humor depressivo, alteração do sono, artralgias, artrite, mialgia, perda ponderal, febre, 
sudorese, tosse, esplenomegalia, hepatomegalia, icterícia, sinais neurológicos focais, uveíte, adenopatias, 
exantema cutâneo e sopro cardíaco (Corbel, 2006; Lawinsky et al., 2010; Pessegueiro et al., 2003). 

As perdas econômicas desencadeadas pela infecção por B. abortus estão relacionadas à baixa eficiên-
cia reprodutiva das fêmeas bovinas, associada aos abortos, nascimento de natimortos e bezerros fracos 
que normalmente morrem ou tem crescimento debilitado, consequentemente, remetem à queda na pro-
dução leiteira e o número de bezerros destinados para comercialização (Lage et al., 2008).

A brucelose em bovinos causa redução de 25% da produção de carne e leite, redução de 15% na 
produção de bezerros, aumento no intervalo entre partos de 11,5 meses para 20 meses e de cada cinco 
fêmeas bovinas infectadas, uma aborta ou torna-se permanentemente estéril (Brasil, 2006; Paulin, 2003). 
As principais manifestações nos animais, como abortos, nascimento prematuros, esterilidade e baixa 
produção de leite contribuem para uma considerável baixa na produção de alimentos. No homem, a sua 
manifestação clínica é responsável por incapacidade parcial ou total para o trabalho (Brasil, 2006).

Santos et al. (2013), considerando os gastos decorrentes da brucelose na pecuária bovina, estimaram 
que as perdas diretamente relacionadas a esta enfermidade no Brasil são de R$ 226,47 ou R$ 420,12 para 
cada vaca acima dos 24 meses, respectivamente, para corte e leite. Outras perdas que não deixam de ser 
importantes, mas que são difíceis de serem quantificadas, são as de depreciação do preço dos animais 
provenientes das propriedades com ocorrência dessa enfermidade (Lage et al., 2008; Poester et al., 2009).

Tendo em vista a escassez de estudos epidemiológicos para identificar a presença da infecção por 
Brucella abortus no rebanho bovino do estado do Amazonas, colocando em risco a produção pecuária 
e a saúde pública, respectivamente, pelas relevantes perdas produtivas e a carência de conhecimento 
da população em geral sobre essa enfermidade, objetivou-se realizar um levantamento da ocorrência de 
anticorpos anti-Brucella abortus em bovinos abatidos na cidade de Itacoatiara, Amazonas, devidamente 
inspecionados por órgão de inspeção estadual.

O objetivo desse trabalho consistiu em verificar a frequência de soroprevalência de positividade para 
anticorpos anti-Brucella abortus em bovinos (Bos taurus) abatidos sob fiscalização estadual no município de 
Itacoatiara, Amazonas, Brasil e, identificar variáveis como possíveis fatores associados à infecção brucélica 
em bovinos, bem como sugerir  medidas de prevenção aos produtores rurais que criam bovinos no município.
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Material e Métodos
Itacoatiara é um município brasileiro do estado do Amazonas, localizado na mesorregião de centro 

amazonense, apresentou população de 86.839 habitantes no último censo (2010) com estimativa popu-
lacional de 98.503 habitantes para o ano de 2016. Em relação à produção pecuária bovina, o número é 
estimado em 92.181 cabeças, dessas, 8.230 são de vacas ordenhadas com produção média de 6.163 mil 
litros de leite in natura, para o ano de 2015 (IBGE, 2015).

No ano de 2013, o município de Itacoatiara forneceu pouco mais de 10,3 mil cabeças de bovinos para o abate, 
o que correspondeu aproximadamente 5% do total abatido no estado do Amazonas (Carreiro et al., 2015). 

Entre os meses de abril a junho do ano de 2016, foram coletadas 109 amostras de sangue bovino 
dispersas em 73 (66,97 %) fêmeas e 36 (33,03 %) machos. Para cada animal selecionado foi preenchida 
uma ficha de identificação, contendo dados referentes ao sexo. Os animais foram integrados à pesquisa 
após a sensibilização por dardo cativo e posterior sangria, submetidos às normas de bem-estar animal do 
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento.

A coleta de sangue para posterior análise sorológica para Brucella abortus, foi realizada logo após a 
sangria, realizada pelo magarefe do frigorífico. O volume de sangue obtido (± 7 mL) foi coletado em 
tubos de polipropileno de 10 mL, do tipo Vacutainer com ativador de coágulo para facilitar o processo de 
retração do coágulo visando a obtenção do soro para realização dos testes. Foram realizadas 109 coletas 
de bovinos no período estudado. As amostras (soros) foram pipetadas, identificadas e aliquotadas em 
tubos do tipo Ependorff (Microtubos) e congeladas a -20 Cº até sua análise laboratorial.

As análises laboratoriais foram processadas no Laboratório de Parasitologia da Universidade Federal 
do Tocantins, pela prova de Soro Aglutinação Rápida em Placa com Antígeno Acidificado Tamponado 
(AAT), seguindo a metodologia descrita no Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e 
da Tuberculose Animal - PNCEBT (Brasil, 2006).

A análise dos fatores de risco associados foi realizada na associação da ausência ou presença da infecção 
por Brucella abortus com a variável pesquisada (sexo) utilizando-se o método estatístico de chi-quadrado 
(χ 2 ) bicaudal com correção de Yates, com o valor de p (valor-p= <0,05) com uso do Programa Epi-info 
disponibilizado pelo Centro de Controle de Doenças dos Estados Unidos da América (CDC, 2018).

Resultados e Discussão
Do total de 109 amostras de sangue bovina coletada, sete animais resultaram soropositividade ao teste 

de AAT, indicando uma soroprevalência de 6,42% dos animais estudados. Analisando-se separadamente, 
de acordo com o sexo, pode-se constatar um maior percentual de fêmeas soropositivas, sendo 5 (6,8%) 
fêmeas e 2 (5,6%) machos (Tabela 1).

Estatisticamente, considerando as categorias macho e fêmea, aplicando-se o teste de qui-quadrado de 
Pearson (P<0,05), não se verificou diferença significativa de soroprevalência entre os sexos (p>0,05). 

Apesar disso, Minervino et al. (2011) por meio de um estudo retrospectivo da ocorrência de bovinos 
soro reagentes à brucelose no estado do Pará, constataram que vacas foram mais soropositivas ao teste 
de AAT do que touros. Esses autores inferiram essa maior prevalência em virtude do seu maior tempo de 
vida na propriedade, consequentemente, maior risco de exposição ao patógeno e por propiciar um meio 
adequado à multiplicação desses microrganismos no seu trato reprodutivo.

Tabela 1. Dados sorológicos para brucelose bovina, frente ao Antígeno 
Acidificado Tamponado (AAT) das 109 amostras avaliadas. 

Amostras Positivo (%) Negativo (%) TOTAL
Machos 2 5,6 34 94,4 36
Fêmeas 5 6,8 68 93,2 73
Total 7 6,42 102 93,58 109

*Não houve diferença estatística para o sexo dos animais estudados (p>0,05).
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Estendendo-se essa prevalência a nível de rebanho, observou-se que as mesmas foram superiores à 
média brasileira, que se manteve entre 4 e 5% e, da Região Norte, com 4,1%, registradas entre 1988 e 
1998 e publicadas no Manual do PNCEBT (Brasil, 2006). Paulin e Neto (2002), com base nos dados dos 
Boletins de Defesa Sanitária Animal, observaram que no ano de 1995, foram notificados 195 (7,9%) ani-
mais soro reatores no Acre e 91 (5,7%) no Amazonas. Nesse contexto, apesar da aprovação do programa 
de controle e erradicação da brucelose em bovinos em 2001, a presente pesquisa evidenciou índices 
semelhantes aos registrados na década de 90.

A prevalência registrada foi bastante inferior aos 16,6% e 17,2% encontrados, respectivamente, nos 
estados do Pará e em Tocantins por Viana et al. (2010). Esses autores ainda registraram que dos 142 bo-
vinos positivos ao teste de AAT, nenhum apresentou sinais sugestivos de brucelose nos exames ante e 
post-mortem, mostrando reduzida eficácia no diagnóstico clínico para o controle do risco que a doença 
pode representar aos trabalhadores e consumidores.

Celestino et al. (2016) registraram a prevalência de 11,88% no município de Sinop (MT), sendo pouco 
superior, mas ficando próxima à prevalência registrada de 10,2% em pesquisa oficial no estado de Mato 
Grosso (Negreiros et al., 2009).

Minervino et al. (2011) observaram uma prevalência de 10,25% no Estado do Pará, valores estes in-
feriores aos 16,6 % encontrados por Viana et al. (2010) para o mesmo estado. Porém, ambos superiores 
aos 6,42% encontrados no presente estudo, o qual assemelha-se à prevalência de 6,2% registrada para o 
rebanho bovino rondoniense (Villar et al., 2009).

Como agravante à ocorrência de animais soropositivos no município de Itacoatiara, vale ressaltar que 
no estado do Amazonas a fiscalização e regularização dos abatedouros ainda é deficitária. Segundo da-
dos de Carrero et al.(2015), em todo o estado existem apenas 14 matadouros licenciados, sendo um sob 
Serviço de Inspeção Federal (SIF) – concedido pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 
(MAPA) e permite a comercialização a nível federal, seis com o Serviço de Inspeção Estadual (SIE) – de 
responsabilidade da Agência de Defesa Agropecuária e Florestal do Estado do Amazonas (ADAF) e per-
mite a comercialização a nível estadual,  e outros sete pelo Serviço de Inspeção Municipal (SIM) – de 
responsabilidade das prefeituras municipais e permite apenas a comercialização local.

Apesar de iniciativas da ADAF para ajudar as prefeituras na implementação de um serviço de ins-
peção municipal, a maioria dos abatedouros opera de forma irregular sem o devido cuidado sanitário, 
operando de forma clandestina com abate realizado nas propriedades rurais (Carreiro et al., 2015). Esses 
mesmos autores consideram que até nas regiões com a presença de abatedouros inspecionados, observa-
se taxas superiores a 50% de irregularidades.

Considerando essa taxa de irregularidade, pode se estimar que, a cada 100 animais abatidos sob al-
gum tipo de fiscalização, ao menos outros 50 podem estar indo pra mesa do consumidor sem nenhum 
tipo de inspeção, gerando risco de contaminação ao consumidor e, especialmente, ao trabalhador, que 
entra em contato direto com esse animal durante o abate. Assim, verifica-se a necessidade de maior 
controle sanitário e conscientização da população em geral sobre a importância de consumir produtos de 
origem animal de estabelecimentos devidamente regulamentados e fiscalizados.

Conclusões
A brucelose está presente no rebanho bovino abatido no município de Itacoatiara, sendo necessária 

uma fiscalização mais rigorosa e uma maior conscientização da população sobre o risco dessa zoonose. 

Deve-se destacar a importância da vacinação das fêmeas na idade correta, pois esse ainda é o método 
mais eficaz para reduzir a prevalência dessa enfermidade nos bovinos e, consequentemente, minimizar 
as perdas ao produtor e o risco para a saúde pública. 

A vigilância epidemiológica da brucelose bovina em frigoríficos, por meio de métodos diagnósticos 
eficientes, deve ser avaliada como alternativa de controle da qualidade da carne bovina, visando a pro-
teção do trabalhador e consumidor final.
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Resumo
As hemoparasitoses estão entre os principais desafios na clínica médica veterinária, devido aos graves 
sinais clínicos que provocam em cães infectados. Protozoários e bactérias estão entre os principais he-
moparasitos encontrados com frequência em pacientes sintomáticos. O presente estudo objetivou avaliar 
a frequência e potenciais fatores de risco associados à infecção por hemoparasitos em cães no município 
de Araguaína, estado do Tocantins. Foram analisados 159 prontuários de pacientes caninos em que as 
amostras de sangue foram submetidas à coloração por panótico rápido e realizada a leitura do esfregaço 
sanguíneo sob microscopia de luz óptica com aumento de 1000x. Foi observada positividade de 35,83% 
para Ehrlichia canis, 25,83% para Anaplasma platys, 11,67% para Mycoplasma haemocanis, 22,5% para 
Babesia spp. e 4,17% para Hepatozoon spp. Nenhuma das variáveis se mostrou como fator de risco asso-
ciados à hemoparasitose. Portanto, foi constatada a circulação de hemoparasitos em espécimes caninos 
no município de Araguaína, sendo mais prevalentes as espécies/gêneros Ehrlichia canis, Anaplasma 
platys e Babesia spp. Deste modo, é recomendável aos clínicos veterinários que realizem exames com-
plementares dos pacientes com suspeita clínica de hemoparasitose.

Palavras-chave: Babesia spp, Cães, Ehrlichia canis.

Introdução
Os hemoparasitos são patógenos que infectam cães e outras espécies, geralmente transmitidos por 

artrópodes vetores, sendo detectados por métodos parasitológicos como esfregaço sanguíneo, gota es-
pessa, técnica de Woo, técnica de Knott ou ainda por métodos sorológicos e moleculares. Os parasitos 
sanguíneos podem provocar graves sinais clínicos nos espécimes caninos, com o risco de levar a óbito os 
animais infectados (Antunes et al., 2015). Babesia canis, Babesia gibsoni, Hepatozoon sp., Mycoplasma 
haemocanis, Ehrlichia canis e Anaplasma platys estão entre os patógenos encontrados com maior fre-
quência em cães (Silva et al., 2014; Antunes et al., 2015). 

O gênero Babesia spp. compreende protozoários intra-eritrocitários, sendo presente em cães as espé-
cies Babesia gibsoni e Babesia canis (subespécies Babesia canis vogeli, Babesia canis Rossi e Babesia ca-
nis) (Silva et al., 2012a; Harvey et al., 2017). Ehrlichia canis são bactérias Gram-negativas intracelulares 
que tem tropismo por monócitos (Harvey et al., 2017; Ribeiro et al., 2017). Hepatozoon spp. são proto-
zoários intracelulares que são observados principalmente pela visualização de gamontes intraneutrofílico 
ou intramonocitário (Honório et al., 2017). Anaplasma platys são bactérias Gram-negativas com tropismo 
por plaquetas (Ribeiro et al., 2017). As bactérias do gênero Mycoplasma spp. possuem características 
particulares como a ausência de parede celular e a dependência estrita da célula hospedeira em virtude 
de seu genoma ser diminuto (Soares et al., 2016).

