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RESUMO 

CO-CULTIVO FÚNGICO COMO ESTRATÉGIA PARA OBTENÇÃO DE 

METABÓLITOS BIOLOGICAMENTE ATIVOS 

Nesse trabalho foram avaliadas as atividades antibacteriana, antiprotozoária e de 

inibição da atividade proteolítica da catepsina V dos extratos provenientes do cultivo 

axênico de seis espécies fúngicas (Fusarium guttiforme, Pestalotiopsis diospyri, 

Phoma caricae-papayae, Colletotrichum horii, Phytophthora palmivora e C. 

gloeosporioides) e de todas as combinações de co-cultivo entre elas, resultando em 

57 extratos de co-cultivo. Os resultados obtidos mostraram que o co-cultivo aumentou 

a atividade biológica das amostras uma vez que todos os extratos ativos contra 

bactérias super resistentes, Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum foram obtidos 

de combinações de co-cultivo. Crescimento bacteriano foi inibido totalmente ou 

parcialmente por 46% dos extratos. Dois deles que continham majoritariamente os 

ácidos fusárico e 9,10-desidrofusárico foram excepcionalmente ativos. A presença do 

fungo F. guttiforme nos co-cultivos pode estar associada com a alta atividade biológica 

desses extratos contra L. infantum. Um único cultivo axênico diminuiu 

consideravelmente a atividade proteolítica da catepsina V, sendo uma exceção a uma 

tendência observada. Desta forma, os resultados de atividades biológicas indicaram 

que o co-cultivo fúngico aumentou o potencial biológico das amostras. As Análises 

dos Componentes Principais (PCA) dos espectros de RMN de 1H dos 63 extratos 

permitiram o desenvolvimento de um novo método para avaliar atividade antifúngica 

e o antagonismo entre as espécies fúngicas dentro de uma coleção. Os resultados 

mostraram que o método desenvolvido foi capaz de predizer a atividade fungicida e o 

antagonismo entre as espécies. Ensaios antifúngicos tradicionais in vitro de extratos 

ativos e inativos foram realizados com o intuito de provar as predições feitas pelas 

PCAs. Os resultados obtidos mostraram que o método desenvolvido é uma excelente 

ferramenta para se obter e avaliar, simultaneamente, amostras bioativas porque foi 

capaz de prever a atividade fungicida de 5 extratos diferentes em uma coleção de 63 

amostras contra 4 fungos de gêneros distintos, o que seria mais difícil, laborioso e 

demorado se fossem ensaiados de maneira aleatória, permitindo economia de tempo 

e dinheiro. Por fim, no intuito de investigar alternativas ambientalmente amigáveis no 

controle de doenças causadas por antracnose e podridão preta este trabalho avaliou 

o perfil químico de substâncias orgânicas voláteis produzidas pelo fungo F. guttiforme 
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na presença dos fungos C. horii, C. gloeosporioides e P. caricae-papayae. Os voláteis 

produzidos pelo F. guttiforme inibiram, significativamente, o crescimento micelial dos 

fitopatógenos C. horii (91,7%), C. gloeosporioides (93,7%) e P. caricae-papayae 

(92,5%). A produção dos diterpenos kaur-15-eno e kaur-16-eno pelo F. guttiforme 

pode estar associada a um possível mecanismo de defesa à longa distância bem 

como com a atividade fungistática observada. Os resultados de inibição indicam, 

mesmo de maneira preliminar, que esses diterpenos são promissores agentes de 

biocontrole contra os fitopatógenos P. caricae-papayae, C. horii e C. gloeosporioides. 

 

 

 

Palavras-chave: Fusarium guttiforme; Pestalotiopsis diospyri; Phoma caricae-
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ABSTRACT 

FUNGAL CO-CULTIVATION AS A STRATEGY FOR OBTAINING BIOLOGICALLY 

ACTIVE METABOLITES 

In this work, the bactericidal, antiprotozoal, and inhibition of cathepsin V proteolytic 

activity of extracts from the axenic cultivation of six fungal species (Fusarium 

guttiforme, Pestalotiopsis diospyri, Phoma caricae-papayae, Colletotrichum horii, 

Phytophthora palmivora, and C. gloeosporioides) and all combinations of co-cultures 

among them were evaluated, resulting in 57 co-cultivation extracts. The results 

obtained showed that the co-culture increased the biological activity of the samples 

since all the extracts active against super resistant bacteria, Trypanosoma cruzi, and 

Leishmania infantum were obtained from co-culture combinations. Bacterial growth 

was inhibited totally or partially by 46% of the extracts. Two of them that contained 

mostly fusaric and 9,10-dehydrofusaric acids were exceptionally active. The presence 

of the fungus F. guttiforme in co-cultures may be associated with the high biological 

activity of these extracts against L. infantum. A single axenic culture considerably 

decreased the proteolytic activity of cathepsin V, being an exception to an observed 

trend. Thus, the results of biological activities indicated that the fungal co-cultivation 

increased the biological potential of the samples. Principal Component Analysis (PCA) 

of the 1H NMR spectra of the 63 extracts allowed the development of a new method to 

assess fungicidal activity and antagonism between fungal species within a collection. 

The results showed that the developed method was able to predict fungicidal activity 

and antagonism between species. Traditional in vitro antifungal tests of active and 

inactive extracts were performed in order to prove the predictions made by the PCAs. 

The results obtained showed that the developed method is an excellent tool to obtain 

and evaluate, simultaneously, bioactive samples because it was able to predict the 

fungicidal activity of 5 different extracts in a collection of 63 samples against 4 fungi of 

different genera, which would be more difficult, laborious and time consuming if they 

were rehearsed at random, allowing time and money savings. Finally, in order to 

investigate environmentally friendly alternatives in the control of diseases caused by 

anthracnose and black rot, this work evaluated the chemical profile of volatile organic 

compounds produced by the fungus F. guttiforme in the presence of the fungi C. horii, 

C. gloeosporioides, and P. caricae-papayae. The volatiles produced by F. guttiforme 

significantly inhibited the mycelial growth of phytopathogens C. horii (91.7%), C. 
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gloeosporioides (93.7%), and P. caricae-papayae (92.5%). The production of the kaur-

15-eno and kaur-16-en diterpenes by F. guttiforme may be associated with a possible 

long-distance defense mechanism as well as with the observed fungistatic activity. The 

inhibition results indicate, even in a preliminary way, that these diterpenes are 

promising biocontrol agents against the phytopathogens P. caricae-papayae, C. horii, 

and C. gloeosporioides. 

 

 

 

Keywords: Fusarium guttiforme; Pestalotiopsis diospyri; Phoma caricae-papayae; 

Colletotrichum horii; Phytophthora palmivora; C. gloeosporioides; bactericidal; 

leishmanicide; cathepsin V; antifungal; PCA; SPME; biocontrol. 
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Capítulo 1  

 

1. Co-cultivo fúngico em meio líquido: estudo dos constituintes fixos 

1.1. Introdução 

A procura por novos princípios ativos para o tratamento e/ou controle de 

doenças como o câncer ou causadas por microrganismos resistentes e protozoários 

é uma área de investigação extremamente importante no que concerne a políticas 

públicas de saúde e também uma preocupação global (WHO, 2018; WHO, 2020a; 

CDC 2017). 

Sabe-se que diversas patologias, tais como progressão de tumores 

malignos, metástases (PALERMO e JOYCE, 2008; VASILJEVA e TURK, 2008; 

WATSON e KREUZALER, 2009), mal de Alzheimer (HOOK et al. 2010), artrite 

reumatoide e osteoporose (YASUDA et al. 2005) estão associados a desequilíbrios 

entre degradação e síntese proteica, erros na transcrição e/ou regulação de processos 

celulares ou mesmo alterações na expressão de algumas proteases, a exemplo das 

catepsinas. 

Os primeiros relatos que evidenciaram a presença de catepsinas no 

câncer datam de 1930 (VASILJEVA e TURK, 2008) e, a partir de então, diversos 

estudos têm fornecido evidências cada vez mais contundentes da participação dessas 

proteases em processos associados a diversas doenças. A catepsina L está 

intimamente relacionada a carcinomas orais (MACABEO-ONG et al., 2003), tumores 

ósseos (LETO et al., 2010), bem como na progressão tumoral em câncer colorretal 

(TROY et al., 2004) e sua inibição pode implicar na desaceleração da metástase 

tumoral, uma vez que sua atividade proteolítica estimula a liberação de fatores de 

crescimento no sítio metastático (LANKELMA et al. 2010). Desta forma, o uso da 

catepsina L é justificado como alvo terapêutico na busca por inibidores de metástase 

tumoral (MOHAMED e SLOANE, 2006). 

Carcinomas de cólon, mama, próstata, pâncreas e cérebro estão 

associados à elevação da atividade da catepsina B (SLOANE et al., 1986; LECAILLE 

et al. 2002; BERDOWSKA, 2004), sendo que grandes quantidades dessa enzima 

foram encontradas na maioria dos tumores malignos em estágios invasivos quando 

comparados com tecidos normais ou mesmo tumores benignos (IACOBUZIO-

DONAHUE et al., 1997; SZPADERSKA e FRANKFATER, 2001; AGGARWAL e 
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SLOANE, 2014). Já a catepsina K, na sua forma inativa, está associada com uma 

desordem óssea (picnodisostose) e, por isto, esta enzima é um alvo terapêutico no 

estudo de doenças caracterizadas por reabsorção óssea (McGRATH, 1999). 

 Estudos relatam o envolvimento da catepsina D com o câncer de mama 

(BENES et al., 2008; MAYNADIER et al., 2013) bem como com processos 

degenerativos como a doença de Alzheimer (HAQUE et al., 2008), formação e 

progressão de estados inflamatórios, aterosclerose, tromboses intravasculares, 

apoptoses, mutagêneses e proliferação neoplásica (BERCHEM et al., 2002; 

CHWIERALSKI et al. 2006) além de conferir condições essenciais de sobrevivência 

do parasito responsável pela doença de esquistossomose (KASSCHAU et al. 1986). 

Por fim, a catepsina V (também conhecida como catepsina L2) é 

secretada principalmente pela córnea, timo e testículos (BRÖMME et al. 1999; 

ADACHI et al. 1998) e está associada a doenças autoimunes como miastenia gravis 

(TOLOSA et al. 2003; VIKEN et al. 2007) e diabetes mellitus tipo I (VIKEN et al. 2007). 

Além disso, essa catepsina é encontrada superexpressa em tumores de mama, 

colorretal, renal e ovário. Por ter 78% de semelhança com à catepsina L humana 

(SANTAMARÍA et al. 1998; ADACHI et al. 1998), acredita-se que a catepsina V 

também desempenha função importante na progressão da metástase tumoral de 

maneira muito semelhante à catepsina L (BRÖMME et al. 1999). 

Muitos são os processos patológicos em que as catepsinas estão 

envolvidas e, por isto, a compreensão cada vez maior dos seus mecanismos de ação 

justifica o uso dessas enzimas como alvos terapêuticos promissores na busca de 

novos inibidores, substâncias bioativas candidatas a fármacos antitumorais 

(EDWARDS e MURPHY, 1998). 

Doenças como o câncer afetam milhões de pessoas (20% da população 

mundial), sendo a principal causa de mortes por doença em todo o planeta. Em 2020 

foram contabilizados 19,3 milhões de novos casos (Figura 1.1) e 10 milhões de 

mortes, sendo o número de óbitos maior entre os homens. Os 10 tipos de cânceres 

mais comuns são responsáveis por mais de 60% do total de casos e mais de 70% das 

mortes. Câncer de mama é o mais comum no mundo todo, contabilizando 11,7% do 

total de novos casos, seguido por câncer de pulmão (11,4%), câncer colorretal 

(10,0%), câncer de próstata (7,3%) e câncer de estômago (5,6%). Apesar do câncer 

de mama ser o de maior ocorrência, o câncer de pulmão é o mais letal sendo 

responsável por 18,0% do total de mortes em todo o mundo, seguido de câncer 
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colorretal (9,4%), câncer de fígado (8,3%) e câncer de estômago (7,7%) (WHO, 

2020b). 

Estima-se que em 2040 serão diagnosticados 28,4 milhões de novos 

casos, um aumento de 47% em relação à 2020. Países com IDH médio ou baixo serão 

os mais afetados com aumento na incidência de câncer de 95% e 64%, 

respectivamente. Por isto, políticas públicas têm sido implementadas praticamente em 

todo mundo com o objetivo de controlar e prevenir novos casos da doença, uma vez 

que o câncer é tido como um grave problema de saúde pública mundial (BRAY et al. 

2018; FERLAY et al. 2019). 

 

 

FIGURA 1.1 - Taxas estimadas de incidências padronizadas por idade (mundial) em 
2020: todos os tipos de câncer, sexo e idade. (Fonte: adaptado de WHO, 2020c). 

 
Entre os microrganismos, os fungos são capazes de produzir a maior 

variedade de proteases muitas das quais são extracelulares ativas que, em conjunto 

com outras enzimas, exercem importante papel na patogênese de plantas (BALL et 

al., 1991; MOVAHEDI e HEALE, 1990; PARIS e LAMATTINA, 1999; VALUEVA e 

MOSOLOV, 2004). Diversos estudos evidenciam que essas enzimas proteolíticas 

inibem as proteases envolvidas na defesa da planta, facilitando a infestação dos 

tecidos da planta hospedeira pelo fungo, atuando na hidrólise de proteínas da 

membrana e da parede celular fornecendo aminoácidos essenciais ao seu 

desenvolvimento (GATEHOUSE et al. 2000). Desta forma, a busca por novos 

inibidores seletivos de catepsinas alvo e, consequentemente, de novas biomoléculas 

candidatas a fármacos contra diversos tipos de doenças perpassa por um estudo 

racional e biomonitorado dos inibidores produzidos por esses microrganismos. 
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Alguns frutos (como o mamão, abacaxi e caqui) possuem alto teor de 

proteases, muitas das quais estão envolvidas no seu processo de defesa contra 

microrganismos patogênicos (FARAHAT e EL-BATAWY, 2013; GONZÁLEZ-RÁBADE 

et al., 2011; SALAS et al., 2008). Ainda assim, fungos como o F. guttiforme, P. diospyri, 

P. caricae-papayae, C. horii, P. palmivora e C. gloeosporioides conseguem infestar 

esses frutos sugerindo que esses microrganismos produzem potentes inibidores de 

proteases, o que justifica a investigação dos metabólitos produzidos por esses 

fitopatógenos na busca por novas moléculas bioativas potenciais inibidoras de 

catepsinas. 

Resistência aos antimicrobianos é uma grave ameaça à saúde e ao 

desenvolvimento global (HOFER, 2019). Ocorre quando bactérias, vírus, fungos e 

parasitas se adaptam e passam a não mais responderem aos medicamentos 

administrados tornando as infecções mais difíceis ou mesmo impossíveis de tratar, 

aumentando-se o risco de propagação desses microrganismos, desenvolvimento de 

formas ainda mais graves de infecção e, consequentemente, aumento do número de 

mortes (ZAMAN et al. 2017). A Organização Mundial de Saúde classificou a 

resistência microbiana como uma das dez maiores ameaças globais que a 

humanidade enfrenta atualmente (WHO, 2020a). 

Apesar de ser um fenômeno que ocorre naturalmente (MUNITA & 

ARIAS, 2016), a exposição indevida e o mau uso de antimicrobianos aceleram esse 

processo de resistência e isso ocorre principalmente devido a prescrição inadequada 

de terapias antimicrobianas e consumo excessivo dessas drogas tanto por seres 

humanos quanto por animais (REYGAERT, 2018). Geralmente as indicações clínicas 

são feitas baseadas em uma combinação de baixo custo e baixa toxicidade 

(GRIFFITH et al. 2012). Também, a prescrição inicial de medicamentos 

antimicrobianos com amplo espectro é algo comum, desnecessário e que contribui 

sobremaneira para o processo de resistência (VICTOR, 2011). 

