UNIVERSIDADE
O ESTADO DO

AMAZONAS

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS - UEA
ESCOLA NORMAL SUPERIOR - ENS
CURSO DE LICENCIATURA EM CIENCIAS BIOLOGICAS

YASMIM LARANJEIRA SANTOS

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR FUNGOS ENDOFITICOS
ISOLADOS DE Eichhornia crassipes DA BACIA DO TARUMA-ACU, MANAUS,
AM

Manaus — AM
2025



YASMIM LARANJEIRA SANTOS

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR FUNGOS ENDOFITICOS
ISOLADOS DE Eichhornia crassipes DA BACIA DO TARUMA-ACU, MANAUS,
AM

Monografia apresentada ao Curso de Licenciatura em
Ciéncias Biologicas, da Escola Normal Superior -
ENS, da Universidade do Estado do Amazonas -
UEA, como requisito final para obtencao do titulo de
graduada em Ciéncias Biolégicas.

Orientador (a): Prof® Dra. Francisca da Silva Ferreira
Co-orientadora: Prof2 Dr2, leda Horténcio Batista

Manaus — AM
2025



Ficha Catalogr &fica

Ficha catal ogréfica el aborada automati camente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Sistema Integrado de Bibliotecas da Univer sidade do Estado do Amazonas.

S237p Santos, Yasmim Laranjeira
Producéo de biossurfactantes por fungos endofiticos isolados de
Eichhornia crassipes da bacia do Tarum&Acu, Manaus, AM / Yasmim
Laranjeira Santos . Manaus : [s.n], 2025.
43f.: color.; 21,0 cm.

TCC - Graduacdo em Ciéncias Biolégicas- Licenciatura
Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, 2025.

Inclui Bibliografia.

Orientador: Ferreira, Franciscada Silva

Coorientador: Batista, ledaHorténcio.

1. Emulsificagdo. 2. Endofiticos. 3. Fungos. 4. Macrdfita. 5. Tensdo
superficial. |. Ferreira, Franciscada Silva (Orient.) Il . Batista, leda
Horténcio (Coorient.) I11. Universidade do Estado do Amazonas. 1V.
Titulo

CDU(1997)57




YASMIM LARANJEIRA SANTOS

PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES POR FUNGOS ENDOFITICOS
ISOLADOS DE Eichhornia crassipes DA BACIA DO TARUMA-ACU, MANAUS,
AM

Trabalho Conclusdo de Curso apresentado
ao Curso Superior de Licenciatura em
Ciéncias Bioldgicas da Universidade do
Estado do Amazonas como parte dos
requisitos necessarios para a obtencao do
Grau de Licenciada em Ciéncias Biologicas.

Aprovado em 27 de Maio de 2025.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

b FRANCISCA DA SILVA FERREIRA
g L Data: 27/06/2025 11:43:30-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dr2. Francisca da Silva Ferreira
Orientadora

Documento assinado digitalmente

b JOAQ MARCELO SILVA LIMA
g ol Data: 17/06/2025 21:39:50-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Jodo Marcelo Silva Lima
Banca Examinadora

Documento assinado digitalmente

b SERGIO DANTAS DE OLIVEIRA JUNIOR
g ! Data: 17/06/2025 23:05:52-0300
Verifique em https://fvalidar.iti.gov.br

Prof. Dr. Sérgio Dantas de Oliveira Junior
Banca Examinadora



DEDICATORIA

Dedico este trabalho com todo o meu amor e gratid&ao:

A minha m&e, minha irma e ao meu irm&o, que estiveram diariamente ao
meu lado, me lembrando do porqué continuar meu trabalho. Vocés sdo a minha
base e tudo que fago é por vocés.

Ao meu pai e a minha madrasta, que mesmo a distancia, sempre se fazem

presentes em meu coracao e me oferecem seu amor.



AGRADECIMENTO

A Deus, por ter me dado saude e forca para superar as dificuldades.

Agradeco a minha méae, Luciney Laranjeira, pelo suporte financeiro e por
sempre acreditar em mim, oferecendo 0 apoio necessario para que eu pudesse
seguir meus estudos.

A minha orientadora e coorientadora, a Prof. Dr2, Francisca da Silva Ferreira e
Prof. Dr2. leda Horténcio Batista, cuja orientacdo valiosa e expertise foram
fundamentais para o desenvolvimento deste projeto.

Ao Marlon Willyam e Adriano Ferrari, meus colegas de Paic, agradeco pelo
incentivo constante para que eu fosse ao laboratorio e por me auxiliarem em varias
etapas do desenvolvimento deste trabalho.

Sou grata a Universidade do Estado do Amazonas e a Escola Normal
Superior pelo suporte oferecido durante minha jornada académica.

Ao ProfAgua pelo auxilio financeiro que possibilitou a aquisicdo dos
egquipamentos e materiais necessarios para o laboratério. Sem esse suporte, muitas
das etapas do projeto ndo teriam sido viaveis.

Agradeco a Prof. Dr2, Patricia Melchionna Albuquerque, que me autorizou a
utilizar equipamentos no laboratério da Escola Superior de Tecnologia. Sua
generosidade foi crucial para a realizagéo das experimentacgdes.

Aos meus amigos da faculdade, por todas as risadas compartilhadas e os
surtos que vivemos juntos. Cada momento foi fundamental para tornar essa
experiéncia mais leve e divertida.

As minhas amigas do ensino médio, que continuam ao meu lado. Nossa
amizade continua forte e isso significa muito para mim.

Sou grata aos membros da familia Laranjeira, pelo incentivo constante, pelos
elogios e por sempre verem o melhor em mim.

Agradeco ao meu pai e minha madrasta, Macio e Noemi Santos, pelo
incentivo e por vibrarem comigo e por mim em cada passo que dei.

Por fim, quero reconhecer meu proprio esforco e dedicacdo. N&o desisti
quando as dificuldades surgiram, e isso me tornou mais forte e determinada a
concluir este trabalho.

A todos que contribuiram de forma direta e indireta para a realizacdo deste
trabalho. Obrigada.



“E preciso que eu suporte duas ou trés larvas se
qguiser conhecer as borboletas.”

