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RESUMO  

 
A bioprospecção de plantas medicinais e microrganismos endofíticos constitui uma 
atividade promissora na pesquisa e detecção de novos compostos com atividades 
biológicas de interesse na área da saúde e na área agronômica. Croton urucurana 
Baill (Euphobiaceae) é uma planta amplamente utilizada na medicina tradicional em 
países como Brasil, Paraguai e Uruguai. Entre as várias propriedades medicinais 
atribuídas à planta, destaca-se seu uso para tratar doenças de etiologia infecciosa. 
No presente trabalho foi avaliada a atividade antibacteriana e antifúngica de 
diferentes extratos de C. urucurana contra as bactérias gram positivas 
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans, bactérias 
gram negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e contra os fungos 
filamentosos Microsporum gypseum, Fonsecaea monophora e Guignardia citricarpa. 
Devido ao fato de que nos últimos anos vários trabalhos vêm demonstrando a 
importância dos microrganismos endofíticos de plantas medicinais como fontes de 
compostos bioativos, neste trabalho também se realizou a bioprospecção de fungos 
endofíticos isolados da planta. Avaliou-se o potencial antibacteriano e antifúngico 
como também a capacidade de produção de compostos bioativos em diferentes 
meios de cultura desses microrganismos. Em relação à atividade da planta, 
comparando a atividade antimicrobiana de extratos brutos da folha e casca do caule, 
este último demonstrou maior atividade. As bactérias mais sensíveis a esse extrato 
foram P. aeruginosa (CIM: 0,1 mg/mL) e S. aureus (CIM: 0,5 mg/mL). Nenhuma das 
frações demonstrou uma atividade maior que a do extrato bruto, devido 
provavelmente a atividade do extrato ser produzida por um sinergismo entre vários 
princípios ativos. Porém, notou-se que as frações mais polares foram as mais ativas. 
Para selecionar os fungos endofíticos com maior potencial antimicrobiano foi 
realizado o teste de antagonismo de 27 isolados endofíticos contra os fungos G. 
citricarpa e F. monophora. Também foi realizada uma triagem de atividade 
antibacteriana contra bactérias gram positivas e gramnegativas. Seis  isolados foram 
selecionados para a produção de metabólitos em diferentes meios de cultura: meios 
líquidos, malte e milho, e meios sólidos arroz e milho. Os extratos obtidos 
apresentaram diferentes graus de atividade antimicrobiana. A análise dos extratos 
mais ativos da planta, através de cromatografia em camada delgada demonstrou a 
presença de metabólitos da classe dos polifenóis. Em relação aos extratos dos 
endofíticos, o perfil cromatográfico variou bastante em função do fungo e meio de 
cultura utilizado.  O extrato do isolado endofítico FCU 055 Epicoccum sp cultivado 
em meio sólido milho demonstrou uma interessante atividade antimicrobiana contra 
G. citricarpa e P. aeruginosa. 

 

Palavras-chave: Croton urucurana, atividade antimicrobiana, endofíticos, produção 

de compostos bioativos. 
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ABSTRACT 

The bioprospection of medicinal plants and endophytic microorganisms constitutes a 
promising activity in research and detection of new compounds with biological 
activities of interest in health and agricultural areas. Croton urucurana Baill 
(Euphobiaceae) is a plant widely used in traditional medicine of countries like Brazil, 
Paraguay and Uruguay. Among many of medicinal properties attributed to this plant, 
stands out its use to treat diseases of infectious etiology. The present study 
evaluated the antibacterial and antifungal activity of different extracts of C. urucurana 
against Gram-positives bacteria, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis and 
Streptococcus mutans, Gram-negatives bacteria Escherichia coli and Pseudomonas 
aeruginosa, and against filamentous fungi Microsporum gypseum, Fonsecaea 
monophora and Guignardia citricarpa. As in recent years several studies have shown 
the importance of endophytic microorganisms of medicinal plants as sources of 
bioactive compounds, in this study was also done the bioprospection of endophytic 
fungi isolated from the same plant. It were evaluated the antibacterial and antifungal 
potential as well as the ability of these microorganisms to produce bioactive 
compounds in different culture media. Regarding the activity of the plant, comparing 
the antimicrobial activity of crude extracts of leaf and stem bark, the latter showed 
greater activity. The bacteria most sensitive to this extract were P. aeruginosa (MIC: 
0.1 mg / mL) and S. aureus (MIC: 0.5 mg / mL). None of the fractions showed greater 
activity than the crude extract, probably because the activity of the extract is 
produced by a synergism between various active principles. However, it was noted 
that the more polar fractions were most active. To select the endophytic fungi with 
the greatest antimicrobial potential it was performed an antagonism test in which 27 
fungi were faced against G. citricarpa and F.  monophora, it was also done a 
screening of antibacterial activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria. 
Six isolates were chosen for the production of metabolites in different culture media: 
the liquid media, malt and corn, and the solid media, rice and corn. The extracts 
showed varying degrees of antimicrobial activity. The analysis of the most active 
extracts of the plant by thin layer chromatography revealed the presence of 
metabolites class of polyphenols. With regard to the endophytes extracts the 
chromatographic profile varied depending on the fungus and culture medium used. 
The extract from isolated endophytic FCU 055 Epicoccum sp grown on corn solid 
medium showed an interesting antimicrobial activity against G. citricarpa and P. 
aeruginosa. 

 

Key words: Croton urucurana, antimicrobial activity, endophyte, production of 

bioactive compounds. 
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1 INTRODUÇÃO  

A bioprospecção consiste na exploração e investigação de plantas, animais e 

microrganismos a fim de identificar princípios ativos e ou enzimas úteis em diferentes 

áreas como na indústria farmacêutica e alimentícia, na agronomia entre outras.  A 

bioprospecção também pode ser definida como o estudo da diversidade biológica com 

fins econômicos e sociais (STROBEL e DAISY, 2003; TRIGUEIRO, 2002).                                  

O crescente número de pacientes imunocomprometidos, o ressurgimento 

de várias infecções que pareciam ter sido controladas e o preocupante aumento da 

resistência bacteriana criaram a necessidade de estudos no sentido de desenvolver 

novos agentes antimicrobianos.  

As plantas utilizadas na medicina popular e os seus microrganismos 

endofíticos constituem uma fonte promissora na obtenção de princípios ativos com 

atividades biológicas de interesse, entre elas a atividade antimicrobiana. Estudos 

demonstraram que em determinadas plantas os microrganismos endofíticos 

produzem metabólitos secundários que possuem uma atividade biológica similar à 

atribuída à planta que coloniza (KUSARI et al., 2008; EYBERGER, DONDAPATI e 

PORTER, 2006; PURI et al., 2005). 

Croton urucurana é uma árvore usada amplamente na medicina tradicional, 

com diversos fins medicinais, entre eles o tratamento de infecções. É muito citada 

em estudos etnobotânicos por sua capacidade de curar feridas infectadas na pele e 

micoses superficiais. Este fato faz que seja uma planta muito interessante para o 

aprofundamento do estudo de sua atividade antimicrobiana, assim como também o 

estudo dos seus microrganismos endofíticos que potencialmente podem estar 

exercendo uma importante influência na produção de metabólitos secundários da 

planta, responsáveis pela atividade medicinal atribuída ao vegetal. 

Sendo assim, o presente estudo propõe avaliar a atividade antibacteriana e 

antifúngica de extratos da planta C. urucurana, coletada da região oriental do 

Paraguai, assim como isolar e avaliar o potencial antimicrobiano e a capacidade de 

produção de metabólitos bioativos em diferentes meios de cultura de fungos 
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endofíticos da planta, como também realizar uma caracterização química preliminar 

dos compostos presentes nos extratos mais ativos. 

2 OBJETIVOS 

Objetivo geral: 

Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de Croton urucurana Baill e 

de seus microrganismos endofíticos.  

Objetivos específicos: 

 Obter, fracionar e avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de folhas e casca 

do caule de C. urucurana diante de microrganismos de importância clínica e 

agronômica. 

 Isolar fungos endofíticos de folhas e casca do caule de C. urucurana. 

 Realizar uma triagem para detectar fungos com potencial antimicrobiano. 

 Obter e avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de fungos endofíticos. 

 Determinar os grupos de metabólitos secundários presentes nos extratos mais 

ativos. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 USO DE PLANTAS COM FINS MEDICINAIS 

Através da história, a medicina tradicional e sua prática permitiram 

conhecer o uso de plantas para o tratamento de diversas doenças. Entre os povos 

de América Latina existe uma antiga tradição no uso de plantas com fins curativos, 

porém a maioria dessas plantas não conta com suficientes estudos que 

proporcionem um aval científico a suas propriedades. 

O uso das plantas medicinais remonta praticamente ao princípio da 

evolução do homem na terra. O homem pré-histórico observava o comportamento 

instintivo dos animais na hora de restaurar suas feridas ou paliar suas doenças. Em 

seu contínuo deambular, observou que certas espécies eram aptas para o consumo 

alimentício e outras eram tóxicas. As referidas observações deram origem ao 

processo intuitivo que caracterizou o homem primitivo e lhe permitiu e ele testar com 

diversas plantas com a finalidade de discernir quais possuíam atividades medicinais 

e quais não (ALONSO, 2007). 

Vários achados arqueológicos demonstraram que as antigas civilizações do 

Egito, Grécia, China, Índia e Árabe faziam um amplo uso de plantas com fins 

medicinais. Na América Latina, o desenvolvimento da Fitoterapia está muito 

relacionado com os costumes de seus povos indígenas que possuem um 

conhecimento muito amplo sobre as propriedades medicinais das plantas de nossa 

região.  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) constatou que 80 % da população 

mundial utilizam a medicina tradicional para atender suas necessidades primárias de 

assistência médica. Devido a isso, estabeleceu que os países necessitam de 

informação atualizada e autorizada sobre as propriedades benéficas e possíveis 

efeitos dos fitoterápicos (ALONSO, 2007). 

As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades 

terapêuticas têm contribuído ao longo dos anos para a obtenção de inúmeros 

fármacos, até hoje amplamente usados na clínica. Como exemplo, podemos citar a 
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morfina, a emetina, a vincristina, a colchicina, a rutina, etc (CECHINEL FILHO e 

YUNES, 1997). 

O uso de plantas medicinais, especialmente na América Latina, contribui 

significativamente para os cuidados básicos com a saúde. Para o tratamento de 

infecções comuns, muitas plantas são utilizadas na forma de extratos brutos, 

infusões ou emplastos sem nenhuma evidência científica de sua eficácia (PESSINI 

et al., 2003).    

3.2  COMPOSTOS BIOATIVOS PRODUZIDOS POR PLANTAS 

Vegetais, microrganismos e, em menor escala, animais apresentam um 

arsenal metabólico capaz de produzir, transformar e acumular inúmeras substâncias 

não relacionadas de forma direta à manutenção da vida do organismo produtor. 

Nesse grupo encontram-se substâncias cuja produção e acúmulo estão restritas a 

um número limitado de organismos, com bioquímica e metabolismo específicos e 

únicos, caracterizando-se como elementos de diferenciação e especialização 

(WINK, 1990). A todo esse conjunto metabólico costuma-se definir como 

metabolismo secundário, cujos produtos, embora não necessariamente essenciais 

para o organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivência e para a 

perpetuação de sua espécie, em seu ecossistema (SIMÕES et al., 2007). 

 Quando se fala das propriedades terapêuticas das plantas medicinais, é 

lógico que nos referimos aos princípios ativos que elas contêm para a sua utilização 

em diferentes patologias. Esses princípios ativos são os metabólitos secundários. 

Hoje em dia se aceita a idéia de que muitos dos metabólitos secundários produzidos 

pelas plantas estão diretamente envolvidos nos mecanismos que permitem a 

adequação da planta ao seu meio. De fato, já foram reconhecidas as funções 

ecológicas e fisiológicas de várias dessas substâncias, por exemplo, na defesa 

contra herbívoros e microrganismos, a proteção contra os raios UV, a atração de 

polinizadores ou animais dispersores de ambientes, como compostos de reserva de 

nitrogênio, na mediação de interações entre bactérias simbiônticas e sua planta 

hospedeira (WINK, 2008b; SIMÕES et al., 2007; BRUNETON, 2001; HARBORNE, 

1993; ROSENTHAL e BERENBAUM, 1991, 1992). 
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O padrão de metabólitos secundários de uma determinada planta é 

complexo, muda de acordo com o tecido e órgão de uma maneira específica. 

Regularmente, diferenças podem ser vistas entre diferentes estágios de 

desenvolvimento, entre indivíduos e entre populações.  

Os metabólitos secundários podem estar presentes na planta em um 

estado ativo ou como “pró-drogas” que serão ativadas depois de um ferimento ou 

infecção ou no corpo de um herbívoro. A biossíntese de alguns metabólitos 

secundários é induzida depois de um ferimento ou infecção e os metabólitos 

secundários são feitos de novo (fitoalexinas) (WINK, 2003; TAPIERO, 2001). São 

consideradas como fitoalexinas compostos antimicrobianos de baixo peso molecular 

os quais são sintetizados de novo após a infecção, a partir de precursores remotos 

com gasto energético por parte da planta (TAPIERO, 2001; VANETTEN et al., 1994). 

Além da atividade antimicrobiana desses compostos, também se atribui uma 

atividade antiproliferativa e preventiva de câncer das fitoalexinas extraídas de 

plantas e testadas em modelos animais (MEZENCEV et al., 2003). 

Inúmeras evidências experimentais sustentam o fato de que muitos 

metabólitos secundários como os alcaloides, glicosídeos cianogênicos, terpenos, 

saponinas, taninos, antraquinonas são aleloquímicos que representam caracteres 

adaptativos e que têm se diversificado durante a evolução pela seleção natural a fim 

de proteger as plantas contra vírus, bactérias, fungos, plantas concorrentes e contra 

os herbívoros (WINK, 2003). 

3.3 METABÓLITOS DE PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADE 

ANTIMICROBIANA 

As plantas são conhecidas como produtoras de constituintes químicos que 

são de natureza tóxica para bactérias e fungos. Vários estudos demonstraram que 

uma ampla gama de plantas possui atividade antimicrobiana in vitro. O estímulo para 

a síntese de metabólitos com atividade antimicrobiana nas plantas pode produzir-se 

na presença de frações de polissacarídeos (elicitores) presentes na parede celular 

de patógenos (TAPIERO, 2001; DEMAIN, 1998). Vários tipos de metabólitos 

secundários de plantas foram relacionados com a atividade antimicrobiana: 
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compostos fenólicos (quinonas, flavonoides e taninos), terpenoides e óleos 

essenciais, alcaloides, saponinas e carotenoides.  

A seguir serão descritas as características dos citados metabólitos 

secundários e trabalhos que demonstraram o seu potencial antimicrobiano. 

3.3.1 Quinonas 

Quinonas são anéis aromáticos com duas cetonas. São ubíquas na natureza 

e são caracteristicamente de alta reatividade. As quinonas podem ser consideradas 

como produtos de oxidação de fenóis; da mesma forma, a redução de quinonas pode 

originar os correspondentes fenóis. Sua principal característica é a presença de dois 

grupos carbonílicos que formam um sistema conjugado, com pelo menos duas 

ligações duplas C-C (COWAN, 1999; SIMÕES et al., 2007). É conhecido que as 

quinonas formam complexos irreversíveis com aminoácidos nucleofílicos em 

proteínas, muitas vezes levando à inativação da proteína e perda de função. Por esse 

motivo, o potencial de efeitos antimicrobianos de quinonas é grande. Prováveis alvos 

na célula microbiana são as adhesinas expostas na superfície, polipeptídeos da 

parede celular e enzimas unidas à membrana (COWAN, 1999). 

Em geral, aceita-se a teoria de que certas quinonas tenham um papel na 

defesa da planta contra insetos e outros patógenos. Na quina (Cinchona ledgeriana, 

Rubiaceae) só foram encontradas antraquinonas em partes da planta infectadas 

com fungos patogênicos para a espécie (WIJNSMA et al., 1986). 

Brandell et al. (2004) evidenciaram que a complexação de metais é um dos 

mecanismos envolvidos na atividade antimicrobiana de naftoquinonas. As 

naftoquinonas são responsáveis pelas atividades antibacteriana, antifúngica e 

antitumoral de extratos de Kigelia pinnata, Bignoniaceae (HOUGHTON et al., 1994; 

BINUTO et al., 1996). 

Decosterd et al. (1993) demonstraram atividade inibitória da replicação do 

vírus HIV pela naftoquinona trimérica, conocurvona isolada de Conospermum 

incurvum Lindl. Proteaceae. Em outro estudo, Agarwal et al. (2000) comprovaram a 

atividade antifúngica das quinonas reina, fisciona, aloe-emodina e crisofanol isoladas 

de Rheum emodi, Polygonaceae.  
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3.3.2 Flavonoides  

 Flavonóides são também substâncias fenólicas hidroxiladas que ocorrem 

como unidades C6-C3-C6. Uma vez que foi conhecido que esses compostos são 

sintetizados pelas plantas em resposta a infecções microbianas (DIXON, 1983), não 

é surpresa que tais compostos demonstrem atividade antimicrobiana in vitro contra 

um amplo espectro de microrganismos. Essa atividade deve-se provavelmente à 

habilidade de formar complexos com proteínas solúveis extracelulares e com a 

parede bacteriana. Os flavonoides mais lipofílicos podem também romper as 

membranas microbianas (TSUCHIYA et al., 1996). 

As catequinas, que são a forma mais reduzida de unidades C3 em 

compostos flavonoides, tem sido amplamente pesquisadas devido a sua ocorrência 

no chá verde (Camellia sinensis). Esses compostos demonstraram sua capacidade 

de inibir a enzima glicosiltransferase de Streptococcus mutans (NAKAJARA, 1993). 

As flavonas diosmina e hesperidina inibem a replicação do rotavírus, agente 

etiológico de diarreias (BAE et al., 2000). Em outro estudo, Marasciulo et al. (2006) 

isolaram um flavonoide glicosilado com atividade antimicrobiana das partes aéreas 

de Pavonia distinguenda. 

3.3.3 Taninos 

Tanino é um nome comum para nomear um grupo de substâncias 

poliméricas fenólicas que são capazes de curtir o couro e precipitar gelatina, 

propriedade conhecida como adstringência. O peso molecular desses compostos 

varia entre 500 a 3000, e são encontrados em quase todo tipo de parte de plantas: 

casca, madeira, folhas, frutos e raízes (SCALBERT, 1991). 

O papel biológico dos taninos nas plantas tem sido investigado e acredita-

se que eles estejam envolvidos na defesa química das plantas contra o ataque de 

herbívoros vertebrados ou invertebrados e contra microrganismos patogênicos 

(SIMÕES et al., 2007). Esse grupo de compostos recebe grande atenção de 

pesquisadores devido a que se acredita que o consumo de bebidas que contêm 

taninos, como chás e vinhos, podem prevenir e curar uma grande variedade de 
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doenças (COWAN, 1999). Min et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de 

extratos ricos em taninos de diferentes plantas lenhosas, e os resultados indicaram 

que a fonte e concentração são importantes fatores que influenciam a atividade 

antimicrobiana. 

Vários autores relacionaram a atividade antimicrobiana de extratos vegetais 

com a presença de taninos nesses extratos: Souza et al. (2007) com extratos de 

casca de Stryphnodendron adstringens, Djipa, Delmée e Leclerq (2000), com 

extratos de caule de Syzygium jambos. Eles demonstraram que a eliminação de 

taninos dos extratos suprimia a atividade antimicrobiana. Também Grujić-Vasić et al. 

(2006) observaram a atividade antimicrobiana de frações ricas em taninos da planta 

Potentilla alba. 

Existem três hipóteses para o mecanismo de ação antimicrobiana dos 

taninos: a primeira hipótese pressupõe a inibição de enzimas de bactérias e fungos 

e/ou complexação dos substratos dessas enzimas; a segunda seria a ação dos 

taninos sobre membranas celulares de microrganismos, modificando o seu 

metabolismo. Finalmente a terceira hipótese menciona a complexação dos taninos 

com íons metálicos, diminuindo assim a disponibilidade destes elementos essenciais 

para o metabolismo dos microrganismos (SIMÕES et al., 2007; HASLAM, 1996). 

Os taninos e outros compostos fenólicos possuem um grande número de 

grupos hidroxila que podem formar várias ligações de hidrogênio e iônicas com todo 

tipo de proteínas. As proteínas mudam a sua conformação quando o complexo 

tanino- proteína é formado e, portanto, perdem sua atividade e função (WINK, 2003). 

3.3.4 Terpenoides e Óleos Essenciais 

Os óleos essenciais são responsáveis pela fragrância das plantas. Esses 

óleos são metabólitos secundários que estão altamente enriquecidos com compostos 

com estrutura base do isopreno. Estes compostos são chamados monoterpenos, a 

estrutura química geral é C10H18 e eles também podem existir como diterpenos, 

triterpenos e tetraterpenos (C20, C30, C40 respectivamente), assim também como 

hemiterpenos e sesquiterpenos, e também como hemiterpenos (C5) e sesquiterpenos 
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(C15). Quando os compostos contêm elementos adicionais, usualmente oxigênio, são 

chamados de terpenoides (SIMÕES et al., 2007; COWAN, 1999).  

O mecanismo de ação antimicrobiana dos terpenos não foi ainda 

completamente elucidado, porém supõe-se que envolve uma disrupção da 

membrana por meio dos compostos lipofílicos. De acordo com Mendoza et al. 

(1997), aumentando a hidrofilicidade de caureno diterpenoides, diminui 

drásticamente a atividade antimicrobiana. Terpenos lipofílicos são solúveis em 

biomembranas. Em altas concentrações, eles podem interagir com canais iônicos, 

transportadores e receptores presentes nas membranas e assim mudar a 

conformação e bioatividade. 

Hernandez et al. (2005) demonstraram a atividade antimicrobiana do óleo 

essencial de Cordia curassavica contra bactérias grampositivas e gramnegativas e 

contra os fungos  Rhizoctonia solani e Trychophyton mentagrophytes.  

