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RESUMO 
 

MANHÃES, Jonathan Henrique Carvalho, M.Sc, Universidade Federal de 
Viçosa, julho de 2015. Otimização das condições de cultivo do fungo 
endofítico Cochliobolus sativus para a produção de compostos 
antimicrobianos.  Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Coorientador: 
Eduardo Vinícius Vieira Varejão.  

 

Os fungos endofíticos constituem um grupo de micro-organismos 

produtores de metabólitos secundários bioativos. Dentro desta perspectiva, 

foi estudado o potencial antimicrobiano do endofítico    Cochliobolus 

sativus, isolado do feijoeiro comum Phaseolus vulgaris. Foi investigada a 

capacidade deste fungo em produzir metabólitos secundários com 

atividade antifúngica e antibacteriana em diferentes condições de 

crescimento, levando em consideração o meio de cultura, o fotoperíodo e 

o tempo de incubação. Os extratos gerados nas diferentes condições foram 

testados contra quatro fitopatógenos de importância agrícola e bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas de interesse médico e industrial, 

utilizando o método de diluição em ágar e difusão em ágar, 

respectivamente. O extrato que apresentou os melhores resultados de 

inibição determinou a melhor condição de crescimento para a síntese 

desses compostos. Foi observado que a atividade do extrato E4 nos micro-

organismos testados foi superior a atividade dos demais extratos, 

apresentando inibição significativa de 52%, 29,69% e 8,16% do 

crescimento micelial dos fungos Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani 

e Fusarium oxysporum. A inibição do fitopatógeno Colletotrichum 

lindemuntianum não foi significativa. Quanto as bactérias, a atividade dos 

extratos brutos só foi observadas nas Gram-positivas Staphylococcus 

aureus, Bacillus subtilis e Enterococcus faecalis, apresentando os 

melhores halos de inibição, pelo extrato bruto 4, de 12 mm, 10 mm e 6,8 

mm, respectivamente. A menor MIC (concentração mínima inibitória) do 

extrato bruto foi contra S. aureus (MIC = 32 µg mL-1), enquanto em B. 
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subtillis e E. faecalis foi de 68 µg mL-1. Sendo assim, foi selecionada a 

condição de crescimento correspondente ao extrato bruto E4 para 

otimização da síntese de metabólitos secundários em larga escala. Ensaios 

biológicos foram realizados, para averiguação da influência do pH do 

filtrado fúngico na extração com acetato de etila. Os resultados indicaram 

que não há necessidade de acidificação ou alcalinização do filtrado para se 

obter os compostos bioativos. Posteriormente, os extratos brutos foram 

submetidos a análises de cromatografia à gás, apontando inicialmente, 

para dois compostos majoritários. Procedimentos futuros serão 

empregados para o isolamento e caracterização completa desses 

compostos e será testada a capacidade do fungo para inibir o crescimento 

de fitopatógenos in vivo. 
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ABSTRACT 
 

MANHÃES, Jonathan Henrique Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de 
Viçosa, July, 2014. Optimization of culture conditions the fungus 
Cochliobolus sativus endophytic for the production of antimicrobial 
compounds.  Adviser: Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisers: Eduardo 
Vinícius Vieira Varejão 

 

Endophytic fungi constitutes a group of microorganisms capable of 

producing  bioactive secondary metabolites. From this perspective, we 

investigated the potential antimicrobial activity of Cochliobolus sativus 

endophyte, isolated from the common bean Phaseolus vulgaris. We 

investigated the ability of this fungus to produce antifungal and antibacterial 

secondary metabolites in different growth conditions, taking into account the 

culture medium, photoperiod and incubation time. Extracts of the culture 

media generated under the various growth conditions were tested against 

four phytopathogenic fungi of agricultural importance and against gram-

positive and gram-negative bacteria of medical and industrial interest, using 

the agar dilution method and agar diffusion, respectively. The extract that 

showed the best inhibition results determined the best growth condition for 

the synthesis of these compounds. Extract E4 showed the higher antifungal 

and antibacterial activities inhibiting  52%, 29.69%, and 8.16% of the 

mycelial growth of the fungus Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani 

and Fusarium oxysporum, respectively. Also, this extract presented 

significant activity against  gram-positive bacteria Staphylococcus aureus, 

Bacillus subtilis, and Enterococcus faecalis,producing inhibition zones of  12 

mm, 10 mm, and 6.8 mm in diameter, respectively. MIC (minimum inhibitory 

concentration) values were determined as 32 ug mL-1 for S. aureus and 68 

ug mL-1 for B. subtilis and E. faecalis . Therefore, the growth conditions that 

lead to extract E4 were selected for large scale fermentation and isolation 

of bioactive metabolites.  Biological assays were performed to investigate 
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the influence of the pH of the culture filtrates on the of extraction of the 

metabolites. The results indicated that there is no need for acidification or 

alkalinization of the filtrate to improve the extraction of the bioactive 

compounds. Subsequently, the crude extracts were subjected to analysis 

by Gas-Chromatography-Mass Spectrometry, pointing initially to two major 

compounds. Future procedures will be applied to the complete isolation and 

characterization of these compounds, which will be tested for its ability to 

inhibit in vivo growth of pathogens.  
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

Ao longo dos anos a definição para micro-organismos endofíticos 

sofreu várias modificações. Em 1866, De Bary, introduziu o termo 

aplicando-o a todo micro-organismo que estivesse presente internamente 

nos tecidos das plantas, sendo essa definição usada com o objetivo de 

distingui-los dos fitopatógenos. Todavia, estudos detalhados mostraram 

que existem fitopatógenos capazes de viverem na sua forma latente no 

interior dos tecidos de seus hospedeiros. Deste modo, Petrini (1991) 

aperfeiçoou o conceito, definindo fungos endofíticos como aqueles micro-

organismos que habitam o tecido vegetal durante alguma fase do seu ciclo 

de vida, podendo colonizar o interior da planta, mas sem causar doença no 

hospedeiro.  