(Saint-Exupéry, 2016, p.28)



RESUMO

Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas com baixa toxicidade e alta
biodegradabilidade, despertando interesse comercial por serem ecologicamente
seguras. Estudos recentes confirmam sua producdo por fungos endofiticos. Neste
contexto, o presente trabalho, investigou a producéo de biossurfactantes por fungos
filamentosos isolados da macrofita aquatica Eichhornia crassipes (Mart.) Somis,
coletadas na bacia do rio Taruma-Acu, em Manaus. Apds isolamento e purificacao
do material botanico, 27 fungos foram obtidos (23 filamentosos e 4 leveduriformes),
com taxas de colonizacdo variando de 13% (raiz) a 80% (bulbo). Os fungos
filamentosos foram submetidos a testes de produgé&o de biossurfactantes, incluindo
colapso da gota, indice de emulsificacdo (com 6leo de soja, diesel e querosene) e
medicdo da tensdo superficial (TS) pelo método de Du Noly. Cinco amostras
testaram positivo nos testes iniciais, sendo que trés apresentaram reducéo
moderada da TS (34,9%, 34,1% e 32,2%). Estas linhagens foram caracterizadas
morfologicamente, mas ndo foi possivel identificar o género, sendo, por isso,
considerados Mycelia sterilia. Os resultados evidenciam o potencial biotecnolégico
de endofiticos associados E. crassipes na producédo de biossurfactantes.

Palavras-chave: Emulsificacdo; Endofiticos; Fungos; Macréfita; Tensao superficial.



ABSTRACT

Biosurfactants are amphipathic molecules with low toxicity and high biodegradability,
attracting commercial interest due to their environmental safety. Recent studies
confirm their production by endophytic fungi. In this context, the present study
investigated the production of biosurfactants by filamentous fungi isolated from the
aguatic macrophyte Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, collected from the Taruma-
Acu river basin in Manaus, Brazil. After isolation and purification of the plant material,
27 fungal strains were obtained (23 filamentous and 4 yeast-like), with colonization
rates ranging from 13% (root) to 80% (bulb). The filamentous fungi were subjected to
biosurfactant production tests, including drop-collapse assay, emulsification index
(using soybean oil, diesel, and kerosene), and surface tension (ST) measurement
using the Du Noty ring method. Five strains tested positive in the initial screenings,
with three showing moderate ST reduction (34.9%, 34.1%, and 32.2%). These
strains were morphologically characterized, but genus-level identification was not
possible; they were classified as Mycelia sterilia. The results highlight the
biotechnological potential of endophytic fungi associated with E. crassipes for
biosurfactant production.

Keywords: Emulsification; Endophytes; Fungi; Macrophyte; Surface tension.
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1. INTRODUCAO

Os fungos endofiticos sdo encontrados nos tecidos internos dos vegetais sem
causar prejuizos as plantas (Lima; Souza; Cortez, 2013; Azevedo, 2014; Ferreira,
2020). Além de nao prejudicarem as plantas, ainda lhes conferem vantagens com a
producdo de metabdlitos com capacidade de aumentar sua resisténcia a mudancas
no ambiente ou lhes conferem defesa quimica contra insetos, por exemplo (Freire;
Vasconcelos; Coutinhos, 2014; Ferreira, 2020; Fan, Shi, 2024).

Todavia, ainda ha muitas lacunas acerca dos metabdlitos produzidos e pelo
mecanismo de producdo dos fungos endofiticos, uma vez que algumas plantas
também produzem esse mesmo metabdlito. No entanto, € comprovado na literatura
sua importancia como produtores de compostos biologicamente ativos e, por iSso
eles foram incluidos em diversas pesquisas, incluindo as buscas por
biossurfactantes (Freire; Vasconcelos; Coutinhos, 2014).

Os surfactantes sao moléculas anfipaticas, capazes de se distribuir nas
interfaces, formando um filme molecular reduzindo a tenséo superficial e interfacial.
Apresentam multiplas aplicagbes em diversos setores industriais. No entanto, sédo
alvos de preocupagédo, em razdo dos impactos ambientais negativos advindos de
sua origem petroquimica (Barros et. al., 2007; Silva, et. al., 2016; Shaikhah et al,
2024).

Nesse contexto, 0os biossurfactantes sao alternativas promissoras, uma vez
gue sao moléculas anfifilicas, oriundas de fontes naturais, que apresentam baixa
toxicidade e alta biodegradabilidade. Além disso, possuem propriedades aplicaveis
em diversos setores industriais, na industria alimenticia, onde podem ser usados na
solubilizagdo de aromas; na industria farmacéutica; na industria de higiene e
cosmeéticos; bem como no processo de biorremediacdo (Nitschke; Pastore, 2002;
Barros et al., 2007; Silva, et. al., 2016; Dhakal et al, 2024; Shaikhah et al, 2024).

Diante disso, ao considerar a busca por surfactantes naturais e o potencial
dos fungos endofiticos, este trabalho avaliou a producdo de biossurfactantes por
fungos endofiticos isolados de macrofitas aquaticas coletadas na Bacia do Taruma-
Acu, em Manaus. Dessa forma, a presente pesquisa buscou contribuir para as
pesquisas de produtos naturais que possam mitigar os impactos ambientais e
promover a preservacao do meio ambiente, além de possibilitar perspectivas para
futuras pesquisas sobre as potencialidades biotecnoldgicas dos isolados.
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OBJETIVOS

2.1. GERAL:

Analisar a producdo de biossurfactantes por fungos endofiticos isolados de

macrofitas aquaticas da Bacia do Taruma-Acu, Manaus, AM.

2.2. ESPECIFICOS:

Isolar fungos endofiticos de fragmentos de macréfitas aquéticas coletadas da
bacia do Taruma-Acu;

Selecionar fungos filamentosos isolados de macrofitas aquaticas com
potencial para producéo de biossurfactantes;

Determinar o indice de emulsificacdo e tenséo superficial dos biossurfactantes
presentes nos caldos de cultivo dos fungos selecionados;

Realizar a caracterizacdo morfolégica dos endofiticos mais promissores para

a producéo de biossurfactante.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. SURFACTANTES

Surfactantes sdo compostos quimicos anfifilicos, constituidos de uma regido
hidrofébica, composta de cadeias de hidrocarbonetos, e outra hidrofilica que é
ibnica, nado-ibnica ou anfotérica. Com essas caracteristicas, esses compostos
possuem a capacidade de se distribuir nas interfaces, formando um filme molecular
reduzindo a tensao superficial (face gasosa e outra liquida) e interfacial (duas faces
imisciveis) (Nitschke; Pastore, 2002; Al-Bahry et. al., 2013; Silva, et. al., 2016;
Marinho, Silva, Luna, 2022; Shaikhah et al, 2024).

Essas caracteristicas conferem aos surfactantes uma gama de aplicagdes,
tanto de uso doméstico quanto industrial, como solubilizacdo, emulsificacéo,
lubrificacdo, capacidade espumante, mas sua maior utilizacdo se encontra na
industria de produtos de limpeza, na de higiene e cosméticos (Nitschke; Pastore,
2002; Silva, Duvoisin Junior e Albuquerque, 2018; Shaikhah et al, 2024).

