
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO
FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO

Otimização das condições de cultivo do fungo Papulaspora immersa 
para produção de substâncias bioativas.

Glaucia Hollaender Braun

Ribeirão Preto
2008



RESUMO
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Os  antibióticos  vem  sendo  empregados  por  décadas  no  combate  as  infecções 
bacterianas  mas,  muitos  deles  são  usados  como  agentes  antitumorais, 
imunissupressores,  lipocolesterolégicos,  inibidores  de  enzimas  e  agentes 
antiparasitários.  Os microrganismos,  e  dentre  eles  os fungos,  são produtores  de 
metabólitos secundáros, com atividades biológicas, cuja produção é regulada para 
impedir  uma  superprodução  desnecessária.  O  aumento  na   produção  de  uma 
substância só é conseguido desregulando tal processo o que é pssível através de 
manipulação genética ou nutricional. O presente projeto teve por objetivo otimizar as 
condições de cultivo do fungo endofítico  Papulaspora immersa para incrementar a 
produção de metabólitos secundários com atividades antibacteriana, antiparasitária, 
antifúngica e antitumoral.  O fungo foi  cultivado em duas etapas:  inicialmente em 
meio  pré-fermentativo  por  48  horas seguido  de  transferência  da  massa  micelial 
obtida para meio fermentativo Czapek e nesta etapa vários parâmetros que alteram 
as condições de cultivo foram variados. Os cultivos foram realizados assepticamente 
a 30°C e sob agitação constante e o filtrado das culturas foram particionados com 
solventes orgânicos  obtendo-se  os  extratos,  aceto  etílico,  butanólico,  etanólico  e 
aquoso. Nos estudos iniciais o tempo de cultivo no meio fermentativo foi de 20 dias 
(condição padrão) e sob esta condição, o extrato aceto etílico apresentou a melhor 
atividade antibacteriana para Pseudomonas aeruginosa  (CIM = 90 µg/mL) e não foi 
detectada  atividade  frente  a  Escherichia  coli  , assim  como  não  foi  observada 
atividade antifúngica para estes extratos. As seguintes variáveis foram testadas nas 
condições de cultivo no meio fermentativo : período de incubação, fonte de carbono, 
fonte de nitrogênio, pH, temperatura e a proporção das fontes carbono/nitrogênio do 
meio.  Cada  extrato  obtido  proveniente  das  diferentes  condições  de  cultivo  foi 
avaliado  para  atividade  antibacteriana,  antitumoral,  antifúngica  e  inibidora  das 
enzimas gGAPDH  deTrypanosoma cruzi e  APRT de   Leishmania tarentolae em 
ensaios de CIM.  O extrato que apresentou a melhor atividade antibacteriana foi 
obtido  das  seguintes  condições  de  cultivo:  meio  suplementado  com  3,0%  de 
sacarose; 0,2% de Nitrato de sódio; pH inicial 5,0, após 9  de incubação a 30 °C, ou 
seja,  CIM  de 90 µg/mL para  P. aeruginosa e de  100 µg/mL para  E. coli.  Nestas 
mesmas condições obteve-se os melhores níveis de atividade antitumoral frente as 
três  linhagens  humanas  avaliadas (HCT-8,  MDA-MB435  e  SF295).  A  melhor 
atividade inibitória da enzima parasitária APRT de L. tarentolae (79,82 %) foi obtida 
do extrato aceto etílico proveniente do cultivo em meio fermentativo nas mesmas 
condições anteriores, porém quando a cultura era incubada a 35°C e não a 30°C. 
Significativa atividade inibitória sobre esta enzima (79,25 %) foi também obtida de 
extrato aceto etílico proveniente da mesma condição de cultivo anteriormente citada, 
porém em pH 4,0 a 30°C, condição na qual a atividade antibacteriana mostrou-se 
insignificante.  Nenhum  dos  extratos  analisados  apresentou  atividade  inibitória 
significativa  para  a  enzima  parasitária  gGAPDH  de T.  cruzi. A otimização  das 
condições  de  cultivo  do  fungo  Papulaspora  immersa demonstrou  que  9  dias  de 



cultivo  em meio  fermentativo  eram suficientes   para  a  produção  de  metabólitos 
secundários com atividades biológicas e que é possível obter-se uma determinada 
atividade  em  maior  concentração  dependendo  por  exemplo  do  pH   ou  da 
temperatura em que se cultiva esse fungo.