Tendo em vista os impactos deletérios provocados por tais patógenos, objetivou-se quantificar a fre-
quência de casos de parasitos sanguíneos em caninos do município de Araguaína, TO.  

Material e Métodos
O estudo foi conduzido no período compreendido entre janeiro e dezembro de 2017. Foram analisa-

dos por amostragem de conveniência os dados dos prontuários (ficha de resultados de exames) de 159 



Médica e Veterinária 335

animais atendidos com suspeita de hemoparasitose por médicos veterinários de clínicas veterinárias 
particulares no município de Araguaína, Tocantins, Amazônia Legal Brasileira. 

Os esfregaços sanguíneos foram realizados de acordo com a metodologia preconizada por Thrall et al. 
(2015), e em seguida foram corados com kit panótico rápido (Newprov®) e observados em microscópio 
binocular com um aumento de 1000x com o uso de óleo de imersão, com o objetivo de realizar a detecção 
de hemoparasitos. 

Dados referentes ao sexo (macho ou fêmea), faixa etária (<1 ano de idade ou ≥ 1 ano de idade) e positi-
vidade para hematozoários foram coletados dos prontuários dos pacientes caninos (Canis lupus familiaris). 

A análise dos fatores de risco associados foi realizada na associação da ausência ou presença da 
infecção por hemoparasitos em caninos com as variáveis pesquisadas (sexo, faixa etária) utilizando-se 
o método estatístico de chi-quadrado (χ2) bicaudal com correção de Yates, com o valor de p (p-value 
<0,05) com uso do programa Epi-info disponibilizado pelo Centro de Controle de Doenças dos Estados 
Unidos da América (CDC, 2018).

Resultados e Discussão
Foram diagnosticados 120 espécimes caninos (88,89%) com algum tipo de parasito sanguíneo (Tabela 

1). O percentual encontrado no presente estudo é superior ao encontrado por Mundim et al.(2008) em 
Anápolis-GO (33,96%), Anjos et al.(2012) em Campo Grande-MS (19,25%), Silva et al.(2014) em Abadia 
dos Dourados-MG (27,6%) e Leal et al.(2015) no Rio de Janeiro-RJ (64,70%). O percentual alto encon-
trado neste estudo (88,89%) pode ter ocorrido devido ao fato de que os animais já possuíam alguma 
suspeita clínica de hemoparasitose devido aos sinais clínicos observados nos pacientes caninos, tais 
como epistaxe, anemia, uveíte, esplenomegalia, distúrbios oftálmicos, linfoadenomegalia, apatia e febre, 
além da presença de ectoparasitos, tais como carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus, do gênero 
Amblyomma spp. e pulgas do gênero Ctenochephalides spp.

A espécie mais encontrada foi a bactéria Gram-negativa Ehrlichia canis, presente em 43 dos 120 animais 
positivos para hemoparasitos (Tabela 2). Outras espécies/gêneros diagnosticadas foram Anaplasma pla-
tys, Babesia spp. e Mycoplasma haemocanis. O gênero encontrado em menor quantidade foi Hepatozoon 
spp., sendo observado o parasitismo de apenas cinco animais. De acordo com Dória et al. (2016), as 
técnicas de esfregaço sanguíneo podem resultar em falsos negativos, ainda que realizada por diferentes 
métodos devido a sua baixa sensibilidade, o que nos permite sugerir que o resultado de positivos poderia 
ser ainda maior. Não foram observadas coinfecções entre diferentes espécies de hemoparasitos. 

Tabela 1. Resultado do diagnóstico de hemoparasitose por leitura de esfregaço 
sanguíneo de caninos no município de Araguaína (Tocantins) no ano de 2017.

Resultado do Esfregaço Quantidade (N) Porcentagem (%)
Positivo 120 88,89
Negativo 39 28,89
Total 159 100

Tabela 2. Espécies/Gêneros de hemoparasitos encontrados em amostras 
positivas de caninos no município de Araguaína (Tocantins) no ano de 2017.

Espécies/Gêneros Número de Positivos Porcentagem (%)
Ehrlichia canis 43 35,83 
Anaplasma platys 31 25,83 
Babesia spp. 27 22,50 
Mycoplasma haemocanis 14 11,67 
Hepatozoon spp. 5 4,17 
Total 120 100 
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A presença de Ehrlichia canis foi superior ao encontrado nos estudos de Mundim et al.(2008) em 
Anápolis-GO (5,56%), Ueno et al.(2009) em Botucatu-SP (7,1%), Sousa et al.(2010) em Cuiabá-MT 
(24,62%), Silva et al.(2014) em Abadia dos Dourados-MG (2%), Leal et al.(2015) no Rio de Janeiro-RJ 
(1%), Rotondano et al.(2015) em Patos-PB (4%) e Makino et al.(2016) em Várzea Grande-MT (52,5%). 
Todavia, foi menor do que o relatado por Antunes et al. (2015) em caninos de Campo Grande-MS (60%).

Anaplasma platys foi o segundo hemoparasito em quantidade observada em esfregaços sanguíneos 
presente em 25,83% das amostras positivas. O percentual de Anaplasma platys encontrado na presente 
pesquisa é menor do que aquele encontrado por Mundim et al.(2008) em Anápolis-GO (50%), Almeida 
et al.(2010) em Cuiabá-MT (67,2%), Antunes et al.(2015) em Campo Grande-MS (10%) e Leal et al.(2015) 
no Rio de Janeiro-RJ (78%). Todavia, o percentual é superior ao encontrado por Anjos et al.(2012) em 
Campo Grande-MS (5,94%) e Silva et al.(2012b) em Jataizinho-PR (19,4%).

Foram encontradas formas intraeritrocíticas de Babesia spp. observadas em 22,5% das amostras posi-
tivas.  Este percentual é maior do que o encontrado por Mundim et al.(2008) em Anápolis-GO (11,11%), 
Silva et al.(2014) em Abadia de Dourados-MG (1,6%), Leal et al.(2015) no Rio de Janeiro-RJ (10,6%), 
Rotondano et al.(2015) em Patos-PB (2%) e Carvalho et al.(2018) em Teresina-Piauí (3,3%). No entanto, 
é menor do que o encontrado por Antunes et al. (2015) em Campo Grande-MS (30%).

Mycoplasma haemocanis esteve presente em 11,67% das amostras positivas, sendo menor do que o 
observado por Mundim et al. (2008) em Anápolis-GO (27,78%) e Leal et al. (2015) no Rio de Janeiro-RJ 
(45,5%). Todavia, o achado do presente estudo foi maior do que o encontrado por Valle et al. (2014) em 
Passo Fundo-RS (5,1%) e por Soares et al. (2016) em Campo Grande-MS (4,25%), sendo que em ambos 
foi utilizada a PCR como método de diagnóstico.

Em 4,17% das amostras positivas foi observada a presença de gamontes de Hepatozoon spp., sendo 
menor do que o encontrado por Mundim et al. (2008) em Anápolis-GO (5,56%) e que Silva et al. (2014) 
em Abadia de Dourados-MG (24%).

Nenhuma das variáveis analisadas se mostrou estatisticamente associada à positividade para hemoparasi-
tos, possivelmente devido ao pequeno número amostral utilizado no levantamento de prontuários (Tabela 3).

Tabela 3. Variáveis relacionadas a positividade para hemoparasitos encontrados em 
caninos no município de Araguaína (Tocantins) no ano de 2017.

Variável Sub-variável
Variáveis

Valor-P
N + (%) Odds Ratio IC (95%)

Sexo
Macho 104 82 (78,85%)

1,662
0,7828-
3,505

0,2443
Fêmea 55 38 (69,09%)

Idade
< 1 ano 24 15 (62,50%)

0,4787
0,1901- 
1,248

0,1787
>  1 ano 135 105 (77,78%)

Conclusões
O estudo demonstrou a circulação de hemoparasitos em espécimes caninos no município de Araguaína. 

A comprovação da circulação sugere que os Médicos Veterinários da especialidade de Pequenos 
Animais devem levar em consideração a presença de hemoparasitos diante de uma suspeita clínica. 

Recomenda-se a aplicação do diagnóstico complementar que pode ser pela leitura de esfregaço san-
guíneo, ou ainda por meio do diagnóstico sorológico ou molecular, o que permitirá ao clínico administrar 
o princípio ativo mais adequado para o tratamento do animal acometido por hemoparasitose, e assim 
obter resultados mais satisfatórios para o restabelecimento da saúde dos pacientes caninos.
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Resumo
O carrapato da espécie Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) é um ectoparasita hematófago obriga-
tório e específico de bovinos. Infestações por esse parasito refletem em perdas econômicas pela queda na 
produtividade que normalmente se relaciona à transmissão de hemoparasitoses por esse vetor. Acaricidas 
químicos sintéticos são a principal medida de controle nas infestações. No entanto, esses acaricidas não 
possuem a mesma efetividade de quando foram primeiramente desenvolvidos devido ao seu uso indis-
criminado e extensivo. Assim, o controle biológico se tornou uma alternativa promissora. Objetivou-se 
avaliar a mortalidade de larvas de Rhipicephalus microplus após imersão em solução acaricida contendo 
conídios de Metarhizium sp. Foram isolados fungos de solos de propriedades rurais utilizando o meio 
CTC (BDA - Batata, Dextrose e Ágar, suplementado com Cloranfenicol, Tiabendazol e Ciclohexamida) e 
um isolado foi selecionado para o tratamento. Para a obtenção das larvas foram coletadas fêmeas ingur-
gitadas de R. microplus de bovinos naturalmente infectados, a oviposição e eclosão dos ovos ocorreu in 
vitru. O bioensaio foi realizado com quatro grupos de diluições da solução nas concentrações de 105, 106, 
107 e 108 conídios/ml, sendo cada grupo constituído por cinco tubos de ensaio contendo 50g de larvas 
do carrapato. Durante 21 dias a taxa de mortalidade foi observada com o auxílio de um Microscópio 
Estereoscópico com aumento de 10x. As médias em porcentagem das taxas de mortalidade em 21 dias 
de tratamento para cada diluição foram: 105= 36 %; 106= 52 %; 107= 46 % e 108= 100 %. Concluiu-
se que as larvas de Rhipicephalus microplus são susceptíveis ao fungo Metarhizium sp. isolado do solo 
amazônico e que sua virulência é diretamente proporcional a concentração de conídios na solução. 

Palavras chaves: Biocontrole, artropodopatogênico, virulência. 

Introdução
O carrapato da espécie Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) é um ectoparasita hematófago obri-

gatório e específico de bovinos. Sua importância se dá na pecuária e na medicina veterinária por ser o 
principal vetor de microrganismos patogênicos podendo refletir no desenvolvimento de hemoparasitoses 
gerando grandes perdas econômicas pela queda da produtividade. Além disso, os animais encontram-se 
em frequente irritação pelo incomodo da adesão dos parasitos na pele. Dependendo da carga parasitaria 
também ocorrem perdas sanguíneas e uma queda na atividade imunológica do animal e o mesmo acaba 
ficando susceptível ao desenvolvimento de outras doenças infecciosas (Ren et al., 2012; Abbas et al., 2014).  

Comumente a medida de controle para infestações desse ectoparasito é através do uso de acaricidas 
químicos sintéticos. Porém, esses acaricidas não possuem mais a mesma efetividade de quando foram 
primeiramente desenvolvidos devido ao seu uso incorreto e indiscriminado ao longo do tempo, tornando 
assim, muitos grupos de carrapatos resistentes a diversas substâncias utilizadas na sua composição. No 
Brasil, já foram registradas resistências a inúmeras substâncias acaricidas a base de formamidas, amitraz 
e avermectinas. Além disto, o uso inconsciente desses acaricidas demonstram problemas para a saúde 
pública, pois já foram encontradas evidencias de resíduos desses produtos em leite e carne (Abbas et al., 
2014; Carneiro et al., 2015;  Banumathi et al., 2017).
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Diante disso o controle biológico se tornou uma alternativa para substituir esses acaricidas químicos. 
Através da expansão da pesquisa sobre o controle biológico de pragas já foi possível constatar que o mes-
mo atribui um baixíssimo risco para a saúde humana e animal, menor custo de desenvolvimento e uma 
alta virulência e efetividade além de ser mais seguro para o ambiente (Ren et al., 2012).

Fungos entomopatogênicos como Metarhizium sp. possuem grande credibilidade por serem encontra-
dos em grande quantidade e diversidade nos mais diferentes solos em diversas localidades ao redor do 
mundo. Não ocorre permanência de resíduos no produto de origem animal e até então não há o desen-
volvimento de resistência aos pesticidas formulados (Butt et al., 2016).

Apesar deste potencial promissor, estudos que avaliem a diversidade de fungos entomopatogênicos 
da Região Amazônica para o controle de pragas ainda são limitados, sendo fundamental a realização 
de pesquisas nesta área para a obtenção de novos isolados com potencial para serem utilizados como 
agentes na formulação de micoacaricidas cada vez mais eficientes (Fernandes et al., 2011). O objetivo 
desse trabalho foi avaliar a diversidade de fungos com potencial entomopatogênico de solos Amazônicos 
e selecionar um fungo do gênero Metarhizium sp. para o bioensaio de controle de larvas do carrapato 
Rhipicephalus microplus.  

Material e Métodos 
Foram coletadas dez amostras de solo (30g) de dez propriedades rurais distintas para o isolamento 

dos fungos com potencial patogênico para pragas. As propriedades foram escolhidas aleatoriamente, 
mas todas possuem criação de gado leiteiro e se localizam na cidade de Rio Branco, Acre, Brasil. Todo 
o experimento foi realizado no Laboratório de Microbiologia na Universidade Federal do Acre – UFAC. 

