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CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DE COMPOSTOS BIOATIVOS DO 
FUNGO ENDOFÍTICO Cochliobolus intermedius ISOLADO DE 
SABONETEIRA (Sapindus saponaria L.) E AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE 
ANTIMICROBIANA.

RESUMO 

Os fungos endofíticos são organismos que vivem em plantas sadias, dentro de seus tecidos 
intercelulares, apresentam, dentre muitas características, a capacidade de produzir uma 
enorme variedade de metabólitos secundários com um amplo espectro de utilização. O fungo 
endofítico Cochliobolus intermedius ainda pouco conhecido, pode efetivamente ser um bom 
produtor de compostos bioativos e foi isolado de Sapindus saponaria L. descrito na literatura, 
onde apresentou efeitos antimicrobianos, além de ser encontrado em ervas daninhas doentes. 
O objetivo deste trabalho foi o de obter metabólitos secundários produzidos a partir do fungo 
C. intermedius, a caracterização química destes e a avaliação da atividade antimicrobiana. 
Para tanto, o endofítico foi cultivado em caldo BD durante 7 dias, sem agitação e a uma 
temperatura de 28 °C. Posteriormente foi realizada a separação do caldo do micélio através de 
filtração seguida de centrifugação. O sobrenadante foi particionado com AcOEt resultando em 
um extrato que foi fracionado e utilizado para a identificação do composto. Após 
procedimentos cromatográficos (CCD e CC) seguidos, as frações foram devidamente 
submetidas à análise por RMN de 1H (300 MHz) e 13C (75,5 MHz) para demonstração dos 
componentes químicos que resultou na identificação da curvularina, a partir da fração D. 
Testes de atividade antibacteriana e antifúngica foram realizados demonstrando que a 
curvularina é a substância principal produzida por C. intermedius, com efeito inibitório ao 
crescimento dos fungos Moniliphtora perniciosa, Didymella bryoniae�e Fusarium solani f sp
glycines, nas bactérias Micrococcus luteus, Xanthomonas ax.pv. phaseoli, Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli e Enterococcus hyrae. Os resultados permitem concluir que C. 

intermedius é um fungo endofítico que apresenta capacidade de agir contra o ataque de 
patógenos comprovando desta forma sua aplicação biotecnológica e como controle biológico. 

Palavras-chave: identificação química, metabólitos secundários, endófito, teste de 
antagonismo. 
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CHEMICAL CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS OF 
ENDOPHYTIC FUNGUS Cochliobolus intermedius ISOLETED FROM 
“SABONETEIRA” Sapindus saponaria: Antagonism Test. 

ABSTRACT 

Endophytic fungi are organisms that live in healthy plants, inside of their intercellular tissues, 
presenting, among many features, the ability to produce a wide variety of secondary 
metabolites with a broad spectrum of use. The endophytic fungus Cochliobolus intermedius

still little known, it may be a good producer of bioactive compounds, and it was isolated from 
Sapindus saponaria L. described in the literature because previous studies showed 
antimicrobial effects as well as being identified in sick weeds. The aim of this paper is to 
obtain secondary metabolites from C. intermedius the chemical characterization of these and 
antimicrobial activity. For this, the endophyte was grown in broth PDA (Potato Dextrose) for 
7 days without agitation and a temperature of 28 ° C. Afterwards it was done the separation of 
the mycelium broth by filtration followed by centrifugation. The supernatant was partitioned 
with EtOAc resulting in an extract that was fractionated and used to identify compounds. 
After chromatographic procedures (TLC and CC) one after the other, the parts were analyzed 
by 1H NMR (300 MHz) and 13C (75.5 MHz) to demonstrate the chemical components that 
result in the identification of Curvularina, from part D.Antibacterial and antifungal activities 
tests were done showing that curvularin is the main substance produced by C. intermedius, 
with inhibitory effect on growth of fungi Moniliphtora perniciosa, Didymella bryoniae, 

Fusarium solani f sp glycines, and bacteria Micrococcus luteus, Xanthomonas ax.pv. phaseoli, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus hyrae. The results indicate that C.

intermedius is an endophytic fungus that has the capacity to act against the attack of 
pathogens, and thus proving their biotechnological applications and as a biological control. 