Palavras-chave:  Fungos  endofíticos,  atividade  biológica,  meio  de  cultivo  

fermentativo, Papulaspora immersa.



INTRODUÇÃO

1.1 Microrganismos e Fungos Endofíticos como Fonte de Fármacos 

Dentre  as  diversas  fontes  naturais,  os  metabólitos  secundários  de 

microrganismos  são  citados  como  componentes  estruturais  e  compostos 

biologicamente  ativos  importantes,  o  que  torna  os  microrganismos  fontes 

promissores na contínua busca de novas substâncias protótipos ao desenvolvimento 

de fármacos (DONADIO et al., 2002; CORRADO; NEWMAN et al., 2003; STROBEL, 

2003; RODRIGUES, 2004)

 A maioria  dos  antibióticos  comumente  utilizados  no  mercado  de  origem 

microbiana são originários de actinomicetos e  de fungos.

Nos   últimos  60  anos  esses  microrganismos  tem sido  o  foco  de  pesquisas  em 

laboratórios  industriais  e  acadêmicos  e  modelos  matemáticos  estimam  que  o 

número de antibióticos a serem descobertos a partir de culturas com actinomicetos, 

está em torno de 105, evidenciando a importância desse grupo para o estudo da bio 

e  quimiodiversidade,  mas  outros  grupos,  como  as  cianobactérias  e  as 

myxobactérias, também têm demonstrado importância na produção de metabólitos 

secundários bioativos.

A busca por produtos naturais tem esbarra no grande tempo e nos gastos 

despendidos para essas pesquisas e na possibilidade de se isolar uma substância já 

anteriormente  conhecida  (WILDMAN,  2003).  Acredita-se  no  entanto  que   com o 

avanço das técnicas de biologia molecular, da avaliação de bibliotecas de DNA e de 

bibliotecas químico-estruturais, rotas alternativas e complementarares na realização 

de  “screening”  de  produtos  naturais,   venham  a  constituir  novos  métodos  para 

descoberta de novos (SEYMOUR et al., 2004). 

 Sabe-se  que  6  dos  20  medicamentos  mais  prescritos  mundialmente  são 

originários de fungos  (DEMAIN, 1999; SCHULZ; BOYLE, 2005) como por exemplo, 

penicilina,  tetraciclina  e  cefalosporina.  Fungos  também  apresentam  grande 

aplicação  industrial,  na  produção  de  enzimas,  vitaminas,  polissacarídeos  e  de 

corantes  naturais  (ADRIO;  DEMAIN,  2003).  No  entanto,  apesar  desse  enorme 



potencial  apenas  5%  das  espécies  de  fungos  presentes  na  natureza  já  foram 

descritos (HAWKSWORTH, 2001). 

A  vantagem  em  se  trabalhar  com  produtos  naturais  produzidos  por 

microrganismos  e  dentre  eles  com  fungos,  é  a  facilidade  em  cultivá-los  em 

laboratório  e  em  alterar  suas  condições  de  cultivo,  além  disso  ressalta-se  que 

crescem rapidamente quando comparados com espécies vegetais e animais.

 Uma parcela dos microrganismos, principalmente bactérias e fungos, habitam 

o interior de plantas (SCHULZ; BOYLE, 2005). Por definição fungos endofíticos são 

aqueles que colonizam, em algum período de seu ciclo de vida, os tecidos sadios de 

plantas, sem causarem visíveis sintomas de doenças (PETRINI, 1992). Estes fungos 

podem  habitar  seu  hospedeiro  intracelularmente  (CABRAL  et  al.,  1993)  ou 

intercelularmente (BOYLE et al., 2001).

A interação do endofítico  com uma planta hospedeira pode ser caracterizada 

como  uma  simbiose  mutualística  (READMAN  et  al.,  2002),  uma  relação  de 

comensalismo (DECKERT et al., 2001) ou mesmo um fitopatógeno latente que pode 

estabelecer colonização inicialmente como endofítico (PHOTITA et al., 2004). Nesta 

interação, observa-se um frágil  equilíbrio entre antagonistas caracterizado por um 

estado momentâneo de colonização assintomática, relacionada com a produção de 

diversos metabólitos secundários. Esta produção é permeada pelo fator de virulência 

do  fungo,  assim  como  pelo  fator  de  defesa  da  planta,  notando-se  que  fungos 

secretam enzimas e outros metabólitos, necessários ao processo de infecção, e que 

a planta produz metabólitos responsáveis pela contenção da infecção, (SCHULZ; 

