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RESUMO 

 

 

 

Os fungos encontrados no interior de espécies vegetais, denominados fungos endofíticos 

apresentam um enorme potencial na produção de novas substâncias bioativas. Entre as 

substâncias de interesse comercial destacam-se os biossurfactantes, compostos com 

propriedades tensoativas produzidos por microrganismos. Os biossurfactantes 

apresentam uma ampla variedade de aplicações, que incluem biorremediação, 

biodegradação, limpeza de reservatórios de óleos, além de serem empregados nas 

indústrias de alimentos, farmacêutica e cosmética. Nesse sentido, o presente trabalho 

avaliou a produção de biossurfactantes em meios metabólicos de fungos isolados das 

espécies amazônicas Piper hispidum e Myrcia guianensis. Para verificar a produção de 

biossurfactante, foram realizados testes de colapso da gota e índice de emulsificação 

(E24). Para determinar a qualidade dos biossurfactantes produzidos foram avaliadas as 

características físico-químicas dos mesmos, como a diminuição da tensão superficial 

(TS) ao longo do cultivo e concentração micelar critica (CMC). Foram isolados 117 

fungos de P. hispidum e 50 foram utilizados na produção do biossurfactante. Destes, 

oitos apresentaram resultados positivos no teste da gota colapsada e E24 variando entre 

20 e 78%. Foram selecionados 32 cepas de endófitos de M. guianensis dos isolados da 

micoteca do Laboratório de Química Aplicada à Tecnologia da EST/UEA, sendo que 12 

apresentaram resultados positivos no teste da gota colapsada, com índices de 

emulsificação que variaram entre 60 e 75%. A partir dos melhores resultados os fungos 

foram recultivados em 1L de meio para extração e análises das características físico-

químicas. A recuperação dos biossurfactantes foi realizada pelo método de extração em 

etanol a frio, sendo obtido entre 2,46 e 4,47 g/L de biossurfactantes. A diminuição da 

TS e os valores de CMC foram verificados somente para os meios metabólicos dos 

quatro fungos que apresentaram os melhores resultados de índice de emulsificação: 

MgRe 1.3.3; MgC 3.3.2; Ph II 22G e Ph III 23F. O meio metabólico que apresentou a 

maior diminuição da TS (37%) foi o do isolado de M. guianensis MgRe 1.3.3 

(identificado como Colletotrichum gloeosporioides), reduzindo-a de 61,0 para 39,0 

mN.m
-1

. O menor valor de CMC foi encontrado para este mesmo endófito, de 4,6 

mg.mL
-1

. Além desta linhagem, outras duas foram identificadas por técnicas de biologia 

molecular, sendo o isolado MgC 3.3.2 identificado como Aspergillus niger e o isolado 

Ph II 22G como Glomerella cingulata. Com base nesse resultados, foi possível 

identificar endófitos de P. hispidum e M. guianensis produtores de biossurfactantes, que 

apresentaram características físico-químicas promissoras para aplicação em diferentes 

setores industriais.   

   

Palavras-chaves: Biossurfactantes, Fungos endofíticos, P. hispidum, M. guianensis. 
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ABSTRACT 

 
 
 

Fungi found in plant species, called endophytic fungi, present a great potential for the 

production of new bioactive substances. Among substances of commercial interest are 

the biosurfactants, compounds that present tensoactive properties and are produced by 

microorganisms. Biosurfactants comprise a wide variety of applications, which include 

bioremediation, biodegradation, cleaning of oil containers, and are also employed at the 

food, pharmaceutical and cosmetic industries. Therefore, this work has evaluated the 

biosurfactant production on metabolic broths of endophytic fungi isolated from Amazon 

species Piper hispidum and Myrcia guianensis. In order to access the biosurfactant 

production it was carried out the drop collapsed test and the determination of the 

emulsification index (E24). Biosurfactant physical-chemical properties, such as the 

lowering of superficial tension (ST) and the critical micelle concentration (CMC) were 

determined in order to verify its efficiency. 117 endophytic fungi were isolated from P. 

hispidum and 50 were used for the production of tensoactive molecules. Of these, eight 

presented positive results at the drop collapsed test and E24 varied from 20 to 78%. It 

was selected 32 M. guianensis endophytic fungi from the Laboratory of Chemistry 

Applied to Technology (EST/UEA). Of these, 12 presented positive results at the drop 

collapsed test and E24 varied from 60 to 75%. Considering the best results, fungi were 

cultivated in 1L media for biosurfactant extraction and physical-chemical properties 

evaluation. Biosurfactant recovering was performed using cold ethanol and promoted a 

2.46 to 4.47 g/L of tensoactive molecules. ST lowering and CMC values were only 

verified for the metabolic broths of the four fungi that presented the best results of 

emulsification index: MgRe 1.3.3; MgC 3.3.2; Ph II 22G and Ph III 23F. The metabolic 

media that presented the greater ST lowering (37%) was the one of M. guianensis 

isolate MgRe 1.3.3 (identified as Colletotrichum gloeosporioides), which reduced ST 

from 61.0 to 39 mN.m
-1

. The lowest CMC value was also found for this isolate, of 4.6 

mg.mL
-1

. Other two fungi strains were identified using molecular biology techniques. 

MgC 3.3.2 was identified as Aspergillus niger and Ph II 22G as Glomerella cingulata. 

Considering these results, it was possible to access P. hispidum and M. guianensis 

endophytic fungi that produce biosurfactants which presented promising physical-

chemical properties for being used in different industrial areas.           

 

Keywords: Biosurfactant, Endophytic fungi, P. hispidum, M. guianensis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os microrganismos (fungos, bactérias, actinomicetos, entre outros) 

desempenham um papel fundamental na produção de novos produtos naturais que 

podem ser utilizados na indústria farmacêutica (humana e animal), alimentícia e 

agrícola. Os fungos encontrados no interior de espécies vegetais, denominados fungos 

endofíticos ou fungos endófitos, apresentam um enorme potencial na produção de 

substâncias novas e bioativas (CHAPLA et al., 2003). 

O trabalho relacionado a microrganismos endofíticos isolados de plantas 

tropicais vem crescendo nas últimas décadas, sendo que algumas pesquisas são restritas 

a determinadas espécies do Brasil e da Índia, países nos quais poucos grupos de 

pesquisadores têm se empenhado na busca de novos microrganismos com propriedades 

de interesse biotecnológico (OLIVEIRA, 2010). 

Dentre as espécies tropicais, a Piper hispidum L. ou pimenta de macaco, que 

ocorre naturalmente na Amazônia, tem despertado grande interesse por parte dos 

pesquisadores devido à produção de um óleo essencial, o safrol, que apresenta uma ação 

eficaz no controle de fitopatógenos tradicionais, como fungos e bactérias, além de 

comprovada ação analgésica e antiinflamatória com baixos níveis de toxicidade (MAIA 

et al., 1998; MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al., 2002). Entretanto, 

trabalhos envolvendo a microbiota endofítica existente nesta planta ainda são 

incipientes.  

As plantas do gênero Myrcia também têm despertado o interesse de 

pesquisadores, graças à presença de uma considerável quantidade de compostos 

biologicamente ativos em seus metabólitos secundários, tais como flavonóides, 

sesquiterpenos, monoterpenos, triterpenos e esteróides. Esses metabólitos podem ser 

encontrados nos óleos essenciais das folhas, flores e galhos da planta (CRUZ et al., 

2002; KUSTER et al., 2003; CRUZ et al., 2004). Entre as plantas desse gênero, a 

espécie M. guianensis, conhecida popularmente na região norte do Brasil por pedra-

ume-caá ou vassorinha, possui significativo potencial para dar origem a novas 

substâncias bioativas, sendo que poucos são os trabalhos relacionados especificamente à 

espécie em questão, tanto do ponto de vista de sua fitoquímica, quanto de sua 

bioprospecção (BANHOS, 2011). 
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 Desta forma, há necessidade de desenvolver trabalhos cujo objetivo seja 

investigar a microbiota endofítica de P. hispidum e M. guianensis, uma vez que existem 

relatos na literatura de que microrganismos endofíticos podem gerar os mesmos 

compostos produzidos pela planta hospedeira, havendo assim a possibilidade de 

descobrir novos compostos de valor comercial interessante, além dos já produzidos pela 

própria planta (MESQUITA, 2005; FACUNDO et al., 2008). 

Os surfactantes são moléculas anfifílicas ou anfipáticas, visto serem constituídas 

de duas frações distintas – apolar (hidrofóbica) e polar (hidrofílica). Por essa razão, os 

surfactantes possuem a capacidade de interagir com líquidos de diferentes 

características, como, por exemplo, misturas de óleo (apolar) e água (polar). Também 

podem se posicionar na superfície do fluido formando uma película ou filme, resultando 

na redução da tensão superficial na interface liquido/ar (ZANA, 2005). Essas 

características conferem aos surfactantes diversas possibilidades de aplicação para uso 

doméstico ou industrial, tais como: detergência, emulsificação, lubrificação, capacidade 

espumante, molhabilidade, solubilização e dispersão de fases (URUM e PEKDEMIR, 

2004; MULLIGAN, 2005). 

Os biossurfactantes de origem microbiana podem ser produzidos por 

biotransformações de hidrocarbonetos de petróleo, bem como de matérias primas 

renováveis, e se tem dado especial atenção aos resíduos industriais, como por exemplo: 

glicerol, óleos vegetais já utilizados em frituras, resíduos de monoculturas e de 

processamento vegetal, entre outros (DESAI e BANAT, 1997; MULLIGAN, 2005). 

Essa busca por insumos de menor custo se faz necessária, visto que os surfactantes 

químicos apresentam custo inferior aos biossurfactantes, sendo, por essa razão, mais 

comercializados. 

Mesmo com o custo superior aos surfactantes químicos, os biossurfactantes 

possuem diversas características e propriedades, algumas comuns à maioria dos 

biossurfactantes, apresentando vantagens sobre as características de surfactantes 

convencionais, como por exemplo: atividades superficiais e interfaciais mais efetivas, 

pois produzem menor tensão superficial em menores concentrações; maior tolerância a 

temperatura, pH e força iônica; elevada estabilidade térmica e de pH, podendo ser 

utilizados em condições mais drásticas; biodegradabilidade, diferente dos surfactantes 

químicos, os biossurfactantes são facilmente degradáveis na água e no solo; além de 

possuírem baixa toxicidade (LIN, SHARMA e GEORGION, 1993; NITSCHKE e 
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PASTORE, 2002; MUKHERJEE, DAS e SEM, 2006; JOSHI, BRARUCHA e DESAI, 

2008). 

As estruturas químicas dos biossurfactantes apresentam diversas combinações, 

principalmente aqueles produzidos por microrganismos na presença de hidrocarbonetos 

(LANG, 2002). Em sua grande maioria são lipídios, os quais apresentam uma estrutura 

típica de surfactante. A porção lipofílica normalmente é um hidrocarboneto com mais 

de um ácido graxo, os quais podem ser saturados, insaturados ou conter estruturas 

cíclicas. A porção polar do biossurfactante pode ser simples (carbonila, hidroxila) ou 

uma mistura complexa de fosfato, carboidratos, aminoácidos, dentre outros (COOPER, 

1986; LANG, 2002). Banat, Makkar e Camerotra (2000) classificam os biossurfactantes 

em 5 grupos: glicolipídios, lipossacarídios, lipopeptídios, fosfolipídios e ácidos graxos. 

Grande parte dos estudos envolvendo a produção de biossurfactantes descreve a 

obtenção destes compostos a partir de bactérias (TURKOVSKAYA, DMITRIEVA e 

MURATOVA, 1999; ARAÚJO, 2002; SOUZA et al., 2006; LIMA et al., 2007; JOSHI, 

BHARUCHA e DESAI, 2008; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008). A produção 

de biossurfactantes fúngicos, entretanto, é pouco descrita na literatura, embora alguns 

trabalhos venham demonstrando a possibilidade de utilizar fungos na produção destes 

compostos (CASTIGLIONI, BERTOLIN e COSTA, 2009).  

Sabendo do potencial sintético dos fungos, torna-se fundamental ampliar os 

conhecimentos a respeito da produção de biossurfactantes produzidos por estes versáteis 

organismos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar a produção de 

biossurfactantes fúngicos, verificando o potencial de fungos endofíticos isolados de P. 

hispidum e M. guianensis da Região Amazônica na obtenção de moléculas tensoativas.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 FAMÍLIA PIPERÁCEA 

 

Piperaceae é uma família de plantas dicotiledôneas, que pertence à ordem 

Piperales, que por sua vez, foi descrita por Paul Dietrich Giseke. É composta por 12 

gêneros e cerca de 3000 espécies, sendo que, destes gêneros, apenas cinco são 

encontrados no Brasil (ROSA e SOUZA, 2004). Desses cinco, maior destaque é dado 

aos gêneros Piper, Piperomia e Pothomorphe, pela sua ampla distribuição e diversidade 

(LAGO et al., 2004; FAZOLIN et al., 2007). 

A família Piperaceae é comum em diversas localidades, muitas vezes dominando 

a borda ou o extrato inferior das matas. Esta família é representada por ervas eretas ou 

escandentes, subarbustos, arbustos ou pequenas árvores, terrestres ou epífitas. Possui 

folhas estipuladas, alternas, opostas ou verticiladas, sésseis ou pecioladas, inteiras, de 

consistência e formas das mais diversas, tricomas muito variados, geralmente dotadas 

de glândulas translúcidas e sua inflorescência apresenta-se em forma de espiga com as 

flores (JARAMILLO e MANOS, 2001; LAGO et al., 2004; FAZOLIN et al., 2007). 