Apesar de sua importancia comercial, ha uma crescente preocupa¢do com o
meio ambiente, em raz&o da origem dos surfactantes, que sdo em sua maioria de
origem petroquimica. Portanto, a demanda por surfactantes naturais tem aumentado
(Nitschke; Pastore, 2002; Barros et al., 2007; Almeida et al., 2020; Sarubbo et al.,
2022).

Os surfactantes naturais, chamados de biossurfactantes, vem como
alternativa para os surfactantes quimicos. Eles sdo oriundos de organismos vivos e
tem se destacado por apresentarem vantagens em relagcdo aos surfactantes
qguimicos (Nitschke; Pastore, 2002; Barros et al., 2007; Dhakal et al, 2024; Shaikhah
et al, 2024).

3.2. BIOSSURFACTANTES E SUAS APLICACOES

Biossurfactantes sdo compostos anfipaticos que Ihes permitem mudancas nas
propriedades interfaciais e superficiais de um liquido, sdo surfactantes advindos de
qualquer fonte natural (Nitschke; Pastore, 2002; Al-Bahry et al., 2013; Silva et al.,
2016; Dhakal et al, 2024).

Os biossurfactantes vém se tornando um substituto aos surfactantes

sintéticos devido a sua baixa toxidade, alta biodegradabilidade, estabilidade em
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situacdes de temperatura, pH e salinidade extremas, como sdo ecologicamente
seguros, podem ser utilizados em processos de biorremediacdo. Além disso,
apresentam aplicacdes de um surfactante quimico, como o uso na industria de
cosmeéticos para a producao de produtos usados em hidratantes corporais, cabelos e
batons (Nitschke; Pastore, 2002; Al-Bahry et al., 2013; Decesaro et al., 2013; Silva et
al., 2016 Ferreira, 2020; Dhakal et al, 2024).

No setor alimenticio, podem ser usados para prolongar a vida de produtos nas
prateleiras, promovem melhoria na textura e consisténcia de alimentos a base de
gordura, e também como molho de saladas. Na agricultura sdo comumente usados
na producao de pesticidas e herbicidas (Nitschke; Pastore, 2002; Silva, et. al., 2016;
Dhakal et al, 2024).

Na industria petrolifera, eles sdo utlizados no preparo de 6leo-alcool,
dispersdo de 6leos derramados em ambientes aquaticos e na limpeza de residuos
pesados que solidificam nos tanques, eles promovem a formacado de emulsdes e
diminuem a viscosidade, favorecendo o bombeamento dos residuos e a recuperacao
do 6leo. Além de ser utilizado para a melhoria do petréleo (Nitschke; Pastore, 2002;
Al-Bahry et al., 2013; Silva, et. al., 2016; Dhakal et al, 2024).

Também tem sido usado na industria farmacéutica, temos como exemplo o
biossurfactante surfactina que é utilizado como agente antifingico, antimicrobiano e
antitumoral. Além de ser utilizado na producdo de espumantes, detergentes,
adesivos, floculantes, entre outros produtos. A surfactina ainda ndo é amplamente
explorada devido, principalmente, ao custo de producdo que é elevado (Nitschke;
Pastore, 2002; Barros et al., 2007; Silva, et. al., 2016; Yuvarani et al, 2024).

Héa estudos que utilizam os termos biossurfactantes e bioemulsificantes como
sindnimos. No entanto, ha diferencas entre eles relacionadas a suas propriedades
fisico-quimicas e fungdes fisiologicas, o que faz com que cada um tenha uma funcéo
(Uzoigwe et al., 2015; Ferreira, 2020).

Enquanto bioemulsificantes sdo compostos de alta massa molecular,
composta por arranjos complexos de proteinas, lipopolissacarideos,
heteropolissacarideos e lipoproteinas, sendo especialmente eficazes na
estabilizacdo de emulsGes. Por outro lado, os biossurfactantes possuem baixa
massa molecular e sao eficientes na redugéo das tensdes superficial e interfacial.

Embora os biossurfactantes apresentem, geralmente, capacidade emulsificante, os
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bioemulsificantes nem sempre conseguem reduzir a tensédo superficial (Perfumo et
al., 2009; Lima, 2012; Ferreira, 2020).

Quanto a sua producdo se da principalmente por microrganismos, neste caso
a producdo é influenciada por diversos fatores, como a fonte de carbono, as
concentracfes de nitrogénio, ferro, entre outros nutrientes, além da disponibilidade
de oxigénio, temperatura e pH, o que pode encarecer sua producdo quando
comparado a producdo de surfactantes quimicos (Sena, 2014; Dhakal et al, 2024;

Shaikhah et al, 2024).

3.3. PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes sao produzidos principalmente por bactérias, leveduras e
fungos, no entanto, de acordo com Silva et al. (2018), as pesquisas sobre produgéo
de biossurfactantes sdo voltadas majoritariamente para producdo por bactérias.
Enquanto pesquisas com foco em fungos filamentosos como produtores de
biossurfactantes sédo mais recentes, segundo Silva et al. (2018), isso se deve ao fato
de que os fungos crescem mais lentamente e por isso leveduras e bactérias sao
mais utilizadas.

Contudo, segundo pesquisas como as de Lima (2016), Silva, Duvoisin e
Albuquerque (2018) e Souza et al. (2015), percebe-se que que os fungos

filamentosos apresentam grande potencial para a producéo de biossurfactantes.

Tabela 1. Relacao das principais classes de biossurfactantes e

microrganismos envolvidos.

Tipos de biossurfactantes Microrganismo

Pseudomonas aeruginosa
Glicolipidios Torulopsis bombicola
Mycobacterium
_ o Pseudomonas fluorescens
Lipopeptidios e _
_ ) Serratia marcescens
lipoproteinas _ N
Bacillus subtilis
Corynebacterium lepus
Acidos graxos, lipideos Nocardia erythropolis

neutros e fosfolipidios Thiobacillus thiooxidans



17

Acinetobacter calcoaceticus
Surfactantes poliméricos Candida lipolytica

Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus

Surfactantes particulados - .
Varias outras bactérias

Fonte: Adaptado de Nitschke; Pastore, 2002.

3.3.1. Fungos

Os fungos, sao organismos heterotroficos, eucariéticos, importantes para os
ecossistemas em razao de seu papel em relagbes simbidnticas e como saprébios ao
realizar a decomposi¢do de matéria morta (Molinaro, 2014; Drechsler, 2015; Liu,
2024; Villarreal-Ruiz et al., 2025).

Possuem grande importancia econdmica, uma vez que sao utilizados na
alimentacdo, como alguns cogumelos, na produgéo de antibiéticos e antifungicos, na
producéo de corantes, além de serem fontes de biossurfactante e de diversos outros
bioativos (Molinaro, 2014; Ferreira, 2020; Niego, Ramos, Silva, 2023; Liu, 2024).