BOYLE, 2005). Este processo de produção de substâncias é também influenciado 

pelo  nicho  ecológico  que  o  fungo  e  a  planta  ocupam  e  por  fatores  ambientais 

existentes  (PALKOVÁ,  2004;  SCHULZ;  BOYLE,  2005).  Portanto  essa  interação 

evidencia  certa  plasticidade  fenotípica,  presente  em  ambos  os  organismos 

envolvidos. (SCHULZ; BOYLE, 2005; TEJESVI et al., 2006)

Fungos  endofíticos  também produzem metabólitos  bioativos  que  agem na 

planta como hormônios de crescimento (de BATTISTA et  al.,  1990),  aumentam a 

tolerância  a  estresses  abióticos  (GAO  et  al.,  2005),  influenciam  na  fotossíntese 

(SCHARDL et al., 2004) e inibem a herbivoria e a infecção por patógenos (ARNOLD 



et al., 2003). Em troca são supridos com nutrientes e favorecidos em sua dispersão 

e reprodução (RUDGERS  et al., 2004), evidenciando o beneficio de ambos nesta 

interação endofítico-hospedeiro.

Uma ampla  diversidade  de  metabólitos  secundários  microbianos  pode  ser 

encontrada  a  partir  de  uma única  espécie  vegetal,  já  que  todas  as  plantas  são 

colonizadas por mais de um endofítico (STROBEL, et al., 2004). Relatos científicos 

preconizam que endofíticos são promissores para a descoberta de novos compostos 

bioativos, pois 80% dos isolados de fungos endofíticos produziram compostos com 

algum tipo de atividade  detectada em testes biológicos (SCHULZ,  et al., 2002). A 

proporção  de  isolamento  de  novas  substâncias  e  estruturas  produzidas  por 

endofíticos (51%) é maior que a encontrada em fungos isolados de solos (38%) e 

demais organismos (SCHULZ; BOYLE, 2005).

Os  metabólitos  secundários  isolados  de  fungos  endofíticos  pertencem  a 

diversos  grupos  estruturais,  como  esteróides,  xantonas,  isocumarinas,  quinonas, 

terpenóides,  lignanas,  flavonóides,  alcalóides,  fenilpropanoides,  fenóis,  peptídeos, 

compostos alifáticos e clorados. (TAN; ZOU, 2001; SCHULZ; BOYLE, 2005).

Muitos destes compostos apresentaram diversas atividades biológicas, como 

as substâncias globosumonas, isoladas do endofítico  Chaetomium globosum, com 

atividade citotóxica contra células tumorais (BASHYAL  et al.,  2005),  a substância 

antibacteriana guanascatepeno A, a qual apresentou atividade frente às bactérias 

Staphylococcus  aureus e  Enterococcus  faecalis resistentes  (BRADY;  BONDI; 

CLARDY, 2001), a substância brefeldina A, isolada do fungo endofítico  Aspergillus 

clavatus, com atividade antifúngica e antiviral, e uma atividade citotóxica maior que a 

apresentada pelo taxol (WANG et al., 2002) e compostos com atividade antimalárica 

como o metabólito secundário produzido  pelo fungo endofítico Phomopsis phaseoli 

(ISAKA, 2001), o qual possui uma enorme importância farmacológica necessitando 

de uma aplicabilidade efetiva em países subdesenvolvidos, já que a malária se trata 

de um problema de saúde pública.

 1.2 Resistência Microbiana a Antibióticos



A  resistência  aos  fármacos  atualmente  utilizados  em  tratamentos 

antimicrobianos e antitumorais (LEVY, 2005) demonstra que além de uma correta 

manipulação dos fármacos disponíveis,  é relevante o enfoque em pesquisas que 

abordem  a  prospecção  em  produtos  naturais  com  atividade  biológica  para  se 

descobrir  agentes mais efetivos, menos tóxicos e com diferentes mecanismos de 

ação. (ANDERSON, 2005). 

