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RESUMO 

 

O rendimento de extratos fúngicos e a produção de metabólitos secundários 

podem ser significativamente afetados pelas variações no ambiente de cultivo. Os 

compostos fenólicos são metabólitos secundários de interesse farmacológico, em função 

de suas atividades biológicas, como antimicrobiana e antioxidante. Nesse sentido, o 

objetivo deste estudo foi avaliar como alguns fatores nutricionais e ambientais 

influenciam o aumento do rendimento de extrato e a produção de compostos fenólicos 

pelo fungo endofítico Botryosphaeria mamane, isolado da planta Arrabidaea chica 

(crajiru). Além disso, foram investigadas as atividades antioxidante e antimicrobiana para 

o extrato fúngico produzido que apresentou a maior concentração de compostos fenólicos. 

Foi conduzido um Planejamento Fatorial Fracionado 24−1 com quatro variáveis 

independentes (fonte de carbono, fonte de nitrogênio, temperatura e pH). O pH foi a única 

variável que influenciou significativamente a produção de compostos fenólicos. A fonte 

de carbono e a temperatura foram as variáveis que afetaram significativamente (p<0,05) 

o rendimento e foram então escolhidas para otimização das condições de cultivo por meio 

de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), com as variáveis nitrogênio 

e pH fixadas em 3,0 g/L e 6,5, respectivamente. A maximização do rendimento de extrato 

fúngico e o aumento da concentração de compostos fenólicos foram eficientemente 

compreendidos através da aplicação de métodos estatísticos, modelos polinomiais e 

análises de superfície de resposta. Foi possível identificar o ponto crítico de cultivo para 

o rendimento (C = 12,119 g/L e T = 33,93 °C) e observar que a temperatura teve um papel 

fundamental no aumento da concentração de fenólicos no extrato fúngico. A amostra 

selecionada para investigação das atividades biológicas apresentou atividade 

antimicrobiana frente às cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa com Concentração Inibitória Mínima de 2,5, 5,0 e 2,5 mg/mL, 

respectivamente, e também demonstrou atividade antioxidante pelo método do sequestro 

do radical DPPH com concentração eficiente necessária para sequestro de 50% dos 

radicais (CE50) de 14,94 mg/mL. Com este trabalho, foi possível otimizar as condições 

de cultivo de um fungo endofítico amazônico e aumentar o rendimento de um extrato rico 

em compostos fenólicos, que apresenta atividade antimicrobiana e antioxidante.   

 

Palavras-chave: DCCR. Planejamento Fatorial Fracionado. Condições de cultivo. 

Atividade biológica. 
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ABSTRACT 

 

The yield of fungal extracts and the production of secondary metabolites can be 

significantly affected by variations in the cultivation environment. Phenolic compounds 

are secondary metabolites of pharmacological interest, due to their biological activities, 

such as antimicrobial and antioxidant. In this sense, the objective of this study was to 

evaluate how some nutritional and environmental factors influence the increase in extract 

yield and the production of phenolic compounds by the endophytic fungus 

Botryosphaeria mamane, isolated from the Arrabidaea chica (crajiru) plant. In addition, 

antioxidant and antimicrobial activities were investigated for the fungal extract produced 

that showed the highest concentration of phenolic compounds. A Fractional Factorial 

Design 24−1 was conducted with four independent variables (carbon source, nitrogen 

source, temperature, and pH). The pH was the only variable that significantly influenced 

the production of phenolic compounds. The carbon source and temperature were the 

variables that significantly affected (p<0.05) the yield and were therefore chosen for 

optimization of the cultivation conditions through a Central Composite Rotatable Design 

(CCRD), with variables nitrogen and pH fixed at 3.0 g/L and 6.5, respectively. The 

maximization of fungal extract yield and the increase in phenolic compound 

concentration were efficiently understood through the application of statistical methods, 

polynomial models, and response surface analyses. It was possible to identify the critical 

cultivation point for yield (C = 12,119 g/L and T = 33,93 °C) and observe that temperature 

played a fundamental role in increasing the concentration of phenolics in the fungal 

extract. The selected sample for investigation of biological activities showed 

antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Pseudomonas 

aeruginosa strains with Minimum Inhibitory Concentration of 2,5, 5,0, and 2,5 mg/mL, 

respectively, and also demonstrated antioxidant activity by the DPPH radical scavenging 

method with an efficient concentration necessary for scavenging 50% of radicals (EC50) 

of 14,94 mg/mL. With this work, it was possible to optimize the cultivation conditions of 

an Amazonian endophytic fungus for the increase in yield of an extract rich in phenolic 

compounds, which shows antimicrobial and antioxidant activity 

 

Keywords: CCRD. Fractional Factorial Design. Cultivation conditions. Biological 

activity.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Amazônia é reconhecida por possuir a maior diversidade biológica terrestre do 

mundo, abrigando uma riqueza inexplorada de plantas, animais e microrganismos com 

grande potencial farmacológico. Nesse sentido, torna-se crucial realizar pesquisas sobre 

os produtos naturais originários dessa região, com o objetivo de estudar seus compostos 

químicos e atividades biológicas (RUFINO, 2022). 

Tendo em vista as limitações das plantas na produção de metabólitos secundários 

para a indústria devido a exploração excessiva, sazonalidade e desmatamento, muitas 

fontes de metabólitos importantes estão à beira da extinção (CHATTERJEE et al., 2022). 

As bactérias e os fungos surgem como alternativa sustentável na obtenção de substâncias 

com potencial para fins medicinais de interesse industrial, devido sua fácil 

reprodutibilidade, manipulação e produção de compostos com atividades biológicas 

diversas (AGOUR et al., 2022).  

Os fungos endofíticos habitam espécies vegetais sem oferecer risco à planta 

hospedeira e estão presentes em todos os nichos ecológicos, sendo considerados recursos 

importantes devido sua capacidade de produção de enzimas, antibióticos, hormônios, 

entre outros metabólitos secundários (GUNATILAKA, 2006; ZHAO et al., 2022). 

Devido à possibilidade de produção de substâncias químicas originadas da planta 

hospedeira, os endofíticos apresentam metabólitos com diversas bioatividades, como 

antioxidante, antimicrobiana, citotóxica e anti-inflamatória (ALY et al., 2010; GURGEL 

et al., 2020) pertencentes à diversas classes químicas, como alcalóides, fenóis, quinonas, 

xantonas e terpenóides (MORAIS et al., 2014). 

Dentre as atividades biológicas dos metabólitos produzidos pelos endófitos, a 

atividade antimicrobiana se destaca, devido ao aumento preocupante no número de 

microrganismos resistentes aos antibióticos atualmente disponíveis. Devido a isso, a 

utilização de fungos endofíticos como produtores de compostos com potencial 

antimicrobiano, principalmente da classe dos flavonoides, tem sido empregada como 

alternativa natural para a descoberta de novos fármacos (SILVA et al., 2020). 

A busca por antioxidantes naturais capazes de estabilizar quimicamente radicais 

livres também recebe grande atenção (LOURENÇO et al., 2019), uma vez que o estresse 

oxidativo, quando desordenado, pode desencadear doenças como Alzheimer, câncer e 

Parkinson (PEREIRA e CARDOSO, 2012). Alguns compostos antioxidantes naturais 
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produzidos abundantemente por fungos endofíticos são os compostos fenólicos, tais como 

flavonoides e ácidos fenólicos (JORGE, 2013). 

Portanto, a produção de compostos fenólicos, flavonoides ou não-flavonoides, é 

extremamente importante levando em consideração suas atividades biológicas ( ORAK, 

2007; HURTADO-FERNÁNDEZ et al., 2010; ALARCÓN-FLORES et al., 2013; LIU, 

2013). Dessa maneira, os fungos endofíticos são considerados ótimo recurso para 

obtenção de metabólitos secundários fenólicos (ESTEVINHO et al., 2022), como 

demonstram os estudos voltadas para os fungos do gênero Botryosphaeria, incluindo as 

espécies B. parva e B. dothidea (MONFARDINI, 2016; VALENTE, 2017). 

Considerando que um único fungo endofítico pode produzir diversas substâncias 

com atividade biológica, há a necessidade de descoberta de novos princípios ativos e 

otimização das condições de cultivo para produção de metabólitos secundários 

(SPECIAN et al., 2014). A biossíntese de metabólitos de interesse em fungos pode ocorrer 

através de cultivo em meio sólido ou submerso (TABARAIE, 2020). O cultivo em meio 

líquido é o mais utilizado pelas vantagens de padronização do processo, homogeneização 

do sistema e facilidade de crescimento dos microrganismos (SILVA, 2017). 

A produção de metabólitos secundários pelos microrganismos é influenciada 

diretamente pelo meio de cultura, pela espécie do microrganismo e pelos nutrientes 

disponíveis como fonte de nitrogênio e fonte de carbono (MOREIRA, 2021). As 

modificações de fatores como pH e temperatura podem auxiliar na produção de 

substâncias bioativas de interesse (KUMAR, 2015) 

Além disso, em diversos casos a obtenção dos metabólitos se dá em baixos 

rendimentos, não garantindo o escalonamento industrial. Por isso, faz-se uso de técnicas 

estatísticas de planejamento experimental para otimização das condições do processo e 

aumento de rendimento dos compostos, além de auxiliar no entendimento do 

comportamento das variáveis estudadas, aumentando a confiabilidade dos resultados 

obtidos e permitindo a condução dos ensaios de modo interativo (COSTA, 2016; YUN, 

2018). 

Neste contexto, esse trabalho teve por objetivo geral otimizar as condições de 

cultivo do fungo endofítico Botryosphaeria mamane para o aumento de rendimento de 

extratos ricos em compostos fenólicos. Os objetivos específicos foram: 

a) Investigar a influência das condições de cultivo submerso do fungo 

endofítico Botryosphaeria mamane para obtenção de extratos metabólicos 

ricos em compostos fenólicos e com alto rendimento; 
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b) Otimizar as condições de cultivo visando maiores rendimentos dos 

extratos fúngicos e maior produção de compostos fenólicos; 

c) Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do extrato fúngico com 

a maior concentração de compostos fenólicos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 COMPOSTOS NATURAIS DE INTERESSE FARMACOLÓGICO 

 

O conceito de farmacologia, ciência que estuda a interatividade de substâncias 

químicas com sistemas biológicos, foi introduzido por Peigen Xiao em 1980. A partir de 

então, o estudo da diversidade química e atividades biológicas levantaram grande 

interesse em compostos isolados de recursos naturais, em particular de plantas medicinais 

(HAO e XIAO, 2020). Além disso, o uso de recursos naturais para fins medicinais se 

perpetua desde a antiguidade, uma vez que o homem recorria aos vegetais para produção 

de infusões e especiarias terapêuticas (PEREIRA e CARDOSO, 2012).  

Em território brasileiro, a investigação científica de plantas para fins medicinais 

começou no século XVIII através de trabalhos de botânicos que passaram a coletar dados 

da Flora Brasiliensis (BRAGA, 2020). Em 1843, o médico e botânico Carl Von Martius 

publicou o Systema Materiae Medicae Vegetabilis Brasiliensis, descrevendo 470 espécies 

de vegetais e destacando a diversidade de plantas aplicadas medicinalmente no Brasil. 

(MELLO, 1980). 

O Brasil é considerado o país com a maior biodiversidade vegetal do mundo, 

possuindo por volta de 46 mil espécies vegetais registradas em diversos ecossistemas. 