 Em 2008, Costa et al. avaliaram a atividade antimicrobiana de óleos 

essenciais de espécies de Guateriopsis blepharophylla, G. friessiana e G. híspida 

contra 11 especies de microrganismos. O óleo de G. fressiana exibiu significante 

atividade antimicrobiana contra todos os microrganismos testados, enquanto que G. 

híspida e G. blepharophyla tiveram potente atividade contra Rhodococcus equi com  

concentração inibitória mínima (CIM) de 50 µg/mL. A composição química e 

atividade antimicrobiana de óleos essenciais de Lippia alba (Verbenaceae) obtidas 

de duas diferentes regiões do Brasil (Paraná e Rondônia) foram pesquisadas por  

Nogueira et al.  (2007); houve diferença quanto à composição química e atividade 

dos óleos obtidos. 

O sesquiterpeno cinamoyloxy-1-hydroxieudesm-4-em 3-ona, proveniente 

de raízes de Vernonathura tweedieana, isolado e identificado por Portillo et al.  

(2005) demonstrou-se particularmente efetivo contra o fungo Trichophyton 

mentagrophytes (CIM: 4 µg/mL). 

A eficácia do óleo essencial de Cymbopogon citratus (campim-limão) em 

inibir o crescimento de bactérias grampositivas e negativas e fungos causadores de 

micoses superficiais e sistêmicas foi demonstrada por Guerra Ordonez et al. (2004). 
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Hammer et al. (2003) estudaram a atividade antifúngica dos componentes 

do óleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia), que é amplamente utilizado 

em formulações fitoterápicas e cosméticas. Os compostos terpinen-4-ol, α terpineol, 

linalool, α-pineno e β-pineno e 1,8-cineol foram os mais ativos (com CIMs < 0,25%) 

contra linhagens ATCC e isolados clínicos de leveduras e fungos filamentosos. 

3.3.5 Alcaloides 

Alcaloides são compostos nitrogenados farmacologicamente ativos e são 

encontrados predominantemente nas angiospermas. Na sua grande maioria, possui 

caráter alcalino, com exceções tais como colchicina, piperina, oximas e alguns sais 

quaternários, como cloridrato de laurifolina (KUTCHAN, 1995; EVANS, 1996). 

Assim como outros metabólitos secundários, os alcaloides também 

possuem um comprovado papel na defesa contra a invasão de microrganismos e 

vírus (WINK, 1993). Essa função pode ser exemplificada pelo aumento da 

concentração de solanina em batatas quando estas estão sendo atacadas por 

microrganismos. Também como exemplo dessa função pode-se citar a produção de 

sanguinarina, um alcalóide com elevada atividade antimicrobiana, em culturas 

celulares de Eschscholzia californica, após o tratamento com filtrados derivados de 

fungos. (SCHUMACHER et al., 1987). Mais recentemente, Singh et al. (2009) 

isolaram os alcaloides isoquinolínicos hunnemanine e norsanguinarine desta mesma 

planta e observaram a atividade antifúngica contra os fitopatógenos Alternaria 

brassicae, Helminthosporium pennisetti Fusarium lini e Curvularia maculans. 

Souza, Stinghen e Santos (2004) demonstraram a atividade antimicrobiana 

da fração alcaloídica de um extrato de caule de Himatanthus lancifolius, os 

alcaloides do tipo indólico são os principais compostos químicos presentes no 

gênero Himatanthus. Tanaka et al. (2006) também demonstraram a atividade 

antibacteriana de alcaloides de Aspidosperma rímiflorum. A partir de um extrato 

metanólico foi realizado o fracionamento bioguiado até a obtenção dos alcaloides 

indólicos ramiflorine A e B. Ambos apresentaram significativa atividade contra S. 

aureus (CIM: 25 µg/mL) e E. faecalis (CIM 50 µg/mL). 
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Alcaloides diterpénicos, comumente isolados de plantas da família 

Ranunculaceae, frequentemente apresentam atividade antimicrobiana (ATTA-UR e 

CHOUDLHARY, 1995; OMULOKOLI, KHAN e CHHABRA, 1997). 

Karou et al. (2006) estudaram a atividade antibacteriana de  um arbusto, 

Sida acuta (Malvaceae). Os alcaloides indoloquinolínicos demonstraram boa 

atividade antimicrobiana contra bactérias grampositivas. Em 1999, Navarro e 

Delgado isolaram dois alcalóides, dihidrocheleritrina e dihidrosanguinarina a partir 

das partes aéreas de Bocconia arbórea. Os dois compostos demonstraram uma 

importante atividade antimicrobiana contra bactérias grampositivas e negativas e 

contra a levedura Candida albicans. 

3.3.6 Saponinas 

Saponinas são glicosídeos de esteroides ou de terpenos policíclicos. Este 

tipo de estrutura, que possui uma parte com característica lipofílica (triterpeno ou 

esteroide) e outra hidrofílica (açúcares), determina a propriedade de redução da 

tensão superficial da água e sua ação detergente e emulsificante. O comportamento 

anfifílico das saponinas e a capacidade de formar complexos com esteroides, 

proteínas e fosfolipídios de membranas determinam um número variado de 

propriedades biológicas para essas substâncias, destacando-se a sua ação sobre 

membranas celulares, formando poros, produzindo vazamento das células e 

alterando a sua permeabilidade; um amplo efeito citotóxico ou antimicrobiano é 

geralmente consequência desta interação (SIMÕES et al. 2007; WINK, 2003). 

 Diversos autores (AMOROS et al., 1988; HUDSON, 1990;  DETOMMASI 

et al., 1991; KASHIWADA et al. 1998; SIMÕES et al., 1999; KRISHNAN, GOPIESH e 

HAMEED, 2010) demonstraram a atividade antiviral de saponinas isoladas das 

plantas medicinais Glycyrrihiza glabra L., Gymnema sylvestre (Retz.), Anagallis 

arvensis L.; Calendula arvensis L., Bupleurum falcatum L.; Guettarda platypoda e 

Eclipta prostrata. 

Com relação à atividade contra bactérias, Mandal, Babu e Mandal (2005) 

observaram a atividade antibacteriana contra B. megaterium, S. typhimurium e P. 

aeruginosa de saponinas extraídas de Acacia auriculiformis. Avato et al. (2006) 



 

 
28 

avaliaram extratos de saponinas e sapogeninas obtidas das plantas Medicago 

sativa, M. arbórea e M. arábica e observaram uma grande atividade especialmente 

contra bactérias grampositivas. Este resultado está em conformidade ao observado 

por Soetam et al. (2006), que detectaram atividade antibacteriana de saponinas 

extraídas de Sorghum bicolor contra S. aureus, porém Escherichia coli mostrou 

resistência. 

 Também a atividade antifúngica de saponinas contra fungos filamentosos e 

leveduras foi demonstrada por Mandal, Babu e Mandal (2005) e Miyakoshi et al. (2000). 

Leveduras deteriorantes de alimentos, leveduras formadoras de biofilme e fungos 

dermatofílicos demonstraram sensibilidade a saponinas monodesmosídicas isoladas de 

Y. schidigera. O mecanismo sugerido para a atividade antifúngica das saponinas é sua 

interação com os esteróis da membrana fúngica (FRANCIS et al., 2002). 

3.4  SINERGISMO ENTRE PRINCÍPIOS ATIVOS  

Os metabólitos secundários frequentemente contêm mais de um grupo 

funcional, por conseguinte, com frequência exibem múltiplas funcionalidades e 

bioatividades. Além disso, os metabólitos secundários estão presentes em 

complexas misturas constituídas por vários tipos estruturais. Esta estratégia 

garantirá uma interferência com mais de um alvo molecular em herbívoros e 

micróbios, e pode assim proteger a planta contra uma ampla variedade de inimigos 

(WINK, 2003). 

Mesmo que a interação individual de um metabólito secundário particular 

possa ser inespecífica e fraca, a soma de todas as interações leva a um efeito 

substancial (WINK, 2003). Muroi e Kubo (1993) analisaram a atividade 

antibacteriana do chá verde (Camellia sinensis). Eles demonstraram um sinergismo 

na combinação de hidrocarbonetos de sesquiterpenos (δ-candineno e β-cariofileno) 

com o indol, combinação que faz com que a atividade antimicrobiana se incremente 

entre 128 a 256 vezes. 

A ação das plantas medicinais pode nunca ser completamente 

compreendida, analisando os seus componentes separadamente. Os defensores 

dessa teoria argumentam que as propriedades são devidas às interações entre os 
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múltiplos constituintes (KLIGER et al., 2004; THOISON et al., 2004 e WINK, 2008b). 

Estas interações são conhecidas como sinergia química. Este efeito existe, no caso 

de plantas medicinais, quando a ação dos compostos juntos é maior que a soma 

aritmética da ação individual dos componentes (CSEKE et al., 2006). 

Wu et al. (2002) salientaram que os efeitos alelopáticos usualmente resultam 

de um grupo de constituintes, que frequentemente demonstram sinergismo, em vez de 

a ação ser devida a um só composto. Essa estratégia protege contra várias pestes e 

desestimula o desenvolvimento de resistências, como comumente ocorre quando um 

único composto químico é usado como inseticida (CSEKE et al., 2006). 

Outro exemplo de sinergismo pode ser observado na ação das saponinas 

presentes em muitas plantas medicinais, estas aumentam a absorção e atividade de 

outras substâncias. As saponinas do jaboncillo japonês (Sapindus mukorossi) 

aumentam a absorção intestinal de certos antibióticos naturais. De igual maneira, as 

saponinas do ginseng (Panax ginseng) ajudam a solubilizar os componentes 

insolúveis da raiz da planta (ALONSO, 2007). Também, Delucca et al. (2006) 

comprovaram que uma saponina, CAY-1, isolada de Capsicum anuum melhorou 

significativamente a atividade dos antifúngicos convencionais anfotericina B e 

itraconazol contra três espécies de Aspergillus e Candida albicans. 

O látex obtido de Croton lechleri, mediante ensaios hemolíticos in vitro, 

mostrou uma potente atividade inibitória das vias clássicas e alternativa do sistema 

do complemento. O efeito do látex é maior do que o apresentado pela taspina (um 

alcaloide isolado do látex) que produz inibição sobre a via clássica e não mostra 

efeito sobre a via alternativa (VANACLOCHA e CANIGUERAL, 2004).    

Esta lição da natureza, o uso de múltiplas substâncias como medida 

defensiva, é a mesma estratégia que está ganhando reconhecimento na medicina 

(CSEKE et al., 2006). O uso de “coquetéis” de vários fármacos em doses menores 

frequentemente demonstra-se mais efetivo que um só fármaco em alta dosagem. Na 

infecção por HIV (Human Immunodefiency vírus), os coquetéis de fármacos têm 

afetado grandemente o tratamento dos pacientes. As combinações de drogas contra 

o HIV atuam sinergicamente e demonstraram uma parcial restauração do sistema 

imune e redução da doença e morte (BULGHERONI et al., 2004; LEDERMAN et al., 

1998). A combinação de topotecan com vincristina (ambos compostos derivados de 
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plantas) em vários cânceres infantis demonstrou ação sinérgica em muitos modelos 

de tumores pediátricos sólidos (THOMPSON et al., 1999). Infecções bacterianas são 

também tratadas com combinações sinergísticas. A infecção por Enterococcus 

faecium vancomicina resistente, tratada com ampicilina e doxiciclina demonstrou 

uma atividade benéfica, usualmente exibindo sinergismo ou, ao menos, efeitos 

aditivos (BROWN e FREEDMAN, 2004). 

Ezra et al. (2004) analisaram a atividade antimicrobiana de compostos 

individuais e misturas produzidas por isolados do fungo endofítico Muscodor albus. A 

mistura mais ativa foi a composta por naftaleno, ácido propanoico e butanol, na 

proporção 9:45,5:45,5. O fungo patogênico Pythium ultimum respondeu com 100% 

de inibição à citada mistura, depois de 6 dias de exposição, com uma concentração 

inibitória mínima (CIM100) de 15 µL no vial de teste. Os compostos isolados puros: 

naftaleno, ácido propanóico e butanol tiveram CIM100 de 100 µL ou maiores. 

3.5  Croton urucurana Baill 

3.5.1 Descrição Botânica  

Reino: Plantae 

Phylum: Magnoliophyta 

Classe: Magnoliopsida 

Ordem: Malphigiales 

Família: Euphorbiaceae 

Sub família: Crotonoiedae 

Gênero: Croton 

Espécie: Croton urucurana Baill 

Croton urucurana Baill é uma árvore de 4 a 15 metros de altura, copa aberta 

e caule claro, com até 20 cm de diâmetro (FIGURA 1). Os ramos jovens são 

tomentosos, os adultos pubérulos, indumento alvacento e ferrugíneo, tricomas 

estrelados, resina avermelhada, cor sangue. As folhas medem 7,5-13,5 cm x 5-10,5 

cm, palmatinervas, cordadas a oval-lanceoladas, membranáceas, face adaxial 

ferrugíneo-tomentosa, nas folhas jovens, pubérula nas adultas, face abaxial 
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tomentosa, tricomas estrelados, alvacenta, ferrugínea nas nervaduras, margem 

inteira, base cordada ou auriculada. Ápice acuminado, pecíolo de 6-9 cm de 

comprimento, tomentosos, com 2 a 4 glândulas pateliformes no ápice, estípulas com 

1,0-1,5 cm de comprimento, foliáceas. As inflorescências medem de 10 a 25 cm de 

comprimento, em forma de racimos. As flores são esbranquiçadas, estaminadas e 

pistiladas, reunidas em fascículos ou estaminadas em cima das pistiladas. O fruto 

mede de 5-6,5 mm de diâmetro, é globoso, pubescente, muricado, mericarpos pouco 

acentuados, cálices persistente durante o amadurecimento. As sementes medem 3,5-

4 mm de comprimento, são de cor castanha, estriada na face dorsal (CAVALCANTE, 

2006; PAOLI, 1995).  

Exclusiva ou predominante de matas ciliares ou de várzeas, ocorrendo em 

solos permanentemente muito úmidos, encharcados ou brejosos, sujeitos a 

inundações periódicas, sendo pouco frequentes nas matas de terra firme, e, 

portanto, indicada para plantios mistos em áreas ciliares degradadas (SALVADOR, 

1987; CATHARINO, 1989; LUCHI; 2004). É uma árvore comumente encontrada no 

Paraguai, norte da Argentina, sul do Brasil e no Uruguai. É conhecida popularmente 

com os seguintes nomes: Sangue da água, sangue de drago, sangue de grado, 

capixingui, urucuana, lucurana, tapexingui, tapixingui. 

 

FIGURA 1  Croton urucurana Baill 
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Entre as espécies do gênero Croton, além de C. urucurana, existem outras 

que também são popularmente conhecidas como sangue de dragão: C. lechleri, C. 

salutaris, C. palanostigma, C. draconoides, C. eryhtrochilus entre outras (DI STASI, 

2003; VANACLOCHA e CANIGUERAL 2003; GUPTA, BLEALEY e GUPTA, 2008). 

Ainda o nome de sangue de dragão é utilizado para designar resinas e exudatos de 

cor avermelhada, obtidos de plantas de diferentes gêneros: Croton (Euphorbiaceae), 

Dracaena (Dracaneaceae), Daemonorops (Palmaceae) e Pterocarpus (Fabaceae) 

(GUPTA, BLEALEY e GUPTA, 2008). 

3.5.2  Uso Popular 

A medicina popular atribui inúmeras propriedades medicinais à planta: é 

utilizada para tratar câncer, hemorragias internas, no tratamento de aftas bucais, 

cicatrizante de úlceras, feridas externas e micoses superficiais. Também no 

tratamento de bronquites, asma, anemia, transtornos renais, disenterias, reumatismo, 

infecções vaginais, no tratamento de dor de dente entre outros usos (GONZALEZ 

TORRES, 1997; LORENZI e ABREU DE MATTOS, 2002; GURGEL et al., 2002). 

As partes da planta utilizadas com fins medicinais são: folhas, casca do 

caule e látex ou resina da casca do caule. 

3.5.3  Atividades Biológicas de Croton urucurana 

O primeiro estudo descrito na literatura em relação à atividade 

antimicrobiana de Croton urucurana foi o trabalho realizado por Peres et al. (1997). 

Os autores avaliaram a atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e 

Salmonella typhimurium do extrato etanólico aquoso, algumas frações e as 

substâncias puras, catequina e ácido acetil aleurítico isolados da casca do caule 

dessa espécie. 

Gurgel et al. (2005) demostraram a atividade antifúngica do látex de Croton 

urucurana contra fungos causadores de micoses de peles, os dermatófitos 

Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, Microsporum canis e 

Epidermophyton floccossum.  
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A atividade antimicrobiana e antioxidante do óleo essencial da casca do 

caule de Croton urucurana foi avaliada por Simionatto et al. (2007). Os 

microrganismos mais sensíveis ao óleo foram S. epidermidis e E. coli (CIM= 1,25 

mg/mL) enquanto que os mais resistentes foram B. subtillis e C. albicans (CIM= 10 

mg/mL). Foi detectada atividade antioxidante e análises por Cromatografia gasosa 

(CG) e Cromatografia gasosa  Espectrometria de massas (CG-EM) revelaram os 

principais compostos da fração com melhor atividade antioxidante: α-bisabolol 

(38,3%), α-eudesmol (9,3%) e guaiol (8,2%). 

Gurgel et al. (2002a) avaliaram a atividade antidiarreica do látex de Croton 

urucurana. Foi detectado um potente efeito inibitório da diarreia induzida por óleo de 

rícino. Também foi avaliado o modelo de secreção intestinal em ratas, induzido pela 

toxina colérica. O látex de C. urucurana (600 mg/kg) produziu uma significativa 

inibição da secreção intestinal. 

Esmeraldino et al. (2005) avaliaram a atividade antihemorrágica da casca 

do caule de C. urucurana por duas metodologias: análise gráfica computadorizada 

do halo de hemorragia e quantificação da hemoglobina no halo hemorrágico. Foi 

demonstrado que o extrato aquoso da casca do caule de C. urucurana antagoniza a 

atividade hemorrágica do veneno de Bothrops jararaca, e que as proantocianidinas 

estão envolvidas nessa atividade. 

Vários compostos com atividade analgésica foram identificados na casca do 

caule de C. urucurana: campesterol, β-sitosterol, stigmasterol, ácido acetil aleurítico, 

catequina, gallocatequina e glicosídeo de sitosterol (PERES et al., 1998). A comparação 

entre a potência analgésica dos extratos e dos compostos puros sugere que existem 

outros compostos com maior potência e que provavelmente se encontram em uma 

proporção muito pequena, ou que exista um sinergismo entre os princípios ativos. 

3.6 MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS 

3.6.1 Definição  Generalidades 

Os microrganismos endofíticos são todos aqueles que podem ou não 

crescer em meios de cultura e que habitam o interior de tecidos e órgãos vegetais 

sem cauzar prejuízos a seu hospedeiro (AZEVEDO E ARAÚJO, 2007). 
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O estudo dos microrganismos endofíticos tem aumentado 

substancialmente nos últimos 20 anos, pois foi observado que essa comunidade 

apresenta um importante papel no desenvolvimento da planta hospedeira. Algumas 

espécies de microrganismos endofíticos são produtoras de fármacos, por exemplo 

,antitumorais e antibióticos, e outras produzem fatores de crescimento do vegetal, 

toxinas e enzimas (FAVARO, 2009; GU, 2009; KJER et al., 2009;  BORGES, 2008; 

KUSARI et al., 2008;  RALPHS et al., 2008;  CHANDRA PAUL et al. , 2007; 

EYBERGER, DONDAPATI e PORTER, 2006; REDKO et al., 2006;  FIGUEIREDO, 

2006;  BERDY, 2005; CAFFEU, 2005; PURI, et al., 2005; EZRA e STROBEL, 2004; 

CASSADY et al. 2004;  STROBEL e DAISY, 2003; DOS SANTOS, 2003; ARAUJO et 

al.., 2002; HELLWING et al., 2002;  STROBEL, 2002;  SCHULZ et al., 2002; LU et 

al., 2002; STIERLE, STROBEL e STIERLE,1993). 

A espécie hospedeira, as interações entre os endofíticos e o hospedeiro, 

interações inter e intraespecíficas dos endofíticos, tipo e idade do tecido, distribuição 

geográfica, tipo de colonização fúngica, condições de cultura, esterilização 

superficial e seletividade do meio de cultura podem influenciar na eficiência da 

estratégia de amostragem para a detecção de microrganismos endofíticos (STONE, 

POLISHOOK e WHITE, 2004; BACON e WHITE, 1994; PETRINI, 1986). 

Investigações detalhadas da microbiota interna de plantas frequentemente 

levam à descoberta de novos taxons e também revelam novas distribuições de 

espécies conhecidas (STONE, POLISHOOK e WHITE, 2004). 

Até agora os endofíticos ainda não têm sido amplamente explorados em 

relação a suas propriedades terapêuticas. Um único endófito pode ser capaz de 

produzir não só um, mas vários metabólitos bioativos (RAMASAMY et al., 2009). Os 

microrganismos endofíticos são uma fonte rica e confiável de novos compostos 

bioativos farmacologicamente ativos e com grande potencial na medicina e 

agricultura (STROBEL, 2002; TAN e ZOU, 2001). 

Devido ao fato de que só uma pequena parte de plantas potencialmente 

hospedeiras de endofíticos tem sido estudada, os fungos endofíticos podem 

representar um número consideravelmente alto de fungos ainda não descobertos 

(ARNOLD, MAYNARD e GILBERT, 2000; STONE et al., 1996). 
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3.6.2 Interação Planta  Endofítico 

Os fungos endofíticos gastam uma parte ou a totalidade de seu ciclo de 

vida dentro dos tecidos da planta hospedeira e estabelecendo uma relação com o 

hospedeiro que pode variar de uma simbiose a uma ligeira patogenicidade (KJER et 

al., 2009). 