Sabe-se que essa resistência microbiológica desenvolve-se, não somente em 

bactérias,  mas  também  em  fungos,  vírus  e  parasitas  (LEVY,  2005)  e  que  é  o 

resultado de fatores como mutações genéticas,  trocas de material  genético entre 

microrganismos,  seleções  evolutivas  e  proliferação  de  clones  bacterianos  com 

múltiplas  resistências  (TENOVER,  2001).  Essa  resistência  genética,  uma  vez 

adquirida,  não é facilmente perdida,  integrando-se ao genoma do microrganismo 

(LEVY, 2005).

No  caso  de  infecções  fúngicas  o  problema  agrava-se  pela  pequena 

diversidade  de  agentes  antifúngicos  utilizados  atualmente  em  tratamentos 

(ANDERSON, 2005).

      O sucesso na descoberta de novos compostos produzidos por microrganismos 

requer  a  utilização  de  condições  de  cultivo  adequadas  para  a  produção  de 

metabólitos  desejados  (PELAEZ,  2006).   Em fungos  a  produção   de  compostos 

bioativos de fungos ocorre normalmente na fase estacionária de seu crescimento, ou 

na idiofase.

Metabólitos bioativos de fungos endofíticos são potencialmente relevantes em 

pesquisa  de  novos  antibióticos,  antifúngicos,  agentes  antitumorais, 

imunossupressores,  hipoglicemiantes,  antiparasitários  e  enzimas  inibitórias 

(DEMAIN, 1999).

1.3 Doença de Chagas e Leishmaniose

A doença de Chagas, que etm como agente etiológico o Trypanosoma cruzi,l 

afeta mais de 16 milhões de pessoas (FREITAS  et al, 2002),  e a Leishmaniose, 

cujo agente etiológico são espécies de gênero Leishmania, são doenças que afetam 



principalmente populações da África e das Américas Central e do Sul, constituindo-

se em graves problemas de saúde pública. No entanto, não há nenhum fármaco 

eficaz  para  seus  tratamento,  além  de  que  os  poucos  fármacos  disponíveis 

apresentam   efeitos  colaterais  elevados  e  alta  toxicidade.  Em  relação  a 

Leishmaniose entre os anos de  1985 a 1999, foram registrados no Brasil  388.155 

casos autóctones de leishmaniose tegumentar americana. Comparando-se os dados 

de 1985 (13.654 casos) com os de 1999 (30.550), observa-se que o coeficiente de 

detecção  da  Leishmaniose  no  Brasil  aumentou  de  10,45/100.000  hab.  para 

18,63/100.000 habitantes, em função da melhoria do fluxo de informação.

As  espécies  pertencentes  ao  gênero  Leishmania  utilizam  três  enzimas 

fosforribosil-transferases  para  a  reciclagem  de  purino-nucleotídeos,  adenina-

fosforribosil-transferase  (APRT),  hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase 

(HGPRT) e xantina-fosforribosil-transferase (XPRT).  Os mamíferos possuem via de 

síntese de purinas denominadas de novo, já as espécies do gênero Leishmania são 

exclusivamente  dependentes  desta  via  de  recuperação  citada  acima  (TUTTLE; 

KRENISTKY,  1980),  tornando  estas  enzimas  interessantes  alvos  para 

desenvolvimento de novos fármacos para o combate da Leishmaniose.

A  enzima  gliceraldeído-3-fosfato  desidrogenase  (GAPDH)  é  uma  enzima 

glicolítica  que  catalisa  a  fosforilação  oxidativa  de  gliceraldeído-3-fosfato  em 1,3-

difosfatoglicerato,  na  presença  de  fosfato  inorgânico  e  de  NAD+  como coenzima 

(ENGEL  et  al.,  1987).  A  forma  infectante  de  T.  cruzi,  denominada  forma 

tripomastigota metacíclica, é dependente da via glicolítica para a produção de ATP. A 

inibição da enzima GAPDH resulta em inibição da via glicolítica (BAKKER  et al., 

1999),   tornando-se  assim  um  interessante  alvo  o  para  desenvolvimento  de 

fármacos antichagásicos.

 1.4 Família Asteraceae e Smallanthus sonchifolius (yacón)

Dentre as Angiospermas a família Asteraceae apresenta um grande número 

de representantes no Brasil, sendo composta por 1.533 gêneros e aproximadamente 

23.000  espécies,  agrupadas  em 3  subfamílias  e 17  tribos  (BREMER,  1994).  Os 

representantes  desta  família  encontram-se  predominantemente  em  regiões  de 



cerrado, onde se observa uma enorme diversidade vegetal (GOTTLIEB; KAPLAN; 

BORIN,  1996).  São  plantas  herbáceas,  subarbustivas,  arbustivas  e  raramente 

arbóreas, podendo ser perenes ou anuais.