Apesar disso, pouco se conhece ainda sobre as propriedades químicas e farmacológicas 

das espécies da flora brasileira devido sua vasta extensão de diversidade (FAZOLIN et 

al., 2007; OLIVEIRA et al., 2015) 

Apesar das plantas se destacarem, elas não são os únicos seres que apresentam 

propriedades de interesse para estudos do ramo da farmácia e medicina. Existem vários 

microrganismos que já foram e ainda são estudados devido à capacidade de produzir 

substâncias de interesse farmacológico, se apresentando como uma classe de interesse 

biotecnológico (OLIVEIRA et al., 2015). 

Sabendo isso, os microrganismos se tornaram singulares por serem uma matriz de 

fácil reprodutibilidade e renovação quando comparados aos vegetais, uma vez que a 

grande maioria dos fármacos empregados na indústria tem origem microbiana, por sua 

capacidade de produção de compostos bioativos únicos de alto valor comercial (AGOUR 

et al., 2022). Dentre os fármacos advindos de microrganismos se destacam penicilinas, 

carbapeninas, tetraciclinas (SILVA, 2010), fluvastina, paroxetina (SANTOKE e 
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COOPER, 2017) ciclopamina, triptantrina, veticinona, dentre outros (MORCEAU et al., 

2015). 

 

2.2 FUNGOS ENDOFÍTICOS COMO FONTE NATURAL DE BIOATIVOS 

 

O termo endofítico foi definido inicialmente por Barry (1866) como organismos 

que crescem dentro de tecidos vegetais. Posteriormente foram descritos como 

microrganismos assintomáticos e colonizadores de tecidos e órgãos internos de plantas, 

sem oferecerem risco nocivo à hospedeira (CARROL, 1986; PETRINI, 1991). O grupo 

de endofíticos engloba bactérias e fungos, todavia os fungos são isolados com maior 

frequência tendo em vista que são capazes de produzir bioativos com maior complexidade 

que as bactérias (ZHANG et al., 2006). 

Os fungos são uma grande classe de micróbios de células eucarióticas distribuídos 

vastamente na natureza, presentes em quase todos os nichos ecológicos, sendo 

encontrados não apenas em ambientes terrestres como também em aquáticos doce e 

marinho (SPITELLER, 2015).  Além disso, os fungos são considerados uma ótima fonte 

de alimentos e medicamentos naturais por serem ricos produtores de metabólitos 

secundários (ZHAO et al., 2022). 

As moléculas bioativas em sua maioria são produtos do metabolismo secundário 

destes microrganismos, ou seja, são pertencentes à classe de metabólitos secundários. 

Estas moléculas não estão diretamente envolvidas com a manutenção das funções vitais 

do organismo, mas contribuem diretamente para a adaptação das espécies e sua 

sobrevivência. Por isso, muitas vezes, são produzidos em situações de estresse ou perigo 

para o microrganismo (SILVA, 2014; ZHANG et al., 2019). 

Os fungos endofíticos podem gerar substâncias químicas originadas da própria 

planta hospedeira, tendo em vista a capacidade de transporte horizontal de genes durante 

a evolução do endófito (ALY et al., 2010). A capacidade do microrganismo de fornecer 

metabólito bioativo igual ao da sua hospedeira contribui para a preservação da 

biodiversidade pois reduz a extração de plantas incomuns e com risco de extinção 

(STIERLE et al., 1993).  

Muitos endófitos extraídos de plantas apresentam metabólitos com atividade 

comprovada, conforme exemplifica o Quadro 1.  
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Quadro 1 - Atividade biológica de metabólitos produzidos por fungos endofíticos. 

Planta Fungo Endofítico Bioatividade Referência 

Torreya taxifolia 
Pestalotiopsis 

microspora  
Antifúngico LI et al., 2001 

Betula pendula Phomopsis phaseoli 

Atividade nematicida 

contra nematoide-das-

galhas 

SCHWARZ et al., 

2004 

Erythrina 

cristagalli 

 

Phomopsis sp. 

 

Atividade anti-

inflamatória, 

citotóxica e 

antibacteriana  

WEBER et al., 

2004 

Myrcia guianensis Aspergillus sp. 

Atividade 

antioxidante e 

citotóxica 

GURGEL et al., 

2020 

Euterpe precatoria Penicillium sp. Atividade citotóxica 
GURGEL et al., 

2020 

Abies holophylla Xylaria sp.  
Antibiótico e 

antifúngico 
PARK et al., 2005 

Cynodon dactylon Rhizoctonia sp. 
Atividade 

antibacteriana 
MA et al., 2004 

Artemisia annua Colletotrichum sp. 
Antibacteriano e 

antifúngico 
LU et al., 2000 

Cassia spectabilis Phomopsis cassiae 
Antitumoral e 

antifúngico 

SILVA et al., 

2005 

 

As classes de moléculas produzidas a partir de fungos endofíticos podem conter 

atividades hormonais, antitumorais, antibióticas (PEIXOTO et al., 2002), antifúngicas, 

citotóxicas (SILVA, 2010), antivirais, imunossupressoras, antiparasitárias, dentre outras 

(DEMAIN e SANCHEZ, 2009). Estas substâncias bioativas incluem principalmente as 

classes químicas dos esteroides, alcalóides, fenóis, quinonas, xantonas e terpenóides 

(MORAIS et al., 2014). 
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2.3 IMPORTÂNCIA DOS METABÓLITOS SECUNDÁRIOS FENÓLICOS  

 

Os compostos fenólicos têm como atributo, em sua estrutura, um ou mais anéis 

aromáticos com grupamentos hidroxilas como substituintes (CUNHA et al., 2016). Esse 

grupo diverso é caracterizado em: flavonoides (que contém os polifenóis) e não-

flavonoides (caracterizado por fenóis simples ou ácidos fenólicos) (SILVA et al., 2010). 

Os flavonoides podem ser divididos em 14 subclasses, encontrando-se compostos como 

as antocianidinas, catequinas, flavonóis, flavonas e isoflavonas que apresentam 

bioatividade e são de grande importância para a saúde humana (CHAVES NETO et al., 

2018).  

Dentre os flavonoides, as antocianidinas se destacam por serem pigmentos 

naturais e por apresentarem atividade antioxidante (PEREIRA e CARDOSO, 2012). 

Importante salientar o estudo de Chapman e colaboradores (1927), quando isolaram os 

pigmentos da classe das antocianidinas, carajurina (6,7-diidroxi5,4’-dimetoxiflavílio) e 

carajurona (6,7,4’-triidroxi-5-metoxiflavílio) (Figura 1), responsáveis pela coloração 

avermelhada de extratos da planta Arrabidaea chica, hospedeira do fungo endofítico 

utilizado no presente trabalho. 

 

Figura 1 - Estrutura química das antocianidinas carajurina (A) e carajurona (B). 

 

Fonte: PAULA et al., 2013. 

 

A estrutura química dos flavonoides (Figura 2) se baseia no núcleo flavilium 

constituído de três anéis fenólicos. As bioatividades dos flavonoides e de seus metabólitos 

são dependentes da estrutura química, que são capazes de variar com substituições como 

hidrogenação, metilações, hidroxilações, malonilações, glicosilações e sulfatações 

(SILVA e BIESK, 2018) conforme se observa na Figura 3. 
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Figura 2 - Representação da estrutura de um flavonoide. 

 

Fonte: SCHNARR et al., 2022. 

 

Figura 3 - Estrutura química dos principais subgrupos dos flavonoides. 

 

Fonte: SILVA et al., 2018. 

 

Na indústria alimentícia e farmacêutica, derivados polifenólicos distribuídos em 

frutas, legumes, cereais e bebidas ganharam visibilidade devido suas bioatividades 

(PAGLIARULO et al., 2016). Além disso, investigações epidemiológicas fornecem 

evidências significativas entre a ingestão regular de compostos e derivados fenólicos e a 

redução de câncer, patologias inflamatórias, obesidade, diabetes e doenças 

cardiovasculares (CORY et al., 2018).  

Como consequência disso, os flavonoides possuem relevância econômica devido 

a suas muitas propriedades, como antimicrobiano, antiviral, antiulcerogênico, citotóxico, 

antioxidante, anti-hipertensivo, anti-inflamatório e hipolipidêmico (CHEN et al., 2018).  

Por outro lado, o grupo de não-flavonoides também têm sua importância, uma vez 

que diversos autores descrevem alto potencial antioxidante para essa classe de fenólicos 
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(BARBI, 2016). Os não flavonoides englobam derivados de ácidos hidroxicinâmico e 

hidroxibenzóico (Figura 4) (SILVA et al., 2010). 

 

Figura 4 - Estrutura química de ácidos fenólicos: (A) Ácido hidroxicinâmico e (B) 

Ácido hidroxibenzóico. 

 

Fonte: SILVA et al., 2010. 

 

Um dos metabólitos que também se destacam no grupo de compostos fenólicos 

são as cumarinas, derivadas da fenilalanina, sendo mais comumente encontradas em sua 

forma mais simples (1,2-benzopirona) presente na Figura 5 (NERI, 2016). Esse composto 

pode ser obtido de diversas espécies vegetais, apresentando atividade antimicrobiana, 

anti-inflamatória, anticoagulante e antioxidante (SKALICKA-WOŹNIAK, 2016). 

 

Figura 5 - Estrutura química do composto fenólico cumarina. 

 

Fonte: NERI, 2016. 

 

Assim, compostos fenólicos são agentes bioativos com capacidade de inutilizar 

estresse abiótico e biótico, eliminam espécies de oxigênio e nitrogênio, quelatos de metais 

pró-oxidantes e auxiliam na regeneração antioxidante, tornando-se essenciais contra 

danos nitro oxidativos e doenças degenerativas (FORNI et al., 2019; TULADHAR et al., 

2021), possuindo diversas atividades biológicas descritas, conforme se observa na Figura 

6. 
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Figura 6 - Bioatividades relatadas para compostos fenólicos. 

 

Fonte: GIL-MARTIN, 2022. 

 

2.4 PRINCIPAIS ATIVIDADES BIOLÓGICAS DE COMPOSTOS FENÓLICOS  

 

2.4.1 Atividade Antioxidante 

 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são geradas através de reações biológicas 

que resultam em danos oxidativos às biomoléculas do corpo, desempenhando papel vital 

na morte celular em resposta ao estresse oxidativo (RAVINDRAN et al., 2012). Nessa 

situação, a produção de superóxidos, radicais hidroxila e peróxido de hidrogênio 

contribuem para ocorrência de processos degenerativos e patológicos como 

envelhecimento, câncer, Alzheimer e doenças cardíacas (LAWAL et al., 2015).  

Desse modo, o principal papel de compostos antioxidantes é inibir a difusão de 

reações em cadeia de radicais livres para prevenir a oxidação de moléculas orgânicas 

(LAWAL et al., 2015), sendo especialmente importantes para preservação de alimentos 

e para a defesa dos sistemas vivos contra o estresse advindo da oxidação (MASUDA et 

al., 2003).  

Por isso, buscam-se substâncias com alto potencial antioxidante de origem natural 

que possam diminuir esses efeitos (STEFANELLO, 2013). Os compostos de defesa 

antioxidante podem ser agrupados em enzimáticos e não enzimáticos. No Quadro 2 se 

observam exemplos destes compostos. 
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Quadro 2 - Agentes de defesa antioxidante enzimáticos e não enzimáticos. 

Agentes enzimáticos Agentes não enzimáticos 

Catalase Compostos fenólicos 

Tiorredoxina β-caroteno 

Glutationa-S-transferase Vitamina E 

Superóxido dismutase Vitamina C 

Glutationa redutase Ácido úrico 

Glutationa peroxidase Glutationa 

Fonte: Adaptado de MAGALHÃES, 2009. 