Os fungos endofíticos podem habitar folhas, pecíolos, estruturas 

reprodutivas, galhos, cascas e raízes de plantas (Rodriguez et al., 2009), e 

ao longo dos anos, inúmeros grupos de pesquisa tem isolado e identificado 

um grande número de fungos endofíticos em diferentes espécies vegetais, 

desde árvores até plantas de pequeno porte. Tem sido demonstrado a 

presença desses micro-organismos em plantas medicinais (Garcia et al., 

2012; Alurappa et al., 2014; Ferreira et al., 2015), espécies florestais 

(Campos et al., 2015), gramíneas (Renkha & Shivana, 2014) e culturas de 

interesse agronômico como o feijoeiro (Gonzaga et al., 2014), a cana-de-

açúcar (Leme et al., 2013) e a soja (Leite et al., 2013). 

Estudos apontam que endofíticos vivem em associação simbiótica 

mutualista em todas as espécies vegetais do planeta, isto é, nenhum 

trabalho conseguiu demonstrar a ausência dos endofíticos em alguma 

planta (Kisa, 2015), e demonstrado a grande diversidade desses micro-

organismos nas mais diversas plantas (Casella et al., 2013). 

Micro-organismos endofíticos formam uma relação simbiótica com 

sua planta hospedeira. Acredita-se que, em algumas situações, eles 

funcionam como agentes de defesa biológica da planta contra 
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fitopatógenos invasores. O mecanismo de proteção pelos micro-

organismos endofíticos é exercido diretamente, pela liberação de 

compostos para inibir fitopatógenos ou lisar suas células e, indiretamente, 

por qualquer indução de mecanismos de defesa do hospedeiro ou 

promoção do crescimento (Alvin et al., 2014). Antibióticos e enzimas 

hidrolíticas liberadas pelos endofíticos podem inibir a colonização dos 

tecidos vegetais pelos fitopatógenos ou o ataque de insetos e nematóides 

que infectam as plantas.  

Além disso, estudos apontam a síntese de promotores de 

crescimento in vitro e in vivo. Khan et al. (2013) demonstraram o potencial 

dos fungos endofíticos para a produção de giberelinas e como indutores de 

resistência a estresses abióticos. Giberelinas são fitohormônios envolvidos 

várias funções metabólicas requeridas para o crescimento de uma planta, 

como a germinação de sementes, alongamento de ramos, florescimento, 

formação do fruto e senescência (Khan et al., 2013). 

Nos últimos anos tem se intensificado as investigações do potencial 

biotecnológico dos micro-organismos endofíticos. Isto devido a 

confirmação que esses micro-organismos produzem inúmeras moléculas, 

produtos do seu metabolismo secundário, com atividades biológicas 

diversas (Hussain et al., 2014a).  

Sendo assim, tem sido isolado e caracterizado muitos metabólitos 

secundários que possuem atividade inseticida (Kusari; Pandey & Spitetter, 

2013), nematicida (Campos et al., 2008), antibacteriana (Li et al., 2014), 

anticancerígena (Casella et al., 2013; Hussain et al., 2014; Kussai et al., 

2014; Chen et al., 2015), imunossupressora (Fu et al., 2014), antioxidante 

(Alurappa et al., 2014, Morais et al., 2014) e herbicida (Hussain et al., 

2014b). 

Esses produtos naturais com atividade biológica são originados de 

diferentes vias Biosintéticas do fungo endofítico e pertencem a inúmeros 

grupos estruturais como isocumarinas, fenóis, esteróides, terpenoídes, 

xantonas, quinonas, benzopironas, tetralonas, citoclasinas e eniatinas (Yu 

et al., 2010; Kaul, 2012). 
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Exemplos de metabólitos secundários incluem as penicilinas e 

cefalosporinas (Hussain et al., 2014b). A Penicilina foi descoberta por 

Fleming em 1928 e foi originariamente isolada do fungo Penicillium 

notatum, sendo considerado um antibiótico de extrema importância na 

história da humanidade. A Penicilina G foi inicialmente utilizada durante a 

segunda guerra para tratar os soldados com infecções nos campos de 

batalha (Neff, 2011). 

Desde então, a busca por novos antimicrobianos tem sido intensa e 

os micro-organismos endofíticos são considerados produtores potenciais 

destes compostos. Hussain et al. (2014b) isolaram citocalasinas E e K, a 

partir do fungo endofítico Physalospora sp., que apresentaram forte 

atividade antifúngica, bem como atividade herbicida. Citocalasinas são um 

grupo de metabólitos fúngicos com estrutura molecular complexa e 

diversificada e que possuem várias atividades biológicas. Chen et al. (2015) 

isolaram duas novas citocalasinas do fungo endofítico Phoma mulrostrata. 

A indústria farmacêutica possui um grande interesse para por esse grupo 

de moléculas, uma vez que estas possuem atividades biológicas distintas 

como anti-HIV, inibidoras de proteínas kinases e tem função 

imunossupressora. 

O rápido desenvolvimento em biologia molecular e genômica no 

passado recente oferece uma série de possibilidades de desvendar as 

várias facetas da ecologia e filogenia dos endófitos horizontalmente 

transmissíveis. Visualizando endófitos não apenas como um subconjunto 

de fungos, mas como parte integrante da comunidade vegetal, e estudar os 

diferentes aspectos de sua biologia irá nos ajudar a compreender a 

evolução da endofitismo entre fungos. As informações obtidas por esses 

estudos básicos precisam percorrer um longo caminho para que os 

melhores endófitos sejam utilizados em aplicações tecnológicas 

(Suryanarayanan, 2013).  

