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RESUMO 

 

Pesquisas direcionadas ao descobrimento de novos agentes antimicrobianos 

provenientes de produtos naturais apresentam grande relevância. A crescente 

frequência de infecções resistentes a antibióticos demonstra claramente que novas 

drogas são imprescindíveis para a medicina atual. Dentre os compostos com 

potencial terapêutico oriundos da natureza, os metabólitos secundários sintetizados 

por fungos endofíticos, têm atraído a atenção de pesquisadores em todo mundo. 

Estudos demonstraram a capacidade dos fungos endofíticos em produzir um grande 

número de compostos com diferentes atividades biológicas. Neste estudo, foram 

avaliados os extratos acetato de etila (EtOAc) obtidos após cultivo submerso do 

fungo endofítico Lasiodilodia sp., os quais apresentaram atividade antimicrobiana 

significativa. Para determinar as melhores condições de cultivo, o fungo foi cultivado 

inicialmente em meio Czapek, em modo estático e agitado, e amostras do caldo de 

cultivo foram retiradas em diferentes períodos para avaliar a produção de extrato 

EtOAc e seu potencial antimicrobiano frente a linhagens ATCC de Staphylococcus 

aureus, Candida albicans e Escherichia coli, através de ensaios de Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Microbicida Mínima (CMM). O cultivo por 12 

dias, em modo estático, foi selecionado por produzir maior massa de extrato EtOAc, 

rico em metabólitos secundários (154mg/300mL). A Metodologia da Superfície de 

Resposta (MSR) foi utilizada para maximizar a produção desse extrato, sendo 

realizado um Delineamento de Composto Central Rotacional 23, com seis pontos 

axiais e três repetições no ponto central, totalizando 17 ensaios, no qual as variáveis 

independentes foram glicose, sacarose, NaNO3, e a variável dependente foi a massa 

de extrato EtOAc, obtida após o cultivo. De acordo com o planejamento experimental 

realizado, as melhores condições de cultivo foram 15 g.L-1 de glicose, 24 g.L-1 

sacarose e 0,85 g.L-1 de NaNO3. Foi possível aumentar a produção em massa de 

extrato EtOAc em 84%. A atividade antimicrobiana dos extratos mantiveram-se 

satisfatórias frente a S. aureus e C. albicans, sendo possível inferir que nas 

condições do estudo, Lasiodiplodia sp. produziu substâncias com características 

antimicrobianas de relevância biotecnológica.  

 

Palavras-chave: Fungo endofítico; otimização de processo; atividade antimicrobiana. 

 



 
 

 

ABSTRACT  

 

Studies on discovering new antimicrobial agents from natural resources have great 

relevance. The increase in the frequency of resistant pathogens to commercial 

antibiotics clearly demonstrates that new drugs are necessary for current medicine. 

Among the compounds with therapeutic potential from nature, secondary metabolites 

produced by endophytic fungi have attracted a lot of attention. Literature has 

demonstrated that endophytic fungi have the ability to produce a plethora of 

compounds with various biological activities. In this study, ethyl acetate extracts 

(EtOAc) obtained after Lasiodiplodia endophyte cultivation, showed relevant 

antimicrobial activity. To determine the best fermentation conditions, Lasiodiplodia 

was cultivated in Czapek medium, in static and stirred mode, and broth samples were 

taken at different times of cultivation to evaluate the production of antimicrobial 

compounds from EtOAc extracts, which were evaluated against ATCC 

Staphylococcus aureus, Candida albicans and Escherichia coli strains, through the 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Microbicide Concentration 

(MMC). The fermentation after 12 days in static mode was selected for producing 

larger EtOAc mass extract (154mg/300mL). The Response Surface Methodology 

(RSM) was used to maximize the production of this extract, a Central Composite 

Rotational Design 23 was performed, with six-star points and three repetitions at the 

central point, totaling 17 essays, whose the independent variables were glucose, 

sucrose, NaNO3, and the dependent variable was EtOAc dry mass production. 

Regarding the experimental design, the optimum fermentation conditions were 15 

g.L-1 of glucose, 24 g.L-1 of sucrose and 0.85 g.L-1 of NaNO3, yielding an improvement 

of 84% in EtOAc dry mass extract. The antimicrobial activity of the extracts remained 

satisfactory against S. aureus and C. albicans, and it is possible to suggest that 

under the conditions studied herein, Lasiodiplodia sp. is able to produce substances 

with antimicrobial properties which is biotechnologically relevant. 

 

Keywords: Endophytic fungus; process optimization; antimicrobial activity. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Abordagens inovadoras são necessárias para o desenvolvimento de novos 

medicamentos, em razão do frequente crescimento da resistência antimicrobiana 

adquirida por patógenos, do surgimento de novas doenças e da redução da 

eficiência de muitos medicamentos disponíveis para tratamento (PATIL; PATIL; 

MAHESHWARI, 2016; ROSSITER; FLETCHER; WUEST, 2017; XIE et al., 2015). Os 

produtos naturais, frequentemente definidos como compostos derivados de fontes 

naturais que possuem atividades biológicas, são valiosos recursos na síntese de 

substâncias com atividades biológicas, e apresentam uma importante vertente no 

desenvolvimento de novos medicamentos (RAHMAN; SARKER, 2020).  

Dentre os compostos com potencial terapêutico oriundos da natureza, os 

metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos, microrganismos que 

colonizam tecidos saudáveis  de plantas, têm atraído muita atenção  (DESHMUKH et 

al., 2018; GOLINSKA et al., 2015). Lasiodiplodia é um gênero de fungos 

pertencentes a família Botryosphaeriaceae, que exibem diversos estilos de vida, 

inclusive o endofítico (DE SILVA et al., 2019). As espécies de Lasiodiplodia são 

relacionadas com a produção de compostos bioativos com diversas características, 

antibacterianas (DZOYEM et al., 2017; FÉLIX et al., 2018; MORON; LIM, 2018), 

antioxidantes (KUMAR et al., 2019; QIAN et al., 2014), anticancerígenas 

(DHAYANITHY; SUBBAN; CHELLIAH, 2019; PANDI et al., 2011; SAH; SUBBAN; 

CHELLIAH, 2017) entre outras. Os endófitos são capazes de sintetizar moléculas 

idênticas ao de sua planta hospedeira e por isso há grande tendência ao isolamento 

e uso de fungos endofíticos de plantas medicinais para obtenção de compostos 

bioativos (RANA et al., 2020; SINGH; DUBEY, 2015; UZMA et al., 2018).  

A biossíntese de substâncias com potencial bioativo, pelo fungo endofítico, 

pode ocorrer por meio de processos de cultivo em estado sólido (CES) ou submerso 

(CS) (TABARAIE et al., 2020). Muitas vezes, os processos de obtenção de 

metabólitos secundários resultam em baixos rendimentos podendo não garantir o 

emprego racional da tecnologia em escala industrial. Neste sentido, técnicas de 

planejamento experimentais são empregadas para a otimização desses processos 

(SILVA et al., 2019; YUN et al., 2018).  

O planejamento experimental traduzido do termo Design of Experiments 

(DOE), compreende um grande número de métodos usados para o estudo eficiente 
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e sistemático de sistemas e processos. Na execução do DOE, há a variação dos 

fatores controláveis de uma forma sistemática de modo que o impacto dos fatores, 

bem como o impacto de suas interações, na resposta possa ser distinguido, em 

algum grau, com a ajuda de métodos de análise de dados multivariados (AGBOGBO 

et al., 2020; VON STOSCH; WILLIS, 2017).  

As principais vantagens desses delineamentos envolvem a análise simultânea 

de múltiplas variáveis, permitindo alcançar uma melhor combinação das variáveis no 

intuito de se otimizar o produto final ou o processo, através de maior precisão 

estatística possível na resposta, reduzindo o número de tentativas ou repetições e, 

consequentemente, diminuindo a mão de obra, o tempo e o custo final (BACO et al., 

2019; NARENDERAN; MEYYANATHAN; KARRI, 2019; RODRIGUES; IEMMA, 2014; 

UHORANINGOGA et al., 2018).  

 Neste contexto, a presente pesquisa permitiu desenvolver o estudo para 

aumentar a produção de extratos obtidos no cultivo do fungo endofítico Lasiodiplodia 

sp., isolado a partir de folhas da espécie vegetal Handroanthus impetiginosus, uma 

planta medicinal comumente conhecida como “ipê roxo” com reconhecidas 

propriedades curativas (MALANGE et al., 2019).  

 

1.1 OBJETIVOS  

 

1.1.1 Objetivo geral  

 

Otimizar as condições do meio de cultivo para o endófito Lasiodiplodia sp., 

visando maximizar a produção de extrato orgânico acetato de etila, com atividade 

antimicrobiana.  

 

1.1.2 Objetivos específicos  

 

a) Realizar uma curva de crescimento para Lasiodiplodia sp., cultivado de 

forma estática e agitada; 

b) Determinar o tempo de cultivo submerso para obtenção de maiores massas 

de extratos acetato de etila secos e melhores atividades antimicrobianas; 
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c) Determinar o melhor modo de cultivo submerso, estático ou agitado, para 

melhorar o rendimento dos extratos secos e melhores atividades 

antimicrobianas; 

d) Otimizar o meio de cultivo alterando as fontes de carbono e nitrogênio; 

e) Validar o processo nas condições otimizadas; 

f) Realizar uma curva de crescimento para Lasiodiplodia sp. com as 

condições otimizadas; 

g) Determinar o tempo de cultivo submerso para maior obtenção de extrato 

seco e melhor atividade biológica, nas condições otimizadas. 
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2 REFERÊNCIAL BIBLIOGRÁFICO  

 

2.1 PLANTAS MEDICINAIS 

 

Produtos naturais são substâncias provenientes do metabolismo secundário 

de plantas, animais, microrganismos, organismos marinhos ou insetos (PHAM et al., 

2019). Esses produtos são utilizados há milhares de anos pelos humanos, devido as 

suas propriedades medicinais. Além disso, eles são quimicamente diversos com 

várias atividades biológicas e são as fontes mais valiosas de descoberta e 

desenvolvimento de fármacos (ABDEL-RAZEK et al., 2020). As plantas se destacam 

como a principal fonte de metabólitos utilizados na medicina tradicional (MORESKI; 

BUENO; DE SOUZA LEITE-MELLO, 2018; STROBEL; DAISY, 2003), pois sintetizam 

grande quantidade de compostos bioativos, como fenólicos e polifenóis, alcaloides, 

terpenoides e óleos essenciais, lectinas, entre outros (OTHMAN; SLEIMAN; ABDEL-

MASSIH, 2019), que são aplicados em tratamentos de diversas enfermidades, em 

consequência de suas propriedades, baixo custo e muitas vezes por apresentarem 

menores efeitos indesejáveis a partir de sua administração (CARY; PETERLIN, 

2018; CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013; VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; 

BARREIRO, 2006).  

As plantas têm sido utilizadas como medicamentos há mais de 5000 

anos. Segundo a OMS, cerca de 80% da população mundial ainda depende 

principalmente de medicamentos à base de plantas (URITU et al., 2018). O conjunto 

de efeitos terapêuticos associados às plantas medicinais engloba propriedades 

antimicrobianas, anti-inflamatórias, antitumorais, antimaláricas, analgésicas, entre 

outras (ANAND et al., 2019; AYE et al., 2019; ONAH, 2020a). Várias plantas são 

descritas na literatura de acordo com suas propriedades medicinais, podem-se citar 

exemplos como:  

 A babosa, Aloe vera, pertencente à família Asphodelaceae é uma espécie de 

planta suculenta do gênero Aloe, que apresenta efeitos anti-inflamatórios e 

regenerativos, ela tem sido usada para fins terapêuticos por várias culturas 

devido aos seus efeitos cicatrizantes (KHOLIYA; GANGWAL; SHARMA, 2020; 

LORDANI et al., 2018; SINGH et al., 2020); 

 Os frutos de Aegle marmelos, pertencente à família Rutaceae, são usados 

principalmente  no tratamento de disenteria, úlcera, e como laxante (BALIGA 
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et al., 2011; DEBBARMA et al., 2017; RAKULINI; KALAICHELVI, 2019). 

Também apresentam atividades antioxidante, antibacteriana, antifúngica, 

antiviral, antiproliferativa, antimalárica, analgésica, dentre outras (BHAR; 

MONDAL; SURESH, 2019; DEBBARMA et al., 2017); 

 O gengibre, Zingiber officinale, pertence à família das Zingiberacea é 

considerado um tempero importante, com inúmeros benefícios à saúde. Seus 

rizomas têm sido usados no tratamento de problemas estomacais, náuseas, 

vômitos, diabetes, dores musculares, febre, cãibras, dor de dente, asma e 

doenças infecciosas (HANIADKA et al., 2013; ROGER et al., 2020; SHAHIDI; 

HOSSAIN, 2018);  

 O orégano, Origanum vulgare, pertencente à família Lamiaceae, tem suas 

folhas e flores utilizados na medicina tradicional para o tratamento de 

resfriados, feridas, tosse, problemas de pele e gastrointestinais (DO 

NASCIMENTO et al., 2020; IBADULLAYEVA et al., 2012; URITU et al., 2018); 

 A canela, Cinnamomum verum, pertencente à família Lauraceae, contém 

óleos essenciais, além de constituintes ativos, como ácido cinâmico, 

cinamaldeído e cinamato, associados a vários benefícios à saúde, ela exibe 

uma ampla gama de efeitos terapêuticos, como antioxidante, anti-inflamatório, 

anticâncer, antidiabético, antimicrobiano e também possui atividades contra 

distúrbios neurológicos (RAO; GAN, 2014; SHAHIDI; HOSSAIN, 2018; SINGH 

et al., 2020); 

 O alho, Allium sativum da família Alliaceae contém uma alta concentração de 

aminoácidos sulfurados não protéicos responsáveis por suas características 

medicinais, com potencial antimicrobiano, antiprotozoário, antifúngico, 

antitrombótico, analgésico, coagulante, antiasmático, antipirético, anti-

hipertensivo, anticoagulante, antiasmático, antioxidante e anticarcinogênico 

(MORALES-GONZÁLEZ et al., 2019; OVESNÁ; MITROVÁ; KUČERA, 2015). 

O efeito terapêutico de alguns metabólitos secundários isolados de plantas 

medicinais é bem consolidado na literatura. Metabólitos como flavonoides, 

esteroides, alcaloides, terpenos, taninos e ligninas, demonstram diversas 

propriedades farmacológicas, dentre elas, notável potencial antimicrobiano quando 

usados isoladamente e como potenciais agentes modificadores de resistência (AIDI 

WANNES et al., 2017; ONAH, 2020b, 2020a; OTHMAN; SLEIMAN; ABDEL-MASSIH, 

2019). 
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2.2 IPÊ ROXO – Handroanthus impetiginosus 

 

Popularmente conhecida como ipê roxo ou pau d'arco, a Handroanthus 

impetiginosus (FIGURA 1), é uma árvore que pertence à família Bignoniaceae, 

comumente encontrada nas florestas tropicais de alguns países da América do Sul, 

incluindo Brasil, Paraguai e norte da Argentina (PARK et al., 2018; ZHANG et al., 

2020a). É largamente utilizada, na indústria madeireira para produção de mobílias, e 

na medicina tradicional para o tratamento de diferentes tipos de câncer, obesidade,  

problemas cardíacos e estomacais, depressão, infecções bacteriana, fúngicas e  

virais, febre, anemia, conjuntivite e sintomas inflamatórios, como dor, artrite, colite, 

inflamações nos rins, pele e garganta e feridas (AHMAD et al., 2020; YADA et al., 

2018; ZHANG et al., 2020a). 