Microrganismos super resistentes são aqueles que crescem e se 

desenvolvem indiscriminadamente na presença de múltiplos antimicrobianos (WHO, 

2020a). Espécies super resistentes de fungos e bactérias encontrados em ambientes 

hospitalares causam aproximadamente 700 mil mortes anualmente em todo mundo. 

Estima-se que até 2050 esses microrganismos causarão 10 milhões de mortes por 

ano. Se essa previsão se confirmar, resistência microbiana causará mais mortes do 

que o câncer (RAPPUOLI et al. 2017; ALLCOCK et al. 2017). Na agricultura, além do 
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problema da resistência microbiana, pestes e doenças causadas por microrganismos 

fitopatogênicos são responsáveis por perdas de 20 a 40% da produção mundial de 

alimentos (FAO, 2017), daí o desafio e a importância da busca contínua por novos 

metabólitos bioativos capazes de controlar esses microrganismos de maneira eficiente 

e seletiva. 

Doenças como Leishmaniose e doença de Chagas, causadas pelos 

protozoários do gênero Leishmania e Tripanossoma cruzi, respectivamente, são 

doenças amplamente distribuídas pelo planeta e ocorrem majoritariamente em países 

de clima tropical (Figura 1.2). Apesar de não figurarem entre as principais causas de 

morte no mundo são doenças que carecem de tratamento e, justamente por isso, 

causam grande sofrimento para aqueles pacientes que desenvolvem sintomas graves 

da doença. Por ano, 8 milhões de pessoas são infectadas por T. cruzi em todo o 

mundo, 7 milhões só nas américas sendo, aproximadamente, 10 mil mortes por ano a 

um custo de 627 milhões de dólares anuais à economia mundial destinados a políticas 

públicas de controle e prevenção da doença de Chagas (CDC 2017). Já em relação à 

Leishmaniose, a taxa de novos casos anuais é menor que aquela apresentada pela 

doença de Chagas, contudo, Leishmaniose é mais letal causando 40 mil óbitos por 

ano. Em 2018, mais de 95% dos novos casos reportados pela OMS ocorreram em 10 

países: Brasil, China, Etiópia, Índia, Iraque, Quênia, Nepal, Somália, Sudão do Sul e 

Sudão (WHO, 2020d). 

 

 

FIGURA 1.2 - Distribuição global combinada das sete principais doenças transmitidas 
por vetores: malária, filariose linfática, leishmaniose, dengue, encefalite japonesa, 
febre amarela e doença de Chagas (Fonte: adaptado de GOLDING et al. 2015). 
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Produtos naturais são, reconhecidamente, uma fonte promissora de 

novos compostos bioativos (NEWMAN e CRAGG, 2020; MARTINEZ-KLIMOVA et al. 

2017) onde os microrganismos, como bactérias e fungos, destacam-se como 

importantes produtores de substâncias “modelo” para o desenvolvimento de novas 

drogas devido à alta complexidade estrutural e quimiodiversidade desses metabólitos 

de origem microbiana (BERTRAND et al. 2014; CARABALLO-RODRÍGUEZ et al. 

2017). 

Nos últimos 50 anos, produtos naturais de origem fúngica 

revolucionaram a medicina e a agricultura devido seu enorme potencial terapêutico e 

agrícola. Esses microrganismos forneceram à medicina moderna potentes antibióticos 

de amplo espectro utilizados na cura de doenças infecciosas potencialmente fatais 

(ALY et al. 2011). Uma nova era na imunofarmacologia e no transplante de órgãos se 

iniciou com a descoberta da ciclosporina (TEDESCO e HARAGSIM, 2012). 

Atualmente, diversas classes de substâncias provenientes do metabolismo fúngico 

estão disponíveis como drogas comerciais importantes, como é o caso das 

cefalosporinas, equinocandinas, penicilinas, estatinas (CRAGG e NEWMAN, 2013; 

SAVI et al. 2019). Para se ter uma ideia, a atorvastatina, derivado sintético e 

representante mais notável da classe das estatinas, foi o fármaco mais vendido nos 

EUA alcançando a cifra de 94,67 bilhões de dólares (NEWMAN e CRAGG, 2020). 

Contudo, em condições laboratoriais padrão, muitos genes 

biossintéticos microbianos não são transcritos permanecendo latentes. Como 

consequência, apenas uma fração do real potencial biossintético do metabolismo 

secundário microbiano é expresso levando ao gargalo atual experimentado na 

descoberta de novas substâncias bioativas a partir de fontes microbianas 

(HERTWECK, 2009; MARMANN et al. 2014). De fato, baseado no sequenciamento 

genético de vários fungos, estima-se que esses microrganismos sejam capazes de 

produzir muito mais metabólitos do que são observados em estudos laboratoriais de 

cultivos in vitro (MARMANN et al. 2014). 

Os microrganismos são frequentemente encontrados na natureza em 

comunidades complexas onde produzem metabólitos secundários em função dos 

diferentes tipos de interações existentes (sexualização, inibição ou estimulação do 

crescimento), principalmente no que concerne à defesa ou competição por nutrientes 

(BERTRAND et al. 2014). De fato, a competição por recursos e o antagonismo entre 

as espécies que constituem esses microbiomas favorecem o desenvolvimento de 
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vários mecanismos de defesa que dependem principalmente da produção de 

substâncias bioativas (OLA et al. 2013). 

São muitas as estratégias que podem ser empregadas em cultivos 

laboratoriais para induzir quimiodiversidade em certos microrganismos. Uma delas é 

o co-cultivo, definido como o cultivo simultâneo, em meio líquido ou sólido, de dois ou 

mais microrganismos no mesmo ambiente (KATHIRAVAN et al. 2012; BERTRAND et 

al. 2013; MOODY, 2014). Utiliza-se o co-cultivo na tentativa de mimetizar as condições 

hostis existentes em ecossistemas naturais (MARMANN et al. 2014). O cultivo 

simultâneo de dois ou mais microrganismos é, portanto, uma estratégia promissora 

aplicada no intuito de se acessar clusters genéticos silenciados possibilitando o 

aumento da diversidade química dos compostos produzidos pelos microrganismos de 

interesse (VIGNESHWARI et al. 2015) permitindo o acesso de novos metabólitos 

bioativos mesmo que os mecanismos de sinalização entre os microrganismos não 

sejam conhecidos (MOODY, 2014).  

Além disso, diferentes abordagens experimentais de co-cultivo permitem 

que mecanismos de sinalização que ocorrem em comunidades de microrganismos e 

que caracterizam as interações entre as espécies sejam explorados (AZZOLLINI et al 

2018). Nesse sentido, as estratégias de co-cultivo, também conhecidas por 

experimentos de confronto, têm recebido interesse crescente no que concerne a 

descoberta de potenciais vias biossintéticas específicas relacionadas principalmente 

à defesa dos microrganismos (BERTRAND et al. 2014). Segundo NEWMAN et al. 

(2020) existe um número significativo de produtos naturais candidatos à fármacos que 

foram produzidos por microrganismos e/ou pelas interações desses microrganismos 

no microbioma de origem, reforçando que a bioprospecção de produtos naturais 

microbianos bioativos a partir da utilização de co-cultivo é uma abordagem 

experimental que deve ser expandida e investigada cuidadosamente. 

Desta forma, essa pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de avaliar 

as atividades biológicas de extratos provenientes de diferentes combinações de co-

cultivo no intuito de provar que o cultivo simultâneo de diferentes microrganismos 

constitui uma excelente estratégia para aumentar a diversidade química e, 

consequentemente, o potencial biológico das amostras, sendo avaliados nesse 

trabalho o potencial de inibição da atividade proteolítica da catepsina V, as atividades 

antibacterianas contra cepas resistentes encontradas em ambientes clínicos, 

atividades tripanocida, leishmanicida e também atividade fungicida.
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1.2.  Experimental 

1.2.1. Linhagens fúngicas 

Fusarium guttiforme (nomeado Fungo 1), Pestalotiopsis diospyri (Fungo 

2), Phoma caricae-papayae (Fungo 3), Colletotrichum horii (Fungo 4), Phytophthora 

palmivora (Fungo 5) e Colletotrichum gloeosporioides (Fungo 6) foram obtidos da 

micoteca do Instituto Biológico do Estado de São Paulo. Todas as culturas axênicas 

foram preservadas em água ultrapura estéril, segundo o método de Castellani 

(CASTELLANI, 1963). 

 

1.2.2. Condições de cultivo e co-cultivo fúngico 

Um inóculo de cada uma das seis espécies fúngicas foi transferido dos 

seus respectivos estoques para o centro de uma placa de Petri contendo meio estéril 

de batata, dextrose e ágar (PDA, Acumedia®, Neogen Corp., Michigan, USA), 

autoclavado a 121 °C por 25 minutos. Essas placas foram incubadas por 7 dias a 

25 °C em demanda biológica de oxigênio (DBO Solab SL-200) com fotoperíodos de 

12 h. Após três repiques sucessivos de cada uma dessas placas, seis discos de 

micélio de 5 mm de diâmetro foram transferidos dessas placas e inoculados em 

frascos Erlenmeyer de 500 mL, boca larga, contendo 200 mL de meio de batata e 

dextrose (PDB, Acumedia®, Neogen Corp., Michigan, USA) dissolvidos em água 

destilada previamente estéril. Para cada experimento de cultivo axênico ou co-cultivo, 

foram utilizados seis frascos Erlenmeyer como descrito. 

Os seis fungos foram cultivados individualmente e também combinados 

de todas as formas possíveis entre si, resultando em 63 extratos (6 cultivos axênicos 

e 57 experimentos de co-cultivo) onde a inoculação das diferentes espécies fúngicas 

nos experimentos de co-cultivo foi feita simultaneamente. Os frascos foram incubados 

por 28 dias a 25 °C em modo estático. Passado o tempo de incubação, para os 

experimentos de 1 a 15 os seis frascos de cada experimento foram reunidos e 

homogeneizados antes do procedimento de extração, resultando em apenas uma 

replicata. Para os experimentos de 16 a 63 os frascos foram reunidos dois a dois, 

obtendo-se então triplicatas de cada co-cultivo.  
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1.2.3. Filtração e partição líquido-líquido do caldo aquoso 

O micélio de cada experimento de cultivo fúngico foi separado do seu 

caldo aquoso por filtração à vácuo utilizando-se papel de filtro quantitativo (125 mm, 

Unifil®). Cada volume do filtrado aquoso foi submetido a três partições líquido-líquido 

sucessivas com meio volume de acetato de etila (grau analítico, Synth®). Depois de 

particionado, o filtrado aquoso foi descartado e cada volume da fase orgânica foi 

submetida a três partições líquido-líquido sucessivas com meio volume de água 

destilada (clean up). O solvente foi então evaporado à pressão reduzida utilizando-se 

evaporador rotatório (Rotavapor R-114 e R-200 equipados com banho térmico B-480, 

BUCHI, acoplados a reciclador refrigerado CFT-25, NESLAB). 

 

1.2.4. Bioensaio sobre bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas 

Todas as bactérias usadas nesse estudo foram obtidas da American 

Type Culture Collection (ATCC) da “Coleção de Microrganismos de Referência 

Usados em Controle de Qualidade”, gentilmente doadas pelo Laboratório de Materiais 

de Referência, Departamento de Microbiologia, Fundação Oswaldo Cruz (RJ, Brasil). 

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada contra bactérias 

patogênicas Gram-positivas (Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, S. aureus 

ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e E. faecium ATCC 700221) e 

bactérias Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli 

ATCC 25922, Acinetobacter baumannii ATCC 19606 e Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853). Os testes de triagem foram conduzidos em duplicatas, seguindo a 

recomendação do Instituto de Padrões Clínicos e Laboratoriais (CLSI, 2017).  

Cada extrato foi dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO) e diluído em BBL 

Mueller Hinton II Broth (Cation-Adjusted) (MHCA) (Becton Dickinson, MD, USA) para 

concentração de 512 µg/mL a 1% (v/v) de DMSO, como recomendado pelo CLSI 

(CLSI, 2017). Os inóculos foram adicionados aos poços de uma microplaca de acordo 

com o guideline do CLSI para o método de microdiluição (CLSI, 2015). O controle 

positivo consistiu de MHCA com 1% de DMSO onde cada bactéria foi adicionada. O 

controle negativo consistiu de MHCA puro, sem a bactéria ou extrato. 

As placas foram incubadas a 37 °C e a bioatividade analisada pela 

medida da densidade ótica de cada poço em um leitor de placa de microtitulação 24 
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h após adição do extrato. Quando nenhum crescimento bacteriano foi observado o 

extrato foi considerado ativo exibindo atividade bactericida na concentração de 512 

µg/mL ou menor. Neste caso, a concentração inibitória mínima (MIC) pode ser 

considerada ≤ 512 µg/mL. Se foi observado crescimento bacteriano o extrato é 

considerado inativo naquela concentração. Contudo, resultados negativos não 

excluem a possibilidade de que o extrato possa ser ativo em concentrações mais altas 

e então expressas como > 512 µg/mL. Inibição parcial de crescimento bacteriano de 

50% (ou maior) comparado com o controle positivo também foi indicado. 

 

1.2.5. Bioensaio antiprotozoário 

Cepas de T. cruzi e L. infantum foram gentilmente fornecidas por 

Frederick S. Buckner (Universidade de Washington, USA) e Angela K. Cruz 

(Universidade de São Paulo, Brasil), respectivamente. 

 

1.2.5.1. Bioensaio sobre Leishmania infantum 

Culturas axênicas de Leishmania infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) 

foram mantidas em meio M199 (pH 7.4) suplementadas com 10% de soro fetal de 

vitelo inativado termicamente e cultivadas a 28 °C (GUPTA, 2011). Os extratos foram 

diluídos em meio de cultura e testados a 20 µg/mL. Ensaios fluorimétricos foram 

conduzidos em placas de microtitulação de fundo plano de 96 poços onde cada poço 

continha 100 μL de meio de cultura com população inicial de 1x105 células de L. 

infantum obtidas a partir de culturas axênicas em estágio avançado de crescimento. 

Em poços de controle negativo (100% de crescimento parasitário) todos os 

componentes foram adicionados, exceto os extratos a serem ensaiados. O 

medicamento de referência miltefosina foi usado como controle positivo. Após 72 h de 

incubação, 10 μL de Alamar Blue (LOSET et al. 2009) foram adicionados em cada 

poço e as placas foram incubadas por 3 h. Então, as placas foram lidas por fluorímetro 

de microplaca, utilizando comprimentos de onda de excitação e emissão de 536 nm e 

588 nm, respectivamente (MIKUS e STEVERDING, 2000). Inibição do crescimento foi 

expresso como um percentual da fluorescência do controle negativo. Extratos com 

percentual de inibição de crescimento igual ou maior que 50% foram considerados 

ativos.  
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1.2.5.2. Bioensaio sobre Trypanosoma cruzi 

Fibroblastos humanos HFF-1 foram cultivados em Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% FCS (5% CO2 a 37 °C). Culturas 

axênicas de T. cruzi epimastigotas (MHOM/CH/OO/Tulahuen C2, lacZ) foram 

mantidas a 28 °C em meio LIT (10% FCS). Epimastigotas em crescimento exponencial 

foram colhidas, centrifugadas (10 min, 250 RCF) e ressuspensas em 1 mL de Grace’s 

Insect Medium (10% FCS). A diferenciação de epimastigotas em tripomastigotas 

metacíclicos foi monitorada de 5 a 14 dias. Posteriormente, os parasitas foram 

colhidos e usados para infectar células HFF-1 em meio DMEM sem vermelho fenol 

(10% FCS, 5% CO2 a 37 °C). 