Certamente a descoberta de novas substâncias é vantajosa, sendo 

uma área estimulante e bastante promissora. Sendo assim, estudos 

visando o isolamento e a identificação dos endofíticos, bem como o 
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isolamento e a caracterização dos metabolitos secundários são de 

fundamental importância para a descoberta de novos compostos, 

possibilitando uma ampla exploração do potencial biotecnológico desses 

micro-organismos. 
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Resumo 
 

Este trabalho teve por objetivo investigar a otimização das condições de 

cultivo para a produção in vitro de metabólitos antimicrobianos pelo fungo 

endofítico Cochliobolus sativus, isolado do feijoeiro comum Phaseoulus 

vulgaris. Inicialmente, diferentes condições de crescimento foram avaliadas 

quanto à influência na produção de metabólitos pelo fungo. Os filtrados de 

cultura obtidos foram submetidos a extração em acetato de etila e as 

atividades antifúngicas e antibacterianas dos extratos foram avaliadas por 

meio dos métodos de diluição e de difusão em ágar, respectivamente. Os 

melhores resultados da atividade do extrato foi a inibição do crescimento 

micelial dos fungos Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani, 

respectivamente e, das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus, 

Bacillus subtillis e Enterococcus faecalis. Entre as condições avaliadas, o 

cultivo em caldo batata dextrose a150 rpm, 25º C, sob fotoperíodo de 12/12 

h por 10 dias forneceu extratos com as maiores atividades biológicas. Estas 

condições foram então empregadas para cultivo massal do fungo. Os 

filtrados de cultura tiveram seu pH ajustado a diferentes valores de modo a 

investigar a influência da acidez do meio na eficiência de extração desses 

compostos. Os diferentes extratos foram avaliados quanto às atividades 

biológicas e submetidos a análises preliminares por CG-EM. A menor MIC 

do extrato bruto foi contra S. aureus. Os resultados obtidos demonstram 

pela primeira vez o potencial de um fungo endófitico do feijoeiro para a 

produção de compostos de interesse biotecnológico. 

 

Palavras-chave:  Antimicrobianos, Endofíticos, Cochliobolus sativus  
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Introdução 
 

O fungo Cochliobolus sativus foi descrito pela primeira vez em 1935 

por Dreschsler como um teleomorfo de Bipolaris sorokinona, pertencente 

ao filo Ascomycota, classe Loculoascomycetes, ordem Pleosporales, e 

família Pleosporaceae (Noyd, 2000) e, tem sido isolado e caracterizado em 

diferentes trabalhos como um fungo endofítico (Campos et al., 2008; 

Gonzaga et al., 2014; Rekha e Shivana, 2014).  

Micro-organismos endofíticos isolados de plantas tem sido fonte 

promissora de metabólitos secundários bioativos e quimicamente novos, 

para aplicação em diferentes áreas, como na indústria farmacêutica, no 

controle de fitopatógenos e de patógenos alimentares, dentre outras 

(Hussain et al., 2014). Esses compostos tem demonstrado diferentes 

funções, como antimicrobiana, anticancerígena, antioxidante, 

biossurfactante e imunossupressora (Rönsberg et al., 2013; Hussain et al., 

2014). Deste modo, o isolamento, a identificação e investigação do 

potencial biotecnológico de novos compostos produzidos por esses micro-

organismos se torna necessário.  

Espécies fúngicas tem se revelado como a principal fonte dessas 

moléculas e o gênero Cochliobolus sp., tem sido estudado dentro dessa 

perspectiva (Garcia et al., 2012). Entretanto, apesar da existência de 

trabalhos demonstrando a aplicabilidade de seus metabólitos secundários, 

esse gênero ainda é pouco estudado.  

Fungos endofíticos do gênero Cochliobolus tem sido isolados 

(Wężowicz; Rozpądek e Turnau, 2014) e compostos da classe das 

quinonas tem sido mais comumente encontrados nesse gênero (Alurappa 

et al., 2014). Campos et al. (2008) isolaram e identificaram o composto 

Cochlioquinona A e Cochlioquinona B com propriedades nematicidas. 

Renkha e Shivana (2014) demonstraram o potencial antimicrobiano e 

antioxidante de compostos produzidos por endofíticos desse gênero.   

Gonzaga et al. (2014) isolaram e identificaram fungos endofíticos de 

folhas de plantas de feijoeiro comum (Phaseoulus vulgaris L.) pertencentes 
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a duas variedades (Ouro Negro e Talismã). Entre os isolados mais 

comumente encontrados na variedade Ouro Negro estavam fungos 

pertencentes ao gênero Cochliobolus, principalmente a espécie C. sativus. 

Santos (2014) analisou estes fungos endofíticos quanto a capacidade de 

inibição de fungos fitopatogênicos e bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. Os fungos endofíticos pertencentes a espécie C. sativus foram 

classificados entre os mais eficientes inibidores dos micro-organismos 

testados. 

Neste trabalho foram determinadas as melhores condições de 

cultivo do fungo endofítico C. sativus, isolado do feijoeiro comum, para uma 

maior produção de metabólitos secundários com atividade antimicrobiana. 

Além disso, foram realizados estudos preliminares com o objetivo de isolar 

e identificar novos compostos.   
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Material e métodos 
 

Este trabalho foi conduzido no Laboratório de Genética Molecular de 

Micro-organismos, do Departamento de Microbiologia, e no Laboratório de 

Análise e Síntese de Agroquímicos, do Departamento de Química da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV), Viçosa, Minas Gerais. 

 

Isolado endofítico 
 

O fungo endofítico, C. sativus (Isolado CMON 25) utilizado neste 

trabalho foi isolado da cultivar Ouro Negro do feijoeiro comum (Gonzaga et 

al., 2014) pertencente a Micoteca do laboratório de Genética Molecular de 

Micro-Organismos do Departamento de Microbiologia da Universidade 

Federal de Viçosa. 