As espécies da família Piperaceae possuem importância comercial, econômica e 

medicinal. Além do interesse ornamental por sua folhagem vistosa, as plantas desta 

família são mundialmente importantes para o mercado de condimentos. Os frutos 

maduros de Piper nigrum são a fonte da pimenta branca, enquanto os frutos imaturos da 

mesma espécie origina pimenta preta (PARMAR et al., 1997). As propriedades 

inseticidas de extratos da pimenta do reino (P. nigrum L.) são conhecidas desde 1924 e 

mostraram-se tóxicas para a mosca doméstica Musa domestica L. (Diptera: Muscidae), 

para o mosquito Culex pipiens Palex (Diptera: Culicidae) e o gorgulho-do-caupi 

Callosobruchos chinensis L. (Coleoptere: Bruchidea) (ESTRELA et al., 2003). Além de 

apresentar importância econômica para o mercado de condimentos e atividade 

inseticida, esta família possui grande diversidade estrutural em relação aos seus 

constituintes químicos, contendo lignanas, flavonóides, alcalóides e amidas (SILVA et 

al., 2008). Muitas das espécies deste gênero são fontes ricas em compostos 

biologicamente ativos, que constituem matrizes para estudos biossintéticos importantes, 

principalmente para a indústria de fármacos (SILVA e BASTOS, 2007). 
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2.1.1 Gênero Piper 

 

As plantas do gênero Piper são popularmente conhecidas como pimenteiras ou 

falsos-jaborandís. Este gênero é composto por arbustos, herbáceas, lianas ou pequenas 

árvores, com folhas alternadas, simples, inteiras, geralmente assimétricas, peninérveas 

ou palminérveas. O fruto é uma drupa pequena, em forma de espiga, com sementes 

minúsculas (JARAMILLO e MANOS, 2001). 

As espécies deste gênero encontram-se extensamente distribuídas na vegetação 

secundária de florestas tropicais, particularmente na Ásia e na Amazônia (MOTA, 

COSTA e MAIA, 2001) e cerca de 1000 espécies estão distribuídas nos hemisférios. 

Dentre estas espécies, apenas 12% vêm sendo estudadas, sendo que grande parte delas 

são plantas pioneiras e estão envolvidas em processos de regeneração e manutenção da 

diversidade das matas. Como mencionado anteriormente, algumas espécies do gênero 

Piper despertam interesse por produzirem compostos bioativos, tais como alcalóides, 

flavonóides e lignóides que são utilizados na medicina popular e também em outras 

aplicações como, por exemplo, alimento, plantas ornamentais, especiarias, na produção 

de perfumes, inseticidas, fungicidas e bactericidas (HEGNAUER, 1990; JENSEN, 

HANSEN e BOLL, 1993; THIES e KALKO, 2004; LAGO et al., 2005). 

 

2.1.1.1 Piper hispidum 

 

A espécie P. hispidum (Figura 1) constantemente confundida com outra espécie 

do mesmo gênero, a Piper aduncum, ocorre na Amazônia (GAIA et al., 2004) mas 

também pode ser encontrada no México, Suriname, Cuba, Sul da Flórida, Trinidad e 

Tobago e Jamaica, e é muito comum na Costa Rica (FAZOLIN et al., 2005). P. 

hispidum, ou pimenta de macaco, como é conhecida popularmente, possui grande 

potencial para exploração econômica devido à produção de safrol. Produtos naturais de 

P. hispidum têm apresentado ação eficaz no controle de fitopatógenos de culturas 

tradicionais, além de ação acaricida, bactericida, anti-molusco e larvicida, com a 

vantagem destes produtos serem biodegradáveis (ORJALA et al., 1994; WADT et al., 

2004; BASTOS, 2004; MORANDIM et al., 2005), além de comprovada ação 

analgésica, diurética e antiinflamatória, apresentando baixos níveis de toxicidade 

(MAIA et al., 1998; MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al., 2002). 



20 
 

 
 

Segundo Oliveira et al. (2014), P. hispidum, além de apresentar as atividades 

citadas anteriormente, possui fungos endofíticos que produzem metabólitos secundários 

com atividade antimicrobiana frente a bactérias patogênicas. Oliveira (2010) ainda 

verificou que os endófitos dessa espécie produziram enzimas hidrolíticas de interesse 

comercial (amilase, celulase, xilanase, lipase, pectinase e protease). Dessa forma, 

confirma-se que esta espécie possui microrganismos endofíticos que podem gerar novos 

compostos de valor comercial interessante, além dos já produzidos pela própria planta 

(MESQUITA, 2005; FACUNDO et al., 2008).   

 

Figura 1 - Piper hispidum. 

 
                                    Fonte: própria (2013). 

 

2.3 FAMÍLIA MYRTACEAE 

 

 Myrtaceae é uma das famílias de maior riqueza de espécies nos neotrópicos, 

abrangendo cerca de 10-15% do total de espécies arbóreas nas florestas úmidas e no 

Cerrado do leste brasileiro (BARROSO, 1984). É formada por árvores ou arbustos, 

raramente subarbustos, tronco geralmente com córtex esfoliante; folhas opostas ou 

menos frequentemente alternas (em apenas gêneros não nativos), raramente verticiladas, 

simples, estípulas vestigiais ou ausentes, margem inteira, geralmente coriáceas ou 

subcoriáceas, com pontuações translúcidas e peninérveas, geralmente com nervura 

marginal coletora. A inflorescência é geralmente cimosa, às vezes reduzida a  uma única 

flor. Apresenta em geral flores vistosas, geralmente com coloração branca,  bissexuadas 
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ou raramente unissexuadas (GRESSLER, 2005). As flores, que são hermafroditas e 

geralmente de cor clara, apresentam estames longamente exsertos e vistosos, 

numerosos, muito raramente em número igual ou duplo ao das pétalas. Seus frutos são 

carnosos e tanto estes como as flores são procurados por diversas espécies de animais 

(DURIGAN et al., 2005; GRESSLER, 2005). São majoritariamente dispersadas por 

abelhas, principalmente pelas subfamílias Meliponinae e Bombinae (Apidae) e seus 

frutos dispersos principalmente por aves e macacos. A família inclui cerca de 130 

gêneros e 4000 espécies, sendo encontrados na flora brasileira 23 gêneros e 1000 

espécies. 

Os gêneros mais representativos dessa família, ou seja, aqueles com maior 

número de espécies conhecidas são Eugenia, Myrcia e Calyptranthes (BARROSO e 

PERÓN, 1994; LANDRUM e KAWASAKI, 1997). Muitas espécies de Myrtaceae 

brasileiras são conhecidas por numerosas espécies frutíferas, algumas exploradas 

comercialmente. Geralmente não produzem madeiras valiosas, se restringindo ao 

fornecimento de lenha e para a utilização de pequenas peças ou objetos de uso 

tradicional local (LANDRUM e KAWASAKI, 1997; MARCHIORI e SOBRAL, 1997). 

Na Amazônia encontram-se várias espécies da família Myrtaceae, que são 

utilizadas na medicina popular, como Psydium guajava L. (goiabeira), cujos frutos e, 

principalmente, as folhas são ricos em taninos, tendo o chá de suas folhas e brotos uso 

muito difundido no meio popular como antidiarréico (CRUZ, 1982). Faz parte também 

desta família a Myrciaria jaboticaba (jabuticabeira), que tem seus frutos comestíveis 

muito apreciados na confecção de licores e vinhos medicinais, sendo igualmente 

empregada como antidiarréica e contra inflamações de garganta (CRUZ, 1982). 

Também merece destaque a Eugenia uniflora (pitanga), que apresenta compostos 

fenólicos com ação antioxidante e algumas com ação hipoglicemiante e antirreumática, 

também utilizadas em distúrbios estomacais e como antihipertensiva (HORA, 1944).  

Muitas investigações foram feitas acerca da espécie Myrtus communis, 

pertencente à família Myrtaceae, verificam-se resultados significativos tanto para seus 

extratos como para seu óleo essencial, inibindo o crescimento de microrganismos com 

conhecida importância médica como Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis, Escherichia coli, Bacillus subtilis e Serratia marcescens (SALVAGNINI 

et al., 2008).  

As espécies pertencentes especificamente ao gênero Myrcia possuem a 

capacidade de produzir uma grande quantidade de compostos, entre eles estão 
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flavonóides, sesquiterpenos, monoterpenos, triterpenos e esteróides. Esses metabólitos 

podem ser encontrados nos óleos essenciais e extratos das folhas, flores e galhos das 

plantas (CRUZ et al., 2002; KUSTER et al., 2003; CRUZ et al., 2004; LIMBERGER et 

al., 2004; CRUZ et al., 2007) evidenciando a capacidade dessa família na produção de 

diversos metabólitos secundários (DIJIPA, DELMEE e QUETIN-LECLERCQ, 2000; 

SERAFIN et al., 2007). 

 

2.3.1 Gênero Myrcia 

 

Para os metabólitos produzidos pelo gênero Myrcia, o que se sabe é que existem 

diferentes compostos produzidos por diferentes espécies de mesmo gênero, e que fatores 

como quantidade de chuvas e composição do solo são cruciais na presença desses 

compostos (LIMBERGER et al., 2004; CRUZ et al., 2007). Sabe-se também que alguns 

desses compostos possuem atividades biológicas interessantes (CRUZ et al., 2003; 

LIMBERGER et al., 2004; CRUZ et al., 2007). Como bom exemplo tem-se a espécie 

M. myrtiflora, que teve comprovada sua atividade antimicrobiana (CRUZ et al., 2007). 

Segundo Yoshikawa, Matsuda e Nishida (2002), as plantas pertencentes a este 

gênero apresentam habilidade na produção de novos compostos com atividades 

biológicas como a myrciacitrina, obtida a partir dos extratos metanólicos de M. 

multiflora. Esse composto apresenta comprovada atividade hipoglicemiante. 

 

2.3.1.1 Myrcia guianensis  

 

A espécie M. guianensis (Figura 2), conhecida popularmente na região norte do 

Brasil por pedra-ume-caá ou vassourinha, possui potencial para a obtenção de novas 

substâncias bioativas, sendo os trabalhos relacionados a espécie são insipientes. 

Banhos et al. (2014) verificaram atividade antimicrobiana de extratos obtidos de 

metabólitos secundários de fungos endofíticos isolados de M. guianensis. Os extratos 

apresentaram efeito inibitório frente à diferentes cepas patogênicas. Os metabólitos do 

fungo endofítico Nectria haematococca apresentaram os resultados mais promissores, 

inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Penicillium 

avelani, sendo a inibição do crescimento fúngico comparável à observada na presença 

de cetoconazol. 
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Dessa forma, a investigação da diversidade de fungos de hospedeiros tropicais 

aponta claramente para novas perspectivas sobre o potencial que os fungos endofíticos 

representam para a biotecnologia (OLIVEIRA, 2010). 

 

Figura 2 - Myrcia guianensis. 

 
                                       Fonte: Paulo Schwirkowski (Flora SBS). 

 

 

2.5 DIVERSIDADE DOS FUNGOS 

  

Os fungos constituem um vasto grupo de organismos hiperdiversos, podendo ser 

encontrados em todos os nichos ecológicos, como o solo, a água, os vegetais, os 

animais, e em diversos detritos (ALEXOPOULOS, MIMS e BLACKWELL, 1996). 

De acordo com Hawksworth (2001) o reino Fungi é considerado um reino 

análogo aos insetos em termos de riqueza de espécies, estimando-se a existência de 

aproximadamente 1,5 milhões de fungos. 

Os fungos são seres eucariotos, podendo ser haplóides, diplóides ou poliplóides; 

têm parede rígida quitinosa constituída de polímeros de amino açúcares. São 

heterotróficos, dependendo das substâncias orgânicas disponíveis. Desprovidos de 

clorofila, são incapazes de produzir energia por meio da luz e do gás carbônico. São 

altamente eficientes na degradação de uma ampla variedade de substratos e podem se 

apresentar nas formas leveduriforme e hifal. Responsáveis pela produção de substâncias 

de interesse comercial, os fungos também representam importantes agentes 

decompositores dos componentes primários da madeira - lignina e celulose - o que 
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resulta em um controle na produção de biomassa em um ecossistema florestal 

(MUELLER, BILLS e FOSTER, 2004). 

Os fungos são encontrados em todos os ambientes, podendo infectar animais, 

incluindo humanos; parasitar plantas, causando doenças e morte das árvores ou se 

associar em simbiose entre as raízes de plantas leguminosas como fungos micorrízicos 

arbusculares onde colaboram com a planta para a absorção de água e sais minerais, 

aumentando a resistência da mesma ao estresse biótico e abiótico em que está exposta 

(ALEXOPOULOS, MIMS e BLACKWELL, 1996; MUELLER, BILLS e FOSTER, 

2004; GUIMARÃES, 2005). 

Os fungos apresentam, ainda, grande importância econômica para as indústrias 

alimentícia, farmacêutica e para a agricultura. Com isso, os metabólitos secundários 

sintetizados pelos mesmos são de grande interesse farmacológico, a exemplo dos 

antibióticos, esteróides e inúmeras outras substâncias bioativas que apresentam diversas 

aplicações biotecnológicas, além de serem produtores de fitohormônios e constituirem 

promissores agentes de controle biológico de insetos e nematódeos (SILVA, 2009). 

Apesar dos efeitos indesejáveis dos fungos serem enfatizados pela população 

leiga, vários são os benefícios que estes microrganismos oferecem: antibióticos como a 

penicilina produzida pelo fungo Penicillium notatum, as fermentações biológicas 

envolvendo fungos, utilizadas pelo ser humano há milênios na fabricação de pães, 

queijo, bebidas fermentadas, como o vinho e a cerveja e outros produtos alimentícios 

(CARLILE e WATKINSON, 1997; AZEVEDO, 2001; HAWKSWORTH, 2001; 

MUELLER, BILLS e FOSTER, 2004).  

De acordo com Alexopoulos,  Mims e Blackwell (1996), o reino Fungi, quando 

baseado em uma classificação monofilética, compreende os reinos Stramenopila e 

Protista. Embora os indivíduos desses grupos não compartilhem um ancestral comum, 

eles apresentam algumas semelhanças quanto à morfologia, ao modo de nutrição e à 

ecologia, que os permitem ser considerados juntamente ao reino Fungi. Desse modo, o 

reino Fungi deve ser entendido como um grupo com 3 reinos e 11 filos relacionados: o 

Reino Fungi com os filos Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota; 

o Reino Stramenopila com os filos Oomycota, Hyphochytriomycota e 

Labyrinthulomycota e o Reino Protista com os filos Plamodiophoromycota, 

Dictyosteliomycota, Acrasiomycota e Mycxomycota (HAWKSWORTH et al., 1995; 

ALEXOPOULOS et al., 1996; MUELLER, BILLS e FOSTER, 2004). 
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2.6 FUNGOS ENDOFÍTICOS 

  

Desde a descoberta dos microrganismos endofíticos em Darnel na Alemanha, em 

1904, diversos pesquisadores vêm estabelecendo definições para o termo fungo 

endofítico (STROBEL e DAISY, 2003). Um considerável desacordo existe sobre o que 

caracteriza um fungo endofítico (SAIKKONEN et al., 1998), mas conforme Strobel e 

Daisy (2003) esse conceito varia em função de como estes microrganismos são isolados 

e estudados. 