Keywords: chemical identification, secondary metabolites, endophyte, antagonism test.
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INTRODUÇÃO 

1- Interação Fungo/Planta 

Existem associações entre os seres vivos, que são condições vitais para 

sobrevivência de determinadas espécies, que podem ser incapazes de 

conseguir por si mesmas, meios de sobrevivência, incluindo nutrientes e 

proteção contra espécies predadoras e parasitárias. E dentre elas, as mais 

encontradas e frequentes, estão às interações entre os fungos associados às 

plantas. Logo a sobrevivência destes organismos depende do sucesso de suas 

associações com outros seres vivos, dentre as quais, destacamos a interação 

ocorrida especialmente com as plantas, ou então, uma vez que estas podem 

também depender de sua capacidade de assimilar nutrientes do meio ambiente 

(VIVANCO et al., 2005). 

Dentre o grupo de seres vivos, sem sombra de dúvidas, o que mais nos 

chama a atenção, é o grupo dos fungos, que durante muito tempo, foram 

considerados como vegetais e somente a partir de 1969, passaram a ser 

classificado em um reino à parte, o chamado “Reino Fungi”. Os fungos são 

organismos eucarióticos, que não possuem clorofila, por isso são 

heterotróficos, do ponto de vista nutricional, portanto, absorve componentes 

orgânicos como fonte de energia (RAVEN et al., 1992).  

Do ponto de vista respiratório, são aeróbios em sua grande maioria, com 

algumas exceções que são anaeróbios estritos e facultativos. Podem ser uni ou 

multicelulares e reproduzem-se sexuada ou assexuadamente (CARLILE, 

WATKINSON e GOODAY, 2001). 

A parede celular está presente e geralmente é formada por um açúcar 

denominado quitina, além de outros compostos como a galactose e a manana 

apresentando também celulose �-glucano. Apresentam formas filamentosas 

com células tubulares, denominadas hifas e o seu conjunto de micélio. O 

micélio dos fungos apresenta como principal função absorver nutrientes, 

podendo também apresentar funções específicas (GRIFFIN, 1994; 

ALEXOPOULOS et al., 1996; KAVANAGH, 2005). 

Os fungos são aclorofilados, heterotróficos (quimiorganotróficos) com 

nutrição por um processo chamado de absorção, através da liberação de 

exoenzimas sobre o alimento. As moléculas são degradadas em formas mais 

simples, para possibilitar a absorção pelos fungos. Os fungos necessitam, 
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basicamente de Carbono (C), Nitrogênio (N), Fósforo (P), Potássio (K), Cálcio 

(Ca) e Magnésio (Mg), além dos micronutrientes. 

Podem ainda apresentar fototropismo, necessitando de luz para o seu 

desenvolvimento, frutificação e pigmentação. A temperatura de crescimento 

varia entre 0 a 35oC. Apresentam uma variação de pH entre 3-8, com uma

relativa tolerância a pH ácido (ALEXOPOULOS, et al., 1996). 

Os fungos apresentam dois tipos de frutificações, uma forma chamada 

teleomórfica, que antigamente era denominada "forma perfeita" ou sexual, a 

outra é conhecida como frutificações assexuais ou clonais, anteriormente 

denominadas "forma imperfeita" e atualmente, anamórfica. Costumeiramente 

observamos que para cada espécie existe urna forma anamórfica e uma forma 

teleomórfica (GRIFFIN, 1994). 

O modo de alimentação associado à fonte de nutrientes dos fungos 

permite separá-los em dois grupos principais:  

Fungos saprófitos – fungos que vivem sobre matéria orgânica morta, 

criando estruturas reprodutoras a partir do micélio. Este tem grande 

importância nos ecossistemas, pois são decompositores, reciclando os 

elementos químicos vitais, como por exemplo, carbono, nitrogênio, fósforo, 

entre outros compostos . No entanto, esta capacidade de decomposição dos 

fungos pode ser um problema para o homem, uma vez que existem fungos 

capazes de destruir os cultivos, os alimentos, as roupas, os navios e mesmo 

certos tipos de plástico. A melhor maneira de proteger de fungos qualquer 

material é mantê-lo num meio o mais seco possível (CARLILE et al., 2001). 