Diversas  espécies  possuem  importância  biológica  e  econômica,  como  a 

alface (Lactucca sativa), a camomila (Matricaria chamomilla), a carqueja (Baccharis 

trimera), o guaco (Mikania laevigata), a alcachofra (Cynara scolymus), dentre muitos 

outros  igualmente  empregados  na  terapêutica,  como  fitoterápicos,  na  medicina 

popular e na alimentação.

O yacón é uma planta herbácea, pertencente à família Asteraceae, de clima 

tropical  de  altitude.  Foi  introduzida  em diversos  países  devido  ao  seu  potencial 

alimentício e por ser substrato para produção de inulina. Possui como características 

morfológicas  folhas  largas  e  escuras,  flores  amareladas  ou  alaranjadas  e  suas 

raízes  e  caules  apresentam  grande  quantidade  de  inulina  (FUKAI  et  al.,  1993). 

Porém,  pouco  se  conhece  sobre  a  morfologia  do  seu  sistema subterrâneo,  não 

havendo consenso sobre a denominação dos órgãos que o compõem. Neste estudo 

foi utilizada a denominação proposta por Machado et al. (2004), segundo a qual um 

sistema subterrâneo é espessado e de natureza mista representado por rizóforos e 

raízes, sendo o sistema radicular formado por raízes adventícias as quais podem 

permanecer delgadas ou sofrerem intensa tuberificação.

Na revisão proposta por Wells em 1967, o yacón e as plantas próximas estão 

inseridos no gênero Polymnia. De acordo com as revisões propostas por Robinson 

em 1978, as espécies anteriormente consideradas como Polymnia foram separadas 

em dois gêneros, Smallanthus e  Polymnia, sendo o yacón pertencente ao gênero 

Smallanthus. Esta última classificação vem sendo a mais aceita por diversos autores 

e herbários (GRAU; REA, 1997).

A presença  de  compostos  fenólicos  antioxidantes   foi  relatada  em  estudos  de 

atividades biológicas em extratos de folhas e raízes tuberosas de yacón, e pode-se 

citar  também que suas partes  aéreas são utilizadas tradicionalmente  como chás 

hipoglicemiantes  (YAN,  et  al.,  1999).  Isolou-se  de  suas  folhas  seis  compostos 

identificados como lactonas sesquiterpênicas com atividade contra  Bacillus subtilis, 

sendo dois destes novos compostos, inéditas na literatura, (LIN et al., 2003). 



Durante a realização do Programa de Atualização por mim desenvolvido, sob 

subervisão  da  Profa.  Dra.  Mônica  Tallarico  Pupo,  do  laboratório  de  Química 

Farmacêutica,  FCFRP-USP,  foi  isolado  das  raízes  delgadas  de  Smallanthus 

sonchifolius um  fungo  endofítico,  inicialmente  designado  PS-1  e  posteriormente 

identificado  pela  “Coleção  de  Culturas  -Micoteca  URM-  Departamento  de 

Micologia/CCB/  UFPE”,  Av.  Prof.  Nelson  Chaves,  s/n  Cidade  Universitária,  CEP 

50670-420 Recife/PE, como Papulaspora immersa.

1.5 Regulação Metabólica para a Produção de Metabólitos Secundários

As  condições  do  meio  ambiente  exercem  uma  importante  influência  nas 

propriedades de comunidades formadas por diferentes microrganismos, ou seja, no 

ecossistema  existente.  Microrganismos  são  capazes  de  modificarem  suas 

propriedades fisiológicas e bioquímicas de acordo com a condição nutricional a que 

são expostos (PALKOVÁ, 2004). Portanto as fontes de carbono presentes em  meios 

fermentativos  estão  nitidamente  relacionadas  com  a  produção  de  antibióticos  e 

demais  metabólitos  secundários  pelos  microrganismos.  Para  produção  de 

metabólitos  secundários,  geralmente,  o  meio  de  cultivo  é  primeiro  suplementado 

com uma fonte de carbono rapidamente metabolizável, o que permite proliferação 

celular com aumento da massa microbiana e em seguida, uma fonte de carbono 

utilizada mais lentamente é adicionada quando o microrganismo já se encontra  na 

idiofase, a fase estacionária do crescimento. Da mesma forma a fonte de nitrogênio 

e  fósforo  exercem  papel  fundamental  na  produção  de  metabólitos  secundários 

(ADRIO; DEMAIN 2003; SANCHEZ e DEMAIN, 2002).