Os brasileiros têm tradicionalmente usado essa planta para fins terapêuticos, 

como anti-inflamatórios, analgésicos e antiofídicos contra veneno de cobra 

(MALANGE et al., 2019). Os curandeiros tradicionais no Brasil prescreveram o ipê 

roxo para o tratamento de câncer e prevenção ou tratamento de tumor. As cascas 

dos ipês são usadas na medicina tradicional, no preparo de infusões e tinturas, com 

finalidade analgésica, antitumoral e contra úlceras pépticas e diabetes (DE MELO et 

al., 2011). Seu uso extensivo tem motivado a realização de estudos científicos que 

levaram à determinação da presença de compostos bioativos, corroborando seu 

potencial fitoterápico (BORIOLLO et al., 2017; ZHANG et al., 2020a). 
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Figura 1 – Fotografia do ipê roxo – Handroanthus impetiginosus. 

 

Fonte: DO AUTOR (2019). 

 

Foram descritos na literatura compostos presentes no ipê, tais como as 

furanonaftoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas, cumarinas, ácido antraquinona-

2-carboxílico, derivados do ciclopentano, derivados do benzaldeído, derivados do 

ácido benzoico, e compostos voláteis (GÓMEZ CASTELLANOS; PRIETO; 

HEINRICH, 2009; PARK et al., 2018; PIRES et al., 2015; ZHANG et al., 2020a). 

Suas propriedades biológicas têm sido associadas principalmente à presença 

de naftoquinonas, que constituem o grupo químico ativo mais predominante na 

planta. A característica fundamental da química da quinona é sua facilidade de sofrer 

redução e, portanto, sua capacidade de atuar como um agente oxidante. Essa 

propriedade redox é impulsionada pela formação de um sistema totalmente 

aromático. Entre as naftoquinonas, o lapachol, que inibe a proliferação de células 

tumorais, e seu derivado, uma quinona, a β-lapachona, que exibe forte toxicidade 

em células murinas e humanas, são as duas substâncias que mais despertaram 

interesse, em razão da sua ação antitumoral (PINTO; DE CASTRO, 2009; PIRES et 

al., 2015; ZHANG et al., 2020a). 

O lapachol foi isolado pela primeira vez do ipê em 1882, e foi inicialmente 

empregado por exibir atividades antimalárica, antitumoral, antifúngica, leishmanicida, 

bactericida e antiparasitária (STRAUCH et al., 2019). Lapachol, 2-hidroxi-3-(3-metil-
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2-butenil-)-1,4-naftoquinona, C15H14O3 (HUSSAIN; GREEN, 2017), é o composto 

quinônico mais abundante na família Bignoniaceae. Já a β-lapachona e seu isômero 

-lapachona podem ser obtidos de forma natural, extraídos da casca do ipê, ou 

sintetizados a partir do lapachol. A esses compostos foram atribuídas várias 

atividades biológicas de interesse clínico (ARAÚJO; ALENCAR; ROLIM NETO, 2002; 

CARDOSO et al., 2013; MACEDO et al., 2013; PIRES et al., 2015). 

Os primeiros efeitos anticâncer do lapachol foram avaliados em 1968 e ele 

demonstrou possuir potentes efeitos em relação a tumores em ratos (RAO; 

MCBRIDE; OLESON, 1968). Em 1980, foi relatada a cura de pacientes com diversos 

tipos de câncer, como de mama, próstata, fígado, rim e colo uterino, utilizando 

lapachol, (HUSSAIN; GREEN, 2017; SANTANA; SILVA, 1980). Análogos de lapachol 

foram preparados e incorporados no tratamento de câncer de mama, próstata, 

pulmão, melanoma, leucêmico, ovário, glioblastoma, cólon e rim (FIORITO et al., 

2014; HUSSAIN; GREEN, 2017).  

Foi estabelecido que o lapachol possui diversos efeitos biológicos, como 

anticancerígeno, antimalárico, analgésico, antiviral, antiparasitário, antipsoriático, 

antioxidante, antimicrobiano, antimetastático, leishmanicida, anti-inflamatório, anti-

abscesso, anti-tripanosoma cruzi, antiendêmico, fungicida, cercaricida, bactericida, 

pesticida, termiticida, moluscicida, esquistossomicida e inseticida. Além disso, o 

lapachol demonstrou possuir efeitos antiangiogênicos quando coordenado ao 

bismuto (III) (AHMAD et al., 2020; HUSSAIN; GREEN, 2017). 

Apesar dessas possibilidades terapêuticas, em 1974, o Instituto Nacional do 

Câncer concluiu que, devido às altas concentrações necessárias para que esse 

fármaco atuasse como um agente quimioterápico eficaz, infelizmente, resultou em 

efeitos colaterais muito tóxicos. Desta forma, o lapachol passou a ter um baixo 

potencial terapêutico devido aos seus efeitos adversos tóxicos (CASTRO; DE 

SOUZA; PEREIRA, 2020; HUSSAIN et al., 2007; MARQUES et al., 2020). No 

entanto, nenhum desses estudos considerou os efeitos do lapachol a nível 

molecular. Esta informação forma a base para desenvolver a síntese de novos e 

inovadores análogos de lapachol que podem ser usados como o ponto de partida em 

futuros desenvolvimentos desta molécula biológica potencialmente ativa (HUSSAIN 

et al., 2007).  

Pesquisas anteriores indicaram vários efeitos farmacológicos de extratos 

brutos e compostos químicos do ipê roxo, em uma série de modelos in vitro e 
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animais. As atividades observadas foram antibacteriana, antioxidante, antifúngica, 

antinociceptiva, antidiabética, antiedema, anti-inflamatória e anticâncer em diferentes 

concentrações ou doses (ZHANG et al., 2020a). Devido ao espectro farmacológico 

exibido pelas plantas medicinais, várias espécies foram declaradas ameaçadas com 

risco de extinção devido à grande demanda pelos compostos bioativos e seus 

derivados. Alternativas adequadas para a biossíntese aprimorada desses compostos 

estão sendo investigadas, para maximizar sua produção e diminuir a exploração de 

plantas economicamente importantes (BIBI et al., 2020; SATHEESAN; SABU, 2020). 

 

2.3 FUNGOS ENDOFÍTICOS 

 

Os microrganismos que são definidos como endófitos compreendem, 

principalmente, fungos e bactérias que colonizam e habitam internamente as 

espécies vegetais de forma assintomática durante toda ou parte de sua vida 

(ZHANG et al., 2020b). Eles exibem uma associação simbiótica com os tecidos da 

maioria das plantas e às vezes podem ser patogênicos (FADIJI; BABALOLA, 2020). 

Eles se distinguem dos fitopatógenos, que acometem as plantas causando doenças, 

e dos epifíticos, que são encontrados na superfície dos órgãos e tecidos vegetais 

(AZEVEDO, 2014; HARDOIM et al., 2015; STIERLE; STIERLE, 2015).  

Os endófitos podem produzir compostos biologicamente ativos, que são muito 

importantes para aumentar a sua adaptabilidade e de suas plantas hospedeiras, 

incluindo tolerância a estresses bióticos e abióticos (GOLINSKA et al., 2015; RAI et 

al., 2014). Eles também são capazes de sintetizar compostos biologicamente ativos 

que são, muitas vezes, semelhantes ou idênticos aos de plantas hospedeiras ou 

mesmo completamente diferentes, surgindo assim como uma alternativa a utilização 

de plantas medicinais (RANA et al., 2020; UZMA et al., 2018). 

Dentre os microrganismos associados com plantas medicinais, os fungos 

endofíticos vêm despertando interesse no cenário mundial, como fontes para síntese 

de novos compostos bioativos, incluindo alcaloides, peptídeos, terpenoides, 

quinonas, flavonoides, compostos alifáticos e fenóis  (DESHMUKH et al., 2018; 

GOLINSKA et al., 2015; KHARWAR et al., 2011; STROBEL; DAISY, 2003). A 

interação entre os endófitos e suas plantas hospedeiras é uma das melhores 

abordagens ambientalmente amigáveis para produção otimizada de compostos 

bioativos (SATHEESAN; SABU, 2020). Portanto, o isolamento de endófitos de 
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plantas medicinais pode fornecer novas oportunidades para biossíntese de novos 

compostos que podem ser aplicados na indústria farmacêutica, química, alimentícia, 

agricultura e na medicina (BIBI et al., 2020; DE MEDEIROS et al., 2018; 

DESHMUKH et al., 2018; JEEWON et al., 2019). 

 Os fungos endofíticos são fungos filamentosos, constituídos, em sua maioria, 

por hifas, estruturas microscópicas, que formam o micélio, estrutura macroscópica 

(CAFÊU et al., 2005). Sua transmissão pode ocorrer de forma horizontal, onde 

esporos, sexuados ou assexuados, transportados pelo ar, água ou insetos, penetram 

em estômatos, raízes ou até ferimentos em várias partes das plantas, ou de forma 

vertical, por meio de sementes (ALY; DEBBAB; PROKSCH, 2011; BAMISILE et al., 

2018; CHANDRA, 2012; ZHANG; SONG; TAN, 2006). 

A relação entre o fungo endofítico e o hospedeiro confere vários benefícios ao 

vegetal, melhoram o crescimento das plantas secretando fitormônios e, 

consequentemente, ajudam na melhoria da nutrição usando transferência 

bidirecional de nutrientes e melhoria da saúde das plantas e conferindo a prevenção 

de infecções por agentes patogênicos através da produção de compostos 

antibacterianos ou antifúngicos (ANDREOZZI et al., 2019; POLING et al., 2008; 

SHEN et al., 2019). A interação planta-endófito desencadeia a proteção de plantas 

contra condições prejudiciais do meio ambiente como a presença de metais pesados 

e seca (KHAN et al., 2020; KUSHWAHA et al., 2020). 

Alguns microrganismos podem provocar alterações morfológicas na raiz da 

planta para melhorar a captação e o acúmulo de nutrientes; regulação osmótica e 

estomática; ativação rápida da resposta referente ao estresse hídrico; proteção 

contra herbívora; auxílio na aquisição de nutrientes e atuação na distribuição desses 

nutrientes (ARNOLD, 2007; BAMISILE et al., 2018; DUDEJA et al., 2012; 

RODRIGUEZ et al., 2009). Em geral, essas competências explicam as relações 

simbióticas entre endófitos e plantas hospedeiras, desenvolvendo resistência a 

fatores de estresse bióticos como, invasão por patógenos como bactérias, fungos, 

nematódeos e herbivoria por insetos, e abióticos como temperatura, pH, pressão 

osmótica e períodos de seca (HARDOIM et al., 2015; RODRIGUES-HEERKLOTZ et 

al., 2001; RODRIGUEZ et al., 2009). Em contrapartida, o fungo endofítico encontra-

se protegido, pois, habita o interior do vegetal, além de ter à sua disponibilidade 

nutrientes para sua sobrevivência. 

Geralmente, os endófitos fúngicos são conhecidos por serem benéficos para 
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as plantas cultivadas, enquanto apenas algumas espécies podem ser patogênicas, 

causando doenças ao hospedeiro após um período de incubação ou 

latência. Algumas espécies são neutras sem oferecer benefícios ou prejudicar seus 

hospedeiros (BAMISILE et al., 2018). Entre a virulência do fungo endofítico e a 

defesa da planta hospedeira há um equilíbrio, que quando perturbado, por um 

aumento acentuado da virulência do fungo ou por uma diminuição na defesa da 

planta, o estado de latência do fungo pode ser quebrado, podendo causar assim, 

uma possível doença na planta hospedeira (BAMISILE et al., 2018; CHANDRA, 

2012; TAN; ZOU, 2001). 

O fato de alguns fungos endofíticos serem capazes de produzir metabólitos 

secundários semelhantes ao que sua planta hospedeira produz é um indicativo que 

durante a coevolução do endófito e de seu hospedeiro, esses fungos se adaptaram 

aos seus microambientes especiais por variação genética, com alteração nos seus 

próprios genomas devido a absorção de partes do DNA do vegetal hospedeiro, e 

essa transferência de gene pode ter desenvolvido a capacidade de alguns endófitos 

em biossintetizar substâncias originalmente produzido pela planta hospedeira 

(CHANDRA, 2012; RODRIGUEZ et al., 2009; STROBEL et al., 1996; ZHANG; 

SONG; TAN, 2006). 

O grande avanço na medicina, no combate aos microrganismos patogênicos, 

ocorreu com a descoberta da penicilina, por Fleming em 1928, fármaco isolado do 

fungo do gênero Penicillium, que apresenta atividade antibacteriana (FLEMING, 

1944), fazendo ocorrer  uma mudança significativa nas pesquisas com produtos 

naturais, substituindo plantas por microrganismos (CARY; PETERLIN, 2018; 

VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006).  Essa descoberta mudou 

drasticamente a pesquisa de produtos naturais e posicionou os microrganismos 

como uma das alternativas mais importantes na descoberta de medicamentos 

devido à disponibilidade, variabilidade, grande biodiversidade e eficiência dos 

compostos (ABDEL-RAZEK et al., 2020). Desde então, compostos derivados de 

microrganismos têm sido utilizados na medicina, agricultura, indústria alimentícia e 

pesquisa científica (PHAM et al., 2019). 

A partir da década de 90, houve um grande interesse científico por pesquisas 

com fungos endofíticos, devido ao trabalho desenvolvido por Stierle e colaboladores 

(1993) que relataram a produção do taxol (FIGURA 2) pelo endófito Taxomyces 

andreanae. O taxol é um importante fármaco anticancerígeno, isolado 
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originariamente da planta Taxus brevifolia, porém, seu isolamento a partir da planta 

tornou-se inviável devido ao baixo rendimento, longo tempo de desenvolvimento e 

pequeno tamanho populacional da planta (ABDALLA; MCGAW, 2018; GUPTA et al., 

2020; PATIL; PATIL; MAHESHWARI, 2016; STROBEL; DAISY, 2003; UZMA et al., 

2018). O comércio do taxol, colocou em risco a espécie Taxus brevifolia devido a seu 

corte ilegal (IQBAL; MEILAN; KHAN, 2020).   

                     

                        Figura 2 - Fórmula estrutural do Taxol 

 

                         Fonte: STROBEL; DAISY (2003). 

 

Uma variedade de compostos bioativos é sintetizada por fungos endofíticos, 

tais como flavonoides, alcaloides, benzopironas, ácidos fenólicos, esteroides, 

quinonas, xantonas, saponinas, taninos, terpenoides, tetralonas, peptídeos entre 

outros (ABDALLA; MCGAW, 2018; DESHMUKH et al., 2018; GOUDA et al., 2016; 

PINHEIRO et al., 2017; RAJAMANIKYAM et al., 2017; STROBEL et al., 2004; 

VASUNDHARA; KUMAR; REDDY, 2016; ZHENG et al., 2016).  