 

Cultivo do fungo e obtenção dos extratos 
 

O ensaio de fermentação em pequena escala foi realizado para 

otimizar as condições de produção de compostos. Os tratamentos foram 

combinações de diferentes meios de cultura líquido (Batata Dextrose- 

Himedia®, Meio Mínimo, Czapek-dóx), fotoperíodo (12h e 0h) e tempo de 

incubação (10 e 20 dias), totalizando 12 tratamentos em triplicata, mais os 

controles com os meios não inoculados. 

O inóculo do isolado endofítico foi crescido em meio BDA à 25º C e 

fotoperiodo de 12 h por 7 dias e, posteriormente, discos de 5 mm desse 

micélio fresco foram transferidos, assepticamente, para elernmeyers 

contendo 50 mL dos diferentes meios e cultivados sob agitação de 150 rpm 

à 25ºC. As culturas em meio líquido foram filtradas em membrana de nylon 

e em papel de filtro para remoção de micélio e esporos. Os extratos foram 

separados do meio de cultura (100 mL) com acetato de etila (300 mL), 

previamente destilado, por três vezes.  Os extratos foram secos sob sulfato 

de sódio anidro, filtrados e concentrados em evaporador rotatório IKA ® 
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RV10. Os extratos sólidos assim obtidos foram utilizados para o preparo de 

soluções em diferentes concentrações para a realização dos ensaios 

biológicos.  

A condição de cultivo cujo extrato orgânico apresentou as maiores 

atividades antifúngicas e antibacterianas foi utilizada para produção massal 

do fungo. Após crescimento, o meio de cultura foi submetido a filtração 

obtendo-se 2 L de filtrado de cultura.  O valor de pH do filtrado de cultura 

foi determinado (pH 4,5) e três alíquotas (100 mL cada) foram utilizadas 

para avaliação da influência do pH na eficiência de extração dos 

metabólitos de interesse (Varejão et al., 2013). A primeira alíquota teve o 

seu pH mantido a 4,5, a segunda teve o pH ajustado a 3,5 e a segunda 

alíquota a 8,5, utilizando ácido clorídrico e hidróxido de sódio a 1 mol L-1. 

Os extratos obtidos a partir de cada alíquota foram então avaliados quanto 

às atividades antifúngica e antibacteriana e submetidos a análise por 

cromatografia a gás acoplada a espectrometria de massas.  

 

Ensaios Biológicos 
 

Os ensaios biológicos foram realizados visando a avaliação da 

atividade antifúngica dos extratos brutos contra os fungos fitopatogênicos 

Colletotrichum lindemuthianum raça 89, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia 

solani e Sclerotinia sclerotiorum, e a avaliação da atividade antibacteriana 

nas capas de referências Bacillus subtilis ATCC 23857, Staphylococcus 

aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeuruginosa ATCC 25238, Proteus 

vulgaris ATCC 13315, Escherichia coli ATCC 29214 e Enterococcus 

faecalis. 

Testes Antifúngicos 

A atividade antifúngica dos extratos brutos foi avaliada pelo método 

de diluição em ágar, conforme Chutia et al. (2009). Os extratos foram 

adicionados ao meio BDA fundido (com 0,02% (v/v) de Tween 80), de modo 

que a concentração final do extrato foi de 100 µl mL-1 e transferidos para 
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placas de Petri de 90 mm. Um disco de micélio fresco (5mm) dos 

fitopatógenos foi adicionado no centro de cada placa com o extrato diluído 

no meio já solidificado, e foi incubado na temperatura ideal para o 

crescimento do fitopatógeno em avaliação. Meio de cultura BDA sem o 

extrato foi utilizado como o controle negativo. O diâmetro do micélio de 

cada fitopatógeno foi mensurado, em quatro direções diferentes, a cada 24 

horas até o momento em que os fitopatógenos inoculados nos controles 

negativos atingisse o seu crescimento máximo. A inibição do crescimento 

foi calculada pela fórmula: Inibição % = (Dc – Dt / Dc) x 100, onde Dc, 

corresponde ao diâmetro médio do micélio vegetativo das três replicatas do 

controle negativo e Dt= Diâmetro médio dos micélios do tratamento. O 

delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC).  

 

Testes antibacterianos 

 

Para verificar a atividade antibacteriana dos extratos brutos foi 

utilizado o método de difusão em ágar. Os inóculos das cepas de referência 

foram preparados de acordo com as recomendações do Clinical and 

Laboratory Standard Institute, CLSI (2012). Sendo assim, as bactérias 

foram crescidas em caldo Luria Bertani (Himedia® LB), overnight, e a 

suspensão de micro-organismo ajustada pela escala de turbidez 0,5 de 

McFarland, o que corresponde à uma densidade populacional de 1,5 x 108 

UFC mL-1. Essa suspensão, foi diluída em LB na proporção 1:50 para a 

obtenção de um inóculo com aproximadamente 3 x 106 UFC mL-1. Uma 

alíquota de 1 mL dessa diluição foi plaqueada por pour-plate em meio de 

cultura Ágar Muller-Hinton (Himedia®) em placas de petri de 90mm. Após a 

solidificação do meio, foram removidos três discos de 3 mm de diâmetro. 

Nestes locais foram alíquotados 10 µl de extrato bruto, ressuspendidos em 

DMSO (Dimetil Sulfóxido) de qualidade analítica, na concentração de 1 mg 

mL-1. Posteriormente, as placas foram mantidas em temperatura ambiente 

por 2 horas e, incubadas em estufa bacteriológica à 37ºC por 24 h. Após 
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esse período, halos de inibição, quando presentes, foram mensurados por 

meio de um paquímetro. O DMSO foi utilizado como controle negativo e 

todos os ensaios foram realizados em triplicata, no delineamento 

experimental inteiramente casualizado. 