Os fungos podem ser encontrados em diversos ambientes e dependem de
agua e matéria organica para sobreviver. Grande parte do grupo € dependente de
oxigénio para a respiracao, porém, existem organismos anaerébios facultativos. O
crescimento dos fungos varia de acordo com a temperatura e o pH, pois ha
condicbes ambientais adequadas conforme as especificidades de cada espécie. No
entanto, a maioria cresce em temperaturas entre 20° C a 30° C, com um pH em
torno de 6 (Drechsler, 2015; Niego, Ramos, Silva., 2023; Kang, et al., 2024, Liu,
2024).

No grupo dos fungos ha representantes leveduriformes e filamentosos. Os
filamentosos sdo caracterizados por hifas, que sédo filamentos microscépicos que
juntos formam o micélio, e estes podem formar estruturas macroscopicas,
comumente chamado de cogumelos (Drechsler, 2015; Kang, et al., 2024).

Além dos fungos saprobios, ha os fungos simbiontes que sdo aqueles que
estabelecem relacdo com outro organismo, como por exemplo as micorrizas
encontradas em mais de 90% das plantas, ha os liquens e aqueles conhecidos
como endofitos (Molinaro, 2014; Drechsler, 2015; Ferreira, 2020; Fan, Shi, 2024;
Villarreal-Ruiz et al., 2025).
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Na literatura, h& diferentes definicbes de endofitos, termo descrito
originalmente por De Bary em 1866, referindo-se a qualquer microrganismo que
habita nos tecidos internos de plantas, mas a definicdo mais recente, descrita por
Azevedo (2014), considera os endofiticos como sdo microrganismos, cultivaveis ou
ndo, que vivem nos tecidos internos dos vegetais, sem causar danos a planta-
hospedeira (Azevedo, 2014; Ferreira, 2020; Fan, Shi, 2024).

3.3.2. Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos definidos por sua ocorréncia nos tecidos vegetais
internos sem causar maleficios a planta-hospedeira, apresentam grande importancia
econbmica, uma vez que sao fontes de metabdlitos secundarios que apresentam
diversas aplicacbes, como antitumorais, antibioticas, hormonais (Azevedo, 2014,
Ferreira, 2020; Fan, Shi, 2024).

Chapla, Biasetto e Araujo (2013) relatam que a presenca de endofiticos é
ampla, sendo registrada em praticamente todas as plantas vasculares, além de
samambaias, musgos e algas marinhas, estudadas até o momento. Os autores
ainda destacam que é possivel isolar centenas de espécies fungicas de uma Unica
planta, sendo pelo menos uma delas especifica ao hospedeiro.

A depender da relacdo endofitico-hospedeiro, os fungos endofiticos podem
conferir vantagens a planta por meio da producdo ou indugdo da producdo de
metabdlitos secundarios (griseofulvina, trichoteceno, entre outros) (Xu, et al., 2021;
Fan, Shi, 2024). Esses compostos podem atuar como mecanismo de defesa quimica
contra fitopatdbgenos, aumentar a tolerancia a variacbes ambientais, conferir
resisténcia a insetos, entre outros beneficios (Chapla, Biasetto e Aradjo, 2013; Lima;
Souza; Cortez, 2013; Drechsler, 2015; Ferreira, 2020; Fan, Shi, 2024).

Alguns estudos indicam que fungos endofiticos produzem metabdlitos antes
conhecidos apenas em plantas. Um exemplo € a podofilotoxina, substancia com
atividade anticancerigena, isolada de espécies vegetais do género Podophylum,
mas identificada em endofiticos como Phialocephala fortinii eTrametes hirsuta
(Chapla, Biasetto e Araujo, 2013).

Devido a aparente rigueza de metabdlitos secundarios bioativos produzidos
por fungos endofiticos, esses microrganismos tém sido incluidos eles em pesquisas
voltadas a prospeccao de biossurfactantes (Freire; Vasconcelos; Coutinhos, 2014;
Ferreira, 2020; Melo, 2021; Fan, Shi, 2024).
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Como mencionado anteriormente, o0 modo de cultivo dos microrganismos
influencia diretamente a producédo do biossurfactante, visto que algumas espécies
sdo capazes de utilizar fontes alternativas de carbono, como 6leo de soja, que ja
demonstrou ser uma fonte eficaz para essa finalidade (Lima, 2012).

3.4. PLANTA HOSPEDEIRA - MACROFITAS AQUATICAS

As macréfitas aquaticas, sdo plantas vasculares presentes em lagos, igarapés
e rios, visiveis a olho nu, seus tecidos fotossintetizantes podem ser submersos ou
flutuantes (Lopez; Piedade, 2015). Sao vegetais que colonizam rapidamente o0s
ambientes aquaticos em razdo de alguns fatores, como o aumento da poluicéo,
acarretando prejuizos como a diminuicdo do oxigénio dissolvido, perda da
biodiversidade e piora a qualidade da adgua (Cemig, 2021).

No entanto, também apresentam aspectos positivos, uma vez que Sao
utilizadas na confeccdo de artesanatos, na culinaria, na producdo de tijolos e
utensilios de cozinha, como adubo e ha aquelas que possuem uso medicinal, além
de serem importantes bioindicadores da qualidade da &gua e podem atuar como
agentes despoluidores, devido a sua caracteristica de remover nutrientes de
ambientes eutrofizados (Lima; Souza; Cortez, 2013; Cemig, 2021).

Figura 1. Macrdfitas aquéticas. A. aguapé. B. Alface d’agua. C. Vitoria régia.

D. Samambaia d’agua.
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Fonte: Bayer jovens, 2019.

Nos corpos d’agua, elas também contribuem para a dinAmica da maioria dos
ecossistemas aquaticos, realizando ciclagem de nutrientes, protegem as margens do
corpo d’agua contra a erosao e proporcionam um ambiente favoravel para a fauna e
para a comunidade microbiana, incluindo fungos endofiticos (Cemig, 2021).

Estudos realizados no Amazonas tém isolado uma variedade significativa de
endofiticos de fragmentos de macrofitas aquaticas, como observado nas pesquisas
de Lima et al. (2015) e Souza et al. (2015). Dentre as macréfitas estudadas estédo
representantes das familias Cyperaceae e Pontederiaceae — também conhecidas
como aguapé (Cemig, 2021).

