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Resumo 

A resistência bacteriana é uma séria preocupação de saúde pública em escala global, 
causando infecções cada vez mais desafiadoras de tratar, resultando em um alto 
número de óbitos e impactos econômicos significativos. Uma possível abordagem 
para combater essa questão é o uso de fungos endofíticos, que possuem uma riqueza 
de compostos bioativos, incluindo substâncias com propriedades antimicrobianas. 
Este estudo se concentrou em avaliar o potencial dos extratos brutos derivados de 
fungos endofíticos encontrados no Pantanal pertencentes a gêneros como Fusarium 
e Acremonium para inibir o crescimento de bactérias multirresistentes. Por meio de 
uma análise preliminar utilizando cromatografia em camada delgada, foram 
identificados compostos cumarínicos nos extratos acetato de etila de seis metabólitos 
fúngicos. Essa identificação foi confirmada pela emissão de fluorescência azul e 
visualização sob radiação ultravioleta de 365 nm. Todos os seis extratos fúngicos 
estudados demonstraram uma notável atividade antimicrobiana contra cepas de 
bactérias multirresistentes, incluindo Klebsiella pneumoniae KPC, Staphylococcus 
epidermidis MDR, Escherichia coli MDR e Acinetobacter baumannii MDR. Entre eles, 
um dos extratos de Acremonium sp., codificado como NF14, apresentou um 
desempenho destacado. O extrato NF14 foi posteriormente submetido a uma coluna 
de sílica gel para cromatografia, resultando em frações mais puras. Estas frações 
foram analisadas através de espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) 
de 1H e 13C e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de 
baixa resolução. Uma das frações revelou a presença de ácidos graxos insaturados e 
saturados, com ênfase em ácido oleico (C18:1, 32%), ácido linoleico (C18:2, 18%), 
ácido palmítico (C16:0, 20,5%) e ácido esteárico (C18:0, 15%). Esses resultados 
sugerem o potencial deste extrato como uma fonte viável para a produção em larga 
escala desses compostos de interesse para a indústria. As demais frações obtidas 
após o processo de cromatografia exibiram somente combinações complexas de 
compostos orgânicos. 
  
Palavras chave: Fungos endofíticos, atividade antimicrobiana, ácidos graxos 
insaturados 
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Abstract 

Bacterial resistance is a critical global public health concern, resulting in increasingly 
difficult-to-treat diseases, a high number of deaths, and significant economic 
consequences. Endophytic fungi, which contain a multitude of bioactive chemicals, 
including those with antibacterial capabilities, could be used to alleviate this issue. The 
purpose of this investigation was to see if crude extracts obtained from endophytic 
fungi found in the Pantanal could prevent the growth of multidrug-resistant bacteria. 
Coumarinic compounds were discovered in the ethyl acetate extracts of six fungal 
metabolites from the genera Fusarium sp. and Acremonium sp. using thin-layer 
chromatography. The emission of blue fluorescence and visibility under 365 nm 
ultraviolet radiation validated this identification. The antibiotic activity of all six fungal 
extracts tested positive against strains of multidrug-resistant bacteria, including 
Klebsiella pneumoniae KPC, Staphylococcus epidermidis MDR, Escherichia coli KPC, 
and Acinetobacter baumannii MDR. Among these, one of the Acremonium sp. extracts, 
encoded as NF14, performed exceptionally well. Following that, the NF14 extract was 
processed to silica gel column chromatography, yielding purer fractions. These 
fractions were examined using nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy for 
1H and 13C, as well as low-resolution mass spectrometry coupled with gas 
chromatography. Unsaturated and saturated fatty acids were found in one of the 
fractions, with an emphasis on oleic acid (C18:1, 32%), linoleic acid (C18:2, 18%), 
palmitic acid (C16:0, 20.5%), and stearic acid (C18:0, 15%). certain findings point to 
the extract's potential as a feasible source for large-scale synthesis of certain 
chemicals of industrial significance. Only complicated combinations of organic 
molecules were found in the residual fractions obtained following the chromatography 
process. 
  

Keywords: Endophytic fungi, antimicrobial activity, unsaturated fatty acids 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Ao identificar o potencial antibiótico do fungo Penicillium, Fleming inaugurou uma 

revolução no tratamento de infecções, marcando a ascensão de antibióticos e suas 

contribuições inestimáveis para a medicina moderna. Essa descoberta não apenas 

transformou a abordagem das doenças infecciosas, mas também inaugurou uma nova 

era de tratamento médico e a bioprospecção de novas moléculas antimicrobianas a 

partir de microoganismos (Pereira & Pita, 2018). 

Os agentes antimicrobianos são substâncias naturais ou sintéticas que atuam 

inibindo o crescimento ou causando a destruição de microrganismos. São utilizados 

preventivamente e/ou terapeuticamente, constituindo um avanço farmacológico 

significativo e generalizado. (Souza et al., 2010). 

Uma das maiores problemáticas atuais do sistema de saúde são as resistências 

bacterianas aos agentes antimicrobianos. Infecções e mortalidades causadas por 

bactérias resistentes são cada vez mais presentes e causam um grave problema a 

saúde pública. As principais espécies relacionadas á essas infecções são 

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudoamonas aureginosa e Acinotebacter baumannii. (Du et al., 2017; 

Sun et al., 2017) 

Algumas das maiores organizações globais de saúde, como o Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC), a Sociedade de Doenças Infecciosas da América, o 

Fórum Econômico Mundial e a Organização Mundial da Saúde (OMS) declararam que 

a resistência aos antibióticos é uma problemática mundial de saúde pública (Spellberg 

et al., 2016).  

O mecanismo de ação da resistência das bactérias aos antimicrobianos consiste 

principalmente em modificações na molécula de antibiótico, como a alteração química 

ou a destruição do antibiótico, diminuição na permeabilidade da membrana e bombas 

de efluxos que empurram a molécula do antibiótico para o meio extracelular (Munita 

& Arias, 2016).  

Entre tanto, os fungos endofíticos são reconhecidos atualmente por vários 

pesquisadores como uma ótima alternativa na obtenção de novas substâncias 

bioativas de relevância medicinal. Existem numerosos relatos de fungos endofíticos 

que habitam uma ampla gama de espécies de plantas, esses microrganismos podem 
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ser isolados de tecidos vegetais, desinfetados da superfície ou extraídos do interior 

da planta. (Venieraki et al., 2017) 

O termo endófito foi estabelecido pela primeira vez em 1896 por Bary como 

qualquer organismo que vive no interior de uma planta. Porém os endófitos foram 

definidos e entendidos como microrganismos que habitam tecidos e órgãos das 

plantas sem causar nenhum dano, tendo assim uma interação mutualística (Carroll, 

1986; Petrini, 1991). 

Eles produzem uma variedade de compostos bioativos, tais como ciclohexanos, 

flavonoides, hidrocarbonetos, alcaloides, terpenos e quininos, com propriedades 

antiinflamatórias, antioxidantes, citotóxicas e antimicrobianas (Rana et al., 2019). 