O método de isolamento escolhido foi o da técnica de diluição seriada. Para a diluição, 2g da amostra 
foi adicionado em 18mL de solução NaCl 0,9%, previamente esterilizada, e submetido a rotações na 
velocidade de 120 rpm na temperatura de 28 ºC durante 60 minutos em um mixer eletrônico. Após essa 
homogeneização, uma alíquota de 1 mL desta suspensão foi extraída e depositada em 9 mL de solução 
NaCl 0,9% para então ser produzida uma suspenção na concentração de 10-1 (Bills et al., 2004). 

Uma alíquota de 200 µL da solução 10-1 foi colocada em uma placa de Petri com meio CTC (BDA - Batata, 
Dextrose e Ágar, suplementado com Cloranfenicol, Tiabendazol e Ciclohexamida), que é um meio seletivo 
para fungos entomopatogênicos. A placa foi incubada a uma temperatura de 28 ± 1 ºC e observada dia-
riamente por até 15 dias. Esse processo foi realizado para cada amostra de solo (Fernandes et al., 2010).

Os fungos que apresentaram crescimento micelial significativo na placa contendo CTC foram repicados 
em tubos de ensaio contendo meio BDA (Batata, Dextrose e Ágar) visando seu melhor crescimento. Após o 
crescimento, foram guardados em óleo mineral, como descrito por Buell e Weston (1947) e em água desti-
lada seguindo toda a técnica de conservação desenvolvida por Castellani  (1963) e armazenados na coleção 
do laboratório. Para a identificação foi utilizada a técnica de microcultivo em lamínula, sendo comparadas 
as estruturas microscópicas observadas com a literatura específica (Barnett e Hunter, 1998).

Para o bioensaio, fêmeas ingurgitadas de R. microplus foram coletadas manualmente de bovinos na-
turalmente infectados e levadas ao laboratório onde foram superficialmente desinfetadas em hipoclorito 
a 1% durante 3 minutos e depois incubadas a uma temperatura de 27 ± 1 º C com ≥ 80% de umidade 
relativa. Após o início da oviposição, alíquotas de 50 mg de ovos foram depositadas em tubos de ensaio 
previamente esterilizados e novamente incubados a temperatura de 27 ± 1 º C com ≥ 80% de umidade 
relativa para eclodirem  (Fernandes et al., 2011). 

O isolado de Metarhizium sp. (4.539) selecionado para o bioensaio foi repicado em placa de Petri con-
tendo BDA e incubado durante 15 dias a temperatura de 28 °C. Os conídios do isolado fúngico foram co-
letados e suspensos em solução de Água Destilada Estéril e Tween 80 (0,01%) e quantificados com auxílio 
de câmara de Neubauer em Microscópio Óptico para produção da suspensão de 108 conídios/mL sendo 
realizada diluição seriada para obtenção das concentrações 105, 106 e 107 conídios/mL (Alves, 1998).
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O bioensaio foi realizado com quatro grupos tratados com as diluições nas concentrações 105, 106, 
107 e 108 conídios/mL, sendo cada grupo constituído por 5 tubos de ensaio contendo larvas de R. micro-
plus. 1 mL das suspensões foram injetadas dentro dos tubos usando uma seringa hipodérmica inserida 
entre a parede do tubo de ensaio e o tampão de algodão. As larvas ficaram imersas ao inóculo durante 
3 minutos e após esse período os tubos foram invertidos até a suspensão de conídios ser absorvida pelo 
tampão de algodão, e então foram novamente armazenados, em câmara úmida, a temperatura de 27 ± 
1°C e umidade relativa ≥ 80% (Alves, 1998). 

As larvas foram inspecionadas em Microscópio Estereoscópio com aumento de 10x a cada cindo dias 
durante 21 dias comparando a quantidade de larvas mortas e larvas vivas dos tubos, então assim foi 
atribuído uma porcentagem de mortalidade para cada tubo de cada diluição. Para a avaliação dos dados 
não paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis, seguido do Student-Newman-Keuls (SNK) para 
comparação entre as ordenações médias com auxílio do programa BioEstat 5.3® (Fernandes et al., 2011).

Resultados e Discussão 
Foram isolados 232 fungos das 10 propriedades das quais foram coletadas as amostras de solo. Foram 

identificados 141 fungos dos seguintes gêneros: Acremonium (2,59%), Aspergillus (7,76%), Metarhizium 
(10,34%), Paecilomyces (40,09%) e Penicilium (2,16%) (Figura 1). Além disso, 40% dos fungos isolados 
permaneceram sem identificação e então foi selecionado aleatoriamente o isolado de Metarhizium sp. de 
número de identificação 4.539 para a realização do experimento. 

Foi registrado que no bioensaio a utilização da diluição 108 conídios/mL permitiu o controle de 97,6 
% no 16º dia e 100 % no 21% dia pós tratamento das larvas de R. microplus (Tabela 1). O grupo controle 
em relação à diluição 105 não mostrou diferença estaticamente após os 21 dias de tratamento.

Foi registrado índice de mortalidade de 100% das larvas no 21º dia de tratamento, indicando diferença 
entre os tratamentos e o grupo controle a partir do 11º dia de tratamento (Figura 2).

Figura 1. Frequência de Gêneros fúngicos nas amostras de solos de Fazendas na Região Amazônica.
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Fungos entomopatogênicos quando não encontram um hospedeiro, seus propágulos permanecem no 
solo por ser um ambiente estável para eles. A ocorrência abundante ou não ocorrência, e a persistência 
de diferentes fungos no solo pode ser explicada por fatores ambientais relacionados ao solo como a tem-
peratura, umidade do solo, pH e quantidade de matéria orgânica presente (Zanardo, 2015).

Foi isolada uma quantidade significativa de fungos potencialmente patogênicos para artrópodes, tanto 
os que foram identificados como os que não puderam ser identificados pela técnica de microcultivo em 
lamínula. Segundo Pylro et al.(2014) a Região Amazônica abriga uma grande diversidade de microrga-
nismos com potencial biotecnológico. Os solos desta região apresentam características distintas, como 
composição química e biológica como descrito por Mendes et al. (2015), o que explicaria a variação entre 
o número de isolados do gênero Paecilomyces em relação aos outros gêneros identificados. 

O bioensaio foi realizado sem nenhuma dificuldade significativa após a identificação e guarda dos 
isolados. Na primeira avaliação dos resultados, pode-se notar que o grupo controle começou a diferir es-
tatisticamente na diluição de 105 partir do 11° dia de tratamento. Enquanto o grupo controle obteve uma 
taxa de mortalidade de 1,2% ao final do tratamento, as taxas de mortalidade dos grupos que receberam 
o tratamento com Metarhizium sp. tiveram uma taxa de mortalidade que variou de 36% a 100%.

Tabela 1. Percentual de mortalidade (média e desvio padrão) dos grupos tratados em diferentes dias de 
tratamento frente as diferentes concentrações de conídios na solução.

Dias de tratamento Controle
Concentrações

105 106 107 108

6º 0 ±0a 1,4 ±0,55a 2,4 ±1,52a 6 ±2,24ab 26 ±10,84b
11º 0 ±0a 18 ±4,47b 19 ±2,24b 22 ±7,58b 73,8 ±19,16c
16º 0 ±0a 36 ±16,73ab 48 ±13,04bc 46 ±15,17b 97,6 ±1,52c
21º 1,2 ±0,45a 36 ±16,73ab 52 ±13,04bc 46 ±15,17b 100 ±0c

Obs.: Letras iguais seguidas na mesma linha não diferem estatisticamente (p>0,05).

Figura 2. Mortalidade média (%) das larvas R. microplus nos diferentes dias pós-tratamento com 
a suspensão fúngica na concentração de conídios 108. 
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O aumento crescente da taxa de mortalidade comprova que naturalmente a virulência está relaciona-
da à concentração conidial da solução. É importante destacar que a diluição de 106 se mostrou com uma 
taxa de mortalidade maior que a de 107 ao final do tratamento, isso ocorreu provavelmente por um único 
tubo do grupo da concentração 106 que apresentou maior mortalidade do que todos os outros tubos do 
grupo. Logo, a hipótese citada não pode ser descartada. 

No 21° dia de tratamento a diluição na concentração 108 apresentou uma média de taxa de mortalida-
de de 100%. De acordo com o trabalho de Arieiro (2017) mostrou-se que em até 15 dias já era observado 
taxas de 100% de mortalidade por uma espécie de Metarhizium na mesma concentração de conídios. 
Por isso é importante ressaltar que diferentes cepas de determinada espécie apresentam patogenicidade 
e virulência distintas (Fernandes et al., 2011), sendo fundamental estudos que realizem a seleção desses 
microrganismos da natureza.

Conclusões
Foi isolada uma grande quantidade de fungos em meio seletivo para entomopatógenos, indicando o 

potencial de solos da Região Amazônica para o estudo e seleção de novos microrganismos com potencial 
para o controle biológico. 

Foi registrada maior frequência dos gêneros Paecilomyces sp., seguido por Metarhizium sp., ambos 
frequentemente indicados para o controle de pragas. Além disso, 40,09% dos isolados não foram identi-
ficados sugerindo a oportunidade de identificação de novas espécies.

Nos ensaios biológicos, as larvas de Rhipicephalus microplus foram susceptíveis ao isolado de 
Metarhizium sp. comprovando o seu potencial entomopatogênico. A virulência deste isolado foi dire-
tamente proporcional a concentração de conídios na solução, a qual a concentração de 10 8 se mostrou 
mais eficiente para o controle dos carrapatos, tendo influência dos dias de tratamento, com resultados 
significativos a partir do 7º dia de tratamento.
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Resumo
A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença tropical, considerada negligenciada, causa-
da por cerca de 20 espécies de parasito do gênero Leishmania, pertencente à família Trypanosomatidae, 
ordem Kinetoplastida. O Brasil é o país da América com elevado número de casos de leishmaniose, em 
2016, foram registrados 12.690 casos, com destaque para região Norte com 5.075 casos. São poucos os 
fármacos utilizados para tratamento desta doença, porém, estes causam um elevado nível de toxicidade 
e efeitos colaterais no paciente. Na busca por novas formas terapêuticas com atividade leishmanicida, foi 
realizado testes in vitro utilizando extrato do fungo Aspergillus fumigatus, contra a forma promastigotas 
de L. guyanensis e L. amazonensis. O extrato fúngico foi obtido através de bioprocesso utilizando Caldo 
de Batata Dextrose. Os parasitos foram cultivados em RPMI completo suplementado a 10% de soro bo-
vino fetal (SFB). A atividade leishmanicida foi avaliada no período de 24, 48 e 72 horas na concentração 
de 750 µg/mL à 125 µg/mL do extrato, estudadas em comparação com o Glucatime®. Os resultados de-
monstraram que o extrato de A. fumigatus apresenta atividade contra L. guyanensis (IC50 65,46x10-1µg/
mL) após 72 horas de incubação.

Palavras–chave: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), Fármacos, L. guyanensis

Introdução
A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença tropical, considerada negligenciada, cau-

sada por cerca de 20 espécies de parasito do gênero Leishmania, pertencente à família Trypanosomatidae, 
ordem Kinetoplastida. Com ciclo de vida heteroxênico, o protozoário alterna seu ciclo de vida entre hos-
pedeiros vertebrados e invertebrados, chegando a afetar mundialmente, mais de 15 milhões de pessoas 
com alta morbidade e mortalidade em populações da América, Ásia, África, Europa e Oceania (Jensen et 
al., 2017; Soriano, 2017).

A transmissão da doença ocorre por insetos dípteros do gênero Lutzomyia (nas Américas). A fêmea 
deste vetor suga o sangue do hospedeiro infectado e adquire a forma amastigota, que irá sofrer transfor-
mação ao longo do intestino do vetor transformando-se em promastigotas metacíclicas, forma infectante 
para o hospedeiro vertebrado. Ao fazer um novo repasto sanguíneo, o inseto transmite ao hospedeiro não 
infectado as formas promastigotas, que irão se diferenciar em amastigotas no lisossomo e desencadear o 
aparecimento de sintomas da doença (Abdossamadi et al., 2016).

O gênero Leishmania na LTA pode apresentar diferentes formas clínicas, dependo da espécie envolvida 
e da relação parasito-hospedeiro, podendo ser classificadas em Leishmaniose cutânea (LC) e Leishmaniose 
mucosa (LM). As principais espécies de LC no Brasil são L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis. 
Na LM, a L. braziliensis é a principal espécie associada a esta forma clínica, mas estudos recentes mostram 
que a espécie L. guyanensis pode ser também o agente etiológico para L. M. (Lima, 2017). 

O Brasil é um país com elevado número de casos de leishmaniose. Em 2016 foram registrados 12.690 
casos, com destaque para a região Norte com 5.075, seguida da região Nordeste com 3.166 e da região 
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Centro-Oeste com 1.974 dos casos (SINAN/SVS/MS, 2017). Em 2016, os municípios de Rio Preto da 
Eva, Presidente Figueiredo, junto à Manaus, foram responsáveis por 468 casos de 922, registrados no 
Estado (Amazonas, 2017), ocupando o segundo lugar entre as infecções por protozoários que acometem 
humanos, perdendo apenas para a Malária. O padrão de transmissão da doença neste estado mudou; 
inicialmente, acometia pessoas em contato com a floresta, hoje, verifica-se ocorrência em zonas rurais, 
praticamente desmatadas e em regiões periurbanas (Jensen et al., 2017).

Mesmo com o elevado número de casos registrados no Brasil, poucos são os fármacos utilizados para 
o tratamento da leishmaniose. O antimonato de N-metilglucamina (Glucantime®) é considerado pelo 
Ministério da Saúde o medicamento de primeira escolha, anfontericina B e pentamidina como segunda 
escolha (Brasil, 2017). Existem vários problemas relacionados a esse arsenal terapêutico, como efeitos 
colaterais, toxicidade, administração parental, o que leva, muitas vezes, ao abandono do tratamento e 
aumento de linhagens resistentes ao antibiótico, dificultando o controle da doença (Wyrepkowshi, 2015; 
Abdossamadi et al., 2016).