Diante da importancia das macrofitas e da diversidade fungica encontrada
nessas espécies vegetais, elas vém sendo exploradas em pesquisas para obtencao
de metabdlitos ativos, uma vez que os fungos isolados dessas plantas mostraram-se

promissores na producao de enzimas e biossurfactantes (Souza, et. al., 2015).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Os materiais botanicos foram coletados na bacia do Taruma-Acu, Manaus,
em dois periodos distintos do ano. Como critério de coleta, as amostras nédo
apresentavam manifestacdes de doencas.

A primeira coleta foi realizada no més de novembro/2023, periodo pelo qual a
regido norte passava por uma seca historica e, por esta razdo, o material botanico
foi coletado em apenas um ponto. A segunda coleta, realizada em fevereiro/2024,
época de cheia, foram coletadas trés amostras de macréfitas em trés pontos
distintos (Figura 2). As coordenadas geogréaficas dos pontos de coletas foram
registradas utilizando GPS portatil (Tabela 2).

Nos locais de coleta, as amostras de macréfitas foram acondicionadas em
sacolas plasticas limpas, etiquetadas e transportadas em caixas térmicas até o
Laboratdrio de Biotecnologia ILUM, onde posteriormente foram realizadas as demais
etapas da pesquisa. Imediatamente apdés a chegada, o material foi e processada

visando o isolamento dos endofiticos.

Figura 2. Pontos de coleta na Bacia do Taruma-Acu. A. Pontos de coleta
segundo as coordenadas geograficas. B. Ponto de coleta 1. C. Ponto de coleta 2. D.
Ponto de coleta 3.

Fonte: Foto por google maps.

Arquivo Pessoal, 2024.
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Tabela 2. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta do material

botanico.
Pontos de coleta Latitude Longitude
P1 -3.04868 -60.11095
P2 -3.01899 -60.11134
P3 -2.97677 -60.11251

Nota: Coordenadas obtidas por GPS portatil.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

4.2. DESINFECCAO DO MATERIAL BOTANICO E ISOLAMENTO DOS
FUNGOS ENDOFITICOS

Os substratos utilizados para o isolamento dos endofiticos foram folhas,
bulbos e raizes, conforme a metodologia descrita por Ferreira (2020). Foram
inicialmente lavados com &gua corrente e sabdo neutro, utilizando uma esponja
nova para retirar possiveis microrganismos presentes na superficie dos fragmentos.
Em seguida, passaram por um processo de antissepsia, em camara de fluxo laminar.
Os fragmentos foram imersos em agua destilada por 1 minuto, alcool 70% por 1
minuto, em seguida imersos em solucdo de hipoclorito de sédio 3 % por 40
segundos e novamente em &alcool 70% por 30 segundos, retirando o excesso de
hipoclorito. Em seguida, os fragmentos botanicos foram lavados individualmente em
um recipiente com agua destilada e, para o controle, 100 uL da agua da ultima
lavagem foram inoculados em placas de Petri contendo BDA (Batata, dextrose e

agar) + L (extrato de levedura).

Figura 3. Representacao da antissepsia dos fragmentos do material botanico.

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
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Apbs o processo de descontaminacdo, os materiais botanicos foram cortados
em fragmentos de 0,5 mm de diametro. Para isso, as folhas foram perfuradas com
um furador de papel esterilizado, enquanto os bulbos foram seccionados com uma
lamina de bisturi estéril (0,5 mm x 0,5 mm) e as raizes reduzidas a segmentos de 0,5
mm de comprimento. Em seguida, cinco fragmentos de cada substrato vegetal foram
distribuidos em placas de Petri contendo meio de cultura BDA + L, suplementado
com ampicilina e tetraciclina (50 mg/mL). O experimento foi conduzido em triplicata
(Figura 4A). As placas foram devidamente identificadas, seladas com parafilm e
armazenadas em uma incubadora BOD a 18° C (para desacelerar o crescimento dos
fungos com metabolismo rapido, permitindo que os de crescimento lento se
desenvolvam) por 15 dias, sendo monitoradas diariamente para acompanhar o
crescimento dos fungos. Durante esse periodo, os isolados foram transferidos para
tubos de ensaio com agar inclinado (Figura 4B). Os tubos foram datados,
identificados e mantidos na incubadora a 18°C (Ferreira, 2020).

Figura 4. Isolamento de fungos endofiticos. A. Fragmentos de macrofita
dispostos em placa com meio de cultura. B. Tubos com fungos isolados de

macrofitas.

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

4.3. PURIFICAGCAO E PRESERVACAO

Conforme descrito por Ferreira (2020), ap0s o isolamento dos fungos, iniciou-
se 0 repique dos tubos de ensaio para placas de Petri contendo BDA + L. Os
repiques foram realizados em trés pontos equidistantes para obtencdo de cultura
pura, e, logo apas, realizou-se o cultivo em ponto central.
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As colbnias puras foram utilizadas para conservacdo em triplicata pelo
método de Catellani (1939) que consiste em armazenar os fragmentos de meio de
cultivo com o isolado em frasco de vidro contendo agua destilada autoclavada
(Figura 5. B).

Figura 5. Purificagdo e preservacéo dos isolados. A. In6culo em trés pontos

equidistantes. B. Preservacao pelo método de Castellani. C. In6culo unipontual.

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

4.4, CALCULO DA TAXA DE COLONIZACAO
Os resultados dos isolados foram analisados para a avaliacdo da taxa de
colonizagéo a partir dos fragmentos inoculados. A taxa de colonizagao foi calculada

conforme descrito por Ferreira (2020), representada a seguir:

Taxa de Colonizacgéao:
TC (%) = Numero de fragmentos com crescimento  x 100

Numero total de Fragmentos
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4.5. SELECAO DOS FUNGOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES

Para os testes de producdo de biossurfactantes foram reativadas 23 cepas
entre os preservados. Na selecao foi considerado apenas os fungos filamentosos. A
reativacdo foi realizada em placas de Petri contendo meio BDA + L, mantidos em

temperatura de 28°C, por 7 dias.

4.5.1. Cultivo dos endadfitos em meio liquido

Para o cultivo em meio liquido foi utilizado o meio mineral descrito por
Jacobucci (2000), composto por: 0,5 g/L de sulfato de magnésio (MgSOa), 3,0 g/L de
fosfato dissodico (NazHPOa4), 1,0 g/L de fosfato de monopotassio (KH2PO4) e 1,3 g/L
de extrato de levedura solubilizados em &gua destilada. ApOs a autoclavagem, foi
acrescido ao meio 0,5 g/L de 6leo soja filtrado em membrana millipore 0,45 pm para
remover impurezas e contaminantes (Silva, 2015; Ferreira, 2020).