Concentração Mínima Inibitória (MIC) 

A concentração mínima inibitória dos extratos brutos contra as cepas 

bacterianas foi determinada pelo método padronizado de microdiluição em 

caldo, conforme as recomendações do CLSI (2012). Foram utilizadas 

placas de microcultivo onde 50 µL de meio Mueller Hinton foi adicionado 

aos 96 poços. Diluições seriadas foram realizadas com o extrato bruto de 

modo a obter as concentrações finais nos poços das microplacas (4 – 1024 

µg mL-1) e alíquotados nos poços contendo o meio de cultivo e o inóculo 

com bactéria em fase logarítmica de crescimento (Já ajustado na 

concentração 106 UFC mL-1).  

Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa bacteriológica 

à 37º C por 24 h e a absorbância a 620 nm mensurada por um leitor de 

microplacas antes e após a incubação. Em seguida, o método de 

resazurina (Bénéré et al., 2007) permitiu confirmar os resultados 

espectrométricos visualmente, uma vez que é possível observar a presença 

de crescimento bacteriano pela mudança da coloração do corante pela 

redução do mesmo por células vivas. Cloranfenicol foi usado como controle 

positivo e o controle negativo foi evidenciado pelo meio de cultura sem 

inóculo e meio de cultura com DMSO.  

 

Analise por Cromatografia Gasosa  
 

Os extratos em acetato de etila foram analisados por cromatografia 

a gás acoplada a espectrometria de massas, utilizando equipamento 

Shimadzu GCMS-QP5050A, nas seguintes condições operacionais: 

método por impacto de elétrons (70 eV); modo scan, m/z 30,00 a 700,00; 

coluna capilar RTx5 (30 m x 0,25 mm, 0,25µm); fluxo do gás de arraste (He) 
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1 mL min-1; razão de split 1:5. Programação de temperatura, T1= 40 ºC por 

5 min., gradiente de 4 ºC min-1 até T2= 80 ºC, gradiente de 10 ºC min-1 até 

T3= 285 ºC; temperatura do injetor 290 ºC; temperatura do detector 290 ºC. 

 

Análise Estatística 
 

Os dados dos ensaios antimicrobianos foram submetidos à analise 

confirmatória, procedendo-se os testes de normalidade, Shapiro e Wilk, 

utilizando os PROC’s UNIVARIATY e TRANSREG. Posteriormente, foi 

realizada a Análise de Variância (ANOVA) e a comparação de média pelo 

teste Tukey, ao nível de 5% de probabilidade, no software SAS versão 9.3 

(SAS INSTITUTE, 2011). 

Resultados 
 

Para otimização da produção de metabólitos secundários, o fungo 

endofítico C. sativus foi crescido em diferentes condições de cultivo levando 

em consideração três diferentes fatores: meio de cultura (Batata Dextrose, 

Meio mínimo e Czapek-dóx), fotoperíodo (com e sem fotoperíodo) e tempo 

de incubação. As combinações desses fatores originaram 12 diferentes 

condições de crescimento para produção de extratos brutos que foram 

avaliados quanto à capacidade de inibir o crescimento de fungos 

fitopatogênicos e bactérias de interesse médico e industrial.  

Sendo assim, para avaliar a atividade desses extratos, utilizou-se o 

método de diluição em ágar na investigação da atividade antifúngica e o 

método difusão em ágar para investigar a atividade antibacteriana. As 

tabelas 1 e 2 demonstram a atividade dos extratos brutos contra quatro 

fungos de interesse agrícola e contra seis bactérias, respectivamente. 

Observa-se que cada extrato bruto, codificados de E1 à E12, corresponde 

a uma condição de obtenção de metabólitos secundários diferente.  

Nota-se que os 12 extratos se comportaram de forma diferente 

quando testados contra os quatro fitopatógenos e contra as bactérias. 

Deste modo, podemos afirmar que houve uma relação entre a condição de 
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crescimento do fungo endofítico e a produção de metabólitos secundários 

bioativos, bem como uma relação destes com os micro-organismos 

testados. 

No que se refere à avaliação da atividade antifúngica, a inibição leva 

em consideração o crescimento micélial dos tratamentos, isto é, do meio 

com os extratos, em função do crescimento micélial dos controles 

negativos. Deste modo, quanto menor o crescimento micélial em relação 

ao controle, maior é a inibição. Percebe-se que o extrato E4 apresentou um 

maior potencial inibitório nos fungos testados. Podem ser observadas 

inibições de 52 % e 26,69 % do micélio dos fungos S. sclerotiorum e R. 

solani, respectivamente (Figura 1) e, 8,16% contra o fungo F. oxysporum. 

Contudo, o extrato E4 não apresentou potencial inibitório contra C. 

lindemunthianum. 

A atividade antibacteriana foi determinada pela mensuração, quando 

presente, de halo de inibição na placa contendo a cepa de referência. Na 

tabela 2, observa-se que os extratos brutos foram ativos contra as bactérias 

Gram-positivas S. aureus ATCC 6538, B. subtillis ATCC 23857 e E. 

faecalis. Por outro lado, as bactérias Gram-negativas, P. aeuruginosas 

ATCC 25238, P. vulgaris ATCC 13315 e E. coli ATCC 29214 não foram 

inibidas por qualquer dos extratos brutos. 

 Semelhante aos testes antifúngicos, o extrato E4 obteve maior 

poder inibitório contra as bactérias Gram-positivas, demonstrando halos de 

inibição de 12,3 mm, 10 mm e 6,8 mm para S. aureus, B. subtillis e E. 

faecalis, respectivamente.  