A triagem de novos compostos com atividades biológicas sintetizadas por 

fungos endofíticos tornou-se um ponto de pesquisa imprescindível para descoberta e 

desenvolvimento de novas drogas (ZHENG et al., 2016). Existem muitos relatos na 

literatura sobre esses fungos, isolados de diferentes espécies vegetais, que 

produzem compostos bioativos e alguns são exemplificados na Tabela 1.  
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Tabela 1 - Compostos isolados de fungos endofíticos e suas atividades biológicas. 

Composto Endófito 
Planta 

hospedeira 
Atividade 
biológica 

Fonte 

Pestalona Pestalotiopsis sp. Melia azedarach Antibacteriana 
(SONG et al., 

2017; XIE et al., 
2015) 

Fusaritioamida 
A e B 

Fusarium 
chlamydosporium 

Anvillea garcinii Antibacteriana 

(IBRAHIM et al., 
2016a, 2018; 
TOGHUEO, 

2020) 

Eugenol 
Neopestalotiopsis sp. 

Diaporthe sp. 

Cinnamomum 
loureiroi 

 

Antibacteriana e 
antioxidante 

(TANAPICHATSA
KUL et al., 2019) 

Altertoxinas 
 

Alternaria 
tenuissima 

Quercus emoryi Antiviral 
(BASHYAL et al., 

2014) 

Emerimidina 
A e B 

Emericella sp. 
Aegiceras 

corniculatum 
Antiviral 

(ZHANG et al., 
2011) 

Chaetoglobosina 
A e D 

Chaetomium globosum Ginkgo biloba Antifúngica 
(ZHAO et al., 

2017) 

Fusaripeptídeo A Fusarium sp. 
Mentha 

longifolia 
Antifúngica e 
antimalárica 

(MOHAMED 
IBRAHIM et al., 

2018) 

Citocalasina 
Salidrosida 

Tirosol 
Lachnum sp. 

Rhodiola 
crenulata 

Antioxidante (CUI et al., 2015) 

Pestacina 
Isopestacina 

Pestalotiopsis 
microspora 

Terminalia 
morobensis 

Antioxidante 
(GUPTA et al., 

2020; STROBEL 
et al., 2004) 

Camptotecina Fusarium solani 
Camptotheca 

acuminata 
Antitumoral 

(RAN et al., 2017; 
TOGHUEO, 

2020; 
VENUGOPALAN 

et al., 2016) 

Peniprolina A 
Penicillium 
decumbens 

Cephalotaxus 
mannii 

Antitumoral 
(WANG et al., 

2017) 

Tanshinona 
I e IIA 

Trichoderma 
atrovirida 

Salvia 
miltiorrhiza 

Anti-inflamatória 
(MING et al., 

2012) 

Fenilcumarina 
Streptomyces 
aureofaciens 

Zingiber 
officinale 

Anti-inflamatória 
(TOGHUEO, 

2019) 

Colutelina A 
 

Colletotrichum 
dematium 

Pteromischum s
p. 

Imunossupressora 
(REN et al., 2008; 
STROBEL, 2018) 

Designados por 
BS, GS e YS 

Pestalotiopsis 
leucothës 

Tripterygium 
wilfordii 

Imunomoduladora 
(KUMAR et al., 

2005) 

Peptídeo 
Aspergillus 

awamor 
Acacia nilotica Antidiabética 

(SINGH; KAUR, 
2016) 

Lectina Alternaria sp. 
Viscum album 

 
Antidiabética 

(GOVINDAPPA et 
al., 2015) 

Epóxi-citocalasina 
H 

Diaporthe miriciae 
Vellozia 
gigantea 

Antimalárica 
(FERREIRA et al., 

2017) 
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Tabela 2 - Compostos isolados de fungos endofíticos e suas atividades biológicas. 

 (continuação) 

Composto Endófito 
Planta 

hospedeira 
Atividade 
biológica 

Fonte 

Integracídeos Fusarium sp. 
Mentha 

longifolia 
Antileishmanial 

(IBRAHIM et al., 
2016b; IBRAHIM; 

MOHAMED; 
ROSS, 2016) 

Coclioquinona A 
Isococlioquinona A 

Cochliobolus sp. 
Piptadenia 
adiantoides 

Antileishmanial 
(TOGHUEO, 

2019) 

Beauvericina Fusarium sp. 
Paubrasilia 

echinata 
Tripanocida 

(CAMPOS et al., 
2015; 

TOGHUEO, 
2020) 

Naftaleno 
Muscodor 
vitigenus 

Paullina 
paullinioides 

Inseticida 
(DAISY et al., 

2002; STROBEL 
et al., 2004) 

Derivados de 
cloranfenicol 

Acremonium 
vitellinum 

Alga marinha 
vermelha não 
identificada 

Inseticida 
(CHEN et al., 

2018) 

Fonte: DO AUTOR (2020). 
 

É evidente que as plantas medicinais compõem uma fonte promissora de 

fungos endofíticos, para a produção de compostos naturais bioativos. Esta 

metodologia para obtenção desses produtos apresenta numerosas vantagens, visto 

que, muitos desses produtos já foram descritos e são conhecidos, e podem ser 

obtidos a partir dos fungos endofíticos isolados de plantas medicinais. Além do mais, 

esses fungos apresentam vasto potencial biotecnológico, e há a possibilidade de 

obter novas substâncias químicas, que nunca foram isoladas de tecidos vegetais 

(GÓMEZ; LUIZ, 2018). 

 

2.4 O GÊNERO Lasiodiplodia 

 

Lasiodiplodia é um gênero de fungos pertencentes a família 

Botryosphaeriaceae, encontrados especialmente em regiões tropicais e subtropicais, 

ocorrem em uma ampla variedade de hospedeiros monocotiledôneos, dicotiledôneos 

e gimnospermas. Eles exibem estilos de vida como endófitos, onde habitam 

diferentes tecidos vegetais de forma assintomática, como fitopatógenos causando 

doenças em seus hospedeiros vegetais, essas doenças podem ser cancro em 
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ramos, caules e raízes, lesões em estacas, folhas, frutos e sementes, além de incitar 

a morte de mudas e enxertos. Recentemente, foram descritos como patógenos 

oportunistas em humanos, causando infecções em diferentes níveis de gravidade 

(DE SILVA et al., 2019; SALVATORE; ALVES; ANDOLFI, 2020).  

O gênero Lasiodiplodia foi identificado por Ellis em 1894; em 1896 Clendenin 

forneceu uma descrição do gênero e da espécie, atribuindo a identificação do 

gênero Lasiodiplodia a Ellis e Everhardt e especificado como Lasiodiplodia 

theobromae (PHILLIPS et al., 2013; TIBPROMMA et al., 2018). Acreditava-se que 

Lasiodiplodia poderia representar um possível sinônimo de Diplodia, no entanto, 

estudos filogenéticos demonstraram que ele se agrupa separadamente do Diplodia, 

devido às diferenças filogenéticas e morfológicas e, portanto, não há razão para 

considerar os dois gêneros como sinônimos (PHILLIPS et al., 2013).  

As principais características que distinguem o gênero Lasiodiplodia de outros 

gêneros são a presença de paráfises picnidiais e estrias longitudinais em conídios, 

esporos maduros, formados por mitose responsáveis pela reprodução assexuada. 

No Lasiodiplodia, os conídios geralmente permanecem hialinos por um longo tempo 

após a formação, mas podem ficar pigmentados e septados enquanto estiverem 

dentro dos picnídios. Além disso, em Lasiodiplodia, os conídios constantemente 

assumem uma aparência estriada (PHILLIPS et al., 2013). 

Até o momento, mais de 70 nomes de espécies de Lasiodiplodia foram 

registrados no MycoBank, um banco de dados on-line, que registra novos nomes e 

combinações micológicas. No entanto, os dados das culturas e da sequência de 

DNA não estão disponíveis para todas essas espécies. As espécies descritas são 

separadas com base nos dados da sequência ITS (Internal Transcribed Spacers) e 

TEF-1α (Translation Elongation Factor 1α), e com base na morfologia de conídios e 

parafísias (ABDOLLAHZADEH et al., 2010; DE SILVA et al., 2019). Algumas das 

espécies de Lasiodiplodia são:  

Lasiodiplodia brasiliense: isolado pela primeira vez em Pernambuco, nordeste 

do Brasil, e por isso recebeu nome referente ao país. Filogeneticamente está 

intimamente relacionado à Lasiodiplodia viticula (DISSANAYAKE et al., 2016; 

MARTINS et al., 2018; NETTO et al., 2014). Em estudo realizado por Cimmino e 

colaboladores (2017) foi relatado a síntese de metabólitos lipídicos fitotóxicos 

produzidos em cultura líquida por L. brasiliense, responsável pela morte de videiras, 

foi citado como responsável pelo efeito citotóxico o ácido jasmônico e (3R, 4S)-4-
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hidroxianilina.  

Lasiodiplodia hormozganensis: isolado pela primeira vez na província de 

Hormozgan, no Irã, a partir de Mangifera indica, e desde então foi isolado em outras 

plantas em outros continentes. Filogeneticamente e morfologicamente, esta espécie 

está intimamente relacionada a L. citricola, Lasiodiplodia egyptiacae, L. parva e 

Lasiodiplodia pseudotheobromae. (ABDOLLAHZADEH et al., 2010; DISSANAYAKE 

et al., 2016; NETTO et al., 2014; PHILLIPS et al., 2013). Em estudo, isolado da 

videira, L. hormozganensis foi cultivado em meio submerso, onde sintetizou 

metabolitos fitotóxicos, sendo eles o tirosol e ácido p-hidroxibenzóico (CIMMINO et 

al., 2017). 

Lasiodiplodia pseudotheobromae: foi descrita pela primeira vez como espécie 

críptica em L. theobromae. Depois foi identificado devido ao tamanho de parafísias 

nos picnídios (SLIPPERS et al., 2014). Também é morfologicamente parecido com L. 

crassispora, mas as duas espécies diferem no fato de as pseudo-paráfises de L. 

crassispora serem septadas, enquanto em L. pseudotheobromae são asseptadas. L. 

pseudotheobromae isolado da flor Illigera rhodantha foi capaz de sintetizar 

substâncias bioativas com potencial antibacteriano contra cepas clínicas de 

Streptococcus sp., Bacteroides vulgatus, Peptostreptococcus sp. e Veillonella 

parvula (WEI et al., 2014). Kumar e colaboladores (2019) descreveram dois novos 

compostos isolados do extrato de clorofórmio do caldo de cultivo de L. 

pseudotheobromae, a lasdiplactona e ácido lasdiplóico, com ação inibitória frente a 

xantina oxidase. 

Lasiodiplodia theobromae: foi originalmente descrito a partir de Theobroma 

cacao (cacaueiro) no Equador. Com a introdução da análise da sequência de DNA 

na delimitação de espécies em Lasiodiplodia, tornou-se aparente que L. theobromae 

representava um complexo de espécies crípticas. Assim, quaisquer relatórios sobre 

L. theobromae anteriores ao uso de sequenciamento de DNA para a identificação de 

isolados devem ser considerados com cautela, pois é possível que alguns possam 

de fato se referir a espécies crípticas intimamente relacionadas (DISSANAYAKE et 

al., 2016; PHILLIPS et al., 2013; SALVATORE; ALVES; ANDOLFI, 2020; 

SALVATORE; ANDOLFI; NICOLETTI, 2020). 

L. theobromae é um fungo fitopatogênico comumente encontrado em regiões 

tropicais e subtropicais. Tem sido associado a diversos hospedeiros, causando 

doenças e sendo responsável por sérios danos em culturas economicamente 
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importantes (SALVATORE; ALVES; ANDOLFI, 2020).  

Esse fungo produz metabólitos com grande diversidade estrutural 

pertencentes a diferentes classes de produtos naturais, incluindo dicetopiperazinas, 

jasmonatos, lactonas, entre outros (SALVATORE; ALVES; ANDOLFI, 2020). O taxol 

foi obtido através do cultivo de L. theobromae isolado da planta medicinal Morinda 

citrifolia, que demonstrou toxicidade contra as linhagens celulares de câncer de 

mama (PANDI et al., 2011; SAH; SUBBAN; CHELLIAH, 2017). Kamal e 

colaboladores (2017) isolaram dois compostos conhecidos, a cladospirona B, 

desmetil-lasiodiplodina do fracionamento de extratos produzidos no cultivo de L. 

theobromae isolado das folhas da planta Vitex pinnata.  Os dois compostos exibiram 

atividade antitripanossoma. De acordo com Chen e colaboradores (2016) algumas 

preussomerinas isoladas de L. theobromae exibiram atividades significativas contra 

Staphylococcus aureus. O ácido indol-3-carboxílico (ICA) foi isolado de L. 

theobromae e apresentou vários níveis de inibição bacteriana frente a Bacillus 

cereus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e S. aureus (DZOYEM et al., 2017; 

FÉLIX et al., 2018).  

Extratos orgânicos produzidos por L. theobromae são apresentados na 

literatura, devido suas atividades biológicas. Essa espécie isolada da planta 

medicinal Piper hispidum, produziu extratos eficazes contra quatro bactérias 

patogênicas humanas (Enterococcus hirae, E. coli, Micrococcus luteus e S. aureus) 

(ORLANDELLI et al., 2012). Já o endófito isolado do mangue Avicennia lanata nas 

Filipinas, produziu extrato ativo contra a levedura Saccharomyces cereviseae 

(MORON; LIM, 2018). O extrato de cultura de L. theobromae isolado de 

Catharanthus roseus exibiu citotoxicidade contra células de adenocarcinoma cervical 

humano (DHAYANITHY; SUBBAN; CHELLIAH, 2019). 

 Relatos sugerem que compostos naturais produzidos por L. theobromae e 

incorporados às nanopartículas têm potencial como um novo agente quimioterápico 

(SALVATORE; ANDOLFI; NICOLETTI, 2020). L. theobromae isolado das folhas 

de Psidium guajava foi usado para a síntese biológica de nanopartículas de prata, 

que forneceu poderosa atividade antitumoral contra células de câncer de mama e 

pulmão (JANAKIRAMAN; GOVINDARAJAN; MAGESH, 2019). Nanopartículas de 

prata também foram preparadas usando L. theobromae isolada de Catharanthus 

roseus, induzindo apoptose em vários tipos de células cancerosas e promovendo a 

eliminação de radicais livres (AKTHER et al., 2019).  
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L. theobromae foi considerado um notável produtor de lasiodiplodinas 

(FIGURA 3), lactonas de benzenodiol de 12 membros (SALVATORE; ALVES; 

ANDOLFI, 2020). A primeira lasiodiplodina descrita foi (3R)-lasiodiplodina (a) foi 

isolada pela primeira vez de L. theobromae, juntamente com seu análogo (R)-des-O-

metillasiodiplodina (b) (ALDRIDGE et al., 1971), sua estrutura e de seus análogos 

mostram uma ampla gama de atividades biológicas, como atividade antimicrobiana 

(YANG et al., 2006), antagonista do receptor de corticoide (JIANG et al., 2011) e 

citotóxico (HUANG et al., 2017; LI et al., 2016). 