Fungos simbiontes – fungos que estabelecem relações simbióticas com 

seres autotróficos, tornando-os mais eficientes na colonização de hábitats 

pouco hospitaleiros (CARLILE et al., 2001).  

Uma importante associação simbiótica dos fungos são os micorrizos, 

associações entre as hifas e as raízes de árvores. Calcula-se que cerca de 

90% das árvores de grande porte tenham micorrizos, sendo inclusive 

encontradas no registro fóssil. Este fato leva os cientistas a concluir que os 

micorrizos podem ter tido um importante papel na colonização do meio terrestre 

pelas plantas (BARBIERI; CARVALHO, 2001).  

O fungo recebe da planta, nutrientes orgânicos e fornecem nutrientes 

minerais como o fósforo, cobre, zinco e água entre outros. As micorrizas 
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também ajudam na proteção das raízes contra infecções por parte de outros 

microrganismos do solo.  

Segundo RAVEN et al., 1992 as micorrizas apresentam dois tipos 

principais: 

Endomicorrizas – de longe as mais comuns, ocorrem em cerca de 80% 

das plantas vasculares, principalmente nos trópicos, onde os solos pobres e 

carregados positivamente impedem uma fácil absorção de fosfatos pelas raízes 

das plantas. 

As hifas penetram na raiz e mesmo nas células vegetais, facilitando a 

absorção de nutrientes minerais. Estas associações não são específicas, 

existindo mais de 200 espécies de fungos em todo o mundo que formam 

endomicorrizas com os mais variados organismos vegetais; 

Ectomicorrizas – características de certos grupos específicos de árvores 

ou arbustos de zonas temperadas, como as faias, carvalhos, eucaliptos e 

pinheiros.  

As hifas formam um invólucro em torno das células das raízes, nunca as 

penetrando, porém aumenta enormemente a área de absorção, o que, 

aparentemente, as torna mais resistentes ás rigorosas condições de seca e de 

baixas temperaturas além de prolongar a vida das raízes.  

As ectomicorrizas desempenham o papel dos pelos radiculares, 

ausentes nestas circunstâncias. Neste caso, parece existir um elevado grau de 

especificidade nestas relações simbióticas, estando mais de 5000 espécies de 

fungos, principalmente cogumelos, envolvidas na formação de ectomicorrizas. 

Nas associações parasitárias o fungo vive dentro da planta, recebendo a 

designação de fitopatógeno, de onde obtém o alimento necessário para seu 

desenvolvimento, em detrimento ao hospedeiro (RICHARDSON, 1999). 

Neste caso, geralmente o metabolismo secundário do fungo é prejudicial 

à planta, quer pelo consumo de seus elementos vitais ou quer pela biossíntese 

de substâncias tóxicas para a mesma, onde então podemos dizer que existe 

patogenicidade podendo, eventualmente, levar a planta à morte (AGRIOS, 

1988). 

As plantas são organismos fixos, fato este que as obrigam a reconhecer 

os diferentes organismos que se encontram no seu entorno e responder aos 

mesmos, tais respostas ao seu ambiente, seja biótico ou abiótico, permitem as 



19 

plantas uma melhor distribuição de seus recursos para crescimento, 

reprodução e principalmente para defesa (VIVANCO et al., 2005). 

Por isso não é surpresa que grande parte das suas reações de defesa, 

tenha reflexo direto na grande diversidade bioquímica não encontrada em 

nenhum outro grupo de organismos vivos. Fator este que nos leva a 

considerarmos o repertório bioquímico das plantas como sendo único e 

grandioso (VIVANCO et al., 2005). 

A grande diversidade fitoquímica e o longo tempo de evolução deste 

metabolismo resultaram em interações de complexidade cada vez mais 

crescente (BARBIERI; CARVALHO; 2001). 

Sabe-se também, que muitos dos metabólitos secundários acumulados 

e por sua vez produzidos pelas plantas são, denominados de fitoalexinas, são 

induzidos por microrganismos fitopatogênicos (PAXTON, 1981; BAILEY; 

MANSFIELD, 1984; DESJARDINS; SPENCER, 1989). 