Também são relatados na literatura metabólitos secundários derivados de fungos 

endofiticos com propriedades antibacterianas, antifúngicas, inseticidas, antioxidantes, 

citotóxicas e anticancerígenas. (Gupta et al., 2020)  

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
  

2.1 Fungos endofíticos 

  

Atualmente existe diversos estudos sobre sua bioprospecção e seu potencial para 

produzir compostos bioativos com atividade antimicrobiana. Foi comprovado 

compostos com atividade contra bactérias, fungos e vírus (Chen et al., 2022). E 

produção de enzimas com atividade antiparasitária, anticâncer e anti-inflamatória 

(Khan et al., 2017). 

Recentemente mostraram que fungos endofíticos possuem potencial na produção 

de antibióticos naturais. Esses fungos demonstraram a capacidade de sintetizar 

compostos ativos contra problemáticas emergentes, tais como resistência bacteriana 

e problemas oncológicos. Isso abri novas perspectivas para a descoberta de novos 

medicamentos a partir desses endofitos. (Kohler & Genre, 2020) 

Os fungos do gênero Acremonium já vem sido alvo de estudo como fonte de 

compostos bioativos. Ele é encontrado como endofítico em diversas plantas, e tem 

sido associado à produção de compostos que exibem potencial atividade 

antimicrobiana e anti-inflamatória (Gao et al., 2020). 



Avaliação da Atividade Antibacteriana de Extratos de Metabólicos de Fungos Endofíticos do Pantanal 
Contra Bactérias Multirresistentes – Dissertação de Mestrado 

12 
 

Os fungos endofiticos do gênero  Fusarium também tem sido associado à produção 

de compostos bioativos com atividade antimicrobiana, e também estudos mostraram 

citotoxicidade significativa contra linhagens de células tumorais humanas A549 com 

valores de IC 50 de 8,7 e 4,3 μM, respectivamente (Chen et al., 2022). 

São apresentadas na Tabela 1 algumas moléculas que possuem atividade contra 

bactérias resistentes. A tabela demonstra a cepa dos fungos endofíticos, a planta 

hospedeira da qual foram isolados, o habitat da planta hospedeira, tipo de extrato ou 

metabólito secundário com atividade antibacteriana, a cepa da bactéria patogênicas, 

o método utilizado para os testes antibacterianos e as referências utilizada (Radić & 

Štrukelj, 2012). 
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Tabela 1: Fungos endofíticos produtores de metabólitos com atividade antibacteriana 
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2.2 Resistencia bacteriana 

  

Em 2017, a OMS publicou a sua primeira lista das superbactérias consideradas 

mais letais  e que ameaçam a saúde humana, no qual a seção “crítica” se refere a 

bactérias como Acinetobacter baumanni KPC e Enterobacterales resistente aos 

carbapenêmicos que inclui Klebsiella pneumoniae KPC e Escherichia coli KPC  (OMS, 

2017) conforme a tabela 2.  

Tabela 2: Patógenos prioritários resistente aos antimicrobianos (OMS, 2017)

 

O perfil de resistência demonstrado por uma espécie bacteriana específica tem 

origem em categorias interpretativas que incluem a multirresistência (MDR), 

resistência extrema (XDR) e pan-resistência (PDR). A multirresistência (MDR) é 

caracterizada quando uma espécie bacteriana apresenta resistência a antibióticos de 

três ou mais classes diferentes. Por outro lado, a resistência extrema (XDR) é 

observada quando uma espécie bacteriana ainda mostra sensibilidade a antibióticos 

de, no máximo, duas classes. Por fim, a pan-resistência (PDR) é definida quando uma 

espécie bacteriana desenvolve resistência a todos os antibióticos disponíveis, 
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independentemente de suas classes( Manual de Microbiologia Clínica para o Controle 

de Infecção Relacionada à Assistência à Saúde", 2020).  

A resistência aos antibióticos é reconhecida como uma das mais graves ameaças 

globais à saúde humana no século XXI. Em 2019, os pesquisadores descobriram que 

1,27 milhão de pessoas morreram diretamente por causa da resistência bacteriana, 

de acordo com análises de casos relacionados a antibióticos e resistência em 204 

países e regiões em todo o mundo, e outros 4,95 milhões de pessoas morreram por 

causas associadas à resistência aos antibióticos (Roope et al., 2019). 

As gerações de antibióticos são uma forma de classificar os diferentes tipos de 

antibióticos com base em sua estrutura química e espectro de atividade. Os 

antibióticos de primeira geração são geralmente mais antigos e têm um espectro de 

atividade mais estreito, enquanto os antibióticos de gerações posteriores são mais 

recentes e têm um espectro de atividade mais amplo. Por exemplo, as cefalosporinas 

de primeira geração são eficazes contra bactérias Gram-positivas, enquanto as 

cefalosporinas de terceira e quarta geração têm um espectro de atividade mais amplo 

e são eficazes contra bactérias Gram-negativas resistentes a antibióticos de gerações 

anteriores (Global antimicrobial resistence _WHO, 2022). 

A pandemia exerceu uma sobrecarga significativa sobre os sistemas de saúde, 

resultando na alocação de recursos, equipes e foco predominantemente para o 

diagnóstico e tratamento da COVID-19, em detrimento das atividades relacionadas à 

identificação e administração da resistência antimicrobiana. Essa situação provocou 

problemas  substanciais na condução de pesquisas sobre a resistência antimicrobiana 

e levou à redução de prioridade e, em alguns casos, à interrupção dos programas de 

monitoramento e gestão de antimicrobianos (Rodríguez-Baño et al., 2021). 

       O uso excessivo e inadequado de antibióticos é um fator chave na evolução da 

resistência bacteriana e é fundamental reduzir seu uso para controlar essa tendência. 

A prescrição de antibióticos, o uso de doses inadequadas e a interrupção prematura 

do tratamento são a principal causa para a seleção de bactérias resistentes. Além 

disso, o uso indiscriminado de antibióticos em animais de produção também 

desempenha um papel importante na disseminação da resistência bacteriana (Liu et 

al., 2020). 

O aumento de bactérias Gram-negativas que desenvolvem resistência às 

carbapenemases é considerado uma questão de saúde pública de grande urgência, 

especificamente a Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) pois 
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está ligada a um aumento significativo na mortalidade por resistência bacteriana. Além 

de apresentar resistência, a antibióticos habituais, como polimixinas, tigeciclina e 

aminoglicosídeos (Karaiskos et al., 2022). 

A bactéria gram negativa Klebsiella pneumoniae é a principal causa de infecções 

nosocomiais (Nordmann & Poirel, 2014). É relatado que ela é responsável por 18% a 

31% de todas as infecções nosocomiais do mundo e por 3% a 17% das infecções 

adquiridas na comunidade. Em vários estudos, a mortalidade por K. pneumonia é 

relatada entre 30% a 54% em unidades de terapia intensiva (Stefaniuk et al., 2016). 

A colibacilose é uma doença causada pela bactéria Escherichia coli, ocasionando 

numerosos prejuízos no âmbito econômico para os frigoríficos devido a condenação 

de carcaça e também mortalidade  e  perda  de  desempenho  das aves. (Santos & 

Maristela, 2018) 

Cerca de 80% das Infecções urinárias são causadas pela bactéria E. Coli (Marks 

et al., 2020). Em uma amostra de 679 uroculturas positivas constatou-se que a E. coli 

foi o microrganismo prevalente (58,9%) a infecção foi predominante em pessoas entre 

13 e 59 anos, com prevalência no sexo feminino (Masson et al., 2020).  