Nos frascos de Erlenmeyers contendo o meio mineral, foram adicionados 3
fragmentos de micélio fungico com dimensdes de 1 cm X 1cm. Os frascos foram
incubados em Shaker por 10 dias, a 28° C e 170 rpm. Para controle, foi utilizado
frascos contendo apenas o meio com a fonte de carbono. Com o crescimento
fungico, os meios de cultivo foram filtrados em papel filtro autoclavado e depois com
membrana millipore 0,45 pum para a obtencdo do caldo livre de células fungicas. O
caldo livre de células foi utilizado nos testes posteriores (Silva, 2015; Ferreira, 2020).

Figura 6. A. Cultivo em meio liquido. B. Filtracdo do meio de cultivo em papel

filtro autoclavado.

A

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.
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4.5.2. Teste de colapso da gota

O teste de colapso da gota foi realizado conforme descrito por Bodour e
Miller-Maier (1998). Foram utilizadas trés placas de 96 micropocos: na primeira,
cada poco foi revestido com 1,8 uL de 6leo de soja; na segunda, com Oleo diesel; e
na terceira, com querosene. As placas foram mantidas em temperatura ambiente por
24 horas. Apés o periodo de repouso, foram adicionados 5 pL do caldo livre de
células ao centro de cada poco, em triplicata. Como controle positivo, utilizou-se
dodecilsulfato de sodio (SDS), enquanto, para o controle negativo, foi empregado o
meio de cultivo, tanto com éleo quanto sem dleo.

O resultado foi observado apdés 1 minuto. Se a gota colapsasse ou se
espalhasse, considerava-se a presenca de biossurfactante no caldo de cultivo,
indicando um resultado positivo. Caso nao houvesse espalhamento ou colapso, o
resultado era classificado como negativo.

Os isolados que apresentaram resultado positivo foram submetidos a
determinacdo do indice de emulsificacdo e a medicdo da tensdo superficial. Ja
aqueles que apresentaram resultado negativo foram avaliados apenas pelo teste de

determinacao do indice de emulsificacao.

4.5.3. Determinacgao de indice de emulsificacao

Foi realizada a analise da atividade de emulsificagcdo agua em 6leo (A/O) para
a avaliacdo da producdo de biossurfactantes, quanto maior o indice de
emulsificacdo, maior € a atividade emulsificante do biossurfactante. Para a analise
foram utilizados trés 6leos distintos: 6leo de soja, Oleo diesel e querosene. Foram
adicionados 2 mL de 6leo para cada 3,5 mL de caldo em tubos de ensaio, e entéao foi
realizada a medicdo da altura total do contetdo adicionado ao tubo de ensaio. As
amostras foram agitadas por 2 minutos a 2000 rpm, medindo a altura da emulséo
formada apos 5 min e apds 24h em repouso. Apds esses periodos, a altura foi
compara a altura total adicionada. E entdo, o indice de emulsificacdo (E24%) foi
determinado pela divisdo da altura da emulsdo pela altura total da mistura,
multiplicado por 100 (Moussa, Mohamed, Samak, 2014; Silva, 2015; Ferreira 2020).
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Figura 7. Determinagéo do indice de emulsificacdo. A. Vortex Mixer. B. Teste

com 6leo de soja. C. Teste com 6leo diesel. D. Teste com querosene

WVI..,N Kas-262¢

Vortex Mixer =

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

4.6. TENSAO SUPERFICIAL - TS

Os cultivos que se mostraram promissores, ou seja, com resultados positivos
no teste de colapso da gota ou no teste de emulsificacdo, passaram pelo teste de
tensdo superficial, onde quanto menor for a tensao superficial do caldo sem micélio
fungico, maior € sua eficiéncia. A medicdo da tensdo superficial dos caldos foi
realizada no tensidbmetro (KRUSS - K20) pelo o método Du Noily, o equipamento foi
calibrado e programado para realizar dez medicdes para cada sobrenadantes, sera
considerado a meédia aritmética dos resultados obtidos (Ferreira, 2020). Foram
utilizados 20 mL dos caldos livre do micélio fangico. Antes da medi¢do dos caldos,
foi medido a tensao superficial da agua destilada e do meio de cultivo.

Apbs as medicbes foi realizado o célculo da reducdo da TS descrita por

Monteiro et. al. (2021), seguindo a equagao a seqguir:

Reducgéo da TS = TSagua — TScaido X 100
TSégua
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Figura 8. Medida da Tenséo Superficial no tensiometro que utiliza o método

do Anel — Du Nodly.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.

4.7. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS FUNGOS ENDOFITICOS
MAIS PROMISSORES

Para a identificacdo dos fungos endofiticos que se mostraram promissores
nos testes descritos, foram realizadas analises das caracteristicas macromorfol6gica
de cada colbnia, observando-se o0s seguintes aspectos: cor, borda, textura, relevo,
presenca ou auséncia de pigmento e exsudato. Para as analises das caracteristicas
microscopicas, foram feitas laminas a fresco semipermanentes através da técnica de
microcultivo no meio BDA + L e Sabouraud agar, utilizando o corante azul de
lactofenol. As laminas foram observadas através do uso de microscopico Optico
Nikon Eclipse E200 nas objetivas de aumento 10X, 30X e 40X, as estruturas foram
fotografadas e comparadas com imagens da literatura especializada em taxonomia
(Ferreira, 2020).
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Figura 9. Observacdo das caracteristicas micromorfologicas. A. Andlise das

caracteristicas microscopicas. B. Microscopico 6ptico Nikon Eclipse E200.

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

A planta coletada foi identificada como Eichhornia crassipes (Mart.) Solms,
pertencente a familia Pontederiaceae, conforme analises realizadas pela Prof2. Dra.
Marta Pereira, vinculada a Universidade do Estado do Amazonas (UEA).
Popularmente conhecida como jacinto-d’agua ou aguapé, essa espécie € nativa da
Amazobnia e é comumente encontrada em ambientes eutrofizados, nos quais
desempenha um papel relevante na dindmica ecoldgica (Cemig, 2021).

Estudos anteriores, como os de Das, Debnath e Saha (2013) e de Souza et
al. (2015), demonstram que E. crassipes serve como hospedeira para diversos
fungos endofiticos, alguns dos quais com potencial para producdo de
biossurfactantes. Os resultados desta pesquisa corroboram a presenca dos

endofitos na macrofita e reforcam sua importancia como fonte para bioprospeccéao.

Figura 10. A. Macrdfita coletada para identificacdo. B. Macrofita em preparo
para ser adicionada a herbario do INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazonia.