A natureza e o papel biológico dos fungos endofíticos na planta hospedeira 

são variáveis. É conhecido que fungos endofíticos têm uma relação mutualista com 

seus hospedeiros, frequentemente protegem a planta contra o ataque de hervíboros, 

ataque de insetos e a invasão dos tecidos por patogênicos ( SCHULZ et al., 2002; 

CANNON e SIMMONS, 2002; AZEVEDO et al. 2000, SIEGEL, LATCH e JOHNSON, 

1985; YANG et al., 1994). Também podem melhorar o crescimento da planta 

hospedeira.  Em algumas instâncias, um endofítico pode sobreviver como um 

patógeno latente causando infecções quiescentes por longos períodos e produz 

sintomas só quando condições fisiológicas ou ecológicas favorecem a virulência 

(BETTUCCI e SARAVAY, 1993; CARROLL, 1986). 

 Alguns fungos endofíticos aparentemente são capazes de produzir 

metabólitos secundários e contribuir com as defesas químicas da sua planta 

hospedeira (WINK, 2008b). 

As interações metabólicas entre os endofíticos e seus hospedeiros podem 

favorecer a síntese de metabólitos secundários biologicamente ativos (SCHULZ et 

al., 2002). Alguns trabalhos demonstraram que na relação micróbio-planta, 

endofíticos contribuem com substâncias que possuem vários tipos de bioatividade, 

tais como atividade antibacteriana e antifúngica (RADU e YOKE, 2002). Os endófitos 

colonizam tecidos vegetais internos e obtêm nutrição e proteção da planta 

hospedeira. Em troca, eles produzem metabólitos funcionais que melhoram o estado 

da planta (TAN e ZOU, 2001). 

Em todas as interações endofíticas, o caráter assintomático de colonização 

dá-se através de um equilíbrio de antagonismos, entre a virulência do microrganismo 

e a defesa da planta, na qual há produção de metabólitos de interesses opostos por 

parte de ambos, pois os microrganismos secretam enzimas e outros metabólitos, 

necessários ao processo de infecção, e a planta, por sua vez produz metabólitos 
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responsáveis pela contenção da infecção (SCHULZ e BOYLE, 2005). Porém nessa 

interação, ocorrem benefícios tanto para a planta como para os microrganismos 

endofíticos: os metabólitos produzidos pelos endofíticos podem melhorar o 

crescimento e competitividade do hospedeiro, incrementando a resistência a 

herbívoros, patógenos e outros estresses abióticos. Em troca os endofíticos são 

supridos com nutrientes e proteção pela planta (KJER et al., 2009; RALPHS, 

CREAMER e BAUCOM, 2008; SAIKKONEN et al., 1998). 

Os patógenos superam o sistema defensivo das plantas, por exemplo, 

reduzindo as concentrações de metabólitos fenólicos de defensa (AGRIOS, 1997 

apud SCHULZ et al., 2002). Em contraste quando as raízes são colonizadas por 

endofíticos, a concentrações desses metabólitos são as mesmas do controle ou 

ainda maiores (SCHULZ et al., 1999). Por exemplo, quando as raízes do lariço são 

inoculadas com Cryptosporidiopsis sp., as concentrações de proantocianidinas 

solúveis incrementam-se em comparação com o controle; quando está infectada 

com o patógeno Heterobasidium annosum, a concentração decresce (SCHULZ et 

al., 2002). 

Os endofíticos permanecem quiescentes ao longo do período de vida do 

hospedeiro, logo podem interceptar e utilizar os metabólitos mobilizados durante o 

período de senescência precoce (CHAPELA e BODDY 1988; GRIFFITH e BODDY, 

1988; BODDY e GRIFFITH, 1989). As interações competitivas entre os endofíticos 

com a posterior invasão de fungos saprobios podem ser responsáveis pela grande 

produção de metabólitos antagônicos pelos fungos endofíticos (STONE, 

POLISHOOK e WHITE, 2004). 

Os microrganismos endofíticos não somente sintetizam metabólitos para 

competir com os epifíticos e com os patógenos a fim de colonizar o hospedeiro, mas 

presumivelmente também para regular o metabolismo do hospedeiro em sua 

associação delicadamente equilibrada (SCHULZ et al., 2002). 

A estreita relação entre microrganismos endofíticos e seus hospedeiros 

envolve processos de coevolução, que podem influenciar os mecanismos 

fisiológicos da planta (REDKO et al., 2006; MISAGHI e DONNDELINGER, 1990). 
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Apesar de as plantas superiores desenvolverem uma variedade de 

mecanismos de resistência para prevenir a infecção pela maioria dos fungos 

oportunistas, os fungos simbióticos, incluindo os endofíticos, evoluíram com suas 

plantas hospedeiras e se adaptaram a elas. Estas adaptações incluem 

reconhecimento do hospedeiro, meios para superar e complementar as defesas do 

hospedeiro, mecanismos de fixação ao hospedeiro, indução da germinação dos 

esporos pelo hospedeiro e diversificação das estruturas de infecção (STONE et al., 

1994). 

A produção de dois alcaloides macrocíclicos com atividade antibiótica, 

produzidos pelo fungo endofítico Acremonium zeae tem sido implicada na proteção 

da sua planta hospedeira, o milho, contra fungos fitopatogênicos e produtores de 

micotoxinas Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides (WICKLOW et al., 2005). 

Os extratos de plantas utilizados na medicina tradicional podem ter suas 

atividades influenciadas de grande maneira pelos microrganismos endofíticos 

presentes nelas. A questão é se a atividade da planta é produzida pela própria 

planta ou é consequência de uma relação mutualista entre microrganismos 

benéficos em seus tecidos (RADU e YOKE, 2002). 

Vários autores demonstraram que as atividades biológicas dos 

microrganismos e, por conseguinte, os metabólitos secundários produzidos pelos 

mesmos são semelhantes aos produzidos pela planta hospedeira. Exemplos deste 

fato são os estudos realizados por Stierle, Strobel e Stierle (1993) que isolaram um 

endofítico, Taxomyces andreana, produtor de taxol da planta Taxus brevifolia. Puri et 

al. (2005) descobriram que um fungo endofítico isolado de Nothapodytes foetida tem 

a capacidade de produzir camptotencina um alcaloide que apresenta uma 

considerável atividade antitumoral, cujo mecanismo de ação envolve a inibição da 

topoisomerase I, enzima presente em altas concentrações nos tumores. 

Eyberg, Dondapati e Porter (2006) demonstraram a capacidade de um 

fungo endofítico da espécie Phialocephala fortinni, isolado de rizomas da planta 

Podophyllum peltatum, em produzir podofilotoxina, uma valiosa lignana utilizada 

para o tratamento de infecções por vírus do papiloma humano, e como precursora 

de drogas antitumorais etopósido, tenipósido e fosfato de etopósido. 
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Mais recentemente, Kusari et al. (2008) revelaram a capacidade de um 

fungo endofítico isolado do caule de Hypericum perfolatum em produzir hipericina, 

uma antraquinona bastante utilizada em preparações fitoterápicas para o tratamento 

da depressão. A planta é conhecida popularmente como erva de São João. 

Redko et al. (2006) avaliaram a atividade antimicrobiana de Erythrina crista 

galli, (planta medicinal utilizada popularmente para tratamento de infecções), e os 

extratos de um fungo endofítico isolado da planta, Phomopsis sp. O extrato de 

acetona de ramos jovens de Erytrina crista-galli inibiu o crescimento de Bacillus 

brevis ATCC 9999 e Bacillus subtillis ATCC 6633. O extrato de Phomopsis sp. foi 

também ativo contra esses microrganismos e também contra Micrococcus luteus 

ATCC 381, Enterobacter dissolvens LMG 2683, Nematospora coryli ATCC 10647, 

Penicillium notatum coleção IBWF e Paecilomyces variotti ETH 114646. Foram 

comparados os perfis de HPLC do extrato de galhos velhos da planta e do extrato de 

micélio do fungo e foram encontrados dois compostos comuns.  

No Brasil e na maioria dos países da América Latina, a maioria das 

investigações de fontes de novos fármacos concentra-se em plantas (RAMOS, 

2008). Porém, os citados estudos de Stierle, Strobel e Stierle (1993); Eyberg, 

Dondapati e Porter (2006); Redko  et al. (2006); Kusari et al. (2008) confirmam a 

importância de uma nova abordagem na pesquisa de atividade das plantas 

medicinais, as quais deveriam não só ser focalizadas nos extratos vegetais como 

também nos microrganismos endofíticos presentes no vegetal.     

Schulz et al. (2002) concluíram que a pesquisa das atividades biológicas 

produzidas por microrganismos endofíticos não é aleatória, já que as atividades 

biológicas e os metabólitos produzidos estão associados como o respectivo biótopo 

e ou hospedeiro. 

Wink (2008b) sugere que a produção de metabólitos secundários comuns 

entre a planta hospedeira e seus microrganismos endofíticos pode ser devida a uma 

transferência lateral de genes que ocorreu durante o processo de evolução. Isso 

explicaria o motivo pelo qual tanto a planta como os microrganismos endofíticos 

sejam capazes de produzir metabólitos bioativos comuns. 
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Tem sido recentemente demonstrado que a formação de alcaloides de 

ergot é devida a fungos endofíticos clavicipitáceos que vivem com certas espécies 

de plantas da família Convolvulaceae (AHIMSA-MULLER et al., 2007). 

Aly et al. (2008) estudaram a composição química de extratos obtidos da 

planta Polygonum senegalense e de um isolado endofítico pertencente ao gênero 

Alternaria sp., cultivado em meio sólido e líquido. Tanto no extrato da planta como 

nos extratos dos cultivos do fungo foi detectada a presença dos compostos 

Alternariol 5-O-metil-eter, Altenusin e Alternariol. Este resultado sugere que a 

produção, embora em quantidades menores de metabólitos do tipo alternariol por 

fungos endofiticos sob condições in situ dentro de tecidos sadios da planta 

hospedeira, implica a possível contribuição da interação mutualista entre endofíticos 

e seu hospedeiro e provando a contribuição do fungo endofítico na composição 

química da planta hospedeira. Existem outros poucos estudos que reportam o 

isolamento de típicos metabólitos fúngicos a partir de uma origem vegetal, por 

exemplo, alternariol, 5-O-metil éter de Anthocleista djalonensis (ONOCHA et al., 

1995 apud ALY et al. 2008), 2,5-dimetil-7-hidroxicromona de Polygonum cuspidatum 

(KIMURA et al., 1983 apud ALY ET AL. 2008)) e Hypericum perfolatum (YIN et al., 

2004), como também aurenitol, um metabólito comum de espécies do fungo 

Chaetomium de um extrato da planta Helichrysum aureo-nitens. 

3.6.3  Microrganismos como Fonte de Metabólitos de Interesse Médico 

Os metabólitos secundários microbianos continuam sendo uma diversa 

fonte de substâncias químicas para o descobrimento de desenvolvimento de 

agentes farmacêuticos (IGARASHI et al., 2002). 

A exploração de microrganismos como fontes de compostos 

terapeuticamente úteis tem uma história mais curta e menos conhecida que a do uso 

de plantas e extratos de plantas na medicina humana (VICENTE et al., 2002). 

Porém, uma das primeiras evidências da antibiotiocoterapia é relatada pelo costume 

dos egípcios de tratar infecções urinárias e feridas supuradas com pão mofado. 

Esse povo também era um grande conhecedor das virtudes medicinais das plantas 

(ALONSO, 2007). 
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O amplo número e variedade de agentes quimioterápicos isolados de 

fontes naturais microbianas e usados no tratamento de infecções bacterianas 

tiveram uma grande contribuição para o melhoramento da saúde humana durante o 

século passado (VICENTE et al., 2002). Metabólitos secundários de fungos são 

extremamente importantes para nossa saúde e nutrição e possuem um grande 

impacto econômico (ADRIO e DEMAIN, 2003).  

Microrganismos, em particular fungos, são importante fonte de novos 

metabólitos com pronunciada atividade antibacteriana, antifúngica e antiviral 

(RODRIGUES, HESSE e WERNER, 2000). Além disso, os fungos são 

extremadamente úteis na realização de processos de biotransformação (ADRIO e 

DEMAIN, 2003). 

Apesar de que quase 20.000 metabólitos microbianos e cerca de 100.000 

produtos vegetais foram descritos até agora, metabólitos secundários de fontes 

naturais ainda parece ser uma fonte inesgotável de novas moléculas com atividade 

antimicrobiana, antiviral, antitumoral e outras de interesse na farmacologia e 

agricultura (VICENTE, 2002). 

Os microrganismos constituem uma valiosa fonte de substâncias de 

aplicação em diversas áreas. São utilizados na produção de antibióticos, 

antitumorais, imunossupressores, antiparasitários, vitaminas, pigmentos e enzimas. 

(GUNATILAKA, 2006; ADRIO 2003; DEMAIN, 1999). 

Os mais importantes compostos antitumorais usados na quimioterapia atual 

são antibióticos produzidos microbiologicamente: actinomicina D, mitomicina, 

bleomicina e as antraciclinas, daunorrubicina, e doxorrubicina (DEMAIN, 1999). O 

taxol (paclitaxel), que foi originalmente descoberto em plantas, também foi descrito 

como um metabólito produzido por um fungo endofítico (STIERLE, STROBEL e 

STIERLE; 1993). 

Devido a que somente uma mínima porcentagem de microrganismos que 

vivem na biosfera têm sido descritos e estudados até hoje, há uma enorme fonte 

(reservatório) inexplorada de compostos naturais de grande diversidade estrutural 

que poderia ser usada para o desenvolvimento de novos antifúngicos (VICENTE et 

al., 2002). 
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Considerando-se que 6 dos 20 medicamentos mais comumente prescritos 

são de origem fúngica (GLOER, 1997), e que aproximadamente só 5% dos fungos 

foram descritos até o momento, estes organismos oferecem um enorme potencial 

para a obtenção de  novos fármacos.  

Hawksworth e Rossman (1997) acreditam que entre as espécies ainda não 

descritas de fungos, muitas delas devem ser fungos da floresta tropical, em 

particular, endofíticos. Estes microrganismos são particularmente uma das fontes 

mais promissoras para a descoberta de novos princípios bioativos. A proporção de 

compostos químicos inéditos isolados a partir de endofíticos (51%) é 

consideravelmente mais alta que a produzida por microrganismos isolados do solo 

(38 %) (SCHULZ et al., 2002). 

Um fato interessante é que a maioria dos metabólitos secundários úteis de 

origem fúngica foi descoberta por estudos de triagem  rotineiros, ou seja, testando a 

atividade de extratos de caldos de cultura de um grande número de fungos isolados 

em determinados ensaios biológicos ou bioquímicos, que vão desde o uso de 

organismos inteiros à utilização de enzimas isoladas. Extratos que mostraram 

atividade em um tipo de triagem são comumente testados em outros tipos de 

triagem e, muitas vezes com resultados inesperados. Por exemplo, a ciclosporina foi 

originalmente descoberta em uma triagem de atividade antifúngica, porém 

demonstrou uma atividade insuficiente para o desenvolvimento como droga 

antifúngica, no entanto demonstrou grande potência em uma triagem para detecção 

de agentes imunosupressivos (CARLILE, WATKINSON e GOODAY, 2001). 

3.6.4 Endófitos Produtores de Substâncias Antimicrobianas 

Vários autores descreveram a produção de metabólitos secundários com 

atividade antimicrobiana obtidos a partir de culturas de fungos endofíticos. Gu (2009) 

isolou 48 microrganismos a partir de folhas de Malus halliana e submeteu à triagem 

de atividade antimicrobiana os extratos de acetato de etila das culturas desses 

microrganismos. Como resultado, 22 isolados exibiram atividade antimicrobiana 

contra ao menos um dos microrganismos testados. Entre os extratos brutos dos 

endofíticos, Alternaria brassicicola ML-P08 demonstrou a mais potente atividade 
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antimicrobiana (0,31-2,5 mg/mL). O fracionamento bioguiado deste extrato levou ao 

isolamento de 7 compostos: altenariol(1), alteraniol 9-metil éter (2), altercromona A 

(3), herbarin A (4), cerevisterol(5), 3β-hidroxi (22EM 24R)-ergosta-7,22-dien-6-one 

(6) e 3β,hidroxi (22R,24R)-ergosta-5,8,22-trien-7-one(7). Entre estes compostos 

isolados, a altercromona A demonstrou a melhor atividade antimicrobiana in vitro 

contra Bacillus subtillis, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e Candida 

albicans com CIMs de 3,9 ug/mL, 3,9 µg/mL, 1,8 µg/mL e 3,9 µg/mL, 

respectivamente. O composto herbarin A demonstrou pronunciada atividade 

antifúngica contra Trichophyton rubrum e C. albicans, com CIMs para ambos de 15,6 

µg/mL. Além disso, o composto alternariol produziu uma forte atividade inibitória da 

enzima xantina oxidase (IC50 15,5 µM). 

Kjer et al. (2009) isolaram a partir de planta Sonneratia alba, uma linhagem 

de Alternaria sp. Este microrganismo foi cultivado em meio arroz sólido, extratos 

obtidos a partir deste meio levaram ao isolamento dos compostos novos: ácido 

xanaltérico I e II (exibiram fraca atividade antimicrobiana contra uma linhagem de 

Staphylococcus aureus multirresistente), junto aos já conhecidos metabólitos 

fúngicos  ácido alternarienónico, altenusina,(demonstrou amplo espectro de ação 

contra varias bactérias e fungos multirresistentes) altenuene, 4’-epialtenueno, 

alternariol, altertoxin I, 2,5-dimetil-7-hydroxychromone e ácido alternariânico. 

Um novo composto antibacteriano, altersetin foi isolado a partir de culturas 

líquidas de dois endofíticos do gênero Alternaria. Este composto demonstrou uma 

potente CIM contra várias bactérias gram positivas patogênicas, enquanto que 

bactérias gram negativas e leveduras não se mostraram muito suscetíveis ao 

composto (HELLWING et al., 2002). 

LU et al. (2000) isolaram a partir de culturas de Colletotrichum sp. endófitos 

da planta Artermisia annua novos compostos bioativos: 6-isoprenilindona-3-

carboxylic acid, 3β,5αdihydroxy-6β-acetoxy-ergosta-7,22-diene e 3β,5α-dihydroxy-

6β-phenylacety-loxy-ergosta-7,22 diene. Esses compostos inibiram o crescimento de 

todas as bactérias testadas: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarcina lútea, 

e Pseudomonas sp. com CIMs no rango de 25 a 75 µg/mL. 

Em uma ampla revisão de compostos bioativos produzidos por endofíticos, 

Gunatilaka (2005) observou que a maioria dos compostos produzidos por 
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microrganismos endofíticos demonstrou ter atividade antimicrobiana, e, em muitos 

casos, estes compostos têm sido implicados na defesa da planta hospedeira contra 

microrganismos fitopatogênicos.  

3.6.5 Cultivo de Microrganismos Endofíticos Visando a Produção de 

Substancias Bioativas- Fatores que Afetan a Produção  

É bem conhecido que a composição do meio de cultura tem um grande 

impacto no crescimento e produção de metabólitos secundários (NIELSEN et al., 

2004; BERDY, 2005; BODE, 2002; MONAGHAN, 1995). 

As condições ótimas para o crescimento e produção de metabólitos variam 

muito de uma espécie à outra. Além de fatores gerais como fonte de carbono, 

nitrogênio, metais traça, temperatura, areação, tempo de cultivo, alguns 

microrganismos requerem estimulação por moléculas sinais provenientes de outros 

microrganismos (LARSEN et al., 2005). 

As características do meio de cultivo são fundamentais para a produção de 

metabólitos secundários já que podem privilegiar ou não a produção de substâncias 

de interesse. O uso de elicitores (também chamados eliciadores) pode direcionar a 

produção de certas substâncias de interesse (FURTADO et al., 2002). 

É muito vantajoso conhecer o gênero do microrganismo para assim 

escolher o meio de cultura ótimo para a produção de metabólitos (MONAGHAN et al. 

1995). Por exemplo, YES (Yeast Extract Sucrose) e CYA (Czapeck yeast agar) são, 

em geral, excelentes meios para a produção de metabólitos a partir de Penicillium e 

Aspergillus, enquanto que resultam pouco efetivos para Rhizophus (JENNESSEN et 

al., 2005). Meios de cultura como arroz e milho frequentemente produzem boa 

esporulação e produção metabólica (WILD, TOTH e HUMPF, 2002). 

Gloer (1995) e Nielsen et al. (2004) argumentam fortemente a favor do uso 

de substratos sólidos em estudos de metabólitos de fungos, devido que os fungos ao 

contrario de outros microrganismos, geralmente crescem na natureza sob substratos 

como madeira, raízes e folhas de plantas. 
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A síntese de metabólitos secundários na natureza por microrganismos 

endofíticos é influenciada por vários fatores. O bioma no qual se encontram 

inseridos, pode influenciar as vias biogenéticas da produção de metabólitos 

secundários (SCHULZ et al., 2002).  

Overy e Blunt (2004) e Overy et al. (2005) demonstraram que a presença 

de tecido vegetal macerado no meio de cultura estimulou a produção de alguns 

novos compostos fenólicos por parte de endofíticos e patogênicos de plantas. 

Outro fator que influencia a produção de metabólitos é a diferenciação da 

cultura fúngica durante a fase de crescimento, especialmente a conidiação. Alguns 

metabólitos secundários só são produzidos durante a esporulação (FRISVALD et al., 

2008). 

A produção de metabólitos secundários por fungos é um processo 

complexo, estes produtos secundários pertencem a diversos grupos estruturais, 

como esteroides, xantonas, compostos fenólicos, isocumarinas, quinonas, terpenos, 

citocalasanas, alcaloides e diversos outros grupos estructurais (RAMOS, 2008). 