 

Os grupos hidroxila dos compostos fenólicos são excelentes doadores de 

hidrogênio, capazes de reagir com substâncias contendo oxigênio e nitrogênio em reações 

terminais, evitando a origem de novos radicais livres (HEIM et al., 2002). Na Figura 7, 

observa-se o sequestro de radical livre DPPH por um agente antioxidante, reação aplicada 

para determinar a atividade antioxidante de compostos fenólicos, fenilpropanóides e 

flavonóis (ALVES et al., 2010). 

 

Figura 7 - Demonstração do sequestro do radical livre DPPH (A) por um agente 

antioxidante (B). 

 

Fonte: Adaptado de ALVES et al., 2010. 

 

2.4.2 Atividade Antibacteriana 

 

Os antibióticos são um dos artifícios mais importantes no combate às infecções 

bacterianas e, desde a sua introdução, beneficiaram a saúde e qualidade de vida humana. 

No entanto, esse benefício está sob ameaça uma vez que pelo uso excessivo muitos 
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antibióticos se tornaram menos eficazes devido ao surgimento das bactérias resistentes 

(BHALODIA e SHUKLA, 2011). 

O tratamento de protozoários, bactérias, vírus e fungos com os medicamentos 

existentes têm se tornado árduo devido ao crescente número de casos em que o agente 

infeccioso é resistente aos agentes microbianos (NEVES, 2015). Por outro lado, a 

dificuldade em descobrir novos compostos com atividade antibacteriana ressalta o uso 

dos compostos fenólicos como alternativa eficiente uma vez que apresentam essa 

atividade (ALVES et al., 2013). 

Os flavonoides se destacam por sua capacidade antibiótica, entre eles a quercetina, 

apigenina, luteonina pinocembrina, naringina e o kaempferol (Figura 8) entre diversas 

outras isoflavonas, flavonas, flavonóis e chalconas. Além disso, uma das propriedades 

dos flavonoides é a habilidade de inibir a produção de síntese de ácidos nucleicos, bem 

como a função da membrana plasmática e do metabolismo energético (CUSHNIE e 

LAMB, 2005). 

 

Figura 8 - Estrutura química de flavonoides com atividade antibacteriana. A = 

Quercetina; B = Apigenina; C = Luteonina; D = Pinocembrina; E = Naringina e F = 

Kaempferol. 

 

Fonte: Adaptado de CUSHNIE et al., 2005. 

 

O polifenólico epigalocatequina-3-galato se destaca por sua característica de 

inibição da síntese de DNA e RNA frente as bactérias Proteus vulgaris e Staphylococcus 
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aureus, uma vez que o anel B desse composto atua na interpolação e construção de 

ligações de hidrogênio empilhados nas bases dos ácidos nucleicos (MORI et al., 1987). 

O propólis, por sua vez, apresenta propriedades antimicrobianas atribuídas à 

presença de flavonona, pinocembrina, flavonol, galangina e ao éster fenetil do ácido 

cafeico, funcionando como mecanismo de ação baseado na inibição da RNA polimerase 

bacteriana (TAKAISI-KIKUNI e SCHILCHER, 1994). Outro exemplo de recurso natural 

antibacteriano são os extratos vegetais de Sophora flavescense (YAGI et al., 1989), 

extrato de casca de caule de Magnolia obovata (BANG et al., 2000) e óleo de Melaleuca 

alternifolia (HAYES e MARKOVIC, 2002) cujos flavonoides prenilados são fonte de 

agentes antimicrobianos (BARRON e IBAHIM, 1996).  

A atividade antibacteriana também é amplamente encontrada em diferentes 

grupos químicos de flavonoides prenilados, como é o caso do Morusin, kuwanon C, 

sanggenon B e D (Figura 9) isolados da casca da raiz de Morus que apresentam atividade 

contra Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis e Mycobacterium 

smegmatis (NOMURA, 1988). 

 

Figura 9 - Estrutura química de flavonoides prenilados com atividade antimicrobiana 

isolados de Morus. 

 

Fonte: Adaptado de SOHN et al., 2004. 
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2.5 PRODUÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS POR FUNGOS ENDOFÍTICOS 

 

Os fungos são considerados uma promissora fonte de metabólitos secundários 

como os alcalóides, terpenóides, quinonas, flavonoides e ácidos fenólicos (ESTEVINHO 

et al., 2022). Um exemplo é o ascomiceto Botryosphaeria dothidea que têm se destacado 

como alternativa na produção de antioxidantes devido sua alta produção de metabólitos 

fenólicos (VALENTE, 2017).  

Esse endofítico, isolado de Solanum americanum, também é relatado como 

causador das manchas marrons em folhas e responsável por podridão em frutas, conforme 

ilustrado na Figura 10. Apesar disso, essa capacidade invasiva e de apropriação rápida o 

torna fonte de alto potencial de produção de metabólitos interessantes (XIAO et al., 2014). 

 

Figura 10 - Cancro dos ramos de pitaya (Hylocereus undatus) causado por 

Botryosphaeria dothidea. 

 

Fonte: DALBOSCO et al., 2019. 

 

Em um estudo utilizando frações butanólicas do isolado Pisolithus microcarpus 

UFSC-Pt 221, obtido em áreas impactadas pela mineração de carvão, foi verificada a 

presença de flavonoides e também atividade antibacteriana frente às cepas de 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (MAMED, 2015). 

A grafislactona A é uma substância reconhecida por sua atividade frente aos 

radicais livres, sendo um metabólito fenólico extraído dos fungos endofíticos 

Cephalosphorium sp., isolado de Trachelospermum jasminoides, e Microsphaeropsis 

olivacea, isolado de Pilgerodendron uviferum (SONG et al., 2005). Há também a piperina 

que apresenta potente atividade antioxidante, extraída a partir de metabólitos do fungo 

Colletotichum gloeosporioides, isolado de Piper nigrum (CHITHRA et al., 2014). 
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Compostos fenólicos foram isolados também de Aspergillus wentii, obtidos de 

resíduos do fundo do mar do Sul chinês, onde se observou novos produtos naturais com 

ótima capacidade antioxidante (WU, 2016). Estreitando a correlação entre atividade 

antioxidante e compostos fenólicos, extratos metabólicos de Aspergillus japonicus 

isolado da esponja Cladocroce caelum e de Tedania ignis apresentam abundante 

quantidade de compostos fenólicos além de poderosa atividade sequestradora de radicais 

2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (ANDRADE, 2017). 

Para o endófito Botryosphaeria parva, isolado da espécie Eugenia jambolana 

Lam, estudos de bioprospecção apontam relevante potencial biotecnológico, como 

atividade anticolinesterásica e antifúngica, além da produção da classe de fenólicos 

isocumarinas (Figura 11) (MONFARDINI, 2016). 

 

Figura 11 - Isocumarinas isoladas do fungo endofítico Botryosphaeria parva. 

 

Fonte: MONFARDINI, 2016. 

 

Diversas são as espécies vegetais que podem ser fontes de fungos endofíticos 

produtores de compostos fenólicos, contudo, endofíticos isolados de espécies tropicais 

ainda são poucos estudados, como é o caso dos microrganismos associados à Arrabidaea 

chica (crajiru). Desse modo, por ser fonte de atividade antioxidante (JORGE et al., 2008; 

SIRAICHI et al., 2013), anti-inflamatória, anticancerígena e antiproliferativa (MICHEL 

et al., 2015), torna-se imprescindível conhecer o potencial da produção de metabólitos 

secundários fenólicos de endófitos dessa espécie vegetal. 

 

2.5.1 Cultivo de Fungos para Produção de Metabólitos Secundários 

 

O cultivo microbiano é uma das etapas mais importantes na produção de 

substâncias com atividade biológica, levando em consideração que tantos os metabólitos 
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primários quanto os secundários são sintetizados nessa etapa do processo (TABARAIE, 

2020). 

Na produção de metabólitos obtidos a partir de fungos se usam dois métodos de 

cultivo, sendo estes o cultivo submerso e o cultivo em meio sólido (FUCK, 2018). O 

cultivo em substrato sólido, em ausência ou baixa presença de água livre, é menos 

utilizado tendo em conta a complexidade para adequar o substrato, controlar as variáveis 

de temperatura e umidade e dificuldades com contaminação em larga escala, controle de 

pH e limitação de transferência de oxigênio (GUTTERRES et al., 2011). 

Em contrapartida, o cultivo submerso é vastamente aplicado na produção de 

compostos de grande relevância econômica utilizados nas indústrias farmacêutica, 

alimentícia, agrícola e principalmente na química (SINGH, 2017). Esse cultivo acontece 

em meio constituído em sua quase totalidade por água e nutrientes dissolvidos 

(MOREIRA, 2021). Além disso, quando comparado à fermentação sólida, o cultivo em 

meio líquido se destaca por oferecer maior possibilidade de padronização do processo, 

homogeneização do sistema e facilidade de crescimento microbiano (SILVA, 2017). 

Desse modo, no cultivo em meio líquido, além do excesso de água livre e 

nutrientes, o microrganismo é inoculado em meio contendo oxigênio, sendo de fácil 

manuseio e permitindo a alteração de fatores que influenciam as respostas bioquímicas 

como aeração, agitação, umidade e pH (FUCK, 2018). Por isso esse processo facilita a 

produção de bioativos que são dominantemente secretados no caldo de cultivo, podendo 

ser separados do substrato por filtração, por exemplo, sem apresentar dificuldades 

(MOREIRA, 2021). 

Independentemente do método de cultivo utilizado, o processo é influenciado de 

forma direta pelos nutrientes fornecidos ao meio como fonte de carbono e nitrogênio 

(VANDENBERGHE, 2017). Atentando para isso, a escolha do substrato é de suma 

importância, tal que no cultivo submerso os meios de cultivo sintéticos mais utilizados 

para fungos são: caldo de batata dextrose (BDA), caldo Czapek-Dox Broth (CDB), caldo 

de extrato de levedura peptona dextrose (PYG) e fosfato levedura amido solúvel (YpSs) 

(SHARMA et al., 2016; ZHU, 2017).  

A quantidade de metabólitos produzidos pelos microrganismos é sensível às 

condições do meio de cultura onde ele está sendo cultivado (SHEN et al., 2016), uma vez 

que há diferença na concentração de nutrientes e nas vias metabólicas resultantes de 

acordo com o meio (HORAK, 2019). Portanto, as condições de cultivo influenciam 

diretamente no rendimento do bioprocesso. 
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A utilização de fungos cultivados em meio submerso é amplamente descrita na 

literatura para produção de diversos compostos com atividade biológica, sejam 

antibióticos, vitaminas, compostos fenólicos, enzimas, micotoxinas e outros 

(ZANCHETTA, 2012). A extração de substâncias bioativas em cultivo submerso pode 

ser feita com uso de solventes orgânicos, como o acetato de etila, usado por Verma, Johri 

e Prakash (2014) para extração de metabólitos do fungo endofítico Aspergillus flavipes, 

isolado de Stevia rebaudiana.  

Apesar das muitas vantagens do cultivo microbiano em meio líquido e do fato se 

que são relatados microrganismos que produzem diversos metabólitos secundários, esta 

produção ocorre, geralmente, em baixa quantidade. Para atender a demanda do mercado, 

há necessidade de estudos de otimização de fatores químicos e físicos do meio visando 

obtenção de maior rendimento e bioatividade desejada (RAI, 2014). 

 

2.5.2 Influência das Condições de Cultivo na Produção de Compostos Fenólicos 

 

As condições de cultivo são parâmetros críticos para a produção de metabólitos 

secundários por um organismo. Na maioria das vezes, a mínima alteração nutricional ou 

ambiental apresenta impactos substanciais na quantidade e características do perfil dos 

metabólitos secundários (VANDERMOLEN et al., 2013). 