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

5.2. ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS E TAXA DE
COLONIZACAO
Foram isolados 23 fungos endofiticos filamentosos e 4 leveduras. Todos

foram purificados e conversados pelo método Castellani e encontram-se prontos
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para serem inseridos na Colecdo Microbiolégica da Universidade do Estado do
Amazonas. Para o isolamento dos enddfitos do espécime I, utilizou 45 fragmentos,
sendo 15 folha, 15 de bulbo e 15 de raiz. Para os espécimes I, lll e IV, foram 15,
sendo 5 fragmentos de folha, 5 de bulbo e 5 de raiz. Em relacdo ao total de fungos
isolados, a taxa de colonizag¢do evidenciou uma maior porcentagem nos fragmentos
de bulbo, sendo a maior taxa encontra no espécime Ill com taxa de colonizacdo de
80%, seguido do bulbo do espécime | com taxa de 60%. Enquanto as menores taxas
foram encontradas nos fragmentos de raizes, como descritos na tabela 3.

Esses resultados mostram-se diferentes aos encontrados por Souza et al.
(2015) e Batista (2009), que obtiveram as maiores taxas nos fragmentos de folhas,
mesmo utilizando meios seletivos. Considerando que o meio empregado no
isolamento neste trabalho ndo foi seletivo, esperava-se uma porcentagem de
colonizagéo maior. Esse contraste sugere que outros fatores podem ter influenciado
nos resultados obtidos, como a disponibilidade de nutrientes nos pontos de coleta ou

a mudanca de temperatura no ambiente natural para a temperatura de isolamento.

Tabela 3. Quantidade de isolados por espécime de E. crassipes e taxa de

colonizacgéo dos tecidos vegetais.

Numero de isolados Taxa de colonizacéo %
Espécime Folhas Bulbo Raiz Folhas Bulbo Raiz
I 4 9 2 26 60 13
I 1 1 3 20 20 60
1] 0 4 0 0 80 0
\Y 2 0 1 40 0 20

Espécime | foi coletada em novembro/2023.
Espécimes Il, lll e IV foram coletadas em fevereiro/2024.

Espécime | e Il foram coletadas no ponto 1, espécime Ill no ponto 2 e espécime IV no ponto

A maior quantidade de isolado foi obtida do espécime |, coletada em
novembro/2023, divergindo da pesquisa de Das, Debnath, Saha (2013) que
encontrou uma quantidade maior de isolados entre os meses de janeiro a marco.
Além disso, no local de coleta do espécime | havia maior interferéncia humana, com

moradias proximas e descartes de residuos no rio, podendo haver maior aporte de
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matéria organica, favorecendo o desenvolvimento de fungos endofiticos quando
comparados a quantidade de isolados dos outros espécimes.

5.3. TESTE DE COLAPSO DA GOTA E DETERMINACAO DO INDICE DE

EMULSIFICACAO

Os caldos de cultivo das 23 linhagens testadas foram submetidos ao teste de
colapso da agua, no qual pode se observar que 18 linhagens (78%) das amostras
nao apresentaram colapso ou espalhamento, independentemente do 6leo utilizado
como revestimento do poco. Entretanto, cinco amostras (21%) colapsaram,
evidenciando uma variacdo no comportamento da gota de acordo com 6éleo que foi
utilizado nos pocos das placas.

No teste com Oleo de soja, duas amostras colapsaram, com 6leo diesel,
quatro amostras colapsaram, e no teste como querosene, cinco amostras
apresentaram colapso ou espalhamento. O resultado obtido indica a presenca de
biossurfactantes nas amostras e sugerem que o biossurfactante presente nos caldos
de cultivo possuem afinidade com hidrocarbonetos derivados de petréleo e uma
menor eficacia com triglicerideos presentes no 6leo de soja, como sugerido por

Barros, Quadros e Pastore (2008).

Tabela 4. Teste de colapso da gota.

Colapso da gota apds 1 min

Oleo de _ Oleo de _
Isolado _ Diesel Querosene Isolado _ Diesel Querosene
soja soja

En. Fol En. Bul

- - - + + +
1.1 2.3
En. Fol En. Bul
2.1 3.1
En. Fol En. Bul

- - - - - +
3.1 3.2
En. Fol En. Bul

- - - - + +
3.2 P2F1
En. Fol En. Bul
P1F1 P2F2
En. Fol En. Raiz
P3F2 3.1
En. Bul En. Raiz

- - - - + +

11 3.2



33

En. Bul En. Raiz
12 ) ) ) P1F1 ) ) )
En. Bul En. Raiz
1.4 ) ) ) P3F1 ) ) )
En. Bul En. Raiz

- - - + + +
15 P3F2
En. Bul En. Raiz
2.1 ) ) ) P3F3 ) ) )
En. Bul
2.2 ) ) )

En = endofitico; Fol = folha; Bul = bulbo; P1, P2 e P3 = pontos de coleta; F = fragmento. Aqueles que
ndo apresentam P sdo da 12 coleta, o0 1° nimero € o numero da placa e o 2° é o ndmero do

fragmento. - = ndo colapsou; + = colapsou ou espalhou.

Nos testes de emulsificacdo, 21,73% das amostras testadas apresentaram
emulsGes nos trés tipos de 6leo. No entanto, a altura das emulsGes reduziu
significativamente ao longo das 24 horas, evidenciando que as amostras n&o
conseguem manter a estabilidade ao longo do tempo.

Os resultados observados na presente pesquisa diferem dos obtidos por
Santos (2013), que relatou indices de emulsificacdo de 40% para querosene e 47%
para o Oleo de soja, enquanto o 6leo diesel ndo apresentou estabilidade. No
presente estudo, apesar das emulsfes terem reduzido, as amostras testadas com
Oleo diesel foram as Unicas que mantiveram a emulsdo apés 24 horas, resultando
em emulsdes que variam entre 1,78% a 11,6%,

De acordo com Silva, Duvoisin Junior e Albuquerque (2018), a instabilidade
das emulsGes pode estar relacionada a baixa concentragdo ou auséncia de
biossurfactantes, mas também pode ser associada a massa molecular desses
compostos, uma vez que os biossurfactantes de baixa massa molecular tendem a
ser menos eficientes em formar emulsdes estaveis. Este fator pode explicar a
reducao significativa das emulsfes observadas no presente estudo.

Além disso, conforme descrito por Barros, Quadros e Pastore (2008), os
hidrocarbonetos encontrados no diesel e querosene facilita a interagcdo com
biossurfactantes, auxiliando na formacdo de emulsdes, enquanto que o0s
triglicerideos, presentes no 6leo de soja, sdo menos propensos a formar as
emulsBes quando comparados aos derivados de petroleo utilizados no presente
estudo.



Tabela 5. Determinacao dos indices de emulsificacao

Média dos Indices de Emulsificac&o

NO

Isolados

Oleo de soja

Oleo diesel

Querosene

Es(%)

E24(%)

Es(%)

E24(%)

Es(%)

E24(%)

© 00 N O O o W N P

N NN R B R R R R R R R R
N P O © 0 N O OO0 DM W N B O

En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
En.
23 En.