Acinetobacter baumannii foi documentado como causa significativa de Infecções 

de corrente sanguínea adquiridas em hospitais em pacientes com neoplasias 

hematológicas (Shargian-Alon et al., 2019). Foi demonstrado em um estudo que entre 

as infecções por microorganismos multirresistentes associados 

a  mortalidade  de  pacientes criticamente   enfermos, Acinetobacter baumannii está 

entre as bactérias mais prevalentes (Gandra et al., 2019). 

Um estudo apontou que a superabundância de S. epidermidis encontrada em 

alguns pacientes atópicos pode danificar e causar graves problemas a pele  através 

da expressão de uma cisteína protease, sendo assim um grande problema pra saúde 

pública (Cau et al., 2021). 

Durante a última década, o Staphylococcus epidermidis tornou-se um dos maiores 

desafios em todo o mundo, não apenas por sua notável capacidade de disseminação 

dentro e entre hospitais e sistemas de saúde, mas porque essas infecções causam 

alta mortalidade e a resistência a quase todos os medicamentos usados atualmente 

antibióticos, incluindo vancomicina. É fundamental buscar maneiras de controlar sua 

disseminação (Cong et al., 2020) 
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As bactérias têm a capacidade de formar biofilmes como um mecanismo intrínseco 

de sobrevivência, o que resulta na disseminação ubíqua dessas estruturas na 

natureza. Atualmente, essa ocorrência tem implicações significativas tanto do ponto 

de vista econômico quanto da saúde pública, uma vez que há um corpo crescente de 

evidências que sugerem que os biofilmes desempenham um papel substancial na 

patogênese de diversas infecções (Høiby, 2017). 

Há uma ampla variedade de doenças atribuídas ou relacionadas a infecções por 

biofilmes, e alguns exemplos comuns incluem vaginite (Machado et al., 2016), colite 

(von Rosenvinge et al., 2013), conjuntivite (Behlau e Gilmore, 2008), gengivite (Vieira 

Colombo et al., 2016), uretrite (Delcaru et al., 2016), otite (como indicado em Post, 

2001) entre outras. 

Nos Estados Unidos, anualmente, ocorrem mais de 14 milhões de infecções 

associadas a biofilmes, resultando em um número que excede 350.000 óbitos, uma 

taxa de mortalidade semelhante à do câncer (Cowan, 2010).   

3. OBJETIVOS 
3.1 Gerais 

Tendo isso em vista esse contexto, o objetivo geral do presente trabalho é avaliar 

o potencial dos metabólitos secundários dos fungos endófitos isolados da planta 

Aspilia grazielae Santos em inibir o crescimento de bactérias multiresistentes e 

formadora de biofilme. 

  
3.2 Específicos 

  

•         Cultivar os fungos endófitos isolados da planta Aspilia grazielae em meios 

sólido e fermentá-los em meio liquido. 

•         Isolar e recuperar os metabólitos secundários presentes nesses fungos 

endófitos. 

•         Determinar o IC 90 e IC 50 dos extratos brutos recuperados. 

•         Purificar o extrato mais bioativo em cromatografia de coluna em sílica. 

•         Caracterizar as frações em uma Cromatografia de camada delgada. 

•         Identificar os compostos por RMN 500 MHz (Ressonância magnética nuclear) 

e Espectrometria de Massas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  
4.1 Geral 

Os solventes utilizados foram da marca Merck, Acros, Vetec, Dinâmica, Simth 

foram tratados conforme descrito na literatura [PERRIN & AMAREGO, 1988]. 

Para cromatografia em camada delgada analítica (CCDA) foram utilizadas 

cromatofolhas de alumínio – Sílica Gel 60 F254 da Merck e Macherey-Nagel.   

As revelações cromatográficas foram feitas com os reveladores: Câmara de UV 

(254 nm e 365 nm) Vapor de iodo e/ou solução de vanilina/ ácido sulfúrico/ metanol. 

Para o fracionamento em coluna foi utilizada, como fase estacionária, sílica gel 60 

(230-400 mesh ASTM) da Merck e sílica gel 60 (70-230 mesh ASTM) da Acros. 

Os solventes foram evaporados à pressão reduzida em rotaevaporador Fisaton 

802D. 

Os espectros de RMN foram realizados no aparelho Bruker Avance DPX-300 e 

Bruker e Bruker Avance Neo 500. A referência interna foi ajustada a partir do sinal de 

TMS e dos sinais relativos ao hidrogênio residual do solvente (CDCl3). 

Cultivo, inoculação e coleta das amostras fermentadas foram feitas em câmara de 

fluxo laminar da Labconco, previamente esterilizada com álcool 70% e incidência de 

luz UV. Para esterilização dos materiais e meios de cultura foi utilizado a autoclave da 

marca Phoenix modelo AV 50.  

As fermentações foram realizadas em incubadora refrigerada com agitação, marca 

Marconi, modelo MA 830/A e incubadora orbital da Tecnal modelo Incubadora Te-420. 

  

4.2 Microrganismos 
  

Os fungos endofíticos filamentosos dos gêneros Fusarium e Acremonium são 

provenientes da coleção de fungos do Laboratório de Bioquímica Geral e de 

Microrganismos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul – UFMS. Os fungos 

endofíticos foram derivados de uma pesquisa de isolamento de fungos endofiticos da 

espécie Aspilia grazielae santos, que é endêmica das Morrarias do Urucum, Corumbá, 

MS. As coletas foram realizadas nos meses de outubro de 2015 e março de 2016 

(Weirich, 2020) 
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4.3 Fermentação  

4.3.1 Meio de Cultura e Cultivo 
  

Os fungos endofiticos selecionados para a fermentação foram três espécies de 

Acremonium spp e três espécies de Fusarium spp. Eles foram denominados de acordo 

com a região e o ambiente da planta (Weirich, 2020). 

 Cada amostra recebeu um código, onde: 

L/I = Ambiente Natural 

T/N = Ambiente de reflorestação 

R = Isolados da Raiz 

F = Isolados da Folha 

Sendo as amostras denominadas conforme a Tabela 3.  

  

Tabela 3: Código dos fungos endofiticos provenientes do pantanal. 

Fusarium spp Acremonium spp 

LR4-11 NF-14 

LR3-10 TR8-12 

FI9-92 LF-17 

  

4.3.2 Fermentação dos microorganismos 

 
 O meio de cultura BHI (Brain heart infusion) foi utilizado para a fermentação, com 

1% de Ciprofloxacina como antibiótico. Foi adicionado 350 mL de meio em enlemayers 

de fermentação de 500 mL. Foram utilizados um enlemayer para cada réplica 

biológica. Foram fermentadas três réplicas biológicas para cada fungo totalizando 1,05 

litros de fermentação final por espécie. 