Os microrganismos têm a habilidade de modificar suas características bioquímicas 

e fisiológicas conforme os nutrientes aos quais são expostos. Consequentemente, o meio 

nutricional exerce uma influência direta sobre a produção de compostos fenólicos, a qual 

pode ser otimizada através do ajuste de parâmetros físico-químicos, como pH, 

temperatura e agitação, a fim de maximizar o rendimento (COSTA, 2016).  

Estudos afirmam também que a produção de metabólitos de interesse é 

dependente não somente do meio de cultura e do meio nutricional como também da 

espécie do microrganismo (KUMAR, 2015).  

Existem relatos de que o aumento de concentração de nitrogênio nos meios de 

cultivo, como a peptona, favorece a produção de polifenóis e seus derivados, sugerindo 

que a produção de compostos fenólicos pode estar relacionada ao consumo ou acréscimo 

das fontes de nitrogênio (COSTA, 2016). 

De acordo com Souza (2018), a produção de massa micelial e do composto 

fenólico salidrosina pelo microrganismo C. glutamicum foi estimulada pela otimização 

dos parâmetros, como a fonte de carbono utilizada (glicose) e a quantidade de inóculo. 
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Em outro estudo, o fungo endofítico Aspergillus tamarii, isolado de Casuarina 

junghuhniana, apresentou produção significativa de conteúdos fenólicos totais e 

flavonoides, além de ótimo rendimento dos extratos fúngicos, ao se utilizar dextrose como 

fonte de carbono e extrato de levedura como fonte de nitrogênio. Observou-se também 

maior produção de compostos fenólicos quando o cultivo ocorreu em temperatura de 30ºC 

e pH 5,0 (BOSE et al., 2019).  

A variação de pH e temperatura também funcionou como fator determinante para 

aumentar a atividade antioxidante em extratos isolados de Justicia gendarussa, 

observando-se que cultivos em pH na faixa de 4 a 5 favorecem a produção de flavonoides 

e polifenóis (AMID, 2013). Além disso, faixas de temperatura entre 28°C e 33°C 

favoreceram maior produção de flavonoides e polifenóis durante o cultivo do fungo 

endofítico Phomosis sp. isolado de Bauhinia variegata (COSTA, 2016). 

Desse modo, as variações das condições de cultivo podem auxiliar na produção 

de substâncias com atividades biológicas de interesse, além de possibilitar melhor 

entendimento dos aspectos bioquímicos e fisiológicos dos organismos estudados 

(RAMOS, 2008). 

 

2.5.3 Planejamento Experimental Fatorial para Otimização de Processos 

 

O planejamento e a análise de experimentos são metodologias utilizadas a partir 

da teoria estatística com o intuito de implementar melhorias de processos e produtos 

através da redução de recursos materiais, financeiros e números de testes (SIMONELLI, 

2013). O uso dessas metodologias permite a otimização dos processos resultando em 

aperfeiçoamento de performance e aumento de rendimento dos produtos que se deseja 

obter (CUNICO, 2008).  

A metodologia de planejamento experimental auxilia na visualização de variáveis 

e no entendimento da interferência das mesmas nos sistemas observados (BACO, 2019). 

Dessa maneira, o método facilita a combinação das variáveis envolvidas proporcionando 

maior precisão estatística possível (NARENDERAN et al., 2019). 

Tendo entendimento que processos bioquímicos e químicos recebem influência 

de vários parâmetros, há a necessidade de entender e distinguir os que exercem maior 

impacto no sistema, podendo-se fazer uso de planejamento experimental para esse fim 

(BARROS et al., 2010). 
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Para definição do melhor projeto experimental, deve-se levar em conta os 

objetivos definidos, as variáveis e a etapa em que o processo se encontra. No Quadro 3 é 

possível observar as situações em que se aplicam as técnicas de planejamento de 

experimentos, sendo divididos em: triagem das variáveis, otimização das condições e 

validação das condições otimizadas (RODRIGUES e IEMMA, 2014; BACO, 2019).  

 

Quadro 3 - Etapas de planejamento experimental para otimização de processos. 

Etapa do processo Objetivo Situação 

Seleção de variáveis 

(Fatorial fracionado ou 

Plackett & Burman) 

Identificação das variáveis 

de maior importância 

Diversos fatores e pouco 

conhecimento do processo 

Otimização de condições 

(Fatorial completo) 

Construção de modelos 

preditivos 

Poucos fatores e dentro de 

região ótima de processo 

Validação das condições 

otimizadas 

Confirmação experimental 

dos resultados obtidos por 

análise de superfície de 

resposta 

Condições otimizadas 

definidas 

Fonte: Adaptado de RODRIGUES e IEMMA, 2014. 

 

Em situações de otimização das condições de cultivo para produção de 

metabólitos de interesse, o principal benefício da aplicação do planejamento fatorial é a 

avaliação das variáveis de maior relevância de modo simultâneo (SIMONELLI, 2013). 

Normalmente essa técnica de planejamento é representada no formato 𝑎𝑘, onde a 

indica a quantidade de níveis (diferenças das condições experimentais de um fator) e o 

expoente k de fatores (variáveis que exercem influência na resposta do processo) 

presentes no sistema. O estudo mais comum de planejamento fatorial é do tipo 𝑎 = 2 

(CUNICO, 2008). 

O planejamento fatorial é amplamente aplicado em processos de extração para 

obtenção de metabólitos, como por exemplo a extração de flavonoides de Lippia sidoides 

utilizando planejamento fatorial 23, tendo como fatores o método extrativo, solvente e 

quantidade de amostra vegetal (LIMA, 2015). Outra aplicação utilizando o mesmo 

planejamento é o ensaio que proporcionou maior teor de fenóis totais, flavonoides e 

taninos tendo como fatores o tempo de extração, proporção de extratos e teor alcóolico 

para Maytenus rigida (NERI, 2016). 
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Dessa forma, a aplicação de planejamento experimental para otimização e 

obtenção de compostos bioativos apresenta diversas vantagens como entendimento dos 

efeitos das variáveis, confiabilidade dos resultados, condução da pesquisa em processo 

interativo, bem como conclusões obtidas a partir de produtos qualitativos (COSTA, 

2016). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

O procedimento experimental deste estudo ocorreu conforme as etapas 

apresentadas na Figura 12.  

 

Figura 12 - Diagrama de fluxo das etapas desenvolvidas no trabalho. 

 

PFF = Planejamento Fatorial Fracionado; DCCR = Delineamento do Composto Central Rotacional. 

 

3.2 MICRORGANISMO  

 

O fungo endofítico utilizado neste estudo foi o Botryosphaeria mamane CF213, 

isolado de folhas de A. chica, coletadas em março de 2019 na Embrapa Amazônia 

Ocidental. O microrganismo está depositado na Central de Coleções Microbiológicas, na 

subcoleção do grupo de pesquisa Química Aplicada à Tecnologia (QAT) da Escola 

Superior de Tecnologia (EST) da Universidade do Estado do Amazonas (UEA), 

preservado através da técnica de Castellani (1939). 

 

3.2.1 Reativação do Isolado Fúngico 

 

O fungo B. mamane CF213 foi reativado por inoculação de fragmento da cultura 

estoque em placas de Petri contendo meio Ágar Batata Dextrose (BDA) com posterior 
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incubação em estufa microbiológica (BOD) durante cinco dias à temperatura de 28ºC, 

monitorando-se diariamente a necessidade de purificação da cepa.  

 

3.3 CULTIVO SUBMERSO DO FUNGO   

 

Foi preparado 150 mL de meio líquido composto por: caldo de batata portuguesa 

(200 g/L); dextrose (10 g/L); extrato de levedura (2,0 g/L); NaCl (5,0 g/L), em pH 5,0. 

Este meio foi colocado em frascos Erlenmeyer de 250 mL e, posteriormente, autoclavado 

à 121 °C durante 15 minutos. 

Foram inoculados três fragmentos da cultura fúngica de 5x5 mm de diâmetro e o 

cultivo foi realizado em triplicata sob condições estáticas durante período de 14 dias a 30 

°C e protegido de exposição luminosa, fazendo uso da metodologia de Bose, Gowrie e 

Chathurdevi (2019), com adaptações. 

 

3.4 ESTUDO DAS CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

Para avaliar o efeito das fontes de carbono e nitrogênio sobre o rendimento dos 

extratos fúngicos e produção de compostos fenólicos, diferentes concentrações de 

dextrose e extrato de levedura foram utilizadas. Temperatura de cultivo e pH do meio 

também foram avaliados, a fim de se encontrar as condições que proporcionassem maior 

rendimento do extrato e maior produção de compostos fenólicos. 

A adição das fontes nutricionais (C e N), temperatura (T) e pH foram avaliadas 

por meio de planejamento experimental. 

 

3.4.1 Planejamento Experimental Fatorial Fracionado 

 

Foi realizado inicialmente um planejamento fatorial fracionado (PFF) 24-1, para 

selecionar as variáveis independentes - fonte de carbono (dextrose), fonte de nitrogênio 

(extrato de levedura), temperatura e pH - que influenciam de forma estatisticamente 

significativa a produção de compostos fenólicos e o rendimento dos extratos fúngicos 

(variáveis dependentes). As variáveis estudadas e seus níveis estão apresentadas na 

Tabela 1. 
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Tabela 1 - Variáveis e seus níveis utilizados para o cultivo do fungo endofítico B. 

mamane visando o aumento da produção de compostos fenólicos e do rendimento de 

extrato fúngico. 

Variáveis 
Níveis 

-1 0 +1 

C (g/L) 8 10 12 

N (g/L) 1 2 3 

T (°C) 27 30 33 

pH 3,5 5 6,5 

C = fonte de carbono (dextrose); N = fonte de nitrogênio (extrato de levedura); T = temperatura de cultivo; 

pH = potencial hidrogeniônico. 

 

Na Tabela 2 está representada a matriz do planejamento experimental utilizada 

para realização do cultivo submerso do fungo visando avaliar quais das variáveis exerce 

um efeito significativo no rendimento e na concentração de compostos fenólicos. 

 

Tabela 2 - Matriz do planejamento experimental fatorial fracionado 24-1 utilizado para 

avaliar a produção de compostos fenólicos e o rendimento de extrato fúngico. 

Ensaios 

Variáveis codificadas Variáveis reais 

C (g/L) N (g/L) T (°C) pH C (g/L) N (g/L) T (°C) pH 

1 -1 -1 -1 -1 8 1 27 3,5 

2 1 -1 -1 1 12 1 27 6,5 

3 -1 1 -1 1 8 3 27 6,5 

4 1 1 -1 -1 12 3 27 3,5 

5 -1 -1 1 1 8 1 33 6,5 

6 1 -1 1 -1 12 1 33 3,5 

7 -1 1 1 -1 8 3 33 3,5 

8 1 1 1 1 12 3 33 6,5 

9 0 0 0 0 10 2 30 5 

10 0 0 0 0 10 2 30 5 

11 0 0 0 0 10 2 30 5 

C = fonte de carbono (dextrose); N = fonte de nitrogênio (extrato de levedura); T = temperatura de cultivo; 

pH = potencial hidrogeniônico. 
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3.4.2 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 

 

Após a seleção das variáveis por meio do PFF foi realizado um planejamento tipo 

DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) a fim de se conhecer as condições 

ótimas de cultivo para a obtenção de maior rendimento do extrato e do aumento da 

produção de compostos fenólicos. 

Na Tabela 3 estão apresentados os níveis das variáveis selecionadas para o DCCR, 

visando a otimização das condições de cultivo. 