Por ser considerada uma doença negligenciada, poucos são os investimentos de indústrias farmacêuti-
cas frente às pesquisas de novos protótipos com atividades leishmanicida. Apesar da escassez de investi-
mento, uma das fontes biológicas mais estudadas em busca de formas terapêuticas para o tratamento da 
leishmaniose são as plantas e os fungos por produzirem metabólitos secundários de interesse biotecnoló-
gico e farmacêutico, como os estudos de Costa et al., (2009), Monzote et al.(2010) e Campos et al.(2015) 

Os fungos são microrganismos eucariontes de grande importância para o ecossistema, além de serem 
responsáveis por uma gama de metabólitos primário e secundário que são utilizados em diferentes áreas. 
O fungo Aspergillus fumigatus pertence à Família Trichocomaceae, filo Ascomycota, possui uma ampla 
distribuição na natureza, podendo ser isolados de diversos substratos orgânicos. Além disso, possuiu um 
importante papel na reciclagem de carbono e nitrogênio. É considerado um fungo patogênico causador da 
aspergilose, doença prevalente principalmente em indivíduos imounocomprometidos. No entanto, estudos 
voltados para compostos bioativos têm demonstrado que este fungo, quando isolado de plantas, possue 
um potencial biológico antifúngico (Liu et al., 2004) e antibacteriano (Carvalho, 2010; Silva et al., 2018).

Na perspectiva de se obter novas formas terapêuticas para o tratamento da leishmaniose, e sabendo 
da necessidade de se explorar as diversas formas de isolamento do fungo A. fumigatus, esta pesqui-
sa teve como objetivo avaliar in vitro a atividade leishmanicida de substâncias produzidas pelo fungo 
Aspergillus fumigatus isolado de amostra do solo da Região Amazônica contra Leishmania guyanensis e 
Leishmania amazonensis.

Material e Métodos
Na presente pesquisa, foram realizados testes in vitro utilizando filtrado da cultura do fungo A. fumiga-

tus. A atividade das substâncias presentes nesse filtrado foi estudada em comparação com Glucantime®, 
fármaco de primeira escolha para o tratamento da Leishmaniose.

O fungo A. fumigatus (LM6020) utilizado no estudo foi cedido pela coleção de microrganismos de inte-
resse médico do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia – INPA. O bioprocesso para a produção do 
antimicrobiano foi realizado em Erlenmeyers (150 mL) contendo 50 mL de Caldo de Batata Dextrose (120 
g/L de batata, 10 g/L de dextrose). Nesse meio foi inoculada uma concentração de 1x104 esporos/mL da 
espécie de fungo a ser investigado e incubado por 14 dias, sob agitação orbital (100 rpm) a 25ºC. Após esse 
período, a biomassa foi separada por filtração (filtro qualitativo tipo celulose Whatman n.4). O filtrado foi 
esterilizado por microfiltração a 0,22 μm (Millipore®) e submetido à liofilização. A amostra liofilizada foi 
pesada e armazenada na geladeira a 4ºC para ser submetida à determinação da atividade leishmanicida.

Foram utilizadas as cepas de Leishmania guyanensis MHOM/BR/75/M4147 e Leishmania amazonen-
sis IFLA/BR/67/PH8, cedidas pela Fundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado – FMT/
HVD. Seguindo o protocolo de Jaffe et al., (1984), as espécies utilizadas para o bioensaio foram cultiva-
das em garrafas de cultura contendo meio RPMI 1640 (Himedia) completo, suplementado com 10% de 
soro fetal bovino inativo (SFBI), armazenadas em estufa a 25ºC.
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Para a avaliação do crescimento das formas promastigotas de Leishmania sp., foi utilizado o protocolo 
de Silva (2008), com modificações. Os Parasitos foram cultivados em frascos de cultivo celular contendo 
meio RPMI completo na concentração de 1x106 parasitos/mL, incubadosa 25ºC por 10 dias com volume 
total de 10 mL. A cada 24 horas foi retirada uma alíquota de 10ul da amostra, diluída (1:1000) em solu-
ção salina e corada com o corante azul de tripan para contagem em câmara de Neubauer com o auxílio 
de microscópio óptico em aumento de 400x. Para os estudos, foram utilizadas as formas promastigotas 
axênicas para determinar a fase logarítmica e estacionária do crescimento. A média aritmética e o desvio 
padrão foram utilizados para gerar a curva no programa Excel® (Microsoft).

A atividade leishmanicida dos extratos de Aspergillus fumigatus foi avaliada pela inibição do crescimen-
to e mortalidade das formas promastigotas de L. amazonensis e L. guyanensis. Antes de cada experimento, 
foi observada a motilidade flagelar e a morfologia dos parasitos com o auxílio de microscópio invertido.

Para a realização do bioensaio, as formas promastigotas foram centrifugadas a 4.400 rpm por 15 mi-
nutos, lavadas em solução salina esterilizada, diluídas e quantificadas em câmara de Neubauer, sendo 
ajustadas para a obtenção da concentração parasitária de 1,5x106 células/mL utilizando uma calculadora 
de diluição celular (Fumarola et al., 2004)

A amostra do fungo Aspergillus fumigatus foi diluída em 3mL de meio RPMI e filtrado em membrana 
de Millipore® 0,22µm em ambiente esterilizado. Os extratos foram avaliados nas concentrações de 750 
µg/mL, 500µg/mL, 250µg/mL e 125 µg/mL. O controle negativo foi constituído de RPMI completo e o 
controle positivo foi utilizado glucantime® na concentração de 30 µg/mL.

A atividade dos extratos foi avaliada pela inibição do crescimento e mortalidade de promastigotas de 
L. guyanensis e L. amazonensis após adição de diferentes concentrações do extrato na presença de 1x106 

célula/mL e após incubação em estufa a 25 ºC. O bioensaio e a contagem dos parasitos foi realizada em 
triplicata no período de 24, 48 e 72 horas.

Para a contagem dos parasitos, foi retirada de cada tubo uma alíquota de 10 uL da amostra, diluída 
e quantificada em câmara de Neubauer com auxílio do corante azul de Tripan (Cascade Biological TM 
–USA) em microscópio óptico, aumento de 400 vezes. Foi retirada a porcentagem, média e desvio padrão 
do número de parasitos vivos e mortos. Os valores encontrados foram utilizados para cálculo da concen-
tração inibitória de 50% dos parasitos (CI50) a partir do cálculo da reta obtido pelo gráfico da média de 
indivíduos vivos no programa Excel® (Microsoft).

Para determinação da atividade anti-leishmania foi utilizado o programa Bioestat 5.0™ para estatística 
descritiva (média e desvio padrão entre replicas) seguidas de análise de variância pelo teste de ANOVA: 
2 critérios para dados paramétricos, sendo adotado o valor de p < 0,05 quando houve diferença signifi-
cativa entre as médias. Médias diferentes foram analisadas por meio do teste de Tukey. Para análise de 
normalidade foi utilizado o teste de Lilifors com grau de diferença significativa em p < 0,05. O valor de 
CI50 foi obtido através do cálculo de regressão linear utilizando a média de parasitos mortos no programa 
Excel® 2013.

Resultados e Discussão
A análise da curva de crescimento dos parasitos in vitro mostrou uma diferença significativa entre os 

dias para que estes cheguem a diferentes fases. L amazonensis apresenta fase logarítmica mais longa que 
L. guyanensis, como visto na Figura 1 – A e B. Observamos que o melhor dia para realização dos bioen-
saios é até o quarto dia da cultura, principalmente na cultura de L. guyanensis, pois mostra um declínio 
significativo após esse período.

A análise do extrato filtrado de A. fumigatus mostrou que a porcentagem de promastigotas vivos 
em L. guyanensis na concentração de 750 µg/mL às 72 horas foi de 38,63%, aproximada ao percentual 
obtido com Glucantime®, 21,7%. Todas as outras concentrações do extrato fúngico apresentaram valores 
mais próximos ao do controle negativo composto pelo meio RPMI (Figura 2). O resultado foi corrobo-
rado com os testes estatísticos onde a concentração mais alta e o Glucantime apresentaram diferença 
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significativa para com o controle negativo, p<0.05, teste de Tukey. Contudo, para L. amazonensis não 
foi verificada diferença entre a porcentagem de parasitos vivos nas diferentes concentrações do extrato, 
em comparação com o controle positivo e o negativo (Figura 3). O mesmo se comprovou através do teste 
estatístico realizado com a média do número de indivíduos vivos que não mostrou diferença estatística 
em nenhuma concentração, p=0.9117, teste de ANOVA.  Deste modo, verifica-se que o extrato de A. 
fumigatus apresenta atividade leishmanicida distinta de acordo com as espécies de Leishmania.

Por outro lado, os valores de IC50 encontrados para o extrato do fungo A. fumigatus foi de 65,46x10-1 

µg/mL para L. guyanensis e de 108,5x10-1µg/mL para L. amazonensis, sendo significativo em compara-
ção aos resultados demonstrados anteriormente. 

A determinação da curva de crescimento das duas espécies do gênero Leishmania deste estudo foi 
fundamental para determinar o estágio e o dia para a utilização dos parasitos no bioensaio. Observando 
a morfologia e o crescimento das formas promastigotas das espécies em estudo, foi determinado o quar-
to dia, fase logarítmica, para a realização dos testes. Estudos realizados por Cunha (2017) utilizando a 
cepa PH8 de L. amazonensis, mesma cepa desta pesquisa, demonstrou que houve aumento expressivo 

Figura 2. Numero de L. amazonenses vivos em teste com extrato de A. fumigatus no período de 24, 48 e 72h

Figura 1. Curva de crescimento para L. guyanensis (A) e L. amazonensis (B) Corrigir o nome amazonesis dentro 
da figura. Aumentar tamanho das letras do eixo X
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de parasitos na fase logarítmica que vai até o quarto dia. Em contrapartida, não houve correspondência 
entre os dados de Chagas (2015) para as duas espécies, tendo em vista que a L. amazonensis e L. guya-
nensis apresentaram, em seu estudo, a fase logarítmica no terceiro dia de cultivo.

Até o momento, só foi encontrada na literatura, algumas espécies do gênero Aspergillus com atividade 
leishmanicida, como o estudo feito por Elkhayat et al.(2015) utilizando o fungo Aspergillus terreus iso-
lado das raízes de Carthamus lanatus (Asteraceae), onde compostos butenolídeos, isolado deste fungo 
inibiram o crescimento de Leishmania donavani com valores de IC50 de 11,24, 15,32 e 27,27 μg/mL.

Um estudo realizado por Mischiatti (2016) com o metabólico DFQ1(Derivado 1 da 2-fenilquinolina), ob-
tido da biotransformação da 2-fenilquinolina (FQ) pelo fungo A. fumigatus demonstrou que esse composto 
possui atividade leishmanicida contra L. amazonensis em 24 (CI50 = 5,41±0,20), 48 (CI50 = 0,44±0,18) 
e 72 horas (CI50 = 0,24±0,14 µg/mL). Existem, também, estudos do A. fumigatus como um inibidor de 
Mycobacterium tuberculosis, com concentração inibitória mínima de 256 μg mL-1 (Silva et al., 2018).

Outro estudo, realizado por Rodrigues et al. (2014), utilizando o ácido kójico (KA), um metabólico 
secundário do gênero Aspergillus, demonstrou que esse ácido inibiu 62% (IC50 34μg/mL) de promastigotas 
de L. amazonensis in vitro. Nota-se que os estudos com o fungo do gênero Aspergillus são voltados mais para 
a espécie de L. amazonensis, não sido encontrado na literatura estudos com a espécie L. guyanensis.  De 
acordo com Borges et al., (2018), a espécie L. (V.) guyanensis, apresenta aspectos únicos e pouco estudados, 
necessitando de uma melhor caracterização dos parasitos para conhecer melhor sua resposta imunológica.

Foi constatado a partir deste estudo, que o extrato do fungo A. fumigatus apresenta atividade anti-
parasitária, comprovada estatisticamente, apenas contra L. guyanensis. No entanto, precisa-se de mais 
estudos, principalmente por não ter sido estudado o composto químico deste extrato que foi capaz de 
inibir o crescimento dos parasitos desta espécie.

Conclusão
Os resultados do teste in vitro deste trabalho demonstram que o extrato do fungo Aspergillus fumiga-

tus pode ser utilizado no tratamento da leishmaniose como nova fonte de estudos para fins terapêuticos, 
tendo demonstrado uma inibição satisfatória contra a espécie de L. guyanensis, apresentando uma con-
centração inibitória (IC50) no valor de 65,46x10-1µg/mL. 

Figura 3. Numero de L. amazonenses vivos em teste com extrato de A. fumigatus no período de 24, 48 e 72 horas.
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Resumo
O ambiente hospitalar, abrangendo superfícies e pessoas, está diretamente relacionado a Infecções 
Hospitalares (IH), uma vez que o mesmo pode proporcionar focos de crescimento microbiano. Dentro 
deste contexto, este trabalho tem por objetivo avaliar a presença de Bacilos Gram Negativos (BGN) em 
superfícies de um hospital da região central de Rondônia. Coletou-se 68 amostras de profissionais da 
área da saúde, sendo estas 39 de mãos, cinco de celulares, 11 de superfícies de bancadas, quatro de 
prontuários e nove de dispensadores de sabão. As amostras foram coletadas por swabs embebidos em 
solução salina e foram inoculadas ágar MacConkey, encubadas por 24 horas a 37ºC±1. Realizaram-se a 
provas bioquímicas em colônias características para confirmação de gênero e espécie. Dos microrganis-
mos encontrados, o mais frequente foi a Shigella sp. (35,29%), seguida da E. coli (33,82%), ambas em 
maior quantidade nos Dispensadores de sabão e nas mão de funcionários, sendo ainda que a Shigella sp. 
foi a que mais apareceu em aparelhos celulares. Ainda foram encontradas Pseudomonas sp. (29,41%) e 
Klebsiella sp., sendo que esta ultima foi a menos frequente (16,17%), uma vez que só foi observada em 
três grupos, ainda sim, não sendo presente em grande quantidade em nenhum destes. A presença destes 
microrganismo em superfícies hospitalares alerta sobre o risco da contaminação cruzada, contudo, essa 
problemática juntamente com as IH podem ser amenizadas com a aplicação de práticas como a correta 
higienização das mãos e ambiente.