Alguns produtos naturais são produzidos somente sob certas condições 

ambientais, e se todas as condições estão presentes como traços de metais, e outros 

elementos como o fosfato em determinado intervalo de concentrações, portanto se faz 

necessário experimentar vários meios de cultura para otimizar a produção de 

metabólitos bioativos. As linhagens de microrganismos devem estar em boas 

condições e não deterioradas por causa de repetidos repique. A acumulação de 

dióxido de carbono pode inibir a produção de metabólitos e o solvente utilizado na 

extração pode influenciar na detecção de metabólitos ativos (LARSEN, et al.. 2005). 

Ramos (2008) testou várias condições para a otimização na produção de 

metabólitos secundários pelo fungo endofitico Arthrinium state of Apiospora 

montagnei. A sacarose como fonte de carbono e o nitrato de sódio como fonte de 

carbono foram as melhores substratos para a produção de metabólitos com 

atividade contra Escherichia coli e Aspegillus fumigatus. 

Fatores genéticos desempenham uma importante função na produção de 

metabólitos secundários. Frequentemente uma simples mutação pontual em um 

gene regulatório é suficiente para converter um isolado em não-produtor de um 



 

 
45 

metabólito dado. Em outros casos, genes podem ser silenciados por outras razões, 

o que faz que os metabólitos não sejam expressos (LARSEN et al., 2005). 

A produção de certos metabólitos está associada à formação de esporo ou 

esclerócio, que são produzidos em condições de cultura sólida, enquanto que a 

produção de outros metabólitos é melhorada em condições líquidas. Isso foi 

demonstrado para Penicillium solitum, os alcaloides viridicatol e análogos de 

ciclopenol são produzidos em quantidades relativamente altas em meio semisólido, 

entanto que policetídeos são os compostos dominantes produzidos sob condições 

de cultura líquida (NIELSEN et al., 2004). 

Aly et al. (2008) investigaram a atividade biológica e composição química 

de extratos produzidos por um isolado de Alternaria sp. endofitico da planta 

medicinal Polygonum senegalense. A triagem química indicou diferenças entre os 

extratos obtidos do meio de cultura líquido Wickerham e o meio de cultura sólido 

arroz. Essas diferenças foram refletidas também na citotoxicidade dos extratos 

contra a linhagem L5178Y, linfoma de ratos. O extrato de acetato de etila, obtido da 

cultura em meio arroz sólido, foi mais efetiva que o extrato obtido em cultura líquida. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1  MEIOS DE CULTURA 

4.1.1  Agar Batata Dextrose  BDA 

Dextrose    20 g 

Agar     15 g 

Batatas     200g 

Água destilada   1000 mL 

As batatas foram cozidas em 500 mL de água destilada durante 4 minutos 

em forno de micro-ondas. Em seguida, foram filtradas com algodão, adicionou-se a 

dextrose e o agar ao caldo e completou-se com água destilada para 1000 mL  

4.1.2  Meio BHI (Brain Hearth Infusion) 

BHI pó      37g 

Agar      17 g 

Água Destilada     1000ml 

Os ingredientes foram misturados e autoclavados durante 20 minutos a 1 

atm de pressão. 

4.1.3  Agar Fubá 

Tween 80      10 mL 

Fubá      40 g 

Agar      15 g 

Água destilada         1000 mL 

O fubá foi fervido em banho-maria por 1 hora a 60ºC, com metade do 

volume da água. A suspensão foi filtrada com algodão. Seguidamente acrescentou-
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se o tween 80, o agar e o restante da água destilada até alcançar 1000 mL. 

Autoclavou-se por 20 minutos a 120ºC e 1 atm. 

4.1.4  Agar Arroz 

Arroz integral em grãos    10 g 

Tween 80     10 mL 

Agar      15 g 

Àgua destilada            1000 mL 

O arroz foi fervido por 1 hora a 60ºC. Seguidamente acrescentou-se o 

tween 80, o agar e o restante da água destilada até alcançar 1000 mL. Autoclavou-

se por 20 minutos a 120ºC e 1 atm. 

4.1.5  Agar Mueller Hinton 

Infusão de carne bovina   30 g 

Peptona de caseína ácida   17,5 g 

Amido        1,5 g 

Agar      17 g 

Água destilada    1000 mL 

Para a preparação de caldo Mueller Hinton são os mesmos ingredientes 

sem a adição do agar. 

4.1.6  Caldo Extrato de Malte 

Extrato de malte    20 g 

Peptona     1,0 g 

Glicose     20 g 

Água destilada              1000 mL 

pH      6,8 
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Todos os ingredientes foram misturados em água destilada. O volume foi 

completado com água destilada para 1000 mL 

4.1.7  Caldo Milho (fubá)  

Farinha de milho (fubá)    40 g 

Sacarose     3% 

K2HPO4     0,1% 

MgSO4     0,05% 

Àgua destilada    1000 mL 

Dissolveu-se a farinha de milho em água destilada, logo levou-se a banho-

maria a 52ºC por uma hora, filtrar. Adicionou-se ao líquido filtrado a sacarose e os 

sais e autoclavou-se por 20 minutos. Adaptado de Baute et al. (1978). 

4.1.8 Meio Arroz Sólido 

Arroz integral em grãos    100 g 

Água destilada    100 mL 

Ao arroz em grãos foi adicionada a água destilada e seguidamente 

autoclavou-se duas vezes por 40 minutos. 

4.1.9 Meio Milho Sólido 

Milho em grãos    100 g 

Água destilada    100 mL 

Ao milho em grãos foi adicionada a água destilada e seguidamente 

autoclavou-se duas vezes por 40 minutos. 

4.1.10 Agar Nutriente 

Peptona de carne    5 g 
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Extrato de carne bovina   3 g 

Agar      15 g 

Água destilada    1000 mL 

Os ingredientes foram misturados e autoclavados durante 20 minutos a 1 

atm de pressão. 

4.2  SOLUÇÕES E REAGENTES 

4.2.1 Solução de Anisaldeido 

Anisaldeido      0,5 mL 

Ácido acético glacial   50 mL 

4.2.2  Solução de Cloreto Férrico 

Cloreto férrico    1,5 g 

Ácido clorídrico 0,5%   100 mL 

4.2.3  Solução de Dragendorff 

Solução A 

Nitrato de bismuto    0,85 g 

Ácido acético glacial   10 mL 

Água       40 mL 

Dissolveu-se o sal no ácido acético glacial e acrescentou-se 40 mL de água 

fervente. 

Solução B 

Iodeto de potássio     8 g 

Água       30 mL 

A solução estoquefoi preparada misturando a solução A e B.  
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4.2.4  Solução de Hidróxido de Potássio Metanólica 

KOH      5 g 

Metanol     100 mL 

4.2.5  Solução de Ninhidrina 

Ninhidrina     0,3 g 

Butanol      100 mL 

Ácido acético glacial      3mL 

4.2.6  Solução de Vanillina  Ácido Sulfúrico 

Vanillina     1 g 

Acido sulfúrico     100 mL 

4.2.7  Solução Fisiológica 

NaCl      0,9 g 

Água destilada    100 mL 

A solução foi autoclavada e estocada sob refrigeração a 4  C 

4.3 MATERIAL VEGETAL 

4.3.1 Coleta 

O material vegetal foi coletado na Fazenda Violeta, distante a 25 km da 

cidade de Pedro Juan Caballero, Paraguai, elevação de 960 metros, coordenadas 

geográficas 606628.67m E, 749192925 m S. 

Duas coletas foram realizadas: em janeiro de 2008 e fevereiro de 2009. Na 

primeira foram coletadas folhas C. urucurana, na segunda foi coletada casca do 

caule de C. urucurana, ambas com o objetivo da produção de extratos vegetais.  
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4.3.2 Identificação Botânica 

 O material vegetal foi submetido a estudos botânicos para a identificação 

da espécie no departamento de Botânica da Faculdade de Ciências Químicas  

Universidade Nacional de Asunción  Paraguai.  No Herbário desta Instituição foi 

depositada uma exsicata da planta, registrada com o código Gonzalez, Y. 78 (FCQ). 

4.3.3 Elaboração de Extratos Brutos Vegetais 

O material coletado, folhas e casca do caule de C. urucurana (FIGURA 2) 

foi submetido à secagem em estufa, a temperatura utilizada para as folhas foi de 

30ºC, e para a casca do caule, 40ºC. 

Uma vez seco o material, realizou-se uma trituração com o objetivo de 

facilitar a liberação dos princípios ativos presentes no tecido vegetal. Para a 

trituração das cascas de caule foi utilizado moinho de martelos. As folhas foram 

trituradas manualmente. 

 

FIGURA 2 –  PARTES DA PLANTA UTILIZADAS PARA A OBTENÇÃO DOS EXTRATOS: FOLHA 

(A) E CASCA DO CAULE (B) DE Croton urucurana 

O método utilizado para a extração de princípios ativos foi o método da 

maceração (SIMÕES et al., 2007; CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). O material 

vegetal foi colocado em um erlenmeyer, ao qual se adicionou o solvente extrator em 

um volume que correspondeu a duas vezes a altura da amostra. Para a extração 

A B 
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dos princípios ativos das folhas foram realizadas 6 extrações sucessivas, em 

intervalos de 3 dias entre as extrações. As primeiras três, com éter de petróleo, com 

o objetivo de retirar o excesso de compostos apolares como ácidos graxos, lipídeos 

e ceras. As três últimas extrações foram realizadas com metanol. A casca do caule 

de Croton urucurana foi extraída com metanol, 4 extrações sucessivas, em 

intervalos de 10 dias entre as extrações (modificado de CECHINEL FILH0  e 

YUNES, 1998). 

Os extratos foram filtrados, rotaevaporados a 40ºC, guardados em 

dessecador e pesados periodicamente até a obtenção de um peso constante ou 

liofilizados. Foi testada a solubilidade destes extratos em água e álcool etílico a 

diferentes concentrações. Foi escolhida a solução de álcool 70 % para a diluição dos 

extratos e posteriores testes para avaliar a atividade antimicrobiana. 

                          

FIGURA 3   MÉTODO DA MACERAÇÃO PARA EXTRAÇÃO DE PRINCÍPIOS ATIVOS DE FOLHAS 

(A) E CASCA DO CAULE (B) DE Croton urucurana  

4.3.4  Fracionamento de Extrato Bruto Metanólico de Casca do Caule de Croton 

urucurana  Cromatografia em Coluna a Vácuo 

O extrato metanólico bruto de casca do caule de C. urucurana foi 

fracionado utilizando solventes e misturas de solventes com polaridade crescente. 

Primeiramente misturou-se 8 g de sílica gel 60 (70-230 mesh) e 4,2394 g do extrato 

bruto metanólico, até a obtenção de uma pasta de consistência homogênea. A 

A B 
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coluna de fracionamento foi previamente empacotada com 83 g de sílica gel 60 (70-

230 mesh). A pasta foi colocada no extremo superior da coluna. Foi ativado o vácuo 

do sistema e seguidamente foram adicionados à coluna 250 mL de solventes e 

misturas de solvente em ordem crescente de polaridade: éter de petróleo, éter de 

petróleo:diclorometano (1:1), diclorometano, diclorometano:acetato de etila (1:1), 

acetato de etila, acetato de etila: metanol (1:1) e metanol. Cada fração foi coletada 

em diferentes balões, foram concentradas em rotaevaporador em banho-maria a 

40ºC e guardadas em pequenos frascos de vidro num dessecador até obter um peso 

constante. 

4.4  TESTES DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

4.4.1  Microrganismos Utilizados 

Para os testes de atividade antimicrobiana foram utilizadas as seguintes 

linhagens de referência: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis 

ATCC 29212, Streptococcus mutans 25175, Escherichia coli 25922, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 25853, linhagens cedidas gentilmente pela Dra Andreia Sthingen, 

Fonsecaea monophora (linhagem CBS 102248, gene bank AY 366926, Hospital das 

Clínicas-Pr MMHC 82) cedida gentilmente pela Dra Vania Vicente, Guignardia 

citricarpa 33/05 (labGeM) cedida gentilmente pela Dra Chirlei Glienke. Também 

foram utilizados isolados clínicos das espécies Microsporum gypseum, Microsporum 

canis e Trychophyton rubrum, cedidos gentilmente pela Dra. Marisol Domingues 

Muro   Laboratório de Micologia do Hospital das Clínicas  Curitiba, PR. 

4.4.2 Avaliação Preliminar da Atividade Antimicrobiana dos Extratos Brutos 

Vegetais  Método de Difusão em Poços de Agar 

Para este teste foram utilizados os seguintes microrganismos: 

Staphylococcus aureus Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida 

albicans. Estas linhagens foram repicadas em placas de petri contendo agar BHI 

(Brain Hearth Infusion) e ou agar Nutriente. 
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Depois de 18 a 24 horas de incubação, com o auxílio de uma alça, pelo 

menos três a cinco colônias foram selecionadas da placa de ágar e transferidas para 

um tubo contendo 5 mL de solução fisiológica esterilizada. A turbidez do tubo foi 

ajustada até atingir um padrão visual da escala Mc Farland 0,5 que corresponde a 

uma suspensão de aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL (FERRARO et al., 2003). 

Foram utilizadas placas de petri contendo Meio Mueller Hinton (MH), pH 

7,2 a 7,4. Nessas placas, foram realizados orifícios de aproximadamente 6 mm de 

diâmetro, utilizando um vazador de rolhas. Para a inoculação dos microrganismos na 

placa, mergulhou-se um swab de algodão estéril na suspensão ajustada a escala Mc 

Farland 0,5. A superfície seca de placa de MH foi inoculada esfregando o swab em 

toda a superfície esterilizada do agar. Esse procedimento foi repetido 3 vezes  a fim 

de assegurar a distribuição uniforme do inóculo, como passo final passou-se um 

swab na margem da placa de agar (FERRARO et al., 2003). 

Para a avaliação preliminar dos extratos brutos vegetais, foram preparadas 

soluções de 10 mg/mL do extrato bruto metanólico de folhas e casca do caule de 

Croton urucurana, diluídas em álcool 70 %. 

Com auxílio de uma pipeta foram transferidos 50 µL de cada solução de 

extrato bruto nos orifícios feitos na placa com meio MH. As placas foram incubadas 

por 18-24 h em estufa de 36  C, finalizado este período foram medidos os halos de 

inibição. Como controle positivo para bactérias foi utilizada uma solução de 

gentamicina 0,2 mg/mL ( 10µg por poço) , para a levedura nistatina 100000 UI/mL 

(5000 UI por poço), como controle do solvente (branco) álcool 70 % e solução 

fisiológica como controle negativo. As provas foram realizadas em triplicata. 

4.4.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima  Método da 

Macrodiluição 

Foram preparadas as soluções de microrganismos testados conforme 

descrito no item 3.1.5.1. A partir dessa solução (ajustada a concentração de Mc 

Farland 0,5) foram transferidos 100 µL a frascos contendo 100 mL de solução 

fisiológica esterilizada, obtendo uma solução com concentração final 1.106 ufc/mL.  
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Em tubos esterilizados de 13 x 100 mm de diâmetro foram transferidos 0,8 

mL de caldo Mueller Hinton e 0,2 mL do extrato a ser testado, seguidamente foi 

adicionado 1 mL da solução de concentração 1.106 ufc/mL para finalmente obter um 

sistema de teste com uma concentração de 1.105 ufc/mL. Os tubos foram incubados 

por 16-20 h em estufa a 36ºC. Finalizado este tempo, alíquotas de 100 µL foram 

semeadas em placas com meio Nutriente, para avaliar a viabilidade das células 

bacterianas. A ausência de crescimento do microrganismo depois de 48 h de 

incubação considerou-se  ação bactericida. As provas foram realizadas em triplicata. 

Para a prova com S. mutans foram incubados os tubos e placas em jarras 

com atmosfera de CO2. Também foram preparados os respectivos controles: positivo 

(gentamicina 0,2 mg/mL), negativo (solução fisiológica), e do solvente (etanol 70%).  

 Foram testadas várias concentrações de extrato bruto e frações (0,1 mg/mL, 

0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,7 mg/mL, 0,8 mg/mL, 

0,9 mg/mL e 1 mg/mL) até obter a concentração inibitória mínima que corresponde à 

menor concentração de um agente microbiano que impede o crescimento visível de 

um microrganismo em testes de sensibilidade por diluição em caldo ou agar 

(FERRARO et al., 2003).  

4.4.4 Avaliação da Ação do Extrato Bruto de Casca do Caule Sobre o 

Crescimento de Fungos Filamentosos  Diluição em Meio Sólido 

O método utilizado para avaliar a atividade do extrato metanólico bruto de 

cascas de C. urucurana foi o método de diluição em agar, descrito por Hadecek e 

Grefer (2000), método no qual diferentes concentrações do extrato testado são 

incorporadas ao  agar fundente.  Os fungos utilizados nesse teste foram: Fonsecaea 

monophora 82 (CBS 102248), Guignardia citricarpa 33/05 Microsporum gypseum, 

Trichophyton rubrum e Microsporum canis.  

Foram utilizadas placas de petri c com 60 mm de diâmetro (contendo Agar 

Sabouraud, ARENAS, 2008 ), no centro de cada placa foram inoculados discos de 

micélio de 6 mm de diâmetro com fungos com crescimento de 7 dias a 28ºC. Foram 

avaliadas as seguintes concentrações do extrato bruto metanólico de C. urucurana: 

5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL. 
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As avaliações foram realizadas por meio das medições do diâmetro das 

colônias (média das medidas perpendiculares e uma diagonal) após 7 dias de 

incubação para fungos de crescimento rápido, e 15 dias para fungos de crescimento 

mais lento (DIAS et al., 2005). 

A porcentagem de inibição foi determinada utilizando a fórmula: 

Porcentagem de inibição (PI%) = 100x
Dc

DtDc 
, onde Dc é o diâmetro médio da 

colônia do fungo patogênico no controle de crescimento (sem extrato), e Dt é o 

diâmetro médio da colônia do patógeno crescido na placa contendo o extrato 

testado. Os controles positivos utilizados foram miconazol (0,07 mg/mL), fluconazol 

(0,2 mg/mL) e nistatina (10000 UI/mL). 

4.5  MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS 

4.5.1 Isolamento de Microrganismos Endofíticos 

O material vegetal coletado em agosto de 2008 foi submetido a uma 

lavagem com água corrente e com auxílio de uma esponja para remoção dos 

microrganismos epifíticos e outros contaminantes. O processo de desinfecção foi 

realizado mergulhando sequencialmente o material vegetal em frascos com: água 

destilada autoclavada (1 minuto), etanol (1 minuto), hipoclorito de sódio 3% (4 

minutos), etanol (30 segundos) e água destilada autoclavada (6 minutos) (ARAÚJO 

et al., 2002). 

Para o isolamento foram utilizados os seguintes meios: agar BDA com 

adição de antibióticos (tetraciclina 50 µg/mL e cloranfenicol 100 µg/mL) para o 

isolamento de fungos e agar Nutriente com adição de antifúngico (benomil 50 µg/mL) 

para isolamento de bactérias. 

Os microrganismos endofíticos foram isolados a partir de 120 fragmentos 

de folhas e 120 fragmentos de casca do caule, cada um com tamanho aproximado 

de 5 mm x 5mm. Em cada placa foram inoculados 8 fragmentos de tecido vegetal 

(FIGURA 3). As placas foram observadas por um período de um mês, cada colônia 
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emergida a partir do material vegetal foi repicada em tubos de penicilina contendo 

meio de cultura adequado ao tipo de microrganismo.  

 

FIGURA 4 – ETAPAS DO ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS ENDOFíTICOS A PARTIR DE 

FOLHAS DE Croton urucurana  

A) Folhas fragmentadas de Croton urucurana, B) Placa com agar BDA inoculada com os fragmentos 

de folha, C) Placa com 15 dias de crescimento onde se visualiza o crescimento micelial de fungos 

endofíticos. 

4.5.2 Conservação de Microrganismos Endofíticos 

Todos os isolados endofíticos foram numerados e estocados em frascos 

contendo meio BDA inclinado (fungos) ou Nutriente (bactérias), mantidos em 

geladeira a 4ºC, realizando-se repiques em intervalos de 4 meses. 

4.5.3 Identificação Microscópica de Microrganismos Endofíticos 

Utilizando uma alça bacteriológica, foram retirados pequenos pedaços de 

micélio das culturas fúngicas de 7 días de crescimento a 28ºC e colocados em 

lâminas. Seguidamente uma gota de solução de lactofenol ou azul de lactofenol foi 

adicionada ao micélio, que foi coberto com uma lamínula. 

A preparação foi visualizada em microscópio ótico com aumentos de 100 e 

400x. As estruturas fúngicas visualizadas foram fotografadas e comparadas com as 

descritas na literatura (WATANABE, 2002; LARONE, 1995). Também foram 

realizados microcultivos em agar BDA, Sabouraud, Fubá e Arroz. 

A B
 A  

C
 A  
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A identificação foi realizada, observando-se as características 

macroscópicas das colônias (cor, aspecto, consistência, presença de pigmento) e 

características microscópicas (morfologia de estruturas vegetativas e reprodutivas). 

4.5.4 Seleção de Microrganismos com Maior Potencial Antimicrobiano 

4.5.4.1 Antagonismo contra fungos patogênicos  cultura pareada 

O antagonismo de 27 isolados de fungos endofíticos de Croton urucurana 

foi ensaiado pelo método da cultura pareada, chamado também de método do 

pareamento, que consistiu no confronto direto do provável antagonista (endofítico) 

com os fungos patogênicos, em placas de petri contendo meio de cultura sólido 

(MARIANO, 1993). Foi testada a atividade contra o fungo patogênico humano 

Fonsecaea monophora (MMHC 82 (Hospital das Clínicas, Curitiba, PR, linhagem 

CBS 102248 ), e o fungo fitopatogênico Guignardia citricarpa 33/05. 