 A  temperatura  e  luminosidade  são  fatores  que  também  devem  ser 

considerados  na  otimização  dos  meios  fermentativos,  interferindo  na  fisiologia  e 

bioquímica  do  fungo,  no  crescimento  e na  produção  de  esporos  (MELLO  et  al., 

2004). 

 É sabido que a produção de metabólitos secundários está submetida a um 

sistema  de  regulação  gênica  eficiente  influenciada  por  fatores  ambientais.  Foi 

relatado que em  Aspergillus  fumigatus  restos de bactérias autoclavadas atuaram 



como  substâncias  elicitoras  no  metabolismo  secundário  de  fungos.  (FURTADO, 

2002).

Além disso sabe-se que a biosíntese de produtos naturais está geralmente 

associada  com  o  desenvolvimento  morfológico  do  microrganismo. Muitos 

metabólitos  secundários  são  produzidos  por  organismos  que  apresentam  hifas 

desenvolvidas e morfologia complexa. Os mecanismos envolvidos nestes processos 

ainda  não  estão  muito  claros.  Sabe-se  que  em  Aspergillus  nidulans  existe 

mecanismos envolvidos em sinalizações intracelulares desencadeadas por proteínas 

G,  por  proteínas  quinase  A (PKA)  e  por  AMP cíclico  as  quais  regulam  ambos, 

esporulação assexuada e a biosíntese de metabólitos secundários (Calvo et al, 2002 

).

Diferentemente  dos  genes  envolvidos  no  metabolismo  primário,  os 

genes responsáveis pela síntese de metabólitos secundários estão localizados no 

genoma em forma de clusters. A regulação desses clusters de genes é controlada 

através  de  genes  estruturais  e  por  duas  classes  de  fatores  reguladores  de 

transcrição. Uma classe específica para determinadas vias metabólicas, como por 

exemplo, em Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus o gene aflR codifica para o 

fator de transcrição Zinco (II)2-Cys6  responsável pela produção de aflotoxina, e outra 

classe  global,  a  qual  media  fatores  ambientais  ,  como temperatura,  pH  (PacC), 

fontes  de  nitrogênio  (AreA)  e  fonte  de  carbono  (CreA)  .  O  envolvimento  destas 

proteínas (CreA, PacC e AreA) no metabolismo secundário  garantem que as vias 

metabólicas do metabolismo secundário respondam às demandas do metabolismo 

celular  fúngico,  de  acordo  com as  condições  ambientais.  E   podem refletir  nas 

diferenças encontrdas na produção de metabólitos secundários quando fungos são 

submetidos  ao  crescimento  em  meios  contendo  diferentes  fontes  de  carbono, 

nitrogênio, temperatura e valores de pH, (KELLER et al, 2005)

A maioria  dos  produtos  naturais  provenientes  de  fungos  é  originária  de 

policetidíos, peptídeos ou de combinações de ambos. Estes produtos derivam de 

Acetil-coA, Malonil-CoA e aminoácidos, sendo agrupados por enzimas multidomínios 

denominadas  policetídeos  sintases  (PKSs),  peptídeos  não  ribossomal  sintases 

(NRPSs) ou sistemas híbridos PKSs-NRPSs.(MISIEK; HOFFMEISTER, 2007).



Segundo Melentiades et al. (2000), o fator que mais influência no crescimento 

do microrganismo é a composição nutricional, assim como permite um crescimento 

sem restrições, favorecendo a total expressão fenotípica do microrganismo. Sendo 

assim,  tanto a produção de certos metabólitos que possuam um maior interesse 

quanto à supressão daqueles que não sejam produtivamente desejáveis, podem ser 

manipuladas de acordo com características do meio fermentativo utilizado.



CONCLUSÕES

O  fungo  Papulaspora  immersa,  isolado  em  associação  endofítica  com 

Smallanthus  sonchifolius, mostrou  ser  produtor  de  metabólitos  secundários  com 

atividades antibacteriana, antitumoral e inibitória de enzimas dos parasitas T. cruzi e 

L. tarentolae. Modificações nas condições de cultivo deste fungo influenciaram a 

produção desses metabólitos secundários, assim como otimizaram sua produção.