A idéia de que os compostos fitoquímicos, apresentavam uma função 

defensiva avançou por volta da primeira década do século XX, no momento em 

que, Marshall Ward, no ano de 1905 postulou que os “anticorpos” e as toxinas 

produzidas pela planta, desempenhavam uma função importante para bloquear 

todo tipo de processo infeccioso (VIVANCO et al., 2005). 

Tais compostos defensivos poderiam potencialmente, ser encontrados, 

pré-formados, antes mesmo da instalação de uma infecção, ou então seriam 

sintetizados em resposta a esta infecção, sendo, portanto, induzíveis ou 

subsequente ao processo infeccioso (VIVANCO et al., 2005). 

Existe ainda um extenso repertório de “metabólitos secundários”, 

presentes em concentrações variáveis, em todos os tecidos vegetais adultos, 

cuja função primordial parece ser a defesa contra invasões microbianas, além 

de servirem como uma barreira inicial contra a propagação de bactérias ou 

fungos dentro dos tecidos da planta, exercendo assim uma pressão seletiva 

sobre os patógenos potenciais (BARBIERI; CARVALHO, 2001; VIVANCO et 

al., 2005). 

Com o passar do tempo percebeu-se que as plantas apresentavam uma 

enorme diversidade química de produtos, por ela produzidas, o que poderia ter 

ocasionado mutações em seus mecanismos de resistência, e sobrevivência, 

assim sendo, determinadas plantas tornavam-se agora, resistentes ao que 
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antes era um patógeno, tornado o mesmo um simples hóspede (ZHANG, 

SONG e TAN, 2006).  

O que antes era uma relação desarmônica de parasitismo transforma-se 

agora em uma relação harmônica conhecida como simbiose, nestas 

associações simbióticas, a convivência entre fungos e plantas é pacífica, tendo 

em vista que estes organismos sobrevivem assintomaticamente a esta 

associação, portanto, convivem sem causar dano aparente ao seu hospedeiro, 

além de viver no interior das plantas e interagir diretamente com diferentes 

espécies (ZHANG, SONG e TAN, 2006). 

Contudo, a presença destes microrganismos certamente influencia 

várias características presentes nas plantas conferindo as mesmas certas 

benefícios como, por exemplo, a produção de antibióticos além da produção de 

metábolitos secundários, que são de suma importância para a sua 

sobrevivência, levando a um melhor desempenho destas (CLAY, 1988), 

aumentando consideravelmente sua área foliar e também seu número de 

ramificações (LATCH; CHRISTENSEN, 1985); concedendo-lhes uma maior 

tolerância ao ataque de insetos (CARROLL; CARROLL, 1986; CLAY, 1988; 

CARROLL, 1986; AZEVEDO, 2000); além, é claro, da resistência a doenças, 

parasitas e herbivoria pela produção de toxinas (WHITE Jr.; MORROW, 1990). 

Observamos então, que existe uma série de organismos que vivem em 

associação com as plantas, onde temos vários conceitos diferentes, onde o 

conceito de simbiose, que é estendido aos microrganismos das raízes. Além 

dos chamados endófitos, portanto diferem totalmente dos organismos 

denominados epífitos que crescem sobre os vegetais, além é claro dos 

fitopatógenos, que ocasionam doenças quando instaladas, dentro ou fora 

destes vegetais (BARBIERI; CARVALHO; 2001).  
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2- Fungos Endófiticos  

A palavra endófito significa dentro da planta (endon Gr. dentro; phyton, 

planta), podendo colonizar qualquer órgão do hospedeiro. O uso desse termo é 

tão amplo quanto a sua definição, espectro do potencial de plantas hospedeiras 

e habitantes, incluindo bactérias, fungos, algas e insetos (SCHULZ; BOYLE, 

2005).  

Muitos desses fungos possuem função importante na adaptação e 

seleção de diferentes espécies vegetais. Ao longo da evolução, a presença de 

alguns deles em determinadas plantas permitiu que estas se desenvolvessem 

melhor e fossem mais resistentes tanto a ataques de insetos e outros animais 

herbívoros e de organismos que causam doenças, quanto a condições 

ambientais adversas, como baixa umidade ou elevadas temperaturas (OKI, 

FERNANDES e CORREA; 2008). 