Os fungos endofíticos foram crescidos em placas de petri com meio BDA pH 

6,8, a 28ºC por 7 dias. Com o auxílio de um vazador de rolhas, foram retirados 

cilindros de agar de 6 mm de diâmetro das colônias em crescimento. O mesmo 

procedimento foi adotado em relação aos fungos patogênicos. Um cilindro de endófito 

e outro de patogênico foram então transferidos para placas de petri contendo meio de 

cultura BDA e colocados a uma distância de 20 mm entre cilindros de micélio no 

centro da placa. As placas foram vedadas com filme de PVC e mantidas durante 14 

dias em estufa BOD, com fotoperíodo de 12 horas a 28ºC. Como controle foi 

inoculado apenas o fungo patogênico. A avaliação foi realizada mediante medição do 

diâmetro da colônia, comparando com o controle e observação das interações entre 

as colônias. Os testes foram realizados em 5 repetições.  

Para determinar a porcentagem de inibição do crescimento, mediu-se o 

diâmetro das colônias do fitopatógeno com 7 e 14 días de crescimento, substraindo-

se o diâmetro do inóculo original. Os cálculos foram realizados de acordo com 

Edginton et al. (1971), pela fórmula descrita no item 4.4.4. Sendo Dt o diâmetro 

médio da colônia do patógeno crescido na placa contendo o endofítico testado 



 

 
59 

4.5.4.2 Antagonismo dos microrganismos endofíticos contra bactérias e 

leveduras patogênicas humanas (método de blocos em agar ou método 

de Ichicawa) 

Vinte e sete fungos endofíticos foram submetidos ao ensaio antimicrobiano 

em meio sólido baseado na metodologia de Ichicawa et al. (1971) para a seleção de 

endófitos com potencial de produção de metabólitos com atividade antimicrobiana. 

Cada fungo endofítico foi cultivado em placas de petri contendo meio BDA 

a 28ºC por sete dias. Após este período, com um auxílio de um vazador de rolhas, 

foram cortados discos de micélio de 6 mm de diâmetro e transferidos para poços de 

placas de petri, contendo médio Mueller Hinton, previamente semeadas com uma 

solução de 1.106 ufc/mL das seguintes linhagens: Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Candida albicans ATCC 10231. As placas 

foram incubadas a 37ºC por 24 horas quando os microrganismos testes eram 

bactérias, e por 48 horas quando foi testada a levedura. Seguidamente foi avaliada a 

presença de halos de inibição. As provas foram realizadas em triplicata. 

4.5.5  Cultivo Visando à Produção de Metabólitos Bioativos 

4.5.5.1  Cultivo em meio líquido 

Os fungos endofíticos FCU028, FCU042, FCU 054, FCU055, FCU060 e 

FCU077 foram cultivados em dois tipos de meio de cultura: Meio milho e meio malte: 

Como potencial elicitor para a produção de metabólitos secundários com 

atividade antimicrobiana foi preparado um extrato de microrganismos descrito por 

Furtado et al. (2002) com algumas modificações. Em tubos contendo 8 mL de meio 

BHI caldo foram adicionados de 3 a 8 colônias de 24 h de crescimento das seguintes 

linhagens: S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, S. mutans ATCC 25175 

E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 e C. albicans ATCC 10231. Os 

tubos foram incubados por 16 h, seguidamente, em um recipiente, misturaram-se 

todos os cultivos e adicionaram-se 10 cilindros de micélio de cultivos de 7 dias de 
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crescimento de F.  monophora MMHC 82 e G. citricarpa 33/05. Este extrato de 

microrganismos foi autoclavado duas vezes por 40 minutos.  

Três cilindros de micélio de 6 mm de diâmetro de cada fungo endofítico 

(cultivados em meio BDA por 7 dias a 28ºC) foram inoculados em Erlenmeyer de 

500 mL contendo 200 mL de meio de cultura e 1mL do extrato de microrganismos. 

Incubou-se por 15 dias em estufa com mesa rotatória a 28ºC e 120 rpm. 

4.5.5.2 Cultivo em meio sólido 

Os fungos endofíticos FCU028, FCU042, FCU055, FCU060 e FCU077 foram 

cultivados em meio BDA por 7 dias em estufa BOD a 28ºC. Foram cortados 10 

cilindros das bordas dos micélios e inoculados em frascos de 500 mL de 

capacidade, contendo 100 g de grãos de arroz integral e milho. Estes foram 

incubados por 30 dias a 28ºC (ALY et al., 2008; CAFEU et al., 2005; DOS SANTOS 

e RODRIGUES, 2003). 

 

FIGURA 5  CULTIVO EM MEIO SÓLIDO (GRÃOS DE MILHO E ARROZ) DO ISOLADO ENDOFÍTICO 

FCU 055 

4.5.6 Extração de Metabólitos de Cultivos Fúngicos 
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4.5.6.1 Extração de metabólitos secundários de fungos cultivados em meio 

líquido 

Após a obtenção de culturas de 15 dias em estufa rotatória 120 rpm, a 

28ºC, procedeu-se à filtração com a finalidade de separar o micélio do meio líquido. 

Foi utilizado papel de filtro Whatman Nro 4. 

 

Cultura de 15 dias em meio líquido 

 

Separação do meio de cultura do micélio 

     

 

  

 

 

FIGURA 6  ESQUEMA DE PRODUÇÃO E EXTRAÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS DE 

FUNGOS CULTIVADOS EM MEIO LÍQUIDO 

Para a extração de metabólitos secretados ao meio de cultura foi utilizada a 

metodologia de partição líquido-líquido. Foi utilizado como solvente de extração 

acetato de etila. Em um balão de separação de 250 mL foi adicionado o meio de 

cultura 50 mL de acetato de etila. Procedeu-se à agitação do balão duas vezes, e 

esperou-se a separação das duas fases não miscíveis, então separou-se a fração de 

acetato de etila. O extrato de acetato de etila foi concentrado em rotaevaporador e, 

em seguida, foi colocado em dessecador, até a obtenção de peso constante após 

três pesadas em balança analítica de precisão. 

Caldo: extração com 

acetato de etila.  Partição 

líquido-líquido 

Micélio: extração com 

metanol, método da 

maceração 
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Também foi realizada a extração de princípios ativos do micélio. O micélio 

separado do meio líquido foi colocado em um liquidificador e, em seguida, foi 

adicionado 250 mL de metanol e liquidificado por 3 minutos. 

 

4.5.6.2 Extração de metabólitos secundários de fungos cultivados em meio 

sólido 

Transcorridos os 30 dias de incubação dos fungos endofíticos inoculados 

em meios de cultura sólidos, grãos arroz integral e milho. E após foram adicionados 

200 mL de metanol nos cultivos. O sistema foi macerado com auxílio de um bastão 

de vidro e agitado manualmente por 5 minutos e deixado em repouso por 5 dias. 

Seguidamente procedeu-se à separação do solvente extrator do meio de cultura 

mediante filtração. Os extratos obtidos foram rotaevaporados e guardados em 

dessecador até obtenção de peso constante ou liofilizados. 

4.5.7  Avaliação da Atividade Antimicrobiana dos Extratos de Endofíticos 

4.5.7.1  Método de difusão em poços de agar 

O método é o descrito no item 4.4.1. Os 32 extratos brutos de fungos 

endofíticos obtidos foram testados para avaliar a atividade antimicrobiana contra as 

linhagens: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853 e Candida albicans ATCC 10231. 

4.5.7.2  Método de disco difusão: disco de extrato vs disco de micélio 

Foram obtidos discos de 6 mm de diâmetro a partir de colônias de 14 dias 

de crescimento em meio BDA do fungo fitopatogênico Guignardia citricarpa 33/05 e 

do fungo patogênico humano F. monophora FP82. Estes foram inoculados no centro 

de placas de petri, contendo meio de cultura BDA. A 1,5 cm do micélio dos fungos 

patogênicos em posição oposta foi colocado um disco de papel de filtro esterilizado 

de 5 mm de diâmetro e sobre este foram inoculados 10 µL do extrato a ser avaliado. 
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As placas foram incubadas em estufa BOD a 28ºC por 14 dias (QUIROGA, 

SAMPIETRO e VATTUONE, 2001, adaptado por FIGUEIREDO, 2006). 

Avaliou-se o potencial de inibição medindo-se o diâmetro das colônias após 

sete dias de crescimento, comparando-se com os controles negativos: discos de 

papel de filtro com 10 µL de água destilada autoclavada e metanol. Como controles 

positivos foram utilizados os fungicidas Derosal® (1mg/mL) e Glifosinato para 

Guignardia citricarpa, e Fluconazol (5 mg/mL) e Nistatina (100000 UI/mL) para 

Fonsecaea monophora. 

4.6 DETECÇÃO PRELIMINAR DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS PRESENTES 

EM EXTRATOS ATIVOS 

4.6.1 Cromatografia em Camada Delgada 

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada para avaliação 

analítica qualitativa dos componentes dos extratos. Foram utilizadas cromatofolhas 

de sílica gel 60 com marcador de fluorescência F254 Merck.  

Os extratos (10 mg/mL) foram adicionados as cromatofolhas com o auxílio de 

capilares. Uma vez secas, as placas foram acondicionadas em cubas contendo a 

fase móvel a ser testada. Testaram-se várias combinações de solventes (éter de 

petróleo, diclorometano, acetato de etila e metanol) para determinar a FAE móvel 

mais adequada para a separação dos compostos.   

Foram utilizados os seguintes agentes reveladores: Anisaldeido, para 

detecção de açúcares, esteroides e terpenos. Solução de Cloreto férrico para a 

detecção de compostos fenólicos e ácidos hidroxâmicos; Reagente de Dragendorff, 

para a detecção de alcaloides e compostos nitrogenados heterocíclicos; solução 

metanólica de Hidróxido de potássio detecta cumarinas, antraquinonas e suas 

agliconas; ninhidrina, possibilita a detecção de aminoácidos, aminas e 

aminoaçúcares; Solução de Vanillina- Acido sulfúrico, detecta a presença de alcoóis 

superiores, fenóis, esteroides e óleos essenciais. A revelação foi realizada por 

aspersão das soluções reveladoras sobre a superfície das cromatofolhas. 
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5  RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1  MATERIAL VEGETAL 

5.1.1  Extratos Brutos Metanólicos 

Foram obtidos os seguintes rendimentos dos extratos preparados para a 

avaliação de atividade antimicrobiana: Apartir de 400 g de casca do caule de C. 

urucurana foram obtidos 57, 284 g. A partir de 101, 1 gs de folhas foram obtidos  12, 

124 g.  

5.1.2  Avaliação Preliminar da Atividade Antimicrobiana dos Extratos Brutos de 

Casca do Caule e Folhas de Croton urucurana 

 Microrganismos testados 

S. aureus 

ATCC 25923 

E. coli 

ATCC 25922 

P. aeruginosa 
ATCC 27853 

C. albicans 
ATCC 10231 

Extrato bruto de 
folhas de C. 
urucurana  

- - - - 

Extrato bruto de 
casca do caule 
C. urucurana  

12 mm - 15 mm - 

Gentamicina 0,2 
mg/mL 

30 mm 28 mm 26 mm nt 

Nistatina 100000 
UI/mL 

nt 

 
nt nt 25 mm 

Alcool 70 %  - - - - 

QUADRO 1  AVALIAÇÃO PRELIMINAR DA ATIVIDADE DOS EXTRATOS BRUTOS 

METANÓLICOS DE FOLHAS E CASCA DO CAULE DE Croton urucurana BASEADA 

NO HALO DE INIBIÇÃO DE CRESCIMENTO EXPRESSO EM mm  

Nota: (-): ausência de zona de inibição; nt: não testado. 
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Um estudo preliminar da ação dos extratos brutos metanólicos de folhas e 

casca do caule de Croton urucurana foi realizado, utilizando o método descrito na 

seção 4.4.1 (método de poços de agar). O extrato bruto metanólico de casca do 

caule demonstrou um maior potencial inibitório no crescimento dos microrganismos 

testados em relação ao extrato de folhas (QUADRO 1 e FIGURA 7), motivo pelo qual 

foi selecionado para o fracionamento e posterior avaliação da ação das frações. No 

entanto, Araujo, Degen e González, (2008) detectaram atividade antibacteriana do 

extrato hidroalcoólico (tintura) a 10% de folhas da mesma planta contra um isolado 

clínico de S. aureus.  Esses resultados sugerem que a atividade do extrato pode ser 

altamente influenciada pelo solvente utilizado durante e extração, época e lugar da 

coleta e pelas variações existentes entre linhagens de uma mesma espécie de 

microrganismo utilizado para testar a atividade. 

.  

FIGURA 7  AVALIAÇÃO PRELIMINAR DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS 

BRUTOS DE FOLHAS E CASCA DO CAULE DE Croton urucurana 

A) Atividade dos extratos contra S. aureus, B) Atividade contra P. aeruginosa; C) Detalhe do halo de 

inibição do extrato bruto de casca do caule contra S. aureus; D) Detalhe do halo de inibição do extrato 

bruto de casca do caule contra P. aeruginosa; a) Controle positivo gentamicina; b) Controle do 

solvente (branco) álcool 70%; c) Controle negativo solução fisiológica; d) Extrato bruto de folhas de C. 

urucurana; e) Extrato de casca do caule. Setas vermelhas indicam os extratos vegetais que 

produziram halos de inibição. 
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5.1.3 Fracionamento em Coluna a Vácuo 

Considerando que o extrato metanólico da casca foi mais ativo, procedeu-se 

ao fracionamento deste extrato bruto. 

Foram obtidos os seguintes rendimentos das frações de extrato bruto 

metanólico de casca do caule Croton urucurana: fração éter de petróleo (1): 0 g, 

fração éter de petróleo-diclorometano(2) 0,005 g; fração  diclorometano(3), 0,0143 g; 

diclorometano: acetato de etilo(4), 0,4293 g; fração acetato de etila(5), 0,0621 g; 

fração acetato de etila: metanol,(6) 1,8822 g; fração metanol(7), 1,2797 g. A coluna 

cromatográfica usada no fracionamento pode ser visualizada na figura 8 A. 

 

 

FIGURA 8  FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO: A) COLUNA DE CROMATOGRAFIA E B) 

ESQUEMA DE SOLVENTES UTILIZADOS  

5.1.4  Concentração Inibitória Mínima dos Extratos Vegetais  

5.1.4.1  Extratos brutos de casca do caule e folha 

Foram avaliadas concentrações a partir de 1 mg/mL e menores. No quadro 

2 estão detalhadas as diferentes CIMs determinadas contra as 5 bactérias 

patogênicas testadas. 

 
Extrato bruto 

metanólico de casca  do 

caule de C. urucurana 

1. Éter de petróleo 

2. Éter de petróleo-

diclorometano 

3. Diclorometano 

4. Diclorometano-

acetato de etila 

5. Acetato de etila 

6. Acetato de etila-

metanol 

7. Metanol 

A B 
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Como previsto pelo teste preliminar de difusão em poços de agar (item 

5.1.2), o extrato bruto metanólico de casca do caule de Croton urucurana também se 

demonstrou mais ativo que o extrato de folhas pelo método de diluição em meio 

líquido. O extrato bruto de folhas teve uma CIM maior a1 mg/mL contra as 5 

bactérias testadas.  

A menor CIM do extrato bruto metanólico da casca do Croton urucurana 

(0,1mg/mL) foi observada contra a bactéria gramnegativa Pseudomonas aeruginosa, 

um importante patógeno humano frequentemente isolado de pacientes com 

infecções hospitalares.  

Microrganismos testados 

Extrato bruto metanólico 
de casca do caule  

C. urucurana 

Extrato bruto 
metanólico de folhas de 

C. urucurana 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,5 mg/mL >1 mg/mL 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 0,9 mg/mL >1 mg/mL 

Escherichia coli ATCC 25923 0,6 mg/mL >1 mg/mL 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 0,1 mg/mL >1 mg/mL 

Streptococcus mutans ATCC 25175 >1mg/mL >1 mg/mL 

QUADRO 2  CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) DOS EXTRATOS BRUTOS 

METANÓLICOS DE CASCA DO CAULE E FOLHAS DE Croton urucurana 

5.1.4.2  Frações do extrato bruto metanólico de Croton urucurana 

Após a determinação das CIMs dos extratos brutos de casca do caule e 

folhas, procedeu-se à avaliação da ação antibacteriana das frações do extrato bruto 

de casca do caule. 

Devido ao baixo rendimento obtido das frações 2 e 3, estas foram testadas 

só em concentrações de 0,1mg/mL e 0,2 mg/mL; as demais frações foram testadas 

em concentrações de 1 mg/mL e em concentrações iguais a CIMs dos extratos 

brutos para cada microrganismo testado. Também foi testada uma solução com 

metade da concentração da CIM do extrato bruto, com o intuito de verificar a 

existência de uma fração que concentre os princípios ativos antimicrobianos e 

produza uma ação mais eficiente que o extrato bruto. Se a atividade antibacteriana 

de Croton urucurana deve-se a um composto ou grupo de compostos de polaridade 
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semelhante, seria esperado que os extratos fracionados fossem mais ativos que o 

extrato bruto metanólico. 

Os resultados dos testes de macrodiluição com as frações estão resumidos 

no quadro 3. 

Bactérias 
ensaiadas 

Fração 2 Éter 
de petróleo- 

diclorometano 

Fração 3 
Diclorometano 

Fração 4 
Diclorometano-
Acetato de etila 

Fração 5 
Acetato de 

etila 

Fração 6 
Acetato de 

etila- 
metanol 

Fração 7 
Metanólica 

Staphylococcus 
aureus  

ATCC 25923 

CIM>0,2 
mg/mL 

>0,2 mg/mL >1,0 mg/mL 
>1,0 

mg/mL 

<1,0 
mg/mL e 

>0,5 
mg/mL 

<1,0 
mg/mL 

Enterococcus 
faecalis  

ATCC 29212 

CIM >0,2 
mg/mL 

>0,2 mg/mL >1,0 mg/mL 
>1,0 

mg/mL 
<1,0 

mg/mL 
<1,0 

mg/mL 

Escherichia coli 
ATCC 25923 

 

CIM>0,2 
mg/mL 

>0,2 mg/mL >1,0 mg/mL 
>1,0 

mg/mL 
>1,0 

mg/mL 
<1,0 

mg/mL 

Pseudomonas 
aeruginosa 
ATCC 27853 

CIM>0,2 
mg/mL 

>0,2 mg/mL >1,0 mg/mL 
>1 

mg/mL 

<1 mg/mL 
>0,1 

mg/mL 

<1 
mg/mL 

<0,1 
mg/mL 

QUADRO 3  CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA DAS FRAÇÕES DO EXTRATO BRUTO DE CASCA 

DO CAULE DE Croton urucurana CONTRA BACTÉRIAS DE IMPORTÂNCIA CLÍNICA  

Na análise da atividade contra S. aureus as duas frações mais apolares 

(éter de petróleo: diclorometano e diclorometano) não inibiram o crescimento de S. 

aureus. Como citado anteriormente, não foi possível testar as frações a 

concentrações maiores devido ao baixo rendimento obtido. 

As frações 4 (diclorometano: acetato de etila), 5 (acetato de etila), 6 (acetato 

de etila:metanol)  e 7(metanol) não   foram mais ativas que o extrato bruto (CIM = 0,5 

mg/mL). No entanto entre essas frações, a mais ativa foi a 6 (acetato de etila: 

metanol) que teve uma CIM menor a 1 mg/mL. A fração 7, apesar de não ter inibido 

totalmente o crescimento do S. aureus na concentração de 1 mg/mL, produziu 

importante diminuição no número de ufc (3180 ufc/mL) em relação ao controle 

negativo (solução fisiológica)  onde se obteve uma contagem maior que 1.107 ufc/mL. 
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Esses resultados indicam que os compostos ativos seriam de polaridade alta, 

possivelmente do grupo dos polifenóis (taninos, flavonoides, quinonas). 

Em relação à análise da atividade das frações contra E. faecalis, as frações 

4, 5, 6 e 7 não tiveram CIMs menores a 1mg/mL. As duas frações mais apolares: 2 e 

3 (testadas em concentrações de 0,1 mg/mL e 0,2 mg.mL)  não inibiram o 

crescimento de E. faecalis. Comparando com a sensibilidade da outra bactéria 

grampositiva (S.aureus), o Enteroccus faecalis revelou-se menos sensível aos 

extratos testados. Esse resultado era esperado tendo-se em conta que na prática 

clínica, a terapia antimicrobiana para as infecções causadas por enterococos é mais 

complicada porque a maioria dos antibióticos não tem efeito bactericida em 

concentrações clinicamente relevantes. Dessa forma, as infecções enterocócicas 

sistêmicas são tratadas com um agente que atue na parede celular (um 

betalactâmico como a ampicilina, ou um glicopeptídeo, como a vancomicina) e um 

aminoglicosídeo (usualmente gentamicina ou estreptomicina).  

O resultado obtido contra Escherichia coli foi semelhante ao apresentado 

com E. faecalis, pois nenhuma das frações testadas teve uma CIM menor que 1 

mg/mL quando testadas contra E. coli. 

O resultado mais expressivo foi obtido contra a bactéria gramnegativa P. 

aeruginosa, contra a qual, duas frações (6 e 7) demonstraram ter uma CIM menor 

que 1 mg/L. Porém a CIM não foi menor a obtida com o extrato bruto metanólico 

(CIM 0,1 mg/mL). 

Comparando os resultados obtidos em relação à atividade antibacteriana 

do extrato bruto de casca do caule de Croton urucurana e suas diferentes frações 

obtidas com solventes orgânicos de diferentes polaridades, pode-se inferir que 

exista sinergismo entre os princípios ativos presentes no extrato bruto, uma vez que 

a CIM do extrato bruto é menor que a CIM das frações. Este resultado foi observado 

com as quatro bactérias testadas. 

Os resultados obtidos no presente trabalho estão de acordo com aqueles 

de Vardar-Unlu et al. (2003), que observaram uma perda ou menor atividade 

antimicrobiana das frações do extrato metanólico da planta Thymus pectinatus  em 

relação ao extrato bruto. Também Ramirez e Diaz (2007) avaliaram a atividade 

antibacteriana de extratos e frações de Rumex conglomeratus e observaram que  a 
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atividade deve-se a mais de um composto presente no extrato. Semelhante aos 

resultados obtidos no presente trabalho, os extratos mais polares da planta 

Syzygium jambos testados por Ramirez e Diaz (2007) e Djipa, Delmée e Quetin-

Leckercq (2000) foram os mais ativos. 