 

Tabela 3 - Níveis de variáveis definidos para a otimização das condições de cultivo do 

fungo endofítico B. mamane, por meio do Delineamento Composto Central Rotacional 

(DCCR). 

Variáveis 
Níveis 

-1,41 -1 0 +1 +1,41 

C (g/L) 9 10,5 12 13,5 15 

T (°C) 28 30,5 33 35,5 38 

C = fonte de carbono (dextrose); T = temperatura de cultivo. 

 

Além disso, fixou-se a fonte de nitrogênio (extrato de levedura) em 3,0 g/L e o pH 

em 6,5. Na Tabela 4 está apresentada a matriz do DCCR utilizado para avaliar a influência 

das condições selecionadas. 

Para análise dos dados experimentais foi utilizado o Software Statistica 10.0 

(p<0,05). Fazendo uso da ferramenta de planejamento experimental, foi possível 

investigar a influência das variáveis no aumento do rendimento e na produção de 

compostos fenólicos. O erro experimental foi avaliado a partir das triplicatas no ponto 

central (CUNICO, 2008, com adaptações). 
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Tabela 4 - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) utilizado 

para o estudo das condições ótimas de cultivo do fungo endofítico B. mamane visando o 

aumento do rendimento de extrato fúngico e da produção de compostos fenólicos. 

Ensaios 
Variáveis codificadas Variáveis reais 

C (g/L) T (°C) C (g/L) T (°C) 

1 -1 -1 10,5 30,5 

2 -1 1 10,5 35,5 

3 1 -1 13,5 30,5 

4 1 1 13,5 35,5 

5 -1,41 0 9,0 33,0 

6 1,41 0 15,0 33,0 

7 0 -1,41 12,0 28,0 

8 0 1,41 12,0 38,0 

9 0 0 12,0 33,0 

10 0 0 12,0 33,0 

11 0 0 12,0 33,0 

C = fonte de carbono (dextrose); T = temperatura de cultivo. 

 

3.5 OBTENÇÃO DOS METABÓLITOS E CÁLCULO DO RENDIMENTO   

 

Após o tempo de cultivo, foi adicionado ao meio acetato de etila P.A em proporção 

1:1 para extração dos metabólitos. Os frascos foram agitados a 120 rpm na temperatura 

ambiente em incubadora tipo shaker durante 4 horas. Passado o período de extração, foi 

realizada filtração a vácuo utilizando papel filtro com auxílio de funil de Büchner para 

retirada do micélio. As frações obtidas foram separadas em funil de separação, conforme 

as Figura 13 e 14. 
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         Figura 13 - Filtração a vácuo dos metabólitos fúngicos. 

 

             Fonte: Autoral, 2023. 

 

Figura 14 - Separação das frações dos metabólitos fúngicos. 

 

             Fonte: Autoral, 2023. 

 

Para o cálculo do rendimento em massa foram utilizados béqueres previamente 

pesados em balança analítica onde foram adicionados os extratos para evaporação do 

solvente em capela de exaustão (Figura 15). Passado o período de evaporação, a massa 

de extrato seco obtida foi mensurada na mesma balança analítica utilizada para pesagem 

dos béqueres e a diferença de peso do frasco com a massa e o frasco vazio foi considerada 

o rendimento obtido. 
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Figura 15 - Evaporação do solvente em capela de exaustão. 

 

             Fonte: Autoral, 2023. 

 

Os extratos foram ressuspendidos em solução de DMSO a 10% na concentração 

de 10 mg/mL e depois foram armazenados em freezer a -18ºC para quantificação dos 

compostos fenólicos totais e posterior avaliação das atividades biológicas. 

 

3.6 QUANTIFICAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS 

 

3.6.1 Preparo das Soluções  

 

A quantificação de fenólicos totais nos extratos foi determinada seguindo a 

metodologia de Folin-Ciocalteau descrita por Singleton e Rossi (1965) com 

modificações. Foram preparadas três soluções: carbonato de sódio (Na2CO3) a 10%, 

Folin-Ciocalteau a 3% e a solução padrão de ácido gálico (AG) (200 mg/L). 

Para preparo da primeira solução, pesou-se 10,06 g de Na2CO3 que foi diluido 

com água destilada para 100 mL em balão volumétrico, agitando-se até completa diluição 

da amostra. Em seguida, para a solução de Folin-Ciocalteau, diluiu-se 3 mL do reagente 

com água destilada para um volume final de 100 mL em balão volumétrico, garantindo 

mistura completa. Por fim, para a solução padrão, diluiu-se 0,0101 g de AG 99% com 

etanol P.A. para volume final de 50 mL. Todas as soluções foram armazenadas em frasco 

de vidro âmbar.  
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3.6.2 Obtenção da Curva de Calibração  

 

Para obtenção da curva de calibração foram utilizadas as concentrações de 100; 

80; 60; 40 e 20 mg AG/L, obtidas a partir da diluição da solução padrão de AG em etanol 

P.A utilizando balão volumétrico. Em seguida, fazendo uso de tubos de ensaio de 10 mL 

envolvidos em papel alumínio, adicionaram-se 0,25 mL das soluções padrão de AG (100 

a 20 mg AG/L) e 2,75 mL da solução de Folin-Ciocalteau a 3%. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata, totalizando quinze tubos de ensaio. Como branco, utilizou-se um 

tubo contendo 0,25 mL de etanol P.A e 2,75 mL da solução de Folin-Ciocalteau a 3%, 

também em triplicata. 

As amostras foram submetidas a 10 segundos de agitação em vortex seguidos de 

5 minutos de repouso. Passado esse período, adicionou-se 0,25 mL da solução de Na2CO3 

a 10% e os tubos de ensaio foram colocados em repouso à temperatura ambiente, 

protegidos da exposição luminosa por uma hora. Após isso, realizou-se a leitura das 

amostras em espectrofotômetro a 765 nm e a partir dos valores de concentração e 

absorbância (Abs) das soluções padrão, construiu-se a curva de calibração e se obtiveram 

os parâmetros a (coeficiente angular), b (coeficiente linear) e r² (coeficiente de 

correlação) da reta de regressão linear. 

 

3.6.3 Análise dos Extratos  

 

Para análise das amostras dos extratos fúngicos foram utilizados tubos de ensaio 

de 10 mL envolvidos em papel alumínio, onde se adicionou 0,25 mL de extrato e 2,75 

mL da solução de Folin-Ciocalteau a 3%. Como branco se utilizou a mesma amostra 

aplicada na construção da curva de calibração e todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

Os tubos contendo as amostras foram agitados durante 10 segundos em vortex 

seguidos de 5 minutos de repouso. Posteriormente foram adicionados 0,25 mL da solução 

de Na2CO3 a 10% e, em seguida, foram agitados por mais 10 segundos. Depois disso, as 

amostras repousaram durante uma hora à temperatura ambiente, protegidas da exposição 

luminosa. 

As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 765 nm, obtendo-se os 

valores de absorbância para cada amostra utilizados para determinação da concentração 

de ácido gálico equivalente (AGE) no extrato a partir da Equação 1 abaixo. 
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𝐶 (𝑚𝑔/𝐿) =  
(𝐴𝑏𝑠−𝑏)

𝑎
                                                                                   (1) 

 

Onde: 

C = Concentração de Ácido Gálico Equivalente; 

Abs = Absorbância da amostra a 765 nm; 

b = Coeficiente linear da curva de calibração; 

a = Coeficiente angular da curva de calibração. 

 

3.7 AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

3.7.1 Atividade Antimicrobiana 

 

Para avaliação da atividade antimicrobiana foi utilizada a técnica de microdiluição  

(CLSI, 2017) por redução da resazurina na amostra que apresentou maior concentração 

de AGE (mg/L) obtida a partir do DCCR.  

Os metabólitos fúngicos das amostras selecionadas foram testados frente às cepas 

obtidas comercialmente da Cefar Diagnóstica Ltda: Staphylococcus aureus (CCCD-

S009), Escherichia coli (CCCD-E005) e Pseudomonas aeruginosa (CCCD-P004). 

Para o ensaio foram utilizados 100 µL de extrato da amostra e 100 µL de inóculo 

microbiano. O controle positivo foi realizado com 100 µL de Levofloxacino (antibiótico) 

na concentração de 0,25 mg/mL e 100 µL de inóculo, enquanto para controle negativo foi 

utilizado 100 µL de inóculo microbiano. Para controle de esterilidade foi utilizado 100 

µL de meio de cultura estéril (caldo Mueller Hinton) utilizado para preparação do inóculo. 

As placas foram incubadas à temperatura de 37°C em BOD durante 24 horas e, 

posteriormente foram inseridos 30 µL de resazurina em todos os poços. Em seguida, 

foram incubadas mais uma vez, sob mesma temperatura, durante 1 hora, para verificação 

da redução do revelador inserido. O aparecimento da cor rosa indicou que houve 

crescimento celular (sem atividade antimicrobiana) enquanto a coloração azul indica 

ausência de crescimento celular e, consequentemente, presença de atividade 

antimicrobiana. 

A Concentração Mínima Inibitória (CIM) foi determinada por meio de diluições 

sucessivas das amostras nas concentrações de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 mg/mL, 

onde a menor concentração dos meios metabólicos que conseguiu inibir o crescimento 

microbiano foi considerada a CIM. 
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3.7.2 Atividade Antioxidante 

 

A atividade antioxidante foi determinada através do método do sequestro do 

radical livre DPPH na amostra que apresentou maior produção de compostos fenólicos a 

partir da otimização obtida com o DCCR. A solução de DPPH foi preparada na 

concentração de 0,06 mmol/L com metanol P.A, sendo armazenada em frasco âmbar para 

proteção da exposição luminosa (SILVA, 2012). 

Foram utilizadas microplacas de 96 poços onde se adicionou 40 µL de extrato e 

250 µL da solução de DPPH. Como branco, utilizou-se 40 µL do extrato fúngico e 250 

250 µL de álcool metílico P.A e, como controle negativo, utilizou-se 40 µL de álcool 

metílico P.A e 250 µL da solução de DPPH. 

Após 10 minutos em ambiente escuro, as misturas reacionais foram submetidas às 

leituras de absorbância com uso do leitor de microplaca (Molecular Devices, modelo 

Spectramax Plus) a 517 nm. A mudança de coloração púrpura para amarelo observada 

indicou a perda de absorbância medida em espectrofotômetro. 

Como padrão foi utilizado quercetina partindo de concentração de 40 μg/mL e 

diluindo sucessivamente até a concentração de 0,625 μg/mL a fim de construir a curva de 

calibração. A Equação 2 abaixo foi utilizada para calcular a porcentagem de sequestro 

dos radicais livres DPPH através da diminuição da absorbância da amostra (Absamostra) e 

do controle (Abscontrole). 

 

 𝐴𝐴 (%) =  
𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒−𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
𝑥100                                                            (2) 

 

Determinou-se a concentração eficiente (CE50), necessária para o sequestro de 

50% dos radicais DPPH•, através de sucessivas diluições das amostras e da geração de 

um gráfico de regressão linear. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 SELEÇÃO DAS VARIÁVEIS 

 

4.1.1 Seleção das Variáveis Significativas para o Rendimento do Extrato Fúngico 

 

 Avaliou-se o rendimento do extrato fúngico por meio da análise da influência das 

fontes de carbono (dextrose), nitrogênio (extrato de levedura), temperatura e pH. A partir 

do PFF 24−1 foi possível observar maior rendimento de extrato no ensaio 8, com 0,2495 

g, em cultivo realizado com 12 g/L de dextrose, 3 g/L de extrato de levedura, temperatura 

de 33°C e pH 6,5. Os resultados estão apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5 - Rendimento dos extratos fúngicos obtidos no planejamento fatorial 24−1
 a 

partir do cultivo do fungo endofítico B. mamane em diferentes condições. 