Todas as partes de uma planta expostas ao ar, em contato com chuva ou orvalho, 

como caules, folhas, flores e frutos, estão sujeitos à infecção fúngica, incluindo as raízes 

(CARLILE e WATKINSON, 1997; CAO, YOU e ZHOU, 2002). Os fungos endofíticos 

pertencem, em sua maioria, ao filo Ascomycota e ao grupo dos fungos conidiais, 

existindo também, representantes dos filos Zigomycota, Chytridiomycota, 

Basiodiomycota e Glomeromycota (SCHULZ et al., 1999). 

O termo endófito originalmente descrito por De Bary em 1866, refere-se a 

qualquer microrganismo que vive nos tecidos de plantas, distinguindo-se dos epifíticos 

que vivem na superfície. Petrini (1991) considerou microrganismos endofíticos aqueles 

que colonizam o interior de tecidos aéreos das plantas em alguma fase do seu ciclo de 

vida, sem lhes causar danos aparentes. Uma interpretação mais recente de Azevedo e 

Araújo (2007) define como microrganismos endofíticos todos aqueles cultiváveis ou 

não, que habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar prejuízo ao hospedeiro, e 

que não desenvolvem estruturas externas visíveis. Essa definição foi ampliada por 

Mendes e Azevedo (2007) dividindo os endófitos em dois tipos, sendo: tipo I, os que 

não produzem estruturas externas à planta; e tipo II, os que produzem estruturas 

externas à planta, como fungos micorrízicos e bactérias simbiontes fixadoras de 

nitrogênio. 

 Os fungos endofíticos são um grupo diversificado de ascomicetos definidos por 

sua ocorrência assintomática nos tecidos vegetais. Eles ocorrem em todo o território 

terrestre, nas comunidades naturais e antrópicas, colonizando plantas no Ártico, 

Antártica, solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas tropicais, mangues e florestas 

costeiras (ARNOLD, 2007; JALGAONWALA, MOHITE e MAHAJAN, 2011). Em 

quase todas as plantas vasculares, algas marinhas, musgos e samambaias estudadas até o 

momento, foram encontradas bactérias e fungos endofíticos. Normalmente, centenas de 

espécies de endófitos podem ser isoladas de uma única planta, sendo que pelo menos 
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um é específico ao hospedeiro (TAN e ZOU, 2001). 

Segundo Putzke e Putzke (2002), assim como os fungos micorrízicos (simbiose 

entre a raiz da planta e o micélio fúngico), os fungos endofíticos de raízes podem 

promover o crescimento da planta hospedeira, fato associado ao aumento da 

incorporação de elementos minerais pela planta. No entanto, estes últimos diferem dos 

fungos micorrízicos por não produzirem estruturas características como vesículas e 

arbúsculos (AZEVEDO et al., 2000; PUTZKE e PUTZKE, 2002). 

A colonização, adaptação e propagação dos fungos endofíticos no hospedeiro 

podem ser beneficiadas com a produção de compostos que atuem na competição com 

outros microrganismos, animais herbívoros e promoção de crescimento vegetal. A 

produção de metabólitos secundários depende de fatores bióticos e abióticos, e estão 

intimamente relacionadas com o momento fisiológico do hospedeiro (AZEVEDO et al., 

2002; ZHI-LIN et al., 2007). 

O fungo endofítico, ao colonizar uma planta, sintetiza inicialmente metabólitos 

para competir com os fungos epifíticos, e em seguida, contra patógenos. Com isso, tem-

se a regulação do metabolismo do hospedeiro para uma associação equilibrada 

(SCHULZ et al., 2002). Esses metabólitos são hidrolases, enzimas envolvidas no 

mecanismo de resistência que impedem a adesão às células do hospedeiro por 

patógenos, evitando, dessa maneira, o desvio de nutrientes da planta (TAN e ZOU, 

2001; STROBEL, 2003; FIRÁKOVÁ, STURDÍKOVÁ e MÚCKOVÁ, 2007). 

Segundo Vieira (2008), os metabólitos secundários são compostos de baixo peso 

molecular, produzidos pelos microrganismos em resposta às condições ambientais. 

Acredita-se também que esses metabólitos não sejam essenciais ao crescimento do 

microrganismo, mas que estejam envolvidos em processos de comunicação entre 

microrganismo e planta hospedeira. São compostos extremamente diversos, com 

bioquímica única (BÉRDY, 2005). 

Estas substâncias são comumente produzidas em resposta às adaptações para 

uma função específica na natureza (STROBEL, 2003; STROBEL, DAISY e 

CASTILLO, 2005). Interações ambientais, contato com diversos hospedeiros e com 

outros fungos, sejam eles patogênicos ou não, resultam em uma enorme plasticidade 

fenotípica capaz de impulsionar o processo evolutivo dos fungos endofíticos (SCHULZ 

e BOYLE, 2005). A plasticidade fenotípica destes fungos é favorecida em biótopos 

como as florestas chuvosas de regiões tropicais. Nesses locais existem não somente 
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diversidade biológica, mas também diversidade de substâncias químicas (AZEVEDO et 

al., 2000; HAWKSWORTH, 2001; STROBEL et al., 2004). 

Da mesma forma, os metabólitos secundários produzidos pelos fungos 

endofíticos podem sofrer alterações quando cultivados em laboratório. Alguns fatores 

tais como temperatura, composição do meio de cultura e aeração, podem interferir na 

quantidade e no tipo de compostos que são produzidos (STONE, BACON e WHITE, 

2000; STROBEL et al., 2004). Em culturas puras, a produção dos metabólitos 

secundários ocorre durante a fase estacionária, quando os nutrientes são exauridos e a 

taxa de crescimento do fungo declina (CARLILE e WATKINSON, 1997; 

GUIMARÃES, 2006.). 

O principal exemplo de metabólito secundário produzido por fungo endofítico é 

o taxol, cuja estrutura química está apresentada na Figura 3. Este composto vem sendo 

utilizado no tratamento de câncer de mama e de útero. Sua principal fonte é a árvore 

Taxus brevefolia, encontrada em pântanos e alagadiços da costa oeste norte-americana 

(AZEVEDO et al., 2002). 

 

Figura 3 - Estrutura química do taxol.  

 
                             Fonte: Azevedo et al. (2002). 

 

Os metabólitos secundários já isolados de extratos de fungos endofíticos 

pertencem a diversos grupos estruturais, sendo os principais: esteróides, xantonas, 

fenóis, isocumarinas, derivados perilenos, quinonas, furandionas, terpenóides, 

depsipeptídeos e citocalasinas (SCHULZ e BOYLE, 2005). Dentre as funções 

biológicas de alguns desses compostos pode-se destacar as ações antibacteriana, 

antiviral, antioxidante, antifúngica, anti-helmíntica, antitumoral, antimalárica, 

antiinflamatória, antituberculose, laxativa, antidiabética e imunossupressora, entre 
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outras (STROBEL e DAISY, 2003). Alguns metabólitos podem, ainda, serem utilizados 

como controles biológicos e biorremediadores (GUO et al., 2008). 

Fungos amazônicos, incluindo endofíticos, estudados por Barbosa (2011) 

apresentaram produção de moléculas tensoativas. Alguns desses fungos cultivados na 

presença de petróleo bruto, bem como na de óleo de soja, reduziram a tensão superficial 

do meio de cultivo e demonstraram resultados promissores de índice de emulsificação, 

na presença de querosene, indicando o grande potencial dos isolados fúngicos 

amazônicos para a produção de biossurfactantes. 

Sabendo do potencial sintético dos fungos referente a uma grande diversidade de 

substâncias de valor comercial interessante (CALVO et al., 2009), torna-se fundamental 

ampliar os conhecimentos a respeito da produção de biossurfactantes produzidos por 

estes organismos. 

 

2.7 SURFACTANTES 

 

Os surfactantes são compostos anfifílicos, termo usado para denominar uma 

ampla classe de moléculas que em comum apresentam em sua estrutura uma parte 

hidrofílica (cabeça) e outra hidrofóbica (cauda) (Figura 4). A porção hidrofílica (solúvel 

em água) ou grupo polar pode ser iônica, não iônica ou anfotérica, ou seja, exibir 

características aniônicas ou catiônicas dependendo das condições de pH da solução 

aquosa (Tabela 1) (MANIASSO, 2001). A porção hidrofóbica (solúvel em óleo) ou não 

polar é frequentemente uma cadeia de hidrocarbonetos composta de ácidos graxos 

saturados e insaturados (CARA, 2009). 

 

Figura 4 - Representação esquemática da estrutura de um surfactante.  

 
                      Fonte: Cara (2009). 
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Em função da presença desses dois grupos na mesma molécula, os surfactantes 

tendem a se distribuir preferencialmente nas interfaces entre fases fluidas com 

diferentes graus de polaridade tais como óleo/água e ar/água (BANAT, MAKKAR e 

CAMEOTRA, 2000). 

 

Tabela 1 - Exemplos de surfactantes comerciais e classificação quanto à porção 

hidrofílica. 

Tipo Agente Tensoativo 

Catiônico 

Brometo de cetiltrimetil amônio (CTAB) 

Brometo de dodeciltrimetil amônio (DTAB) 

Cloreto de cetilpiridino (CICP) 

Aniônico 

Dodecil sulfato de sódio (SDS) 

Dihexadecil fosfato (DHF) 

Bis(2-etilhexil) sulfosuccinato sódico (Aerosol OT) 

Não iônico 

Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol (Triton X-100) 

Polioxietileno (23) dodecanol (brij 35) 

Polisorbatos (Incluindo Tween) 

Fonte: Maniasso (2001); Hamme, Singh e Ward (2006). 

 

A característica do surfactante é responsável pelo seu comportamento peculiar 

em água, visto que as porções hidrofóbicas são energeticamente desfavoráveis no que 

diz respeito ao contato com a água, pois esta é polar (ZANA, 2005). Em água, os 

surfactantes tendem a se alocar na superfície do sistema, na interface água/ar: a região 

polar do surfactante se situa na água e a região apolar voltada para a interface com o ar 

(Figura 5). Esse comportamento ocasiona a redução da tensão superficial da água. 

 

Figura 5 - Representação da alocação dos surfactantes na superfície de um líquido polar.  

 
                                            Fonte: Zana (2005). 

 



30 
 

 
 

No interior do líquido, as moléculas da água interagem com as moléculas 

vizinhas, em todos os sentidos, o que possibilita a aproximação das moléculas, por 

conta das forças de atração, mas a ação das forças repulsivas impede que duas ou mais 

moléculas ocupem o mesmo espaço ao mesmo tempo, criando um distanciamento entre 

elas (Figura 6). Por outro lado, as moléculas situadas na superfície livre do líquido 

interagem apenas com as moléculas situadas lateralmente e as localizadas bem abaixo 

da superfície.  

 

Figura 6 - Esquema mostrando as forças moleculares envolvidas na formação da 

membrana (tensão superficial).  

 
                                Fonte: Zana (2005). 

 

A formação de uma película molecular nas interfaces reduz a tensão nessa 

região, sendo essa uma particularidade única dos surfactantes. Além disso, surfactantes 

formam microemulsões onde hidrocarbonetos podem se solubilizar em água como 

também a água pode ser solubilizada em hidrocarbonetos (DESAI e BANAT, 1997; 

BANAT, MAKKAR e CAMEOTRA, 2000).  

  

2.7.1 Tensão Superficial 

 

O fenômeno da tensão superficial está presente em toda parte na natureza e é de 

extrema relevância em tecnologia. É do conhecimento comum que a tensão superficial é 

responsável pela forma esférica de pequenas gotas de água, como as gotas de orvalho, 

ou pelo fato de um mosquito ou um palito horizontal sobre uma superfície de água não 

se afundar (FERREIRA, 2004). 

Os líquidos tendem a adotar uma forma que minimize sua área de superfície em 

uma tentativa de manter as moléculas com um maior número possível de vizinhos 
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semelhantes. As gotas de líquidos tendem a assumir a forma esférica, pois a esfera é a 

forma com a menor razão superfície/volume (HEWITT, 2002). 

As forças coesivas entre as moléculas no interior de um líquido são 

compartilhadas com os átomos vizinhos. As moléculas presentes na superfície não têm 

átomos vizinhos acima delas e exibem uma força atrativa mais forte sobre suas vizinhas 

mais próximas na superfície. Este aumento das forças atrativas intermoleculares na 

superfície é chamado tensão superficial (HEWITT, 2002). Na Figura 7 é apresentado 

um esquema ilustrando as forças intermoleculares no interior e na superfície do líquido. 

 

Figura 7 - Esquema das forças intermoleculares no interior e na superfície do líquido.  

 
                                   Fonte: Pirôllo (2006). 

 

A adição de um soluto a um líquido altera a sua tensão superficial, tornando-a 

maior ou menor que a tensão superficial do solvente puro. Quando o soluto se concentra 

na interface, então a tensão superficial da solução é menor, verificando-se o oposto 

quando o soluto evita a interface (FERREIRA, 2004). 

Estes comportamentos podem ser explicados com base nas interações 

intermoleculares. Se as interações soluto-solvente são mais fortes que as soluto-fase 

gasosa, então o soluto evita a interface e a tensão superficial da solução é aumentada. 

Todavia, se o soluto atrai fracamente o solvente, ou apenas interage favoravelmente 

com uma parte da sua molécula, a tensão superficial é diminuída (BEZERRA, 2012). 

Entre os solutos que fazem aumentar a tensão superficial da água incluem-se os 

sais iônicos solúveis e os carboidratos. Os primeiros formam interações íon-dipolo com 

a água, enquanto o segundo, tendo muitos grupos hidroxila, formam ligações de 

hidrogênio com a água (FERREIRA, 2004). Os solutos que diminuem a tensão 

superficial são designados agentes tensoativos ou surfactantes. 