Os fungos selecionados foram inoculados no meio BHI durante 10 dias em placas 

de Petri para o crescimento em meio sólido. A partir desse meio sólido com o fungo já 

desenvolvido foi retirado um bloco do Agar do meio de 1cm x 1cm com auxílio de uma 

haste esterilizada, e esse bloco foi inoculado em cada frasco de de BHI (Brain heart 

infusion). Os frascos de fermentação foram colocados em uma câmara rotativa a 29 

ºC e 140 RPM por 15 dias, permitindo o crescimento e a fermentação dos fungos 

(Figura 1). 
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Figura 1 : Metodologia da fermentação dos microorganismos  

 

  

 

4.3.3 Extração de metabólitos secundários 
  

 Após 15 dias, os frascos foram homogeneizados e os compostos de interesse 

foram extraídos utilizando o solvente orgânico Acetato de etila. Foi adicionado 150 mL 

de Acetato de etila e homogeneizados com o fermentado por pelo menos 5 min, para 

obtenção dos compostos de interesse. Esse fermentado foi filtrado em papel de filtro 

de 44 μm. Foi repetido 3 vezes essa etapa, tendo 450 mL de fase orgânica e 350 mL 

de fase aquosa totalizando 800 mL de liquido total. 

O fermentado obtido foi separado em um funil de separação de 1L, foi formada 

duas fases; Orgânica e Aquosa. A fase orgânica foi isolada e concentrada em um 

rotaevaporador. O concentrado foi armazenado em micro tubos Eppendorfs, e filtrados 

em um filtro de 22 μm, a fim de tirar os resquícios de micélios presentes ainda na 

amostra. Esse concentrado foi submetido a câmara a vácuo durante 4 horas a fim de 

tirar todo resquício de solvente, e foi pesado identificado e armazenado em micro tubo 

de plástico sob refrigeração ilustrada pela figura 2 (Clementino et al., 2015). 
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Figura 2 : Metodologia de extração de metabólitos secundários 

 

  

4.4 Ensaios biológicos  
  

Os extratos brutos foram diluídos em 1 mL de Água autoclava com DMSO 

(Dimetilsulfóxido) a 2%, para a avaliação da atividade inibitória dos extratos frente as 

bactérias patogênicas. 

  

4.4.1 Determinação dos IC’s 90 e 50 
  

Cepas de Acinetobacter baumannii MDR (Multidrug-resistant) formadora de 

biofilme, Staphylococcus epidermidis MDR (Multidrug-resistant), , Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase KPC, , Escherichia coli carbapenemase  KPC e isolados 

clínicos de Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli 

foram utilizados para a realização dos testes antimicrobianos. As bactérias foram 

plaqueadas em meio Mueller-Hinton-ágar (MHA) e incubadas a 37 ºC durante 

aproximadamente 18h. Após este período foram selecionadas três colônias isoladas 
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de cada bactéria e inoculadas em 5 mL de caldo Mueller-Hinton (MHB) e incubadas 

em agitador sob rotação de 200 rpm a 37 ºC, overnight. As leituras para análise de 

crescimento bacteriano foram lidas em um espectrômetro a 600 nm utilizando 1 mL 

de cada réplica e diluídas para 5x105 

 A determinação dos IC’s 90 e 50 foram realizados de acordo com o protocolo 

estabelecido pelo CLSI (Wayne, 2012) por meio do método de diluição em 

microplacas de 96 poços. Três réplicas técnicas foram organizadas nas microplacas 

a uma concentração bacteriana final de 5x105 ufc.mL-1. O extrato bruto foi testado em 

concentrações que variam de 35 a 0,3 mg. mL-1.  

Como controle positivo foi utilizado ciprofloxacina e Gentamicina nas 

concentrações de 128 ug. mL-1 enquanto que a suspenção bacteriana em MHB foi 

utilizada como controle de crescimento. As microplacas foram incubadas a 37 °C 

durante 18h e as leituras foram realizadas em leitor de microplacas sob a densidade 

óptica (D.O) de 600 nm após o tempo de incubação. Todos os experimentos foram 

desenvolvidos em triplicata e expressos com desvio padrão (Figura 3). 

  

Figura 3: Metodologia da determinação dos IC’s 90 e IC’s 50. 

 

 

 

4.4.2 Biofilme  
  

Diluições 1:100 da cultura bacteriana crescida durante 18h em meio Luria 

Bertani,incubadas em meio BM2 [62 mg de tampão fosfato de potássio (pH 7), 7 mg 
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de (NH42SO4), 2 mg de MgSO4 , 10 mg de FeSO4 e 0,4% de glucose] em microplacas 

de 96 poços por 24 h a 37 °C. 

       Em seguida, as células planctônicas foram removidas e os poços da microplaca 

foram lavados duas vezes com água desionizada. As bactérias aderidas aos poços 

da microplaca foram coradas com 100mL de cristal violeta a 0,1% durante 20 minutos. 

As microplacas foram lavadas duas vezes com água desionizada, secas ao ar e 

ressolubilizadas com 110 mL de etanol a 70%.  

O conteúdo da microplaca será transferido para uma nova microplaca e o controle 

inibitório do extrato bruto contra os biofilmes foi acessado a 595 nm em um leitor de 

microplacas.  

  

4.4.3 Análise química dos extratos 
  

Alíquotas do extrato com melhor atividade antibiótica (extrato bruto acetato de etila 

do líquido metabólico) foi analisada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

em cromatofolhas de alumínio TLC contendo Sílica Gel 60 F254 (Merck), 60mm x 

100mm. Visando a separação em coluna cromatográfica, e identificação de 

metabólitos secundários no extrato mais bioativo, foram utilizados diversos eluentes 

em diversas proporções. O melhor sistema de eluente foi a mistura Hexano/Acetato 

de Etila.  Os cromatogramas migraram em cubas previamente saturadas e as placas 

de cromatografia foram reveladas em câmara de UV, iodo e solução metanólica de 

vanilina sulfúrica. 

O extrato bruto foi eluído em coluna cromatográfica de sílica gel com uma mistura 

eluente de Hexano e Acetato de etila, em um gradiente de 100% Hexano à 15% 

Hexano/ 85% de Acetato de etila. As frações foram coletadas em tubos de ensaio. 

Algumas frações que se mostraram mais puras foram reunidas para análise em RMN 

de 1H e de 13C. 

  

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

5.1 Fermentação 
  

Foi realizada a fermentação de seis amostras de fungos dos gêneros Fusarium spp 

e Acremonium sp. 
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Foi determinado 15 dias sob 29 Cº em 140 RPM (Rotação por minuto) pois são 

condições favoráveis para obtenção de metabólitos bioativos na fermentação como já 

foi observado em estudos de fermentações de fungos endofíticos (Maria, et al., 2005; 

Agostini, 2016; Alberto, et al., 2009). 

Foram obtidos os respectivos extratos brutos, cujas massas estão apresentadas na 

Tabela 4. 

Tabela 4: Biomassa dos extratos brutos após a fermentação. 

Fungo Código 
Massa do extrato 

bruto(mg) 

Fusarium spp. 

LR4-11 452 

LR3-10 425 

FI9-92 655 

Acremonium spp. 