A triagem dos extratos contra T. cruzi foi realizada em placas de cultura 

de tecidos de 96 poços. Fibroblastos humanos HFF-1 foram semeados a 5x104 

células/poço em 80 μL de DMEM sem vermelho fenol e incubados overnight. No dia 

seguinte, tripomastigotas em Grace’s Insect Medium foram adicionadas a 5×105 

células/poço. Após 24 h, o meio foi removido para limpar parasitas não infectantes, 

substituindo os poços com 100 μL de meio fresco. Depois, os extratos foram 

adicionados na concentração de 20 µg/mL e os pratos incubados por 120 h (5% CO2 

a 37°C). Todas as placas incluíam controle negativo e benznidazol como controle 

positivo. Depois, 50 μL de CPRG (1 mM) e IGEPAL CA-630 (concentração final de 

0,1%) foram adicionados em cada poço. Em poços com atividade β-galactosidase, a 

variação da cor do meio de amarelo para vermelho foi medida em leitor de absorbância 

de microplaca a 570 nm. 

Os dados foram transferidos para uma planilha do Excel e avaliados para 

determinação dos percentuais de inibição em relação ao controle não tratado. A 

inibição de crescimento foi expressa como um percentual da absorbância do controle 

negativo (100% de crescimento parasitário) (FERREIRA et al. 2019). Aqueles extratos 

que causaram inibição de crescimento igual ou maior que 50% foram considerados 

ativos. 

 

1.2.6. Bioensaio de inibição da atividade da catepsina V 

Catepsina V humana recombinante foi produzida usando o sistema de 

expressão de Pichia pastoris, como descrito previamente (BRÖMME et al. 1999). A 

concentração molar da enzima foi determinada pela titulação do sítio ativo com o 
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inibidor irreversível E-64, seguindo condições descritas previamente (BARRET et al. 

1982).  

A inibição da atividade proteolítica da catepsina V foi avaliada in vitro 

como descrita previamente (SEVERINO et al. 2011; SARRIA et al. 2018). Brevemente, 

a atividade enzimática foi medida pelo aumento da fluorescência devido a hidrólise do 

substrato fluorogênico Z-FR-MCA (Z-Phe-Arg-7-amido-4-metilcumarina) pela 

catepsina V, liberando o resíduo fluorescente MCA. Os testes foram conduzidos em 

triplicata utilizando microplaca preta de ELISA e de fundo plano, 96 poços. A 

fluorescência foi detectada em um espectrofluorímetro SpectraMax® M3 Multi-Mode 

Microplate Reader utilizando comprimentos de onda de excitação e emissão de 380 

nm e 460 nm, respectivamente. Extratos foram dissolvidos em DMSO e ensaiados na 

concentração de 100 µM. Todos os ensaios foram realizados a 27 °C em um tampão 

acetato de sódio na concentração de 100 mM (pH 5,5 contendo 2,5 mM de DTE e 2,5 

mM de EDTA) e uma concentração fixa de enzima e substrato, 2 nM e 10 µM, 

respectivamente. A enzima foi previamente ativada por 5 min com DTE e então 

incubada com o extrato por 5 min. O substrato Z-FR-MCA foi então adicionado e o 

aumento da fluorescência foi lido por 5 min. Experimento controle foi realizado sem o 

extrato (controle negativo) e na presença do inibidor irreversível de cisteíno protease 

E-64 (controle positivo). 

O percentual de inibição foi calculado de acordo com a seguinte 

equação: % inibição = 100 x (1 – Vi/V0), onde Vi e V0 são as velocidades determinadas 

na presença e na ausência do inibidor, respectivamente. Aqueles extratos com 

percentual de inibição enzimática maior ou igual a 85 % foram considerados ativos. 

 

1.2.7. Ensaio fungicida de difusão em ágar 

Cada extrato ensaiado foi dissolvido em acetona na concentração de 50 

µg/µL. Todos os ensaios foram realizados em quadruplicata. Para cada experimento, 

uma placa de Petri contendo meio PDA foi inoculada com 1 µL de uma cultura líquida 

de um fungo e 2 µL do extrato na concentração citada. A suspensão com as estruturas 

reprodutivas do fungo foi aplicada 0,5 cm da borda da placa de Petri enquanto o 

extrato foi aplicado a 0,5 cm do inóculo (1,0 cm da borda da placa). Cada extrato foi 

aplicado em posições diametralmente opostas (portanto, em uma mesma placa de 

Petri tem-se sempre o ensaio feito em duplicata para cada amostra testada). O 
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experimento controle foi feito usando-se 2 µL de acetona (grau analítico, previamente 

estéril) ao invés do extrato. As placas foram então incubadas por 3 dias em DBO com 

fotoperíodos de 12 h, a temperatura controlada de 28 °C. 

 

1.2.8. Ensaio fungicida de incorporação de extrato em ágar 

Cada experimento foi realizado solubilizando-se o extrato na 

concentração final de 0,5 mg/mL em meio PDA previamente estéril. Uma vez 

incorporado o extrato no meio de cultivo o experimento foi incubado por 4 dias em 

DBO com fotoperíodos de 12 h, a temperatura controlada de 28 °C. Experimentos 

controle foram realizados utilizando-se acetona estéril grau analítico (controle do 

solvente) ou meio PDA puro estéril (controle do meio de cultivo). Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

 

1.2.9. Análises de RMN de 1H 

Espectros de RMN de 1H foram adquiridos em espectrômetro Bruker 

Avance III 400, utilizando-se tubos de RMN Bruker de 5 mm. Amostras foram 

preparadas na concentração de 15 mg/mL em acetona-d6 (Sigma-Aldrich®) contendo 

0,05% de TMS. Espectros foram adquiridos com 128 scans e janela espectral de 22 

ppm. Sinais residuais de acetona foram usados para calibrar os espectros. 

 

1.2.10. Quimiometria 

Análises dos componentes principais (PCA) utilizando-se os dados 

espectrais de RMN de 1H obtidos dos 63 extratos foram realizadas no MATLAB 2011a. 

Foi usada região espectral de deslocamento químico entre 1,0 ppm e 11,0 ppm 

excluindo-se o sinal residual do solvente. Os dados espectrais de cada extrato foram 

organizados em seis subconjuntos (Tabela A.1, Apêndice). O primeiro subconjunto, 

nomeado subconjunto preliminar, contém sete elementos sendo formado pelas seis 

culturas axênicas e pelo co-cultivo de todos esses fungos. Cada um dos outros cinco 

subconjuntos contêm trinta e dois elementos, sendo formado por uma certa cultura 

axênica e todas as suas combinações de co-cultivo. As PCAs criadas para todos os 

subconjuntos foram processadas utilizando-se autoscaling, exceto para o subconjunto 

do fungo 6. 
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1.2.11. Isolamento do ácido indolacético 

Extrato da cultura axênica do Fungo 4 (45,00 mg) foi suspenso em 2 mL 

de acetona (grau analítico, Synth®) e filtrado utilizando-se filtro hidrofóbico PTFE de 

0,22 µm (Analítica). Após filtração, um excesso de 2 mL de solvente foi aplicado para 

minimizar perdas de material possivelmente retidos no filtro. O solvente foi totalmente 

evaporado e o extrato suspenso em 500 µL de acetona, o que representa 2% do 

volume do leito cromatográfico da coluna de Sephadex® LH-20 utilizada (310×10 mm, 

h x d.i.). O procedimento de eluição foi feito usando-se 125 mL de acetona, o que 

representa cinco volumes do leito cromatográfico. Trinta frações foram coletadas: as 

primeiras vinte e cinco foram coletadas a cada 2 mL e as últimas cinco coletadas a 

cada 15 mL. As frações foram reunidas de acordo com o seu perfil cromatográfico 

obtidos por CCD em quatro novas frações: F4.1 (25.3 mg, 1-15), F4.2 (11.2 mg, 16-

18), F4.3 (6.3 mg,19-25), F4.4 (1.5 mg, 26-30). As análises de RMN de 1H dessas 

frações indicam que a fração F4.2 é uma substância pura, identificada como ácido 

indolacético.  

 

1.3. Avaliação das atividades bactericidas, antiprotozoárias e 

inibidoras de cisteíno proteases 

1.3.1. Resultados e discussão 

As massas dos 63 extratos obtidos do cultivo fúngico em meio líquido 

(item 1.2.2) encontram-se na Tabela 1. Esses extratos foram avaliados frente a 

diferentes atividades biológicas: bactericida (item 1.2.4), antiprotozoária (item 1.2.5) e 

inibidora da atividade enzimática da catepsina V (item 1.2.6). Os resultados desses 

ensaios foram apresentados nas Tabelas 1.2-1.4 e serão discutidos posteriormente. 

De maneira geral, os resultados das atividades biológicas foram mais promissores em 

extratos provenientes de experimentos de co-cultivo uma vez que atividades 

antibacterianas e antiprotozoárias não foram observadas para nenhum cultivo 

axênico. 

Essa avaliação preliminar já permite inferir que o co-cultivo fúngico pode 

aumentar o potencial biológico das amostras. De fato, na sua revisão, MARMAN et al. 

(2014) demonstrou que o co-cultivo aumenta a diversidade química dos compostos 
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produzidos por fungos e bactérias. Estes compostos são, em geral, bioativos e exibem 

atividades antibiótica, citotóxica e antifúngica.  

 

TABELA 1.1 - Experimentos de cultivo axênico e co-cultivo. 

Extrato Fungo Massa/mg  Extrato Fungo Massa/mg 
1 1 

2 
3 

45.28  25.1 
1 + 2 + 6 

17.52 
2 18.26  25.2 15.20 
3 18.42  25.3 15.42 
4 4 

5 
6 

61.25  26.1 
1 + 3 + 4 

16.47 
5 59.98  26.2 13.44 
6 62.06  26.3 16.58 
7 1 + 2 

1 + 3 
1 + 4 

46.27  27.1 
1 + 3 + 5 

15.40 
8 42.83  27.2 15.02 
9 49.60  27.3 14.29 

10 1 + 5 
1 + 6 
2 + 3 

44.04  28.1 
1 + 3 + 6 

17.54 
11 38.41  28.2 17.06 
12 8.78  28.3 17.38 
13 2 + 4 

2 + 5 
2 + 6 

9.50  29.1 
1 + 4 + 5 

11.10 
14 10.32  29.2 10.14 
15 17.10  29.3 10.18 

16.1 
3 + 4 

17.07  30.1 
1 + 4 + 6 

17.65 
16.2 17.85  30.2 17.16 
16.3 16.61  30.3 21.98 
17.1 

3 + 5 
5.64  31.1 

1 + 5 + 6 
30.77 

17.2 4.38  31.2 26.13 
17.3 4.22  31.3 21.61 
18.1 

3 + 6 
4.87  32.1 

2 + 3 + 4 
16.77 

18.2 4.90  32.2 17.70 
18.3 4.16  32.3 18.12 
19.1 

4 + 5 
15.52  33.1 

2 + 3 + 5 
6.70 

19.2 15.93  33.2 6.30 
19.3 15.72  33.3 6.73 
20.1 

4 + 6 
16.68  34.1 

2 + 3 + 6 
3.55 

20.2 15.30  34.2 3.00 
20.3 16.55  34.3 3.08 
21.1 

5 + 6 
10.25  35.1 

2 + 4 + 5 
24.80 

21.2 8.86  35.2 22.17 
21.3 11.77  35.3 22.49 
22.1 

1 + 2 + 3 
10.32  36.1 

2 + 4 + 6 
32.91 

22.2 10.84  36.2 45.98 
22.3 10.18  36.3 37.38 
23.1 

1 + 2 + 4 
11.23  37.1 

2 + 5 + 6 
7.21 

23.2 10.68  37.2 7.56 
23.3 10.34  37.3 8.12 
24.1 

1 + 2 + 5 

18.04  38.1 

3 + 4 + 5 

17.03 

24.2 16.86  38.2 22.88 

24.3 15.60  38.3 17.46 

Continua 
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TABELA 1.1 - Experimentos de cultivo axênico e co-cultivo. 

Extrato Fungo Massa/mg  Extrato Fungo Massa/mg 
39.1 

3 + 4 + 6 
18.62  52.1 

2 + 3 + 4 + 5 
26.93 

39.2 19.02  52.2 28.80 
39.3 16.12  52.3 30.97 
40.1 

3 + 5 + 6 
9.70  53.1 

2 + 3 + 4 + 6 
19.05 

40.2 8.28  53.2 20.50 
40.3 5.94  53.3 17.76 
41.1 

4 + 5 + 6 
20.15  54.1 

2 + 3 + 5 + 6 
23.20 

41.2 18.36  54.2 20.87 
41.3 21.28  54.3 19.26 
42.1 

1 + 2 + 3 + 4 
20.46  55.1 

2 + 4 + 5 + 6 
22.26 

42.2 21.68  55.2 27.28 
42.3 20.82  55.3 24.79 
43.1 

1 + 2 + 3 + 5 
19.71  56.1 

3 + 4 + 5 + 6 
24.75 

43.2 20.31  56.2 25.83 
43.3 19.05  56.3 20.18 
44.1 

1 + 2 + 3 + 6 
18.83  57.1 

1 + 2 + 3 + 4 + 5 
20.40 

44.2 19.09  57.2 17.91 
44.3 16.44  57.3 19.77 
45.1 

1 + 2 + 4 + 5 
18.37  58.1 

1 + 2 + 3 + 4 + 6 
18.34 

45.2 18.19  58.2 19.03 
45.3 19.75  58.3 18.75 
46.1 

1 + 2 + 4 + 6 
21.22  59.1 

1 + 2 + 3 + 5 + 6 
17.11 

46.2 16.96  59.2 18.55 
46.3 20.65  59.3 16.98 
47.1 

1 + 2 + 5 + 6 
18.52  60.1 

1 + 2 + 4 + 5 + 6 
17.83 

47.2 18.35  60.2 18.09 
47.3 17.41  60.3 18.22 
48.1 

1 + 3 + 4 + 5 
18.78  61.1 

1 + 3 + 4 + 5 + 6 
17.81 

48.2 19.44  61.2 15.90 
48.3 18.83  61.3 16.95 
49.1 

1 + 3 + 4 + 6 
16.80  62.1 

2 + 3 + 4 + 5 + 6 
15.37 

49.2 18.13  62.2 15.00 
49.3 17.63  62.3 14.96 
50.1 

1 + 3 + 5 + 6 
18.06  63.1 

1 + 2 + 3 + 4 + 5 + 6 
16.12 

50.2 19.44  63.2 20.41 
50.3 17.66  63.3 17.48 
51.1 

1 + 4 + 5 + 6 

18.94     
51.2 19.18     

51.3 24.63     
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TABELA 1.2 - Atividade antibacteriana dos extratos na concentração de 512 µg/mL. 

 
Linhagens bacterianas 

Extrato 
S. epidermidis 

ATCC 35984 

S. aureus 

ATCC 25923 

E. faecalis 

ATCC 29212 

E. faecium 

ATCC 700221 

K. pneumoniae 

ATCC 700603 

E. coli 

ATCC 25922 

A. baumannii 

ATCC 19606 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

1 - - - - - - - - 

2 - - - - - - - - 

3 - - - - - - - - 

4 - - - - - - - - 

5 - - - - - - - - 

6 - - - - - - - - 

7 - - - - - - - - 

8 - - - - - - - - 

9 + - - - - - - - 

10 - - - - - - - - 

11 - - - +1 - - - - 

12 - - - - - - - - 

13 - - - - - - - - 

14 - - - - - - - - 

15 - - - - - - - - 

16 - - - - - - - - 

17 - - - - - - - - 

18 - - - - - - - - 

19 +2 - + - - - - - 

20 +3 - + - - - - - 

21 - - - - - - - - 

22 - +4 - - - - - - 

23 +5 - - - - - - - 

24 +6 - - - - - - - 

Continua
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TABELA 1.2 - Atividade antibacteriana dos extratos na concentração de 512 µg/mL. 