Como em qualquer outra relação parasita-hospedeiro ou hospedeiro-

predador, ou hospedeiro-mutualista, fungos endofíticos e plantas apresentam 

uma relação ecológica representada por vales e picos: com os picos 

adaptativos ocupados pelos genótipos fungo-planta mais bem adaptados e os 

vales pelos menos adaptados. Uma simbiose especializada requer uma 

arquitetura morfológica, fisiológica e origens evolutivas bastante sólidas, de 

forma que tais interações possam evoluir e persistir ao longo do tempo 

(SAIKKONEN, WÄLI, HELANDER e FAETH; 2004). 

Todos os micro-organismos que habitam, pelo menos por um período de 

seu ciclo de vida, o interior de um vegetal, podem ser considerados um 

endófito, cujos exemplos mais conhecidos são, os fungos e bactérias que 

formam nódulos nas raízes das plantas, as quais estão associados, são 

bastante estudados, devido sua importância na agricultura, particularmente por 

sua participação na fixação de nitrogênio pelas plantas. Entretanto se observa 

uma distinção entre os endófitos, epífitas, que são aqueles organismos que 

vivem na superfície da plantas e fitopatógenos, que são causadores de 

doenças (ARNOLD, 2007). 

Os fungos são denominados endofíticos particularmente quando se 

acredita que a associação é mutualística ou pelo menos não patogênica, ou 

ainda, seja uma infecção latente onde um patógeno latente está envolvido 

(LARRAN et al., 2002). 
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Agrios (1988) definiu infecções latentes como um estado onde o 

hospedeiro é infectado pelo patógeno, não demonstrando sintomas, persistindo 

a infecção até que os sinais ou sintomas forem solicitados a aparecer devido às 

condições ambientais ou nutricionais ou ainda pelo estágio de maturidade do 

hospedeiro ou do patógeno. 

Alguns fungos endofíticos são conhecidos por produzir compostos que 

proporcionam aos tecidos da planta menor atração aos herbívoros, enquanto 

outras linhagens podem aumentar a resistência de plantas hospedeiras à seca, 

evidenciando assim que quando tais plantas passam por pressões de fatores, 

quer bióticos ou abióticos, a sua relação planta/endófito mostra-se ainda mais 

importante (ARNOLD, 2007).  

O estudo da distribuição de endofíticos, biodiversidade e suas 

características bioquímicas também são de extrema importância dentro da 

fitopatologia para entender e melhorar a resistência da planta (LARRAN et al., 

2002). 

Os endófitos das partes aéreas dos vegetais têm despertado cada vez 

mais o interesse da comunidade científica, graças a indícios da grande 

potencialidade dos endofíticos, e da descoberta cada vez mais constante de 

características como a produção de compostos biologicamente ativos, 

antibióticos, fungicidas e herbicidas, fato este que nos leva a observar uma 

explosão de pesquisas sobre os endófitos de aproximadamente 0,8 artigos/ano 

na década de 70 para mais de 200 artigos/ano ao longo dos últimos seis anos 

(ARNOLD, 2007). 

Vários tipos de hospedeiros estudados durante os últimos 20 anos 

apresentaram a colonização por endófitos. Os endófitos foram detectados em 

plantas crescendo em florestas tropicais, temperadas e boreais, com 

hospedeiros que vão desde plantas herbáceas em vários hábitats diferentes, 

com uma distribuição geográfica que vai desde os pólos e passando pelos 

desertos. Além de serem encontrados em briófitas, pteridófitas, gimnospermas 

e angiospermas (ZHANG, SONG e TAN, 2006). 

Alguns exemplos do uso de endofíticos é o controle de insetos, que são 

amplamente descritos na literatura, envolvendo as interações entre fungos e 

pastagens de gramas de países de clima temperado. Os mecanismos pelos 

quais os fungos endofíticos controlam os ataques de insetos incluem, fatores 
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genéticos, condições ambientais, a produção de toxinas além da influência 

destes compostos em plantas e animais (VIEGAS, 2003). 