NF-14 303 

TR8-12 199 

LF-17 256 

  
  

5.2 Determinação da concentração inibitória de 90% e 50% (IC’s 90 e IC’s 50) 
  

5.2.1 Bactérias planctônicas  
  

A concentração mínima inibitória foi determinada de acordo com a disponibilidade 

de cada extrato bruto após a fermentação, as concentrações dos extratos variam entre 

35, 25, 15 e 10 mg.mL-1. Os antibióticos escolhidos para os ensaios foi o Gentamicina 

e Ciproflaxina, e foram usados de acordo com a concentração já estabelecida para 

sua atividade inibitória a 128 µg.mL-1. Os ensaios biológicos foram lidos no Leitor de 

Microplaca da KASVI sob uma D.O (Densidade óptica) de 600 nm. 
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Tabela 5: IC’s 90 e 50 dos extratos brutos. 

Cepas bacterianas IC 90 e IC 50 (mg.mL-1) 
Fusarium spp. Acremonium spp. 

LR4-11 LR3- 10  FI9-92 NF-14 TR8-12 LF-17 
  Escherichia coli 
 
 

 
Escherichia coli 

MDR 

15 ± 3,75  
IC 90 

 
 

15± 3,75 
IC 90 

15±3,75        
IC 50 

 
 

S/I  

30±3,75 
IC 50 

 
 

30 ± 15 
IC 50 

35±4,37 
IC 90 

 
 

10±2,5 
IC 90 

35±8,75 
IC 50 

 
 

S/I  

S/I 
 
 
 

S/I  

 
Staphlococcus 

epidermidis MDR 
 
 
 

Staphlococcus 
epidermidis 

 

15±3,75 
IC 50 

 
 
 

15± 0,93 
IC 50 

 
  

 

15 ± 7,5 
IC 50 

 
 
 

15 ± 1,87 
IC 50 

  

 

30 ± 7,5 
IC 50 

 
 
 

30 ± 1,87 
IC 50 

 

10±0,156 
IC 90 

 
 

 

10±1,56 
IC 90  

 

35±8,75 
IC 90 

 
 
 

35±8,75 
IC 50  

 

35±8,75 
IC 90 

 
 
 

35±2,18 
IC 50  

Acinotebacter 
baumannii MDR  

S/I  S/I  30 ± 7,5 
IC 50  

10±1,56 
IC 50  

30±0,93 
IC 90 

35±17,5 
IC 50  

Klebsiella 
pneumoniae 

 
 

Klebsiella 
pneumoniae KPC 

 

15 ± 3,75 
IC 90 

 
 

15 ± 7,5 
IC 90 

 
15 

IC 90 
 

 
S/I 

 

15 
IC 90 

 
 

15 
IC 90 

 

10±0,078 
IC 50 

 

 
10±0,312 

IC 90 

 
S/I 

 
 
 

30±0,93 
IC 50 

 
S/I 

 
 
 
 

S/I  
  

As figuras 4 ao 20 podem ser interpretadas da seguinte forma, a primeira coluna 

verde é o controle de crescimento, apenas o crescimento bacteriano. As colunas em 

laranja representam o controle positivo, sendo o crescimento bacteriano frente ao 

antibiótico. E as colunas azuis representa o crescimento bacteriano frente aos 

metabólitos secundários dos fungos. A legenda embaixo representa a concentração 

dos metabólitos secundários e dos antibióticos (mg.mL-1). 
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Figura 4: Crescimento bacteriano da Staphlococcus epidermidis MDR frente ao 

extrato bruto do fungo NF14. 

 

O extrato bruto do fungo Acremonium sp (NF14) teve um ensaio na concentração 

de 10±0,078 mg.mL-1, contra Staphlococcus epidermidis MDR. Seu IC 90 foi em 

0,156 mg.mL-1, e em até 0,078 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 85% 

do crescimento bacteriano. Ciproflaxicina foi o antibiótico utilizado como controle 

positivo na concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 4).  

  

Figura 5: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae KPC frente ao extrato 

bruto do fungo NF14.

 

O extrato bruto do fungo do Acremonium sp (NF14) teve um ensaio na concentração 

de 10±0,078 mg.mL-1, contra Klebsiella pneumoniae KPC. Seu IC 90 foi em 0,312 
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mg.mL-1, e em até 0,156 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 85% do 

crescimento bacteriano. Ciproflaxina foi o antibiótico utilizado como controle positivo 

na concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 5). 

  

Figura 6: Crescimento bacteriano da Escherichia coli KPC frente ao extrato bruto do 

fungo NF14 

 

O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (NF14) teve um ensaio na concentração 

de 10±0,078 mg.mL-1, contra Escherichia coli KPC. Seu IC 90 foi em 2,5 mg.mL-1, e 

em até 1,25 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 50% do crescimento 

bacteriano. Ciproflaxina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na 

concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 6.). 
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 Figura 7: Crescimento bacteriano da Escherichia coli frente ao extrato bruto do 

fungo NF14. 

 

O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (NF14) teve um ensaio na concentração 

de 35±0,54 mg.mL-1, contra Escherichia coli. Seu IC 90 foi em 4,37 mg.mL-1, e em até 

0,54 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 75% do crescimento bacteriano. 

Gentamicina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na concentração de 128 

µg.mL-1 (Figura 7). 

  

Figura 8: Crescimento bacteriano da Staphlococcus epidermidis  frente ao extrato 

bruto do fungo NF14.

 

O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (NF14) teve um ensaio na concentração 

de 25±0,39 mg.mL-1, contra Staphlococcus epidermidis. Seu IC 90 foi em 1,56 mg.mL-
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1, e em até 0,39 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 75% do crescimento 

bacteriano. Gentamicina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na 

concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 8). 

  

Figura 9: Crescimento bacteriano da Staphlococcus epidermidis MDR frente ao 

extrato bruto do fungo TR812. 

 

O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (TR812) teve um ensaio na concentração 

de 35±1,09 mg.mL-1, contra Staphlococcus epidermidis MDR. Seu IC 90 foi em 8,75 

mg.mL-1, e em até 2,18 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 75% do 

crescimento bacteriano.Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo 

na concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 9). 
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Figura 10: Crescimento bacteriano da Acinotebacter baumannii (MDR) frente ao 

extrato bruto do fungo TR812.

 

O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (TR812) teve um ensaio na concentração 

de 30±0,46 mg.mL-1, contra Acinetobacter baumanni (MDR). Seu IC 90 foi em 0,93 

mg.mL-1, e em até 0,46 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 60% do 

crescimento bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo 

na concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 10). 

  

Figura 11: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae KPC frente ao extrato 

bruto do fungo TR812. 

 

O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (TR812) teve um ensaio na concentração 

de 30±0,46 mg.mL-1, contra Klebsiella pneumoniae KPC. O extrato apresentou um IC 
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50, em 0,93 mg.mL-1. Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo 

na concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 11). 

 Figura 12: Crescimento bacteriano da Staphlococcus epidermidis MDR frente ao 

extrato bruto do fungo LF17. 

 

O extrato bruto do fungo Acremonium sp. (LF17) teve um ensaio na concentração 

de 35±0,54 mg.mL-1, contra Staphlococcus epidermidis MDR. Seu IC 90 foi em 8,75 

mg.mL-1, e em até 1,09 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 80% do 

crescimento bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo 

na concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 12). 