 
Linhagens bacterianas 

Extrato 
S. epidermidis 

ATCC 35984 

S. aureus 

ATCC 25923 

E. faecalis 

ATCC 29212 

E. faecium 

ATCC 700221 

K. pneumoniae 

ATCC 700603 

E. coli 

ATCC 25922 

A. baumannii 

ATCC 19606 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

25 +7 - - - - - - - 

26 +8 - - - - - - - 

27 +9 - - - - - - - 

28 - - - - - - - - 

29 - +10 - - - - - - 

30 +11 + - +12 - +13 - - 

31 +14 + + - - - - - 

32 +15 +16 - - - - - - 

33 + +17 +18 - - - - - 

34 + +19 - - - - - - 

35 + + - - + - - - 

36 + + - - - - - - 

37 + +20 - - - - - - 

38 + + - - - - - - 

39 - - + - - - - - 

40 - - + - - - - - 

41 - - + - - - - - 

42 - - + - - - - - 

43 - - - - - - - - 

44 - - - - - - - - 

45 + + + + +21 + + - 

46 + + + + + + + - 

Continua
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TABELA 1.2 - Atividade antibacteriana dos extratos na concentração de 512 µg/mL. 

 
Linhagens bacterianas 

Extrato 
S. epidermidis 

ATCC 35984 

S. aureus 

ATCC 25923 

E. faecalis 

ATCC 29212 

E. faecium 

ATCC 700221 

K. pneumoniae 

ATCC 700603 

E. coli 

ATCC 25922 

A. baumannii 

ATCC 19606 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

47 + - - - - - - - 

48 + - - - - - - - 

49 - - - - - - - - 

50 - - - - - - - - 

51 - + - - + +22 + - 

52 - - - - - - - - 

53 - - - - - - - - 

54 - - - - - - - - 

55 - - - - - - - - 

56 - - - - - - - - 

57 - - - - - - - - 

58 - - - - - - - - 

59 - - - - - - - - 

60 - - - - - - - - 

61 - - - - - - - - 

62 - - - - - - - - 

63 - - - - - - - - 

1Inibição parcial de 72.7% de E. faecium ATCC 700221 pelo extrato 11 ▪ 2Inibição parcial de 53.3% de S. epidermidis ATCC 35984 pelo extrato 19 ▪ 3Inibição parcial de 
59.0% de S. epidermidis ATCC 35984 pelo extrato 20 ▪ 4Inibição parcial de 50.3% de S. aureus ATCC 25923 pelo extrato 22 ▪ 5Inibição parcial de 86.9% de S. 
epidermidis ATCC 35984 pelo extrato 23 ▪ 6Inibição parcial de 76.2% de S. epidermidis ATCC 35984 pelo extrato 24 ▪ 7Inibição parcial de 75.4% de S. epidermidis 
ATCC 35984 pelo extrato 25 ▪ 8Inibição parcial de 80.3% de S. epidermidis ATCC 35984 pelo extrato 26 ▪ 9Inibição parcial de 70.5% de S. epidermidis ATCC 35984 
pelo extrato 27 ▪ 10Inibição parcial de 86.03% de S. aureus ATCC 25923 pelo extrato 29 ▪ 11Inibição parcial de 90% de S. epidermidis ATCC 35984 pelo extrato 30 ▪ 
12Inibição parcial de 71.12% de E. faecium ATCC 700221 pelo extrato 30 ▪ 13Inibição parcial de 80.6% de E. coli ATCC 25922 pelo extrato 30 ▪ 14Inibição parcial de 
58.27% de S. epidermidis ATCC 35984 pelo extrato 31 ▪ 15Inibição parcial de 88.5% de S. epidermidis ATCC 35984 pelo extrato 32 ▪ 16Inibição parcial de 68% de S. 
aureus ATCC 25923 pelo extrato 32 ▪ 17Inibição parcial de 83.4% de S. aureus ATCC 25923 pelo extrato 33 ▪ 18Inibição parcial de 51.5% de E. faecalis ATCC 29212 
pelo extrato 33 ▪ 19Inibição parcial de 86.1% de S. aureus ATCC 25923 pelo extrato 34. 20Inibição parcial de 73.4% de S. aureus ATCC 25923 pelo extrato 37 ▪ 21Inibição 
parcial de 83.8% de K. pneumoniae ATCC 700603 pelo extrato 45. 22Inibição parcial de 98.5% de E. coli ATCC 25922 pelo extrato 51.
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TABELA 1.3 - Atividade antiprotozoária dos extratos. 

Extrato 
L. infantum 

(% inibição) 

T. cruzi 

(% inibição) 
 Extrato 

L. infantum 

(% inibição) 

T. cruzi 

(% inibição) 

1 22 22  34 0 0 

2 7 25  35 29 0 

3 0 0  36 36 6 

4 0 8  37 2 57 

5 0 29  38 26 0 

6 0 14  39 0 52 

7 40 3  40 0 0 

8 39 5  41 0 0 

9 73 0  42 3 2 

10 43 58  43 0 0 

11 57 36  44 0 0 

12 4 30  45 3 45 

13 0 51  46 0 0 

14 0 47  47 16 62 

15 0 43  48 8 21 

16 0 9  49 36 49 

17 0 0  50 9 45 

18 0 0  51 0 13 

19 0 0  52 0 9 

20 0 9  53 3 10 

21 0 0  54 3 0 

22 44 39  55 3 41 

23 0 21  56 0 43 

24 83 26  57 50 30 

25 98 61  58 0 30 

26 19 2  59 6 60 

27 12 56  60 49 47 

28 0 19  61 36 56 

29 16 0  62 92 12 

30 0 0  63 37 11 

31 0 47  MILT 97 - 

32 0 43  BZ - 90 

33 0 15     

Extratos com atividade antiprotozoária são aqueles que obtiveram percentuais de inibição ≥50%. 
MILT = miltefosina; BZ = benznidazol 
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TABELA 1.4 - Inibição da atividade enzimática da catepsina V. 

Extrato  % inibição  Extrato % inibição 

1 82  33 38 

2 72  34 28 

3 70  35 66 

4 96  36 84 

5 78  37 19 

6 55  38 92 

7 81  39 88 

8 89  40 34 

9 62  41 90 

10 86  42 76 

11 94  43 86 

12 71  44 81 

13 12  45 86 

14 62  46 87 

15 71  47 61 

16 73  48 77 

17 72  49 64 

18 63  50 71 

19 82  51 72 

20 70  52 85 

21 88  53 71 

22 91  54 82 

23 90  55 69 

24 54  56 79 

25 86  57 45 

26 83  58 29 

27 91  59 26 

28 74  60 27 

29 93  61 13 

30 70  62 66 

31 73  63 31 

32 81  E-64 100 

Extratos ativos foram aqueles que obtiveram valores de percentual ≥85%. 
E-64 = L-trans-epoxisuccinil-leucil-amido (4-guanidino) butano. 
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Em relação aos resultados apresentados na Tabela 1.2, dos 63 extratos 

avaliados 29 deles (ou seja, 46%) apresentaram atividade antibacteriana (inibição total 

e/ou parcial do crescimento bacteriano na concentração testada), todos provenientes 

de experimentos de co-cultivo. Em resumo, 60 resultados positivos foram observados 

contra alguma das oito bactérias testadas (38 resultados de inibição total e 22 de 

inibição parcial). Estes resultados indicam que o co-cultivo aumenta a probabilidade 

de obtenção de amostras bioativas, uma vez que metade dos extratos provenientes 

dos experimentos de co-cultivo apresentaram atividade antibacteriana enquanto que 

nenhum extrato obtido do cultivo axênico mostrou-se ativo. 

Os extratos 45 e 46 apresentaram amplo espectro bactericida, atuando 

em seis e sete espécies, respectivamente, das oito testadas. Estes extratos foram 

obtidos do co-cultivo de quatro fungos diferentes (ver Tabela 1) onde três espécies 

são comuns em ambos os extratos (F. guttiforme, P. diospyri e C. horii) e os fungos 

P. palmivora e C. gloeosporioides são as espécies que diferenciam os extratos 45 e 

46, respectivamente. Análise prévia dos espectros de RMN de 1H desses extratos 

revelaram que essas amostras são compostas majoritariamente dos ácidos fusárico e 

9,10-desidrofusárico, micotoxinas vastamente produzidas por fungos do gênero 

Fusarium (BACON et al. 1996).  

Dentre as várias atividades biológicas relatadas para o ácido fusárico, 

sua potente atividade bactericida é a mais relevante para este estudo. Atividade de 

inibição de Quorum-sensing em bactérias Gram-negativas também foi relatada por 

TUNG et al. (2017). Ácido fusárico exibiu atividade bactericida contra Lactobacillus 

acidophilus e E. coli com valores de IC50 64 µM para ambos os microrganismos, mas 

não foi ativo contra S. aureus e Salmonella typhimurium (SONDERGAARD et al. 

2016). Embora os extratos 45 e 46 sejam ricos em ácido fusárico, os resultados de 

atividade bactericida obtidos nesse trabalho diferem em relação a S. aureus (embora 

concordem em relação a E. coli). Essa divergência indica que outras substâncias 

presentes no extrato, como o ácido 9,10-desidrofusárico, podem ser responsáveis 

pela atividade biológica relacionada a S. aureus. MAY et al. (2000) relatou a inibição 

do crescimento das bactérias Ruminococcus albus e Methanobrevibacter ruminantium 

pelo ácido fusárico na concentração de 84 µM. Vários fitopatógenos (Phytophthora 

capsici, P. infestans, Agrobacterium tumefaciens, Burkholderia glumae, 

Pectobacterium carotovora ssp. Carotovora, Pseudomonas syringae pv. Lachrymans) 

foram consideravelmente inibidos pelo ácido fusárico em concentrações 100 µg/mL 
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(SON et al. 2008). Adicionalmente, essa substância apresentou efeitos bactericidas 

ou bacteriostáticos em várias cepas diferentes de Bacillus mojavensis (BACON et al. 

2006). 

O alto potencial bactericida do ácido fusárico, evidenciado pela literatura 

citada acima, permite justificar a atividade bactericida dos extratos 45 e 46. Em relação 

ao ácido 9,10-desidrofusárico, apenas atividades tais como inibição da germinação de 

sementes e do elongamento da raiz foram relatadas (CAPASSO et al. 1996; IDRIS et 

al. 2003). Trabalho subsequente com o ácido 9,10-desidrofusárico será conduzido 

com o intuito de se avaliar sua atividade bactericida, puro ou em combinação com o 

ácido fusárico e outros derivados dessa substância. 

Entre os extratos que tiveram atividade antibacteriana parcial, o extrato 

51 foi o mais ativo inibindo 98,5% do crescimento de E. coli. Contudo, o extrato 30 

apresentou o maior espectro bactericida, inibindo o crescimento de três bactérias 

diferentes (S. epidermidis ATCC 35984, E. faecium ATCC 700221 e E. coli ATCC 

25922) enquanto que outros extratos, geralmente, inibiram parcialmente apenas uma 

bactéria. O extrato 30 também contém os ácidos fusárico e 9,10-desidrofusárico, 

porém, em menor quantidade comparado com os extratos 45 e 46. É importante 

evidenciar que esse extrato difere do extrato 46 (amostra mais ativa) apenas pela 

ausência de P. diospyri, sugerindo que esse fungo é necessário para a obtenção do 

extrato totalmente ativo. Já o extrato 51 possui todos os mesmos fungos do extrato 30 

e o fungo P. palmivora adicionalmente. Por outro lado, comparando com as espécies 

fúngicas que originaram o extrato 46, o extrato 51 contém P. palmivora ao invés do 

fungo P. diospyri. 

Esses resultados evidenciam como o co-cultivo modifica a produção 

metabólica em uma certa condição e como isso se reflete nos resultados de atividade 

biológica. Também indica que uma espécie fúngica no co-cultivo pode potencializar a 

produção de substâncias bioativas em resposta às novas interações químicas que 

ocorrem naquele ambiente. 

Em relação às bactérias usadas nos bioensaios, quatro (S. epidermidis, 

S. aureus, E. faecalis e E. faecium) são Gram-positivas e quatro (K. pneumoniae, E. 

coli, A. baumannii e P. aeruginosa) são Gram-negativas. Destas, as bactérias Gram-

positivas foram as mais inibidas sendo S. epidermidis a espécie mais suscetível a 

ação dos extratos. A bactéria Gram-negativa P. aeruginosa provou ser a bactéria mais 

desafiadora dentre as espécies testadas não sendo inibida nem totalmente nem 
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parcialmente por nenhum dos extratos. Na maioria das infecções, como infecções 

urinária ou pulmonar, P. aeruginosa pode formar biofilmes que aumentam sua 

proteção contra a ação de antimicrobianos (DRENKARD, 2003). 

Como foi observado nos ensaios de atividade antibacteriana, os 

resultados de atividade antiprotozoária dos extratos (Tabela 3) indicaram que todas 

as amostras bioativas foram provenientes de extratos obtidos de experimentos de co-

cultivo, evidenciando uma tendência importante. Treze extratos foram ativos, 

representando 21% do total de amostras. Extratos de cultivo axênico não inibiram 

significativamente os protozoários. Como um exemplo, o extrato 3 do cultivo axênico 

do fungo Phoma caricae-papayae apresentou 0% de inibição contra ambos os 

protozoários. 

Extratos provenientes dos experimentos de co-cultivo também foram 

muito seletivos frente aos protozoários, uma vez que apenas o extrato 25 foi bioativo 

contra ambos os parasitas. Mais extratos foram ativos contra T. cruzi do que contra L. 

infantum (oito e seis resultados positivos, respectivamente), contudo, o maior 

percentual de inibição foi observado contra L. infantum: o extrato 25 foi o mais ativo 

inibindo 98% do crescimento desse parasita, sendo mais ativo até que a miltefosina, 

usado como controle positivo (97% de inibição contra L. infantum). O extrato 25 

também apresentou boa atividade antiprotozoária contra T. cruzi (61% de inibição) 

menor apenas que o extrato 47 (mais ativo, com 62% de inibição). 

Note que o extrato 25 foi obtido do co-cultivo dos fungos F. guttiforme, 

P. diospyri e C. gloeosporioides enquanto que o extrato 47 foi obtido do co-cultivo dos 

mesmos três fungos mais P. palmivora. Esse é um exemplo de como as espécies 

fúngicas presentes em um co-cultivo são extremamente importantes no que concerne 

à variedade química das substâncias que estão sendo produzidas e como isso se 

reflete nas atividades biológicas observadas: a ausência de P. palmivora fez o extrato 

25 extremamente ativo contra L. infantum enquanto que sua presença fez o extrato 

47 inativo contra esse protozoário, contudo ativo contra T. cruzi. 

Outra observação importante é que o extrato 9 (co-cultivo de F. 

guttiforme e C. horii) e o extrato 11 (co-cultivo de F. guttiforme e C. gloeosporioides) 

foram ativos contra L. infantum, contudo, o extrato 30 que foi obtido do co-cultivo dos 

3 fungos comuns aos extratos 9 e 11 (F. guttiforme, C. horii e C. gloeosporioides) não 

apresentou atividade biológica contra o protozoário. Isto indica o quanto são 

específicas as interações entre os fungos em cada co-cultivo. 
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A presença do fungo F. guttiforme nos diferentes co-cultivos bioativos 

parece ter sido crucial para a atividade leishmanicida observada, uma vez que os 

extratos 9, 11, 24, 25 e 57 contém esse fungo e foram ativos contra L. infantum. Isso 

faz parecer que todas as amostras bioativas contra esse protozoário possuíam a 

mesma substância responsável pela atividade biológica. Isso é possível, contudo, 

dada a diversidade química dessas amostras, evidenciada pelos perfis químicos 

obtidos por espectros de RMN de 1H tal racionalização é precipitada. Por fim, o extrato 

62 (segundo mais ativo contra L. infantum) foi obtido de um co-cultivo que não incluía 

o fungo F. guttiforme, o que permite inferir que substâncias biologicamente ativas e 

estruturalmente distintas foram produzidas. 

Uma ampla investigação sobre atividades biológicas de fungos 

endofíticos mostrou que extratos de fungos do gênero Colletotrichum e Fusarium, 

entre outros, exibiram atividade leishmanicida e tripanocida (ROSA et al. 2010). 