 

Figura 3 - Estruturas de lasiodiplodinas. 

 

            Fonte: adaptado de Salvatore et al (2020).  

 

Extratos brutos obtidos do cultivo submerso de Lasiodiplodia sp. isolado de 

Handroanthus impetiginosus apresentaram um perfil antimicrobiano contra 

patógenos Gram-positivos e leveduras. Foi identificado nos extratos quatro 

compostos conhecidos com atividade antimicrobiana: (Z)-docos-13-enamida (1), 

metil-(Z)-octadec-9-enoato (2), (Z)-octadec-9-enamida (3) e dodecanamida (4) 

(GÓMEZ et al., 2021). 

Rodríguez-Gálvez e colaboradores (2017) descreveram Lasiodiplodia sp. 

como um patógeno isolado da mangueira Mangifera indica, por causar necrose nas 

folhas, além de afetar os galhos, raízes e floração, levando à morte da planta. 

Morfologicamente o isolado fúngico, assemelhou-se a L. parva e apresentou 

dimensões conidiais idênticas. Na análise filogenética combinada de ITS e TEF1-α, 

o isolado foi colocado entre L. citricola e L. parva. Os pesquisadores levantaram a 

hipótese de que o fungo poderia ser um híbrido entre L. citricola e L. parva.  

Lasiodiplodia sp. isolado da planta Excoecaria agallocha do mangue em 

Gaoqiao, na China, produziu quatro novas lasiodiplodinas, juntamente com três 
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análogos conhecidos, a partir do seu cultivo. Os compostos obtidos exibiram 

atividade citotóxicas em células cancerígenas (LI et al., 2016). Duas novas 

lasiodiplodinas foram isoladas, juntamente com três análogos conhecidos 

sintetizados por Lasiodiplodia sp. presente na planta E. agallocha e apresentaram 

atividades citotóxicas (HUANG et al., 2017).  

Os metabólitos produzidos no cultivo do endófito Lasiodiplodia sp., isolados 

das flores da erva medicinal Viscum coloratum, são descritos na literatura como 

compostos aromáticos, incluindo ácido ciclo-(Trp-Ala), ácido indol-3-carboxílico 

(ICA), indol-3-carbaldeído e 2-feniletanol, todos esses compostos são valiosos para 

as indústrias farmacêutica e alimentícia, devido suas capacidades antioxidantes, 

antimicrobianas e antitumorais.  Lasiodiplodia sp. foi um potente produtor de 2-

feniletanol, um composto presente na composição de óleos essenciais florais (QIAN 

et al., 2014). 

  

2.5 CULTIVO SUBMERSO  

 

O cultivo submerso é um processo largamente empregado para a produção 

de diversos compostos economicamente importantes, muito aplicado na indústria 

alimentícia, química, farmacêutica, e na agricultura (SINGH et al., 2017). A 

fermentação é um processo metabólico onde há a conversão biológica de substratos 

complexos em compostos, para obtenção de energia, principalmente com o 

envolvimento de leveduras, fungos e bactérias (RAIMBAULT, 1998). Vários 

compostos são sintetizados nos cultivos, tanto metabólitos primários como 

secundários, os quais geralmente apresentam bioatividade e por isso são 

importantes para a indústria (TABARAIE et al., 2020). 

O cultivo pode ser divido em três etapas, que envolvem preparação e 

inoculação da matéria-prima, o cultivo e recuperação do produto. O cultivo submerso 

(CS) e o cultivo em estado sólido (CES) são basicamente os dois tipos de processos 

utilizados (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012). 

O CES se caracteriza por ser um processo que decorre em uma matriz sólida 

(suporte inerte/substrato) em ausência ou baixa presença de água livre, contudo o 

substrato requer umidade para favorecer o crescimento e a atividade metabólica dos 

microrganismos (THOMAS; LARROCHE; PANDEY, 2013). O CES era usado  

tradicionalmente na produção de metabólitos, como enzimas, ácidos orgânicos e 
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antibióticos, mas atualmente tem despertado grande interesse para uma série de 

aplicações, como biorremediação, produção de lipídios, biocombustíveis (biodiesel, 

bioetanol, biobutanol, biohidrogênio), aromas e sabores para a indústria alimentícia, 

produção/extração de compostos bioativos, entre outros (LIZARDI-JIMÉNEZ; 

HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ, 2017).  

O CS se caracteriza por ser um processo que ocorre em meio constituído 

basicamente por água e substratos (nutrientes) nela dissolvidos, essa técnica 

apresenta relativa facilidade de cultivo em grande escala, pois garante 

homogeneidade do meio e facilidade no controle dos parâmetros do processo. O CS 

é amplamente utilizado para a produção de compostos bioativos, sendo, 

predominantemente, secretados no caldo de cultivo. Os substratos são consumidos 

rapidamente, precisando ser constantemente substituídos. Uma vantagem adicional 

dessa técnica é que a purificação de produtos é mais fácil (SUBRAMANIYAM; 

VIMALA, 2012). 

Em todos os processos, o cultivo é influenciado pelos nutrientes disponíveis 

no meio: fontes de carbono, nitrogênio, fósforo, elementos traço como zinco, 

manganês, ferro, cobre e magnésio (ANASTASSIADIS et al., 2008; SOCCOL et al., 

2006; VANDENBERGHE et al., 2017). A escolha correta do substrato é de 

fundamental importância, as técnicas de cultivo devem ser otimizadas para cada 

substrato, devido a forma diferente que o microrganismo reage frente a cada 

substrato. Alguns dos substratos comuns usados no CES são resíduos 

agroindustriais, já no CS são açúcares solúveis, melaço, meios líquidos, sucos de 

frutas e vegetais e esgotos/águas residuais (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012). 

O cultivo para obtenção de substâncias bioativas é realizado em meio líquido 

ou sólido. Vários meios líquidos ou sólidos podem ser escolhidos para a cultura de 

fungos endofíticos. Para meios líquidos, o caldo Czapek-Dox Broth (CDB), o caldo 

de extrato de malte (MEB), o caldo de batata dextrose (PDB), o caldo de fosfato 

levedura amido solúvel (YpSs) e o caldo de extrato de levedura peptona dextrose 

(PYG) podem ser utilizados. O cultivo pode ocorrer a temperatura ambiente, sob 

uma condição estática ou agitada, por 6 a 28 dias  (PU et al., 2013; SHARMA; 

PRAMANIK; AGRAWAL, 2016; VANDERMOLEN et al., 2013; ZHU et al., 2017). 

A produção de metabólitos secundários por microrganismos é influenciada por 

vários fatores ambientais, como o meio de cultivo usado, método de cultivo, 

temperatura, o período de incubação, pH, luz e umidade (KIM; KIM, 2017; TYC et al., 
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2017). Os meios de cultivo utilizados têm influência direta sobre o tipo e a 

quantidade de metabólitos produzidos durante a incubação, devido às diferenças no 

teor de nutrientes e nas vias metabólicas resultantes (HORAK et al., 2019). 

Nesses processos um dos nutrientes fornecidos ao microrganismo é o 

carbono. A fonte de carbono não apenas fornece a base para a construção de 

biomassa, mas também fornece unidades de carbono para metabólitos secundários 

(PAN et al., 2019; SINGH et al., 2017). Em células microbianas, a glicose, 

geralmente é uma excelente fonte de carbono para o crescimento celular, porém, 

costuma interferir na produção de metabólitos secundários. Em meios contendo 

misturas de fontes de carbono usadas rápida e lentamente, primeiro a fonte de 

carbono é utilizada para produzir células, mas pouco ou nenhum metabólito 

secundário. Após o esgotamento desta primeira fonte de carbono, inicia-se a 

utilização de uma segunda fonte para ativar a rota metabólica secundária. Uma 

característica distinta do metabolismo secundário é sua relação com baixos níveis de 

crescimento celular, portanto, baixas concentrações de fontes de carbono no meio 

de cultura fornecem baixas velocidades de crescimento celular (DEMAIN, 1989; 

RUIZ et al., 2010). 

A fonte de nitrogênio é necessária para a síntese de proteínas essenciais e 

ácidos nucléicos, e da mesma forma, fornece unidades contendo nitrogênio para 

metabólitos secundários (PAN et al., 2019). O tipo de fontes de carbono e nitrogênio 

usadas é conhecido por ter uma influência significativa no metabolismo secundário 

microbiano (RUIZ et al., 2010; SINGH et al., 2017). Assim, microrganismos 

cultivados em meio contendo diferentes componentes podem apresentar 

metabolismo adaptado de forma diferente e produzirem diferentes metabólitos (MA 

et al., 2009). 

A extração de substâncias bioativas de fungos endofíticos cultivados em 

meios líquidos pode ser realizada utilizando solventes orgânicos. A eficácia da 

extração é um fator crítico para a avaliação das atividades biológicas de extratos de 

fungos endofíticos. No cultivo com meios líquidos, os caldos devem ser filtrados com 

papel filtro retirando os micélios, para posterior extração de substâncias bioativas, 

extracelulares. Volumes iguais de filtrado e solvente orgânicos são adicionados para 

extrair as substâncias do filtrado (VERMA; JOHRI; PRAKASH, 2014). Os micélios 

também podem ser submetidos à extração para determinação de compostos 

bioativos intracelulares (ZHANG; WEI; WANG, 2012). 
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O acetato de etila é amplamente utilizado na extração de culturas de fungos 

endofíticos (BHARDWAJ et al., 2015; MINARNI et al., 2017), por possuir polaridade 

média, sendo capaz de dissolver os compostos ativos moderadamente polares e não 

polares. Os solventes não interferem de forma direta no efeito sobre a atividade 

biológica de extratos, uma vez que são evaporados, para obtenção de extratos 

orgânicos secos (NURUNNABI et al., 2020). 

Os produtos obtidos no cultivo devem apresentar um rendimento adequado, 

de acordo com a quantidade de substrato, para melhor aplicação do processo na 

indústria. Há vários relatos de microrganismos que produzem uma diversidade de 

metabólitos primários e secundários, mas em baixa quantidade. Para atender à 

demanda do mercado, várias técnicas de alto rendimento foram e estão sendo 

implementadas para o sucesso em vários processos (DUBEY; JAWED; HAQUE, 

2011; RAJESWARI et al., 2014; SINGH et al., 2009). 

Estudos de otimização de fatores físicos (temperatura, salinidade, valor de pH 

e luz) e químicos (componentes, precursores e inibidores) do meio de cultivo (MIAO; 

KWONG; QIAN, 2006) são geralmente realizados nas indústrias química, alimentícia 

e farmacêutica, para obtenção de maior rendimento e da atividade do produto 

desejado.  Atualmente, há pouco conhecimento disponível sobre o papel dos fatores 

e seus níveis no controle da produção de metabólitos por diferentes cepas. Para 

aumentar a produtividade dos metabólitos, os pesquisadores investigam os 

requisitos nutricionais para a produção de metabólitos secundários (SHIH; VAN; 

CHANG, 2002; SINGH; RAI; TRIPATHI, 2012).  

 

2.6 OTIMIZAÇÃO DE PROCESSOS 

 

O planejamento experimental traduzido do termo Design of Experiments 

(DOE), é uma metodologia utilizada para estabelecer quais variáveis interferem na 

resposta de um processo ou produto e como utilizá-las a seu favor, permitindo 

alcançar uma melhor combinação das variáveis com o intuito de otimizar o produto 

final ou o processo, através de maior precisão estatística possível na resposta e 

menor custo (BACO et al., 2019; NARENDERAN; MEYYANATHAN; KARRI, 2019; 

UHORANINGOGA et al., 2018).  Essa técnica tem sido aplicada para melhorar 

processos desde a década de 1940 nas indústrias e no setor militar. Mas só depois 

de mais de meio século o planejamento experimental tem exercido uma função 
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importante em outros setores em consequência das vantagens na otimização de 

variáveis individuais clássicas, que possibilita utilizar um número reduzido de 

experimentos, gerando grande quantidade de informações, além de viabilizar a 

avaliação do efeito de interação entre as variáveis na resposta, obtendo resultados 

mais confiáveis, com economia de tempo e dinheiro (NARENDERAN; 

MEYYANATHAN; KARRI, 2019).  

A partir de um grande número de variáveis independentes que podem afetar a 

resposta desejada, o uso do DOE, desenvolvido por Plackett e Burman em 1946, 

oferece uma alternativa para uma avaliação preliminar dos principais efeitos dessas 

variáveis sobre a resposta, bem como para redefinir as faixas de valores estudadas, 

e para selecionar as variáveis que podem ser fixadas ou eliminadas em um outro 

planejamento fatorial completo, o Delineamento Composto Central Rotacional 

(DCCR), que envolve a construção de modelos preditivos para atingir as condições 

ótimas de processo (BOX; HUNTER; HUNTER, 2005; PLACKETT; BURMAN, 1946; 

RODRIGUES; IEMMA, 2014; SILVA et al., 2019; YUN et al., 2018).  

Para seleção do melhor projeto experimental, o pesquisador deve considerar 

vários aspectos, como objetivos definidos, as variáveis a serem estudadas, e 

eficácia de cada método. As metodologias de planejamento experimental podem ser 

aplicadas em dois tipos: 1) projetos de triagem, onde há a seleção das variáveis; e 

2) projetos de otimização, onde há a melhora das condições (TABELA 2) (BACO et 

al., 2019; BEZERRA et al., 2008; POLITIS et al., 2017; RODRIGUES; IEMMA, 2014; 

VERA CANDIOTI et al., 2014). 

 

Tabela 2 – Etapas para otimização de processos. 

Etapas Objetivos Situação 

Seleção de variáveis 
(Fatorial fracionado ou 

Plackett & Burman) 

Identificar as variáveis mais 
importantes 

Inúmeros fatores 

Pouco conhecimento do 
processo 

Melhora de condições 

(Fatorial completo) 
Construir os modelos preditivos 

Poucos fatores 

Dentro de uma região 
ótima do processo 

Validação das condições 
otimizadas 

Confirmar experimentalmente os 
resultados obtidos pela análise da 

superfície de resposta 

Condições otimizadas 
definidas 

Fonte: adaptada de RODRIGUES; IEMMA (2014). 
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A principal vantagem dos projetos de otimização está na possibilidade de 

modelar superfícies de resposta de 2ª ordem, pois possuem de 3 a 5 níveis para 

cada fator de entrada. Em outras palavras, esses projetos permitem avaliar a 

curvatura da superfície de resposta (BACO et al., 2019). A metodologia de superfície 

de resposta (RSM – Response Surface Methodology) foi proposta por Box, 

fundamentada em fatorais, na década de 1950, mas seu emprego só foi acentuado a 

partir dos anos 1990, em virtude, principalmente, da crescente necessidade de 

otimização de processos e produtos, levando profissionais de diferentes áreas 

pesquisarem técnicas sistemáticas de planejamento experimental e otimização de 

processos  (RODRIGUES; IEMMA, 2014). 