O controle biológico tem sido frequentemente utilizado, apoiado pelo 

desenvolvimento da pesquisa básica e aplicada na agricultura no Brasil e em 

toda América do Sul como relatam LECUONA, 1996; ALVES, 1998 e MELO; 

AZEVEDO, 1998.  

De acordo com Souza et al., (2004), por apresentar vastas áreas 

agricultáveis e pelo fato da maioria do seu território estar na região tropical, o 

Brasil e os demais países da América Latina tem sua agricultura gravemente 

infectada por pragas agrícolas. O uso de agrotóxicos, embora mesmo 

diminuindo o ataque de insetos e microorganismos fitopatógenos, ainda 

representa um alto risco para trabalhadores de campo e para os consumidores, 

e além do fato de seu uso ser, em certos casos, economicamente inviável.  

Por este motivo o controle de pragas e doenças através de processos 

biológicos, ou seja, pelo uso de microrganismos entomopatogênicos ou 

aqueles que inibem/ antagonizam outros microorganismos patogênicos as 

plantas, é uma alternativa que pode contribuir para reduzir ou eliminar o uso de 

produtos químicos na agricultura (SOUZA et al., 2004). 

Os endófitos foram inicialmente considerados neutros, não causando 

benefícios nem prejuízos aparentes para as plantas, mas conforme os estudos 

foram se aperfeiçoando e tais organismos começaram a ser melhores 

estudados, observou-se que embora sem prejuízo aparente, eram essenciais 

ao desenvolvimento das plantas em que eles se instalavam como hospedeiros 

(AZEVEDO, MACCHERONI, PERREIRA e LUIZ ARAÚJO; 2000). 

A transmissão desses fungos de uma planta para outra ocorre 

verticalmente ou horizontalmente. A transmissão vertical se dá de uma planta 

para suas ‘filhas’ por meio de sementes infectadas com material genético do 

fungo (ARNOLD et al., 2003; OKI, FERNANDES e CORREA; 2008). Assim 

sendo, algumas plantas, como por exemplo o capim pode ter uma maior 

proteção contra herbívoros graças à presença de fungos endofíticos em suas 

sementes, pois estes produzem substâncias tóxicas denominadas alcalóides, 

do grupo da cafeína e da cocaína dentre outras (OKI, FERNANDES e 

CORREA; 2008). 
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 Já a transmissão horizontal ocorre no momento em que uma planta é 

infectada por esporos de fungos liberados por outra, que são por sua vez 

dispersados pelo vento, chuvas, animais e outros meios (ARNOLD et al., 2003; 

OKI, FERNANDES e CORREA; 2008). 

O número de espécies de fungos endofíticos pode variar de acordo com 

a espécie de planta, a parte onde o invasor se instala (folha, caule e raiz, 

dentre outras) e a fase de desenvolvimento dessas partes, em geral, a riqueza 

desses fungos é maior nas folhas, e o número aumenta à medida que a folha 

se desenvolve. Outro fator que pode influenciar a quantidade desses fungos 

em uma planta é a estação do ano. Em regiões tropicais, porém, não foram 

verificadas variações na quantidade de fungos endofíticos entre as estações do 

ano (OKI, FERNANDES e CORREA; 2008).  

A duração da fase de endofíticos, a capacidade de crescer dentro de 

meristemas vegetais, a reprodução e o modo de transmissão de fungos 

foliares, são os principais traços que devem corresponder às características 

morfológicas e da história de vida das plantas hospedeiras para persistir no 

tempo evolutivo. O tamanho e arquitetura, vida útil prevista, e idade de 

maturidade sexual da planta, restringe fortemente o padrão de crescimento do 

fungo no hospedeiro e também a frequência dos modos verticais e horizontais 

de transmissão, bem como a duração do período de latência de fungos foliares 

(SAIKKONEN, WÄLI, HELANDER e FAETH; 2004). 