  

Figura 13: Crescimento bacteriano da Escherichia coli KPC frente ao extrato bruto 

do fungo LR411.  
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O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR411) teve um ensaio na concentração de 

15±0,23 mg.mL-1, contra Escherichia coli KPC. Seu IC 90 foi em 3,75 mg.mL-1, e em 

até 0,93 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 70% do crescimento 

bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na 

concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 13). 

  

Figura 14: Crescimento bacteriano da Escherichia coli frente ao extrato bruto do 

fungo LR411. 

 

O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR411) teve um ensaio na concentração de 

15±0,11 mg.mL-1, contra Escherichia coli. Seu IC 90 foi em 3,75 mg.mL-1,. 

Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na concentração de 128 

µg.mL-1 (Figura 14). 
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Figura 15: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae frente ao extrato bruto 

do fungo LR411. 

 

O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR411) teve um ensaio na concentração de 

15±0,23 mg.mL-1, contra Klebsiella pneumoniae. Seu IC 90 foi em 3,75 mg.mL-1, e em 

até 0,9 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 50% do crescimento bacteriano. 

Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na concentração de 128 

µg.mL-1 (Figura 15). 

  

Figura 16: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae KPC frente ao extrato 

bruto do fungo LR411.

 

O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR411) teve um ensaio na concentração de 

15±0,23 mg.mL-1, contra Klebsiella pneumoniae KPC. Seu IC 90 foi em 7,5 mg.mL-1, 
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e em até 1,8 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 50% do crescimento 

bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na 

concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 16). 

 

Figura 17: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae frente ao extrato bruto 

do fungo LR310. 

 

O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (LR310) teve um ensaio na concentração de 

15±0,23 mg.mL-1, contra Klebsiella pneumoniae. Seu IC 90 foi em 15 mg.mL-1. 

Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na concentração de 128 

µg.mL-1 (Figura 17). 
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Figura 18: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae frente ao extrato bruto 

do fungo FI992. 

 

 

O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (FI992) teve um ensaio na concentração de 

15±0,23 mg.mL-1, contra Klebsiella pneumoniae. Seu IC 90 foi em 15 mg.mL-1, e em 

até 3,75 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 50% do crescimento 

bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na 

concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 18). 

  

Figura 19: Crescimento bacteriano da Klebsiella pneumoniae KPC frente ao extrato 

bruto do fungo FI992. 
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O extrato bruto do fungo Fusarium sp. (FI992) teve um ensaio na concentração de 

15±0,23 mg.mL-1, contra Klebsiella pneumoniae KPC. Seu IC 90 foi em 15 mg.mL-1, e 

em até 7,5 mg.mL-1 o extrato teve um controle de mais de 60% do crescimento 

bacteriano. Ciprofloxacina foi o antibiótico utilizado como controle positivo na 

concentração de 128 µg.mL-1 (Figura 19). 

  

5.2.2. Biofilme  

A bactéria utilizada no ensaio de biofilme foi a Acinotebacter baumannii (MDR) 

Formadora de biofilme. O extrato bruto do fungo do gênero Acremonium sp. NF14 

teve um ensaio na concentração de 25±0,19 mg.mL-1, contra Acinotebacter baumannii 

(MDR) Formadora de biofilme. Seu IC 90 foi em 12,5 mg.mL-1, e em até 1,56 mg.mL-

1 o extrato teve um controle de mais de 50% da formação de biofilme. Ciprofloxacina 

foi o antibiótico utilizado como controle positivo na concentração de 128 µg.mL-1 

(Figura 20). 

   

Figura 20: Formação de biofilme da Acinotebacter baumannii MDR frente ao extrato 

bruto do fungo NF14. 
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A etapa inicial no processo de encontrar um novo antibiótico a partir de um fungo 

endofítico é a identificação de um efeito antibacteriano presente em um extrato bruto 

do caldo de cultura ou do micélio de um fungo endofítico. Muitas vezes acontece que 

as substâncias que compõem um extrato bruto não têm uma atividade antibacteriana 

potente por si mesmas, mas atuam sinergicamente em uma mistura. É crucial, 

portanto, a experiência e análise da estrutura do metabólito mais potente, o que 

desempenha um papel fundamental no desenvolvimento de um novo antibiótico com 

potencial terapêutico (Radić & Štrukelj, 2012). 

Os resultados do IC’s 90 e 50 dos isolados do fungo endofitíco Fusarium sp.  e 

Acremonium sp. contra a Escherichia coli já foram observados em outros estudos, 

como o de Widjajanti et al., 2021. Nesse estudo foram investigadas as atividades 

antibacterianas dos metabólitos secundários produzidos por fungos endofíticos de 

Paederia foetida L., contra bactérias patogênicas, incluindo Escherichia coli 

ATCC8739. 

 Dos sete isolados obtidos, o Fusarium sp. (isolado denominado SL1) e 

Acremonium sp. (isolado denominado SL6) se destacou por apresentar atividades 

inibitórias contra a E. coli ATCC8739. Os metabólitos secundários extraídos desses 

isolados demonstraram atividades antibacterianas com valores de Concentração 

Inibitória Mínima (MIC) de 250 µg/mL do SL1 e 125 µg/mL para o extrato de SL6. 

Corroborando com os resultados dos fungos do gênero Fusarium contra Escherichia 

coli  e Escherichia coli KPC (Widjajanti  et al., 2021). 

Outro estudo que mostrou o potencial de um fungo endofitico do gênero Fusarium 

contra Escherichia coli, foi o de Xu et al., 2008. Nesse estudo extratos de fungos 

endofíticos isolados dos rizomas da planta medicinal tradicional chinesa Dioscorea 

zingiberensis apresentaram atividade antibacteriana. Um dos isolados, identificado 

como Fusarium redolens, demonstrou uma atividade antibacteriana mais potente 

entre os fungos isolados. Corroborando com os extratos do Fusarium sp. que exibiu 

atividade inibitória contra a bactéria Escherichia coli, com concentrações inibitórias 

mínimas (MIC) variando de 31,25 µg/mL a 125 µg/mL. (Xu et al., 2008). 

A pesquisa conduzida por (Ibrahim et al., 2018) revelou uma descoberta promissora 

isolando uma molécula do Fusarium chlamydosporium, denominada Fusarithioamide 

B, onde ela apresentou uma notável atividade inibitória contra Escherichia coli. Os 

resultados os do diâmetro da zona de inibição (IZD) foi de 25,1 ± 0,60 mm, e os valores 
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da Concentração Inibitória Mínima (MIC) foi de 3,7 ± 0,08 mg.mL contra a E. coli 

mostrando ótimos parâmetros. Os resultados deste estudo estão alinhados com a 

atividade inibitória demonstrada pelos extratos brutos desta  pesquisa com os fungos 

da Aspilia grazielae  pois os 3 Fusarium spp. testados, apresentaram controle contra 

o crescimento de E.coli (Ibrahim et al., 2018). 