Palavras-chave: Infecção hospitalar, enterobactérias, contaminação cruzada.

Introdução
Problemas relacionados com Infecções Hospitalares (IH) vem se tornando cada vez mais recorrentes 

no Brasil, sendo este o principal causador de morbidade, mortalidade e maior permanência no ambiente 
hospitalar (Santos et al., 2010). 

Estimativas apontam que no Brasil cerca de 5 a 15% dos pacientes internados contrairão alguma IH, 
sendo que 25 a 40% desses pacientes receberão antibióticos para profilaxia ou tratamento da infeção, con-
siderando que uma IH se agrava de 5 a 10 dias no período de internação hospitalar (Machado et al., 2001).

Ainda que as principais causas de infecções hospitalares estejam relacionadas com doentes imu-
nocomprometidos e com métodos invasivos utilizados na terapêutica, é necessário que se considere a 
parcela de culpa ligada ao ambiente hospitalar como um todo e a sua assepsia. O ambiente hospitalar, 
abrangendo superfícies, pessoas, ar, água e aparelhos podem proporcionar focos de crescimento micro-
biano (Andrade et al., 2000). Alguns patógenos tem uma longa sobrevivência em superfícies inanimadas 
e mãos, sendo estas, fortes fontes de contaminação cruzada (Santos et al., 2010).

Mesmo que maiores medidas para o controle deste problema estejam sendo adotadas, a problemática 
de IH no Brasil continua aumentando, com índices que permanecem altos, com cerca de 15,5%, enquan-
to a média mundial é de 5%. Além disso, as maiores taxas de prevalência de dessas infecções no Brasil 
são oriundas de instituições públicas (Rocha et al., 2010).  



Diversidade Microbiana da Amazônia Vol. 3352

Dentre os microrganismos responsáveis pela alta taxa de IH, pode-se destacar os -da família 
Enterobacteriaceae, e as espécies: Pseudomonas aeruginosas, Staphylococcus aureus (Braga et al., 2004). 
A família Entobacteriaceae envolve microrganismos presentes na microbiota intestinal habitual da maio-
ria dos animais e do homem. São bacilos gram-negativos (BGN), de tamanho médio, móveis dotados 
de flagelos ou imóveis, podem ser aeróbios ou anaeróbios, são não formadores de esporos e facilmente 
adaptáveis a diversos meios. São microrganismos não fastidiosos, fermentadores de glicose, redutores de 
nitrato, catalase-positiva, oxidase negativa e sem atividade de citocromo-oxidade (O’Hara, 2005).

Esses microrganismos estão comumente presentes tanto em infecções comunitárias quanto em infec-
ções no âmbito hospitalar. Dentre as moléstias que essa família pode causar estão meningites, abscessos, 
pneumonias, infecções no trato urinário e gastrointestinal, sepses entre outras. Podem ser destacadas, 
dentro desta família, por sua alta patogenicidade a Escherichia coli, Proteus spp., Enterobacter spp., 
Klebsiela sp., Serratia marcescens, por, dentre outros fatores, serem microrganismos muito presentes em 
unidades hospitalares (Silva e Oliveira, 2008; Alves, 2011). Dentro do contexto de infecção hospitalar, 
este trabalho tem por objetivo identificar e avaliar a presença de bactérias Gram-Negativas nas mãos, 
superfícies e objetos pessoais de profissionais de saúde em um hospital da região central de Rondônia.

Material e Métodos
O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa do Centro Universitário Luterano de 

Ji-Paraná, sob o parecer nº 50609115.4.0000.5297. Um termo de consentimento foi assinado pelos parti-
cipantes da pesquisa.

Foram coletadas 68 amostras de profissionais da área da saúde, sendo estas 39 de mãos, cinco de 
celulares, 11 de superfícies de bancadas, quatro de prontuários e nove de dispensadores de sabão líquido 
utilizado para lavagem das mãos.

A coleta de amostras das mãos e superfícies foi realizada através de swab estéril embebido de solução 
salina. A coleta foi feita da palma das mãos e entre os dedos, a fim de avaliar a presença de bactérias gram
-negativas nas mãos dos profissionais. A mesma metodologia foi utilizada para coleta das demais superfícies.

As amostras foram encaminhadas para o Laboratório de Microbiologia do CEULJI/ULBRA, semea-
das por estriamento por superfície em Agar MacConkey, encubadas por 24 horas a uma temperatura de 
37ºC±1. Em seguida, foram realizadas provas bioquímicas em colônias características para confirmação 
dos gêneros e espécies.

Resultados e Discussão
De 68 amostras analisadas, sendo elas cinco de celulares de funcionários, 11 de bancadas. quatro de 

prontuários, nove de dispensadores e 39 de mãos de funcionários, em todos os grupos houve presença de 
Bacilos Gram Negativo, sendo observado que todas as amostras obtiveram algum tipo de contaminação. 
Os percentuais de cada microrganismo encontrado são demonstrados na Figura 1. 

Os dados apontam grande contaminação por Shigella spp. e E. coli. Apesar da E. coli ser um mi-
crorganismo fermentador e a Shigella um não-fermentador, ambas estão relacionadas por colonizarem 
o mesmo ambiente e ambas estarem associadas a infecções intestinais (Parsot, 2005; Hu-Din e Wahid, 
2014), bem como a Salmonella spp.. Segundo Pereira (2012), muitos BGN são comummente encontrados 
em superfícies inanimadas, mesmo sendo expostos a condições adversas, necessitando apenas de um 
lugar úmido para que sobreviva por vários meses. Desta forma, superfícies hospitalares tem sido alvo de 
estudos por serem uma fonte de contaminação.

Foi possível observar, conforme dados da Tabela 1, que a bactéria mais frequente foi a Shigella spp., 
seguida da E. coli, sendo que as ambas presentes em maior quantidade nos Dispensadores de sabão e 
nas mão de funcionários, sendo ainda que a Shigella sp. foi a que mais apareceu em aparelhos celulares.
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Klebsiella sp. foi a menos frequente, uma vez que só foi observada em três grupos, ainda sim, não 
sendo presente em grande quantidade em nenhum destes.

Em um Estudo Realizado por Feitosa et al. (2008) no estado de Goiás em superfícies hospitalares, 
bem como mão de profissionais, aparato médico e camas, coletando amostras tanto no período chuvoso 
quanto no período da seca, observou-se grande contaminação por enterobactérias, tendo como resul-
tados durante o período de estiagem maior contaminação por E. coli e Enterobacter sp., enquanto no 
período chuvoso foram encontradas E. coli, Salmonella sp. e Kebsiella sp. Dados de Feitosa et al.(2008) 
corroboram com o do presente estudo, confirmando que BGN formam focos de contaminação em super-
fícies inanimadas.

Os dados analisados evidenciaram a presença de Shigella spp. E. coli, Klebsiella spp., e Pseudomonas 
spp., nos celulares testados. Estes parelhos pertencem aos profissionais de saúde que participaram do 
estudo, sendo eles médicos e enfermeiros. A possibilidade que os aparelhos celulares tenham se tornado 
agentes disseminadores de microrganismos tem atraído a atenção de estudiosos e profissionais da saú-
de (Akinyemi et al., 2009). Araújo et al.(2017) em estudo semelhante, realizou-se análise de aparelhos 
celulares de três grupos sociais distintos, tendo como resultado a presença de enterobactérias em 21% 
dos celulares analisados, e destes microrganismos, 14,35% em ambiente hospitalar, obtendo a presença 
de E. coli, Enterobacter spp., Pseudomonas sp., Proteus sp., Shigella sp., Salmonella sp. e Klebsiella sp..

Ainda, os dados apresentados na Tabela 1, apontam uma alta prevalência de contaminação nas mãos 
dos profissionais da saúde. O corpo desses profissionais pode adquirir flora bacteriana patogênica per-
manentemente, sendo esta contraída no ambiente hospitalar. Custódio et al.(2009) cita que a colonização 

Figura 1. Percentual de contaminação em relação às amostras totais.

Tabela 1. Percentual de contaminação por Bacilos Gram Negativos em cada grupo analisado.

Amostras 
totais

Celulares Bancadas Prontuários
Dispensadores 

de sabão
Mãos de 

funcionários

Escherichia coli 33,82% 20% 18,18% 25% 55,55% 35,89%

Shigella sp. 35,29% 40% 27% 0% 55,55% 35,89%

Klebsiella sp. 16,17% 20% 0% 0% 33,33% 17,89%

Pseudomonas 29,41% 20% 45,45% 25% 22,22% 28,20%
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das mãos de profissionais da saúde muitas vezes se dá de maneira tão intensa que nem mesmo a assepsia 
é capaz de combater, e geralmente esta contaminação é por Sthapylococcus aureus e BGN, sendo estes 
adquiridos durante as mais diversas atividades clínicas, desde a manipulação de pacientes até a arruma-
ção dos leitos hospitalares.  

Após procedimentos com pacientes, muitos profissionais não se atentam à higienização das mãos e 
retomam às atividades sem analisar a possibilidade da disseminação de microrganismos no ambiente. 
Esse fato reforça a premissa de que contaminação de locais aparentemente limpos aumentam a possibili-
dade da disseminação de patógenos para outros profissionais ou pacientes, locais esses apontados como 
superfícies limpas, fazendo com que muitas vezes sejam ignoradas medidas eficazes de limpeza (Scott, 
2007; Pereira, 2012).

Karabey et al. (2002) aponta que muitos microrganismos são transferidos para as mãos de profissio-
nais por superfícies inanimadas, como dispensadores de sabão, mesas, telefones, camas, e materiais de 
uso cotidiano na clínica médica. As mãos são uma importante via de contaminação cruzada no contexto 
hospitalar, sendo estas responsáveis por um altíssimo número de infecções hospitalares. Esses microrga-
nismos podem ser transferidos para o sistema do paciente, que por sua vez, é colonizado por patógenos 
e desenvolve infecções. (Bjerke, 2004; Karabey et al., 2002). Deste modo, é possível fazer a associação 
entre a alta incidência das enterobactérias encontradas nas mãos dos profissionais e os dispensadores de 
sabão segundo dados obtidos neste estudo, uma vez que os profissionais da saúde usam estes dispensa-
dores para realizar a higienização das mãos, e ali depositam microrganismos que acabam colonizando o 
local (Bjerke, 2004; Karabey et al., 2002).

A higienização correta das mãos é a medida mais importante para evitar infecções associadas aos 
cuidados de saúde por profissionais hospitalares, uma vez que as recomendações para suas adequadas 
assepsias têm sido um dos pontos essenciais dos programas de prevenção e controle de IH (Laerson, 
2001; Sanchez-Payá et al., 2007).

Conclusão 
A presença de enterobactérias em superfícies hospitalares alerta sobre o risco da contaminação cru-

zada, principalmente pela alta incidência deste microrganismo nas amostras de mãos analisadas no 
presente estudo. 
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Resumo
A resistência antibacteriana é uma das maiores ameaças para os seres humanos e que reduz drastica-
mente as chances de cura de doenças infecciosas, aumentando a morbidade e mortalidade associadas a 
doenças bacterianas comuns. Devido a isso, surge a necessidade de pesquisas contínuas para que sejam 
obtidos novos antibióticos eficazes contra os microrganismos resistentes. Um recurso natural que pode 
ser utilizado para isto é a banana, a fruta fresca mais consumida no mundo, gerando milhões de tonela-
das de resíduos de casca no meio ambiente. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade anti-
bacteriana de bananas (Musa sp.) contra Staphylococcus aureus e S. epidermidis. Foram obtidos extratos 
aquosos de cascas e polpas de três variedades de banana (pacovan, maçã e prata), verdes e maduras, 
obtidas na Feira da banana em Manaus, submetendo-os à avaliação de atividade antibacteriana pelo mé-
todo do bloco de gelose. Os extratos aquosos das variedades de banana pacovan, maçã e prata possuem 
compostos antibacterianos eficazes contra cepas de S. aureus e S. epidermidis. A parte desta fruta que 
apresentou melhores resultados foi a casca, pois inibiu maior número de patógenos. Todas as oito cepas 
de S. epidermidis mostraram alguma inibição quando se usou as cascas verdes ou maduras das varieda-
des de banana pacovan, maçã e prata. As cascas verdes ou maduras da variedade de banana prata foram 
as que apresentaram inibição de um maior número de cepas de S. aureus, cinco do total de dez testadas.

Palavras-chave: antibacterianos, casca de banana, compostos bioativos, resíduo alimentar, Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis.

Introdução
As fontes alimentares mais importantes do mundo são ocupadas pelo arroz, trigo, milho e banana 

(Perrier et al., 2011), sendo esta a fruta fresca mais consumida no mundo. O Brasil é o quarto produtor e 
o primeiro consumidor mundial de bananas, produzindo 7,1 milhões de toneladas praticamente para o 
consumo interno (Lima et al., 2012). Considerando que 30-40% de seu peso corresponde à casca, tem-se 
uma geração de até 2,84 milhões de toneladas de resíduos de casca de banana por ano (Franco et al., 2015).

Além do seu consumo in natura, a banana pode dar origem a diversos produtos. A banana verde 
pode ser utilizada para a obtenção de produtos panificáveis, na produção de farinha, amido e chips. Da 
banana madura podem ser produzidos bananas em calda, banana desidratada, catchup, chips, congela-
dos, doces em massa, essências, farinha, flocos, granulados, geleias, néctares, purês, sucos, vinagres e 
vinhos (Godoy et al., 2012).