3- Metabólitos Secundários: 

Os metabólitos secundários tiveram um papel fundamental no 

desenvolvimento da química orgânica moderna. É fato histórico que o 

desenvolvimento da química orgânica ocorreu conjuntamente ao estudo das 

plantas, principalmente a partir do século XIX, quando deram inicio aos 

primeiros estudos a respeito das plantas, com interesse puramente científico, e 

como resultado obtiveram isolamentos de alguns princípios ativos de plantas 

então chamadas de medicinais, de onde destacamos o isolamento e 

identificação dos princípios ativos, até hoje empregados no tratamento de 

certas doenças, como por exemplo, a morfina, a quinina dentre outros 

(MONTANARI; BOLZANI, 2000). 
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 O desenvolvimento alcançado com as atuais técnicas de isolamento e 

identificação de produtos levaram nos dias de hoje, a um número próximo de 

um milhão de produtos naturais isolados a partir das mais variadas fontes, 

diversos fatores que tem levado a este acentuado desenvolvimento, dentre os 

quais destaca-se o surgimento de novas demandas, quer no tratamento de 

doenças, humanas ou em animais e na agricultura. Dentro das principais fontes 

de produtos naturais, os micro-organismos são as mais abundantes e uma das 

menos estudadas, oferecendo grandes possibilidades para a obtenção de 

novas estruturas e atividades biológicas (BRIZUELA, GARCÍA, PÉREZ e 

MANSUR; 1998). 

Muitas das moléculas encontradas são usadas como alternativa ao uso 

de herbicidas, inseticidas e nematicidas, a maioria delas provem de um 

conjunto diversificado de compostos chamados metabólitos secundários, um 

termo utilizado por fisiologistas vegetais e colocado em uso geral para produtos 

microbianos. Entretanto ao contrário dos compostos intermediários e co-fatores 

que participam na estrutura celular de sínteses e transdução de energia, os 

metabólitos secundários não são essenciais para o crescimento e metabolismo 

reprodutivo, entretanto tais compostos não podem de maneira alguma serem 

considerados como compostos sem importância (FERREIRA; AQUILA, 2000; 

TEODORO, 2004). 

Os metabólitos Secundários têm estruturas químicas diversas, e uma 

intrincada estrutura molecular. Normalmente são produtos diferenciados de 

grupos específicos de alguns organismos, mesmo que de uma única espécie, 

algumas de suas especificidades, juntamente com o conjunto restrito e as 

condições fisiológicas, normalmente necessárias para sua produção, reforçam 

a idéia de que os metabólitos secundários não têm função essencial 

metabólica, contudo são produtos do metabolismo especializado e útil ao 

próprio organismo (TEODORO, 2004). 

Os primeiros pesquisadores concentraram sua atenção sobre plantas, 

por causa da abundância de material de origem e a relativa facilidade com que 

poderiam ser recolhidos, no entanto, no século XX, a riqueza de metabólitos 

secundários produzidos por microrganismos começou a ser reconhecida e 

muito do interesse inicial consistia em estabelecer a estrutura química dos 

metabólitos. Os produtos pesquisados foram, geralmente, os produzidos em 
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grandes quantidades sob condições de cultivo bastante simples e facilmente 

isolado como compostos puros.  Não surpreendentemente, muitas vezes eram 

as substâncias que tinham uma aparência conhecida pela sua cor ou então 

pela sua cristalinidade (TAKAHASHI; LUCAS, 2008). 

Antes da conhecida Era Antibiótica, conheciam-se, poucos produtos 

microbianos, e poucos foram realmente descobertos como resultado de sua 

atividade biológica. Uma das exceções foi o grupo de metabólitos de fungos, 

chamados alcalóides da cravagem ou esporão do centeio, de onde se purificou 

e isolou o princípio farmacologicamente ativo conhecido como ergotamina em 

1907, de onde mais tarde também se isolou a substancia conhecida como 

acido lisérgico (LSD) (TAKAHASHI; LUCAS, 2008). 

O uso de antibióticos pelo homem tem relatos muito antigos, como por 

exemplo, o uso de sapatos mofados por chineses para curar feridas 

infeccionadas nos pés (3000 anos a.C.), entretanto, o primeiro metabólito 

fúngico, reconhecido por sua eficácia foi, a penicilina, que é produzida pelo 

fungo Penicillium chrysogenun, cuja capacidade de inibir o crescimento 

bacteriano foi descoberta acidentalmente por Alexander Fleming, em 1928, e 

posteriormente isolado por ele mesmo (GALLO et al., 2008). 