Além de verificar sinergismo entre os princípios ativos presentes no extrato 

de um mesmo órgão vegetal, também se pode  obter um efeito sinérgico misturando 

os extratos obtidos de diferentes partes da planta, como observado por Van Vuuren 

e Viljoen (2008). Os autores testaram misturas de extratos de folhas, caule e raízes 

de Croton gratisisimus. 

Esse sinergismo entre os princípios ativos de plantas medicinais é um dos 

pilares que sustentam os princípios da Fitoterapia, ciência que considera que, na 

maioria dos casos, a ação conjunta dos metabólitos secundários produzidos pelas 

plantas tem uma melhor ação medicinal que a de um composto puro. Além disso, a 

Fitoterapia considera que o uso de misturas complexas evita os efeitos secundários 

e reações adversas produzidas por compostos isolados usados na medicina 

alopática (ALONSO, 2008; WINK, 2008b; PHILLIPSON, 2001; WILLIAMSOM, 2001).    

  Winck (2008a) afirmou que as plantas produzem complexas misturas de 

metabólitos secundários compostos de diferentes classes estruturais que as 

protegem contra o ataque de herbívoros, bactérias, fungos e vírus. Essas complexas 

misturas podem conter um metabólito secundário que atua especificamente contra 

um alvo. Porém, a maioria dos metabólitos secundários pode ter diferentes alvos 

moleculares e atuar de uma maneira pleiotrópica. 

No entanto, em outros estudos foi observado um aumento da atividade 

antimicrobiana nas frações. Por exemplo, Tonial (2010) observou que a fração de 

diclorometano-acetato de etila do de Schinus terebenthifolius foi três vezes mais 

ativa que o extrato bruto da folha contra as bactérias E. coli e S. aureus. Também 

Delaquis et al. (2002) observaram que frações de Anethum graveolens e Coriandrum 

sativum foram mais ativas contra Pseudomonas fragi e Escherichia coli O157:H7 em 

relação ao óleo bruto.  

Um dos primeiros estudos da composição química e biológica de extratos 

de Croton urucurana foi realizado por Peres et al. (1997). Nesse estudo foi avaliada 

a atividade antibacteriana contra S. aureus e Salmonella typhimurium, de frações e 



 

 
71 

compostos puros isolados de um extrato metanólico bruto de casca do caule da 

planta, coletada na cidade de Dourados (Mato Grosso do Sul, Brasil). O extrato 

aquoso-etanólico, as frações hexânica, hexano:diclorometano, acetato de etilo  e 

metanol e os compostos puros catequina e ácido acetil aleurítico  tiveram os 

seguintes valores de CIMs contra S. aureus linhagem ITAL SFCO 001: 2,0 mg/mL, 

3,5 mg/mL, 0,8 mg/mL, 4,0 mg/mL e 5,0 mg/mL, 1,0 mg/mL e 0,1 mg/mL 

respectivamente. Contra S. typhimurium as CIMs foram de 5,0 mg/mL, 6,0 mg/mL, 

4,0 mg/mL, 4,0 mg/mL, 5,0 mg/mL, 1,0 mg/mL e 0,1 mg/mL respectivamente. 

Simionatto et al. (2007) analisaram a atividade antibacteriana e 

antioxidante do óleo essencial obtido de cascas do caule de Croton urucurana. Os 

microrganismos que se revelaram mais sensíveis ao óleo foram S. aureus, S. 

epidermidis, P. aeruginosa, E. coli e S. setubal com CIMs de 2,5 mg/mL, 1,25 

mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL respectivamente. 

Recentemente, Oliveira et al. (2008) realizaram uma triagem da atividade 

antibacteriana da folha, entrecasca e látex de Croton urucurana, coletados no 

Município de Melgaço (Mato Grosso, Brasil). As metodologias usadas foram o método 

de difusão em discos e microdiluição. Alguns dos resultados obtidos no presente 

trabalho foram semelhantes aos obtidos pelos autores. Por exemplo, P. aeruginosa 

ATCC 27853 foi um dos microrganismos mais sensíveis aos extratos etanólico e 

clorofórmico da entrecasca, ambos extratos tiveram CIMs de 0,25 mg/mL. No 

presente trabalho, utilizando o método da macrodiluição, o extrato metanólico bruto de 

casca do caule teve CIM de 0,1 mg/mL. Em relação à ação contra S. aureus ATCC 

25923, no presente trabalho obteve-se CIM do extrato bruto metanólico de 0,5 mg/mL, 

igual valor foi obtido por Oliveira et al. (2008) com o extrato etanólico da entrecasca. 

Comparando os resultados do presente trabalho com os de Peres et al. 

(1997) e Oliveira et al. (2008), e apesar de que não haver uma uniformidade  nas 

metodologias de avaliação de atividade antimicrobiana, e no modo de extração dos 

princípios ativos e fracionamento, (fato que dificulta  um estudo comparativo mais 

fidedigno), não há dúvida de que existam vários compostos com atividade 

antibacteriana  na planta Croton urucurana, e que é muito provável que esses 

compostos atuem de maneira sinérgica. As diferentes sensibilidades das bactérias 

aos extratos brutos e frações devem-se provavelmente às diferenças estruturais 

entre elas, principalmente em termos de parede celular. Os extratos se mostraram 
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mais efetivos contra a bactéria P. aeruginosa, que apesar de ter uma estrutura de 

parede mais complexa, tem mais tipos de canais que possibilitariam a entrada dos 

metabólitos secundários com atividade antibacteriana. 

Também se deve considerar que a atividade antimicrobiana de extratos 

vegetais pode ser influenciada pela fase de desenvolvimento do vegetal, clima, 

altura, tipo de solo, radiação solar, estresse, etc (VOLPATO et al., 2001). 

5.1.5 Ação do Extrato Bruto Metanólico Sobre o Crescimento de Fungos 

Filamentosos – Diluição em Agar 

Os resultados da ação do extrato bruto metanólico contra Microsporum 

gypseum e Fonsecaea monophora estão descritos nas quadros 4 e 5 

respectivamente e apresentam o diâmetro das colônias e a percentagem de inibição 

de crescimento em relação ao controle, após 7 dias de crescimento.  

Extrato ou controle 
Diâmetro da colônia aos 7 

dias de crescimento 
Porcentagem de inibição 

Controle de crescimento  53,5 mm - 

Controle da ação do solvente 47,0  mm 12,1 %  

Controle positivo fluconazol  6,3 mm 88,2 % 

Controle positivo nistatina  19 mm 64,5% 

Controle positivo miconazol  7,9 mm 85,2% 

Extrato 5 mg/mL 6,6 mm 87,7% 

Extrato 2,5 mg/mL 7,5 mm 86,0% 

Extrato 0,5 mg/mL 10,3 mm 80,7% 

Extrato 0, 25 mg/mL 25,3 mm 52,7% 

Extrato 0,125 mg/mL 28,7 mm 46,4% 

QUADRO 4  DIÂMETRO DAS COLÔNIAS E PERCENTAGEM DE INIBIÇÃO DE CRESCIMENTO 

MICELIAL DE DE M. gypseum NA PRESENÇA DO EXTRATO BRUTO METANÓLICO 

DE CASCA DO CAULE DE Croton urucurana  
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Extrato ou controle 
Diâmetro da colônia aos 15 

dias de crescimento 
Porcentagem de inibição 

Controle de crescimento  29,8 mm - 

Controle da ação do solvente 22,8 mm 23,5% 

Controle positivo fluconazol 8,0 mm 73,2% 

Controle positivo nistatina                      13,8 mm 53,7% 

Controle positivo miconazol                     13,2 mm 55,7% 

Extrato 5 mg/mL 9,1 mm 69,5 % 

Extrato 2,5 mg/mL 11,0 mm 63,1% 

Extrato 0,5 mg/mL 13,5 mm 54,7% 

Extrato 0, 25 mg/mL 21,4 mm 39,3% 

Extrato 0,125 mg/mL 29 mm 2,7% 

QUADRO 5  DIÂMETRO DAS COLÔNIAS E PERCENTAGEM DE INIBIÇÃO DE CRESCIMENTO 

MICELIAL DE Fonsecaeaa monophora NA PRESENÇA DO EXTRATO BRUTO 

METANÓLICO DE CASCA DO CAULE DE Croton urucurana  

O extrato bruto de casca do caule de Croton urucurana demonstrou 

significativa ação de inibição sobre o crescimento do fungo patogênico humano, 

causador de micoses de peles Microsporum gypseum (FIGURA 9), sendo obtida 

inibição do crescimento de 87,7 % com a solução do extrato de 5 mg/mL. Entre os 

dermatófitos de origem geofílico que afetam o homem, esse fungo é um dos mais 

freqüentes. 

O poder inibitório no crescimento de M. gypseum está em concordância 

com os estudos etnobotânicos realizados por Basualdo et al. (2003) e González 

Torres (1992) que coletaram dados do uso popular da planta C. urucurana no 

tratamento de micoses superficiais. Os resultados do presente trabalho contribuem 

para a validação científica do uso tradicional da planta. 

   O extrato também demonstrou atividade contra o fungo causador de 

micoses subcutâneas de difícil tratamento, F.  monophora com 69,5% de inibição 

com solução de 5mg/mL do extrato. 
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FIGURA 9  CRESCIMENTO MICELIAL DAS COLÔNIAS DE M. gypseum NA PRESENÇA DO 

EXTRATO BRUTO METANÓLICO DE CASCA DO CAULE DE Croton urucurana  

A) Controle de crescimento de Microsporum gypseum (sem extrato); B) Controle da ação do solvente 

álcool etílico 70%; C) Controle positivo fluconazol; D) Controle positivo miconazol; E) Controle positivo 

nistatina; F) Extrato 5 mg/mL; G) Extrato 2,5 mg/mL; H) Extrato 0,5 mg/mL; I) Extrato 0,25 mg/mL; J) 

Extrato 0,125 mg/mL. 

Não foi possível avaliar a ação do extrato com relação aos fungos 

Guignardia citricarpa, Trichophyton rubrum e Microsporum canis devido à ação 

inibitória do solvente utilizado, já que os citados fungos demonstraram uma 

pronunciada inibição de crescimento na presença de álcool 70 %. 

Outros autores também avaliaram a atividade antifúngica de extratos de 

Croton urucurana. Porém, tais estudos foram feitos com extratos de outras partes da 

planta e utilizando metodologias e linhagens de fungos diferentes.  

Gurgel et al. (2005) avaliaram a atividade antifúngica do látex pelo método de 

difusão em discos e pelo método da macrodiluição contra os fungos dermatófitos T. 

mentagrophytes, T. tonsurans, T. rubrum, M. canis e Epidermophyton floccosum. No 

método de difusão em discos, utilizando o meio de cultura BDA e concentrações do 

extrato de 3,0-0,175 mg/mL, foram obtidos diâmetros de inibição de 25,6 a 6,0 mm. 

As CIMs foram determinadas realizando diluições seriadas do extrato em agar 

Sabouraud e todos os fungos testados tiveram CIMs de 2,5 mg/mL exceto o T. 

tonsurans, que teve uma CIM de 1,25 mg/mL. Portillo et al. (2001) realizaram uma 

triagem de atividade antifúngica de extratos aquosos, etanólicos e diclorometânicos 

A C B E D 

F G H I J 
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de 14 plantas utilizadas na medicina tradicional paraguaia, entre elas, testaram a 

atividade de folhas de Croton urucurana. Os autores utilizaram o método de difusão 

em discos, porém diferentemente de Gurgel et al. (2005), foi utilizado o agar 

Sabouraud ao invés do BDA.  Foram observados halos de inibição do extrato 

diclometanico (10 mg/disco) contra M. gypseum (17 mm) e contra T. mentagrophytes 

(16 mm). 

Outras espécies do gênero Croton também demonstram ter ação contra 

fungos patogênicos. Fontenelle et al. (2008) avaliaram a atividade de óleos essenciais 

de C. zehntneri, C. nepetaefolius e C. argyrophylloides contra 10 linhagens de M. 

canis, 5 linhagens de C. albicans e 3 linhagens de C. tropicalis isolados de cachorros 

e gatos sintomáticos. Os óleos essenciais de C. neapetifolius e C. argyrophylloides 

mostraram-se inativos contra as espécies de Candida, entretanto apresentaram 

atividade contra M. canis. O óleo de C. zenhtneri apresentou atividade antifúngica 

contra as duas espécies de Candida e contra M. canis. 

Os resultados do presente trabalho, em concordância com os de Portillo et al. 

(2001); Gurgel et al. (2005) e Fontenelle et al. (2008), revelam que espécies vegetais do 

gênero Croton são uma fonte promissora para a obtenção de compostos com ação 

fungicida, em particular a espécie Croton urucurana, devido ao fato que mais de um 

órgão da planta contêm princípios bioativos com ação contra os fungos testados. 

5.2  MICRORGANISMOS ENDOFÍTICOS 

A partir de 120 fragmentos de folhas e 120 fragmentos de caule de Croton 

urucurana foram isolados 194 fungos e 65 bactérias. No isolamento de microrganismos 

das folhas houve predominância de fungos. No entanto, na casca do caule houve 

predominância de bactérias. Os resultados estão sumarizados no quadro 6. 

Partes da planta 

Croton urucurana 

Número e percentagem de 
bactérias 

Número e percentagem de 
fungos 

Croton urucurana folhas 16 (8,2%) 178 (91,8%) 

Croton urucurana casca do caule 49 (75,4%) 16 (24,6%) 

QUADRO 6 NÚMERO E PORCENTAGEM DE FUNGOS E BACTÉRIAS ISOLADOS DE FOLHAS 
E CASCA DO CAULE DE Croton urucurana 
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5.2.1 Identificação Macroscópica e Microscópica 

Os fungos endofíticos foram identificados por meio das características macro 

e microscópicas. As figuras 10 a 13 ilustram exemplos. As colônias que não 

produziram conídios não foram identificadas. 

 

FIGURA 10  MACRO E MICROMORFOLOGIA DO ISOLADO ENDOFITICO Epicoccum sp. FCU 055  

A) Macromorfologia após 7 dias de crescimento meio BDA colônia de cor amarelada aspecto aveludado; 

B) Micromorfologia: conídios globosos, amarelados, com septos tranversais e longitudinais em agar fubá. 

 

FIGURA 11  MACRO E MICROMORFOLOGIA DO ISOLADO ENDOFITICO FCU 028  

A) Macromorfologia aos 7 días de crescimento meio BDA; B) Hifas e conidios agar BDA microcultivo; C) 

Hifas Meio BDA microcultivo; D) Hifas meio BDA microcultivo;  E) Hifas com incrustação de cristal de 

oxalato de calcio Meio BDA microcultivo;  F) Hifas e cristais de oxalato de cálcio em agar fubá microcultivo. 

A B C 

E D F 

A 

A 

400 x  

400x 400x 

400x 400x 400x 

B 



 

 
77 

 

FIGURA 12  MACRO E MICROMORFOL DO ISOLADO ENDOFITICO FCU 054 

A) Macromorfologia aos 7 dias de crescimento meio BDA; B) e C) Estructuras fúngicas em meio BDA 

microcultivo; D) Hifas agar fubá milho; E) Peritécio  em agar fubá microcultivo; F) conídios 

 

FIGURA 13  MACRO E MICROMORFOLOGIA DO ISOLADO ENDOFITICO FCU 060  

Notas: A) Macromorfologia aos 7 dias de crescimento meio BDA; B) Hifas meio Arroz microcultivo; C) 

Hifas e clamidoconídios Meio BDA microcultivo; D) Hifas em agar fubá microcultivo; E)  e F) meio 

Sabouraud  microcultivo 

A B C 

E D 
100 x 

F 

100 x 

A B C 

D E F 

400 x 

400 x 400 x 

F 
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Em alguns dos fungos observados foi detectada a presença de cristais 

semelhantes aos observados por Benedek (1961, 1962) (ANEXOS 14 a 17). 

Segundo Stodůlková et al. (2008) a presença de cristais se relaciona com um 

composto cristalino com atividade antimicrobiana produzida pelo fungo Quambalaria 

cyanescens. 

5.2.2  Seleção de Microganismos com Maior Potencial Antimicrobiano 

5.2.2.1 Antagonismo contra fungos patogênicos  cultura pareada 

Um total de 27 fungos endofíticos foi escolhido para o ensaio de 

culturpareada contra as linhagens G. citricarpa 33/05 e F. monophora (CBS 102248). 

Os resultados desse teste de triagem de potencial antifúngico estão sumarizados 

nas tabelas 1 e 2.  

As interações entre os fungos endofíticos e os patógenos foram 

classificadas em dois grupos: 

Interação tipo 1, na qual ocorre uma superposição de hifas do endofítico 

sobre o patógeno, sugere a ocorrência de parasitismo. Contra F. monophora, 78% 

dos fungos endofiticos tiveram este tipo de interação, contra G. citricarpa, 74% dos 

fungos endofiticos apresentaram este tipo de interação. 

Interação tipo 2, não ocorre sobreposição das hifas. Com F. monophora 

22%, dos fungos endofiticos tiveram este tipo de interação, entretanto contra G. 

citricarpa, 26% apresentaram este tipo de interação. 

O único isolado endofítico que não apresentou atividade antagônica contra 

os fungos patogênicos, aos 15 dias do teste, foi o isolado FCU 021. Todos os 

demais apresentaram efeito antagônico, sendo que os valores oscilaram entre 1,4% 

e 56,9% contra Guignardia citricarpa e 5,4% e 76,7% contra F. monophora.  

Dos 27 fungos endofíticos testados, 5 (18,5%) apresentaram porcentagem 

de inibição maior de 50% contra G. citricarpa. Em relação ao antagonismo contra 

Fonsecaea monophora, 44,5% apresentaram inibição maior de 50%. Os fungos 

endofíticos que apresentaram altas porcentagens de inibic cão contra o fitopatógeno 
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são candidatos a futuros trabalhos para o aprofundamento de seu potencial no uso 

de controle biológico da mancha preta dos citros. 

Os três isolados endofíticos que demonstraram maior poder inibitório contra 

G. citricarpa foram os isolados FCU 060 (58,5%), FCU 028 (56,9%) e FCU 136 

(56,4%). Em relação á atividade contra F. monophora os mais ativos foram os 

isolados FCU 060 (76,7%), FCU 028 (70,2%) e FCU 077 (69,4%). 

Na placa do teste de antagonismo do isolado FCU 028 contra G. citricarpa, 

chamou a atenção a produção de um pigmento amarelo-esverdeado ao redor do 

fungo fitopatogênico (FIGURA 13 B). Este pigmento pode tratar-se de compostos 

antifúngicos produzidos pelo endofítico. 

Análise estatística dos resultados do teste de antagonismo aos 15 dias 

(Anova, teste de Tukey) demonstrou que há diferenças significativas entre o controle 

e os isolados de endofíticos avaliados. Os resultados do estudo estatístico estão 

sumerizados nos anexos 1 ao 11. 



 

 
80 

TABELA 1  PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO DO CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO Guignardia 

citricarpa NO TESTE DE ANTAGONISMO CONTRA FUNGOS ENDOFÍTICOS DE 

Croton urucurana 

Código do 

endofitico 
Gênero 

Guignardia citricarpa 

% de inibição  

7 dias 

% de inibição 

15 dias 

FCU 001 - 22,9 % 39,3% 

FCU 021 Phoma sp. Não houve 

inibição 

Não houve 

inibição 

FCU 027 Alternaria sp. 9,4% 25,4% 

FCU 028 - 44,5% 56,9% 

FCU 037 Helminthosporium 18,1% 35,9% 

FCU 038 Fumago sp. 14,8% 38,3% 

FCU 042 Alternaria sp. 26,3% 41,0% 

FCU 048 - 29,9% 43,6% 

FCU 054 - 16,7% 50,8% 

FCU 055 Epicoccum sp. 4,4% 1,6% 

FCU 056 Alternaria sp. 14,5% 42,7% 

FCU 060 - 55,5% 58,5% 

FCU 067 Epicoccum sp. 14,6% 29,0% 

FCU 075 Alternaria sp. 3,2% 12,7% 

FCU 077 - 12,5% 50,8% 

FCU 081 - 14,5% 25,6% 

FCU 085 Alternaria sp. 16,9% 32,5% 

FCU 087 - Não houve 

inibição 

16,2% 

FCU 088 - Não houve 

inibição 

11,5% 

FCU 103 Alternaria sp. 13,7% 28,4% 

FCU 124 - 17,7% 42,1% 

FCU 129 Alternaria sp. 15,8% 38,8% 

FCU 136 - 24,1% 56,4% 

FCU 143 Aspergillus sp. 15,7% 32,5% 

FCU 168 Epicoccum sp. Não houve 

inibicao 

17,9% 

FCU 172  Helminthosporium 

sp. 

Não houve 

inibicao 

26,5% 

FCU 174 - 13,7% 36,6% 
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TABELA 2  PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO DO CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO 

Fonsecaeaa monophora NO TESTE DE ANTAGONISMO CONTRA FUNGOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana 

Código do 

endofitico 
Gênero 

Fonsecaea monophora 

% de inibição  

7 dias 

% de inibição 

15 dias 

FCU 001 - 36,4% 61,5% 

FCU 021 Phoma sp. 2,8% Não houve 

inibição 

FCU 027 Alternaria sp. 8,5% 39,5% 

FCU 028 - 44,6% 70,2% 

FCU 037 Helminthosporium 42,4% 65,9% 

FCU 038 Fumago sp. 9,1% 27,4% 

FCU 042 Alternaria sp. 38,4% 60,5% 

FCU 048 - 41,3% 66,7% 

FCU 054 - 39,2% 63,9% 

FCU 055 Epicoccum sp. 25,6% 36,9% 

FCU 056 Alternaria sp. 6,2% 13,4% 

FCU 060 - 57,7% 76,7% 

FCU 067 Epicoccum sp. 26,5% 47,0% 

FCU 075 Alternaria sp. 2,8% 39,5% 

FCU 077 - 47,5% 69,4% 

FCU 081 - 8,7% 16,2% 

FCU 085 Alternaria sp. 28,3% 50,3% 

FCU 087 - 21,2% 50,3% 

FCU 088 - 22,5% 31,9% 

FCU 103 Alternaria sp. 23,2% 43,0% 

FCU 124 - 42,3% 63,3% 

FCU 129 Alternaria sp. 10,7% 29,9% 

FCU 136 - 40,8% 63,4% 

FCU 143 Aspergillus sp. 48,9% 67,2% 

FCU 168 Epicoccum sp. 12,0% 5,4% 

FCU 172  Helminthosporium 

sp. 