Os resíduos de cascas de frutas são amplamente obtidos como subproduto de indústrias de pro-
cessamento de alimentos, processamento de suco, hotéis e restaurantes. Esses resíduos podem causar 
problemas ambientais, a menos que sejam descartados adequadamente ou convertidos em um produto 
útil (Tibolla et al., 2014). Existem alguns trabalhos publicados sobre o reaproveitamento das cascas de 
bananas, que incluem a produção de etanol (Danmaliki et al., 2016; Gebregergs et al., 2016), metano 
(Khan et al., 2016), alimentação animal (Abel et al., 2015; Pimentel et al., 2017) e uso como adsorventes 
para purificação de água (Al-Qahtani, 2016). 

Além da utilização destas cascas para obtenção de produtos, é possível usá-las para a obtenção de 
biomoléculas. Com elas é possível obter compostos naturais com atividade antibacteriana, antifúngica e 
antioxidante (Karadi et al., 2011; Parashar et al., 2014). 
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antibacteriana de extratos obtidos a partir das cascas e 
polpas de banana (Musa sp.) das variedades pacovan, prata e maçã, verdes e maduras, contra linhagens 
de Staphylococcus aureus e S. epidermidis.

Material e Métodos
As bananas utilizadas neste trabalho foram obtidas em bancas de vendas na Feira da Banana, locali-

zada em Manaus-AM, sendo do tipo pacovan, prata e maçã.  Estas foram previamente submetidas à lava-
gem em água corrente, sendo realizada a extração de compostos presentes nas cascas e polpas, verdes e 
maduras. Para isso, as cascas e as polpas foram cortadas em pequenos pedaços e fervidas por 10 minutos 
em água destilada. Em seguida, foram separadas do caldo com auxílio de peneira e coador de pano. A 
estes extratos foram adicionados 15 g de ágar a cada 1000 mL, sendo autoclavados por 20 minutos a 121 
ºC. Optou-se pela utilização dos extratos adicionados de ágar para que fosse possível a realização de 
screening pelo método do bloco de gelose (Ichikawa et al., 1971).

Para o ensaio de atividade antibacteriana em meio sólido foram preparados fragmentos de ±8 mm 
de diâmetro em forma circular (plug) de cada extrato. Paralelamente, os patógenos foram inoculados em 
caldo Muller-Hinton e incubados a 36 ºC por até 24h, dos quais foram retiradas alíquotas para preparo 
da suspensão celular em solução salina 0,85%, cuja turbidez era semelhante à coluna 0,5 da escala de 
McFarland (correspondente a 1,5 x 108 UFC.mL-1). 

A partir da suspensão celular dos patógenos, 150 μL foram retirados e semeados com auxílio de swab 
na superfície de meio de cultura ágar Muller-Hinton. Em seguida, os plugs dos extratos de banana foram 
depositados na superfície destas placas. O controle positivo consistiu na aplicação de discos de papel 
de filtro contendo cloranfenicol (5 mg.mL-1) no centro das placas, as quais foram incubadas a 36 ºC por 
24h. A avaliação consistiu na determinação da presença/ausência de halos e medição dos mesmos. Este 
experimento foi realizado em triplicata.

Resultados e Discussão
Verificou-se que todas as variedades possuem, na polpa e/ou nas cascas, antibacterianos eficazes 

contra Staphylococcus aureus e S. epidermidis (Tabela 1, Figura 1). 

Entre os extratos obtidos com as polpas, apenas as bananas maçã e prata mostraram atividade antibi-
ótica. A polpa verde da banana maçã mostrou inibição apenas contra as cepas CBAM 0318, CBAM 0319 
e CBAM 0323 de S. aureus. Nenhuma das cepas de S. epidermidis foi afetada por ela. E o efeito inibidor 
desapareceu quando a polpa dessa variedade amadureceu, conforme se observa na tabela 1. 

Resultado semelhante foi observado ao se usar a banana prata, quando se constatou novamente, que o 
efeito inibidor ocorreu apenas com a polpa verde. Mas nesse caso, a inibição ocorreu com um maior número 

Figura 1. Atividade antibacteriana de extratos aquosos de banana. A: casca banana pacovan madura x S. aureus 
CBAM 0319; B: casca banana maçã madura x S. aureus CBAM 0318; C: casca banana prata madura x S. aureus 

CBAM 0318. Controle positivo: disco com cloranfenicol (5 mg/mL) no centro das placas.
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de cepas de S. aureus. Além das três cepas citadas anteriormente, observou-se inibição do crescimento da 
CBAM 0321. A polpa verde dessa variedade também mostrou inibição do crescimento de seis das oito cepas 
de S. epidermidis (Tabela 1), mostrando-se como a melhor das três variedades para essa finalidade.

Por outro lado, as cascas das três variedades mostraram alguma inibição contra essas bactérias. Todas 
as cepas de Staphylococcus epidermidis foram afetadas pelas cascas verdes ou maduras das três varieda-
des de banana, mas observou-se alguma diferença entre elas quando se observa seus efeitos contra as 
cepas de S. aureus (Tabela 1). Cinco das dez cepas dessa espécie de Staphylococcus foram afetadas pelas 
cascas verdes ou maduras da variedade prata, enquanto que três delas foram inibidas pelas cascas da 
variedade maçã e apenas duas pelas cascas da variedade pacovan, indicando maior potencial inibidor 
das cascas da prata.

Alguns autores investigaram a atividade antibacteriana de diversas partes da banana (Musa spp.) no 
mundo todo, obtendo resultados positivos contra vários patógenos humanos, incluindo Staphylococcus 
aureus. Porém, não foram encontrados relatos de inibição de crescimento desses extratos contra S. epi-
dermidis. Nosso estudo mostrou o alto potencial de uso das cascas das três variedades testadas, que 
inibiram o crescimento de todas as oito cepas dessa espécie de Staphylococcus (Tabela 1).

Chabuck et al. (2013) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos aquosos da casca da banana 
contra vários patógenos. Seus extratos foram obtidos por metodologia semelhante, porém não foram 
submetidos ao processo de autoclavação. Da mesma forma, foram eficazes contra S. aureus em teste 
antibacteriano em meio sólido. Bahadar et al.(2014) obtiveram resultados semelhantes com seus extratos 
aquosos quente e frio. Ambos inibiram S. aureus, porém o extrato quente apresentou halos maiores. 

Ehiowemwenguan et al. (2014) trabalharam com extratos aquosos e etanólicos obtidos do pó seco da 
banana, testando a atividade antibacteriana em meio sólido com diferentes concentrações. Apenas os 
extratos etanólicos inibiram S. aureus, e somente nas duas maiores concentrações testadas (512,5 e 1025 
mg.mL-1). As zonas de inibição dos halos diminuíram à medida que a concentração dos extratos dimi-
nuiu. Essa é uma das explicações para a falta de inibição de algumas cepas do nosso trabalho, tendo em 
vista que a concentração dos extratos não foi padronizada para o teste antibacteriano.

Tabela 1. Atividade antibacteriana de banana pacovan, maçã e prata contra Staphylococcus aureus e S. epidermidis.

Patógenos

Banana pacovan Banana maçã Banana prata
polpa casca polpa casca polpa casca

verde madura verde madura verde madura verde madura verde madura verde madura
------------------------------------------------------- Halos de inibição (mm) ------------------------------------------------------

Staphylococcus 
aureus

CBAM 0274 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CBAM 0318 0,0 0,0 6,47 5,76 3,29 0,0 5,89 5,62 3,70 0,0 6,87 6,55
CBAM 0319 0,0 0,0 3,51 3,76 2,56 0,0 4,92 2,88 3,32 0,0 4,11 3,94
CBAM 0320 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,31 2,45
CBAM 0321 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,05 0,0 2,02 2,30
CBAM 0323 0,0 0,0 0,0 0,0 2,00 0,0 2,61 2,15 2,31 0,0 2,27 2,53
CBAM 0324 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CBAM 0325 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CBAM 0326 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CBAM 0327 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Staphylococcus 
epidermidis

CBAM 0609 0,0 0,0 2,21 2,02 0,0 0,0 2,69 2,19 2,48 0,0 3,87 3,19
CBAM 0610 0,0 0,0 3,59 2,67 0,0 0,0 4,16 3,58 0,0 0,0 4,57 4,53
CBAM 0611 0,0 0,0 2,92 3,04 0,0 0,0 3,50 2,47 2,30 0,0 4,32 3,31
CBAM 0612 0,0 0,0 4,36 3,91 0,0 0,0 5,82 4,21 2,02 0,0 6,39 4,54
CBAM 0613 0,0 0,0 4,36 3,73 0,0 0,0 4,80 3,88 1,90 0,0 5,88 4,65
CBAM 0614 0,0 0,0 3,55 3,50 0,0 0,0 0,0 3,49 1,83 0,0 4,46 3,99
CBAM 0615 0,0 0,0 3,54 3,29 0,0 0,0 3,18 3,19 2,01 0,0 4,55 4,46
CBAM 0616 0,0 0,0 4,34 4,54 0,0 0,0 4,32 3,70 0,0 0,0 4,53 4,77
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Outros autores optaram por obter extratos apenas utilizando solventes, como etanol, metanol ou 
acetona. Buru et al. (2016) avaliaram extratos etanólicos de cascas de banana em quatro concentrações 
(25 a 100 mg.mL-1) contra S. aureus, que não apresentou sensibilidade a nenhuma das concentrações tes-
tadas. Asoso et al. (2016) utilizaram etanol, metanol e acetona na obtenção de extratos de casca e polpa 
de banana (Musa paradisíaca), sendo a casca a melhor fonte de antibacterianos inibidores de S. aureus, 
assim como em nosso trabalho.

Dessa forma, é possível observar que a escolha do solvente utilizado para a extração dos antibacteria-
nos e a concentração do extrato a ser utilizado no teste de difusão influenciam diretamente no sucesso 
da pesquisa. Por isso a ausência de halos de inibição pode não significar a ausência de antibacterianos, 
mas a ineficiência em extrai-los ou mesmo que estes encontram-se em baixas concentrações.

Conclusões
Os extratos aquosos das variedades de banana pacovan, maçã e prata possuem compostos antibacte-

rianos eficazes contra cepas de Staphylococcus aureus e S. epidermidis. 

Todas as oito cepas de S. epidermidis mostraram alguma inibição quando se usou as cascas verdes ou 
maduras das variedades de banana pacovan, maçã e prata.

As cascas verdes ou maduras da variedade de banana prata foram as que apresentaram inibição de 
um maior número de cepas de S. aureus, cinco do total de dez testadas.
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Resumo
A rizosfera é a região do solo influenciada pelas raízes das plantas onde ocorre grande diversidade 
microbiana, entre eles, microrganismos simbiontes como actinobactérias do gênero Streptomyces. Em 
associação com o sistema radicular vegetal influenciam o crescimento da planta, além da defesa contra 
fitopatógenos devido à produção de antibióticos e enzimas extracelulares que são de extremo interesse 
para a indústria farmacêutica, como a enzima antitumoral L-glutaminase. Nesse estudo foram isoladas 
actinobactérias de solo amazônico produtoras da enzima anticâncer L-glutaminase. As actinobatérias fo-
ram isoladas a partir do cultivo em meio Agar Arginina Levedura (ALA) a 30ºC durante 21 dias seguidas 
de identificação através de análise molecular do gene 16S rRNA, macromorfologia e micromorfologia. Os 
testes qualitativos para a produção da enzima L-glutaminase foram realizados in vitro em meio sólido. 
Foram isoladas 5 cepas de actinobactérias nomeadas como MPO2, MPO6, MPO8, MPO9 e MPO11, per-
tencentes ao gênero Streptomyces sp., apresentarando variada coloração de micélio aéreo e micélio ve-
getativo, com desenvolvimento de colônias velutinas e pulverulentas, características do gênero. Apenas 
Streptomyces sp. MPO11 não produz L-glutaminase, e o isolado com maior potencial para a produção da 
enzima foi Streptomyces sp. MPO2. 

Palavras-chave: Actinobactéria, Amazônia, L-glutaminase. 

Introdução
Desde a descoberta da penicilina, o primeiro beta-lactâmico produzido pelo fungo Penicillium nota-

tum, os antibióticos e enzimas obtidos de microrganismos ganharam destaque na medicina, iniciando 
um movimento universal em busca de metabólitos bioativos obtidos de fungos e bactérias, visando a 
descoberta de novas biomoléculas de potencial aplicação terapêutica. (Batista et al., 2009).

Entre os inúmeros microrganismos alvo da indústria farmacêutica, o grupo das actinobactérias ga-
nha destaque por serem consideradas a principal fonte de antibióticos e enzimas terapêuticas como 
L-glutaminase e L-asparaginase, que após comprovadas suas propriedades antitumorais, vêm sendo em-
pregadas no tratamento clínico da leucemia linfocítica aguda (LLA), leucemia mielocítica aguda, leuce-
mia mielomonocítica aguda, leucemia linfocítica crônica, linfossarcoma, retículo sarcoma, melanosarco-
ma e doença de Hodgkin. (Cwala et al., 2011).

A enzima L-glutaminase é também utilizada em formulações promovendo adesivo em tecidos e ad-
sorção celular proteica em implantes médicos, além de ser largamente empregada na cosmetologia, para 
tratamentos e procedimentos estéticos do melhoramento da aparência da pele (Plnsn et al., 2014).
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Apesar do sucesso da utilização de L-asparaginase e L-glutaminase obtidas de Escherichia coli e 
Erwinia carotovora no tratamento de neoplasias hematológicas, seu uso por tempo prolongado leva a 
distúrbios gastrointestinais e mielosupressores. Assim, estudos de prospecção de novas fontes microbia-
nas de L-asparaginase e L-glutaminase são visto como uma importante estratégia no desenvolvimento de 
novos fármacos antitumorais efetivos (Arasu et al., 2009; Jorgensen et al., 2010). 