Também inibiram gGAPDH (Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) de T. cruzi e 

APRT (Adenina fosforribosiltransferase) de L. tarentolae, exibindo potencial atividade 

antiparasitária (GUIMARÃES et al. 2008). 

Ensaios de inibição da atividade proteolítica da catepsina V apresentou 

17 resultados positivos, o que representa 27% das 63 amostras testadas (Tabela 4). 

Apenas um extrato bioativo (extrato 4) foi obtido de um cultivo axênico, sendo uma 

exceção entre os resultados positivos: todos os outros extratos que apresentaram 

inibição enzimática da catepsina V foram provenientes de experimentos de co-cultivo. 

O extrato 4, obtido do cultivo axênico do fungo C. horii, foi a amostra mais ativa, 

exibindo 96% de inibição de atividade enzimática. O extrato 11 foi o experimento que 

apresentou a mais alta atividade biológica dentre os experimentos de co-cultivo, com 

percentual de inibição de 94%. Note que esse extrato é proveniente de um co-cultivo 

que não contém C. horii. O extrato 13, obtido do co-cultivo entre os fungos C. horii e 

P. diospyri, exibiu o percentual de inibição mais baixo (12%). 

Na literatura estão descritos alguns resultados de inibição de atividade 

enzimática de catepsinas por extratos fúngicos ou substâncias puras. As atividades 

enzimáticas das catepsinas B e V foram inibidas por lactonas tetraênicas produzidas 

pelo fungo Talaromyces wortmannii. Tais substâncias exibiram IC50 entre 4,3 e 13,0 

µM (DONG et al. 2009). Já as atividades das catepsinas L e B foram inibidas pelo 

acetato de aurantiamida, substância produzida pelo fungo Aspergillus penicillioides, 

com valores de IC50 de 12 e 49 µM, respectivamente (ISSHIKI et al. 2001). Contudo, 
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outras cisteíno proteases não foram inibidas mesmo em concentrações de acetato de 

aurantiamida tão altas quanto 100 µM. Extrato metanólico do fungo Microascus 

longirostris e epoxisuccinatos isolados desse extrato também inibiram a atividade da 

das catepsinas B e L e da papaína (YU et al. 1995). SABOTIC e KOS (2012) 

apresentaram uma revisão sobre inibidores da atividade proteolítica de proteases 

reportando várias substâncias inibidoras de catepsinas, citando especificamente a 

substância clitocipina, um inibidor da catepsina V (e também de outras catepsinas) 

que foi isolada do fungo Clitocybe nebularis (BRZIN et al. 2000). 

Em relação a inibidores de catepsina V obtidos de outras fontes naturais, 

SEVERINO et al. (2011) descreveu alguns alcalóides acridônicos, especificamente a 

citibrasina, que exibiram alta atividade contra a catepsina V, sendo considerados 

então substâncias promissoras. Posteriormente, SARRIA et al. (2018) mostrou que 

chalconas diméricas inibiam fortemente a atividade enzimática da catepsina V. 

Urundeuvinas D e E foram as mais ativas, com valores de IC50 de 0.70 e 0.42 µM, 

respectivamente. Acredita-se que urudeuvina D é o inibidor natural de catepsina V 

mais potente já estudado. SARRIA et al. (2018) investigou também a atividade de dois 

flavonóides (luteolina e 5,2’-diidroxi-3-metoxi-6,7-(2’,2’-dimetilcromeno)-8-(3”,3”-

dimetilalilflavanona), que apresentaram valores de IC50 de 2,5 e 13,5 µM, 

respectivamente. Recentemente, SILVA et al. (2019) determinou a atividade inibitória 

da catepsina V das substâncias 8-metoxicoumestrol (IC50 de 17,4 ± 1,0 µM) e de um 

éster derivado do ácido trans-p-cumárico (94% de inibição a 50 µg/mL).
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1.3.2. Conclusão 

Os resultados das atividades antibacteriana e antiprotozoária mostraram 

que o co-cultivo fúngico aumenta a probabilidade de obtenção de substâncias com 

atividades antimicrobianas e antiparasitárias, uma vez que todos os extratos ativos 

nesses ensaios foram obtidos de experimentos de co-cultivo. 

Considerando os resultados de inibição da atividade proteolítica da 

catepsina V, embora o extrato mais ativo tenha sido obtido de um cultivo axênico, esse 

resultado foi uma exceção de uma tendência geral observada, uma vez que todos os 

outros 16 extratos ativos nesse ensaio foram provenientes de experimentos de co-

cultivo. 

Desta forma, os resultados de ensaios biológicos apresentados nesse 

trabalho evidenciaram que o co-cultivo é uma excelente estratégia para obtenção de 

extratos e substâncias biologicamente ativas. 

Os resultados dessa pesquisa foram publicados no artigo “Liquid Fungal 

Cocultivation as a Strategy to Access Bioactive Metabolites”. Planta Medica, 2020. 

https://doi.org/10.1055/a-1200-2046.  

 

https://doi.org/10.1055/a-1200-2046
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1.4. Desenvolvimento de um novo método para identificação de 

antagonismo entre espécies fúngicas e avaliação de atividade 

fungicida 

1.4.1. Considerações teóricas 

Imagine-se uma micoteca com uma coleção imensa e variada de fungos 

isolados de diferentes fontes. É certo que uma espécie nessa coleção deve exercer 

maior antagonismo frente às outras espécies. Mas como identificá-la? Seria possível 

propor um experimento ou uma série de experimentos que pudessem predizer, com 

alguma precisão e confiança, qual espécie em uma coleção produz substâncias 

potencialmente fungicidas contra as demais? De fato, vários métodos para se avaliar 

a suscetibilidade aos antimicrobianos têm sido padronizados e continuam sendo 

desenvolvidos. Contudo, quando produtos naturais são avaliados, algumas 

modificações nesses protocolos precisam ser consideradas (BALOUIRI et al. 2016). 

Além disso, métodos para avaliação de atividade fungicida geralmente necessitam de 

grande quantidade de amostras, comumente não disponíveis em investigações de 

produtos naturais.  

Muitas rotas biossintéticas do metabolismo fúngico não são expressas 

quando estes microrganismos são cultivados individualmente em condições 

laboratoriais (HERTWECK, 2009; MARMANN et al. 2014). Uma excelente alternativa 

para ativar tais rotas metabólicas silenciadas é o co-cultivo, ou seja, o cultivo 

simultâneo de duas ou mais espécies de microrganismos no mesmo ambiente 

(KATHIRAVAN et al. 2012; BERTRAND et al. 2013; MOODY, 2014). O co-cultivo pode 

ocorrer entre fungos do mesmo gênero, que coexistem ou não na mesma microbiota, 

ou entre gêneros de fungos totalmente diferentes, de microbiotas também distintas 

(HERTWECK, 2009). 

CHAGAS (2010) concluiu, a partir de um rigoroso estudo de diferentes 

condições de co-cultivo em meio líquido, que o perfil químico do co-cultivo resultante 

da combinação de dois microrganismos se assemelhava fortemente ao perfil químico 

do cultivo axênico de uma certa cultura se essa espécie fosse inoculada previamente. 

Concluiu também que, dentre as diferentes formas de se inocular os microrganismos 

em um experimento de co-cultivo, a inoculação simultânea das duas espécies 

fúngicas conferiu a melhor condição experimental de cultivo tendo como parâmetro 

diversidade metabólica.  
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O espectro de RMN de 1H dos metabólitos produzidos em um co-cultivo 

pode ter, essencialmente, uma das seguintes características: (a) pode ser a 

sobreposição (a média) dos perfis químicos das culturas axênicas, ou seja, pode 

conter informações estruturais dos metabólitos que são produzidos pelos diferentes 

microrganismos quando cultivados individualmente; (b) conter informações estruturais 

totalmente distintas da produção metabólica dos cultivos axênicos, ou seja, pode 

haver divergência total de perfil químico do co-cultivo comparado com os perfis 

químicos dos cultivos axênicos; ou (c) pode haver predomínio das características 

estruturais da produção metabólica de um dos fungos, ou seja, pode haver 

convergência de perfil químico de uma das espécies. 

Essas observações experimentais do perfil químico da produção 

metabólica de um experimento de co-cultivo podem fornecer informações importantes 

sobre as relações ecológicas que ocorrem entre os microrganismos naquele 

ecossistema. É razoável inferir que em (a) ambos os fungos coexistem sem que essas 

espécies causem prejuízo recíproco; em (b), é possível que rotas biossintéticas 

distintas, comparadas àquelas observadas nos cultivos axênicos, estejam sendo 

expressas. A situação em (c) é particularmente interessante e objeto dessa pesquisa. 

Imagine-se o seguinte experimento: o cultivo axênico de dois fungos 

(fungos 1 e 2, hipoteticamente) em meio líquido e também o co-cultivo desses dois 

microrganismos.  Todos os experimentos foram feitos rigorosamente sob as mesmas 

condições. Análises dos espectros de RMN de 1H mostraram que o perfil químico da 

combinação desses dois fungos apresentou forte semelhança com o perfil químico do 

cultivo axênico do fungo 1. Uma questão pertinente seria “se ambos os fungos foram 

inoculados ao mesmo tempo no meio de cultivo por que existe predominância do perfil 

químico de uma das espécies?”. Duas hipóteses são relevantes: ou os metabólitos 

produzidos pelo fungo 2 foram extensivamente metabolizados (biotransformados) 

pelo fungo 1 ou o fungo 2 simplesmente não produziu substância alguma. Neste último 

caso, o fungo 1 exerceu atividade antagônica sobre o fungo 2 (silenciamento ou morte 

dessa espécie). 

As características espectrais contidas no perfil químico de um 

experimento de co-cultivo e as suposições acerca das relações ecológicas existentes 

naquele experimento conduzem ao seguinte questionamento: é possível associar a 

informação estrutural contida em um espectro de RMN de 1H com uma possível 

atividade antagonística exercida por uma espécie fúngica em um experimento de co-
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cultivo? A partir da investigação cuidadosa de vários co-cultivos e das análises dos 

seus perfis químicos foi proposta a seguinte hipótese: 

“Deve existir uma relação fundamental entre convergência de perfil 

químico e atividade fungicida em um experimento de co-cultivo. Quanto maior a 

semelhança entre o perfil químico de um experimento de co-cultivo e o perfil químico 

de um determinado cultivo axênico maior o potencial antagônico dessa espécie sobre 

as demais”. Similarmente, “quanto maior a divergência de perfil químico entre um 

cultivo axênico e seu co-cultivo maior é a probabilidade de que essa amostra, 

proveniente do experimento de co-cultivo, tenha atividade fungicida contra a cultura 

axênica”. 

Desta forma, a ideia principal é que existe grande probabilidade de uma 

espécie fúngica apresentar atividade fungicida contra outros fungos quando o perfil 

químico do seu cultivo axênico é muito similar com o de um experimento de co-cultivo 

que o contenha. Embora essas inferências sobre perfil químico e atividade fungicida 

sejam simples (ou até evidentes), isto nunca havia sido proposto na literatura como 

uma forma de determinação de antagonismo entre espécies fúngicas e atividade 

fungicida. 

Mediante o resultado de uma série de experimentos que serão discutidos 

posteriormente temos evidências que suportam essa hipótese. 

 

1.4.2. Desenvolvimento do método 

Como descrito no item 1.2.2 da seção experimental, foram realizados 

sessenta e três experimentos de cultivo fúngico utilizando-se seis fungos diferentes, 

combinados de todas as formas possíveis (Tabela 1.1). Os espectros de RMN de 1H 

dessas amostras foram adquiridos (item 1.2.9) e submetidos a análises 

quimiométricas (item 1.2.10) a fim de se avaliar os perfis químicos dos experimentos 

de co-cultivo mais divergentes quando comparados com cada cultura axênica. 

O espectro de RMN de 1H do experimento 63, cultivo simultâneo dos 

Fungos 1 a 6, é muito similar ao espectro do cultivo axênico do Fungo 1 (Figura 1.3). 

De fato, a PCA (Figura 1.4) obtida dos dados de RMN de 1H desses cultivos fúngicos 

mostra que os perfis químicos do cultivo axênico do Fungo 1 e do experimento 63 

convergem. Então, de acordo com as suposições previamente discutidas, o Fungo 1 

deve ser a espécie que exerce maior antagonismo sobre as outras (é o antagonista 

na coleção composta pelos seis fungos estudados). Não se deve esperar que este 
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microrganismo produza em nenhum experimento de co-cultivo substâncias lesivas a 

ele mesmo. Deve-se esperar, portanto, que os extratos apresentem atividade 

fungicida contra os outros cinco microrganismos. 

 
FIGURA 1.3 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do 
Fungo 1 e do experimento de co-cultivo 63. 

 

 
FIGURA 1.4 - PCA do subconjunto preliminar. Os extratos 1 e 63 possuem perfis 

químicos semelhantes. 

 

Como descrito anteriormente no item 1.2.10, as PCAs foram criadas para cada 

subconjunto, exceto para o Fungo 1 e suas combinações de co-cultivo uma vez que 
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ele, supostamente, é responsável pela inibição do crescimento de todos os outros 

fungos. Aplicando essa estratégia os gráficos de scores foram obtidos (Figuras 1.5-1. 

9). 

 

FIGURA 1.5 - PCA do subconjunto do Fungo 2 (Pestalotiopsis diospyri). Amostras 7, 
22 e 45 possuem atividade antifúngica contra o fungo 2.  

 

 

FIGURA 1.6 - PCA do subconjunto do Fungo 3 (Phoma caricae-papayae). Amostras 
8 e 26 possuem atividade antifúngica contra o fungo 3. 
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FIGURA 1.7 - PCA do subconjunto do Fungo 5 (Phytophthora palmivora). Amostra 
45 possui atividade antifúngica contra o fungo 5. 

 

 

 

FIGURA 1.8 - PCA do subconjunto do Fungo 6 (Colletotrichum gloeosporioides). 
Amostras 25 e 46 apresentam atividade antifúngica contra o fungo 6. 
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FIGURA 1.9 - PCA do subconjunto do Fungo 4 (Colletotrichum horii). 

 

Os gráficos de scores das PCAs (Figuras 1.5-1.9) indicam a similaridade 

entre os perfis químicos dos extratos analisados por RMN de 1H. Em cada PCA, maior 

e menor atividade fungicida contra um certo fungo foram atribuídas para as amostras 

mais distantes e mais próximas, respectivamente, do ponto que representa o cultivo 

axênico desse fungo. Para cada amostra selecionada de acordo com essas 

interpretações das PCAs foram realizados ensaios antifúngicos para confirmar tais 

suposições acerca das suas atividades biológicas. Os resultados foram descritos na 

seção 1.4.3 (Avaliação in vitro dos extratos selecionados a partir da PCA). 

Para o subconjunto do Fungo 2 e suas combinações de co-cultivo 

(Figura 1.5), o gráfico de scores indicou que os extratos 7, 22 e 45 são aqueles que, 

provavelmente, possuem maior atividade antifúngica contra o Fungo 2 uma vez que 

esses extratos estão mais distantes do ponto que representa o cultivo axênico desse 

fungo. Por outro lado, a amostra 37 deve ser um dos extratos com menor atividade 

antifúngica porque está muito próxima do ponto que representa o cultivo axênico do 

Fungo 2. É importante ressaltar que esses resultados precisam ser avaliados (Figuras 

A.1-A.15), ou seja, os perfis químicos dos extratos 7, 22 e 45 precisam ser 

comparados com o perfil químico do cultivo axênico do Fungo 2 pela análise dos seus 

espectros de RMN de 1H para comprovação da ausência de similaridade. De fato, o 

espectro de RMN de 1H do extrato 37 é muito semelhante ao do cultivo axênico do 
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Fungo 2 (Figura A.1). Já os perfis químicos dos extratos 7, 22 e 45 são muito 

diferentes do perfil químico do extrato 2 (Figuras A.2-A.4). 