Ensaios 

Variáveis  Rendimento de 

extrato (g) C (g/L) N (g/L) T (°C) pH 

1 -1 -1 -1 -1 0,0539 

2 1 -1 -1 1 0,0707 

3 -1 1 -1 1 0,0748 

4 1 1 -1 -1 0,0476 

5 -1 -1 1 1 0,0347 

6 1 -1 1 -1 0,1233 

7 -1 1 1 -1 0,0604 

8 1 1 1 1 0,2495 

9 0 0 0 0 0,0692 

10 0 0 0 0 0,0522 

11 0 0 0 0 0,0551 

C = fonte de carbono (dextrose); N = fonte de nitrogênio (extrato de levedura); T = temperatura de 

cultivo; pH = potencial hidrogeniônico. 

 

O fator de maior influência sobre o rendimento do extrato de B. mamane (p = 

0,033) foi a interação entre as variáveis C e T, com efeito estimado de 3,76. Além disso, 

a fonte de carbono individualmente também se mostrou significativa (p < 0,05), com 
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efeito estimado de 3,49. Os efeitos das variáveis estudadas e de suas interações sobre o 

rendimento de extrato estão demonstrados no diagrama de Pareto (Figura 16). 

 

Figura 16 - Diagrama de Pareto obtido no planejamento fatorial para o rendimento de 

extrato fúngico a partir do cultivo de B. mamane em diferentes condições. 

 

(1) C = fonte de carbono (dextrose); (2) N = fonte de nitrogênio (extrato de levedura); 

(3) T = temperatura de cultivo; (4) pH = potencial hidrogeniônico. 

 

A Figura 17 ilustra a superfície de resposta que evidencia o impacto das variáveis 

C e T no rendimento. Nota-se que a região de alto rendimento é alcançada em 

temperaturas elevadas e concentrações mais altas de C (dextrose). Portanto, conclui-se 

que essa combinação deve ser escolhida para a próxima etapa do processo. 

 

Figura 17 - Superfície de resposta obtida pelo planejamento fatorial para o rendimento 

em função da dextrose (C) e temperatura de cultivo (T). 

 

 C = fonte de carbono (dextrose); T = temperatura de cultivo. 
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Esse resultado vai de acordo com o observado por Leite (2016) que avaliou a 

influência da fonte de carbono (glicose, amido, lactose e sacarose) (15,0 g/L – 50,0 g/L) 

para o fungo Botryosphaeria rhodina e verificou que concentrações mais altas de 

carbono, independente da fonte, influenciaram diretamente na maior produção de extrato 

micelial, além da produção do composto de interesse no estudo. 

 A fonte de carbono exerce influência significativa na produção de metabólitos e 

no aumento do rendimento, tendo em vista que o carbono é um dos componentes 

fundamentais para a formação de biomassa fúngica (BANERJEE, 2016). Assim, o 

aumento dessa variável pode causar estresse no ambiente de cultivo, estimulando a busca 

por rotas alternativas que beneficiem a produção de bioativos e aumento de rendimento 

de extrato fúngico, conforme indicado na superfície de resposta na Figura 17, corroborado 

pelo resultado de Leite (2016). 

Em ensaio de termotolerância para crescimento de fungos endofíticos isolados da 

caatinga, Franco (2022) incubou as amostras em temperaturas de 15 – 45°C, observando 

maior rendimento na faixa de 30 – 35°C, faixa de temperatura semelhante as que 

proporcionaram maiores rendimentos de extrato neste estudo. 

 A temperatura afeta diretamente o rendimento de extrato fúngico, já que influencia 

o crescimento e a produção metabólica do endófito. A grande maioria dos fungos 

apresenta uma temperatura ótima de crescimento e, geralmente, o aumento da 

temperatura favorece o desenvolvimento do microrganismo (BANERJEE, 2016). 

É importante ressaltar que o efeito dos fatores citados acima pode variar 

dependendo do tipo de fungo, mas o aumento dessas variáveis combinado com as outras 

condições de cultivo utilizadas favoreceram a obtenção de maior rendimento para o 

extrato metabólico de B. mamane. 

A superfície de resposta mostrada na Figura 18 exibe a relação entre o rendimento 

do extrato fúngico e as variáveis N e pH. Embora a influência dessas variáveis não tenha 

sido estatisticamente comprovada, é possível notar que seus efeitos são positivos, ou seja, 

maiores concentrações da fonte de nitrogênio e um pH mais elevado parecem favorecer 

um maior rendimento na produção do extrato. 

 



48 

 

Figura 18 - Superfície de resposta obtida pelo planejamento fatorial para o rendimento 

em função do extrato de levedura (N) e pH. 

 

N = fonte de nitrogênio (extrato de levedura); pH = potencial hidrogeniônico. 

 

A partir da análise das superfícies de resposta, foi possível definir que a fonte de 

carbono e a temperatura de cultivo devem ser mantidos em níveis mais altos, visto que 

essa foi a condição que levou ao aumento do rendimento na referida interação. Além 

disso, com base no ensaio que apresentou maior rendimento de extrato, é preferível que 

a fonte de nitrogênio e pH também permaneçam em valores mais altos uma vez que essa 

condição favoreceu o aumento do rendimento. 

 

4.1.2 Seleção das Variáveis Significativas para Produção de Compostos Fenólicos 

 

4.1.2.1 Obtenção da curva de calibração e da concentração de ácido gálico equivalente 

dos extratos 

A curva de calibração foi construída a partir dos valores de concentração e 

absorbância das soluções padrão, possibilitando a obtenção dos seguintes parâmetros: 

coeficiente angular (a = 0,0035), coeficiente linear (b=0,0403) e coeficiente de correlação 

(r² = 0,99) da reta de regressão, conforme segue na Figura 19. 
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Figura 19 - Curva de calibração de ácido gálico para quantificação de compostos 

fenólicos. 

 

 

A concentração de ácido gálico equivalente nas amostras de extrato foi calculada 

com base na Equação 1, substituindo os valores de absorbância medidas em 

espectrofotômetro a 765 nm e dos coeficientes da curva de calibração. A partir disso, a 

quantificação de fenólicos resultante na primeira etapa do experimento sob diferentes 

condições foi a média das triplicatas das amostras em concentração de ácido gálico 

equivalente (mg/L). 

 

4.1.2.2 Influência da condição de cultivo na produção de compostos fenólicos 

A partir do PFF 24-1, observou-se as maiores concentrações de ácido gálico 

equivalente no ensaio 2 (24,87 mg/L) e no ensaio 3 (24,49 mg/L), cujas condições em 

comum são temperatura de cultivo (27°C) e pH (6,5). Os resultados estão apresentados 

na Tabela 6. 
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Tabela 6 - Concentração de AGE nos extratos fúngicos obtidos no planejamento fatorial 

24−1 a partir do cultivo do fungo endofítico B. mamane em diferentes condições. 

Ensaios 

Variáveis  Concentração de 

AGE (mg/L) C (g/L) N (g/L) T (°C) pH 

1 -1 -1 -1 -1 2,676 

2 1 -1 -1 1 24,49 

3 -1 1 -1 1 24,87 

4 1 1 -1 -1 5,343 

5 -1 -1 1 1 20,58 

6 1 -1 1 -1 1,25 

7 -1 1 1 -1 10,47 

8 1 1 1 1 2,96 

9 0 0 0 0 7,44 

10 0 0 0 0 9,15 

11 0 0 0 0 6,77 

C = fonte de carbono (dextrose); N = fonte de nitrogênio (extrato de levedura); T = temperatura de 

cultivo; pH = potencial hidrogeniônico; AGE = Ácido gálico equivalente. 

 

O fator que apresentou maior influência sobre a produção de compostos fenólicos 

(p = 0,011) foi o pH, com um efeito estimado de 5,54, sendo a única variável 

estatisticamente significativa observada. O efeito positivo dessa variável indica que, o 

aumento do valor de pH de 3,5 para 6,5 favoreceu a produção de compostos fenólicos. 

A interação entre as variáveis carbono e temperatura se mostrou próxima da 

significância estatística (p = 0,055), com efeito estimado de -3,12 bem como a interação 

entre as fontes de carbono e nitrogênio (p = 0,054) com efeito estimado de -3,08. O efeito 

negativo dessas interações significa que seus efeitos são opostos quando combinados, ou 

seja, menor nível de C e maior nível de T levam a melhores resultados de produção de 

fenólicos pelo fungo, assim como menores concentrações de carbono e maiores de N. Os 

efeitos das variáveis estudadas e suas interações sobre a produção de compostos fenólicos 

por B. mamane estão demonstradas no diagrama de Pareto na Figura 20. 
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Figura 20 - Diagrama de Pareto obtido pelo planejamento fatorial para produção de 

compostos fenólicos a partir do cultivo de B. mamane em diferentes condições. 

 

(1) C = fonte de carbono (dextrose); (2) N = fonte de nitrogênio (extrato de levedura);  

(3) T = temperatura de cultivo; (4) pH = potencial hidrogeniônico. 

 

O efeito das variáveis T e pH sobre a produção de compostos fenólicos pode ser 

observado na Figura 21 contendo a superfície de resposta. Observa-se uma região de mais 

alta produção de compostos fenólicos, em baixos valores de temperatura e altos valores 

de pH. 

 

Figura 21 - Superfície de resposta para produção de fenólicos a partir do planejamento 

fatorial em função temperatura de cultivo (T) e pH. 

 

T = Temperatura de cultivo; pH = potencial hidrogeniônico. 
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Na Figura 22, observa-se a superfície de resposta em função das variáveis T e C. 

Visualiza-se que a fonte de carbono variando entre 7,5 e 10,0 g/L quando combinada com 

temperaturas acima de 26 oC favorecem a produção de compostos fenólicos. 

 

Figura 22 - Superfície de resposta para produção de fenólicos a partir do planejamento 

fatorial em função temperatura de cultivo (T) e fonte de carbono (C). 

 

T = Temperatura de cultivo; C = fonte de carbono (dextrose). 

 

Por último, observando a superfície de resposta para as fontes de carbono e 

nitrogênio na Figura 23, observam-se duas condições favoráveis para a produção de 

fenólicos: uma em altas concentrações de nitrogênio e baixas de carbono e outra em altas 

concentrações de carbono e baixas de nitrogênio.  

 



53 

 

Figura 23 - Superfície de resposta para produção de fenólicos a partir do planejamento 

experimental em função da fonte de carbono (C) e fonte de nitrogênio (N). 

 

N = fonte de nitrogênio (extrato de levedura); C = fonte de carbono (dextrose). 

 

Consequentemente, foram escolhidas as combinações mais favoráveis entre os 

fatores apresentados nas superfícies de respostas, conforme demonstrado nas Figuras 21, 

22 e 23. Devido ao pH ser a única variável significativa e apresentar efeito positivo, é 

aconselhável fixá-lo em níveis mais elevados. Além disso, visto que altas concentrações 

de nitrogênio propiciaram uma maior produção de extrato fúngico e aumento no teor de 

fenólicos totais, optou-se por selecionar um valor mais elevado para essa variável.  

No estudo de otimização das condições de cultivo para o isolado Botryosphaeria 

sp. AM01, visando obtenção de melhor atividade de endoglucanase e β-glicosidase, 

Tartarine (2018) observou que a faixa de pH mais próxima da neutralidade (5,5 – 7,0)  

favoreceu a produção de metabólitos responsáveis pelas maiores atividades enzimáticas, 

observando-se o mesmo comportamento para maior produção de fenólicos nos ensaios 

com pH de 6,5 no presente estudo. 