As actinobactérias têm sido investigadas quanto à capacidade de produzir enzimas antitumorais, 
a exemplo de Streptomyce ssp., S. karnatakensis, S. venuzuzlae, S. long- sporusavus, S. gulbargensise 
Streptomycessp. PDK2 (Narayana et al., 2008;  Divya Teja et al., 2014; El-Naggar Nel et al., 2015; Meena, 
Anburajan, Dheenan, et al., 2015; Saxena et al., 2015). Entretanto, actinobactérias nativas de ambien-
tes pouco explorados como o bioma Amazônico podem ser uma fonte promissora de novas moléculas 
terapêuticas, visto a sua reconhecida biodiversidade a nível de fauna e flora. Pouco se conhece sobre a 
diversidade de microrganismos nativos, alvo da indústria farmacêutica, especialmente o grupo das ac-
tinobactérias (Tranchida et al., 2008). Estas bactérias filamentosas, Gram-positivas, colonizam os mais 
variados ambientes, estabelecendo relações de simbiose com outros organismos e podem produzir diver-
sas moléculas bioativas de aplicação farmacêutica, especialmente espécies do gênero Streptomyces sp., 
reconhecidos por sua habilidade em produzir substâncias de estrutura química e ação biológica variada. 
Este estudo foi direcionado à prospecção de actinobactérias nativas de solo rizosférico de Aniba parviflo-
ra Syn fragrans (macacaporanga – MPO) produtoras da enzima antitumoral L-glutaminase. 

Material e Métodos
O solo rizosférico de Aniba parviflora Syn Fragrans (macacaporanga), planta nativa da Amazônia foi 

coletado de uma área de transição entre floresta densa e savana (Latitude 2° 28’ 01.28” S e longitude 54° 
49’ 45.32” O), em Santarém, PA, Brasil. A permissão para conduzir o estudo foi emitida pelo Ministério 
do Meio Ambiente - MMA, Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade – ICMBio, pelo 
número 47530-1.

Para o isolamento bacteriano, foi preparada uma suspensão microbiana a partir de 10 g de solo ade-
rido à raiz vegetal em 90 mL de solução tampão fosfato (PBS)(1X) pH 7.0 e realizada a diluição seriada. 
Uma alíquota de 100 μL da diluição 10-3 foi semeada em placas de Petri contendo o meio Agar Arginina 
Levedura – ALA (Nonomura e Ohara, 1969) contendo nistatina (64 µg.mL-1) como agente antifúngico. 

O isolamento bacteriano foi realizado durante 21 dias a 30°C sendo que as colônias de actinobactérias fo-
ram selecionadas e transferidas para placas de Petri contendo o meio Agar International Streptomyces Project 
nº2 - ISP2, e por meio de sucessivos repiques foram obtidas as linhagem puras (Pridham et al., 1956; Shirling 
e Gottlieb, 1966). As actinobactérias isoladas foram depositadas no acervo da Bacterioteca do Laboratório de 
Microbiologia, da Universidade Federal do Oeste do Pará (UFOPA) e preservadas em óleo mineral. 

Para a identificação preliminar foi realizado a caracterização morfológica e bioquímica, segundo o 
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Parte et al., 2012). Foram utilizados os meios de cultura ISP 
– International Streptomyces Project (Pridham et al., 1956) para caracterização do micélio aéreo e vegeta-
tivo, produção de pigmentos difuso ou melanoide, e padronização do meio de cultura para esporulação 
bacteriana e consumo de fontes de carbono e nitrogênio (Shirling e Gottlieb, 1966; Williams et al., 1989). 
A avaliação do crescimento foi realizada após a incubação nos respectivos meios durante 14 dias a 30°C. 

A morfologia da cadeia de esporos foi verificada por meio de análise microscópica em microscopia 
óptica de luz comum e microscopia eletrônica de varredura. Para a microscopia óptica de luz comum 
após o microcultivo (Holt et al., 1994), as lamínulas contendo o micélio aéreo formado foram deposita-
das na superfície de lâminas de vidro para microscopia com o aumento de 400 X (Pridham et al., 1956).

Para a microscopia eletrônica de varredura, colônias bacterianas foram obtidas após cultivo em meio 
Agar ISP2 a 30ºC durante 7 dias, removidas e fixadas em glutaraldeído (2.5% v/v), lavado com água e pós-
fixado em tetróxido de ósmio (1% w/v) por 1 h. A amostra foi lavada por duas vezes com água e desidratada 
em etanol ascendente antes da secagem em um aparelho de secagem em pontos críticos (Polaron E3000) e 
por final revestidos em ouro e examinados no microscópio eletrônico de varredura (LEO 5410LV) em 10 kV.
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O DNA bacteriano foi obtido a partir da biomassa resultante do cultivo microbiano em 5 ml de meio 
líquido ISP2 a 30ºC durante 72h (Stirling, 2003). Posteriormente, a reação de amplificação (Reação 
em cadeia de polimerase – PCR) foi realizada utilizando os oligonucleotídeos iniciadores (Eub338F/
Act1159R) nas seguintes condições: 3’ a 95°C; 35 ciclos a 94°C (30”), 68°C (30”), 72°C (90”), 72°C (7’). 

O produto da PCR foi purificado utilizando o Kit GFX (GE Healthcare 28-9034-70) e subclonado 
em vetor utilizando o Kit TOPO TA (Thermo Fisher Scientific 451641). O completo sequenciamento 
dos fragmentos subclonados e do RNAr 16S foi realizado através de sequenciamento Sanger utilizan-
do os oligonucleotídeos iniciadores M13F (GTAAAACGACGGCCAGT) e M13R (AACAGCTATGACCATG) 
e 341-357F (CCTACGGGAGGCAGCAGCAG), 685-704F (GTAGSGGTGAAATACGTAGA) e 1099-
1114F (GCAACGAGCGCAACCC) (Lane, 1991), em sequenciador ABI PRISM 3730 DNA Analyzer 
AppliedBiosystems/Hitashi no Laboratório de Genômica e Elementos de Transposição (GaTE) do Instituto 
de Biociências da Universidade de São Paulo. 

A determinação preliminar qualitativa da produção da enzima L-glutaminase foi realizada após ino-
culação de esporos bacterianos no centro de placas de Petri contendo o meio Mínimo Glutamina (MGA) 
(Balagurunathan et al., 2010). As placas foram mantidas a 28°C por 7 dias e a produção da enzima foi indi-
cada por meio da mudança da cor amarelo para rosa, indicando a produção de L-glutaminase. O controle ne-
gativo foi realizado com o meio MGA modificado pela ausência de L-glutamina (Balagurunathan et al., 2010).

A seleção da actinobactérias com maior potencial na produção da enzima L-glutaminase foi realizada 
avaliando a intensidade da coloração rosa observada no meio de cultura, sendo atribuído uma escala de 
intensidade de atividade correspondendo as cores: laranja - baixa atividade (+), rosa claro - moderada 
atividade (++) e rosa escuro - alta atividade (+++). 

Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias são apresentadas com o desvio padrão e 
analisadas pelo teste de Tukey (p<0.05), utilizando o software Assistat® 7.7  (E Silva, DE Azevedo., 2009).

Resultados e Discussão 
Foram isoladas 5 actinobactérias nomeadas como MPO2, MPO6, MPO8, MPO9, MPO11, as quais apre-

sentaram bom desenvolvimento do micélio aéreo nos meios de cultura ISP1, ISP2 e MMG, com formação 
de colônias bacterianas de micélio aéreo cinza claro e micélio vegetativo bege, bordas irregulares e aspec-
to pulverulento (Figura 1). Foi observada a formação de cadeias de esporos simples do tipo Rectoflexíbilis 
e Retinaculum apertun (Fig. 1B), sugestivo do gênero Streptomyces sp. (PARTE  et al., 2012). 

A análise molecular das sequências obtidas do RNAr 16S mostrou 99% de similaridade com o gênero 
Streptomycescinereus, entretanto com a diferença bioquímica observada entre as linhagens, identificamos 
como Streptomyces sp. MPO2, MPO6, MPO8, MPO9, MPO11 (Tabela 1).

Todos os Streptomyces sp. isolados são fermentadores de carboidratos, apresentaram tolerância ao 
meio contendo concentrações variadas de NaCl (3 a 7% de NaCl) (Tabela 2) e utilizam a maioria das 
fontes de carbono e nitrogênio testadas.

Todos as cepas de Streptomyces sp. isoladas da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans produzem L- 
glutaminase, exceto Streptomyces sp. MPO9 e Streptomyces sp. MPO11, e o isolado com melhor potencial 
enzimático foi Streptomyces sp. MPO2.

Tabela 1. Dados moleculares dos fragmentos de RNAr 16S dos isolados. 

Isolado Pb1 C+G (%)2 Similaridade (%) GeneBank ID
Streptomyces sp. MPO2 767 58,28 99 KR063215.1
Streptomyces sp. MPO6 769 58,26 99 KR063215.1
Streptomyces sp. MPO8 769 58,26 99 KR063215.1
Streptomyces sp. MPO9 769 58,26 99 KR063215.1
Streptomyces sp. MPO11 769 58,26 99 KR063215.1

1Conteúdo de pares de bases do fragmento do RNAr 16S obtido. 2percentual de Guanina e Citosina no fragmento do RNAr 16S obtido.
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Figura 1. Morfologia das actinobactérias isoladas da rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans (macacaporanga). 
a. Esporos observados em Microscopia eletrônica de varredura (2µm). b. Cadeia de esporos observados em 

microscopia óptica de luz comum (400x). c. Aspecto das colônias bacterianas. 1. Streptomyces sp. MPO2; 2. A 
Streptomyces sp. MPO6; 3. Streptomyces sp. MPO8; 4. Streptomyces sp. MPO9; 5. Streptomyces sp. MPO11.

O solo abriga uma gama de microrganismos, dos quais, ao longo dos últimos anos, são obtidas inú-
meras moléculas de aplicação industrial. Microrganismos produtores de L-asparaginase e L-glutaminase 
de uso terapêutico (Meena, Anburajan, Sathish et al., 2015), foram isolados do solo, sendo este ambiente 
considerado promissor na obtenção destas enzimas. Estudos de prospecção de microrganismos alvo em 
ambientes pouco explorado, são promissores tanto na descrição de novas espécies, quanto na descoberta 
de novas moléculas bioativas. 

Nosso estudo foi realizado com actinobactérias rizosféricas da planta Aniba parviflora Syn Fragans 
(macacaporanga), espécie da família Lauraceae, tendo o seu representante mais conhecido Aniba rosea-
dora (pau rosa), espécie mais explorada durante a colonização do Brasil visto sua aplicação na indústria 
cosmética devido a suas propriedades aromáticas (Tranchida et al., 2008). Estudos com foco na prospec-
ção de actinobactérias isoladas de Aniba parviflora produtoras de substâncias antitumorais não foram 
relatados na litetarura, sendo então, aqui apresentamos pela primeira vez a presença de espécies de 
Streptomyces sp. isolados de macacaporanga capazes de produzir a enzima antitumoral L-glutaminase.  

A capacidade de actinobactérias rizosféricas em produzir L-glutaminase em meio sólido também 
foi observada por , sendo que das 57 actinobactérias isoladas com potencial enzimático na produção 
de L-asparaginase e L-glutaminase, 89,5% produziram apenas a enzima L-glutaminase. A habilidade 
destes microrganismos em colonizar substratos contendo com única fonte nutricional o aminoácido 
L-glutamina, demonstra a versatilidade metabólica na produção de enzimas extracelulares.
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Além das propriedades antitumorais, L-glutaminase apresenta também atividade antiviral contra HIV 
(PLNSN et al., 2014), e sua utilização na indústria de alimentos é vasta, proporcionando a intensificação de sa-
bor, uma vez que aumenta o teor de ácido glutâmico nos alimentos em decorrência da hidrólise da glutamina.

Conclusão
Este estudo descreve pela primeira vez a capacidade de três linhagens de Streptomyces sp. nativos de 

solo rizosférico de Aniba parviflora Syn A. Fragans (macacaporanga) da Amazônia em produzir a enzima 
antitumoral L-glutaminase.
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Resumo
Nos últimos anos, vem sendo dada importância aos metabólitos produzidos por microrganismos endofí-
ticos, em razão de suas diferentes aplicações biotecnológicas. Entre os polissacarídeos microbianos, o in-
teresse principal encontra-se voltado aos extracelulares ou exopolissacarídeos, por serem biocompatíveis 
e muitos destes apresentarem atividade antibiótica. Com o objetivo de selecionar e analisar linhagens 
fúngicas da região Amazônica produtoras de exo e/ou polissacarídeos e avaliar a atividade antimicro-
biana dos extratos frente a patógenos da cavidade oral, foram selecionados e cultivados 20 gêneros de 
fungos endofíticos e aquáticos, em meio de cultura batata-dextrose (BD), acrescido de 0,2% de extrato 
de levedura, a  24±1° C por 21 a 28 dias. O micélio foi separado por filtração a vácuo e os constituintes 
fixos extracelulares (meio de cultura fermentado) e intracelulares (micélio) foram extraídos com MeOH. 
Os microrganismos testados foram: Staphylococcus aureus (S007), Escherichia coli (E004), Pseudomonas 
aeruginosa (P004), Enterococcus feacalis (E002), Candida albicans (CC001) e C. tropicalis (CC002). As 
amostras foram solubilizadas na concentração de 2 mg/mL em dimetilsufóxido (DMSO) 10 % + água 
destilada autoclavada 90 %. O controle negativo usado foi o DMSO 10 % e o positivo, a tetraciclina 2 
mg/mL para E. coli e P. aeruginosa, a ampicilina 2 mg/mL para S. aureus e E. feacalis e o fluconazol 2 
mg/mL para as leveduras. Os ensaios para determinação da atividade antimicrobiana foram realizados 
em placas de ELISA, a 36 ±1 °C por 24 h. Foi colocado 10 µL do revelador NBT a 1 % nos poços com 
inóculo leveduriforme, e 10 µL de revelador TTC a 1 % nos poços com inóculo bacteriano. Das linha-
gens testadas, os extratos codificados como TRICHO2 R1A1, ASP1 e PestaPH foram os que apresentaram 
atividade biológica contra S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e C. tropicalis, patógenos de interesse 
odontológico, causadores de infecção endodôntica refratária e candidíase. As linhagens testadas foram 
promissoras para a obtenção de polissacarídeos com atividade antimicrobiana contra os patógenos mais 
comuns da cavidade bucal. 