A PCA do subconjunto que inclui o Fungo 3 e todas as suas 

combinações de co-cultivo (Figura 1.6) indicou que o perfil químico do extrato 40 era 

o mais similar (Figura A.5) e os perfis dos extratos 8 e 26 (Figuras A.6 e A.7) os mais 

diferentes do perfil químico do cultivo axênico do Fungo 3, indicando que essas 

amostras devem ter ação antifúngica contra o Fungo 3 enquanto que a amostra 40 

deve ser inativa. 

A partir da análise da PCA do subconjunto do Fungo 5 e suas 

combinações de co-cultivo (Figura 1.7) as amostras 62 e 45 foram escolhidas uma 

vez que os seus perfis químicos são os mais convergentes (Figura A.8) e divergentes 

(Figura A.9), respectivamente, comparados ao perfil químico do cultivo axênico do 

Fungo 5. Desta forma, espera-se que a amostra 62 não seja bioativa enquanto que o 

extrato 45 tenha atividade antifúngica contra o Fungo 5. 

O gráfico de scores para o subconjunto do Fungo 6 e todos os seus co-

cultivos (Figura 1.8) mostrou que o extrato 54, cujo perfil químico é muito similar ao 

perfil químico do cultivo axênico do Fungo 6 (Figura A.10), provavelmente é inativo 

contra essa espécie. Já os extratos 25 e 46 devem apresentar atividade antifúngica 

por serem as amostras mais divergentes (Figuras A.11 e A.12) em relação ao ponto 

que representa o cultivo axênico do Fungo 6. 

Para o Fungo 4, a PCA (Figura 1.9) indicou que o extrato 32 (Figura 

A.13) deveria ser inativo e os extratos 29 e 45 (Figuras A.14 e A.15) deveriam possuir 

atividade antifúngica. Contudo, os bioensaios realizados (seção 1.4.3) não 

confirmaram essas suposições. A cultura axênica do Fungo 4 produziu, 

essencialmente, o ácido indolacético. Este ácido é uma auxirina (hormônio de 

crescimento que promove o alongamento celular diferencial e funciona como 

regulador do crescimento dos vegetais) que pode ser produzida por plantas ou certos 

microrganismos (KHAMNA et al. 2009; PRUSTY et al. 2004) ou que pode ser 

reconhecida por certos fungos como um sinal para o início de mudanças 

morfogenéticas que levam à infecção da planta. Essa substância inibiu, em altas 

concentrações, o crescimento de Saccharomyces e outros fungos levando os 

pesquisadores a acreditar que certos patógenos oportunistas usam o próprio sistema 

de defesa da planta para atacá-la (PRUSTY et al. 2004). 
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Na Figura 1.10, o espectro em vermelho é do cultivo axênico do Fungo 

4. O espectro em azul é do ácido indolacético, substância majoritária produzida pelo 

Fungo 4 e isolada do seu cultivo axênico (item 1.2.11). Vários experimentos de co-

cultivo realizados com o Fungo 4 sugerem que, na presença de outros fungos, este 

microrganismo usa rotas metabólicas não expressas em condições axênicas de 

cultivo e a produção de ácido indolacético é praticamente silenciada. A questão é que 

o extrato do cultivo axênico do Fungo 4 não deve ser usado como referência porque 

o seu perfil químico é extremamente simples e não reflete nem de longe o potencial 

de produção metabólica deste fungo. Diante disto, pode-se até inferir que a grande 

agressividade desse patógeno pode estar na sua versatilidade em “enganar” seu 

hospedeiro (caquizeiro), fornecendo inicialmente o hormônio de crescimento benéfico 

para o crescimento da planta e, então, expressando rotas metabólicas diferentes e 

prejudicais causando a lesão e, consequentemente, a infestação da planta. 

 

 

FIGURA 1.10 - Comparação entre a produção metabólica do Fungo 4 e do ácido 
indolacético (RMN de 1H em acetona-d6). 

 

1.4.3. Ensaio in vitro dos extratos selecionados a partir das 

PCAs 

Como descrito na seção experimental (item 1.2), os extratos foram 

avaliados por dois ensaios fungicidas a fim de se confirmar a hipótese de que os 

espectros de RMN de 1H e a PCA poderiam ser usados na predição da atividade 

fungicida dos extratos obtidos por co-cultivo. 
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As amostras 7, 45 e 37 foram ensaiadas contra o Fungo 2 em testes de 

difusão em ágar (item 1.2.7). Esperava-se que as amostras 7 e 45 apresentassem 

alguma atividade antifúngica. Os ensaios mostraram que, de fato, essas amostras 

inibem o crescimento do Fungo 2 (Figura 1.11). Já em relação à amostra 37 esperava-

se que ela não fosse bioativa e, neste caso, o modelo também fez a predição correta 

(Figura 1.11). O extrato 45 mostrou-se mais ativo contra o Fungo 2 que o extrato 7 

sendo, por isto, escolhido para o ensaio de incorporação em ágar (Fig.1.12). De fato, 

esse ensaio mostrou que o extrato 45 possui forte atividade fungicida contra o Fungo 

2, inibindo consideravelmente o seu crescimento. 

 

FIGURA 1.11 - Ensaio de difusão em ágar dos extratos 7, 45 e 37 contra o Fungo 2. 
À esquerda, solvente foi usado como controle. 

 

 

FIGURA 1.12 - Incorporação do extrato 45 em meio PDA contra o Fungo 2. 

 

Os extratos 8, 26 e 40 foram testados contra o Fungo 3 em testes de 

difusão em ágar. Como previsto, os ensaios indicaram que as amostras 8 e 26 
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apresentaram atividade fungicida enquanto a amostra 40 mostrou-se inativa (Figura 

1.13). A amostra 26 mostrou-se mais ativa que a amostra 8 e por isso foi incorporada 

ao meio de cultivo. Esse ensaio indicou que o crescimento do Fungo 3 foi fortemente 

inibido pelo extrato 26 (Figura 1.14). 

 

FIGURA 1.13 - Ensaio de difusão em ágar dos extratos 8, 26 e 40 contra o Fungo 3. 
À esquerda, solvente foi usado como controle. 

 

 

FIGURA 1.14 - Incorporação do extrato 26 em meio PDA contra o Fungo 3. 

 

Não foi possível realizar os testes de difusão em ágar devido à 

dificuldade de obtenção de uma suspensão de micélio do Fungo 5. Por esta razão, os 

extratos 45 e 62 foram incorporados diretamente no meio de cultivo. O modelo previu 

corretamente que a amostra 45 teria atividade fungicida contra o Fungo 5 e que a 

amostra 62 seria inativa contra esse fungo (Figura 1.15). 
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FIGURA 1.15 - Incorporação dos extratos 45 e 62 em meio PDA contra o Fungo 5. 

 

As amostras 25, 46 e 54 foram ensaiadas contra o Fungo 6 no teste de 

difusão em ágar (Figura 1.16). Esperava-se que as amostras 25 e 46 fossem bioativas 

e a amostra 54 inativa. Novamente, o modelo fez a predição correta. Os ensaios 

evidenciaram que o extrato 46 inibiu fortemente o crescimento do Fungo 6 e essa 

constatação foi melhor observada no teste de incorporação em ágar utilizando esse 

extrato (Figura 1.17). 

 

FIGURA 1.16 - Ensaio de difusão em ágar dos extratos 25, 46 e 54 contra o Fungo 6. 
À esquerda, solvente foi usado como controle. 
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FIGURA 1.17 - Incorporação do extrato 46 em meio PDA contra o Fungo 6. 

 

Desta forma, com o novo método proposto para determinar atividade 

fungicida utilizando experimentos de co-cultivo bem como espectroscopia de RMN de 

1H associada à PCA, foi possível predizer a bioatividade de sete diferentes extratos 

contra quatro diferentes fungos, confirmando que este método é uma ferramenta 

extremamente útil na busca de novas substâncias fungicidas utilizando-se uma 

abordagem rápida e holística. É importante mencionar que todas as amostras 

bioativas eram co-cultivos que continham o Fungo 1, reafirmando a hipótese de que 

essa espécie predomina sobre as demais. 

 

1.4.4. Considerações sobre o método desenvolvido 

O método desenvolvido é um modelo simples que prediz, a partir das 

análises dos perfis químicos de experimentos de co-cultivo e seus cultivos axênicos, 

quanto uma espécie fúngica é prejudicial às demais dentro de uma coleção. A ideia 

central que sustenta o modelo é que se uma espécie fúngica predomina sobre as 

demais haverá convergência entre o perfil químico do experimento de co-cultivo e o 

perfil químico do cultivo axênico dessa espécie e quanto maior essa convergência 

maior é o potencial antagônico desse microrganismo sobre os demais. Assim, essa 

hipótese é sobre convergência, divergência e probabilidade: quanto maior a 

divergência entre o perfil químico de um experimento de co-cultivo e o perfil químico 

do cultivo axênico de uma espécie fúngica que compõe esse co-cultivo maior a 
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probabilidade dessa amostra, proveniente do experimento de co-cultivo, possuir 

atividade fungicida contra a referida cultura axênica. 

Stephen Hawking, no seu livro “A Brief History of Time” (HAWKING, 

2005), considera que um bom modelo é aquele que possui poucos elementos 

arbitrários, poucas condições de contorno e excelente capacidade preditiva. Neste 

caso, consideramos que o método apresentado é um bom modelo uma vez que a 

única condição de contorno imposta é que os microrganismos tenham, 

aproximadamente, a mesma cinética de crescimento e que sejam inoculados 

simultaneamente. Em relação à capacidade preditiva, esta talvez seja o seu maior 

trunfo, uma vez que o modelo previu corretamente sete amostras bioativas contra 

quatro fungos de gêneros diferentes. Em termos probabilísticos, a chance de se 

escolher, ao acaso, quatro amostras bioativas em uma coleção com 63 contra 4 

fungos diferentes é extremamente baixa. 

A aplicação deste método é feita, portanto, seguindo esses 4 passos: 

1) Fazer os cultivos axênicos e os co-cultivos, em meio líquido, de todas as 

combinações possíveis sob as mesmas condições; 

2) Obter os extratos de (1) através de procedimento de extração líquido-líquido e 

seus espectros de RMN de 1H; 

3) Criar subconjuntos que contenham os perfis químicos de um cultivo axênico e 

todas as suas combinações de co-cultivo; 

4) Realizar as PCAs com os dados de espectros de RMN de 1H de cada 

subconjunto a fim de encontrar o extrato mais ativo (o extrato mais distante da 

cultura axênica no gráfico de PCA) dentro de cada subconjunto. 

Finalmente, é importante mencionar que a ideia central desse trabalho 

pode ser estendida na busca de outros compostos antimicrobianos além de 

antifúngicos, tal como em investigações utilizando-se bactérias. 
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1.4.5. Conclusão 

Este trabalho propõe a realização de experimentos de co-cultivo, a 

aquisição dos seus perfis químicos por uma técnica analítica e o uso de quimiometria 

para auxiliar na predição do antagonismo entre espécies fúngicas e, principalmente, 

da atividade antifúngica sem a necessidade da condução de ensaios antifúngicos 

tradicionais in vitro. Para uma coleção de 63 extratos provenientes de 6 fungos foi 

possível prever e confirmar que sete extratos foram ativos contra quatro fungos de 

diferentes gêneros, evidenciando que a capacidade preditiva do método desenvolvido 

é alta, o que faz desses resultados uma estratégia importante na busca por novos 

agentes antifúngicos, uma vez que representam uma alternativa rápida e prática em 

relação aos testes de triagem antifúngica tradicionais. 

Os resultados dessa pesquisa foram publicados no artigo “A new 

approach for identifying antagonism among fungi species and antifungal activity”. 

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 179, p. 112960, 2020. 

https://doi.org/10.1016/j.jpba.2019.112960. 

https://doi.org/10.1016/j.jpba.2019.112960
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Capítulo 2  

 

2. Co-cultivo fúngico em placa de Petri: estudo da fração volátil 

2.1. Introdução 

Antracnose é uma doença fúngica, cujos sintomas são o 

desenvolvimento de lesões necróticas escuras e profundas nas folhas, flores e frutos, 

bem como apodrecimento da raiz e do caule (SHARMA e KULSHRESTHA, 2015). 

Várias culturas são suscetíveis a antracnose (SARKAR, 2016), incluindo grãos e 

leguminosas. É considerada uma das doenças de frutas tropicais e subtropicais mais 

prejudiciais economicamente devido a sua variabilidade fitopatogênica (BORDOH et 

al., 2020; CANNON et al., 2012), infectando maçã, abacate, banana, mirtilo, caju, 

citrus, café, pitaia, uva, goiaba, manga, mamão, maracujá, pêssego, abacaxi, romã, 

morando e vários tipos de vegetais (BORDOH et al., 2020; SARKAR, 2016). 

Antracnose é diferente de outras doenças fitopatogênicas porque pode ocorrer de 

maneira muito agressiva mesmo após a colheita (KUMAR et al., 2020; MADANI et al., 

2014), resultando em perdas significantes na produção e na economia (DAMASCENO 

et al., 2019). 

Vários gêneros de fungos são capazes de causar antracnose, incluindo 

Apiognomonia sp (BOROŃ et al., 2019), Diplocarpon sp (NEU et al., 2019), Elsinoë sp 

(SANTOS et al., 2018), Kabatiella sp (GUERRET et al., 2016), Ophiognomonia 

(MOORE et al., 2015) e, notavelmente, espécies de Colletotrichum (DE SILVA et al., 

2017; JOSHI, 2018; SARKAR, 2016). 

Colletotrichum foi considerado o oitavo grupo de fungo fitopatogênico 

mais importante no mundo (DEAN et al., 2012), sendo capaz de atacar mais de 3200 

espécies de mono e dicotiledôneas (O'CONNEL et al., 2012) que incluem muitas 

culturas de cereais, frutas, vegetais, plantas ornamentais e medicinais (CANNON et 

al., 2012; DAMM et al., 2010). O gênero Colletotrichum pode exceder mais de 100 

espécies (HYDE et al., 2009) que estão organizadas em complexos (DE SILVA et al., 

2017) destacando-se, entre os mais prejudiciais, C. acutatum, C. boninense, C. 

gigasporum, C. orbiculare, C. siamense, C. destructivum e C. gloeosporioides (DAMM 

et al., 2014; DAMM et al. 2013; DAMM et al. 2012a; DAMM et al. 2012b; LIU et al., 

2014; SHARMA et al. 2015; WEIR et al., 2012). 
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C. gloeosporioides é um complexo de fungos que contém 22 espécies 

(DAMM et al., 2012a; WEIR et al., 2012) sendo o principal patógeno de planta e um 

dos fitopatógenos mais estudados no mundo (RABARI et al., 2018), infectando 

aproximadamente 470 gêneros diferentes de mono e dicotiledôneas hospedeiras 

(SHARMA e KULSHRESTHA, 2015). Virtualmente, todas as culturas 

economicamente importantes são suscetíveis a uma ou mais espécies deste 

complexo de fungos (JOSHI, 2018) que é o mais comum e mais distribuído no mundo 

(CANNON et al., 2012). Antracnose causada por essa espécie de fungo pode afetar 

uma variedade de frutas: maçã, café-arábica, abacate, banana, caju, citrus, pitaia, 

uva, manga, mamão, maracujá, pimenta, caqui, morango e noz (SHARMA e 

KULSHRESTHA, 2015). 

Em culturas de mamão, perdas na produção podem alcançar 50% 

(ZAHID et al., 2012). Em relação aos danos causados ao mamão, o complexo fúngico 

composto por Alternaria alternata, Fusarium solani, Lasiodiplodia theobromae, C. 

gloeosporioides e Phoma caricae-papayae (DE LIMA et al., 2009; GALSUCKER et al., 

2018; NERY-SILVA et al., 2007) é responsável pela podridão preta, a principal doença 

pós colheita que causa enormes perdas comerciais (TERAO et al., 2019). Entre os 

fitopatógenos relacionados a esta doença, C. gloeosporioides aparentemente tem a 

mais alta incidência seguida por Phoma caricae-papayae (NERY-SILVA et al., 2007). 