A escolha do pH ótimo depende da espécie de fungo estudada, além do tipo de 

metabólito secundário a ser produzido. Em ensaio visando otimizar a produção de 

atividade amilolítica pelo fungo endofítico Paecilomyces sp. SF 021, Lima Junior (2020) 

destacou a importância e a influência dessa variável, obtendo os melhores resultados nas 

faixas de pH 5,0 a 6,0, corroborando o que foi observado na análise da superfície de 

resposta na Figura 21. 

A fonte de nitrogênio é um dos parâmetros essenciais para a produção de 

compostos fenólicos e fontes orgânicas, como o extrato de levedura, oferecem perfil 
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nutricional mais completo, auxiliando a promover o crescimento e a produção de 

metabólitos dos fungos, resultando em aumento da produção de fenólicos totais. Bose, 

Gowrie e Chathurdevi (2019) comprovaram a eficácia da indução da produção de 

compostos fenólicos para o fungo Aspergillus tamarii pelo extrato de levedura quando 

comparado a outras fontes inorgânicas como Nitrato de sódio e Cloreto de amônio, 

sustentando o impacto dessa fonte nutricional observado na Figura 23. 

 

4.2 Otimização das Condições de Cultivo 

 

As variáveis C e T foram selecionadas para estudo em um Delineamento 

Composto Central Rotacional (DCCR), a fim de se obter as condições ótimas para maior 

rendimento a partir do cultivo de B. mamane. Além disso, visando favorecer a produção 

de compostos fenólicos, fixou-se o pH em 6,5 e a fonte de nitrogênio em 3,0 g/L, valores 

que favoreceram a obtenção da maior concentração de ácido gálico equivalente (24,87 

mg/L) e também o maior rendimento de extrato fúngico (0,2495 g). 

 

4.2.1 Otimização das Condições de Cultivo para Rendimento de Extrato 

 

A Tabela 7 exibe os resultados obtidos a partir dos testes realizados no DCCR, 

incluindo o rendimento de extrato fúngico medido e os valores previstos a partir da 

Equação 3, definida com base nos coeficientes de regressão obtidos na análise de 

variância.  

 

𝑅(𝑔) =  −0,0092𝐶2 − 0,00339𝑇2 + 0,2478𝐶 + 0,239𝑇 − 0,00073𝑇𝐶 − 5,4335   (3) 

 

Onde: 

R = Rendimento de extrato previsto; 

C = Fonte de carbono (dextrose); 

T = Temperatura de cultivo. 

 

De acordo com Silva (2022), o valor que geralmente é expressao em porcentagem 

e indica o grau de explicação dos resultados é conhecido como coeficiente de 

determinação (R²) e, no modelo obtido experimentalmente, o valor de R² foi 85% 

evidenciando a significância estatística do modelo. 
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Tabela 7 - Rendimento dos extratos fúngicos obtido no estudo rotacional (DCCR) a 

partir do cultivo de B. mamane em diferentes condições para as variáveis selecionadas. 

Ensaios 
Variáveis Rendimento de 

extrato (g) 

Rendimento de 

extrato previsto (g) C (g/L) T (°C) 

1 -1 -1 0,0727 0,0556 

2 -1 1 0,1270 0,0932 

3 1 -1 0,0719 0,0697 

4 1 1 0,1152 0,0963 

5 -1,41 0 0,0128 0,0292 

6 1,41 0 0,0449 0,0464 

7 0 -1,41 0,0031 0,0037 

8 0 1,41 0,0506 0,0679 

9 0 0 0,1081 0,1206 

10 0 0 0,1105 0,1206 

11 0 0 0,1073 0,1206 

C = fonte de carbono (dextrose); T = temperatura de cultivo. 

 

Percebe-se que os resultados experimentais obtidos são muito próximos dos 

valores esperados e os 4 primeiros ensaios apresentaram rendimentos superiores aos 

valores teóricos. Além disso, destaca-se o ensaio 2 nas condições de 10,50 g/L de dextrose 

e em temperatura de 35,5°C onde o rendimento obtido foi 0,1270 g de extrato, bem como 

os ensaios realizados em triplicata (9, 10 e 11) onde se obteve rendimento de 0,1081, 

0,1105 e 0,1073 g de extrato fúngico, respectivamente. 

Através do Diagrama de Pareto gerado pelo DCCR, representado na Figura 24, 

foi possível identificar que as funções quadráticas das variáveis temperatura e carbono 

apresentaram relevância estatística (p < 0,05), com efeito estimado negativo de -3,93 e -

3,84, respectivamente, sobre o rendimento de extrato fúngico. 
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Figura 24 - Diagrama de Pareto para o rendimento de extrato fúngico obtido no 

delineamento (DCCR) a partir do cultivo de B. mamane em diferentes condições para as 

variáveis selecionadas C e T. 

 

(1) C = fonte de carbono (dextrose); (2) T = temperatura de cultivo. 

 

Através da análise da superfície de resposta (Figura 25), foi constatado que as 

faixas de carbono e temperatura escolhidas para o ponto central foram favoráveis ao 

aumento da produção de extrato fúngico pelo B. mamane. Esse resultado indica que as 

faixas selecionadas estão próximas das condições ideais de cultivo para obtenção do 

maior rendimento. 

 

Figura 25 - Superfície de resposta para aumento do rendimento de extrato fúngico a 

partir da otimização (DCCR) pelo B. mamane em função das variáveis T e C. 

 

C = fonte de carbono (dextrose); T = temperatura de cultivo. 
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Utilizando o software Statistica 10.0, foram obtidos os valores críticos que 

proporcionam o maior rendimento de extrato fúngico, ou seja, as condições ótimas de 

cultivo para maximizar a produção de extrato fúngico. Os valores obtidos foram C = 

12,119 g/L e T = 33,93 °C. 

Quando comparado ao maior valor obtido no planejamento fatorial fracionado 

(0,2495 g), a otimização das condições de cultivo resultou em diminuição de 0,1225 g, 

uma vez que o melhor resultado do DCCR foi de 0,1270 g. Por outro lado, quando 

comparado ao valor da média da triplicata do ponto central, condições de partida do 

estudo (0,0588 g), a otimização das condições resultou em um aumento de rendimento de 

aproximadamente 2,16 vezes, demonstrando o impacto das condições otimizadas, 

levando em consideração o quão desafiador é aumentar o rendimento de extratos 

fúngicos. 

Além disso, o ponto crítico encontrado a partir da otimização é extremamente 

próximo das condições que proporcionaram o maior rendimento obtido no PFF, 

confirmando que o máximo rendimento será obtido nessas condições. Sendo um processo 

interativo e influenciado por vários fatores como quantidade de inóculo, técnica de 

extração e idade do micélio, a otimização das condições de cultivo requer ajustes e testes 

repetidos para atingir a máxima produção de extrato fúngico. 

 

4.2.2 Otimização das Condições de Cultivo para Produção de Compostos Fenólicos 

 

Os resultados dos ensaios realizados para quantificação de fenólicos totais no 

DCCR seguem na Tabela 8, onde são apresentados tanto os valores de concentração AGE 

(mg/L) medidos quanto os valores previstos com base na equação 4 derivada dos 

coeficientes ANOVA. O coeficiente de determinação (R² = 0,94) indica que o modelo 

obtido apresentou ótimo ajuste aos dados experimentais. 

 

𝐴𝐺𝐸 (
𝑚𝑔

𝐿
) = 6,209𝐶2 − 2,988𝑇2 − 263,449𝐶 + 137,626𝑇 + 3,524𝑇𝐶 − 50,934   (4) 

 

Onde: 

AGE = Concentração de ácido gálico equivalente previsto; 

C = Fonte de carbono (dextrose); 

T = Temperatura de cultivo. 
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Tabela 8 - Quantidade de fenólicos totais obtido no estudo DCCR a partir do cultivo de 

B. mamane em diferentes condições para as variáveis selecionadas C e T. 

Ensaios 

Variáveis 
Concentração de 

AGE (mg/L) 

Concentração de 

AGE previsto (mg/L) C (g/L) T (°C) 

1 -1 -1 448,20 414,33 

2 -1 1 313,34 301,57 

3 1 -1 400,48 393,477 

4 1 1 318,48 333,57 

5 -1,41 0 397,62 415,75 

6 1,41 0 435,62 426,89 

7 0 -1,41 361,34 377,08 

8 0 1,41 210,77 204,41 

9 0 0 356,77 365,44 

10 0 0 362,28 365,44 

11 0 0 358,48 365,44 

C = fonte de carbono (dextrose); T = temperatura de cultivo; AGE = Ácido gálico equivalente. 

 

Observa-se que os resultados experimentais alcançados são próximos dos valores 

esperados, destacando-se o ensaio 1 que apresentou maior concentração de AGE 

(448,2000 mg/L), em quantidade superior ao previsto, nas condições de 10,50 g/L de 

fonte de carbono e temperatura de cultivo de 30,50 °C. 

Foi possível identificar, por meio do Diagrama de Pareto gerado pelo DCCR e 

apresentado na Figura 26, que as funções linear e quadrática da temperatura de cultivo 

tiveram relevância estatística (p < 0,05) com efeito negativo estimado de -6,84 e -3,75, 

respectivamente. Por outro lado, a função quadrática da fonte de carbono também 

apresentou significância estatística, com um efeito positivo estimado de 2,80. 

 



59 

 

Figura 26 - Diagrama de Pareto para quantidade de fenólicos totais obtido no 

delineamento (DCCR) a partir do cultivo do fungo endofítico B. mamane em diferentes 

condições para as variáveis selecionadas C e T. 

 

(1) C = fonte de carbono (dextrose); (2) T = temperatura de cultivo. 

 

Por meio da avaliação da superfície de resposta das variáveis C e T (conforme 

Figura 27), foi observado que os valores adotados para a temperatura de cultivo foram 

determinantes para a produção de fenólicos totais, obtendo-se altas concentrações na faixa 

intermediária de 30 – 33°C. Apesar disso, para que o experimento se aproximasse ainda 

mais das condições ótimas de cultivo para obtenção dos pontos críticos, seria necessário 

realizar mais ensaios com valores mais baixos de temperatura. 

A produção de compostos fenólicos por fungos endofíticos é altamente 

dependente da temperatura, sendo que cada espécie de fungo possui uma temperatura 

ideal para a síntese desses compostos. Nesse estudo, os resultados se assemelham aos 

obtidos por Costa (2016) onde temperaturas mais altas (33 °C) favoreceram a produção 

de metabólitos fenólicos pelo fungo Phomopsis sp. extraído da Bauhinia variegata. 

Similarmente, Liyana-Pathirana e Shahidi (2005) reportaram descobertas que 

sugerem que a produção de compostos fenólicos é favorecida em temperaturas elevadas, 

o que aumenta a chance de produção de metabólitos fenólicos em maior quantidade. 
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Figura 27 - Superfície de resposta a partir da otimização (DCCR) para quantidade de 

fenólicos totais pelo B. mamane em função das variáveis T e C. 

 

C = fonte de carbono (dextrose); T = temperatura de cultivo. 

 

Comparado ao maior valor de concentração de fenólicos totais alcançado no 

planejamento fatorial fracionado, conforme demonstrado na Tabela 6 (24,87 mg/L), a 

otimização das condições de cultivo resultou em um aumento de cerca de 18 vezes na 

quantidade de fenólicos totais (448,20 mg/L), o que demonstra a relevância do uso do 

planejamento experimental como ferramenta para a otimização de bioprocessos.   