32 
 

 
 

A eficácia dos surfactantes é definida através da capacidade de reduzir a tensão 

superficial, que é a medida de energia livre da superfície por unidade de área, necessária 

para trazer uma molécula do interior do líquido para a superfície (ROSEN, 1978 apud 

MULLIGAN, 2005). Devido à presença de surfactantes, menor energia é requerida para 

trazer uma molécula até a superfície e a tensão superficial é reduzida. Por exemplo, um 

bom surfactante pode reduzir a tensão superficial da água de 72 para 35 mN/m 

(PIRÔLLO, 2006). De modo análogo, a presença de surfactante pode reduzir a energia 

entre dois líquidos imiscíveis, denominada tensão interfacial. Por isso, a eficácia de um 

surfactante costuma ser determinada por sua capacidade de reduzir a tensão superficial 

ou a tensão interfacial dos sistemas (CARA, 2009).  

Um dos índices mais utilizados para avaliar a eficiência de um surfactante é a 

concentração micelar crítica (CMC). A CMC é a concentração mínima de surfactante 

requerida para alcançar os valores mais baixos de tensão interfacial ou de tensão 

superficial (LIN, 1996). A partir dessa concentração os surfactantes se associam em 

estruturas como micelas, vesículas ou lamelas e não ocorrerá maior redução na tensão 

superficial ou interfacial (DESAI e BANAT, 1997; MAIER, 2003). Vale salientar que a 

medida da tensão superficial do sobrenadante é o método mais empregado para 

determinar indiretamente a atividade surfactante (MATSUURA, 2004). 

Observa-se na Figura 8 que os surfactantes encontram-se na forma monomérica 

abaixo da concentração micelar crítica; todavia, acima da CMC, grandes agregados 

moleculares de dimensões coloidais são formados. Estas micelas, assim denominadas, 

são termicamente estáveis, facilmente reprodutíveis e são destruídas pela diluição com 

água (MAKKAR e ROCKNE, 2003). 

A redução da tensão interfacial torna estes compostos adequados para várias 

aplicações industriais envolvendo: detergência, emulsificação, lubrificação, capacidade 

espumante, capacidade de molhabilidade, solubilização e dispersão de fases. Muitos 

surfactantes são sintetizados quimicamente a partir do petróleo, o que leva a um 

processo de produção ambientalmente nocivo. Além disso, muitos surfactantes 

sintéticos apresentam baixa biodegradabilidade, o que limita seu uso em diversas 

aplicações industriais e ambientais (MAKKAR E CAMEOTRA, 2002). Os surfactantes 

compõem uma importante classe de compostos químicos utilizados tanto em escala 

doméstica quanto industrial (MAKKAR, CAMEOTRA e BANAT, 2011). 
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Figura 8 - Esquema representativo para tensão superficial, tensão interfacial e 

solubilidade em função da concentração de surfactante.  

 

 
                                     Fonte: Mulligan (2005), adaptado por Cara (2009). 

 

Dessa forma, uma alternativa que vem ao longo dos anos sendo estudada é a 

síntese dos biossurfactantes, pois estes demonstram equivalentes propriedades 

emulsificantes e são biodegradáveis (CARA, 2009).  

 

2.8 BIOSSURFACTANTES 

 

De acordo com Matsuura (2004), os biossurfactantes foram descobertos na 

década de 60 como compostos extracelulares anfifílicos em pesquisas de fermentações 

de hidrocarbonetos. 

Os chamados biossurfactantes são compostos biológicos (metabólitos) 

produzidos por uma grande variedade de microrganismos procariontes e eucariontes. 

Assim como seus similares sintéticos, possuem em sua estrutura molecular porções 

hidrofílicas (polares) e hidrofóbicas (apolares), sendo por isso considerados moléculas 

anfipáticas que permitem a formação de estruturas especializadas, e apresentam diversas 

funções naturais com diferentes aplicações vitais à sua ação (MATSUURA, 2004; 

SINGH et al., 2007). 

Os biossurfactantes são produzidos principalmente durante o crescimento 

aeróbio ou em fase estacionária do desenvolvimento dos microrganismos, em meios de 

cultura a partir de carboidratos, hidrocarbonetos, óleos e gorduras ou uma mistura destes 

(ÚBEDA, 2004; PIRÔLLO, 2006). 

A produção de biossurfactante pode ser espontânea ou induzida através da 
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presença de compostos lipídicos, por variações de pH, temperatura, aeração e agitação 

ou ainda, quando o crescimento celular é mantido sob condições de estresse como 

baixas concentrações de nitrogênio e alterações nas condições ótimas de pH e 

temperatura (ÚBEDA, 2004). Quando são excretados no meio de cultivo durante o 

crescimento microbiano, auxiliam o transporte e transposição de substratos insolúveis 

através da membrana celular (BOGNOLO, 1999). 

Todos os biossurfactantes são do tipo não-iônico ou aniônico. Não há na 

literatura registros de estruturas catiônicas, embora, algumas vezes, a presença de 

grupos de nitrogênio confira certo grau catiônico a estes metabólitos (BOGNOLO, 

1999).  

A produção de biossurfactante por diversos microrganismos tem sido 

amplamente estudada, apresentando uma gama de dados bastante relevantes sobre a 

produção, tipo, bem como suas propriedades (MUKHERJEE, DAS e SEN, 2006). 

 

2.8.1 Classificação dos Biossurfactantes 

 

Ao contrário dos surfactantes sintetizados quimicamente, onde são classificados 

pela natureza do seu grupo polar, biossurfactantes são classificados por sua composição 

química e também pela origem microbiana (FATHABAD, 2010).  

As principais classes de biossurfactantes incluem glicolipídeos, lipopeptídeos, 

lipoproteínas, fosfolipídeos e ácidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes 

particulados (DESAI e BANAT, 1997; KOSARIC, 1992; DUBEY e JUWARKAR, 

2001; GAUTAM e TYAGI, 2006). Alguns autores preferem agrupar os biossurfactantes 

de acordo com seu peso molecular conforme mostra a Tabela 2 onde as moléculas de 

baixa massa molecular baixam a tensão superficial de forma mais eficiente, enquanto as 

de alta massa molecular se caracterizam por formar emulsões de sistemas óleo/água 

mais estáveis. A massa molecular dos biossurfactantes, geralmente, situa-se entre 500 e 

1500 Da e seu valor de CMC varia de 1 a 300 mg/L (RON e ROSENBERG, 2002; 

BACH, BERDICHEVSKY e GUTNICK, 2003; HAMME, SINGH e WARD, 2006). 
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Tabela 2 - Classificação dos biossurfactantes de acordo com seu peso molecular 

produzidos por diferentes microrganismos. 

Classe Biossurfactante Microrganismo 

Baixa massa 

molecular 

Ramnolipídio Pseudomonas aeruginosa, Serratia rubidea 

Trealolipídios 
Arthrobacter paraffineus, Rhodococcus 

erythropolis, 

Soforolipídios Candida lipolytica, Torulopsis bombicola 

Celobioselipídios Ustila maydis 

Surfactina Bacillus subtilis, B. papumilis 

Fosfolipídios Acinetobacter sp., Acidithiobacillus thiooxidans 

Lipopeptídios 
Bacillus subtilis, B. papumilis, B. licheniformis, 

P. syringae, P. fluorescens 

Flavolipídíos Flavobacterium sp. 

Gramicidina Bacillus brevis 

Serrawetina Serratia marcescens 

Alta massa 

molecular 

 

Alasan Acinetobacter redioresistens 

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus 

Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus 

Liposan Candida lipolytica 

Fonte: Hamme, Singh e Ward (2006). 

 

A presença de diferentes porções hidrofílicas faz com que os biossurfactantes 

sejam agrupados em diferentes classes, de acordo com sua composição, e entre eles os 

principais biossurfactantes estudados são: 

Glicolipídios – São os biossurfactantes mais conhecidos. São constituídos por 

carboidratos (açúcares) combinados com ácidos alifáticos ou hidroxialifaticos (DESAI e 

BANAT, 1997). Por vezes, a mesma espécie microbiana é capaz de produzir diferentes 

tipos de glicolipídios, dependendo da fonte de carbono disponível para seu crescimento 

(DESAI e BANAT, 1997; COSTA et al., 2009). Algumas estruturas de glicolipídios são 

apresentadas na Figura 9. 

Fosfolipídios – São formados por uma molécula de glicerol unida a dois ácidos 

graxos por meio de ligações éster e a um grupamento fosfato. Quando determinadas 

espécies de bactérias e leveduras são crescidas em meio com grandes concentrações de 

hidrocarbonetos, ocorre um aumento considerável do teor de fosfolipídios dentro das 

células microbianas (BOGNOLO, 1999). Beebe e Umbreit (1971) relataram a produção 

de três diferentes fosfolipídios em meio exaurido (após o crescimento) para 

Acidithiobacillus thiooxidans  tendo substrato insolúvel como fonte de energia. O 

fosfolipídio encontrado em maior roporção foi o fosfatidilglicerol (Figura 10). 
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Figura 9 - Glicolipídios: (a) Ramnolipídeo, (b) Trehalipídeo e (c) Soforolipídeo.  

     Fonte: Desai e Banat, 1997. 

 

Figura 10 - Estrutura de um fosfatidilglicerol.  

 
                  Fonte: Beebe e Umbreit, 1971. 

 

Lipopeptídeos – São compostos produzidos, principalmente, por espécies do 

gênero Bacillus. Essas moléculas apresentam propriedades tensoativas, sendo que 

algumas também possuem propriedades antimicrobianas. São exemplos de 

lipopeptideos: viscosina, subtilisina e surfactina (Figura 11a) (DESAI e BANAT, 1997). 

Poliméricos - Emulsan (Figura 11b) é o biossurfatante polimérico mais estudado. 

É formado por um complexo de polissacarideos e proteínas. Acinetobacter 

calcoaceticus RAG-1 produz este potente bioemulsificador (DESAI e BANAT, 1997). 

 

Figura 11 - Estrutura dos Lipopeptídeos: (a) Surfactina e (b) Emulsan.  

 
              Fonte: Desai e Banat, 1997. 

(a) (b) (c) 
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2.8.2 Aplicações dos Biossurfactantes  

 

O crescente interesse nas aplicações de compostos tensoativos microbianos é 

baseados em suas variadas propriedades funcionais, que incluem emulsificação, 

desemulsificação, separação de fases, molhabilidade, formação de espumas, 

solubilização e redução de viscosidade de óleos pesados. Essas características são muito 

importantes na avaliação de seu desempenho e na seleção de microrganismos com 

potencial de produção destes agentes (DELEU e PAQUOT, 2004). 

Apesar da diversidade de composição química e de propriedades, algumas 

características são comuns à maioria dos biossurfactantes. Muitas dessas características 

representam vantagens sobre os surfactantes convencionais (ABU-RUWAIDA et al., 

1991; STAMPFLI e NERSTEN, 1995): 

 atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes são mais eficientes e 

mais efetivos do que os surfactantes convencionais, pois produzem menor tensão 

superficial a menores concentrações. A CMC dos biossurfactantes (medida de 

sua eficiência) varia entre 1-2000 mg/L, enquanto que a tensão interfacial 

(óleo/água) e superficial fica em torno de 1 e 30 mN/m respectivamente; 

 tolerância à temperatura, pH e força iônica: muitos biossurfactantes podem 

ser utilizados sob condições extremas. O lipopeptídeo de Bacillus licheniformis 

JF-2, por exemplo, é estável a temperaturas em torno de 75°C, por até 140, horas 

e pHs entre 5 e 12. Os biossurfactantes suportam concentrações de 10% de sal, 

enquanto que 2% de NaCl são suficientes para inativar surfactantes 

convencionais; 

 biodegradabilidade: os biossurfactantes são facilmente degradados na água e 

no solo, o que os torna adequados para aplicações na biorremediação e 

tratamento de resíduos; 

 baixa toxicidade: os biossurfactantes têm recebido maior atenção devido à 

crescente preocupação da população com os efeitos alérgicos dos produtos 

artificiais; além disso, sua baixa toxicidade permite o uso em alimentos, 

cosméticos e produtos farmacêuticos. 

Devido às diversas estruturas e propriedades, os biossurfactantes apresentam 

aplicação em vários processos industriais: 

a) Limpeza de reservatório de óleos 
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Resíduos e frações de óleos pesados que sedimentam no fundo de tanques de 

estocagem são altamente viscosos e podem se tornar depósitos sólidos que não são 

removidos através de bombeamento convencional (NITSCHKE e PASTORE, 2002). 

Um processo alternativo de limpeza é o uso de biossurfactantes que promovem a 

diminuição na viscosidade e a formação de emulsões O/A, facilitando o bombeamento 

dos resíduos e a recuperação do óleo cru após quebra da emulsão (BANAT, MAKKAR 

e CAMEOTRA, 2000). 

b) Biorremediação 

O acúmulo de materiais tóxicos na água e no solo representa um dos principais 

problemas a ser enfrentado nos últimos anos (KOSARIC, 2001). Do ponto de vista 

ambiental, biossurfactantes são mais aceitáveis para o processo de remediação, tanto no 

mar, quanto em terra (CAMEOTRA e MAKKAR, 2010). Como os biotensoativos 

aumentam a interação superficial água/óleo, aceleram a degradação de vários óleos por 

microrganismos e promovem a biorremediação de águas e solos (NITSCHKE e 

PASTORE, 2002).  

Métodos biológicos se mostram mais vantajosos e mais eficientes em degradar 

compostos orgânicos em processos aeróbios e/ou anaeróbios. Entretanto, para a 

degradação de compostos recalcitrantes, a adaptação das culturas de microrganismos se 

faz necessária (KOSARIC, 2001). 

Outras tecnologias que usam processos físicos e/ou químicos são também 

indicadas para descontaminar ambientes poluídos, todavia, o processo biológico de 

biorremediação é uma alternativa ecologicamente mais adequada e eficaz para o 

tratamento de ambientes contaminados com moléculas orgânicas de difícil degradação e 

metais tóxicos.    

c) Aplicações terapêuticas e agentes de saúde  

Os biossurfactantes têm algumas aplicações terapêuticas. Estas incluem 

aplicações possíveis dos ramnolipídeos produzidos por P. aeruginosa entre outros 

microrganismos como agentes biocidas. Makkar e Cameotra (2002) descrevem como 

possíveis aplicações dos biossurfactantes a formação de uma emulsão para o transporte 

de droga ao local da infecção, para suplementar o surfactante pulmonar e como 

adjuntores para vacinas. 