C. horii é um importante patógeno dentro do complexo C. 

gloeosporioides (WEIR et al., 2010). Culturas de caqui são severamente atacadas por 

esse fitopatógeno (XIE et al., 2010) causando imensas perdas pré e pós colheita 

(KWON et al., 2013). Por isto, C. horii é o principal problema na indústria do caqui no 

Japão, Coréia do Sul e China, principais líderes mundiais na produção deste fruto 

(ZHANG et al., 2008). Na Coreia do Sul, antracnose em pomares de caqui doce 

resultou em perdas 46,25 % nos frutos doentes (KWON et al., 2013). No Brasil houve 

relatos de perdas de produtividade ao redor de 80% em algumas regiões, enquanto 

produtores do estado do Paraná registraram perda total das suas plantações (BLOOD 

et al., 2015). 

Aplicação de pesticidas sintéticos, cultivo de variedades resistentes e 

rotação de culturas (MA et al., 2015) são estratégias comumente usadas no controle 

de doenças fúngicas em colheitas. A prática de controle mais amplamente utilizada 

ainda é o uso de pesticidas (GAO et al., 2017), que pode resultar em sérios problemas 

ambientais tais como salinização do solo, alterações na biodiversidade da microbiota 
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do solo, resistência pelo fitopatógeno, poluição ambiental, entre outros problemas 

(MOEBIUS-CLUNE et al., 2011; SINGH et al., 2011). Desta forma, o controle biológico 

de doenças fúngicas tem se tornado uma excelente alternativa, uma vez que os danos 

ambientais podem ser minimizados (ou mesmo suprimidos) e a exportação de frutos 

sem resíduos de fungicidas é facilitada pelas agências reguladoras (HERNÁNDEZ-

LEÓN et al., 2015) porque há um aumento na demanda mundial de alimentos livres 

de pesticidas cuja produção tenha sido ambientalmente pouco agressiva (WANG et 

al., 2015). 

Embora substâncias fungicidas não-voláteis tenham sido 

extensivamente estudadas, investigações utilizando substâncias orgânica voláteis 

(VOCs) provenientes do metabolismo secundário fúngico têm sido pouco exploradas 

(GAO et al., 2017). Substâncias orgânicas voláteis microbianas podem inibir o 

crescimento de fungos fitopatogênicos (LI et al., 2012; RAZA et al., 2015), induzir o 

crescimento de plantas (PARK et al., 2015), mediar importantes relações ecológicas 

tais como interação e comunicação entre microrganismos que compõe a microbiota 

de uma planta (EFFMERT et al., 2012) bem como induzir sua resistência sistêmica 

(ZAMIOUDIS et al., 2015). 

No intuito de investigar alternativas ambientalmente amigáveis no 

controle de doenças causadas por antracnose e podridão preta no mamão este 

trabalho avaliou o perfil químico de substâncias orgânicas voláteis produzidas pelo 

fungo F. guttiforme na presença dos fungos C. horii, C. gloeosporioides e P. caricae-

papayae bem como sua relação em um provável mecanismo de ação à longa distância 

do crescimento micelial desses fungos. 

 

 

2.2. Experimental 

2.2.1. Linhagens fúngicas 

Todas as linhagens fúngicas utilizadas (Fusarium guttiforme, Phoma 

caricae-papayae, Colletotrichum horii e C. gloeosporioides) foram obtidas da coleção 

microbiana do Instituto Biológico do Estado de São Paulo. Essas culturas axênicas 

foram preservadas seguindo o método de Castellani (CASTELLANI, 1963). 

Um inóculo de 5 mm de diâmetro de cada uma das quatro espécies 

fúngicas foi transferido dos seus respectivos estoques para o centro de uma placa de 

Petri contendo meio estéril de batata, dextrose e ágar (PDA, Acumedia®, Neogen 
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Corp., Michigan, USA) autoclavado a 121 °C por 25 minutos. Essas placas foram 

incubadas por 7 dias a 25 °C em DBO (Solab SL-200) com fotoperíodos de 12 h. Três 

transferências sucessivas foram feitas dessas placas e cada novo repique foi 

incubado nas mesmas condições que o repique anterior para garantir homogeneidade 

no crescimento micelial do fungo. Desta forma, cada isolado fúngico tinha sete dias 

de crescimento antes do seu uso em testes de atividade fungicida por substâncias 

orgânicas voláteis. 

 

2.2.2. Teste de co-cultivo usado na avaliação da atividade 

fungicida por substâncias orgânicas voláteis 

Um experimento de co-cultivo (DENNIS et al., 1971), nomeado “teste de 

duas bases de placas seladas” (GAO et al., 2017) ou simplesmente teste de confronto, 

foi usado para avaliar a atividade fungicida de substâncias orgânicas voláteis (VOCs) 

produzidos pelo F. guttiforme na presença dos fungos P. caricae-papayae, C. horii e 

C. gloeosporioides. 

Discos de micélio de 5 mm de diâmetro de cada uma das espécies 

fúngicas provenientes das placas homogêneas com 7 dias de crescimento (item 2.2.1) 

foram transferidos para o centro de placas de Petri de vidro (100 mm diâmetro x 17 

mm altura, Sigma-Aldrich®) contendo 25 mL de meio de batata, dextrose e ágar (PDA, 

Acumedia®, Neogen Corp., Michigan, USA) previamente esterilizadas. As placas 

foram incubadas por 2 dias a 25 °C em DBO com fotoperíodos de 12 h. Passado o 

tempo de incubação, as bases das placas de Petri contendo o fungo F. guttiforme 

foram reunidas com as bases das placas de Petri que continha cada um dos outros 

fungos estudados (P. caricae-papayae, C. horii e C. gloeosporioides). 

Estes sistemas constituídos pelas duas bases das placas de cada um 

dos fungos foram cuidadosamente selados com Parafilm® M seguida de filme plástico 

(PVC) em excesso e incubadas por 12 dias a 25 °C em DBO com fotoperíodos de 12 

h. Os experimentos foram conduzidos em 6 replicatas. As culturas axênicas de cada 

um dos fungos foram usadas como experimentos controle e foram obtidas ao mesmo 

tempo e exatamente sob as mesmas condições dos experimentos de co-cultivo. 
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2.2.3. Experimento de co-cultivo utilizado na curva diária de 

produção de substâncias orgânicas voláteis  

Este experimento foi conduzido em condições similares ao descrito na 

subseção 2.2.2, mas com algumas modificações necessárias. As bordas das bases 

das placas de Petri usadas no crescimento do fungo F. guttiforme foram adaptadas 

com um corte pequeno e estreito suficiente para a introdução de uma agulha de 

SPME. Os experimentos foram conduzidos em triplicata. Cada replicata foi feita com 

uma diferença de 1 h 15 min. Os perfis químicos das substâncias orgânicas voláteis 

produzidas nos experimentos de co-cultivo, nas culturas axênicas (experimentos 

controle) e no branco do meio de cultivo foram adquiridos por GC-MS em triplicata a 

cada 24 horas por quatro dias. 

 

2.2.4. Análises das substâncias orgânicas voláteis por SPME 

e GC-MS 

Procedimento de extração por SPME: substâncias orgânicas voláteis foram extraídas 

utilizando-se fibra de SPME StableFlex™ DVB/CAR/PDMS (2 cm, 50/30 μm) da 

Supelco (Bellefonte, PA). Antes de cada extração a fibra foi condicionada por 30 min 

a 250 °C. Depois disto a fibra foi inserida e exposta por 1 h na placa de Petri de vidro 

adaptada onde cada experimento foi conduzido. Por fim, os analitos adsorvidos na 

fibra foram termicamente dessorvidos por 5 min a 250 °C no injetor do cromatógrafo 

a gás. 

Condições cromatográficas: análises por GC-MS foram realizadas em cromatógrafo 

Shimadzu GC 8010 Plus acoplado com coluna cromatográfica capilar Rtx-5MS MS 

(30 m × 0.25 mm i.d. × 0.25 μm, Restek) e liner específico para SPME (Shimadzu 17A 

com injetor SPL-17; 95 mm × 5.0 mm × 0.75 mm), análise manual. Análises foram 

feitas em modo de injeção splitless, utilizando-se hélio como gás carreador a uma 

vazão de 1,5 mL/min. A temperatura do forno foi mantida, inicialmente, a 50 °C durante 

5 min seguida por um aumento de 3 °C/min até a temperatura final de 180 °C, mantida 

por 10 min. 

Condições do detector de massas: um detector Shimadzu GCMS QT8040 foi usado 

com ionização por elétron, fonte de ionização na temperatura de 250 °C e 70 eV para 

ionização da amostra. A faixa espectral de identificação de massas foi de 50-500 Da 
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com uma taxa de aquisição de 0,200 scan/s. As análises foram realizadas em modo 

full-scan. Substâncias foram identificadas pela comparação direta com espectros de 

massas da base de dados do National Institute of Standards and Technology (NIST 

11). 

 

2.2.5. Aquisição da área micelial 

A área micelial de cada experimento de co-cultivo foi adquirida pela 

digitalização das placas a 600 dpi de resolução. Depois, cada imagem foi convertida 

em valores de área usando o software ImageJ, de acordo com o método por 

ABRÀMOFF et al. (2004). 

 

2.2.6. Análise estatística 

Dados do crescimento micelial de cada experimento de co-cultivo (item 

2.2.5) foram comparadas com os seus respectivos controle e sujeitos a análise de 

variância. Diferenças entre experimento e controle foram discriminadas pelo teste de 

significância honesta de Tukey a 95% de probabilidade. 

 

2.3. Resultados e discussão 

Os testes de confronto (item 2.2.2) usados para avaliar a atividade 

fungicida dos voláteis produzidos por F. guttiforme mostraram que os fungos P. 

caricae-papayae, C. horii e C. gloeosporioides tiveram seus crescimentos 

severamente inibidos na presença dessas substâncias produzidas por este 

microrganismo (Figuras 2.1-2.3). 

 
 
 

 

 

 

 

(a) (b) 

FIGURA 2.1 - (a) Placas de Petri após os experimentos de co-cultivo entre P. caricae-papayae 
(acima) e F. guttiforme (abaixo). (b) Comparação entre o crescimento radial de P. caricae-
papayae no experimento de co-cultivo (acima) e sua cultura axênica (experimento controle, 
abaixo). Ambos os experimentos, co-cultivo e o cultivo axênico, têm o mesmo tempo, 12 dias. 
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FIGURA 2.2 - (a) Placas de Petri após os experimentos de co-cultivo entre C. horii (acima) e 
F. guttiforme (abaixo). (b) Comparação entre o crescimento radial de C. horii no experimento 
de co-cultivo (acima) e sua cultura axênica (experimento controle, abaixo). Ambos os 
experimentos, co-cultivo e o cultivo axênico, têm o mesmo tempo, 12 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medidas da área de crescimento micelial dos cultivos axênicos (controle) 

e dos co-cultivos após 12 dias de experimento mostraram que houve inibição de 

92.5% do P. caricae-papayae, 91.7% do C. Horii e 93.7% do C. gloeosporioides 

(Figura 2.4). Esses resultados indicam que os voláteis produzidos por F. guttiforme 

afetam diretamente o desenvolvimento dos três fungos estudados. Em contraste, 

medidas do crescimento micelial do F. guttiforme após 12 dias de co-cultivo mostrou 

que nenhum dos fungos estudados inibiram significativamente o seu crescimento 

comparado ao seu controle (Figura 2.4). Pode-se inferir que este fungo tem o seu 

crescimento conservado ao mesmo tempo que produz substâncias orgânicas voláteis 

capazes de inibir o crescimento de outros microrganismos. Essas constatações 

também permitiram inferir que a relação ecológica existente entre os quatro 

microrganismos é de predominância do F. guttiforme sobre os demais.  

 

(a) (b) 

(a) (b) 

FIGURA 2.3 - (a) Placas de Petri após os experimentos de co-cultivo entre C. gloeosporioides 
(acima) e F. guttiforme (abaixo). (b) Comparação entre o crescimento radial de C. 
gloeosporioides no experimento de co-cultivo (acima) e sua cultura axênica (experimento 
controle, abaixo). Ambos os experimentos, co-cultivo e o cultivo axênico, têm o mesmo tempo, 
12 dias. 
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FIGURA 2.4 - Inibição do crescimento dos fitopatógenos P. caricae-papayae, C. horii e C. 
gloeosporioides por voláteis produzidos pelo F. guttiforme. Inibição do crescimento é expresso 
como percentual de inibição comparado com o seu controle. Barras de erro indicam o desvio 
padrão das seis replicatas. 

 
Os perfis químicos dos voláteis adquiridos a cada 24 h (itens 2.2.3 e 

2.2.4), obtidos dos experimentos de co-cultivo (Figuras 2.5-2.7), mostraram picos com 

tempos de retenção em 53 min e 55 min que apresentaram uma tendência 

interessante e que pode estar associada à defesa do F. guttiforme.  
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FIGURA 2.5 - Perfis químicos dos voláteis produzidos nos experimentos de co-cultivo entre P. 
caricae-papayae e F. guttiforme. Análises foram feitas por GC-MS a cada 24 h durante 4 dias. 
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FIGURA 2.6 - Perfis químicos dos voláteis produzidos nos experimentos de co-cultivo entre C. 
horii e F. guttiforme. Análises foram feitas por GC-MS a cada 24 h durante 4 dias. 

FIGURA 2.7 - Perfis químicos dos voláteis produzidos nos experimentos de co-cultivo entre C. 
gloeosporioides e F. guttiforme. Análises foram feitas por GC-MS a cada 24 h durante 4 dias. 
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Essas substâncias foram identificadas como sendo os diterpenos kaur-

15-eno (1) e kaur-16-eno (2) (Figura 2.8), respectivamente. Note que nas primeiras 24 

h de interação entre os fungos a concentração de ambas as substâncias era baixa. 

Contudo, passadas 48 h, essas substâncias foram superexpressas atingindo um 

máximo relativo, decaindo com o tempo, com uma tendência de estabilização a partir 

de 72 h.  

 

 

FIGURA 2.8 - Estruturas químicas dos diterpenos kaur-15-eno (1) e kaur-16-eno (2). 

 

Essa tendência na produção desses diterpenos produzidos pelo F. 

guttiforme pode estar associado um mecanismo antagonístico de ação direta a longa 

distância: uma possível defesa em resposta a uma situação hostil. Uma interpretação 

coerente da distribuição dessas substâncias com o tempo e que explica a inibição dos 

diferentes fungos seria que, nas primeiras 24 h de experimento de co-cultivo, o fungo 

F. guttiforme identificou a presença dos outros microrganismos, neste caso, P. 

caricae-papayae, C. horii e C. gloeosporioides e, por isto, seu metabolismo 

superexpressou a produção do kaur-15-eno (1) e kaur-16-eno (2) em resposta a 

presença de uma possível ameaça. A sinalização de inibição do crescimento desses 

fungos ocorreu nas primeiras 48 h de interação entre os microrganismos. Após 72 h a 

produção dos diterpenos diminuiu e se estabilizou. Pode-se inferir que, uma vez 

superada a ameaça, F. guttiforme diminuiu a produção das substâncias kaur-15-eno 

(1) e kaur-16-eno (2) direcionando então sua atividade metabólica em função do seu 

crescimento micelial. Essas inferências são consistentes com os cromatogramas das 

Figuras 2.9-2.11 que comparam a produção dos voláteis produzidos por cada cultura 

axênica, o co-cultivo entre elas e o branco do meio de cultivo, confirmando que os 

diterpenos kaur-15-eno (1) e kaur-16-eno (2) foram produzidos pelo F. guttiforme. 