Duas espécies de fungos endofíticos Acremonium sp., isolados da planta argelina 

Salicornia arabicaand, também mostraram potencial inibitório contra Escherichia coli 

nos estudos de Sadrati et al., 2022. Essas duas espécies de fungos Acremonium sp. 

apresentaram uma atividade contra cinco bactérias patogênicas incluindo 

principalmente a Escherichia coli, no qual as duas espécies apresentaram halos de 

inibição com mais de 22 mm, também foi a única espécie que inibiu quatro das cinco 

bactérias testadas, demonstrando assim o potencial do gênero de fungos endofíticos 

Acremonium contra cepas de Escherichia coli (Sadrati et al., 2022). 

Dois isolados de fungos endofíticos Acremonium sp., e Fusarium sp. provenientes 

de Citrus macroptera da Índia, foram utilizados para extrair metabólitos secundários 

no qual exibiram atividade inibitória contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus 

epidermidis e Klebsiella pneumoniae. As zonas de inibição dos metabólitos do 

Acremonium sp foram de 11,23 ± 0,22 mm para E. coli, 13,2 ± 0,49 mm para S. 

epidermidis e 8,17 ± 0,76 mm para K. pneumoniae. Já o do Fusarium sp. foi de 12.05 

± 0.35mm para E. coli, e 10.3 ± 0.29 mm para S. epidermidis. Isso reforça os 

resultados deste presente estudo, uma vez que seis fungos isolados da Aspilia 

grazielae, também pertencentes ao gênero Acremonium e Fusarium, demonstraram 

atividade antimicrobiana contra as mesmas cepas: E. coli, S. epidermidis e K. 

pneumoniae (Deka & Jha, 2020). 

Fungos endofíticos isolados de cascas de caules e folhas de Alstonia boonei De 

Wild e Greenwayodendron suaveolens do gênero Acremonium, apresentaram 

extratos brutos que inibiram o crescimento de cepas bacterianas de Klebsiella 

pneumoniae e Escherichia coli. Seus extratos metanólicos apresentaram um MIC de 

30.00 ± 5.77  (µg/mL) para K. pneumoniae e 08.57 ± 5.77  para (µg/mL) E. coli(Demeni 

et al., 2021). Enquanto os endófitos do gênero Fusarium isolados da planta Cissus 

quadrangularis L. demonstrou inibição contra as mesmas bactérias com valores de 

MIC de 16.67 ± 5.77 (µg/mL) para E. coli e 40.00 ± 5.77 (µg/mL) para K. pneumoniae, 

corroborando com os resultados obtidos aqui nesse estudo contra as mesmas 

espécies de bactérias  (Singh et al., 2021) 
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Foi isolado dez compostos de um fungo endofitico do gênero Fusarium derivado da 

raiz da planta Dendrobium officinale que apresentou atividade contra Acinetobacter 

baumanni, todos os compostos demonstram inibir o crescimento bacteriano com 

valores de MIC que variam entre 128 e 64 µg/mL (Shi et al., 2018). Enquanto 

metabólitos secundários de um fungo endofitico do gênero Fusarium isolado de uma 

importante planta medicinal indiana Sesbania grandiflora L. apresentou zona de 

inbição de 12.3±0.50 mm contra Staphloccocus epidermidis e 2±0.25 mm contra 

Klebisiela pneumoniae (Deka, D. & Jha D.K., 2018). 

Foram identificados dois ácidos carboxílicos, denominados ácidos xanaltericos I e 

II juntamente com onze metabólitos secundários já conhecidos (Figura 1), a partir de 

extratos obtidos do fungo endofítico Alternaria sp. Este fungo foi isolado de 

exemplares da planta de mangue Sonneratia alba, encontrado na região da China. Os 

ácidos xanalíticos I e II demonstraram atividade antibacteriana significativa contra 

Staphylococcus aureus, apresentando valores de Concentração Inibitória Mínima 

(MIC) de 250 e 125 g/mL, respectivamente. Vale ressaltar que a altenusina exibe 

amplo espectro de atividade antimicrobiana contra diversos patógenos resistentes, 

com valores de MIC variando entre 31,25 e 125 g/mL (Kjer et al., 2009). 
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Figura 21: Fórmulas estruturais de algumas das substâncias antibacterianas 
produzidas por fungos endofíticos 

  

  

  
5.3 Estudos de separação dos metabólitos secundários por coluna 
cromatográfica de sílica gel 
  

O extrato bruto do fungo Acremonium spp. (NF14) foi o escolhido para a 

cromatografia de sílica em gel pois foi o que apresentou maior inibição no controle do 

crescimento bacteriano. 
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Em uma avaliação preliminar em cromatografia de camada delgada (CCD) dos seis 

extratos de fungos pertencentes aos gêneros Fusarium sp. e Acremonium sp., os 

perfis característicos de todos os extratos apresentaram compostos identificados 

como cumarinas através da emissão de fluorescência azul, confirmada pela 

visualização sob radiação ultravioleta de 365 nm, observados nas placas de CCD ao 

utilizar hexano:acetato de etila como eluente, em gradiente de concentração, 

conforme a Tabela 5. 

       A presença de cumarinas foi corroborada por meio de espectros de RMN de 

1H e 13C da fração isolada (fração 0, Tabela 6) através da cromatografia em coluna de 

sílica gel, entretanto, em concentrações bastante reduzidas. Na Figura 22, podemos 

observar que em todas as frações do extrato NF14 aparece os compostos 

fluorescentes, sendo mais concentrado na fração 0. 

Na figura 23, podemos observar o extrato bruto do lado das 8 frações obtidas 
revelados em solução metanólica de vanilina na presença de ácido sulfúrico. 

 

  

Tabela 6. Fracionamento do extrato de NF14 em coluna de cromatografia de sílica 

gel. 

Fração Hexano Acetato de etila 
Massa produto 

(mg) 

0 100% 0% 16,7 

1 85% 15% 28,7 

2 75% 25% 16,3 

3 65% 35% 11,3 

4 55% 45% 12,5 

5 45% 55% 7,5 

6 35% 65% 16,4 

7 25% 75% 17,4 

8 15% 85% 15,5 
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Figura 22. Fracionamento do extrato acetato de etila de NF14 (8 frações). (A) 
Revelado em UV 256 nm. (B) Revelado em UV 365 nm.            

A                                         B 

 

  

  

Figura 23. Fracionamento do extrato acetato de etila do NF14 (8 frações). Revelados 
em solução metanólica de vanilina na presença de ácido sulfúrico. 

  

 
  

O extrato bruto de acetato de etila do fungo Acremonium spp. (NF14) foi submetido 

a fracionamento por meio de cromatografia em coluna de sílica gel, empregando 

hexano e acetato de etila como eluente. Dentre as frações obtidas, foi isolada uma 

mistura contendo ácidos graxos saturados e insaturados, comprovado por espectros 

de RMN de 1H e de 13C (Figuras 25 e 26).  

A composição da mistura de ácidos graxos foi convertida em seus ésteres metílicos 

correspondentes através de uma reação com metanol e uma quantidade catalítica de 
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ácido p-toluenossulfônico (conforme ilustrado na Figura 24). Esse procedimento foi 

realizado com o propósito de conduzir experimentos de cromatografia 

gasosa/espectrometria de massas. Os resultados revelaram que a mistura 

majoritariamente consiste em ácido oleico (C18:1, 32%), ácido linoleico (C18:2, 18%), 

ácido palmitoleico (C16:1, 6,1%), juntamente com ácidos graxos saturados, tais como 

o ácido pentadecanoico (C15:0, 4,5%), o ácido palmítico (C16:0, 20,5%), e o ácido 

esteárico (C18:0, 15%), como indicado na Tabela 7.  