Técnicas matemáticas e estatísticas são utilizadas pela metodologia de 

superfície de respostas, que são fundamentais para o desenvolvimento, melhoria e 

otimização de processos, onde há a influência de diversas variáveis sob a resposta 

de interesse (ASHOK; KUMAR, 2017; MÄKELÄ, 2017). Este planejamento 

determina o efeito de cada variável independente sozinha ou em combinações, 

permite o cálculo dos efeitos e a análise da superfície de resposta, gerando um 

modelo matemático que descreve os processos (BACO et al., 2019; RODRIGUES; 

IEMMA, 2014). O modelo matemático deve ser selecionado com base na aplicação 

da Análise de Variância (ANOVA). A ideia principal da ANOVA é comparar a 

variabilidade devido ao tratamento (variando o nível dos fatores de entrada) com a 

variabilidade devido ao erro residual. A partir dessa comparação, é possível avaliar a 

significância do modelo de regressão (BACO et al., 2019; BEZERRA et al., 2008; 

POLITIS et al., 2017; VERA CANDIOTI et al., 2014). 

A otimização das condições do processo de cultivo, são fundamentais no 

desenvolvimento de todos processos, em razão do seu impacto nos custos e na 

efetividade do processo. A RSM é uma técnica muito utilizada para encontrar as 

condições ideais no processo de cultivo submerso, de modo que atendam às 

necessidades nutricionais de um microrganismo específico, evitando assim a adição 

desnecessária de componentes em excesso no meio de cultura, e eficiente na 

otimização com inúmeras variáveis requisitando um número mínimo de 

experimentos.  As superfícies de resposta geradas por esta metodologia têm a 

finalidade de alcançar as condições ideais pretendidas (BACO et al., 2019; BOX; 

HUNTER; HUNTER, 2005; YUN et al., 2018). 
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3 METODOLOGIA 

 

Foi utilizado o fungo endofítico do gênero Lasiodiplodia sp. isolado a partir de 

folhas sadias do ipê roxo (Handroanthus impetiginosus) coletado em Alfenas-MG, 

Brasil. O fungo foi identificado, por análise sequencial do DNA e análise filogenética 

(AGOSTINI, 2016). 

 

3.1 REPIQUE DO FUNGO 

 

Placas de Petri com ágar batata dextrose (PDA) foram utilizadas para o 

repique do fungo preservado segundo a metodologia de Castellani (DE CAPRILES; 

MATA; MIDDELVEEN, 1989), o fungo permaneceu em crescimento por 4 dias em 

temperatura ambiente. 

 

3.2 CULTIVO DO FUNGO 

 

Para o cultivo do fungo foi utilizado o caldo Czapek (Glicose: 30,0 g; NaNO3: 

2,0 g; K2HPO4: 1,0 g; MgSO4.7H2O: 0,5 g; KCl: 0,5 g; FeSO4.7H2O: 0,01 g; extrato 

de levedura: 1,0 g; água destilada: 1000 mL). Dois discos de 5 mm de PDA com o 

fungo crescido foram inoculados em erlenmeyers. Foram utilizados erlenmeyers de 

500 mL contendo 100 mL de caldo Czapek. O cultivo foi realizado em modo estático 

em estufa DBO, a 28oC, por 27 dias e em modo agitado em shaker a 27°C e 250 

rpm por 16 dias.  Após 03, 06, 09, 12, 15, 18, 21, 24, e 27 dias de cultivo do fungo 

em modo estático, foram retirados três erlenmeyers por vez, para medida de 

biomassa, obtenção do extrato orgânico e avaliação da sua atividade biológica. E 

após 02, 04, 06, 08, 10, 12, 14, 16 dias de cultivo do fungo em modo agitado, foram 

retirados três erlenmeyers por vez, para medida de biomassa, obtenção do extrato 

orgânico e avaliação da sua atividade biológica. 

 

3.2.1 Obtenção da biomassa seca 

 

A biomassa, micélio fúngico, foi obtida após realização de processo de 

filtração à vácuo do caldo de cultivo, foi utilizado o papel de filtro Whatman n°1 
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previamente seco em estufa, em temperatura de 45°C por 24h, sua massa foi 

medida e anotada. A secagem da biomassa foi realizada em estufa com temperatura 

de 45°C, seu peso foi acompanhado a cada 24h, e a massa considerada foi aquela 

na qual não se notou variação até a segunda casa depois da vírgula. Para o cálculo 

da biomassa seca foi subtraída a massa obtida após a secagem pela massa do 

papel de filtro utilizado (SINGH; SINGH, 2006). 

 

3.2.2 Obtenção dos extratos orgânicos secos 

 

Os metabólitos secundários sintetizados por fungos endofíticos são 

majoritariamente extracelulares, liberados no meio de cultivo, por isso se faz 

necessário a extração com solventes orgânicos, para obtenção desses compostos 

(BUSTANUSSALAM et al., 2015). 

O caldo de cultivo foi submetido a extração líquido-líquido com acetato de etila 

como solvente orgânico, na proporção de 1:1 (v/v). As extrações foram efetuadas em 

três etapas. Os extratos obtidos no cultivo em modo estático foram identificados 

como ELd (01 a 09) e os obtidos no cultivo em modo agitado foram identificados 

como ALd (01 a 08). A fase orgânica foi evaporada, inicialmente em rotaevaporador 

e, depois, em capela de exaustão (SALINI et al., 2015).  

 

3.3 TESTE DE ATIVIDADE BIOLÓGICA 

 

3.3.1 Microrganismos utilizados e preparo dos inóculos para ensaios                               

antimicrobianos 

 

Foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia 

coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 10238), disponíveis no banco de 

cepas do Laboratório de Bioprocessos da UNIFAL-MG. Estas cepas foram 

previamente cultivadas (24 horas antes) e suas suspensões foram preparadas 

utilizando espectrofotômetro, a partir de solução salina (NaCl 0,9%) estéril de modo 

a fornecer 1,5x108 UFC/mL (75% de transmitância em 660nm), correspondente com 

a escala 0,5 de McFarland. Para a realização destes ensaios foi adotado 

procedimento descrito por CLSI (2015, 2008), com algumas modificações. 

A partir da suspensão pronta de cada microrganismo, foi transferido 1 mL de 



40 
 

 

cada suspensão para 9 mL de solução salina 0,9 %, da qual foram retirados 2 mL, 

transferidos para 10 mL de caldo Mueller Hinton (MH) para bactérias e caldo RPMI-

1640 para leveduras. Desta última suspensão foram retiradas alíquotas de 20 μL de 

inóculo e adicionadas após diluição seriada do extrato teste e/ou antimicrobiano. 

 

3.3.2 Preparo das amostras 

 

A solução do extrato teste foi preparada dissolvendo 1 mg do extrato orgânico 

seco em 125μL de álcool etílico absoluto. 

 

3.3.3 Avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

microbicida mínima (CMM) 

 

Em uma microplaca de 96 poços foram adicionados 100 µL de meio MH ou 

caldo RPMI-1640 em cada poço, de acordo com o microrganismo utilizado. A seguir, 

20 µL da amostra solubilizada em etanol e 80µL de meio foram adicionados ao 

primeiro poço de cada fileira da placa. A diluição da amostra na microplaca começou 

a partir da transferência de 100 µL do primeiro poço para os poços consecutivos, até 

o último poço, onde 100 µL foram desprezados, para que todos os poços contenham 

100 µL. Após a diluição, 80 µL de meio MH ou caldo RPMI-1640 e 20 µL do inóculo, 

previamente preparado, foram transferidos para todos os poços, exceto para os 

controles. O volume final em cada poço foi de 200 μL. Como controles positivos 

foram utilizadas a amoxicilina e estreptomicina (10 – 0,078 µg.mL-1) para bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente, e o fluconazol (80 – 0,625 

µg.mL-1) para leveduras. Além disso, o meio de cultura e os patógenos foram 

também empregados como controles. 

O ensaio foi conduzido em triplicata, e as microplacas foram incubadas a 

37ºC por 22 horas, após esse tempo foi adicionado 20 μL de revelador resazurina 

0,2% por poço e a leitura foi realizada após 2 horas de incubação. A presença de 

coloração azul é indicativa de extrato com ação inibitória frente ao microrganismo 

testado, e a coloração rosa, evidencia que o microrganismo não foi inibido com as 

concentrações testadas dos extratos (até 400 µg/mL -1) (SARKER; NAHAR; 

KUMARASAMY, 2007). A concentração mais baixa, na qual não houve mudança de 

cor foi tomada como o valor de CIM.  
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Para a avaliação da concentração microbicida mínima (CMM) foram 

utilizados, como inoculo, as soluções dos poços onde não houve crescimento 

microbiano no teste de CIM, para amostras e antimicrobianos. Foram retirados 25 µL 

de cada poço e inoculados em placa de Petri com ágar MH para bactérias ou ágar 

Sabouraud para levedura, e, posteriormente, as placas foram incubadas a 37ºC por 

24 horas. O crescimento bacteriano ou fúngico na placa indica que o extrato não 

exerceu uma ação bactericida/fungicida. Caso contrário, a ausência de crescimento 

é um indicativo de ação bactericida/fungicida. 

 

3.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Tendo em vista uma avaliação mais precisa da influência dos parâmetros 

utilizados no processo de cultivo submerso de Lasiodiplodia sp., foi utilizado o 

DCCR. Foi realizado um fatorial completo 23, incluindo 6 pontos axiais e 3 repetições 

no ponto central, totalizando 17 ensaios. As variáveis independentes foram a 

concentração de fonte de carbono (sacarose e glicose) e a concentração da fonte de 

nitrogênio (NaNO3). E como variável dependente foi avaliada a massa de extrato 

seco (EtOAc) expressa em mg. Os níveis foram definidos baseados em estudos que 

visavam a biossíntese de metabolitos secundários a partir de fungos endofíticos 

(ARORA; KAUR, 2019; CHAICHANAN et al., 2014; ENG et al., 2016; LIU et al., 

2015; QIAN et al., 2014). A Tabela 3 mostra os parâmetros utilizados no 

planejamento, em valores codificados e reais, para os níveis inferior, central, superior 

e pontos axiais.  

 

Tabela 3 - Valores reais e codificados, e níveis dos fatores estudados no 

planejamento. 

Variáveis Código -1,68 -1 0 +1 +1,68 

Glicose (g/L) x1 0 6 15 24 30 

Sacarose (g/L) x2 0 6 15 24 30 

NaNO3 (g/L) x3 0,30 0,85 1,65 2,45 3 
Fonte: DO AUTOR (2021). 

 

O DCCR teve por objetivo otimizar o meio de cultivo do endófito Lasiodiplodia 

e selecionar o experimento com maior produção do extrato orgânico acetato de etila, 

após secagem do solvente. Os cultivos submersos foram realizados em erlenmeyers 
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de 500 mL contendo 100 mL do meio Czapek, (K2HPO4: 1,0 g; MgSO4.7H2O: 0,5 g; 

KCl: 0,5 g; FeSO4.7H2O: 0,01 g; extrato de levedura: 1,0 g; água destilada: 1000 

mL), variando as concentrações das variáveis independentes de acordo com a 

matriz do planejamento, e então distribuído em erlenmeyers, os quais foram 

autoclavados. Após atingir a temperatura ambiente, aos meios de cultivo foram 

inoculados dois discos de 5 mm de PDA com o fungo crescido e incubados em 

estufa DBO, a 28oC, por 12 dias.  

Para obtenção da variável dependente, EtOAc, o caldo obtido após o cultivo 

foi submetido a extração líquido-líquido com acetato de etila, como solvente 

orgânico. A massa obtida foi utilizada para prosseguimento no planejamento 

experimental.  

Os resultados obtidos foram avaliados mediante a aplicação da ANOVA e foi 

utilizado um modelo de segunda ordem (y = β0 + β1x1 + β2x2 + β12x1x2 + β11x1
2 + 

β22x2
2 +e). Utilizou-se o software Protimiza Experimental Design para as análises 

gráficas e de regressão. Os efeitos das variáveis independentes foram verificados, 

para um nível de significância de 5% (p < 0,05). A análise incluiu o teste F calculado, 

sua probabilidade associada p-valor (F), e coeficiente de determinação R2, que 

mede o ajuste do modelo de regressão aos dados experimentais. 

A partir dos modelos de predição obtidos pelo DCCR foram determinadas as 

melhores condições operacionais para a produção de extrato. Nestas condições, 

foram realizados ensaios, em triplicata, a fim de validar o modelo e determinar os 

desvios entre os resultados preditos e experimentais. 

Uma nova curva de crescimento foi realizada na condição otimizada, para se 

determinar o melhor tempo de cultivo do fungo, para obtenção de maior quantidade 

de extrato acetato-etílico com melhor atividade antimicrobiana. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 REPIQUE DO FUNGO Lasiodiplodia sp. 

 

O gênero Lasiodiplodia pode ser cultivado em meio ágar batata dextrose 

(PDA) onde cresce rapidamente entre 20 a 30 °C, com micélios aéreos 

moderadamente denso, de coloração branca (a) e após aproximadamente 4 dias 

com micélios aéreos espesso, de coloração cinza (b) (FIGURA 4). Em PDA, o 

crescimento micelial, a pigmentação e a produção de picnídio são amplamente 

afetadas pelas concentrações de dextrose no meio. Quanto maior a concentração de 

dextrose, maior a produção de pigmentos e menor a formação de picnídio (QIAN et 

al., 2014; ZHANG, 2014). 

 

Figura 4 - Cultivo de Lasiodiplodia sp. em PDA. 

 

 Fonte: DO AUTOR (2020).  
Legenda: a) crescimento fúngico de Lasiodiplodia sp. em 02 dias em PDA. 

     b) crescimento fúngico de Lasiodiplodia sp. em 04 dias em PDA. 

 

 

4.2 CULTIVO SUBMERSO EM MODO ESTÁTICO E AGITADO DE Lasiodiplodia sp.  

 

É imprescindível a utilização de metodologias confiáveis e convenientes para 

avaliar o crescimento fúngico. Entretanto, o crescimento de fungos endofíticos, 

diferente de leveduras e bactérias, se apresenta na forma de hifas e não como 

células isoladas, o que dificulta o emprego de técnicas usuais, como as contagens 

de células viáveis (BERTRANDA, 2019; CAFÊU et al., 2005). Langvad (1999) 

descreve que o crescimento de fungos endofíticos em meio de cultura líquido pode 
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ser medido através do aumento da massa seca dos micélios cultivados em 

erlenmeyers tanto em modo agitado como estático. 

 

4.2.1 Cultivo em modo estático 

 

O cultivo do endófito Lasiodiplodia sp., em meio Czapek em modo estático em 

estufa DBO, foi registrado ao longo de 27 dias. Os ensaios foram realizados em 

triplicata e foi possível observar que os micélios cresceram na superfície do meio 

nos erlenmeyers, formando uma camada espessa de hifas emaranhadas (FIGURA 

5).  