F. guttiforme produziu os diterpenos em ambos os experimentos, tanto 

no cultivo axênico quanto nos experimentos de co-cultivo, mas sua produção máxima 

ocorreu em tempo mais curto no experimento de co-cultivo em comparação com o 
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cultivo axênico. Além disso, a produção dos kaurenos no cultivo axênico mostrou uma 

tendência de crescimento no tempo enquanto que nos experimentos de co-cultivo a 

produção dessas substâncias diminuiu e se estabilizou após 48 h. Claramente o 

padrão de produção dessas substâncias é diferente nos experimentos de confronto e 

no cultivo axênico, o que nos permitiu inferir que esses diterpenos podem estar 

mediando relações ecológicas importantes entre os fungos.
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FIGURA 2.9 - Perfis químicos dos voláteis produzidos por F. gutifforme, P. caricae-papayae e pela interação entre eles. 
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FIGURA 2.10 - Perfis químicos dos voláteis produzidos por F. gutifforme, C. horii e pela interação entre eles. 
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FIGURA 2.11 - Perfis químicos dos voláteis produzidos por F. gutifforme, C. gloeosporioides e pela interação entre eles. 
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Diterpenos constituem uma ampla classe de produtos naturais sendo 

várias as atividades antifúngicas relacionadas a essa classe de substâncias. CHENG 

et al. (2005) investigaram a atividade fungicida de óleos essenciais extraídos de 

diferentes partes do cedro japonês (Cryptomeria japonica, coletada em Taiwan). Do 

óleo essencial extraído das folhas, o diterpeno kau-16-eno (2) foi identificado como 

sendo o componente majoritário e esta amostra apresentou 86,7% de atividade 

fungicida contra Fusarium solani e atividade fungicida significante contra Rhizoctonia 

solani, F. oxysporum e C. gloeosporioides (investigado nesse trabalho). LEE et al. 

(2009) investigou a atividade fungicida do óleo essencial das folhas de cedro japonês 

(Cryptomeria japonica, coletado na Coreia do Sul) contra outras espécies de fungo, 

comprovando alta atividade fungicida a 0,5 mg/mL contra várias espécies de Candida. 

Contudo, o resultado mais expressivo foi contra Cryptococcus neoformans. DEMIRCI 

et al. (2006) identificou o diterpeno kaur-16-eno (2) como composto minoritário (0,1%) 

na composição do óleo essencial obtido por hidrodestilação das partes aéreas de 

Haplopappus greenei. Esta amostra mostrou atividade fungicida contra três espécies 

de Colletotrichum: C. acutatum, C. fragariae e, notavelmente, C. gloeosporioides. Não 

foi possível identificar a substância responsável pela atividade biológica uma vez que 

os testes antifúngicos com os componentes majoritários daquela amostra não 

apresentaram atividade fungicida contra nenhuma das espécies de Colletotrichum. 

Contudo, como a atividade fungicida já havia sido relatada ao diterpeno kaur-16-eno 

(2) em outros trabalhos, pode-se inferir que esta substância pode ser responsável pela 

atividade biológica observada por DEMIRCI et al. (2006) mesmo a concentrações tão 

baixas. 

Os estudos de atividade fungicida desses kaurenos relatados em 

trabalhos anteriores e as evidências contidas no trabalho atual permitiu-nos inferir, de 

maneira coerente e consistente, que kaur-15-eno (1) e kaur-16-eno (2) podem estar 

associados ao mecanismo de defesa à longa distância do F. guttiforme em uma 

situação antagonística frente a uma ameaça. Também, ZHANG et al. (2015) conduziu 

o mesmo teste de antagonismo feito nesse trabalho para avaliar atividade fungicida 

de substâncias orgânicas voláteis produzidas por microrganismos em um co-cultivo, 

mostrando que VOCs produzidos por F. oxysporum inibiram o crescimento micelial do 

fitopatógeno Verticillium dahliae, causador da murcha-de-verticilio, principal doença 

em tomateiros (SMAILI et al. 2017), oliveiras (OSTOS et al. 2020) sendo também a 

principal ameaça ao crescimento e produtividade de uma variedade imensa de 
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culturas economicamente importantes em todo o mundo (HOLLENSTEINER et al. 

2017). MULERO-APARICIO et al. (2019) mostrou que uma linhagem não patogênica 

do F. oxysporum é um agente promissor no biocontrole desse patógeno. 

Outra conclusão importante das análises das Figuras 2.9-2.11 é que a 

atividade biológica dos voláteis produzidos pelo F. guttiforme é fungistática 

comprometendo apenas o crescimento micelial dos fungos estudados (P. caricae-

papayae, C. horii e C. gloeosporioides) mas não sua produção metabólica. 

  

2.4. Conclusão 

As substâncias orgânicas voláteis produzidas pelo fungo F. guttiforme 

inibiram, significativamente, o crescimento micelial dos fitopatógenos C. horii, C. 

gloeosporioides e P. caricae-papayae com percentuais de inibição de 91.7%, 93.7% 

e 92.5% respectivamente. A excelente atividade fungistática observada pode estar 

associada à presença dos diterpenos kaur-15-ene (1) e kaur-16-ene (2). Essas 

substâncias também podem estar associadas com um mecanismo antagonístico de 

defesa à longa distância de F. guttiforme em resposta à uma situação hostil. 

Desta forma, os resultados indicam que esses diterpenos produzidos 

pelo F. guttiforme podem ser usados como agentes de biocontrole contra os 

fitopatógenos C. horii, C. gloeosporioides e P. caricae-papayae, espécies 

extremamente lesivas a culturas de frutas tropicais. Contudo, investigações mais 

detalhadas precisam ser conduzidas sob condições de campo para garantir sua 

efetividade e seletividade no biocontrole específico dos fitopatógenos estudados bem 

como sua influência nas outras comunidades microbianas que não causam 

antracnose ou podridão preta e que podem mediar relações ecológicas importantes, 

benéficas as plantas estudadas. 

Os resultados desse trabalho foram organizados em formato de artigo e 

estão em processo de submissão.
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Apêndice A 
 
TABELA A.1 - Subconjuntos utilizados nas PCAs.  

Subconjunto preliminar  Subconjunto do Fungo 2 

Experimento Fungo  Experimento Fungo 

1 1  2 2 

2 2  7 1 + 2 

3 3  12 2 + 3 

4 4  13 2 + 4 

5 5  14 2 + 5 

6 6  15 2 + 6 

63 1+2+3+4+5+6  22 1 + 2 + 3 

   23 1 + 2 + 4 

   24 1 + 2 + 5 

   25 1 + 2 + 6 

   32 2 + 3 + 4 

   33 2 + 3 + 5 

   34 2 + 3 + 6 

   35 2 + 4 + 5 

   36 2 + 4 + 6 

   37 2 + 5 + 6 

   42 1 + 2 + 3 + 4 

   43 1 + 2 + 3 + 5 

   44 1 + 2 + 3 + 6 

   45 1 + 2 + 4 + 5 

   46 1 + 2 + 4 + 6 

   47 1 + 2 + 5 + 6 

   52 2 + 3 + 4 + 5 

   53 2 + 3 + 4 + 6 

   54 2 + 3 + 5 + 6 

   55 2 + 4 + 5 + 6 

   57 1 + 2 + 3 + 4 + 5 

   58 1 + 2 + 3 + 4 + 6 

   59 1 + 2 + 3 + 5 + 6 

   60 1 + 2 + 4 + 5 + 6 

   62 2 + 3 + 4 + 5 + 6 

   63 1 + 2 + 3 + 4 + 5 + 6 
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TABELA A.1 - Subconjuntos utilizados nas PCAs. 

Subconjunto do Fungo 3  Subconjunto do Fungo 4 

Experimento Fungo  Experimento Fungo 

3 3  4 4 

8 1 + 3  9 1 + 4 

12 2 + 3  13 2 + 4 

16 3 + 4  16 3 + 4 

17 3 + 5  19 4 + 5 

18 3 + 6  20 4 + 6 

22 1 + 2 + 3  23 1 + 2 + 4 

26 1 + 3 + 4  26 1 + 3 + 4 

27 1 + 3 + 5  29 1 + 4 + 5 

28 1 + 3 + 6  30 1 + 4 + 6 

32 2 + 3 + 4  32 2 + 3 + 4 

33 2 + 3 + 5  35 2 + 4 + 5 

34 2 + 3 + 6  36 2 + 4 + 6 

38 3 + 4 + 5  38 3 + 4 + 5 

39 3 + 4 + 6  39 3 + 4 + 6 

40 3 + 5 + 6  41 4 + 5 + 6 

42 1 + 2 + 3 + 4  42 1 + 2 + 3 + 4 

43 1 + 2 + 3 + 5  45 1 + 2 + 4 + 5 

44 1 + 2 + 3 + 6  46 1 + 2 + 4 + 6 

48 1 + 3 + 4 + 5  48 1 + 3 + 4 + 5 

49 1 + 3 + 4 + 6  49 1 + 3 + 4 + 6 

50 1 + 3 + 5 + 6  51 1 + 4 + 5 + 6 

52 2 + 3 + 4 + 5  52 2 + 3 + 4 + 5 

53 2 + 3 + 4 + 6  53 2 + 3 + 4 + 6 

54 2 + 3 + 5 + 6  55 2 + 4 + 5 + 6 

56 3 + 4 + 5 + 6  56 3 + 4 + 5 + 6 

57 1 + 2 + 3 + 4 + 5  57 1 + 2 + 3 + 4 + 5 

58 1 + 2 + 3 + 4 + 6  58 1 + 2 + 3 + 4 + 6 

59 1 + 2 + 3 + 5 + 6  60 1 + 2 + 4 + 5 + 6 

61 1 + 3 + 4 + 5 + 6  61 1 + 3 + 4 + 5 + 6 

62 2 + 3 + 4 + 5 + 6  62 2 + 3 + 4 + 5 + 6 

63 1 + 2 + 3 + 4 + 5 + 6  63 1 + 2 + 3 + 4 + 5 + 6 
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TABELA A.1 - Subconjuntos utilizados nas PCAs. 

Subconjunto do Fungo 5  Subconjunto do Fungo 6 

Experimento Fungo  Experimento Fungo 

5 5  6 6 

10 1 + 5  11 1 + 6 

14 2 + 5  15 2 + 6 

17 3 + 5  18 3 + 6 

19 4 + 5  20 4 + 6 

21 5 + 6  21 5 + 6 

24 1 + 2 + 5  25 1 + 2 + 6 

27 1 + 3 + 5  28 1 + 3 + 6 

29 1 + 4 + 5  30 1 + 4 + 6 

31 1 + 5 + 6  31 1 + 5 + 6 

33 2 + 3 + 5  34 2 + 3 + 6 

35 2 + 4 + 5  36 2 + 4 + 6 

37 2 + 5 + 6  37 2 + 5 + 6 

38 3 + 4 + 5  39 3 + 4 + 6 

40 3 + 5 + 6  40 3 + 5 + 6 

41 4 + 5 + 6  41 4 + 5 + 6 

43 1 + 2 + 3 + 5  44 1 + 2 + 3 + 6 

45 1 + 2 + 4 + 5  46 1 + 2 + 4 + 6 

47 1 + 2 + 5 + 6  47 1 + 2 + 5 + 6 

48 1 + 3 + 4 + 5  49 1 + 3 + 4 + 6 

50 1 + 3 + 5 + 6  50 1 + 3 + 5 + 6 

51 1 + 4 + 5 + 6  51 1 + 4 + 5 + 6 

52 2 + 3 + 4 + 5  53 2 + 3 + 4 + 6 

54 2 + 3 + 5 + 6  54 2 + 3 + 5 + 6 

55 2 + 4 + 5 + 6  55 2 + 4 + 5 + 6 

56 3 + 4 + 5 + 6  56 3 + 4 + 5 + 6 

57 1 + 2 + 3 + 4 + 5  58 1 + 2 + 3 + 4 + 6 

59 1 + 2 + 3 + 5 + 6  59 1 + 2 + 3 + 5 + 6 

60 1 + 2 + 4 + 5 + 6  60 1 + 2 + 4 + 5 + 6 

61 1 + 3 + 4 + 5 + 6  61 1 + 3 + 4 + 5 + 6 

62 2 + 3 + 4 + 5 + 6  62 2 + 3 + 4 + 5 + 6 

63 1 + 2 + 3 + 4 + 5 + 6  63 1 + 2 + 3 + 4 + 5 + 6 
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FIGURA A.1 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 2 
(em violeta) e do experimento 37 (replicatas em verde, vermelho e azul). 

 

 
FIGURA A.2 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 2 
(em verde), do co-cultivo 7 (em vermelho) e do cultivo axênico do Fungo 1 (espectro em azul). 

 

 
FIGURA A.3 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 2 
(em violeta) e do experimento 22 (replicatas em verde, vermelho em azul). 
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FIGURA A.4 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 2 
(em violeta) e do experimento 45 (replicatas em verde, vermelho e azul). 

 

 
FIGURA A.5 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 3 
(em violeta) e do experimento 40 (replicatas em verde, vermelho e azul). 

 

 
FIGURA A.6 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 3 
(espectro em verde), do experimento 8 (em vermelho) e do cultivo axênico do Fungo 1 (em 
azul). 
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FIGURA A.7 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 3 
(em violeta) e do experimento 26 (replicatas em verde, vermelho e azul). 

 

 
FIGURA A.8 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 5 
(em violeta) e do experimento 62 (replicatas em verde, vermelho e azul). 

 

 
FIGURA A.9 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 5 
(em violeta) e do experimento 45 (replicatas em verde, vermelho e azul). 
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FIGURA A.10 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 
6 (em violeta) e do experimento 54 (replicatas em verde, vermelho e azul). 

 

 
FIGURA A.11 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 
6 (em violeta) e do experimento 25 (replicatas em verde, vermelho e azul). 

 

 
FIGURA A.12 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 
6 (em violeta) e do experimento 46 (replicatas em verde, vermelho e azul). 
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FIGURA A.13 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 
4 (em violeta) e do experimento 32 (replicatas em verde, vermelho e azul). 

 

 
FIGURA A.14 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 
4 (em violeta) e do experimento 29 (replicatas em verde, vermelho e azul). 

 

 
FIGURA A.15 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do cultivo axênico do Fungo 
4 (em violeta) e do experimento 45 (replicatas em verde, vermelho e azul).
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Apêndice B 
 
 

 
FIGURA B.1 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 1. 
 
 

 
FIGURA B.2 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 2. 
 
 

 
FIGURA B.3 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 3. 
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FIGURA B.4 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 4. 
 
 

 
FIGURA B.5 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 5. 
 
 

 
FIGURA B.6 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 6. 
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FIGURA B.7 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 7. 
 
 

 
FIGURA B.8 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 8. 
 

 

 
FIGURA B.9 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 9. 
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FIGURA B.10 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 10. 
 
 

 
FIGURA B.11 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 11. 
 
 

 
FIGURA B.12 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 12. 
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FIGURA B.13 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 13. 
 
 

 
FIGURA B.14 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 14. 
 
 

 
FIGURA B.15 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 15. 
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FIGURA B.16 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 16 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.17 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 17 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.18 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 18 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.19 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 19 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.20 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 20 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.21 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 21 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.22 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 22 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.23 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 23 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.24 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 24 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 



88 
 

 
 

 
FIGURA B.25 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 25 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.26 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 26 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.27 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 27 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.28 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 28 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.29 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 29 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.30 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 30 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.31 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 31 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.32 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 32 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.33 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 33 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.34 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 34 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.35 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 35 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.36 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 36 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 



92 
 

 
 

 
FIGURA B.37 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 37 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.38 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 38 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.39 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 39 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.40 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 40 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.41 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 41 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.42 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 42 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.43 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 43 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.44 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 44 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.45 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 45 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.46 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 46 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.47 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 47 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.48 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 48 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.49 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 49 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.50 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 50 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.51 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 51 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.52 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 52 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 
 

 
FIGURA B.53 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 53 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.54 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 54 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.55 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 55 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 
 

 
FIGURA B.56 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 56 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.57 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 57 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.58 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 58 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.59 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 59 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.60 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 60 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
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FIGURA B.61 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 61 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 

 

 
FIGURA B.62 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 62 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 
 
 

 
FIGURA B.63 - Espectros de RMN de 1H (400 MHz, acetona-d6) do extrato 63 (replicatas em 
azul, vermelho e verde). 