A surfactina, um dos mais conhecidos biossurfactantes, possui várias aplicações 

farmacêuticas como a inibição da formação de coágulos; formação de canais iônicos em 

membranas; atividade antibacteriana e antifúngica; atividade antiviral e antitumoral 
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(SEYDLOVÁ e SVOBODOVA, 2008). O biossurfactante produzido por Rhodococcus 

erythropolis inibiu o vírus do herpes simples e o vírus parainfluenza (BARROS et al., 

2008). 

Mimee et al. (2005) isolaram um glicolipídeo produzido a partir da levedura 

Pseudozyma flocculosa, chamado flocculosin. O biotensoativo mostrou atividade contra 

diversas leveduras patogênicas associadas a micoses humanas. 

Ramnolipídeos produzidos a partir de resíduos de óleo de soja apresentaram 

atividade antimicrobiana contra várias bactérias e fungos, entre eles, Bacillus cereus, 

Staphylococcuos aureus, Micrococcus luteus, Mucor miehei e Neurospora crassa 

(NITSCHKE et al., 2010).  

Uma deficiência no surfactante natural pulmonar (complexo proteico 

fosfolipídico) é responsável pela morte de bebês prematuros. Biossurfactantes 

produzidos por bactérias têm sido aplicados em medicamentos para esta enfermidade 

(GAUTAM e TYAGI, 2006). 

d) Biossurfactantes na indústria de alimentos 

Biossurfactantes têm sido amplamente aplicados na indústria alimentícia 

(NITSCHKE e COSTA, 2007). Lecitina e seus derivados, ésteres de ácidos graxos 

contendo glicerol, sorbitol, ou etileno glicol, derivados etoxilados de monoglicerídeos 

incluindo recentes oligopepitídeos sintetizados, são usados como emulsificantes na 

indústria de alimentos (PROMMACHAN, 2002; GAUTAM e TYAGI, 2006). Os 

biossurfactantes também são aplicados na panificação e em produtos de carne onde 

influenciam nas características reológicas da farinha e na emulsificação de gordura 

(NITSCHKE e PASTORE, 2002; PROMMACHAN, 2002; GAUTAM e TYAGI, 

2006).  

Biossurfactantes atuam no controle da consistência, solubilização e também na 

emulsificação em produtos de padaria e sorveteria. Também serve como estabilizadores 

de gordura e antiaderentes no cozimento de óleos e gorduras (KOSARIC, 2001).  

Uma melhoria de estabilidade de massa, textura, volume e conservação de 

produtos de padaria também foram descritos por Van Haesendonck e Vanzeveren 

(2004) através da adição de ramnolipídeos. 

e) Biossurfactantes na indústria de cosméticos 

As indústrias de cosméticos utilizam uma larga quantidade de biossurfactantes 

em uma variedade de produtos. Eles são usados como emulsificantes, agentes 

espumantes, solubilizantes, agentes umidificantes e de limpeza. Vários produtos contêm 
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biossurfactantes na sua formulação, como por exemplo, repelentes, xampus anticaspas, 

soluções para lentes de contato, pastas de dente, cremes faciais, entre outros 

(PROMMACHAN, 2002; MAKKAR e CAMEOTRA, 2002). 

f) Outras aplicações 

Outras aplicações destes metabólitos incluem a propriedade emulsificante no 

processamento de matérias-primas, formulação de herbicidas e pesticidas, para a 

agricultura; no setor de mineração são utilizados no processo de separação dos minerais; 

na indústria de tintas são empregados por gerar uma maior dispersão dos componentes e 

aumentar as propriedades da mistura (KOSARIC, 2001). Há ainda aplicações na 

indústria têxtil, de papel, construção civil, entre outros (NITSCHKE e PASTORE, 

2002). 

Portanto, o estudo da produção de biossurfactantes por fungos amazônicos 

mostra-se promissor no que diz respeito à obtenção de novas fontes dessas moléculas de 

ampla aplicação industrial. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Selecionar fungos endofiticos de P. hispidum e M. guianensis produtores de 

biossurfactantes e avaliar as características físico-químicas dos tensoativos produzidos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Isolar fungos endofíticos de caule e folhas de P. hispidum;  

 Utilizar fungos endofíticos de P. hispidum e M. guianensis para a produção 

de biossurfactantes em meio líquido contendo óleo de soja; 

 Verificar a produção de biossurfactantes através do teste do colapso da gota e 

do índice de emulsicação (E24%); 

 Determinar as propriedades físico-químicas dos biossurfactantes produzidos, 

como tensão superficial e concentração micelar crítica (CMC); 

 Extrair o tensoativo produzido pelas linhagens fúngicas mais promissoras; 

 Identificar as espécies fúngicas mais promissoras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

 
 

CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BIOPROSPECÇÃO DE MOLÉCULAS TENSOATIVAS EM FUNGOS 

ENDOFÍTICOS DE Piper hispidum e Myrcia guianensis. 
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Resumo 

Os fungos encontrados no interior de espécies vegetais, denominados fungos endofíticos 

apresentam um enorme potencial na produção de novas substâncias bioativas. Entre as 

substâncias de interesse comercial destacam-se os biossurfactantes, compostos com 

propriedades tensoativas produzidos por microrganismos. Os biossurfactantes 

apresentam uma ampla variedade de aplicações, que incluem biorremediação, 

biodegradação, limpeza de reservatórios de óleos, além de serem empregados nas 

indústrias de alimentos, farmacêutica e cosmética. Nesse sentido, o presente trabalho 

avaliou a produção de biossurfactantes em meios metabólicos de fungos isolados das 

espécies amazônicas Piper hispidum e Myrcia guianensis. Para verificar a produção de 

biossurfactante, foram realizados testes de colapso da gota e índice de emulsificação 

(E24). Para determinar a qualidade dos biossurfactantes produzidos foram avaliadas as 

características físico-químicas dos mesmos, como a diminuição da tensão superficial 

(TS) ao longo do cultivo e concentração micelar critica (CMC). Foram isolados 117 

fungos de P. hispidum e 50 foram utilizados na produção do biossurfactante. Destes, 

oitos apresentaram resultados positivos no teste da gota colapsada e E24 variando entre 

20 e 78%. Foram selecionados 32 cepas de endófitos de M. guianensis dos isolados da 

micoteca do Laboratório de Química Aplicada à Tecnologia da EST/UEA, sendo que 12 

apresentaram resultados positivos no teste da gota colapsada, com índices de 

emulsificação que variaram entre 60 e 75%. A partir dos melhores resultados os fungos 

foram recultivados em 1L de meio para extração e análises das características físico-

químicas. A recuperação dos biossurfactantes foi realizada pelo método de extração em 

etanol a frio, sendo obtido entre 2,46 e 4,47 g/L de biossurfactantes. A diminuição da 

TS e os valores de CMC foram verificados somente para os meios metabólicos dos 

quatro fungos que apresentaram os melhores resultados de índice de emulsificação: 

MgRe 1.3.3; MgC 3.3.2; Ph II 22G e Ph III 23F. O meio metabólico que apresentou a 

maior diminuição da TS (37%) foi o do isolado de M. guianensis MgRe 1.3.3 

(identificado como Colletotrichum gloeosporioides), reduzindo-a de 61,0 para 39,0 

mN.m
-1

. O menor valor de CMC foi encontrado para este mesmo endófito, de 4,6 

mg.mL
-1

. Além desta linhagem, outras duas foram identificadas por técnicas de biologia 

molecular, sendo o isolado MgC 3.3.2 identificado como Aspergillus niger e o isolado 

Ph II 22G como Glomerella cingulata. Com base nesse resultados, foi possível 

identificar endófitos de P. hispidum e M. guianensis produtores de biossurfactantes, que 

apresentaram características físico-químicas promissoras para aplicação em diferentes 

setores industriais. 

 

Palavras-chaves: Biossurfactantes, Fungos endofitícos, P. hispidum, M. guianensis.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Biossurfactantes são compostos com atividade tensoativa, produzidos por várias 

espécies de microrganismos. Esses compostos compreendem uma grande diversidade de 

moléculas quimicamente diferentes como glicolipídios, lipossacarídios, fosfolipídios, 

ácidos graxos e lipídios neutros, lipopeptídios (BOGNOLO, 1999; LANG, 2002; 

MAIER, 2003) e alguns polímeros (DESAI e DESAI, 1993; MAIER, 2003). 

Na medida em que possuem alta atividade tensoativa, os biossurfactantes 

apresentam importantes propriedades, como detergência, emulsificação, lubrificação, 

capacidade espumante, capacidade molhante, solubilização e dispersão de fases 

(KOSARIC, 1992; BANAT, 1995). Diversos setores demandam compostos com estas 

características, tais como: petróleo, petroquímico, alimentos, bebidas, cosméticos, 

farmacêutico, mineração, metalúrgico, agroquímico, fertilizantes, ambiental, papel e 

celulose, entre outros (KOSARIC, 1992; DESAI e BANAT, 1997; BANAT, 1995; 

BANAT, MAKKAR e CAMEOTRA, 2002; MULLIGAN, 2005). Entre os biossur-

factantes mais efetivos estão os lipopeptídios produzidos por bactérias do gênero 

Bacillus, especialmente os produzidos pelo Bacillus subtilis (BOGNOLO, 1999).  

Grande parte dos estudos envolvendo a produção de biossurfactantes descreve a 

obtenção destes compostos a partir de bactérias (TURKOVSKAYA, DMITRIEVA e 

MURATOVA, 1999; ARAÚJO, 2002; SOUZA et al., 2006; LIMA et al., 2007; JOSHI, 

BHARUCHA e DESAI, 2008; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008).  A produção 

de biossurfactantes fúngicos, entretanto, é pouco descrita na literatura, embora alguns 

trabalhos venham demonstrando a possibilidade de utilizar fungos na produção destes 

compostos (CASTIGLIONI, BERTOLIN e COSTA, 2009).  

Alguns trabalhos relacionados a microrganismos endofíticos isolados de plantas 

tropicais vêm crescendo nas últimas décadas, sendo que algumas pesquisas são restritas 

a determinadas espécies do Brasil e da Índia, países nos quais poucos grupos de 

pesquisadores têm se empenhado na busca de novos microrganismos com propriedades 

de interesse biotecnológico (OLIVEIRA et al., 2014). 

Dentre as espécies tropicais, a Piper hispidum L. ou pimenta de macaco, que 

ocorre naturalmente na Amazônia, tem despertado grande interesse por parte dos 

pesquisadores devido à produção de um óleo essencial, o safrol, que apresenta uma ação 

eficaz no controle de fitopatógenos tradicionais, como fungos e bactérias, além de 

comprovada ação analgésica e antiinflamatória com baixos níveis de toxicidade (MAIA 



45 
 

 
 

et al., 1998; MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al., 2002). Entretanto, 

trabalhos envolvendo a microbiota endofítica existente nesta planta ainda são 

incipientes.  

As plantas do gênero Myrcia também têm despertado o interesse de 

pesquisadores, graças à presença de uma considerável quantidade de compostos 

biologicamente ativos em seus metabólitos secundários, tais como flavonóides, 

sesquiterpenos, monoterpenos, triterpenos e esteróides. Esses metabólitos podem ser 

encontrados nos óleos essenciais das folhas, flores e galhos da planta (CRUZ et al., 

2002; KUSTER et al., 2003; CRUZ et al., 2004;). Banhos et al. (2014) verificaram 

atividade antifúngica e antibacteriana de extratos obtidos de metabólitos secundários de 

fungos endofíticos da espécie M. guianensis. Os extratos apresentaram efeito inibitório 

frente às cepas patogênicas Candida albicans, Penicillium avelani e Staphylococcus 

aureus.    

Sabendo do potencial sintético dos fungos torna-se fundamental ampliar os 

conhecimentos a respeito da produção de biossurfactantes produzidos por estes versáteis 

organismos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar a produção de 

biossurfactantes fúngicos, verificando o potencial de fungos endofíticos isolados de P. 

hispidum e M. guianensis da Região Amazônica na obtenção de moléculas tensoativas.  

 

2 METODOLOGIA 

 

2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E ISOLAMENTO DOS FUNGOS 

ENDOFÍTICOS.  

 

A coleta do material vegetal foi realizada segundo a metodologia descrita por 

Araújo e colaboradores (2002). As coletas de três espécimes de P. hispidum ocorreram 

no período chuvoso, na estação experimental de hortaliças do Instituto Nacional de 

Pesquisas da Amazônia (INPA) que fica localizado no Km 14 da estrada AM-010. 

Após a coleta, o material vegetal de P. hispidum foi acondicionado em sacos 

plásticos identificados com local e data de coleta, e transportado sob temperatura de 4°C 

para o laboratório de Química Aplicada à Tecnologia da EST-UEA, onde foi processado 

num tempo máximo de 24 h após a coleta. O material vegetal coletado foi lavado com 

detergente líquido e água corrente. Em seguida, foi feita, em câmara asséptica, 

esterilização superficial com álcool 70%, tratamento com hipoclorito de sódio a 4% por 
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4 minutos, novamente imersão em álcool 70% e finalmente lavagem em água destilada 

estéril para o controle da assepsia.  

As amostras de P. hispidum foram então cortadas em pequenos fragmentos, 

inoculadas em placas de Petri contendo meio Sabouraud acrescido de amoxicilina (0,5 

g/L) para evitar o crescimento de bactérias endofíticas. As placas com os fragmentos 

foram incubadas sob temperatura de 28°C por 7 a 14 dias, conforme observação 

macroscópica do crescimento dos fungos (ARAÚJO et al., 2002; GUIMARÃES, 2005). 