A produção de massa seca e a massa do extrato acetato de etila são 

apresentados na Tabela 4. Os resultados mostram que os maiores rendimentos, em 

massa seca de micélio fúngico, ocorreram entre o 9º e o 18º dia de cultivo e que a 

massa máxima obtida foi de 862 mg com 18 dias de cultivo para 300 mL de caldo de 

cultivo. No que se refere a produção de massa seca do extrato acetato-etílico a 

quantidade máxima foi de 154 mg com 12 dias de cultivo. Entretanto é importante 

ressaltar que nem sempre o aumento no rendimento da massa seca do extrato 

orgânico produzida é proporcional ao aumento da produção de metabólitos de 

interesse (GARYALI; KUMAR; REDDY, 2014). 

 

Figura 5 - Cultivo de Lasiodiplodia sp. em meio Czapek em estufa DBO. 

 

Fonte: DO AUTOR (2020).  
Legenda: a) 9º dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer estático. 

    b) 12º dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer estático. 
    c) 15º dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer estático. 
    d) 18º dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer estático. 
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Tabela 4 - Massas seca dos micélios fúngicos e massas seca dos extratos acetato-

etílicos de Lasiodiplodia sp. cultivado em meio Czapek em estufa DBO. 

Tempo 
(dias) 

Extrato 
Volume de caldo 
de cultivo (ml) 

Massa seca do micélio 
fúngico (mg) 

Massa seca do 
extrato (mg) 

03 ELd-1 300 390 ± 54*  16 

06 ELd-2 300 615 ± 47* 58 

09 ELd-3 300 835 ± 40* 84 

12 ELd-4 300 844 ± 75* 154 

15 ELd-5 300 860 ± 80* 108 

18 ELd-6 300 862 ± 25* 89 

21 ELd-7 300 701 ± 65* 67 

24 ELd-8 300 686 ± 103* 61 

27 ELd-9 300 480 ± 78* 69 

Fonte: DO AUTOR (2020). 
* Média ± desvio padrão para 3 repetições 
 

Com os dados da Tabela 4, foi possível construir uma curva de crescimento 

do fungo Lasiodiplodia sp. baseado na massa seca do micélio. As curvas de 

crescimento descrevem a densidade das populações de células na cultura líquida ao 

longo do tempo (RAM et al., 2019).  O formato de uma curva de crescimento é 

afetado, se não determinado, pela natureza do primeiro nutriente essencial esgotado 

e pela capacidade do organismo em lidar com sua restrição. Isso foi demonstrado 

por estudos sistemáticos envolvendo a bactéria  Klebsiella pneumoniae (WANNER; 

EGLI, 1990) e o fungo Gibberella fujikuroi (BORROW et al., 1961; BORROW et al., 

1964). Nos dois organismos, o primeiro nutriente empobrecido foi decisivo para o 

progresso adicional da curva de crescimento. 

De acordo com a literatura vários fatores influenciam o progresso de 

crescimento microbiano, como a natureza e quantidade da fonte de carbono 

utilizada, a sequência de esgotamento dos nutrientes, a reutilização de metabólitos 

previamente excretados, nutrientes que cumpram funções metabólicas semelhantes 

(por exemplo, potássio e sódio ou fontes de carbono diferentes) que podem se 

substituir ou se complementarem, o estado fisiológico e morfológico do inoculo e a 

densidade celular (VRABL et al., 2019). 

Uma curva de crescimento microbiano típica é composta basicamente pela 

fase lag, em que ocorre a adaptação do microrganismo no meio, não há um grande 

aumento populacional. A fase log, no qual há um aumento populacional logarítmico 
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ou exponencial. A fase estacionária, na qual há um equilíbrio entre morte e produção 

celular, a interrupção do crescimento microbiano pode se dar pela cessação de 

nutrientes, mudanças no pH, produção de metabolitos tóxicos para a célula, dentre 

outros, e a fase de declínio, onde o número de células mortas ultrapassa o número 

de novas células (BERTRANDA, 2019; BUCHANAN, 1918; HAMILL et al., 2020; 

WANNER; EGLI, 1990). 

A curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. em meio estático (FIGURA 6) 

obtida, não apresenta visualmente a fase lag. A fase lag mínima, para germinação de 

conídios pode abranger algumas horas, se o fungo estiver em condições de estresse 

(HAMILL et al., 2020).  

A partir da inoculação do fungo até o 9º dia (ELd-3) pode-se observar que a 

curva apresentou uma inclinação acentuada, no qual, o crescimento fúngico 

exponencial é atribuído a fatores e condições favoráveis, como a quantidade e a 

natureza da fonte de carbono e de nitrogênio e outros nutrientes disponíveis (VRABL 

et al., 2019), havendo também um acréscimo equiparável relacionado à massa do 

extrato acetato-etílico. 

A fase estacionária pode ser observada do 9º (ELd-3) ao 18º dia (ELd-6) com 

o ápice de produção de massa seca do micélio fúngico. Nas condições do estudo 

pode-se sugerir que neste período, o fungo está apto a produzir maiores 

quantidades de massa seca de extrato acetato etílico na fase estacionária, alguns 

trabalhos reportam que os metabolitos secundários são produzidos frequentemente 

quando o crescimento diminui ou cessa, devido à exaustão de nutrientes (RUIZ et 

al., 2010; YIN et al., 2009; YIN; SUN, 2011). A partir do 18º dia, é possível observar 

um declínio do crescimento fúngico e da produção de extrato.  
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FIGURA 6 - Curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado meio Czapek em 

estufa DBO e produção de extrato acetato etílico 

 

Fonte: DO AUTOR (2020). 

 

4.2.2 Cultivo em modo agitado 

 

O cultivo do endófito Lasiodiplodia sp., em caldo Czapek, em modo agitado 

em shaker, foi registrado ao longo de 16 dias. Os ensaios foram realizados em 

triplicata e foi possível observar que os micélios cresceram no meio de cultura em 

forma de grânulos (FIGURA 7) em vez de filamentos, observados no cultivo estático. 

Em cultivos submersos, a agitação dos frascos faz com que haja mais oxigênio 

disponível para as células, influenciando no tamanho e na estrutura dos micélios 

(IBRAHIM, 2015; SANKPAL; JOSHI; KULKARNI, 2001; VEITER; RAJAMANICKAM; 

HERWIG, 2018).  

A produção de biomassa seca e a massa do extrato acetato de etila são 

apresentados na Tabela 5. Os resultados mostram que os maiores rendimentos, 

relacionados à massa seca de micélio fúngico foram do 4º ao 10º dia, e que a massa 

máxima obtida foi de 1403 mg com 8 dias de cultivo. No que se refere a produção de 

massa seca do extrato acetato-etílico a quantidade máxima foi de 101 mg com 10 

dias de cultivo, o que não garante o aumento da produção de metabólitos de 

interesse (GARYALI; KUMAR; REDDY, 2014). 

A agitação dos erlenmeyers onde os fungos foram inoculados possibilitou um 

maior crescimento fúngico em um menor intervalo de tempo, que pode ser 

observado nas massas secas do micélio, entretanto, essa agitação não influenciou 
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positivamente a produção de massa seca de extrato acetato-etílico. 

 

Figura 7 - Cultivo de Lasiodiplodia sp. em meio Czapek em shaker. 

.  

Fonte: DO AUTOR (2020).  
Legenda: a) 4º dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer agitado. 

    b) 6º dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer agitado. 
    c) 8º dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer agitado. 
    d) 10º dia de cultivo de Lasiodiplodia sp. em erlenmeyer agitado. 

 

Tabela 5 - Massas secas dos micélios fúngicos e massas seca dos extratos acetato-

etílico de Lasiodiplodia sp. cultivado em meio Czapek em shaker. 

Tempo 
(dias) 

Extrato 
Volume de caldo 
de cultivo (ml) 

Massa seca do micélio 
fúngico (mg) 

Massa seca do 
extrato (mg) 

02 ALd-1 300 536 ± 88* 16 

04 ALd-2 300 1302 ± 260* 31 

06 ALd-3 300 1311 ± 189* 60 

08 ALd-4 300 1403 ± 409* 94 

10 ALd-5 300 1294 ± 127* 101 

12 ALd-6 300 978 ± 177* 75 

14 ALd-7 300 1096 ± 42* 64 

16 ALd-8 300 967 ± 188* 47 

Fonte: DO AUTOR (2020). 
* Média ± desvio padrão para 3 repetições 

 

A curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado em modo agitado 

(FIGURA 8), também não apresenta visualmente a fase lag. A partir da inoculação do 

fungo até o 4º dia (ALd-2) pode-se observar que a curva apresentou uma inclinação 

acentuada, que comprova estas observações. Havendo também um acréscimo 

equiparável relacionado à massa do extrato acetato-etílico. 

A fase estacionária pode ser observada do 4º (ALd-2) ao 10º dia (ALd-5). Nas 

condições do estudo podemos determinar que o fungo está apto a produzir maiores 

quantidades de massa seca do extrato acetato-etílico na fase estacionária, em 

conformidade com estudos que demonstraram que metabólitos secundários são 
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produzidos frequentemente quando o crescimento do fungo diminui ou cessa (YIN et 

al., 2009; YIN; SUN, 2011). Após o 10º dia de cultivo, observou-se um declínio do 

crescimento fúngico e da produção de extrato acetato-etílico.  

 

FIGURA 8 - Curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado meio Czapek em 

shaker produção de extrato acetato etílico. 

 

Fonte: DO AUTOR (2020). 
 

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS  

 

Os extratos acetato-etílicos obtidos após os cultivos foram analisados quanto 

seu potencial antimicrobiano, o qual foi comparado aos parâmetros estabelecidos 

por Holetz e colaboladores (2002) que se assemelham aos estabelecidos por Kuete 

(2010) e Kuete e Efferth (2010), que determinam a atividade antimicrobiana de um 

extrato vegetal como forte para CIM inferior a 100 µg.mL -1, moderada para CIM entre 

100 e 500 µg.mL-1, fraca para CIM entre 500 e 1000 µg.mL-1 e inativa para CIM 

acima de 1000 µg.mL-1. 

Para o cultivo em modo estático não houve inibição satisfatória de todos os 

extratos frente a Escherichia coli (CIM > 400 µg.mL-1). Contudo, os extratos ELd-1, 

ELd-2, e ELd-3 avaliados contra Staphylococcus aureus apresentaram consideráveis 

valores de CIM entre 50-100 µg.mL-1, classificados como atividade antimicrobiana 

forte, de acordo com os critérios citados. Nas condições do estudo, a inibição do 

crescimento do patógeno foi devido ao efeito bacteriostático do extrato (CMM > 400 

µg.mL-1) (TABELA 6). 
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Em relação aos testes com levedura (Candida albicans), o extrato ELd-2 e 

EdE-3 apresentaram valores de CIM (12,5-25 µg.mL-1) e CMM (25-50 µg.mL-1) 

respectivamente, se destacando entre os extratos testados com um bom efeito 

fungicida (TABELA 6). Os extratos ELd-1 (CIM 50-100 µg.mL-1) e ELd-4 e 5 com CIM 

entre 100-200 µg.mL-1 (atividade antimicrobiana moderada), também se mostraram 

promissores. Desta forma, os extratos ELd-2 (6º dia de cultivo) e ELd-3 (9º dia de 

cultivo), se destacaram, apresentando a maior atividade antimicrobiana frente aos 

patógenos testados. 

 

Tabela 6 - Atividade antimicrobiana dos extratos acetato etílico de Lasiodiplodia sp. 

cultivado em meio Czapek em estufa DBO. 

Fonte: DO AUTOR (2020). 
 

É possível observar que as amostras que apresentaram os melhores valores 

para CIM (ELd-1, ELd-2, ELd-3), obtidas nos primeiros dias de cultivo do 

Lasiodiplodia sp., exibiram resultados opostos para massa de extrato acetato-etílico, 

com baixos valores, quando comparado aos demais. Entende-se então que, esse 

intervalo de tempo de cultivo, de até nove dias, é interessante para a obtenção de 

compostos com atividade antimicrobiana, porém, é necessário a otimização do meio 

de cultivo para obtenção de maior rendimento do extrato acetato-etílico, visto que 

sua atividade biológica se mostrou promissora, mas seu rendimento foi baixo. 

Os extratos acetato-etílicos obtidos no cultivo em modo agitado, também 

foram analisados quanto a sua capacidade antimicrobiana. Os patógenos utilizados 

também foram S. aureus, E. coli e C. albicans. O extrato ALd-2, obtido no início do 

Amostras 
CIM (µg.mL-1)  CMM (µg.mL-1) 

S. aureus E. coli C. albicans  S. aureus E. coli C. albicans 

ELd-1 50-100 >400 50-100  >400 >400 50-100 

ELd-2 50-100 >400 12,5-25  >400 >400 25-50 

ELd-3 50-100 >400 12,5-25  >400 >400 25-50 

ELd-4 200-400 >400 100-200  >400 >400 200-400 

ELd-5 200-400 >400 100-200  >400 >400 200-400 

ELd-6 200-400 >400 200-400  >400 >400 >400 

ELd-7 200-400 >400 >400  >400 >400 >400 

ELd-8 >400 >400 >400  >400 >400 >400 

ELd-9 200-400 >400 >400  >400 >400 >400 

Antimicrobianos 0,078 -0,156 3,125-6,25 2,5-5  5-10 20-40 2,5-5 
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cultivo, apresentou melhor valor de CIM (50-100) µg.mL-1 para a bactéria S. aureus, 

os demais extratos também apresentam inibição frente a bactéria com CIM variando 

na faixa de concentração de 100-400 µg.mL-1. O resultado da CMM mostrou que a 

inibição ocorreu devido ao efeito bacteriostático dos extratos. O cultivo em modo 

agitado também não gerou extratos orgânicos com atividade relevante contra E. coli 

(CIM >400 µg.mL-1), sugerindo que o fungo Lasiodiplodia sp. pode não estar 

produzindo substâncias capazes de inibir o crescimento de bactérias Gram-

negativas (TABELA 7). 

No que se refere a C. albicans, ALd-1 e ALd-2 se destacaram, apresentando 

CIM e CMM entre 25-50 µg.mL-1, com potencial atividade fungicida. Os extratos ALd-

3 e ALd-4 com CIM e CMM variando na faixa de concentração de 100-400 µg.mL-1, 

também se mostraram promissores. À vista disso, o extrato ALd-2 (4º dia de cultivo) 

se destacou, por apresentar a maior atividade antimicrobiana frente aos patógenos 

testados.  

 

Tabela 7 - Atividade antimicrobiana dos extratos acetato-etílico de Lasiodiplodia sp. 

cultivado em meio Czapek em shaker. 

Fonte: DO AUTOR (2020). 