Fol 1.1
Fol 2.1
Fol 3.1
Fol 3.2
Fol P1F1
Fol P3F2
Bul 1.1
Bul 1.2
Bul 1.4
Bul 1.5
Bul 2.1
Bul 2.2
Bul 2.3
Bul 3.1
Bul 3.2
Bul P2F1
Bul P2F2
Raiz 3.1
Raiz 3.2
Raiz P1F1
Raiz P3F1
Raiz P3F2
Raiz P3F3

37,04

39,43
32,37

32,41

21,89

61,9
61,8

49,08

41,07

1,78
11,15
7,2

11,6

8,9

41,05

55,12
19,5

76,3

34

Es= indice apds 5 min; E24= indice apds 24h. En = endofitico; Fol = folha; Bul = bulbo; P1, P2 e P3 =

pontos de coleta; F = fragmento. Aqueles que ndo apresentam P sdo da 12 coleta, o 1° nimero € o

ndmero da placa e o0 2° € o numero do fragmento. - = sem emulsao.
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5.4. TENSAO SUPERFICIAL (TS)

As amostras que apresentaram resultados positivos no teste do colapso da
gota e indice de emulsificacdo foram submetidas a medicdo da tensdo superficial.
Apbs os testes realizados foi observado a reducdo da TS em relacdo a agua que
variou entre 20,1% e 34,9%, os melhores resultados foram dos isolados: En. Bul
2.3, En. Raiz P3F2 e En. Bul P2F1, com reducdo de 34,9%, 34,1% e 32,2%,
respectivamente. Em estudos semelhantes, Santos (2013), obtiveram endofiticos
com capacidade de reduzir a TS da 4gua em valores superiores a 35%. Enquanto,
os resultados de Lima et al. (2015) para a reducao de TS néo foi tdo promissor.

As menores reducdes da tensao superficial podem estar relacionadas a baixa
concentracéo de biossurfactantes. Estudos como o de Silva, Duvoisin e Albuquerque
(2018) e Souza et al. (2015), evidenciam que a eficiéncia na reducdo da TS esté
relacionada ndo apenas a presenca do composto, mas também a sua massa
molecular, estrutura quimica e concentragdo, podendo variar entre diferentes
isolados fungicos.

De acordo com Perfumo, Banat e Marchant (2010), biossurfactantes com
elevada atividade superficial sdo capazes de reduzir a tenséo superficial da agua em
mais de 40%. Diante disso, os resultados obtidos neste estudo, cuja as amostras
apresentaram reducdes inferiores a esse valor, com destaque para aquelas

proximas a 30%, sugerem um potencial moderado na producédo de biossurfactantes.

Tabela 6. Tensédo Superficial (TS) de caldos do metabolismo de fungos

endofiticos.
Média Reducdo da TS %
N° Isolado Tenséo- Meio de Desvio padrao
Superficial agua

(mN.m) cultivo
1 En.Bul23 40,4 34,9 - 0,09
2 En.Bul32 49,6 20,1 - 0,71
3 En.Bul P2F1 42,1 32,2 - 0,18
4  En.Raiz 3.2 43,9 29,3 - 0,28
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5 En. Raiz P3F2 40,9 341 - 0,17
6 Meio de cultivo 45 - - 0,04
7  Agua destilada 62,1 - - 0,58

En = endofitico; Fol = folha; Bul = bulbo; P1, P2 e P3 = pontos de coleta; F = fragmento.
Aqueles que ndo apresentam P sdo da 12 coleta, 0 1° nimero é o niumero da placa e o0 2° é o nUmero

do fragmento. - = sem reducao de 10% da TS.

5.5. CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA

A caracterizagdo morfolégica foi realizada para os isolados fungicos que
apresentaram reducdo da tensdo superficial acima de 30%. As caracteristicas
macromorfologicas se encontram na Figura 11. Nao foi possivel identificar os
isolados a nivel de género, uma vez que ndo apresentaram estruturas reprodutivas
nos meios BDA e Sabouraud, sendo, portanto, classificados como Mycelia sterilia.

Os resultados obtidos nos testes de producédo de biossurfactante, sugerem
que fungos Mycelia sterilia possuem metabdlitos com propriedades tensoativas
evidenciando-se a importancia de inclui-los em pesquisas de prospeccdo de
biossurfactantes. Além disso, segundo os estudos de Devanadera (2011), os fungos
classificados como Mycelia sterilia apresentaram altos indices de atividade

proteolitica.

Figura 11. Aspecto macro e micromorfolégico de isolados mais promissores
nos testes de producéo de biossurfactantes. A. En. Bul 2.3 — Mycelia sterilia. B, En.
Bul P2F1 — Mycelia sterilia. C. En. Raiz P3F2 — Mycelia sterilia.

A Macromorfologia | Micromorfologia

Anverso Reverso 40 X
Micélio regular, plano, aveludado, coloracdo marfin, producdo de pigmento,
producdo de exsudato, hifas hialinas sem presenca de estruturas

reprodutivas.
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Micromorfologia

Anverso Reverso 40X
Micélio regular, rugoso, algodonoso, coloracdo branca com reverso de

coloragcdo castor, producdo de exsudato, hifas hialinas sem presenca de

estruturas reprodutivas.

Micromorfologia

Wl

Anverso Reverso OX

Micélio regular, apiculado, algodonoso, coloracdo branca, sem producédo
pigmento e exsudato, hifas hialinas sem presenca de estruturas reprodutivas.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025.
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6. CONCLUSAO

O estudo com a macrofita aquética permitiu investigar a diversidade
endofitica, possibilitando estudos sobre seu potencial biotecnoldgico.

Foram isolados 27 endofiticos, sendo 4 leveduras e 23 fungos filamentosos
que foram utilizados nos testes de producao de biossurfactantes.

Foram obtidos resultados positivos nos testes de colapso em gota.

Na determinacdo do indice de emulsificacdo, foi possivel observar as
emulsdes, apds o periodo de 24 horas utilizando o Oleo diesel, apesar de sua
significativa redugao.

A medicdo da tensdo superficial foi realizada, obtendo resultados
considerados moderados em amostras de trés isolados.

Foi realizada a caracterizacdo morfolégica, mas nao foi possivel identificar os
géneros dos fungos promissores em razdo da falta de estrutura reprodutiva,
fazendo-se necessario a aplicacdo de técnicas moleculares para a identificacédo
taxonémica.

Os resultados deste trabalho confirmam o potencial de fungos endofiticos

como produtores de biossurfactantes.
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