Todos os filtrados das culturas crescidas em cada uma das 

condições de cultivo foram submetidos, rigorosamente, aos mesmos 

procedimentos de extração.  Os extratos sólidos, obtidos após remoção do 

solvente extrator, foram testados nas mesmas concentrações. Desta forma, 

os resultados dos ensaios biológicos mostram que, entre as condições de 

crescimento utilizadas, o cultivo do fungo em meio BD, sob fotoperíodo de 

12 h, com o endofítico inoculado por 10 dias foi a que proporcionou maior 

produção de metabólitos antimicrobianos,   
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O extrato em acetato de etila do filtrado obtido a partir dessa 

condição de crescimento foi submetido a ensaios para determinação da 

MIC pelo método de microdiluição (Tabela 3). A menor MIC do extrato bruto 

foi contra S. aureus ATCC 6538 (MIC = 32 µg mL-1), enquanto em B. 

subtillis ATCC ATCC 23857 e E. faecalis foi de 68 µg mL-1. 

Após a determinação das condições de crescimento que levaram à 

obtenção de extratos com melhores atividades antimicrobianas, o fungo foi 

cultivado em maior escala nessas mesmas condições para fins de 

investigação da constituição química do filtrado de cultura. Alíquotas dos 

extratos tiveram seu pH ajustado a diferentes valores e foram extraídas 

com acetato de etila. Os extratos obtidos foram então submetidos a 

avaliação das atividades antibacterianas, que mostraram não haver 

diferença estatisticamente significativa entre as atividades dos extratos 

obtidos a partir dos filtrados a diferentes valores de pH (resultado não 

mostrado). Esses dados indicam não haver influência do pH sobre a 

eficiência de extração dos compostos de interesse. 

Os extratos foram também submetidos a análises por cromatografia 

a gás acoplada a espectrometria de massas. O filtrado do meio de cultivo 

não inoculado foi também extraído e analisado utilizando-se aos mesmos 

procedimentos para fins de comparação do perfil de metabólitos presentes 

em cada extrato. Os cromatogramas obtidos para cada um desses extratos 

obtidos partir dos filtrados em diferentes valores de pH (Figura 2 B, C e D) 

mostram uma série de picos com tempos de retenção (Tr) entre 55 e 65 

minutos, que não estão presentes no cromatograma do extrato do meio não 

inoculado (Figura 2A). Esta comparação mostra que os compostos 

correspondentes a tais picos são produzidos pelo fungo, e não oriundos do 

meio de cultura.  

Além disso, os cromatogramas mostram que os mesmos compostos 

majoritários, cujos picos apresentam tempos de retenção de 58,958 (Figura 

2, pico 1) e 59,358 (Figura 2, pico 2) minutos estão presentes nos três 

extratos.  
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Uma análise preliminar, considerando a área de ambos os picos, 

mostrou que apenas o composto correspondente ao pico 1 teve sua 

eficiência de extração afetada pelo pH do filtrado de cultura. Para esse 

composto, a alcalinização do pH levou a uma diminuição da eficiência de 

extração. A área do pico 2 não sofreu alteração com a variação de pH do 

filtrado. Como os testes antibacterianos mostraram que não houve 

diferença significativa entras as atividades dos três extratos, e como os 

compostos correspondentes aos picos 1 e 2 são os componentes 

majoritários, pode-se inferir que o composto correspondente ao pico 2 seja 

o principal responsável pela atividade antibacteriana do extrato orgânico do 

filtrado da cultura do fungo. 

Os espectros de massas correspondentes aos dois picos foram 

analisados e comparados com os espectros de massa da base de dados 

do equipamento. Entretanto, não foram encontradas compatibilidades, o 

que não permitiu a identificação preliminar dos compostos. Em trabalho 

futuro, o filtrado de cultura será submetido a fracionamento guiado por 

bioensaio para isolamento, purificação e identificação dos compostos 

majoritários por meio de técnicas espectroscópicas. 

Discussão 
 

Segundo Kusari e Spiteller (2011) apesar dos benefícios aparentes 

na utilização dos metabólitos secundários em escala industrial, ainda são 

poucos os estudos sobre a otimização de processos biotecnológicos 

capazes de produzir esses compostos em grande quantidade. Scherlach e 

Hertweck (2009) demonstraram que todas as práticas de fermentação são 

pouco eficientes para obtenção desses compostos, quando comparadas ao 

potencial do fungo em produzir essas moléculas no seu nicho ecológico. 

Portanto, as condições de cultivo in vitro não permitem a expressão 

constante de genes relacionados à biossíntese e necessários para uma 

maior produção de um metabolito secundário. Por isso, ocorre uma redução 

substancial na produção dessas moléculas nos cultivos axênicos.  
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Deste modo, estudos visando a otimização das condições de cultivo 

de endofíticos para obtenção desses compostos são de extrema 

importância no cenário de avaliação do potencial biotecnológico desses 

micro-organismos. 

Dentro desta perspectiva, foi cultivado o endofítico C. sativus em 

diferentes meios de cultivo sobre condições de fotoperíodo e tempo de 

incubação diferentes para determinação da melhor condição de 

fermentação desse fungo. Ficou evidente que o cultivo em meio rico (BD), 

sob fotoperíodo e cultivado por 10 dias foi o que demonstrou maior 

eficiência na avaliação da atividade do extrato bruto contra fitopatógenos e 

bactérias. 

Em estudos semelhantes, Molitor et al. (2012) usou diferentes meios 

de cultivo para otimizar a produção de compostos com atividade fitotóxica 

do fungo Guignardia bidwellii, e constataram que o meio rico Extrato de 

Malte foi o mais eficiente para a obtenção de maiores quantidades de 

compostos bioativos originários do metabolismo secundário. Do mesmo 

modo, Shan et al. (2014) conseguiram isolar nove novos compostos 

utilizando condições otimizadas de cultivo em meio rico BD por 7 dias sob 

rotação de 150 rpm e 25º C.  