 

Assim como os extratos obtidos no cultivo em modo estático, os extratos 

obtidos no cultivo em modo agitado, também apresentaram inibição sobre os 

patógenos S. aureus e C. albicans.  É possível observar que as amostras que 

apresentaram os melhores valores para CIM (ALd-1, ALd-2, ALd-3), obtidas nos 

primeiros dias de cultivo do Lasiodiplodia sp., exibiram resultados opostos para 

Amostras 
CIM (µg.mL-1)  CMM (µg.mL-1) 

S. aureus E. coli C. albicans  S. aureus E. coli C. albicans 

ALd-1 100-200 >400 25-50  >400 >400 25-50 

ALd-2 50-100 >400 25-50  >400 >400 25-50 

ALd-3 100-200 >400 100-200  >400 >400 100-200 

ALd-4 200-400 >400 100-200  >400 >400 200-400 

ALd-5 200-400 >400 200-400  >400 >400 >400 

ALd-6 200-400 >400 200-400  >400 >400 >400 

ALd-7 200-400 >400 200-400  >400 >400 >400 

ALd-8 200-400 >400 >400  >400 >400 >400 

Antimicrobianos 0,078-0,156 3,125-6,25 2,5-5  5-10 20-40 2,5-5 
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massas de extrato acetato-etílico, com baixos valores, quando comparado aos 

demais. Entende-se então que, esse intervalo de tempo de cultivo, entre seis e oito 

dias, é interessante para a obtenção de compostos com atividade antimicrobiana, 

contudo, similar ao cultivo em modo estático, também é necessário a otimização do 

processo para maximizar o rendimento do extrato acetato-etílico.  

Os patógenos S. aureus e C. albicans apresentaram sensibilidade diante dos 

extratos acetato de etila. Este resultado é promissor, visto que estes patógenos são 

de grande importância clínica. S. aureus é o agente etiológico de uma ampla gama 

de infecções clínicas, e apresenta capacidade de adquirir resistência aos agentes 

antimicrobianos comumente usados (KONG; NEOH; NATHAN, 2016). A C. albicans 

é patógeno fúngico oportunista mais comumente encontrado na população em geral 

e pode causar infecções sistêmicas superficiais e potencialmente fatais (LI et al., 

2018; RODRÍGUEZ-LEGUIZAMÓN et al., 2015), além disso, apresenta resistência a 

agentes antifúngicos, como azóis, polienos e equinocandinas, aumentando a 

dificuldade do tratamento (GONG et al., 2017).  

Os extratos não apresentaram atividades relevantes contra E. coli, inferindo 

que, nas condições do estudo, o endófito Lasiodiplodia sp. pode não estar 

produzindo substâncias capazes de inibir o crescimento de bactérias Gram-

negativas, mesmo sendo cultivado sob agitação. Entretanto, deve-se considerar que, 

por se tratar de extratos, há mistura de substâncias que podem estar interagindo de 

forma antagonista ou sinérgica (CAESAR; CECH, 2019). Por este motivo, os 

extratos devem ser submetidos a fracionamentos para posterior purificação dos 

compostos, de forma que se possa avaliar com maior confiabilidade sua ação 

antimicrobiana. 

Os extratos obtidos no cultivo em modo estático se destacaram com maiores 

massas de extratos orgânicos e melhores atividades antimicrobianas. Nessa forma 

de cultivo há escassez de oxigênio no meio de cultura, o que geralmente resulta em 

inibição de crescimento do microrganismo, e consequentemente, um aumento na 

produção de metabólitos secundários (CLARK; LANGLEY; BUSHELL, 1995), os 

quais são responsáveis pelas atividades observadas. Foi exatamente o que se pôde 

verificar através destes experimentos: o cultivo realizado em modo agitado 

possibilitou maior crescimento microbiano, enquanto, o cultivo realizado em modo 

estático forneceu menor crescimento do fungo, porém, as massas de extratos 

orgânicos foram sutilmente maiores, com melhores resultados contra os patógenos 
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avaliados. Gamboa-Suasnavart e colaboladores (2018) descrevem que quando há 

alta disponibilidade de oxigênio no meio de cultura, a fonte de carbono é utilizada 

principalmente para produção de biomassa, mas quando o oxigênio é limitado, a 

produção de metabólitos secundários se destaca.  

Optou-se em dar continuidade ao trabalho realizando os cultivos dos fungos 

em modo estático, no intervalo de tempo onde houve bons resultados para produção 

de extrato orgânico e atividade antimicrobiana. Desta forma, foi selecionado o tempo 

de 12 dias de cultivo, onde a massa de extrato orgânico foi a maior (154mg/300mL 

caldo), e apesar de não ter sido a melhor atividade antimicrobiana detectada, tal 

extrato apresentou boa inibição frente aos patógenos. Esse período de 12 dias de 

cultivo é referente a fase estacionária do crescimento do Lasiodiplodia sp., e o 

metabolismo secundário do fungo é, frequentemente, ativado nessa fase, onde há 

esgotamento de nutrientes  (AYED et al., 2015; HORAK et al., 2019; RUIZ et al., 

2010; YIN et al., 2009; YIN; SUN, 2011).  

As substâncias produzidas pelo fungo podem estar atuando de forma 

antagônica, isto é, ao estarem no mesmo meio, podem afetar a atividade de forma 

negativa (CAESAR; CECH, 2019). Ao se realizar a purificação ou enriquecimento 

dos compostos por técnicas de separação, existe a possibilidade de se restaurar, 

melhorar a atividade observada, em contrapartida, na pior das hipóteses, é possível 

também, perder a atividade biológica encontrada. 

Deve-se levar em consideração também o cultivo em modo estático por 9 

dias, onde houve a maior atividade antimicrobiana, e a massa do extrato orgânico 

obtida foi de 84mg/300mL caldo. Em geral, os resultados obtidos das massas dos 

extratos orgânicos foram baixos, esse baixo rendimento é comumente observado em 

extratos orgânicos (YIN; SUN, 2011), evidenciando a necessidade da otimização das 

condições do processo de cultivo para aumentar a produção do extrato acetato 

etílico. 

 

4.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 

 

As condições experimentais do planejamento fatorial completo com três 

fatores, seis pontos axiais e três repetições no ponto central, os resultados 

experimentais, preditos e os desvios relativos são apresentados na Tabela 8. Os 

pontos centrais fornecem graus adicionais de liberdade para estimativa de erro, o 
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que aumenta a eficiência ao testar a significância dos efeitos (ALVES et al., 2010). 

 

Tabela 8 - Resultados do planejamento fatorial completo 23, com 6 pontos axiais e 3 

repetições no ponto central. 

Fonte: DO AUTOR (2021). 

 

O teste de Shapiro-Wilk foi usado para verificar a normalidade da variável 

resposta (EtOAc), e o valor obtido foi p=0,259 (FIGURA 9) indicando que não houve 

diferença significativa da curva apresentada pelos valores da variável resposta de 

uma curva de distribuição normal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensaios 
Variáveis independentes (g/L) Resposta (mg) Desvios 

relativos 
Glicose (x1) Sacarose (x2) NaNO3 (x3) EtOAc (Y) Valores Preditos 

1 -1(6) -1(6) -1(0,85) 35 78 22,6 

2 +1(24) -1(6) -1(0,85) 154 123 22,7 

3 -1(6) +1(24) -1(0,85) 135 162 22,7 

4 +1(24) +1(24) -1(0,85) 182 207 22,7 

5 -1(6) -1(6) +1(2,85) 31 21 22,7 

6 +1(24) -1(6) +1(2,45) 72 66 22,6 

7 -1(6) +1(24) +1(2,45) 124 105 22,7 

8 +1(24) +1(24) +1(2,45) 139 150 22,7 

9 -1,68(0) 0(15) 0(1,65) 40 21 30,8 

10 +1,68(30) 0(15) 0(1,65) 91 96 30,7 

11 0(15) -1,68(0) 0(1,65) 30 37 30,7 

12 0(15) +1,68(30) 0(1,65) 200 179 30,7 

13 0(15) 0(15) -1,68(0) 290 236 18,9 

14 0(15) 0(15) +1,68(3) 140 140 18,9 

15 0(15) 0(15) 0(1,65) 152 188 13,0 

16 0(15) 0(15) 0(1,65) 184 188 13,0 

17 0(15) 0(15) 0(1,65) 186 188 13,0 
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Figura 9 - Histograma para extrato acetato-etílico seco. 

 

Fonte: DO AUTOR (2021). 
 

Com os resultados obtidos nos ensaios, os coeficientes de regressão foram 

calculados. Os termos lineares e quadráticos, exceto x3
2, foram estatisticamente 

significativos para o nível de significância de 5% (p < 0,05) (TABELA 9). Os termos 

lineares de glicose e sacarose apresentam valores positivos, demonstrando que há 

um aumento no rendimento do processo com a mudança do menor nível para o 

maior nível, já seus termos quadráticos e o termo linear de NaNO3 apresentaram 

valores negativos, demonstrando que há perda no rendimento do processo com a 

mudança do menor nível para o maior nível. O Diagrama de Pareto (FIGURA 10) 

ilustra os dados exibidos na Tabela 9. 

 

Tabela 9 - Coeficientes de regressão obtidos para o DCCR, usando um nível de 

significância de 5 %. 

 Coeficientes Erro padrão p-valor 

Média 175,31 16,82 0,0000 

x1 22,54 7,90 0,0246 

x1
2 -42,86 8,69 0,0017 

x2 42,02 7,90 0,0011 

x2
2 -25,36 8,69 0,0224 

x3 -28,72 7,90 0,0083 

x3
2 9,99 8,69 0,2879 

x1.x2 -12,25 10,32 0,2738 

x1.x3 -13,75 10,32 0,2244 

x2.x3 4,00 10,32 0,7098 

Fonte: DO AUTOR (2021). 
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Figura 10 - Diagrama de Pareto. 

 

Fonte: DO AUTOR (2021). 

 

As interações que não apresentaram efeito significativo (p > 0,05) foram 

desconsideradas durante a regressão e eliminadas do modelo final. Os coeficientes 

foram então recalculados e o modelo gerado e a respectiva tabela de ANOVA são 

apresentados na Equação 1 e Tabela 10. 

 

EtOAc (Y) = 188,08 + 22,54 x₁ - 45,81 x₁² + 42,02 x₂ - 28,31 x₂² - 28,72 x₃        (Eq1) 

 

Analisando a Tabela 10 verifica-se que a regressão foi significativa 

(p<0,0002). Quanto mais próximo o valor de R 2 estiver de 1,00, mais forte será o 

modelo e melhores serão as previsões de resposta. Neste estudo, obteve-se o valor 

de R 2 de 0,88, que descreve 88% dos dados experimentais, indicando que o modelo 

é significativo e se ajusta adequadamente aos dados experimentais. O valor obtido 

para o FCalc. (16,0) foi cinco vezes maior que o FTab. (3,20), demonstrando que além 

de significativo o modelo também é preditivo, possibilitando a construção da 

superfície de resposta para a análise dos resultados por superfície. 
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Tabela 10 - ANOVA para o DCCR, utilizando somente os coeficientes de regressão 

estatisticamente significativos a 5 % de significância. 

Fonte de 
variação 

Soma dos 
Quadrados 

Graus de 
Liberdade 

Quadrado 
Médio 

Fcal p-valor 

Regressão 72403,8 5 14480,8 16,0 0,00010 

Resíduos 9928,5 11 902,6   

Falta de 
Ajuste 

9200,5 9 1022,3 2,8 0,29014 

Erro puro 728,0 2 364,0   

Total 82332,2 16    

Fonte: DO AUTOR (2021). 
% variação explicada (R²) = 87,94% FTab;5;11;0,5 = 3,20 
 

Os resultados experimentais do planejamento e os resultados preditos pelos 

modelos estatísticos são apresentados no Figura 11, possibilitando uma melhor 

visualização e comparação entre os dados de cada ensaio. Os experimentos que 

apresentaram maiores desvios relativo, em relação ao valor predito pelo modelo, 

foram os ensaios de número 9, 10, 11 e 12. Nestes pontos do planejamento, há 

variação na concentração de glicose (x1) e sacarose (x2), do menor para o maior 

nível, inferindo que as condições extremas de concentração das fontes de carbonos 

favoreceram os maiores desvios entre os resultados experimentais e preditos pelo 

modelo.   

 

Figura 11 - Resultados experimentais e preditos para a produção de massa seca do 

extrato. 

 

Fonte: DO AUTOR (2021).  
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O planejamento experimental possibilitou determinar as melhores 

concentrações das variáveis independentes para constituição do meio cultivo, 

permitindo a obtenção de uma maior quantidade de extrato seco acetato de etila. 

Para tal, foi utilizado análise de superfície de resposta, baseando-se na equação 

gerada pelo DCCR (Eq. 1). A figura 12 mostra as superfícies de resposta e as curvas 

de contorno para o modelo de produção de massa de extrato, levando em 

consideração as variáveis independentes (x1, x2 e x3).  

É possível verificar através das superfícies e curvas de contorno que a 

produção de massa seca de extrato é afetada pela concentração de glicose, com 

faixa ótima de 14 a 17 g.L-1 e de sacarose com faixa ótima de 23 a 26 g.L-1. A faixa 

ótima de concentração NaNO3 esteve abaixo de 1 g.L-1. Em baixas concentrações 

de sacarose e/ou glicose a produção do extrato é afetada negativamente, 

independente da concentração NaNO3. 

 

Figura 12 - Superfícies de resposta e curva de contorno para massa seca de extrato.  
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Fonte: DO AUTOR (2021).  
Legenda: a) Superfícies de resposta função da concentração de glicose e sacarose. 
                b) Curva de contorno em função da concentração de glicose e sacarose. 
                c) Superfícies de resposta em função da concentração de glicose e NaNO3. 
                d) Curva de contorno em função da concentração de glicose e NaNO3. 
                e) Superfícies de resposta em função da concentração de sacarose e NaNO3. 

                 f) Curva de contorno em função da concentração sacarose e NaNO3. 

 

No presente estudo, buscou-se maximizar a produção dos extratos acetato de 

etila, com melhores atividades antimicrobianas, sintetizados pelo endófito 

Lasiodiplodia sp. A fonte de carbono e a fonte de nitrogênio desempenham papéis 

significativos na síntese de metabólitos secundários de diferentes fungos 

endofíticos. Seus tipos e concentrações têm efeito sobre a produção de metabólitos 

secundários (ZHANG et al., 2017). 

A influência da concentração da fonte de nitrogênio (NaNO3) foi analisada e 

pôde-se observar que não afetou a produção de extrato, de modo efetivo. Esse 

resultado é contrastante a estudos que demonstram que a fonte de nitrogênio e sua 

concentração interfere de forma direta na produção de metabólitos secundários pela 

espécie L. theobromae (DHANDHUKIA; THAKKAR, 2008, 2007; ENG et al., 2016). 

Porém, deve ser ressaltado que a influência de NaNO3 pode não ter tido papel 

crucial na produção de extrato, devido a presença de extrato de levedura, outra fonte 

de nitrogênio, no meio de cultivo. 

No que diz respeito a influência da concentração da fonte de carbono, a 

produção de extrato acetato de etila foi afetada diretamente. A sacarose foi 

acrescentada no meio de cultivo, e influenciou positivamente a produção de 

metabólitos pelo fungo, em concordância com o trabalho apresentado por 

Dhandhukia e Thakkar (2007) que descreveram um aumento na produção de 

metabólitos quando é adicionada sacarose ao meio de cultivo. Uma concentração 
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intermediária de glicose (comparada ao meio Czapek) favorece a produção de 

extrato. A maioria dos fungos filamentosos é capaz de metabolizar diferentes fontes 

de carbono, mas o açúcar preferido é a glicose, que fornece energia rápida para seu 

crescimento (ADNAN et al., 2018). No entanto, altas concentrações podem afetar 

negativamente a produção de metabólitos secundários (BARBORÁKOVÁ et al., 

2012; DEMAIN, 1989; INOUE et al., 2007; VERMA; LAL; DEBNATH DAS, 2017), 

uma vez que eles são produzidos em momentos de estresse.  