38,0% 63,9% 

FCU 174 - 21,5% 48,1% 
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FIGURA 14  TESTE DE ANTAGONISMO DE PAREAMENTO DE MICRORGANISMOS 

ENDOFÍTICOS CONTRA O FUNGO Guignardia citricarpa 

A) Controle de crescimento do fungo G. citricarpa após 15 días de incubação, B) Efeito antagônico do 

isolado endofítico FCU 028, C) Efeito antagônico do isolado endofítico FCU 055, D) Efeito antagônico 

do isolado endofítico FCU 060, E) Efeito antagônico do isolado endofítico FCU 075, F) Efeito 

antagônico do isolado endofitico FCU 088.  

Quando dois diferentes microrganismos são cultivados na superfície de um 

meio de cultura, como no teste de cultura pareada realizado, um deles é 

frequentemente afetado negativamente pelo crescimento do outro. O referido 

antagonismo pode ocorrer por uma variedade de maneiras, mas frequentemente é 

devido à produção de metabólitos secundários por um microrganismo que interfere 

com o metabolismo do outro. Estes metabólitos secundários são conhecidos como 

antibióticos (CARLILE, WATKINSON e GOODWAY, 2007). Esta interação pode ser 

visualizada na figura 14. 

Em testes de atividades antagônicas realizados por Klingström e 

Johansson (1972) com isolados do fungo Scytalidium observaram que os fungos que 

produziam pigmentos e cristais apresentaram pronunciado antagonismo contra 

A 

F 

B C 

E 
D 
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fungos patogênicos. Resultados semelhantes foram observados no presente 

trabalho, conforme Tabelas 1 e 2 e Anexos 14 a 17. 

5.2.2.2  Antagonismo contra bactérias e levedura patogênicas  

Em contraste com o teste de antagonismo contra fungos patogênicos, uma 

porcentagem muito pequena (7,4%) dos 27 fungos endofíticos testados apresentou 

atividade inibitória contra as bactérias e a levedura testadas. Somente os fungos 

endofíticos FCU 027 e FCU 055 produziram halos de inibição. Os resultados do 

teste estão sumarizados no anexo 12. 

Esse fato pode se dever ao período curto de incubação realizado na prova 

(24 h para o teste contra as bactérias e 48 h para a levedura), já que a produção de 

metabólitos secundários (que são os responsáveis pela atividade biológica) sucede 

geralmente na fase de crescimento estacionário dos microrganismos (CARLILE, 

WATKINSON e GOODWAY 2007; BERDY, 2005; DEMAIN, 1998). 

Também a metodologia usada pode influenciar notoriamente a detecção de 

uma atividade biológica. Favaro (2009) testou a atividade antibacteriana de 

Epicoccum sp isolados como endófitos de Saccharum officinarum L. pelos métodos 

de blocos de agar (método de Ichicawa) e pelo método de difusão em agar 

semissólido. 50% dos isolados de Epicoccum testados contra Xanthomonas 

albilineans demonstraram atividade, entretanto, pelo método de agar semissólido, 

87% dos isolados evidenciaram atividade antibacteriana. 

Portanto infere-se que para futuros testes seja necessário testar mais de 

uma metodologia para evitar a obtenção de resultados falsos negativos. 

5.2.3 Produção de metabólitos a partir de fungos endofíticos cultivados em 

meios líquidos e sólidos 

Seis fungos endofíticos foram selecionados para cultivo em meio líquido 

(milho e malte) para a produção de metabólitos secundários: FCU 028, FCU 042, 

FCU 054, FCU 055, FCU 060 e FCU 077. 
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Não foi possível a extração com acetato de etila dos metabólitos 

produzidos pelos endofíticos FCU 042 e FCU 055 em meio malte líquido devido à 

formação de uma emulsão persistente ao adicionar o solvente, que não foi quebrada 

com a adição de uma solução sobressaturada de cloreto de sódio.  Em total foram 

obtidos 22 extratos de endofiticos cultivados em meio líquido. 

Foram selecionados 5 fungos endofíticos para cultivo em meio sólido (milho 

e arroz em grãos) para a produção de metabólitos secundários (FCU 028, FCU 042, 

FCU 055, FCU 060 e FCU 077), obtendo-se 10 extratos. 

5.2.4  Atividade Antimicrobiana dos Extratos de Endofíticos 

5.2.4.1 Atividade dos extratos diante de Guignardia citricarpa e Fonsecaeaa 

monophora 

Os 32 extratos de endofíticos foram avaliados em seu potencial antifúngico 

contra G. citricarpa e F. monophora pelo método descrito no item 4.5.7.2 . Os 

resultados estão apresentados no anexo 13.  A ação dos controles e de alguns 

extratos pode ser observada na figura 15. 

O melhor resultado foi obtido com o extrato bruto metanólico do isolado 

endofítico FCU 055 Epicoccum sp. (41% de inibição sobre o crescimento de G. 

citricarpa, os controles derosal e glifosinato inibiram 47,2% e 44,1% 

respectivamente) cultivado em meio milho em grãos. Esse resultado é bastante 

interessante já que o fungo endofítico foi capaz de produzir substâncias bioativas em 

um meio de cultura bastante barato como é o caso do milho. 

Vários trabalhos relacionaram a capacidade de linhagens do gênero 

Epicoccum no controle de fitopatógenos: Larena et al. (2005) evidenciaram a 

capacidade desse fungo em combater o fungo fitopatogênico Monilinia laxa. Huang 

et al. (2000) e Zhou, Reelender e Sparace (1991) demonstraram o efeito antagônico 

de Epicoccum purpurascens contra Sclerotinia sclerotiorum. Brown, Finlay e Ward 

(1987) avaliaram o potencial antifúngico de Epicoccum purpurascens contra os 

fitopatogênicos Phytophthora sp., Pythium sp. e Fusarium oxysporum. 
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 Bamford, Norris e Ward (1961) evidenciaram a produção do composto 

antifúngico flavipina por linhagens de Epicoccum sp. Ikawa et al. (1978) revelaram a 

atividade antifúngica de um polieno, epirodin, produzido por Epicoccum nigrum. 

Nenhum dos extratos de endofíticos testados neste trabalho evidenciou 

atividade significativa contra o crescimento do fungo patogênico F. monophora apesar 

de os fungos a partir dos quais foram elaborados os extratos terem demonstrado 

atividade inibitória no teste de cultura pareada descrito anteriormente (ANEXO 13). 

Um dos motivos desse resultado pode ser devido à pouca solubilidade da substância 

antimicrobiana no meio de cultura utilizado, como afirmado por Marasciulo et al. 

(2006). Portanto, os extratos precisam futuramente ser avaliados por outras 

metodologias para determinar o potencial antifúngico contra F. monophora. 

 

FIGURA 15  ATIVIDADE DOS EXTRATOS DE ENDOFÍTICOS CONTRA O CRESCIMENTO DE 

Guignardia citricarpa  

Notas: A) Placa com disco de papel de filtro com água destilada autoclavada; B) disco com metanol 
(controle da ação do solvente); C) Disco com controle positivo glifosinato; D) Disco com controle positivo 
derosal; E) Disco com extrato do isolado FCU 055 cultivado em meio milho sólido, extraído com 
metanol, F) Disco com extrato metanólico FCU 042, arroz sólido; G) Disco com extrato metanólico do 
isolado FCU 028 cultivado em meio arroz sólido; H) Disco com extrato metanólico do isolado FCU 060 
cultivado em milho sólido; I) Disco com extrato metanólico do isolado FCU 055 cultivado em meio milho 
liquido; J) Disco com extrato de acetato de etila do isolado FCU 042 cultivado em meio milho líquido;K) 
Disco com extrato metanólico de do isolado FCU 028 cultivado em meio malte líquido; L) Disco com 
extrato de acetato de etila do isolado FCU 060 cultivado em meio malte liquido. 
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G E 
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5.2.4.2  Atividade dos extratos frente a bactérias e levedura 

Os resultados da ação dos extratos de endofiticos contra duas bactérias e 

uma levedura estão apresentados no quadro 7. 

Código do 
extrato 

Extrato de endofitico S. aureus P. aeruginosa C. albicans 

Controle 
gentamicina 

 30 mm 26 mm  

Controle 
nistatina 

   25 mm 

Controle 
negativo 

 - - - 

Controle de 
solvente 

 - - - 

1 028 1 FCU 028 MILHO ACETATO - 13 m - 

2 028 2 FCU 028 MAIZ  liq METANOL - - - 

3 028 3 FCU 028 MALTE ACETATO - 12 mm - 

4 028 4 FCU 028 MALTE METANOL - - - 

5 028 5 FCU 028 ARROZ SOLIDO METANOL - - - 

6 028 6 FCU 028 MILHO SOLIDO METANOL - - 11 mm 

7 042 1 FCU 042 MILHO liq ACETATO 13 mm - - 

8 042 2 FCU 042 MILHO liq METANOL - - - 

9 042 4 FCU 042 MALTE METANOL 18 mm - 15 mm 

10 042 5 FCU 042 ARROZ sólido METANOL - - 13 mm 

11 042 6 FCU 042 MILHO sólido METANOL 11 mm 11 mm - 

12 055 1 FCU 055 MILHO liq ACETATO - - - 

13 055 2 FCU 055 MILHO liq METANOL 13 mm 14 mm - 

14 055 4 FCU 055 MALTE METANOL - - - 

15 055 5 FCU O55 ARROZ sólido METANOL - 10 mm - 

16 055 6 FCU 055 MAIZ sólido METANOL - 15 mm - 

17 060 1 FCU 060 MILHO liq ACETATO - - - 

18 060 2 FCU 060 MILHO liq METANOL - - - 

19 060 3 FCU 060 MALTE ACETATO - - - 

20 060 4 FCU 060 MALTE METANOL - - - 

21 060 5 FCU 060 ARROZ sólido METANOL - - - 

22 060 6 FCU 060 MAIZ sólido METANOL - - 10 mm 

23 077 1 FCU 077 MILHO liq ACETATO - - - 

24 077 2 FCU 077 MILHO liq METANOL - 15 mm - 

25 077 3 FCU 077 MALTE liq ACETATO - - - 

26 077 4 FCU 077 MALTE liq METANOL -  - 

27 077 5 FCU 077 ARROZ sólido METANOL -  12 mm 

28 077 6 FCU 077 MAIZ sólido METANOL 13 mm 15 mm - 

29 054 1 FCU 054 MILHO liq ACETATO - - - 

30 054 2 FCU 054 MAILHOliq METANOL - - 11 mm 

31 054 3 FCU 054 MALTE liq ACETATO - - - 

32 054 4 FCU 054 MALTE liq METANOL - - - 

QUADRO 7  ATIVIDADE DOS EXTRATOS DE ENDOFÍTICOS FRENTE A BACTÉRIAS E 

LEVEDURA DE IMPORTÂNCIA CLÍNICA 

Notas: Código dos extratos (primeira coluna a esquerda) 1-32 números dos extratos; 028, 042, 054, 

055, 060 e 077 números de endofíticos; 1-6 tipo de solvente e meio de cultivo: 1, meio milho líquido 

solvente de extração acetato, 2 meio milho líquido solvente de extração metanol, 3 meio malte líquido 

solvente de extração acetato, 4 meio malte líquido solvente de extração metanol, 5 meio arroz sólido 

solvente de extração metanol, 6 meio milho sólido solvente de extração metanol. 
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Conforme a tabela 10, 15,2% dos extratos de endofíticos produziram halos 

de inibição contra S. aureus, 25% foram ativos contra P. aeruginosa e 18,8% tiveram 

atividade contra C. albicans. No teste de triagem, só o isolado FCU 055 apresentou 

atividade contra P. aeruginosa (ANEXO 12).  Os demais isolados endofíticos não 

tinham apresentado atividade antimicrobiana na triagem, porém alguns extratos 

demonstraram atividade, provavelmente pelo fato de que com a prolongamento do 

tempo de incubação, foi favorecida a produção de metabólitos secundários com 

atividade antimicrobiana. Estudos posteriores de determinação de concentração 

inibitória mínima, elucidação estrutural e toxicidade são necessários para melhor 

avaliação do potencial desses fungos como fontes de novos antibióticos. 

5.2.5 Variação da Produção de Compostos Antimicrobianos nos Diferentes 

Meios de Cultura 

Na análise comparativa dos dados obtidos nos quadros 7, 8 e 10 e no 

anexo 13 entre a atividade antifúngica  e antimicrobiana e meio de cultura utilizado, 

pode-se notar uma ampla variação na produção de compostos bioativos de acordo 

com o isolado fúngico e meio de cultura utilizados. Estes resultados estão em 

concordância ao afirmado por Frisvald e Filtenborg (1983); Thrane (1993); Demain 

(1998); Andersen et al. (2001); Demain (2006) e Frisvald et al. (2008), que sugerem 

que uma produção satisfatória de metabólitos secundários bioativos depende muito 

do meio de cultura onde o fungo é cultivado. Por exemplo, no quadro 8 estão 

apresentados os diferentes graus de inibição dos extratos obtidos de diferentes 

meios de cultura do isolado endofítico FCU 055 contra o crescimento micelial de G. 

citricarpa. O melhor resultado foi observado com o extrato cultivado em meio milho 

sólido (grãos), que tem a vantagem de ser um meio econômico. A menor 

porcentagem de inibição foi obtida com o extrato cultivado em meio Malte líquido. 

Também com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar a importância da 

pesquisa de produção de substâncias antimicrobianas não somente no caldo de cultura, 

como também realizar a extração do micélio. Stone, Polishook, e White, (2004) 

afirmaram que muitos dos compostos antifúngicos e antibacterianos obtidos de fungos 

endofíticos de plantas não gramíneas são intracelulares, motivo pelo qual há 

necessidade de extrair tanto o meio líquido como o micélio na procura de princípios 
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potencialmente bioativos. Esse fato pode ser evidenciado nos resultados expostos no 

quadro 9, por exemplo, o extrato do caldo malte do fungo endofítico FCU 028 produziu 

inibição de 6,2% contra o fungo G. citricarpa, porém o extrato obtido do micélio crescido 

no caldo produziu inibição de 24, 8% (4 vezes mais ativo em relação ao extrato do 

caldo). Em relação ao fungo FCU 060, tanto do caldo malte como do micélio crescido 

nesse meio foram extraídos compostos com semelhante poder de inibição contra G. 

citricarpa (23% e 23,6% respectivamente).  

Borges (2008) demonstrou que para o mesmo fungo os metabólitos 

variaram em funções das condições de cultivo. Genes que estão silenciados para a 

produção de um determinado metabólito podem se manifestar apenas pela simples 

variação de temperatura, fonte de carbono do meio ou areação.  

Código do extrato Meio e solvente % de inibição 

CP D Controle positivo Derosal 47,2 

CP G Controle positivo Glifosinato 44,1 

12 055 1 Milho líquido acetato (caldo) 21,1 

13 055 2 Milho líquido metanol (micélio) 21,1 

14 055 4 Malte líquido metanol (micélio) 13,0 

15 055 5 Arroz sólido metanol 33,5 

16 055 6 Milho sólido metanol 41,0 

QUADRO 8  PERCENTAGEM DE INIBIÇÃO DE CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO Guignardia 

citricarpa NA PRESENÇA DE DIFERENTES EXTRATOS DO FUNGO ENDOFÍTICO FCU 055 

Código do extrato Meio e solvente % de inibição  

CP D Controle positivo Derosal 47,2 

CP G Controle positivo Glifosinato 44,1 

1 028 1 Milho líquido acetato (caldo) 25,5 

2 028 2 Milho líquido metanol (micélio) 27,3 

3 028 3 Malte líquido acetato 6,2 

4 028 4 Malte líquido metanol 24,8 

5 028 5 Arroz sólido metanol 19,9 

6 028 6 Milho sólido metanol 23,6 

QUADRO 9  PERCENTAGEM DE INIBIÇÃO DE CRESCIMENTO MICELIAL DO FUNGO Guignardia 

citricarpa NA PRESENÇA DE DIFERENTES EXTRATOS DO FUNGO ENDOFÍTICO FCU 028  
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5.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) 

5.3.1 Cromatografia em Camada Delgada dos Extratos Vegetais 

Para a verificação da presença de classes de metabólitos secundários por 

meio de CCD foram selecionados 5 extratos de Croton urucurana. 

Reveladores e 
compostos 
detectados 

Uv 
curta 

Uv 
comprida 

Anisaldeido, 
açúcares, 

esteróides e 
terpenos 

Cloreto 
férrico, 

compostos 
fenólicos e 

ácidos 
hidroxámicos 

Dragendorf 
alcalóides 

Ninhidrina, 
compostos 

nitrogenados 

Hidroxido de 
potássio 

cumarinas e 
antraquinonas 

Vanillina 
ácido 

sulfúrico –
VAS, 

fenóis, 
esteroides 

e óleos 
esenciais 

1 Extrato bruto 
do caule C. 
urucurana 

N Abs Abs ( + ) ( + ) ( + ) ( + ) ( - ) ( + ) 

2 Fração 5 
Acetato de etila 

N Abs Abs ( + ) ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 

3 Fração 6 
Acetato de etila 

metanol 
N Abs Abs ( + ) ( + ) ( + ) ( + ) ( - ) ( + ) 

4 Fração 
Metanol 

 
N Abs Abs ( + ) ( + ) ( + ) ( + ) ( - ) ( + ) 

5 Extrato 
metanolico 

bruto folhas C. 
urucurana 

Abs Abs ( + ) ( - ) ( + ) ( + ) ( - ) ( + ) 

QUADRO 10  DETECÇÃO DE CLASSES DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS PRESENTES EM 

EXTRATOS DE Croton urucurana 

Notas: Abs: absorve; N Abs: não absorve; (+) presença; (-) ausência. 

Os resultados obtidos no quadro 10 evidenciam a presença de vários 

metabólitos secundários nos extratos vegetais. As cromatofolhas reveladas com 4 

reveladores diferentes podem ser observadas na figura 16. 

O único revelador que apresentou um resultado negativo para todos os 

extratos vegetais foi a solução metanólica de Hidról[phppl]xido de potássio, o que 

sugere  ausência  de cumarinas e antraquinonas nas amostras. 
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FIGURA16  CROMATOGRAFIAS EM CAMADA DELGADA DE EXTRATOS E FRAÇÕES DE Croton 

urucurana 

A) CCD revelada com anisaldeido, B) CCD revelada com cloreto férrico, C) CCD revelada com 

Dragendorf, D) CCD revelada com Vanillina-ácido sulfúrico, 1) Extrato bruto metanólico de casca do 

caule de Croton urucurana, 2) Fração acetato de etila do extrato bruto do caule, 3) Fração acetato de 

etila: metanol do extrato bruto do caule, 4) Fração metanólica do extrato bruto do caule, 5) Extrato 

bruto metanólico de folhas de C. urucurana. 

O extrato bruto metanólico de casca do caule que demonstrou ser o extrato 

vegetal mais ativo contra todas as bactérias testadas, particularmente ativo contra 

Pseudomonas aeruginosa (CIM: 0,1mg/mL), analisado através de cromatografia em 

camada delgada, acusou a presença de compostos fenólicos evidenciados com os 

reveladores cloreto férrico (manchas azuis) e vanillina ácido sulfúrico (manchas 

vermelhas), de acordo com Wagner e Bladt (1996) e Costa (2000). Também foi 

detectada a presença de compostos nitrogenados através dos reagentes 

Dragendorff e Ninhidrina.  Entre as frações ativas (acetato de etila, acetato de etila 

metanol e metanólica), a que teve um perfil cromatográfico mais semelhante ao 

extrato bruto foi a fração acetato de etila metanol, que coincidentemente, foi, entre 

as frações, a que se demonstrou mais ativa entre os microrganismos testados, 

porém com menos eficácia que o extrato bruto metanólico. Estes resultados estão 

em concordância ao estudo realizado por Rios e Recio (2005), que realizaram uma 

ampla revisão de artigos sobre a atividade antimicrobiana de plantas medicinais. 

Eles afirmaram que, na maioria dos casos, os compostos químicos de natureza 

fenólica estão envolvidos na atividade antimicrobiana. 

A B C D 

1    2    3    4    5 1     2    3     4     5 1    2    3    4     5 1    2    3    4     5 
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5.3.2  Cromatografia em Camada Delgada dos Extratos de Endofíticos 

Os resultados da CCD de 16 extratos de endofiticos ativos estão 

apresentados no quadro 11.  Através deste estudo em CCD demonstrou-se a 

presença de vários tipos de metabólitos nos extratos de fungos endofiticos de Croton 

urucurana. Foram feitas corridas cromatográficas de extratos ativos dos isolados 

endofíticos FCU 028, FCU 042, FCU 054 FCU 055, FCU 060 e FCU 077. Com os 

reagentes reveladores utilizados na CCD foi detectada a presença de esteroides e 

terpenos, compostos fenólicos, alcaloides e outros compostos nitrogenados, 

cumarinas e ou antraquinonas.  