Após sete dias, foi determinada a taxa de colonização (TC) (PETRINI, STONE e 

CARROLL, 1992), onde TC = número total de segmentos com um ou mais 

isolados/total de segmentos da amostra, expressa em percentagem determinada a partir 

da seguinte equação: 

   
                                                

                              
 

 

Os fungos endofíticos de M. guianensis que foram utilizados neste trabalho 

foram isolados do material vegetal coletado por Banhos (2011) na Comunidade de São 

Pedro, localizada no município de Santarém/PA, em fevereiro de 2009. Esses fungos 

hoje fazem parte da micoteca do laboratório de Química Aplicada à Tecnologia da 

Escola Superior de Tecnologia da Universidade do Estado do Amazonas (EST-UEA). 

 

2.2 PURIFICAÇÃO E CONSERVAÇÃO DOS ISOLADOS 

 

Para purificação dos fungos foi utilizada a técnica por esgotamento em estrias 

para obtenção das colônias isoladas. Essa técnica consiste em fazer estrias, com auxílio 

de uma alça de platina, em meio sólido, onde, por esgotamento, se obtêm colônias 

isoladas no final das estrias. O meio utilizado para purificação foi o mesmo utilizado na 

inoculação inicial: BDA (Batata – Dextrose - Agar) para endófitos de M. guianensis e 

SB (Sabouraud) para os de P. hispidum, permitindo assim a manutenção das 

características de cada fungo. Em seguida, as placas foram incubadas por 1 a 2 dias a 

28°C. Posteriormente, foi retirada a colônia isolada, a qual foi inoculada no centro de 

outra placa com o mesmo meio de cultura. Assim, foi possível identificar as 

características de crescimento de cada fungo (ARAÚJO et al., 2002). 

Os isolados foram identificados após a purificação com o número dos indivíduos 

(I, II ou III), por um código que consiste nas iniciais da planta PH (P. hispidum), o 
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número que indica a ordem de purificação, e uma letra representando o tecido do qual 

foi retirado (F para Folha, G para galho). 

Os isolados fúngicos de P. hispidum, bem como os de M. guianensis, foram 

armazenados conforme a metodologia de Castellani (1939) e em óleo mineral.  

    

2.3 IDENTIFICAÇÃO DOS FUNGOS ENDOFÍTICOS 

 

A identificação dos microrganismos endofíticos foi realizada através de análises 

das regiões do DNA ribossomal: ITS (ALBERTO et al., 2011) apenas para as linhagens 

que se apresentaram mais promissoras na produção de biossurfactantes.  

Para a extração do DNA genômico foi adotado o procedimento de extração 

conforme o protocolo do Kit de extração ZR Fungal/Bacterial DNA MicroPrep
TM

. 

Os produtos de amplificação das regiões ITS 1- 4, do rDNA dos fungos 

endofíticos isolados foram purificados utilizando-se o kit ExoSAP-IT
®
 e submetidos ao 

sequenciamento no sequenciador 3500 Series Genetic Analyzer da LIFE Technologies, 

com oito capilares. Após o sequenciamento, as amostras foram analisadas e editadas. 

Para a identificação dos isolados, as sequências nucleotídicas encontradas foram 

comparadas com aquelas depositadas no banco de dados NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), utilizando o programa BLAST para pesquisa das espécies 

(MAGNANI et al., 2005). 

 

2.4 MANUTENÇÃO DOS FUNGOS 

 

A manutenção dos microrganismos foi feita em meio de cultura SB para os 

isolados de P. hispidum e BDA para os de M. guianensis. Para reativar o metabolismo 

dos fungos, estes foram cultivados em placas de Petri. O meio de cultivo foi preparado 

seguindo as orientações descritas pelo fabricante de cada meio. O mesmo foi submetido 

à autoclavagem a 121°C e 1 atm durante 20 min. Passado o tempo, o meio  esterilizado 

foi levado para a câmara de fluxo laminar e vertido em placas de Petri onde foram 

repicados os fungos. Após devidamente seladas, as placas foram levadas à incubadora 

tipo BOD e mantidas a uma temperatura de 28°C de 3 a 5 dias, que foi tempo necessário 

para o crescimento dos fungos. 

 

https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAUQjhw&url=https%3A%2F%2Fwww.lifetechnologies.com%2Fbr%2Fpt%2Fhome%2Findustrial%2Fhuman-identification%2F3500-series-genetic-analyzer.html&ei=yTvRVLvINsHZsATvyYHYDA&bvm=bv.85142067,d.cWc&psig=AFQjCNExbncIZOdmV2TAY5IxKgFiwW1rhw&ust=1423084829490268


48 
 

 
 

2.5 PREPARO DO INÓCULO 

 

Para a obtenção do inóculo de fungos isolados de P. hispidum, foi preparado um 

meio sólido contendo ágar SB seguindo a recomendação descrita pelo fabricante do 

meio, acrescido de óleo de soja (0,5 g/L) como fonte indutora da produção de 

biossurfactante. 

Para os fungos de M. guianensis foi feito um inóculo utilizando meio BDA e 

óleo de soja (0,5 g/L). 

Após o crescimento dos fungos em meio sólido, foi preparada uma suspensão de 

1x10
8
 esporos/mL (COSTA et al., 2012) dos fungos de M. guianensis a qual foi 

inoculada em meio líquido, a fim de verificar a produção de biossurfactantes. 

Para os fungos de P. hispidum foram retirados fragmentos do meio SB com 6 x 6 

mm de tamanho, que foram inoculados em meio líquido para observar a produção de 

biossurfactantes. 

 

2.6 CULTIVO EM MEIO LÍQUIDO 

 

O meio líquido, descrito por Jacobucci (2000), foi composto por MgSO4 (0,5 

g/L), Na2HPO4 (3,0 g/L), KH2PO4 (1,0 g/L) e extrato de levedura (1,3 g/L). Após 

autoclavagem, 0,5 g/L de óleo de soja foi adicionado ao meio e o mesmo foi 

homogeneizado. Em seguida inoculou-se 1,0 mL da suspensão de esporos ao meio 

líquido, para fungos de M. guianensis ou dois fragmentos contendo micélio dos fungos 

de P. hispidum.   

Os fungos foram cultivados em incubadora tipo shaker a 28°C sob agitação 

constante de 170 rpm, durante 7 dias. No final do experimento, o meio metabólico foi 

filtrado para separação do micélio. O meio foi filtrado utilizando membrana filtrante 

com auxilio de bomba a vácuo. Em seguida os meios livres de células foram utilizados 

para o teste qualitativo da produção de biossurfactantes de colapso da gota e para 

determinação do índice de emulsificação (E%). Os cultivos foram realizados em 

triplicata.  
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2.7 TESTE DA GOTA COLAPSA 

 

De acordo com Bodour e Miller-Maier (1998), para realização deste teste 5 µL 

do extrato filtrado obtido de cada meio foi inoculado separadamente em "poços" de 

placas de poliestireno com 96 micropoços (placa de ELISA) previamente preenchidos 

com 1,8 µL de óleo mineral deixado a temperatura ambiente por 24 horas. O resultado 

foi determinado visualmente após 1 minuto de reação. Foram considerados positivos os 

resultados observados nos poços em que houve o colapso da gota de óleo mineral e para 

os que não colapsaram o resultado foi negativo. O controle positivo foi preparado 

utilizando-se SDS (dodecil sulfato de sódio) a 25% e o controle negativo foi o próprio 

meio de cultivo. Antes da utilização de cada placa, as mesmas foram lavadas três vezes 

cada com água quente, etanol, e água destilada, e em seguida foram secas para o uso. Os 

ensaios foram realizados em triplicata. 

 

2.8 DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE EMULSIFICAÇÃO 

 

Uma mistura de 6 mL de solvente (querosene) e 4 mL de solução do surfactante 

sintético (controle) ou de meio de cultivo contendo biossurfactante foi misturada em 

agitador tipo vórtex durante 2 minutos. A atividade emulsificante foi investigada após 

24 h e o índice de emulsificação (E24) foi calculado dividindo-se a medida da altura da 

camada de emulsão pela altura total da mistura, multiplicando-se por 100. Quanto maior 

o índice de emulsificação, maior a atividade emulsificante do surfactante avaliado 

(PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008). Os ensaios foram realizados em triplicata. 

O índice de emulsificação do SDS a 1% também foi determinado para fins de 

comparação. 

 

2.9 DETERMINAÇÃO DA TENSÃO SUPERFICIAL  

 

Os fungos que apresentaram resultados promissores nos testes de gota colapsada 

e de índice de emulsificação foram recultivados em meio líquido como descrito no item 

2.6 durante 20 dias e de 2 em 2 dias foi retirada uma amostra desses meios para 

determinação da tensão superficial.  

As medidas de tensão superficial foram realizadas pelo método da gota, segundo 

a metodologia descrita por Teixeira Neto et al. (2009). O método da gota consiste no 



50 
 

 
 

ajuste da vazão do líquido verificado para razão de 1 gota por minuto. Em um frasco 

pequeno com o auxílio de uma pipeta foram coletadas 5 gotas de água ultrapura, as 

quais foram pesadas. Em seguida foram coletadas mais 10 gotas, totalizando 15 gotas. 

O peso das 5 gotas foi subtraído do das 15 gotas, resultando então no peso de 10 gotas. 

O peso destas foi dividido por 10 e assim encontrou-se a massa de uma gota. Partindo-

se dessa massa verificou-se com o auxílio da tabela apresentada no Anexo 1, o raio da 

pipeta. Tendo em vista que há uma relação entre o raio da pipeta e o volume da gota, 

verificado com o auxílio da tabela apresentada no Anexo 2, encontrou-se um fator de 

correção usado no cálculo da tensão superficial. Este fator de correção é necessário, 

visto que 40% do líquido que forma a gota permanece ligado ao tubo, neste caso, na 

pipeta. Logo, a partir da equação apresentada abaixo, foi possível determinar a tensão 

superficial apenas com a massa da gota.  

 

  
    

       
 

Onde:  

  = tensão superficial;  

  = raio da pipeta; 

  = aceleração da gravidade;  

  = fator de correção;  

  = massa da gota.  

 

As linhagens fúngicas que se mostraram mais promissoras, ou seja, aquelas que 

produziram biossurfactantes com maior índice de emulsificação e maior diminuição na 

tensão superficial ao longo do tempo de cultivo foram selecionadas e cultivadas em 

maior escala, com um 1L de meio, de onde foi extraída  a molécula tensoativa. 

 

2.10 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MICELAR CRÍTICA (CMC)  

 

As CMCs foram determinadas construindo-se gráficos da tensão superficial 

versus diferentes concentrações dos biossurfactantes, após serem extraídos dos meios de 

cultivo. O ponto central de inflexão da curva irá determina a CMC (SHEPPARD e 

MULLIGAN, 1987). Os resultados foram comparados com a CMC do SDS. 
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2.11 EXTRAÇÃO DO BIOSSURFACTANTE 

 

Os compostos tensoativos foram isolados do meio de cultura livre de células 

utilizando a precipitação com etanol como método de extração. Nesta técnica o caldo 

livre de células foi misturado com quatro volumes de etanol a frio (1: 4 v/v) e mantido a 

4
o
C durante 48 h. O precipitado formado foi coletado por centrifugação a 5000 rpm 

durante 20 min e tratado com clorofórmio-metanol (2:1, v/v), a fim de remover os óleos 

residuais, e seco a 60
o
C,  até que o peso se tornasse constante (MONTEIRO et al., 

2010). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DOS FUNGOS ENDOFÍTICOS DE P. 

hispidum 

 

Para os três espécimes de P. hispidum, foram utilizados 25 fragmentos de cada 

tecido vegetal (caule e folha). Foi obtido um total de 117 fungos endofíticos 

encontrados a partir de 150 fragmentos, demonstrando a eficiência do método de 

isolamento empregado (78% do total de fragmentos apresentaram crescimento fúngico). 

A taxa de colonização (TC) dos tecidos vegetais por espécime está apresentada na 

Tabela 1.  

De acordo com os dados representados na Tabela 1, o tecido vegetal que mais 

apresentou crescimento fúngico foi a folha, com TC dos indivíduos I e III de 92% e 

100%, respectivamente. Os indivíduos I e II apresentaram TC de colonização nos galhos 

próxima à observada nas folhas, enquanto a TC dos galhos da espécime III foi mais 

baixa que a das folhas. 

 

Tabela 1 - Número de fungos endofíticos encontrados por espécime de P. hispidum e 

taxa de colonização dos tecidos vegetais. 

 

Amostras 
Número de isolados Taxa de Colonização (%) 

Folhas Galhos Folhas Galhos 

I 23 20 92 80 

II 18 18 72 72 

III 25 13 100 52 
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Guimarães (2006) sugeriu que existem duas maneiras para disseminação dos 

fungos na planta: a transferência vertical quando os fungos são transmitidos através da 

semente e a transferência horizontal quando as colônias fúngicas são passadas de planta 

para planta. Considerando a disseminação horizontal dos fungos, pode-se justificar a 

obtenção de um maior número de isolados fúngicos nas folhas. Além disso, os tecidos 

de galhos apresentam maior resistência frente às alterações no habitat natural, 

oferecendo então um ambiente menos favorável ao fluxo de microrganismos nesses 

tecidos.  

Assim que fungos começaram a se desenvolver apresentando crescimento entre 

7 e 14 dias (Figura 1), o processo de purificação foi realizado. Alguns dos fungos 

purificados estão apresentados na Figura 2. Os fungos purificados estão conservados 

pelo método de Castellani (1939) e estão apresentados na Figura 3. 

 

Figura 1 - Crescimento dos fungos endofíticos de Piper hispidum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Fungos endofíticos isolados de Piper hispidum após purificação. 
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Figura 3 - Fungos de Piper hispidum conservados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 TESTE DA GOTA COLAPSADA 

 

 Para esse teste foram selecionadas aleatoriamente 32 cepas dos fungos 

endofíticos de M. guianensis e 50 cepas dos fungos isolados de P. hispidum. Os 

resultados estão apresentados na Tabela 2. 

Conforme a Tabela 2, observa-se que das 32 cepas isoladas de M. guianensis, 12 

apresentaram resultado positivo para a produção de biossurfactantes, mostrando assim 

que os fungos endofiticos de M. guianensis têm potencial para produzir moléculas 

tensoativas. Dos 50 isolados de P. hispidum avaliados, 8 apresentaram produção de 

biossurfactantes no teste da gota colapsada. 