Figura 24. Preparação de derivados metílicos de ácidos graxo. 

 

 

  

Tabela 7. Principais ácidos graxos presentes na Fração 1 de Acremonium sp. (NF14). 

Ácido m/za Área% 

Ácido pentadecanoico 

(C15:0) 

242 4,5 

Ácido palmitoleico 

(C16:1) 

254 6,1 

Ácido palmítico (C16:0) 256 20,5 

Ácido oleico (C18:1) 282 32,0 

Ácido linoleico (C18:2) 280 18,0 

Ácido esteárico (C18:0) 284 15,0 

aCalculado a partir da massa do éster metílico correspondente 
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Figura 25. Espectro de RMN de 1H (CDCl3, 500 MHz) da mistura de ácidos graxos 
monoinsaturados e saturados, contendo principalmente ácido oleico (C18:1) e ácido 
linoleico (C18:2) presentes no extrato de NF14. 

 

  

Figura 26. Espectro de RMN de 13C (CDCl3, 125 MHz) d a mistura de ácidos graxos 
monoinsaturados e saturados, contendo principalmente ácido oleico (C18:1) e ácido 
linoleico (C18:2) presentes no extrato de NF14. 
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Figura 27. Espectro de correlação heteronuclear HSQC para a mistura de ácidos 
graxos monoinsaturados e saturados, contendo principalmente ácido oleico (C18:1) e 
ácido linoleico (C18:2) presentes no extrato de NF14. 

 

  

 É altamente provável que o ácido oleico seja um dos compostos responsáveis pela 

atividade antibiofilme observada no extrato de NF14, uma vez que essa característica 

foi documentada por Khadke et al. (2021). Nesse estudo, os autores evidenciaram que 

o ácido oleico, quando presente a uma concentração de 20 µg/mL, apresentou uma 

notável capacidade de inibir a formação de biofilme por A. baumannii, sem afetar o 

crescimento de suas células planctônicas (a concentração inibitória mínima foi 

superior a 500 µg/mL) e causou uma marcante redução na motilidade de A. 

baumannii. De forma interessante, simulações de dinâmica molecular revelaram que 

o ácido graxo se liga à enzima sintase de acil-homoserina lactona, que desempenha 

um papel crucial na comunicação quorum (AbaI), e exibiu uma estabilidade 

conformacional significativa nas interações entre o ácido graxo e AbaI. Esses 

resultados indicam que o ácido oleico possui a capacidade de inibir a formação de 

biofilme por diferentes cepas de A. baumannii e, portanto, pode ser considerado como 

uma molécula promissora para o controle de infecções persistentes causadas por A. 
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baumannii. Ácidos graxos monoinsaturados têm demonstrado inibir a expressão de 

genes relacionados à virulência e podem afetar a adesão e motilidade bacteriana. 

Portanto, o ácido oleico pode ser uma opção promissora para o desenvolvimento de 

estratégias antibiofilme contra o A. baumannii (Nicol et al., 2018). 

Em contrapartida, o ácido linoleico (C18:2), um ácido graxo ômega-6, demonstrou 

ter propriedades antimicrobianas, conforme observado por Feldlaufer et al. (1993), e 

também efeitos antiproliferativos, como documentado por Lee et al. (2022). No estudo 

mais recente, os pesquisadores descreveram que o ácido linoleico, assim como o 

ácido oleico exibiram valores de IC50 de 50,3 e 90,4 µM, respectivamente, quando 

testados em células de câncer cervical humano (HeLa). É digno de nota que 

Namikoshi et al. (2002) já haviam previamente destacado que tanto o ácido oleico 

quanto o ácido linoleico têm a capacidade de inibir a automontagem de microtúbulos, 

sugerindo seu potencial como agentes antitumorais. 

Dentro dos ácidos graxos saturados encontrados no extrato do fungo NF14, 

merecem destaque o ácido palmítico (C16:0) e o ácido esteárico (C18:0). 

Recentemente, Prasath et al. (2022) conduziram uma pesquisa sobre o potencial 

antifúngico e a capacidade de reduzir a virulência do ácido palmítico (PA) em relação 

ao biofilme maduro da Candida tropicalis e seus fatores de virulência associados. Os 

resultados obtidos in vitro demonstraram uma significativa inibição do biofilme da C. 

tropicalis quando tratado com PA, em comparação com as espécies C. albicans e C. 

glabrata. Adicionalmente, o PA foi capaz de reduzir o biofilme maduro da C. tropicalis 

em diferentes momentos. O tratamento com PA também desencadeou o processo de 

apoptose na C. tropicalis através da disfunção mitocondrial mediada por ROS.  

Além disso, após 48 horas de tratamento, o PA demonstrou influência sobre outros 

fatores de virulência, incluindo a hidrofobicidade da superfície celular, a biossíntese 

de ergosterol, proteases e lipases. Essa pesquisa enfatiza a eficácia do PA em 

combater o biofilme e reduzir a virulência da C. tropicalis. Portanto, de acordo com os 

autores, o PA poderia ser aplicado em conjunto com outros agentes antifúngicos para 

melhorar a eficácia no controle de infecções causadas por espécies de Candida que 

não a Candida albicans (CNCA).   
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos na pesquisa evidenciam que os seis fungos endêmicos 

do Pantanal, pertencentes aos gêneros Fusarium e Acremonium, produzem 

metabólitos secundários com notável atividade inibitória em relação a cepas de 

bactérias como Klebsiella pneumoniae KPC, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 

epidermidis, Staphylococcus epidermidis MDR, Escherichia coli KPC, Escherichia coli 

e Acinetobacter baumannii MDR. A concentração desses metabólitos variou entre 35 

mg/mL e 0,23 mg/mL, resultando em inibição total ou parcial do crescimento 

bacteriano. 

Além disso, o extrato bruto do fungo do gênero Acremonium sp. (NF14) 

demonstrou atividade contra a formação de biofilme por Acinetobacter baumannii 

(MDR) em concentrações de 25±0,19 mg/mL, com um IC90 de 12,5 mg/mL e uma 

capacidade de controle de mais de 50% da formação de biofilme em concentrações 

tão baixas quanto 1,56 mg/mL. 

É relevante destacar que a análise do extrato metabólitos secundários de 

Acremonium sp. (NF14) revelou uma mistura de pelo menos seis ácidos graxos: ácido 

oleico, ácido linoleico, ácido esteárico, ácido palmítico, ácido palmitoleico e ácido 

pentadecanoico. Esses resultados sugerem que tanto ácidos graxos saturados quanto 

monoinsaturados têm potencial terapêutico na luta contra infecções microbianas, 

formação de biofilmes e até mesmo no tratamento de câncer. 

Essas descobertas abrem novas perspectivas para pesquisas futuras e o 

desenvolvimento de terapias que explorem as propriedades benéficas dos ácidos 

graxos na área médica e de saúde, oferecendo novas abordagens para o tratamento 

de doenças e infecções. 
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