 

4.3 Avaliação das Atividades Biológicas 

 

A avaliação das atividades antimicrobiana e antioxidante foi realizada com o 

extrato fúngico obtido do ensaio 1 (Tabela 8) que apresentou maior concentração de ácido 

gálico equivalente (448,20 mg/L) a partir do estudo das condições de cultivo com o 

DCCR, nas condições de 10,50 g/L de fonte de carbono, 3,0 g/L de fonte de nitrogênio, 

temperatura de cultivo de 30,50 °C e pH 6,5. 

 

4.3.1 Avaliação da Atividade Antimicrobiana 

 

O extrato da amostra com maior concentração de compostos fenólicos foi 

submetido para determinação da CIM, que representa a menor quantidade de amostra 

necessária para a inibição do microrganismo testado, conforme segue na Tabela 9. 
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Tabela 9 - Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato rico em compostos 

fenólicos produzido pelo fungo endofítico B. mamane para diferentes bactérias. 

Bactérias CIM (mg/mL) 

Staphylococcus aureus 2,5  

Escherichia coli 5,0 

Pseudomonas aeruginosa 2,5 

 

Segundo Holetz e colaboradores (2022), a ação antibacteriana segue os seguintes 

critérios: uma CIM > 10 mg/mL demonstra falta de atividade; uma CIM de 5 a 10 mg/mL 

indica baixa atividade; CIM de 1 a 5 mg/mL demonstra atividade moderada e uma CIM 

inferior a 1 mg/mL apresenta alta ação antimicrobiana. Dessa maneira, pode-se afirmar 

que o extrato do fungo endofítico B. mamane rico em compostos fenólicos apresentou 

atividade antibacteriana moderada frente à bactéria gram-positiva S. aureus e frente às 

bactérias gram-negativas E. coli. e P. aeruginosa. 

Silva, Polonio e Bulla (2021) realizaram ensaio de atividade antimicrobiana para 

o extrato do fungo endofítico Botryosphaeria fabicerciana isolado de Morus nigra, 

encontrando resultados inibitórios contra cepas gram-positivas (CIM de 0,0156 mg/mL), 

porém não encontraram atividade contra cepas gram-negativas, diferente deste estudo 

onde os metabólitos de B. mamane apresentaram atividade contra cepas gram-positiva e 

gram-negativa. 

Em estudo realizado por Machado (2009), o fungo Botryosphaeria rhodina 

isolado de Caesalpinia echinata não apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus 

e P. aeruginosa, porém foi capaz de inibir o crescimento dos fungos fitopatógenos 

Phytoththora palmivora e Pythium debaryanum. Diferente do B. rhodina, a amostra 

utilizada neste ensaio apresentou atividade antimicrobiana moderada contra S. aureus e 

P. aeruginosa, mas não foi testada frente a fungos. 

Araújo (2018) realizou ensaios antimicrobianos utilizando metabólitos de fungos 

endofíticos isolados de Mimosa tenuiflora e Poincianella pyramidalis frente as cepas de 

E. coli. e P. aeruginosa. O autor afirmou que os extratos avaliados não demonstraram 

ação inibitória. Extratos de um fungo endofítico isolado de Croton cajucara também não 

apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas de P. aeruginosa em ensaio realizado 

por Souza (2017). 

As bactérias gram-negativas geralmente apresentam maior resistência aos 

antimicrobianos do que as gram-positivas, devido à existência de uma barreira de 
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permeabilidade na membrana externa que limita o acesso dos agentes antimicrobianos 

aos seus alvos dentro da célula bacteriana. Além disso, fatores como as condições de 

cultivo e gênero do endófito podem influenciar a produção de compostos bioativos com 

ação antimicrobiana (SOUZA, 2017). 

A pesquisa sobre as atividades biológicas de fungos endofíticos do gênero 

Botryosphaeria ainda é escassa. No entanto, a comparação dos resultados com os estudos 

mencionados anteriormente indica que esse gênero é eficaz como agente antimicrobiano 

contra bactérias gram-positivas.  

É importante salientar que encontrar agentes eficazes contra bactérias gram-

negativas é uma tarefa desafiadora e a otimização das condições de cultivo do B. mamane 

para a produção de compostos fenólicos pode ter influenciado a produção de metabólitos 

que apresentam atividade contra E. coli e P. aeruginosa. 

 

4.3.2 Avaliação da Atividade Antioxidante 

 

Foi realizado ensaio para verificar a atividade antioxidante do extrato que 

apresentou maior concentração de fenólicos. Após leitura em espectrofotômetro a 517 nm 

e utilizando a Equação 2, os dados de absorbância e porcentagem de sequestro dos 

radicais livres DPPH foram obtidos (conforme apresentado na Tabela 10) para elaboração 

do gráfico de regressão linear através das diluições sucessivas e obtenção da CE50, 

ilustrado na Figura 28.  
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Tabela 10 - Resultados de absorbância e porcentagem de sequestro de radicais livres 

DPPH do extrato rico em compostos fenólicos, obtido após otimização das condições de 

cultivo do fungo endofítico B. mamane. 

Concentração (mg/mL) Absorbância (517 nm) AA (%)  

0,15625 0,2113 24,25 

0,3125 0,2037 27,00 

0,625 0,1907 31,66 

1,25 0,1537 44,92 

2,5 0,0980 64,87 

5,0 0,0337 87,93 

AA (%) = Porcentagem de sequestro dos radicais livres DPPH. 

 

Figura 28 - Gráfico de regressão linear do percentual de atividade antioxidante do 

extrato rico em compostos fenólicos produzido pelo fungo endofítico B. mamane. 

 

AA (%) = Porcentagem de sequestro dos radicais livres DPPH. 

 

Para construção da curva de regressão linear (Figura 29) e obtenção da CE50 do 

padrão quercetina, utilizaram-se os dados apresentados na Tabela 11. 

 

y = 1,6675x + 25,087

R² = 0,9708

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 1 2 3 4 5

A
A

 (
%

)

Concentração (mg/mL)



64 

 

Tabela 11 - Resultados de absorbância e porcentagem de sequestro de radicais livres 

DPPH para o padrão antioxidante quercetina. 

Concentração (μg/mL) Absorbância (μg/mL) AA (%)  

0,625 0,543 1,87 

1,25 0,535 3,31 

2,5 0,535 3,31 

5 0,490 11,55 

10 0,452 18,41 

20 0,326 41,16 

40 0,113 79,60 

AA (%) = Porcentagem de sequestro dos radicais livres DPPH. 

 

Figura 29 - Gráfico de regressão linear do percentual de atividade antioxidante obtido 

através de diluições sucessivas do padrão quercetina. 

 

AA (%) = Porcentagem de sequestro dos radicais livres DPPH. 

 

Através da equação gerada pelos gráficos de regressão linear foi possível 

encontrar a concentração eficiente para o sequestro de 50% dos radicais livres DPPH. 

Substituindo o valor de y para 50%, tem-se que a CE50 é de 14,94 mg/mL para o extrato 

de B. mamane e de 0,025 mg/mL para a quercetina.  

Observa-se que o extrato fúngico apresenta capacidade de sequestro dos radicais 

DPPH e, levando em conta a alta concentração de ácido gálico equivalente da amostra, é 

possível que a atividade antioxidante identificada esteja associada à presença de 
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compostos fenólicos, tendo em vista a ampla discussão na literatura acerca da atividade 

antioxidante de moléculas fenólicas (ALVES, 2020). 

Vários estudos têm demonstrado o potencial dos fungos endofíticos como fonte 

de substâncias antioxidantes. Gracioso (2019) analisou o potencial antioxidante de fungos 

isolados a partir da mandioca, onde o microrganismo identificado como Cladosporium 

sp. produziu moléculas com atividade antioxidante de 84,88%, o que se aproxima ao 

encontrado neste ensaio, tendo em vista que o extrato metabólico produzido por B. 

mamane a 5,0 mg/mL capturou 87,93% dos radicais DPPH. 

Em sua pesquisa sobre a atividade antioxidante do Botryosphaeria dothidea 

isolado da Mata Atlântica, Druzian (2016) descobriu um grande potencial de inibição dos 

radicais DPPH e hidroxil. Através da otimização das condições de cultivo, foi possível 

obter uma inibição de 95,35% e 89,2% para os radicais mencionados, respectivamente. 

Esses valores são semelhantes aos encontrados neste estudo, o que sugere que o gênero 

Botryosphaeria tem grande aptidão para a produção de metabólitos antioxidantes quando 

cultivado em condições adequadas, sendo um achado de grande relevância para 

desenvolvimento de novos antioxidantes naturais com potencial aplicações em diversas 

áreas industriais. 
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5 CONCLUSÕES 

 

A partir dos testes realizados, foi possível concluir que o pH é o fator mais 

influente na obtenção de extratos ricos em compostos fenólicos dentre as variáveis 

testadas durante o cultivo de B. mamane. Além disso, verificou-se que, com pH fixo em 

6,5 e fonte de nitrogênio de 3,0 g/L, a temperatura de cultivo em faixas mais altas é crucial 

para a produção de compostos fenólicos em maior concentração. 

Ao otimizar as condições de cultivo, selecionando as variáveis carbono e 

temperatura com valores mais altos, observou-se um grande impacto no rendimento do 

extrato fúngico, sendo possível alcançar uma condição ótima de cultivo com 12,12 g/L 

de fonte de carbono e 33,93°C. 

Os ensaios de atividade biológica demonstraram que o extrato de B. mamane 

apresenta ação antimicrobiana frente às bactérias testadas, e que a otimização das 

condições de cultivo fúngico pode ter favorecido sua atividade contra E. coli e P. 

aeruginosa. Ademais, o estudo da atividade antioxidante evidenciou que o extrato rico 

em compostos fenólicos foi capaz de sequestrar o radical livre DPPH, o que o torna um 

agente antioxidante promissor para futuros estudos. 

Assim, os resultados desde estudo demonstram que foi possível otimizar as 

condições de cultivo do endofítico Botryosphaeria mamane possibilitando a seleção das 

variáveis que favoreceram a obtenção de maior quantidade de extrato fúngico rico em 

compostos fenólicos. 
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6 PERSPECTIVAS  

 

O presente trabalho tem como perspectivas: 

✓ Realizar o cultivo do B. mamane adotando os pontos críticos obtidos no 

DCCR para validar a maximização do rendimento através das condições 

ótimas; 

✓ Para a otimização de compostos fenólicos, incluir ensaios com menores 

concentrações de carbono e temperatura, visando encontrar o ponto crítico 

contendo as condições ótimas; 

✓ Realizar ensaios de atividade antimicrobiana com leveduras e fungos 

filamentosos, uma vez que Machado (2009) encontrou inibição frente a 

fungos fitopatogênicos utilizando os metabólitos de Botryosphaeria 

rhodina; 

✓ Investigar o potencial do B. mamane frente a outras bactérias patogênicas; 

✓ Realizar ensaios de atividade biológica para os outros extratos obtidos a 

partir do cultivo do fungo em outras condições, de maneira a verificar se a 

concentração de ácido gálico equivalente produzida favorece melhores 

resultados de CIM e de CE50.  
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APÊNDICE 

 

APÊNDICE A - Valores de concentração e absorbância das amostras padrão para 

construção da curva de calibração com ácido gálico. 

Padrão Concentração (mg/L) Absorbância 

1 20 0,107 

2 20 0,104 

3 20 0,110 

4 40 0,187 

5 40 0,189 

6 40 0,190 

7 60 0,249 

8 60 0,258 

9 60 0,254 

10 80 0,305 

11 80 0,298 

12 80 0,312 

13 100 0,394 

14 100 0,399 

15 100 0,406 
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