Palavras-chave: Endófitos, polissacarídeos fúngicos, biomateriais, odontologia.

Introdução
O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial principalmente na Floresta Amazônica. 

Apesar da imensa diversidade biológica amazônica, as espécies que a compõem e suas relações filogené-
ticas são pouco conhecidas, muito menos seus organismos e suas interações com outros seres (Souza et 
al., 2004). Possivelmente, há inúmeras espécies de plantas, animais e microrganismos ainda por serem 
descobertas (Oliveira, 2013; Banhos et al., 2014). 

Nos últimos anos, uma importância maior vem sendo dada aos microrganismos associados as plantas, 
principalmente os endófitos, como fungos e bactérias, que habitam o interior de diferentes tecidos das 
plantas sem causar danos aparentes ao seu hospedeiro. Embora tenham sido mais investigados a partir 
do século passado, estes microrganismos só receberam uma maior atenção há pouco mais de vinte anos, 
quando verificou-se que eles podem desempenhar funções importantes no processo de adaptação da 
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planta, na proteção do hospedeiro contra herbívoros e patógenos, além de produzir uma infinidade de 
metabólitos de interesse econômico, tanto primários quanto secundários, os quais apresentam diferentes 
aplicações biotecnológicas (produção de vacinas, enzimas, antibióticos, antifúngicos, anticancerígenos 
e outros) (Azevedo e Araújo, 2005; Rodriguez et al., 2009; Porras-Alfaro e Bayman, 2011; Teiten et al., 
2013; Mapperson et al., 2014).

Do ponto de vista ecológico, é extremamente importante elucidar interações entre possíveis simbion-
tes como são os endófitos e as plantas hospedeiras, minimizando assim, o perigo de extinção de algumas 
espécies vegetais. Dessa forma, a utilização de microrganismos endofíticos representa uma perspectiva 
de suma importância, garantindo a preservação de espécies vegetais, ao mesmo tempo em que mantém 
a produção de compostos produzidos pela planta hospedeira. Existem relatos na literatura de que micror-
ganismos endofíticos podem gerar os mesmos compostos produzidos pela planta hospedeira, havendo 
assim a possibilidade de descobrir novos compostos de valor comercial interessante, além dos já produ-
zidos pela própria planta, como novos antibióticos, antifúngicos, agentes terapêuticos, enzimas, entre 
outros (Mesquita, 2005; Facundo et al., 2008; Oliveira, 2010).

Os Polissacarídeos (PS) são macromoléculas naturais, constituídas de unidades monossacarídicas uni-
das por ligações glicosídicas, diferindo entre si na unidade monomérica, no grau de ramificação, no tipo de 
ligações que as unem e no comprimento de suas cadeias, sendo encontrados em todos os organismos vivos 
e constituindo um dos grupos de compostos mais abundantes e importantes da biosfera. Constituem uma 
importante percentagem da biomassa fúngica, onde a parede da hifa é formada por mais de 75 % deste 
tipo de biomolécula, principalmente em basidiomicetos. Além de atuarem como elemento de suporte para 
as hifas, alguns -PSs constituem uma “capa” extracelular ao redor do micélio, proporcionando um suporte 
para adesão das enzimas excretadas (Silva et al., 2006; Freitas et al., 2009; Fukuda et al., 2009). 

Na produção de PSs microbianos, o interesse principal é voltado aos PSs extracelulares ou exopolissa-
carídeos (EPS). Os EPS são produzidos por fungos e bactérias, excretados para o meio de cultura e têm 
sido reconhecidos como biomacromoléculas de elevado valor agregado.

Na área biológica, os PSs são aplicados em engenharia de tecidos, em processos de imobilização de 
enzimas e como veículo de liberação de fármacos. Atividades biológicas como ação antiviral, antitumo-
ral, antioxidante, hipoglicemiante, anticoagulante e antitrombótica também vêm sendo investigadas em 
PSs oriundos de diferentes fontes (Feitosa e Cunha, 2009). Atuação na diminuição da pressão arterial e 
na concentração de lipídios sanguíneos, na inibição da ação inflamatória e microbiana também têm sido 
analisadas (Alquini et al., 2004; Zhang et al., 2006; Freitas et al., 2017; Liu et al., 2017).

Desta forma, tornam-se cada vez mais necessárias pesquisas científicas que contribuam para a eluci-
dação de novos compostos de fungos que tenham potenciais aplicações na indústria farmacêutica, tendo 
em vista que tais microrganismos compreendem uma enorme diversidade de espécies, e a sua aplicação 
é mais vantajosa já que os processos operacionais são relativamente mais simples. Em comparação com 
as plantas, os fungos possuem crescimento mais rápido, em menor tempo e ocupam menor espaço, além 
de ter um menor custo (Borges, 2008).

Neste trabalho, realizou-se a seleção e a análise de linhagens microbianas fúngicas produtoras de EPS 
e/ou PSs, a fim de avaliar-se a atividade antimicrobiana dos extratos frente a microrganismos patógenos 
da cavidade oral. 

Material e Métodos
Foram selecionados e cultivados 20 gêneros de linhagens endofiticas e aquáticas, isoladas de espécies 

Amazônicas e inoculadas em triplicata em frascos Erlenmeyer de 1 L, com 300 mL de meio batata dextro-
se (Kasvi, Curitiba – PR), com 0,2 % de extrato de levedura (Kasvi, Curitiba – PR) sob condições estéreis. 

As amostras foram incubadas de acordo com o desenvolvimento fisiológico de cada gênero, variando 
de 21 a 28 dias, sob temperatura de 24 ± 1°C e retiradas durante a fase estacionária de crescimento, 
evitando a fase de catálise.



Médica e Veterinária 369

Decorrido o tempo necessário para o crescimento em meio líquido, o micélio foi separado por filtra-
ção a vácuo em papel Whatman® nº4 (Sigma-Aldrich Co., Missouri - EUA) em conjunto com funil de 
Büchner e Kitassato, em cabine de segurança biológica. 

Os constituintes fixos extracelulares (meio de cultura fermentado) e intracelulares (micélio) foram 
extraídos com solvente orgânico conforme descrito: ao meio de cultura foi adicionado metanol (MeOH) 
resfriado a 4º C na proporção de 1:4 (v/v), sendo, em seguida, mantido por 48 h sob refrigeração. O 
micélio foi deixado para macerar em MeOH por um período de 48 h em temperatura ambiente, posterior-
mente filtrado a vácuo e guardado em frascos estéreis. Parte destas amostras foram retiradas, secas em 
rotaevaporador e pesadas, para avaliação quanto à atividade antimicrobiana.         

Os microrganismos testados foram cepas adquiridas da coleção Cefar Diagnóstica (CCCD): 
Staphylococcus aureus (S007), Escherichia coli (E004), Pseudomonas aeruginosa (P004), Enterococcus fea-
calis (E002), Candida albicans (CC001) e Candida tropicalis (CC002). As bactérias foram reativadas em 
Brain Heart Infusion (BHI) e as leveduras em Sabouraud (SB) ambos Ágar (HIMEDIA®), mantidas a 30 °C 
por 24 e 48 h, respectivamente. Após reativação dos patógenos, uma colônia isolada foi transferida para 
um tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo BHI para bactérias e caldo SB para levedura, ambos foram 
mantidos a 36 ± 1°C, sendo as bactérias por 24 h e as leveduras por 48 h. A concentração utilizada foi 
correspondente a 0,5 na escala de McFarland para as bactérias e o número 6 para as leveduras.

As amostras foram pesadas e solubilizadas na concentração de 2 mg/mL (solução-mãe) em dimetil-
sufóxido (DMSO) 10 % + água destilada autoclavada 90 %. O controle negativo constituiu-se da mesma 
solução. O controle positivo foi realizado com tetraciclina 2 mg/mL para E. coli e P. aeruginosa, ampicili-
na 2 mg/mL para S. aureus e E. feacalis e fluconazol 2 mg/mL para C. albicans e C. tropicalis.

Os ensaios para determinação da atividade antimicrobiana foram realizados em placas de ELISA, nas 
quais foi adicionado 100 μL do meio de cultura com concentração dobrada, 100 μL da amostra preparada 
(2 mg/mL) e 10 μL da suspensão de células do patógeno testado, de acordo com a metodologia descrita 
por Souza (2006). Por fim, as placas de ELISA ficaram incubadas a 36 ± 1°C por 24 h.

A quantidade de 100 μL da amostra preparada foi introduzida em triplicata nos primeiros poços cor-
respondentes a A1, A2 e A3 das placas e assim sucessivamente.

Após 24 h, foi colocado 10 µL do revelador NBT (nitroazul de tetrazólio) a 1% nos poços com inóculo 
leveduriforme, e 10 µL de revelador TTC (2,3,5-cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio) a 1 % nos poços com 
inóculo bacteriano. A leitura foi realizada visualmente observando a alteração de cor proporcionada pela 
solução. Quando houve crescimento microbiano, o revelador NBT mudou a cor da solução para azul 
escuro e o TTC para a cor vermelha.

Realizou-se novamente o ensaio biológico, porém com as amostras que apresentaram atividade, por 
meio de diluições sucessivas para a determinação da dosagem mínima inibitória (MID) onde 100 µL da 
amostra foi colocada nos primeiros poços, em triplicata (A1, A2, A3) juntamente com 100 µL do meio 
dobrado. O primeiro poço foi homogeneizado e deste retirou-se 100 µL da solução que foi plaqueada nos 
poços seguintes (B1, B2, B3) e assim, sucessivamente. Por fim, realizou-se o plaqueamento de 20 µL dos 
poços que apresentaram atividade.

Resultados e Discussão
Quanto à avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos frente aos microrganismos patógenos, aque-

les que tiveram ação foram: Bas 3M e Bas1, do gênero Basideomiceto; TRICHO2 R1A1, 869, 870, do gênero 
Trichoderma; os extratos dos fungos 877, 878, do grupo de Ascomicetos; 901, 902, 882, 883, 885, 905, 906, 
com identificação pendente; Asp1, do gênero Aspergillus e PestaPH, do gênero Pestalotiopsis (Tabela 1).

Os fungos aquáticos, obtidos dos rios da Amazônia, têm seu ciclo de vida completamente adaptado 
a habitats aquáticos dulcícolas, conforme relataram Shearer et al. (2007), e podem ser encontrados sob 
diversos gêneros, como os quitridiomicetos, ascomicetos, fungos conidiais, basidiomicetos, zigomicetos 
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e tricomicetos (Bench e White, 2012). Os gêneros oriundos da microbiota Amazônica, sejam eles endo-
fíticos ou aquáticos, apresentam potencial antimicrobiano por meio de compostos bioativos presentes 
em seus PSs. Representam uma fonte rica de novos compostos químicos com potencial de exploração 
principalmente na área médica (Strobel et al., 2004; Guo et al., 2008; Zhang et al., 2017).

Na área de saúde, metabólitos secundários de origem fúngica têm sido utilizados como princípio ativo, 
ajudando a prevenir e curar inúmeras doenças, como antibióticos e anticancerígenos (Guimarães, 2006; 
Aly et al., 2010; Kharwar et al., 2011; Kusari, Hertweck e Spiteller, 2012). Estudos destes metabólitos têm 
demonstrado que novas moléculas produzidas por endófitos (51%) e seus extratos contendo atividades 
biológicas (80%) ocorrem em número consideravelmente mais elevado do que as produzidas por micror-
ganismos do solo (38% das novas moléculas e 64% de extratos bioativos) (Yang et al., 2013; Silva, 2014).

A cavidade bucal abriga uma variada microbiota, a qual é favorecida pelas características anáto-
mofisiológicas desse local, principalmente bactérias e fungos, dentre eles E. faecalis, P. aeruginosa, C. 
albicans, E. coli e S. aureus. As espécies E. faecalis e C. albicans constituem-se nos principais patógenos 
associados à infecção pulpar secundária ou persistente, pois podem se manter no sistema de canais 
radiculares mesmo após tratamento endodôntico, o que poderá induzir uma reação inflamatória tardia 
(Molina, 2008; Cestari et al., 2013).  

Dos gêneros testados, os extratos codificados como TRICHO2, R1A1, ASP1 e Pesta PH foram os que 
apresentaram atividade biológica contra S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e C. tropicalis, patógenos de 
interesse odontológico, causadores de infecção endodôntica refratária e candidíase (Cestari et al., 2013). 

Conclusões
As linhagens testadas foram promissoras para a obtenção de compostos com atividade antimicrobiana 

contra os patógenos mais comuns da cavidade bucal. 

Com este trabalho, tornou-se possível selecionar sete extratos de gêneros de fungos endofíticos e 
aquáticos, a fim de isolar e identificar seus compostos com propriedades bioativas.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos extratos contra os patógenos.

Código fungo Gênero S. aureus E. coli P. aeruginosa E. feacalis C. albicans C. tropicalis
BAS D14039 B1 - - - - - -
BAS 3M B A - A - - -
TRICHO1R1A1 T2 - - - - - -
TRICHO2 R1A1 T A - A - A A
BAS 1 B A - A A - -
BAS 2 B - - - - - -
BAS 3 B - - - - - -
877 A6 A - - - A A
878 A A - - - A A
902 IP5 A - - - A A
882 IP - - - - A A
869 T2 - - - - A A
906 IP - - - - A A
870 T - - - - A A
883 IP - - - - A A
901 IP - - - - A A
885 IP - - - - A A
905 IP - - - - A A
ASP1 A3 A - A - A A
PestaPH P4 A - A - A A

1Basidiomiceto; 2Trichoderma; 3Aspergillus; 4Pestalotiopsis; 5Identificação pendente; 6Ascomiceto; – Sem atividade; A Com atividade.
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