Youssef et al. (2004) compararam este método de triagem com vários testes para 

verificar a produção de biossurfactantes por microrganismos. Os autores afirmam que o 

teste do colapso da gota é um método rápido e confiável para a detecção de 

biossurfactantes. 

Os dados obtidos no presente estudo comprovam os resultados de produção 

positiva de biossurfactante encontrados por Tugrul e Cansunar (2005), que utilizaram a 

mesma metodologia para demonstrar a capacidade de produção de biossurfactantes por 

bactérias.  
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Tabela 2 - Resultados do teste da gota colapsada do meio metabólico de fungos endofíticos de Myrcia guianensis e Piper hispidum. 

N
0
 Linhagem CG N

0
 Linhagem CG N

0
 Linhagem CG N

0
 Linhagem CG N

0
 Linhagem CG 

1 MgC 2.1.2 - 18 MgC 3.1.3 - 35 Ph I 10 F - 52 Ph I 32 F - 69 Ph III 13 F - 

2 MgC 3.1.1 + 19 MgC 3.3.1 - 36 Ph I 34 F - 53 Ph I 39 F - 70 Ph I 2 G - 

3 MgRe 2.3.1 + 20 MgCe 1.1.2 + 37 Ph I 18 F - 54 Ph II 35 G - 71 Ph I 35 G - 

4 MgRe 2.1.1 + 21 MgRe 1.1.1 - 38 Ph I 16 F - 55 Ph II 26 F - 72 Ph I 19 F - 

5 MgRe 1.3.3 + 22 MgF 2.3.2 - 39 Ph II12 G - 56 Ph III 15 F - 73 Ph I 25 F - 

6 MgC 3.3.2 + 23 MgCe 3.1.2 - 40 Ph I 44 F - 57 Ph II 19 F + 74 Ph I 14 G - 

7 MgRe 1.3.1 + 24 MgF 3.1.1 - 41 Ph I 28 G - 58 Ph I 43 G + 75 PH I 14 G - 

8 MgCe 2.2.1 + 25 MgF 1.1.2 - 42 Ph II 6 F + 59 Ph II 22 G + 76 PH I 18 F - 

9 MgCe 2.2.3 - 26 MgCe 3.3.1 + 43 Ph I 39 F + 60 Ph III 12 G + 77 PH III 12 G - 

10 MgRe 1.3.2 - 27 MgC 3.1.2 - 44 Ph III 1 G - 61 Ph I 40 F - 78 PH II 34 F - 

11 MgF 1.2.1 - 28 MgF 2.3.1 - 45 Ph II 2 G - 62 Ph III 30 F - 79 PH III 25 G - 

12 MgRe 1.1.2 - 29 MgF 1.2.3 - 46 Ph I 31 G - 63 Ph II 31 G - 80 PH I 21 G - 

13 MgRe 1.2.2 - 30 MgCe 1.2.2 - 47 Ph III 33 F - 64 Ph I 22 G - 81 PH I 7 F - 

14 MgRe 2.2.1 - 31 MgCe 2.3.1 + 48 Ph III 28 G + 65 Ph III 34 G - 82 PH II 28 F - 

15 MgR 3.1.3 + 32 Ph III 31 F - 49 Ph II 17 G - 66 Ph II 9 G - CP SDS 25% + 

16 MgC 2.2.1 - 33 Ph I 17 F - 50 Ph II 30 F - 67 Ph I 13 G - CN Meio de cultivo - 

17 MgC 3.1.2 + 34 Ph III 26 F - 51 Ph III 23 F + 68 Ph II 34 G -    

Mg = Myrcia guianensis; C = caule; Re = parte externa da raiz; Ce = parte externa do caule; F = folha; R = raiz; Ph = Piper hispidum;  - = não apresentou produção de 

biossurfactantes; + = apresentou produção de biossurfactantes; SDS = dodecil sulfato de sódio; CP = controle positivo; CN = controle negativo; CG = colapso da gota. 



55 
 

 
 

3.3 ÍNDICE DE EMULSIFICAÇÃO 

 

O teste de índice de emulsificação é um teste qualitativo e quantitativo para 

avaliar a produção de biossurfactantes. Os resultados obtidos com os meios metabólicos 

dos 32 fungos endofíticos de M. guianensis e dos 50 fungos de P. hispidum podem ser 

observados na Tabela 3. 

Como pode ser observado na Tabela 3, o SDS é um surfactante com elevado 

poder emulsificante (E24= 88%), uma das razões para ser amplamente utilizado em 

diferentes indústrias (FERREIRA, 2006). 

Os resultados do índice de emulsificação dos meios metabólicos foram 

comparados com o surfactante sintético SDS. Algumas cepas se mostraram promissoras 

em comparação ao SDS, formando emulsões com valor de E24 próximas do mesmo na 

presença de querosene. A cepa que mais se destacou dos isolados de M. guianensis foi a 

MgC 3.3.2, isolado do caule, com 75% de índice de emulsificação, seguida do isolado 

MgRe 1.3.3, com E24 = 62%. 

 Para os fungos de P. hispidum, alguns resultados de E24 foram próximos do 

obtido com o SDS.  A cepa fúngica que mais se aproximou desse resultado foi a Ph III 

23 F com 78% de índice de emulsificação, seguida do isolado Ph II 22G, com E24 = 

73%. 

A Figura 4 representa os testes de índice de emulsificação que foram realizados 

com os meios metabólicos dos fungos endofíticos de P. hispidum. 

 

Figura 4 - Teste de índice de emulsificação com os meios metabólicos de endófitos de 

Piper hispidum. 
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Tabela 3 - Índice de emulsificação (E24) do meio líquido de fungos endofíticos de Myrcia guianensis e Piper hispidum após 7 dias de cultivo. 

N
0
 Linhagem E24% N

0
 Linhagem E24% N

0
 Linhagem E24% N

0 
Linhagem E24% N

0 Linhagem E24% 

1 MgC 2.1.2 - 18 MgC 3.1.3 - 35 Ph I 10 F - 52 Ph I 32 F - 69 Ph III 13 F - 

2 MgC 3.1.1 67 19 MgC 3.3.1 - 36 Ph I 34 F - 53 Ph I 39 F - 70 Ph I 2 G - 

3 MgRe 2.3.1 64 20 MgCe 1.1.2 58 37 Ph I 18 F - 54 Ph II 35 G - 71 Ph I 35 G - 

4 MgRe 2.1.1 72 21 MgRe 1.1.1 - 38 Ph I 16 F - 55 Ph II 26 F - 72 Ph I 19 F - 

5 MgRe 1.3.3 73 22 MgF 2.3.2 - 39 Ph II12 G - 56 Ph III 15 F - 73 Ph I 25 F - 

6 MgC 3.3.2 75 23 MgCe 3.1.2 - 40 Ph I 44 F - 57 Ph II 19 F 50 74 Ph I 14 G - 

7 MgRe 1.3.1 60 24 MgF 3.1.1 - 41 Ph I 28 G - 58 Ph I 43 G 49 75 PH I 14 G - 

8 MgCe 2.2.1 61 25 MgF 1.1.2 - 42 Ph II 6 F 60 59 Ph II 22 G 62 76 PH I 18 F - 

9 MgCe 2.2.3 - 26 MgCe 3.3.1 55 43 Ph I 39 F 20 60 Ph III 12 G 51 77 PH III 12 G - 

10 MgRe 1.3.2 - 27 MgC 3.1.2 - 44 Ph III 1 G - 61 Ph I 40 F - 78 PH II 34 F - 

11 MgF 1.2.1 - 28 MgF 2.3.1 - 45 Ph II 2 G - 62 Ph III 30 F - 79 PH III 25 G - 

12 MgRe 1.1.2 - 29 MgF 1.2.3 - 46 Ph I 31 G - 63 Ph II 31 G - 80 PH I 21 G - 

13 MgRe 1.2.2 - 30 MgCe 1.2.2 - 47 Ph III 33 F - 64 Ph I 22 G - 81 PH I 7 F - 

14 MgRe 2.2.1 - 31 MgCe 2.3.1 58 48 Ph III 28 G 60 65 Ph III 34 G - 82 PH II 28 F - 

15 MgR 3.1.3 61 32 Ph III 31 F - 49 Ph II 17 G - 66 Ph II 9 G - CP SDS 1% 88 

16 MgC 2.2.1 - 33 Ph I 17 F - 50 Ph II 30 F - 67 Ph I 13 G - CN Meio de cultivo - 

17 MgC 3.1.2 62 34 Ph III 26 F - 51 Ph III 23 F 78 68 Ph II 34 G -    

Mg = Myrcia guianensis; C = caule; Re = parte externa da raiz; Ce = parte externa do caule, F = folha; R = raiz; G = galho, Ph= Piper hispidum; - = não apresentou produção 

de biossurfactantes; + = apresentou produção de biossurfactantes; SDS = dodecil sulfato de sódio; CP = controle positivo; CN = controle negativo.
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Estes resultados foram similares aos resultados obtidos por Benuto et al. (2013), 

que avaliaram a produção de biossurfactantes de 54 fungos filamentosos pelo teste 

físico-químico de índice de emulsificação, sendo que seus resultados de E24 variaram 

entre 50 e 80%  na presença de querosene como solvente. 

Os índices de emulsificação apresentados na Tabela 3 resultaram em valores 

bem próximos, o que pode ser explicado pela capacidade similar dos avaliados na 

produção de biossurfactantes e também pela utilização da mesma fonte de carbono 

como agente apolar. Entretanto, este teste foi realizado para atestar a formação de 

emulsões entre os biossurfactantes e o contaminante (solvente). Segundo alguns autores 

os biossurfactantes que apresentam baixa massa molecular baixam a tensão superficial 

de forma mais eficiente, enquanto as de alta massa molecular se caracterizam por 

formar emulsões de sistemas óleo/água mais estáveis (RON e ROSENBERG, 2002; 

BACH, BERDICHEVSKY e GUTNICK, 2003; HAMME, SINGH e WARD, 2006). 

 

3.4 DETERMINAÇÃO DA TENSÃO SUPERFICIAL 

 

Os fungos que foram utilizados neste teste são os que apresentaram os melhores 

resultados no índice de emulsificação: Ph III 23F, MgC 3.3.2 Ph II 22G e MgRe 1.3.3, 

com E24 = 78%, 75%, 73% e 62% respectivamente. Estes fungos foram recultivados em 

meio líquido como descrito no item 2.6 durante 20 dias.  

As medidas de tensão superficial dos meios metabólicos dos endófitos MgC 

3.3.2, Ph II 22G, Ph III 23F e MgRe 1.3.3, ao longo do tempo de cultivo estão 

apresentadas nas Figuras 5, 6, 7 e 8, respectivamente. 

 

Figura 5 - Variação da tensão superficial do meio líquido em função do tempo de 

cultivo do fungo endofítico de Myrcia guianensis MgC 3.3.2. 
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Figura 6 - Variação da tensão superficial do meio líquido em função do tempo de 

cultivo do fungo endofítico de Piper hispidum Ph II 22G. 

 

 

Figura 7- Variação da tensão superficial do meio líquido em função do tempo de cultivo 

do fungo endofítico de Piper hispidum PH III 23F. 

 

 

Figura 8- Variação da tensão superficial do meio líquido em função do tempo de cultivo 

do fungo endofítico de Myrcia guianensis MgRe 1.3.3. 
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Nas Figuras 5, 6, 7 e 8 observa-se que para todos os meios metabólicos houve 

diminuição da tensão superficial já no segundo dia de cultivo, e que os valores mínimos 

foram alcançados após 8 dias de cultivo. Dessa forma, pode-se inferir que com 8 dias de 

crescimento em meio líquido contendo óleo de soja, os endófitos analisados neste 

estudo apresentaram a produção máxima de moléculas tensoativas. 

Na Tabela 4, estão apresentados os percentuais de diminuição da tensão 

superficial dos meios de cultivo após 8 dias de crescimento dos fungos endofíticos de 

M.guianensis e P. hispidum.  

 

Tabela 4 - Diminuição da tensão superficial (TS) dos meios metabólicos após 8 dias de 

cultivos dos fungos testados. 

Fungos Endofíticos 
TS inicial 

(mN.m
-1

) 

TS após 8 dias de 

cultivo (mN.m
-1

) 

Diminuição da 

TS (%) 

MgC 3.3.2 61,0 40,0 35 

Ph II 22 G 61,5 48,0 22 

Ph III 23 F 68,4 44,0 36 

MgRe 1.3.3 61,0 39,0 37 

  

Na Tabela 4 observa-se que ocorreu a diminuição da tensão superficial dos 

meios de cultivos dos quatro fungos testados, indicando que os fungos produziram 

moléculas com propriedades tensoativas. Por outro lado, observa-se também nas 

Figuras 6, 7, 8 e 9 que depois de 8 dias de cultivo ocorreu um aumento da tensão 

superficial dos meios, reduzindo assim a quantidade de moléculas tensoativas no meio. 

Segundo Makkar e Rockne (2003) o biossurfactante também é uma fonte de carbono e 

muitas vezes mais assimilável que a fornecida para a sua produção, portanto o aumento 

na tensão superficial pode ser explicado pelo fato dos isolados possivelmente terem 

consumido o biossurfactante por eles inicialmente sintetizado, permitindo assim a 

continuidade do crescimento dos isolados e redução das moléculas tensoativas. 

O meio metabólico do fungo MgRe 1.3.3 apresentou a maior diminuição da TS 

após 8 dias de cultivo, de 37%, reduzindo de 61,0 para 39,0 mN.m
-1

. O meio metabólico 

do fungo MgC 3.3.2 apresentou 35% de redução da TS, de 61,0 para 40,0 mN.m-
1
. 

Segundo Haba et al. (2000), os microrganismos ditos bons produtores de 

biossurfactantes são capazes de reduzir a tensão superficial a 40 mN.m
-1

 ou menos.  
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Segundo Deleu e Paquot (2004), a redução da tensão superficial ou interfacial é 

considerada o principal parâmetro para detecção de um composto tensoativo em um 

determinado meio.  

Barbosa (2011) avaliou a TS do fungo UEA_119 durante 30 dias de cultivo na 

presença de óleo de soja e verificou redução da tensão superficial, de 78,05 mN.m
-1

 para 

50,68 mN.m
-1

, ou seja, 35,1% de redução, comparável aos resultados observados no 

presente estudo. 