Wijeratne et al. (2014) com o objetivo de ampliar a busca por novos 

compostos, cultivaram o endofítico Thievalia sp. sob condições controladas 

de níveis de glicose no meio BD e, deste modo, conseguiram isolar novos 

antimicrobianos. Porém, segundo Varejão et al. (2013) meios com 

composição complexa podem dificultar os processos de isolamento de 

metabólitos, por isso, a utilização de meio semi-sintético ou sintético é 

preferível. 

Kusari et al. (2014) demonstraram que as condições de cultura 

padrão in vitro não induzem a expressão dos agrupamentos de genes 

críticos às vias biossintéticos dos fungos endofíticos. Isso leva à produção 

de uma diversidade muito menor de metabólitos secundários do que o 

fungo tem potencial para produzir. Por este motivo, Ola et al. (2013) 

otimizaram o processo de obtenção de composto, propondo um modelo de 
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cocultura com o fungo endofítico Fusarium tricinctum com a bactéria 

Bacillus subtilis com o objetivo de induzir a produção de metabólitos 

secundários, resultando assim, em um implemento na obtenção dessas 

moléculas. 

Lösgen et al. (2008) demonstraram a indução de vias do 

metabolismo secundário pela condição de cultivo do fungo endofítico 

Chalara sp. por um processo de fermentação liquido-superfície. Utilizando 

essa metodologia, eles conseguiram isolar novos compostos isofusidienois 

com atividade antimicrobiana contra B. subitilis, S. aureus, E. coli e Candida 

albicans. Assim, otimizar as condições de fermentação em laboratório é o 

primeiro passo para se aumentar as chances do isolamento de moléculas 

estruturalmente novas. 

Com base em nossos dados, fica evidente a significativa amplitude 

da atividade biológica dos extratos produzidos. Tal fato fica claro quando 

se observa a atividade antimicrobiana sobre os fungos fitopatogênicos e 

sobre as cepas de referência Gram-positivas testadas. Nota-se que os 

extratos só foram ativos sobre bactérias Gram-positivas. Por causa disso, 

podem ser propostas duas hipóteses, ou o mecanismo de ação desses 

compostos presentes no extrato bruto possuem alvos específicos para esse 

grupo de bactérias ou eles não foram capazes de penetrar nas bactérias 

Gram-negativas e assim não atingiram os seus alvos.  

A atividade do extrato foi eficiente contra bactérias Gram-positivas. 

Li et al. (2014) conseguiram resultados semelhantes com antibacterianos 

produzidos pelo fungo endofítico Eupenicillium sp. Para isso, foi utilizada a 

fermentação em meio rico e as frações em acetato de etila exibiram 

atividade contra as bactérias S. aureus e B. subtilis. Por outro lado, eles 

conseguiram obter frações ativas contra as bactérias Gram-negativas E. 

coli e Acinetobacter sp. Hassain et al. (2014) também demonstraram essa 

amplitude do efeito biológico de extratos fúngicos sobre diferentes cepas 

de referência. 

Encontrar novos antibióticos para o tratamento de casos de 

infecções atuais é de extrema importância, uma vez que se observa o 
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aparecimento de bactérias resistentes, como a resistência exibida por S. 

aureus à meticilina e à vancomicina. Da mesma forma, o gênero 

Enterococcus tem surgido como um dos mais importantes patógenos 

hospitalares no mundo inteiro, permanecendo na terceira posição como 

agente mais comum de infecções, onde tem sido verificado o aumento 

cepas resistentes aos antimicrobianos de uso corrente (Takahashi et al., 

2008). 

Os resultados dos testes antifúngicos demonstraram que houve 

inibição dos fungos S. sclerotiorum e R. solani, 52% e 29,69%, 

respectivamente.  

O fungo R. solani provoca a podridão radicular no feijoeiro e é 

bastante comum na América Latina e em outras regiões do mundo 

(Bianchini et al., 2005). Enquanto S. scletotiorum se destaca por ser um 

importante fitopatógeno na agricultura mundial, pois tem uma ampla gama 

de hospedeiros. É o agente etiológico do mofo branco, principal doença no 

feijoeiro (Schwartz e Singh, 2013), e estudos recentes tem demonstrado a 

emergência de populações fungicida-resistentes (Amselem et al., 2011). 

Assim, os compostos produzidos pelo endofítico C. sativus surgem como 

uma nova fonte de moléculas para o controle desses patógenos no campo. 

 

 

 

 

Conclusões 
 

Meio de cultura, fotoperíodo e tempo de incubação são determinantes para 

a produção de metabólitos secundários com atividade antimicrobiana. 

 

Compostos presentes nos extratos brutos produzidos pelo fungo endofítico 

C. sativus possuem potencial para o controle dos fitopatógenos S. 

sclerotiorum e R. solani. 
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O extrato bruto produzido pelo fungo endofítico foram eficientes na inibição 

das bactérias Gram-positivas S. aureus, B. subtilis e E. faecalis. 
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Tabela 1. Avaliação da atividade antifúngica dos extratos brutos produzidos, em diferentes condições de crescimento, pelo fungo 

endofítico Cochliobolus sativus. 