A melhor  atividade antibacteriana  promovida  por  extratos aceto  etílicos  foi 

obtida quando esse fungo foi cultivado em presença de  3,0% de sacarose , 0,2% de 

nitrato  de sódio,  em pH 5 à  30 °C por  9 dias,  sob agitação constante.  Nestas 

condições obteve-se concentração inibitória mínima de 100 µg/mL para E. coli e 90 

µg/mL frente a P. aeruginosa .

A  condição  de  cultivo  que  resultou  na  produção  da  melhor  atividade 

antitumoral foi também a mesma responsável pela melhor atividade antibacteriana. 

Nesta  condição  o  fungo  endofítico Papulaspora  immersa  produziu  metabólitos 

secundários  que  inibiram  em  mais  de  90%  o  crescimento  das  três  linhagens 

tumorais  humanas  avaliadas,  HCT-8,  MDA-MB435  e  SF295,  sugerindo  que 

substâncias  contidas  neste  extrato  apresentam  concomitantemente  atividade 

antibacteriana e antitumoral.

O fungo P. immersa não apresentou extratos com atividade antifúngica, frente 

a  N. crassa,  A. fumigatus e  C. albicans, resultados estes, em concordância com a 

literatura, a qual reporta ausência de atividade antifúngica em extratos de cultivo de 

Papulaspora sp. frente a C. albicans.

Dentre  os  19  extratos  avaliados  nenhum  apresentou  atividade  inibitória 

significativa para gGAPDH e 11 apresentaram atividade inibitória significativa para  a 

enzima  APRT,  ou  seja  inibiram  a  enzima  em  mais  de  90%  .Os  extratos  que 

apresentaram as melhores atividades foram obtidos do cultivo em meio fermentativo 

após 9 dias , suplementado com 3% de sacarose e 0,2 % de nitrato de sódio, em pH 

5,0 à 35°C apresentando atividade inibitória  de 79,8 %, para esta  enzima,  e  do 

cultivo obtido nas mesmas condições acima, exceto pelo pH 4,0 e temperatura 30°C 

com atividade enzimática inibitória de 79,25 %.



Atividades  antibacteriana,  antitumoral  e  inibitória  de  enzimas  parasitárias 

foram detectadas nos distintos extratos obtidos dos cultivos em meio fermentativo, 

sugerindo  que  o  fungo Papulaspora  immersa possivelmente  produza  distintas 

substâncias bioativas. Esses dados foram obtidos de ensaios com extratos brutos, 

possivelmente  ao  se  isolar  os  compostos  desses  extratos  se  obtenham valores 

ainda mais relevantes em ensaios biológicos.

Ressalta-se a importância dos estudos das condições de cultivo de fungos 

para produção de metabólitos secundários, pois além de adequar o tempo de cultivo 

e os outros parâmetros permitem detectar que a simples mudança da temperatura 

de  30°C  para  35°C  fez  com  que  preferencialmente  substâncias  com  atividade 

inibitória  da  enzima  APRT  fossem  produzidas  em  detrimento  das  atividades 

antitumorais e antibacterianas. Por outro lado a mudança de 30°C para 25°C alterou 

muito pouco a atividade antitumoral e reduziu a atividade antibacteriana. O mesmo 

raciocínio pode ser feito se compararmos o efeito do pH. Esses dados são, sem 

dúvidas, muito importantes para o isolamento destas substâncias. 

Conforme  as  figuras  8,10  e  12,  onze  extratos  apresentaram  atividade  inibitória 

significativa para a enzima APRT.  Dentre os extratos avaliados,  7 apresentaram 

atividade  inibitória  moderada  e  somente  1  extrato  apresentou  atividade  pouco 

significativa.

Os melhores valores de inibição foram obtidos por   extratos aceto etílicos, do cultivo 

após 9 dias em meio fermentativo suplementado com 3% de sacarose e 0,2% de 

nitrato  de sódio,  em pH 5,0 à 35°C (79,82 %),  do cultivo após 9 dias  em meio 

fermentativo suplementado com 3% de sacarose e 0,2 % de nitrato de sódio, em pH 

4,0 à 30°C (79,25 %) e do cultivo após 9 dias em meio fermentativo suplementado 

com 3% de sacarose e 0,2 % de nitrato de sódio, em pH 7,0 à 30°C (71,12 %). 
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