 

3.5 EXTRAÇÃO DOS BIOSSURFACTANTES 

 

Os compostos tensoativos foram extraídos do meio de cultura livre de células 

dos fungos Mgc 3.3.2, MgRe 1.3.3, Ph III 23F e Ph II 22G,  utilizando a precipitação 

com etanol como método de extração. Os resultados obtidos para os rendimentos dos 

biossurfactantes extraídos estão apresentados na Tabela 5.  

 

Tabela 5 - Resultados de rendimento de extração dos biossurfactante.  

N
0
 Linhagem Rendimento (g/L) 

1 Mgc 3.3.2 4,47 

2 MgRe 1.3.3 4,22 

3 Ph III 23F 2,66 

4 Ph II 22G 2,46 

    

Verifica-se que os rendimentos ficaram bem próximos aos observados por 

Mukherjee, Das e Sen (2006), que também utilizaram o óleo de soja como fonte de 

carbono no cultivo dos fungos. Os autores obtiveram um rendimento para os 

biossurfactantes produzidos entre 2,98 e 4,31 g/L. 

Observando a Tabela 5 percebe-se que a linhagem fúngica MgC 3.3.2 foi a que 

promoveu o maior rendimento na extração dos biossurfactantes, com valor superior ao 

encontrado por Mukherjee, Das e Sen (2006).  
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3.6 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MICELAR CRITÍCA (CMC) 

 

A adição de moléculas tensoativas à água tende a saturar todas as interfaces, de 

modo que a partir de uma concentração denominada Concentração Micelar Crítica 

(CMC) tem-se a saturação das superfícies e, consequentemente, a formação de micelas. 

A CMC é a menor concentração onde ocorre a formação de micelas de um 

biossurfactante. A micela é a um agregado de moléculas de tensoativo com melhor 

estabilidade em solução, com as cadeias hidrofóbicas agrupadas e a parte hidrofílica das 

moléculas voltada para a água (SANTOS et al., 2007), no caso de soluções aquosas. A 

concentração micelar crítica (CMC) dos biossurfactantes pode ser utilizada para 

determinar sua eficiência. A CMC dos biossurfactantes brutos produzidos no presente 

estudo, foi determinada através das medidas de tensão superficial, para várias 

concentrações dos mesmos, obtidas através de diluições sucessivas. As Figuras 9, 10, 11 

e 12 apresentam os resultados de CMC obtidos no presente estudo para os 

biossurfactantes brutos extraídos dos meios metabólicos dos fungos endofíticos MgC 

3.3.2, Ph II 22G, Ph III 23F e MgRe 1.3.3, respectivamente.  

 

Figura 9 - Variação da tensão superficial em função da concentração de biossurfactante 

bruto produzido pelo fungo endofítico de Myrcia guianensis MgC 3.3.2. 
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Figura 10 - Variação da tensão superficial em função da concentração de biossurfactante 

bruto produzido pelo fungo endofítico de Piper hispidum Ph II 22G. 

 
 

 

Figura 11 - Variação da tensão superficial em função da concentração de biossurfactante 

bruto produzido pelo fungo endofítico de Piper hispidum Ph III 23F. 
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Figura 12- Variação da tensão superficial em função da concentração de biossurfactante 

bruto produzido pelo fungo endofítico de Myrcia guianensis MgRe 1.3.3. 

 

 

 

Nas Figuras 9, 10, 11 e 12 observa-se que a CMC dos biossurfactantes 

produzidos pelos fungos endofíticos MgC 3.3,2, Ph II 22G, Ph III 23F e MgRe 1.3.3 

foram de 19,63 mg.mL
-1

; 19,83 mg.mL
-1

; 12,52 mg.mL
-1

 e 4,6 mg.mL
-1

 

respectivamente.  

A menor CMC dos biossurfactantes testados foi a obtida com o biossurfactante 

produzido pelo fungo MgRe 1.3.3 (4,6 mg.mL
-1 

, Figura 12).  Isso indica que essa  é a 

concentração de saturação de toda a superfície da água, reduzindo a TS do liquido de 74 

para 65 mN.m
-1

.  

As concentrações micelares críticas dos biossurfactantes obtidos neste estudo 

são altas, quando comparadas a outros biossurfactantes reportados na literatura. 

Entretanto, vale ressaltar que os resultados de CMC aqui obtidos foram calculados para 

as amostras brutas dos biossurfactantes extraídos dos meios de cultivo dos fungos 

endofíticos, sem nenhuma etapa de purificação.  

Nitschke et al. (2010) determinaram a CMC de um biossurfactante 

semipurificado produzido por B. subtilis LB5 e encontraram o valor de 0,033 mg.mL
-1

.  

Em outro estudo, Ciapina (2008) avaliou a CMC de biossurfactantes brutos produzidos 

por Rhodococcus spp  e encontrou o valor de 0,42 mg.mL
-1

. Costa (2005) determinou a 

CMC de biossurfactantes purificados produzidos por bactérias do gênero Bacillus e 

encontrou um valor médio de 0,01 mg.mL–1.  
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Zhang e Miler (1992) e Monteiro (2007) relataram que a concentração 

necessária de biossurfactante para se atingir a CMC está tipicamente entre 1 e 2000 

mg.L
-1

 (0,001 e 2 mg.mL
-1

) para biossurfactantes purificados. Embora os 

biossurfactantes obtidos no presente trabalho apresentem CMC acima do que é 

considerado ideal, por outro lado, os valores de índice de emulsificação foram muito 

bons, quando comparados com o SDS, um dos surfactantes químicos mais utilizados 

nas maiorias das indústrias que possui CMC de 8,2 mM, ou 2,365 mg.mL
-1

 

(MUKERJEE e MYSELS, 1971). 

Ainda para fins comparativos, cabe mencionar o trabalho de Sen et al. (2005) 

que avaliaram a CMC da surfactina padrão comercial (Sigma – 98% de pureza), e 

encontraram o valor de 0,013 mg.mL
-1

. Este biossurfactante reduziu a tensão superficial 

da água de 70 para aproximadamente 31 mN.m
-1

, mostrando uma alta eficiência 

tensoativa da substância purificada.  

 

3.7 IDENTIFICAÇÃO DOS FUNGOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES 

 

Os fungos endofíticos que se mostraram mais promissores em relação à 

produção de biossurfactantes foram identificados por meio de técnicas de biologia 

molecular. Observa-se pela foto do gel (Figura 13) que o DNA dos quatro fungos foram 

extraídos. Na sequência os DNAs extraídos foram submetidos à reação por PCR 

(Polymerase Chain Reaction).  

 

Figura 13 - Foto do gel de extração do DNA dos fungos endofíticos Ph III 23F, MgRe 

1.3.3, MgC 3.3.2 e Ph II 22G. 

 
                PM = Marcador de Peso Molecular 
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Após a PCR analisou-se a foto do gel (Figura 15) e observou-se que para o DNA 

do fungo Ph III 23F não ocorreu a amplificação das regiões de interesse (regiões ITS, 1 

e 4). Isso pode ter acontecido pelo fato de que o protocolo para a PCR não está 

adequado para esse fungo, sendo necessário otimizar a metodologia, ou ainda pode ter 

ocorrido a contaminação da amostra. Para os demais fungos foi possível obter as regiões 

de interesse amplificadas, como observado na Figura 14. 

 

Figura 14 - Foto do gel de PCR dos fungos endofíticos Ph III 23F, MgRe 1.3.3, MgC 

3.3.2 e Ph II 22G. 

 
                          PM = Marcador de Peso Molecular 

 

Após o sequenciamento e comparação com o banco de dados, o fungo MgRe 

1.3.3 foi identificado como Colletotrichum gloeosporioides, com 86% de identidade. 

Colletotrichum gloeosporioides é uma espécie de fungo pertencente à ordem 

Melanconiales, da classe Coelomycetes. Os fungos deste gênero, juntamente com sua 

fase perfeita, são considerados os maiores patógenos de plantas em todo o mundo. Os 

fungos do gênero Colletotrichum são fitopatógenos importantes nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo, causadores de uma diversidade de doenças como antracnose, 

podridão de pedúnculo, varicela em manga, abacate e mamão (BAILEY e JEGER, 

1992). 

          

            PM         Ph II 22G     MgC 3.3.2  MgRe 1.3.3   Ph III 23F 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Fungo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fungos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Plantas
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A espécie C. gloeosporioides é encontrada frequentemente como endófita. 

Santos et al. (2010) reportaram que esta espécie foi a isolada com maior frequência de 

colonização (27,77%) a partir da planta hospedeira Indigofera suffruticosa Mill. 

Este gênero também vem sendo utilizado para aplicações biotecnológicas. 

Cavalcante et al. (2006) cultivaram em meio sólido fungos endofíticos do gênero  

Colletotrichum e seu metabolitos foram extraídos e utilizados em bioensaios 

alelopáticos frente a plantas invasoras de pastagens..   

O isolado MgC 3.3.2 foi identificado como Aspergillus niger, com 93% de 

identidade. O gênero Apergillus apresenta mais de 185 espécies encontradas nos mais 

diversos habitats. O grupo é caracterizado por possuir cabeças conidiais escuras 

geralmente negros com conidióforos hialinos acinzentados e cabeças globais (ELIZEI, 

2009). 

O Aspergillus niger faz parte dos fungos filamentosos que constitui um grupo de 

microrganismos aeróbios fisiologicamente diversos. Estes fungos podem se desenvolver 

em meio líquidos e sólidos. Em seu ambiente natural são encontrados frequentemente 

em superfícies de líquidos e sólidos de tal maneira que uma grande parte de suas hifas é 

aérea. É um fungo ascomiceto imperfeito (classes dos fungos mitospóricos) por possuir 

coloração preta (niger: preto em latim), tendo uma grande variedade de cepas e 

subespécies (RODRIGUES, 2006). 

Esse fungo tem a capacidade de produzir diversas substâncias bioativas, e é 

muito utilizado para a produção comercial de enzimas, especialmente por possuir a 

capacidade de crescer em substratos de baixo custo (SANTOS, 2005; SLIVINSKI, 

2007). 

Segundo Kannahi e Sherley (2012), esse fungo foi capaz de produz 

biossurfactantes da classe dos glicolipideos, utilizando pH (7), temperatura (45 ° C), 

fonte de carbono (amido) e fonte de nitrogênio (uréia). 

Esta espécie também é comumente encontrada como endofítica. Souza et al. 

(2004)  identificaram a espécie A. niger, bem como fungos dos gêneros Colletotrichum, 

e Guigniardia, entre 571 fungos endofiticos isolados de plantas tóxicas da Amazônia, 

(Palicourea longiflora e Strychnos cogens).  

O fungo Ph II 22G foi identificado como Glomerella cingulata, com 95% de 

identidade. Este fungo é conhecido como um dos principais patógenos de plantas, o 

mesmo apresenta na sua fase assexuada, ou imperfeita, micélio septado, ramificado e 

sua coloração fica negra com o envelhecimento (CHAVES, 1980). Os conídios são 
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hialinos, unicelulares, de alongados a cilíndricos, eretos, sem ramificação e medem de 

40 a 60 mm de comprimento, apresentando as extremidades redondas ou uma delas 

pontiagudas. Normalmente, medem de 4,4 a 5,3 mm de raio e o seu perímetro varia 

entre 13 a 22 mm. Geralmente apresentam, na parte central, uma área clara semelhante a 

um vacúolo. Um conídio, ao germinar, pode emitir de um a quatro tubos germinativos, 

sendo mais freqüente dois, os quais formam apressórios em seus ápices por ocasião da 

penetração do hospedeiro. Os conídios são produzidos nos acérvulos, que são os corpos 

de frutificação do patógeno. Em condições favoráveis à doença, o patógeno esporula 

abundantemente, formando uma massa de conídios de cor rósea. As setas podem, às 

vezes, ser encontradas mergulhadas nos tecidos do hospedeiro e quase sempre estão 

presentes quando o patógeno é cultivado em meio de cultura. Estas setas, que são 

produzidas entre os conidióforos ou nas margens dos acérvulos, são pontiagudas, 

rígidas, de cor castanha e seu comprimento varia de 30 a 100 mm (CHAVES, 1980). 

Oliveira (2010) isolou fungos endofíticos de P. hispidum e caracterizou 

macromorfologicamente os isolados, tendo também encontrado o gênero Glomerella 

dentre os grupos morfológicos caracterizados. 

 

CONCLUSÃO 

 

 A partir dos tecidos vegetais das espécies amazônicas P. hispidum e M. 

guianensis foi possível isolar fungos endofiticos produtores de biossurfactantes, os 

quais foram extraídos do meio de cultivo e caracterizados quanto a suas propriedades 

físico-químicas. 

O isolamento dos fungos endofíticos de caule e folha de P. hispidum se mostrou 

eficiente, obtendo-se 117 fungos de 125 fragmentos vegetais (78% de eficiência). 

O óleo de soja se apresentou como uma fonte adequada para a produção de 

biossurfactantes pelos fungos endofiticos de P. hispidum e M. guianensis, sendo que 8 

isolados de P. hispidum e 12 de M. guianensis apresentaram produção de 

biossurfactantes, identificados por meio dos testes de gota colapsada e índice de 

emulsificação. 

O meio metabólico do fungo endofítico MgRe 1.3.3 apresentou a maior 

diminuição da tensão superficial, de 61 para 30 mN.m
-1

, com uma redução de 37%, e 

após a  extração do biossurfactante determinou-se uma CMC de 4,6 mg.mL
-1

. 
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Os rendimentos da etapa de extração dos tensoativos a partir dos meios 

metabólicos dos fungos MgC 3.3.3, MgRe 1.3.3, Ph III 23F e Ph II 22g foram 

satisfatórios, entre de 2,46 e 4,47 g/L. 

Dos quatro isolados considerados promissores na produção de moléculas 

tensoativas, três foram identificados por técnicas de biologia molecular como as 

espécies Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus niger e Glomerella cingulata, 

amplamente reportadas como fitopatógenos e encontrados como endófitos, com grande 

potencial biotecnológico.     
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ANEXOS 
 

Anexo 1 - Massa de uma gota de água que se desprende de tubos de diferentes 

diâmetros. 

 

 

Anexo 2 - Fator de correção para o método da gota. 

 