A positividade nos resultados dos reveladores de Dragendorf e Ninhidrina 

poderia indicar a presença de compostos de natureza dicetoperazinica (pois são 

compostos que contêm nitrogênio na estrutura) que são freqüentemente isolados de 

fontes fúngicas. Várias atividades biológicas são atribuídas a este tipo de 

compostos: atividade antiproliferativa, citotóxica, antitumoral, imunomoduladora, 

antinematicida, e antibacteriana (ZHANG et al., 2007).  
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Uv 

corta 
Uv 

comprida 

Anisaldehido 
acucares, 

esteróides e 
terpenos) 

Cloreto 
ferricocompostos 
fenolicos e ácidos 

hidroxámico) 

Dragenddorf 
alcalóides 

Ninh 
compostos 

nitrogenados 
idrina 

Hidroxido de 
potássio, 

cumarinas e 
antraquinonas a 

Vanillina 
acido 

sulfúrico–
VAS, 

fenóis, 
esteroides 

e óleos 
essenciais 

FCU 028 
Milho 
liquido 
acetato 

N Abs Abs ( + ) (  - ) ( - ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 028 
Malte 
liquido 
acetato 

Abs Abs ( + ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( + ) 

FCU 042 
Malte 
liquido 
metanol 

Abs Abs ( + ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) 

FCU 042 
Arroz 
sólido 
metanol 

Abs Abs ( + ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) 

FCU 042 
Milho 
sólido 
metanol 

Abs Abs ( + ) ( - ) ( - ) ( + ) ( + ) ( + ) 

FCU 055 
Milho 
liquido 
acetato 

N Abs N Abs ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) ( - ) 

FCU 055 
Milho 
liquido 
metanol 

N Abs N Abs ( + ) ( - ) ( - ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 055 
Malte 
liquido 
metanol 

N Abs N Abs ( + ) ( - ) ( - ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 055 
Arroz 
sólido 
metanol 

N Abs Abs ( + ) ( - ) (  +  ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 055 
Milho 
sólido 
metanol 

N Abs Abs ( + ) ( + ) (  +  ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 060 
Arroz 
solido 
metanol  

Abs Abs ( + ) ( - ) ( + ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 060 
Milho 
sólido 
metanol 

N Abs N Abs (  -  ) ( - ) ( - ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 077 
Arroz 
sólido 
metanol 

Abs Abs ( + ) ( - ) ( + ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 077 
Milho 
líquido 
metanol 

N Abs N Abs ( + ) ( - ) ( - ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 077 
Milho 
sólido 
metanol 

N Abs N Abs ( + ) ( - ) ( - ) ( + ) ( - ) ( + ) 

FCU 054 
Milho 
liquido 
metanol 

N Abs N Abs ( + ) ( - ) ( - ) ( + ) ( - ) ( + ) 

QUADRO 11  DETECÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS EM EXTRATOS DE FUNGOS 

ENDOFITICOS DE Croton urucurana 

 



 

 
93 

 

FIGURA 17  EXTRATOS DO FUNGO ENDOFÍTICO FCU 055 CULTIVADOS EM DIFERENTES 

MEIOS DE CULTURA E ANALISADOS POR CCD  

A) Cromatofolha revelada com Anisaldeido, B) Cloreto férrico, C) Dragendorff, D) Ninhidrina, 1) 

Extrato de acetato de etila, meio milho líquido, 2) Extrato metanólico, meio milho líquido, 3) Extrato 

metanólico meio malte líquido, 4) Extrato metanólico meio arroz sólido, 5) Extrato metanólico meio 

milho sólido. 

Evidenciou-se também a variação do perfil cromatográfico de acordo com o 

meio de cultura utilizado, como observado na figura 16, comparando os extratos em 

diferentes meios de cultura do isolado endofítico FCU 055 Epicoccum sp.. Esse 

resultado está de acordo ao afirmado por Favaro (2009) e Wright, Osterhage e Konig 

(2003), que atribuem a esse fungo um metabolismo secundário altamente 

desenvolvido e diverso, o que o faz capaz de produzir vários tipos de metabólitos 

bioativos, como os descritos por Baute et al. (1978); Ikawa et al. (1978); Wright, 

Osterhage e Konig (2003) e Zhang et al. (2007). 

A produção de alcaloides por parte desse fungo foi só detectada em meio 

de cultura sólido. Um resultado semelhante foi o descrito por NIELSEN et al. (2004) 

em relação à produção de alcalóides por Penicillium solitum. 

Também se pode ter uma diferença na produção de compostos entre 

linhagens diferentes de uma mesma espécie de fungo, como observado por Mallea  

et al. (1993), que realizaram um estudo comparativo por cromatografia em camada 

delgada de extratos de diferentes isolados de Epicoccum purpurascens,  com 

atividade antimicrobiana, isolados de folhas de Quercus ilex e da atmosfera. A CCD 

A B C D 

1     2    3     4     5 1     2    3     4     5 1     2    3     4     5 1     2    3     4     5 
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detectou a presença de flavipina como um dos compostos presentes em todas as 

linhagens do Epicoccum analisadas, porém a substância Epicorazone B foi 

detectada somente nas duas linhagens mais ativas. 

Os resultados obtidos nos perfis cromatográficos em camada delgada 

evidenciam a importante influência das condições do meio de cultura e método de 

extração para a obtenção de metabólitos bioativos. Futuros trabalhos são 

necessários para a otimização de condições de cultura e extração, a fim de melhorar 

a produção dos compostos ativos. 

Comparando os metabólitos secundários detectados por CCD de extratos 

vegetais e fúngicos, pode-se afirmar que ambos organismos apresentam uma alta 

capacidade biossintética de produção de estruturas químicas pertencentes a 

diferentes grupos. Para se avaliar de maneira mais fidedigna a influência dos 

endofíticos no extrato bruto vegetal, devem ser realizados estudos químicos mais 

aprofundados como os realizados por Redko et al. (2006),que,  através de um 

estudo comparativo de perfis de HPLC de extratos vegetais de Erytrhina crista galli e 

do extrato de um fungo endofítico encontraram dois flavonoides presentes em 

ambos os extratos.  Onocha et al. (1995) e Yin et al. (2004) detectaram por meio de 

HPLC. a presença de típicos metabólicos fúngicos em extratos das plantas 

Anthocleista djalonensis e Helichrisum aureo-nitens, respectivamente. 
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CONCLUSÕES  

O extrato de casca do caule de Croton urucurana mostrou-se maior 

atividade antimicrobiana que o extrato de folhas. 

A presença de metabólitos secundários com atividade antimicrobiana em 

extratos de casca de C. urucurana foi comprovada. Os microrganismos mais 

sensíveis aos extratos vegetais testados foram as bactérias Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus e os fungos Microsporum gypseum e 

Fonsecaea monophora. 

O extrato bruto de casca do caule mostrou-se mais ativo que as frações, 

devido a um provável efeito sinérgico entre os princípios ativos produzidos pela 

planta.  

Microrganismos endofíticos de Croton urucurana com capacidade de 

produzir diferentes graus de inibição em bactérias e nos fungos patogênicos 

Fonsecaea monophora e Guignardia citricarpa foram isolados. 

O meio de cultivo e o modo de extração para produção de metabólitos 

secundários influenciam na obtenção de compostos bioativos. 

Os extratos bioativos da planta e dos fungos endofíticos contêm compostos 

pertencentes a vários grupos de metabólitos secundários como polifenóis, 

alcaloides, terpenos e cumarinas e ou antraquinonas. 

Futuros trabalhos devem ser realizados para melhor caracterização 

química dos compostos ativos, como também a otimização das condições de cultivo 

para a produção de compostos bioativos. 

Os compostos bioativos produzidos pelos fungos endofíticos possuem um 

importante potencial biotecnológico. 
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ANEXO 1  

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana CONTRA O FITOPATÓGENO Guignardia 

citricarpa 3305 (pareamento 1) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

QUADRO DE ANÁLISE 

G.L S.Q Q.M F F.V 

    6 107.05783 17.84297 14.4777 ** Tratamentos  

  20 24.64883 1.23244  Resíduo  

  26 131.70667   Total   

 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01) 

MÉDIAS E MEDIDAS 

1 Guignardia citricarpa 33/05      13.38 a             nr =  5 

2  FCU 027         10.00  bc          nr =  2 

3   FCU 042          7.33   c            nr =  3 

4 FCU 075           10.57  b            nr =  4 

5  FCU 103                   9.56 bc            nr =  3 

6 FCU 129            8.16  bc           nr =  5 

7 FCU 174           8.48   bc          nr =  5 

DMS = 3.62669  MG = 9.74444  CV% = 11.39269 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 2 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Guignardia 

citricarpa 3305 (pareamento 2) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 4 578.55083        144.63771       93.2592 ** 

Residuo 19 29.46750          1.55092                  

Total 23 608.01833                                   

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01) 

MÉDIAS E MEDIDAS 

1 Guignardia citricarpa 33/05      18.84 a             nr =  5     

 2   FCU 028       8.22   c            nr =  5     

 3   FCU 048               11.37  b           nr =  4     

 4   FCU 055                 18.46 a            nr =  5     

5   FCU 060       7.82   c            nr =  5     

 

DMS = 3.75137  MG = 13.00833  CV% = 9.57355   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 3 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Guignardia 

citricarpa 3305 (pareamento 3) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 5 447.93164         89.58633       25.6609 ** 

Residuo 22 76.80550          3.49116                  

Total 27 524.73714   

 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01) 

 

MÉDIAS E MEDIDAS 

1Guignardia citricarpa 33/05      18.25 a             nr =  4     

2 FCU 054          9.04  b            nr =  5     

3 FCU 067                 14.47 a            nr =  4     

4 FCU 077          9.02  b            nr =  5     

5 FCU 088                  16.20 a            nr = 5  

6 FCU 124                                    7.720  b          nr = 5     

 

DMS = 5.82170  MG = 12.17143  CV% = 15.35123   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 4 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Guignardia 

citricarpa 3305 (pareamento 4) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 10 107.37818         10.73782        7.5199 ** 

Residuo 38 54.26100          1.42792                  

Total 48 161.63918   

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01) 

MÉDIAS E MEDIDAS 

                         1 Guignardia citricarpa 33/05      11.70 a             nr =   5     

                         2 FCU 001                 7.125  cd          nr =   4     

                         3 FCU 037                7.55  bcd           nr =   4     

                         4 FCU 056                7.50  bcd           nr =   4     

                         5 FCU 081                9.25 abcd          nr =   4     

                         6 FCU 085                7.88  bcd           nr =   5     

                         7 FCU 087              10.27 ab            nr =   4     

                         8 FCU 136                 6.45    d            nr =   4     

                         9 FCU 143               7.94  bcd           nr =   5     

                        10 FCU 168                                9.62 abc            nr =   5     

                        11 FCU 172                                8.58  bcd           nr =   5     

DMS = 4.08606  MG = 8.59592   CV% =  13.90144   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 5 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Guignardia 

citricarpa 3305 (pareamento 5) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 1 76.17600         76.17600       15.2018 ** 

Residuo 8 40.08800 5.01100  

Total 9 116.26400   

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01) 

MÉDIAS E MEDIDAS 

1 Guignardia citricarpa 33/05              14.40 a  

      2    FCU 038                                            8.88  b                        

     DMS = 3.26358              MG =  11.64000                 CV% =  19.23133   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 6 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Guignardia 

citricarpa 3305 (pareamento 6) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 1 6.12500 6.12500 12.6289 * 

Residuo 6 2.91000 0.48500  

Total 7 9.03500   

* significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  

 

MÉDIAS E MEDIDAS 

1 Guignardia citricarpa 33/05      11.75 b                        

2 FCU 021                                   13.50 a       

                   

DMS = 1.20481  MG = 12.62500  CV% = 5.51619   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 7 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Fonsecaea 

monophora (pareamento 1) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 6 1043.26285 173.87714 25.7584 ** 

Residuo 19 128.25600 6.75032  

Total 25 1171.51885   

* significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  

 

MÉDIAS E MEDIDAS 

                         1 Fonsecaea monophora      31.42000 a            nr =   5     

                         2 FCU 027      18.85  b            nr =   2     

                         3 FCU 042      10.92  c            nr =   4     

                         4 FCU 075      18.97  b            nr =   4     

                         5 FCU 103     17.90  bc           nr =   2     

                         6 FCU 129      22.02  b            nr =   5     

                         7 FCU 174      17.30  bc          nr =   4     

DMS = 8.52442   MG = 20.36538  CV% =12.75761   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 8 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Fonsecaea 

monophora (pareamento 2) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 4 2286.16150        571.54038       88.5249 ** 

Residuo 15 96.84400          6.45627                  

Total 19 2383.00550   

* significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  

 

MÉDIAS E MEDIDAS 

                         1 Fonsecaea monophora               45.00 a               nr =   2     

                         2 FCU 028                                   13.44   c              nr =   5     

                         3 FCU 048                                    14.95   c             nr =   4     

                         4 FCU 055                                    28.35  b              nr =   4     

                         5 FCU 060                                    10.46   c             nr =   5     

 

DMS = 7.85158  MG = 19.13500  CV% =     13.27890   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 9 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Fonsecaea 

monophora (pareamento 3) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 5 3683.55663        736.71133       48.6886 ** 

Residuo 21 317.75300         15.13110                  

Total 26 4001.30963   

* significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  

 

MÉDIAS E MEDIDAS 

                         1 Fonsecaea monophora       45.12 a            nr =   5     

                         2 FCU 054          16.28   c          nr =   5     

                         3 FCU 067           25.85  b           nr =   4     

                         4 FCU 077           13.76   c          nr =   5     

                         5 FCU 088           30.72  b           nr =   4     

                         6 FCU 124          13.52   c          nr =   4     

 

DMS = 12.17710  MG = 24.30370  CV% = 16.00526   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 10 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Fonsecaea 

monophora (pareamento 4) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 10 3196.17228 3196.17228 61.1585 ** 

Residuo 34 177.68550 5.22604  

Total 44 3373.85778   

* significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  

 

MÉDIAS E MEDIDAS 

                         1 Fonsecaea monophora            31.40 a            nr =   5     

                         2 FCU 001         10.63   c          nr =   3     

                         3 FCU 037          10.68   c           nr =   5     

                         4 FCU 056          27.24 a             nr =   5     

                         5 FCU 081          26.30 a             nr =   4     

                         6 FCU 085         15.63  bc           nr =   3     

                         7 FCU 087         17.23  b            nr =   3     

                         8 FCU 136                                 11.80  bc           nr =   4     

                         9 FCU 143                                 10.28   c            nr =   5     

                        10 FCU 168                                 29.67 a             nr =   4     

                        11 FCU 172                                 11.35  bc          nr =   4     

DMS = 7.87703  MG = 18.77778  CV% = 12.17425   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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ANEXO 11 

ANOVA E TESTES DE MÉDIAS DAS INTERAÇÕES ENTRE OS ISOLADOS 

ENDOFÍTICOS DE Croton urucurana contra o fitopatógeno Fonsecaea 

monophora (pareamento 5) 

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO 

F.V G.L S.Q Q.M F 

Tratamentos 1 128.00000 128.00000 8.4526 * 

Residuo 6 90.86000 15.14333  

Total 7 218.86000   

* significativo ao nível de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)  

                       

 MÉDIAS E MEDIDAS 

   1 Fonsecaea monophora        29.20 a                         

                         2 FCU 038               21.20  b                        

DMS = 6.73220   MG = 25.20000                CV% = 15.44224   

As médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si. Foi 

aplicado o Teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade 
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ANEXO 12 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE FUNGOS ENDOFÍTICOS 

CONTRA BACTÉRIAS E LEVEDURA DE IMPORTÂNCIA CLÍNICA 

 

Código do 
endofitico 

S. aureus E. faecalis S. mutans E. coli P. aeruginosa C. albicans 

FCU 001 - - - - - - 

FCU 021 - - - - - - 

FCU 027 12 mm - - - - 9 mm 

FCU 028 - - - - - - 

FCU 037 - - - - - - 

FCU 038 - - - - - - 

FCU 042 - - - - - - 

FCU 048 - - - - - - 

FCU 054 - - - - - - 

FCU 055 - - -  13 mm - 

FCU 056 - - - - - - 

FCU 060 - - - - - - 

FCU 067 - - - - - - 

FCU 075 - - - - - - 

FCU 077 - - - - - - 

FCU 081 - - - - - - 

FCU 085 - - - - - - 

FCU 087 - - - - - - 

FCU 088  - - - - - 

FCU 103 - -  - - - 

FCU 124 - - - - - - 

FCU 129 - - - - - - 

FCU 136 - - - - - - 

FCU 143 - - - - - - 

FCU 168 - - - - - - 

FCU 172  - - - - - - 

FCU 174 - - - -  - 
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ANEXO 13 

AVALIAÇÃO DA AÇÃO DOS EXTRATOS DE ENDOFÍTICOS SOBRE O 

CRESCIMENTO MICELIAL DE Guignardia citricarpa E Fonsecaea monophora 

 

  Guignardia  citricarpa Fonsecaea  monophora 

Código 
do        

extracto 
EXTRATO / CONTROLES 

Diâmetro 7 
días em 

mm 

% de 
inibição 

Diâmetro 7 
días em 

mm 

% de 
inibição 

 Controle                                                                 
de crecimiento 

16,1 - 20,9  

 Controle solvente MeOH 15,8 1,9% 22,5   

 Control positivo Derosal   8,5  47,2% 19,1  8,6% 

 Control  positivo Glifosinato   9,0 44,1% -  

 Controle positivo Fluconazol - - 18,1  13,4% 

 Controle positivo Nistatina - - 17,8  14,4% 

1 028 1 FCU 028 MILHO liq. ACETATO  12,0 25,5% 19,1  8,6% 

2 028 2 FCU 028 MILHO  liq. METANOL 11,7 27,3% 19,7  5,7% 

3 028 3 FCU 028 MALTE ACETATO 15,1 6,2% 20,7 0,96% 

4 028 4 FCU 028 MALTE METANOL 12,5 24,8% 21,4 - 

5 028 5 FCU 028 ARROZ Sol.METANOL 12,9 19,9% 20,8 0,48% 

6 028 6 FCU 028 MILHO Sol METANOL 12,3 23,6% 18,7 10,53% 

7 042 1 FCU 042 MILHO liq ACETATO 13,1 18,6% 23,2 - 

8 042 2 FCU 042 MILHOl iq METANOL 14,4 10,6% 25,2 - 

9 042 4 FCU 042 MALTE METANOL 11,9 26,1% 25,0  - 

10 042 5 FCU 042 ARROZ sol. METANOL 11,4 29,2% 28,7 - 

11 042 6 FCU 042 MILHOsol. METANOL 13,7 14,9% 21,0 - 

12 055 1 FCU 055 MILHO liq ACETATO 12,7 21,1% 25,2 - 

13 055 2 FCU 055 MILHO liq METANOL 12,7 21,1% 20,2 3,3% 

14 055 4 FCU 055 MALTE METANOL 14,0 13,0% 26,6 - 

15 055 5 FCU O55 ARROZ sol.METANOL 10,7 33,5% 21,0 - 

16 055 6 FCU 055 MILHO sol. METANOL 9,5 41,0% 21,5 - 

17 060 1 FCU 060 MILHO liq. ACETATO 13,4 16,8% 27,3  

18 060 2 FCU 060 MILHO liq. METANOL 13,2 18,0 % 20,7 0,96% 

19 060 3 FCU 060 MALTE liq. ACETATO 12,4 23,0% 23,2 - 

20 060 4 FCU 060 MALTE liq. METANOL 12,3 23,6% 27,7 - 

21 060 5 FCU060 ARROZ sol.  METANOL 11,9 26,1% 22,9 - 

22 060 6 FCU 060 MILHO sólido METANOL 10,9 32,3% 25,8 - 

23 077 1 FCU 077 MILHOliq ACETATO 11,6 28,0% 21,3 - 

24 077 2 FCU 077 MILHO liq METANOL 11,4 29,2% 15,3 26,8% 

25 077 3 FCU 077 MALTE liq ACETATO 10,4 35,4% 20,5 1,9% 

26 077 4 FCU 077 MALTE liq METANOL 10,4 35,4%   

27 077 5 FCU 077 ARROZ sol. METANOL 13,8 14,3% 25,4 - 

28 077 6 FCU 077 MILHO sólido METANOL 14,9 7,5% 23,0 - 

29 054 1 FCU 054 MILHO liq ACETATO 11,5 28,6% 19,9 4,8% 

30 054 2 FCU 054 MILHO liq METANOL 12,5 22,4% 32,8 - 

31 054 3 FCU 054 MALTE liq ACETATO 11,7 27,3% 22,9 - 

32 054 4 FCU 054 MALTE liq METANOL 11,3  29,8% 21,0 - 

 

Notas Código dos extratos (primeira coluna a esquerda) 1-32 números dos extratos; 028, 042, 054, 

055, 060 e 077 números de endofiticos; 1-6 tipo de solvente e meio de cultivo: 1, meio milho liquido 

solvente de extração acetato, 2 meio milho liquido solvente de extracao metanol, 3 meio malte liquido 

solvente de extração acetato, 4 meio malte liquido solvente de extração metanol, 5 meio arroz sólido 

solvente de extração metanol, 6 meio milho sólido solvente de extração metanol. 
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ANEXO 14 

CRISTAIS PRODUZIDOS EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA PELO 

ISOLADO ENDOFITICO FCU 028  

 

 

 

 

 

 

400 x 400 x 

400 x 400 x 

400 x 400 x 
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ANEXO 15 

CRISTAIS PRODUZIDOS EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA PELO 

ISOLADO ENDOFITICO FCU 054 

 

 

 

 

 

 

 

 

100 x 400 x 

400 x 400 x 

400 x 400 x 
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ANEXO 16 

CRISTAIS PRODUZIDOS EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA PELO 

ISOLADO ENDOFITICO FCU 054 

 

 

 

 

400 x 400 x 400 x 

400 x 400 x 100 x 
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ANEXO 17 

CRISTAIS PRODUZIDOS EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA PELO 

ISOLADO ENDOFITICO FCU 077 

 

 

 

 

 

 

400 x 

400 x 400 x 

400 x 400 x 

400 x 

400 x 

400 x 

400 x 

400 x 

400 x 

400 x 
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ANEXO 18 

LOCAL DA COLETA DE FOLHAS E CASCA DO CAULE DE Croton urucurana, 

DEPARTAMENTO DE AMAMBAY  PARAGUAI 
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