Extrato 

Bruto 

Condição de Obtenção Crescimento Micelial (mm)  Inibição do crescimento (%) 

Ss Rs Fo Cl  Ss  Rs Fo Cl 

E1 BD, SF, 10 dias 72,0 c 68,7 cdb 80,2 ab 49,58 a  17,15 21,07 1,84 11,19 

E2 MM, F, 10 dias 87,0 a 76,3 abcd 76,7 b 53,25 a  0 12,26 6,02 4,63 

E3 Czapek, SF, 10 dias 87,0 a 81,0 abc 75,7 b 55,83 a  0 6,90 7,35 0 

E4 BD, F, 10 dias 41,7 c 61,2 d 75,0 b 55,83 a  52,01 29,69 8,16 0 

E5 MM, SF, 10 dias 87,0 a 84,7 ab 81,0 ab 52,33 a  0 2,68 0,82 6,27 

E6 Czapek, F, 10 dias 85,2 ab 74,2 abcd 80,2 ab 49,92 a  2,01 14,75 1,73 10,60 

E7 BD, SF, 20 dias 87,0 a 64,0 cd 77,1 ab 50,08 a  0 26,44 5,61 10,30 

E8 MM, F, 20 dias 87,0 a 77,0 abcd 76,0 b 55,83 a  0 11,49 6,94 0 

E9 Czapek, SF, 20 dias 87,0 a 66,5 cd 77,7 ab 55,83 a  0 23,56 4,90 0 

E10 BD, F, 20 dias 87,0 a 63,4 d  77,7 ab 52,58 a  0 27,11 4,90 5,82 

E11 MM, SF, 20 dias 87,0 a 87,0 a 79,5 ab 55,83 a  0 0 2,65 0 

E12 Czapek, F, 20 dias 78,9 b 70,8 abcd 80,0 ab 51,50 a  9,29 18,58 2,04 7,76 

Controle  87,0 a 87,00 a 81,7 ab 55,83 a      

As Médias seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste Tukey ao nível de 5% de 

probabilidade. Os extratos brutos foram testados na concentração de 100 µg mL-1. As siglas: Ss, Sclerotinia sclerotiorum; Rs, Rizoctonia 

solani; Fo, Fusarium oxysporum; Cl, Colletotrichum lindemunthianum; BD, Meio Batata Dextrose Caldo; MM, Meio Mínimo Caldo; F, Com 

fotoperiodo de 12 horas; SF, Sem Fotoperido (Cultivo no escuro).  
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Tabela 2. Avaliação da atividade antibacteriana dos extratos brutos produzidos, em diferentes condições de crescimento, pelo fungo 

endofítico Cochliobolus sativus. 

Extrato 

Bruto 

Condição de Obtenção Gram positiva  Gram negativa 

S. a. B. s. E. f.  P. a. P. v. E. c. 

E1 BD, SF, 10 dias 5,33 b 4,78 c 4,11 b  -  -  -  

E2 MM, F, 10 dias 3,67 b 3 e 3,44 cbd  -  -  -  

E3 Czapek, SF, 10 dias 3 b 5,11 c 4,11 b  -  -  -  

E4 BD, F, 10 dias 12,3 a 10 a 6,88 a  -  -  -  

E5 MM, SF, 10 dias 3 b  3,22 de 3 d  -  -  -  

E6 Czapek, F, 10 dias 5,67 b 6,78 b 4 bc  -  -  -  

E7 BD, SF, 20 dias 3,44 4,11 cde 3,55 bcd  - - - 

E8 MM, F, 20 dias 3 b 3 e 3 d  - - - 

E9 Czapek, SF, 20 dias 3 b 5,11 c 3 d  - - - 

E10 BD, F, 20 dias 5,78 ab 4,33 cd 4 bc  - - - 

E11 MM, SF, 20 dias 3 b 3 e 3 d  - - - 

E12 Czapek, F, 20 dias 4,67 b 3,22 de 3,33 cd  - - - 

Contole 
 

3 b 3 e 3 d  - - - 

As Médias seguidas da mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente entre si, de acordo com o teste Tukey ao nível de 5% de 

probabilidade. Os extratos brutos foram testados na concentração de 1mg mL-1. DMSO foi utilizado como controle negativo. As siglas: S. 

a., Staphylococcus aureus ATCC 6538; B. s., Bacillus subtilis ATCC 23857; E. f., Enterococcus faecalis; P.a., Pseudomonas aeruginosa ATCC 

25238; P.v., Proteus vulgaris ATCC 13315; E. c., Escherichia coli ATCC 29214; BD, Meio Batata Dextrose Caldo; MM, Meio Mínimo Caldo; 

F, Com fotoperiodo de 12 horas; SF, Sem Fotoperido (Cultivo no escuro). 
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Tabela 3.  Concentração Mínima Inibitória (MIC) dos extratos brutos 
produzidos pelo fungo endofítico Cochliobolus sativus. 
Bactéria  MIC (µg mL -1) 
Gram-positiva  
Staphylococcus aureus ATCC 6538 32 
Bacilus subtillis ATCC 23857 68 
Enterococcus faecalis 
 

68 

Gram-negativa  
Escherichia coli ATCC 29214 NA 
Pseudomonas aeuruginosas ATCC 25238 NA 
Proteus vulgaris ATCC 13315 
 

NA 

NA - Extrato não ativo na concentração 1000 µg mL-1. Cloranfenicol, em 
diversas concentrações, foi utilizado como controle positivo e DMSO como 
controle negativo. 
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Figura 1. Inibição do crescimento micelial, in vitro, de fungos fitopatogênicos 
pelo extrato bruto de metabólitos produzidos pelo fungo endofítico 
Cochliobolus sativus. A) Fungo fitopatogênico Sclerotinia sclerotiorum; B) 
Fungo fitopatogênico Rhizoctonia solani. Cultivados em BDA, à 25º C por 3 
dias. R1, R2 e R3 representam as três repetições realizadas. 
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Figura 2. Cromatogramas de íons totais dos extratos em acetato de etila dos filtrados de cultura. A) 
meio de cultivo não inoculado, B) pH 4,6 (não ajustado); C) pH ajustado a 3,5; D) pH ajustado a 8,0.  
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