Os ensaios também foram avaliados em relação a sua atividade 

antimicrobiana (TABELA 11) frente a cepas de S. aureus e C. albicans, essa 

resposta não foi analisada pelo software Protimiza, porém, também foi considerada 

para escolha das melhores condições de cultivo. O ensaio 4 apresentou elevado 

efeito fungicida frente a C. albicans apresentando valor de CIM e CMM 25-50 µg.mL-

1, também apresentou efeito bacteriostático com CIM de 100-200 µg.mL-1, frente a S. 

aureus.  

 

Tabela 11 - Atividade antimicrobiana dos extratos acetato-etílico de Lasiodiplodia sp.  

Fonte: DO AUTOR (2021). 
 

Ensaio 
MIC (µg.mL-1)  MMC (µg.mL-1) 

S. aureus C. albicans  S. aureus C. albicans 

1 200-400 100-200  >400 200-400 

2 200-400 50-100  >400 50-100 

3 200-400 25-50  >400 50-100 

4 100-200 25-50  >400 25-50 

5 100-200 100-200  >400 100-200 

6 100-200 25-50  >400 50-100 

7 200-400 50-100  >400 100-200 

8 200-400 50-100  >400 50-100 

9 200-400 200-400  >400 >400 

10 100-200 100-200  >400 100-200 

11 100-200 >400  >400 >400 

12 100-200 50-100  >400 100-200 

13 100-200 100-200  >400 100-200 

14 200-400 50-100  >400 100-200 

15 200-400 50-100  >400 100-200 

16 200-400 50-100  >400 100-200 

17 200-400 50-100  >400 100-200 

Antimicrobianos 0,078-0,156 2,5-5  5-10 2,5-5 
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Foi possível determinar, a partir das análises da superfície de resposta, as 

condições de cultivo em que se obtém uma maior massa de extrato acetato etílico. 

Tais condições são apresentadas na Tabela 12. 

 

Tabela 12 - Condições de processo onde ocorre maior resposta para a produção de 

extrato. 

Variáveis Nível 

Glicose (g/L) 15,0 

Sacarose (g/L) 24,0 

NaNO3 (g/L) 0,85 

K2HPO4 (g/L) 1,0 

MgSO4.7H20 (g/L) 0,5 

KCL (g/L) 0,5 

FeSO4. 7H20 (g/L) 0,01 

Extrato de levedura (g/L) 1,0 
Fonte: DO AUTOR (2021). 
 

O modelo estatístico e a equação de regressão foram validadas, por meio de 

ensaios experimentais realizados em triplicata, utilizando-se as condições de ponto 

ótimo preditas pelo modelo apresentados na Tabela 13. Os ensaios 4 e 12 também 

foram validados por apresentaram importantes atividades antimicrobianas. Os 

extratos obtidos nos ensaios 4, 12 e ponto ótimo foram analisados quanto a sua 

capacidade antimicrobiana (TABELA 13). 

Em concordância com os resultados preditos, os resultados experimentais 

foram satisfatórios, apresentando boa produção de extrato, nas condições testadas, 

validando experimentalmente os resultados obtidos e demonstrando que o processo 

possui reprodutibilidade.  

Os patógenos testados na atividade antimicrobiana foram S. aureus e C. 

albicans. De modo geral, todos os ensaios apresentaram satisfatória inibição frente a 

esses microrganismos, evidenciando a relevância do fungo Lasiodiplodia sp. para a 

produção de compostos com atividades antimicrobianas. Os ensaios exibiram efeito 

bacteriostático com valores de CIM entre 50-100 µg.mL-1. E exibiram valores 

fungicida, com concentrações microbicidas variando de 50 a 200 µg.mL-1, indicando 

ótimos resultados se considerarmos que são extratos, como citado anteriormente por 

Holetz e colaboladores (2002). 
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Tabela 13 - Massas dos extratos obtidos e atividades antimicrobianas para os 

ensaios 4, 12 e ponto ótimo. 

Fonte: DO AUTOR (2021).  
* Média ± desvio padrão para 3 repetições 

 

Uma variedade de metabolitos secundários de baixo peso molecular são 

produzidos por fungos, dentre os exemplos de metabólitos fúngicos 

biotecnologicamente relevantes incluem os antibióticos (BORUTA, 2018). A natureza 

de sua formação é certamente genética, mas a expressão pode ser muito 

influenciada por condições ambientais. A síntese de antibióticos é frequentemente 

provocada pela exaustão de um nutriente, adição de um indutor e/ou por uma 

diminuição na taxa de crescimento do microrganismo (BIBB, 2005; UPADHYAY; 

BHATTACHARYYA; RAY, 2020).  

Os fungos sintetizam antibióticos em resposta a estresses fisiológicos, como 

limitação de nutrientes (fontes de carbono, nitrogênio, sais) (JAIN; GUPTA, 2012; 

PAPAGIANNI, 2004; SÁNCHEZ et al., 2010). Neste estudo, concentrações de fontes 

de carbono e de uma fonte de nitrogênio influenciaram a produção de extratos com 

atividades antimicrobianas. O ponto ótimo de cultivo de Lasiodiplodia sp., para 

produção de extrato, exibiu considerável atividade antimicrobiana frente aos 

patógenos testados. Esses resultados demonstram o grande potencial de produção 

de metabólitos bioativos nessas condições específicas. Dado que, os resultados da 

atividade são relatados para o extrato bruto, que podem ser aprimoradas com seu 

fracionamento.  

 

4.4.1 Cultivo em meio otimizado 

 

O cultivo do endófito Lasiodiplodia sp., em meio otimizado, foi realizado por 

Ensaios 
Massa 

extrato (mg) 
CIM (µg.mL-1) CMM (µg.mL-1) 

S. aureus C. albicans S. aureus C. albicans 

4 190±19* 50-100 50-100 >400 100-200 

12 206±50* 50-100 50-100 >400 50-100 

Ponto ótimo 251±48* 50-100 50-100 >400 100-200 

Antimicrobianos  0,078-0,156 2,5-5 5-10 2,5-5 
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15 dias. Os ensaios foram feitos em triplicata e a produção de massa seca do 

micélio fúngico e do extrato acetato de etila são apresentados na Tabela 14. Os 

resultados mostram que os maiores rendimentos, relacionados à massa seca de 

micélio fúngico aparecem entre o 4º e o 8º dia, e que a massa máxima obtida foi de 

699 mg com 8 dias de cultivo. No que se refere a produção de massa seca do 

extrato acetato-etílico a quantidade máxima foi de 284 mg com 12 dias de cultivo.  

 O fungo quando cultivado em meio de cultivo otimizado teve crescimento 

inferior ao observado no cultivo em meio Czapek padrão. Portanto, é possível inferir, 

que favorecendo o crescimento do fungo, através dos constituintes do meio, há uma 

menor biossíntese de metabolitos secundários. 

 

Tabela 14 - Massas dos extratos acetato de etila e do micélio fúngico para as 

condições otimizadas. 

Tempo 
(dias) 

Extrato 
Volume de caldo 
de cultivo (ml) 

Massa seca do micélio 
fúngico (mg) 

Massa seca do 
extrato (mg) 

01 POLd-1 300 61± 2* 7 

02 POLd -2 300 169 ± 65* 13 

03 POLd -3 300 482 ± 117* 17 

04 POLd -4 300 618 ± 119* 52 

05 POLd -5 300 636± 162* 62 

06 POLd -6 300 613 ± 7* 76 

07 POLd -7 300 655 ± 40* 71 

08 POLd -8 300 699 ± 8* 84 

09 POLd -9 300 593 ± 126* 144 

10 POLd -10 300 522± 35* 173 

11 POLd -11 300 581 ± 157* 180 

12 POLd - 12 300 470 ± 6* 284 

13 POLd - 13 300 453 ± 7* 275 

14 POLd - 14 300 471 ± 45* 261 

15 POLd - 15 300 517 ± 58* 247 

Fonte: DO AUTOR (2021). 
* Média ± desvio padrão para 3 repetições 

 

A curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. obtida em meio otimizado 

(FIGURA 13) apresenta a fase estacionária a partir do 4º (POLd-4) até 11º dia de 

cultivo (POLd-11). A quantidade de massa seca do extrato acetato-etílico produzida 
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nesse intervalo é aumentada. Depois do 11º dia de cultivo, foi possível observar um 

declínio do crescimento fúngico e um aumento acentuado da produção de extrato 

acetato-etílico.  

 

Figura 13 - Curva de crescimento do Lasiodiplodia sp. cultivado em meio otimizado 

em estufa DBO  

 

Fonte: DO AUTOR (2021).  

 

É evidente que as necessidades nutricionais apresentam importantes funções 

durante a biossíntese de metabólitos em microrganismos (YU et al., 2008). Dentre os 

nutrientes, as fontes de carbono e nitrogênio são consideradas importantes fatores 

do metabolismo. Há na literatura, relatos de otimização na produção de metabólitos 

secundários por meio da alteração das concentrações e dos constituintes do meio 

(BHATTACHARYYA; JHA, 2011; NOMILA MERLIN et al., 2013). Comparando a 

produção de extrato em dias iguais de cultivo do Lasiodiplodia sp. foi possível 

observar o aumento significativo no rendimento, após a otimização do processo 

(FIGURA 14). A massa do extrato obtido 12º dia de cultivo apresentou um aumento 

de 84% em seu rendimento, evidenciando a eficiência da metodologia de superfície 

de resposta, na otimização de processos.  
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Figura 14 - Comparação da produção de extrato acetato etílico em meio Czapek 

padrão e meio otimizado. 

 

Fonte: DO AUTOR (2021).  

 

Os extratos acetato-etílicos obtidos, foram analisados quanto a sua 

capacidade antimicrobiana. Os patógenos utilizados também foram S. aureus e C. 

albicans (TABELA 15). Os extratos POLd-4, POLd-5, POLd-6, POLd-7, POLd-8, 

POLd-10, POLd-11, POLd-12 e POLd-13 apresentaram melhores valores de CIM 

(50-100) µg.mL-1 para a bactéria S. aureus, os demais extratos também apresentam 

inibição frente a bactéria com CIM variando na faixa de concentração de 100-400 

µg.mL-1. O resultado da CMM mostra que a inibição se deu devido ao efeito 

bacteriostático dos extratos.  

Para C. albicans, POLd-5 e POLd-6 se destacaram com melhores valores de 

CIM (12,5-25 µg.mL-1), a inibição foi devido ao efeito fungicida exibido por esse 

extrato (CMM de 25-50 µg.mL-1) os demais extratos também apresentaram boa 

inibição no crescimento do patógeno, e apenas os extratos POLd-1 e POLd-2 não 

apresentaram efeito microbicida na faixa de concentração testada (CMM>400). 

Esses resultados confirmam que o endófito Lasiodiplodia sp. isolado do ipê é 

um bom produtor de compostos com atividades antimicrobianas, indicando um 

potencial promissor contra patógenos Gram-positivos e leveduras. 
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Tabela 15 - Atividade antimicrobiana dos extratos acetato-etílico de Lasiodiplodia sp. 

cultivado em meio otimizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: DO AUTOR (2021).  

  

Ao analisar a produção e a atividade antimicrobiana dos extratos acetato 

etílicos obtidos em meio de cultivo otimizado, ao decorrer de 15 dias é possível 

verificar que o aumento na produção do extrato não apresentou relevante 

interferência na atividade antimicrobiana dos mesmos. O fungo, em cultivo por 12 

dias, continuou exibindo a maior massa de extrato orgânico (284mg/300mL caldo), e 

apesar de não ter sido a melhor atividade antimicrobiana observada, apresentou boa 

inibição frente aos patógenos. Ao se realizar a purificação ou enriquecimento dos 

compostos por técnicas de separação, existe a possibilidade de se restaurar, ou 

melhorar a atividade observada. Gómez e colaboradores (2021) apresentam 

resultados onde o fracionamento dos extratos brutos melhorou significativamente a 

atividade antibacteriana e antifúngica, destacando o fracionamento de extratos 

obtidos com acetato de etila. As substâncias produzidas pelo fungo podem estar 

atuando de forma antagônica, isto é, ao estarem no mesmo meio, podem afetar a 

atividade de forma negativa (CAESAR; CECH, 2019).  

Amostras 
CIM (µg.mL-1)  CMM (µg.mL-1) 

S. aureus C. albicans  S. aureus C. albicans 

POLd-1 200-400 200-400  >400 >400 

POLd -2 200-400 200-400  >400 >400 

POLd -3 200-400 50-100  >400 100-200 

POLd -4 50-100 25-50  >400 50-100 

POLd -5 50-100 12,5-25  >400 25-50 

POLd -6 50-100 12,5-25  >400 25-50 

POLd -7 50-100 25-50  >400 25-50 

POLd -8 50-100 25-50  >400 25-50 

POLd -9 100-200 25-50  >400 50-100 

POLd -10 50-100 25-50  >400 50-100 

POLd -11 50-100 25-50  >400 50-100 

POLd - 12 50-100 50-100  >400 50-100 

POLd - 13 50-100 50-100  >400 100-200 

POLd - 14 100-200 100-200  >400 100-200 

POLd - 15 100-200 100-200  >400 100-200 

Antimicrobianos 0,078 -0,156 2,5-5  5-10 2,5-5 
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5 CONCLUSÕES 

 

O modo de cultivo do endófito Lasiodiplodia sp. realizado em modo estático e 

em modo agitado possibilitou determinar que a obtenção de maior quantidade de 

massa de extrato acetato-etílico seco foi através do cultivo em modo estático por um 

período de 12 dias. Afim de aumentar a produção de extrato acetato-etílico seco a 

metodologia de superfície de resposta foi empregada na otimização das condições 

do meio de cultivo, e possibilitou aumento de 84% na produção de extrato, variando 

as concentrações da fonte de carbono e nitrogênio presentes no meio. Os extratos 

sintetizados pelo endófito Lasiodiplodia sp. isolado do ipê roxo apresentaram 

eficiente inibição no crescimento de S. aureus e C. albicans sugerindo a presença de 

substâncias com potencial atividade antimicrobiana para possíveis aplicações 

biotecnológicas. 

 

6 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Os resultados obtidos nesse trabalho possibilitam o desenvolvimento de 

futuras pesquisas como, por exemplo: 

a) fracionamento dos extratos acetato etílico obtidos a partir dos diferentes meios de 

cultivo do endófito Lasiodiplodia sp.;  

b) isolamento de substâncias presentes nos extratos; 

c) comparação entre os metabólitos presentes em cada extrato através de técnicas 

espectroscópicas como RMN e EM; 

d) avaliação da atividade antimicrobiana das substâncias puras isoladas, após o 

fracionamento dos extratos acetato de etila; 

e) otimização de outros componentes/variáveis do meio de cultivo do fungo, para 

verificar se haveriam outros fatores que influenciariam o rendimento de extratos 

orgânicos, como: pH, temperatura, concentração de componentes não avaliados 

neste trabalho. 
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