Entretanto o emprego em larga escala somente ocorreu no início da 

década de 40, resultado dos esforços dos pesquisadores ingleses Forey e 

Chain, que diminuiu o índice de mortandade de soldados de 39% durante a 

Primeira Guerra Mundial, para 3,9%, na Segunda Guerra, portanto o sucesso 

no resultado do uso da penicilina motivou sua produção industrial, tornando-se 

o primeiro medicamento produzido em grande escala, dando assim origem 

indústria farmacêutica (TAKAHASHI; LUCAS, 2008). 

Paul Vuillemin (1889) foi o primeiro a utilizar o termo antibiótico, mas 

Waksman, em 1941, definiu os antibióticos, como sendo substâncias 

produzidas por microrganismos com a capacidade de inibir o crescimento de 

outros microrganismos ou ainda, de destruí-los, mesmo em soluções diluídas, 

quando fez o isolamento da estreptomicina (Figura 01), que combate o bacilo 

da tuberculose (TAKAHASHI; LUCAS, 2008). 
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Figura 1: Molécula estrutural da Estreptomicina. 

Waksman e equipe foram ainda responsáveis pelo isolamento e 

identificação do composto chamado de actinomicina (Figura 02), altamente letal 

para tuberculose, mas com efeitos colaterais graves aos humanos, além de ser 

utilizado como quimioterápico (TAKAHASHI; LUCAS, 2008). 

Figura 2: Molécula Estrutural da Actinomicina, isolado a partir de bactérias do      

gênero Streptomyces. 
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A descoberta dos antibióticos levou a um êxito momentâneo no combate 

às doenças onde, na década de 80, as indústrias farmacêuticas acreditavam 

que a guerra contra as infecções estava ganha, graças ao surgimento dos 

antibióticos produzidos a partir da fermentação microbiana e ao 

desenvolvimento de fármacos sintéticos, estes fatores levaram a um declínio 

das pesquisas nesta área, principalmente pesquisas ligadas a busca de novos 

antibióticos, a partir de fontes naturais. No entanto tem-se observado uma 

importante mudança no paradigma das grandes indústrias farmacêuticas, que 

tem feito com que os produtos de origem natural passassem novamente a 

ocupar papel de destaque e levado a um retorno do interesse em novas 

classes de substâncias com atividade antibiótica (MONTANARI; BOLZANI, 

2000). 

Tais fatores de interesse são, por exemplo, o surgimento de novos alvos 

bacterianos ligados a evolução de doenças infecciosas, bem como o 

desenvolvimento de resistência aos antibióticos existentes pelas bactérias 

patogênicas, fator ligado ao uso indiscriminado de tais medicamentos, muitas 

vezes sem prescrição médica, ou ainda em subdosagens, ou então por um 

período de tempo insuficiente; toxicidade de alguns antibióticos em uso clínico, 

como é o caso da gentamicina, limitando seu uso; custo elevado da 

antibioticoterapia, principalmente para pessoas de baixa renda, que costumam 

ser mais susceptíveis a doenças infecciosas por estarem freqüentemente 

expostas a condições sanitárias precárias; demanda de novas classes de 

pacientes ou de melhor adequação da antibioticoterapia a indivíduos 

imunossuprimidos, como por exemplo, portadores do vírus HIV, idosos, recém-

nascidos e alérgicos dentre outros. Todos estes fatores, que justificam a 

necessidade por novas classes de antibióticos, talvez o mais sério seja a 

demanda por novos agentes antifúngicos, mais eficientes e de ação mais 

rápida, uma vez que segundo LEVY e MARSHAL em 2004, existem estimativas 

que mostram que cerca de 40% de todas as mortes por infecções hospitalares 

nos últimos anos tenham sido causadas por fungos. Observa-se que o uso de 

antibióticos pelo homem está limitado somente ao tratamento de infecções 

humanas, uma vez que tais substâncias podem também ter um amplo emprego 

na agricultura, em especial, os antibióticos com atividade fungicida, pois 

prejuízos econômicos causados pelas perdas de lavouras, de grãos e frutas 
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armazenados, causados pela presença de fungos, são preocupantes e 

altíssimos (LEVY; MARSHAL, 2004). 

SCHULZ et al., (2002) isolaram, em doze anos de estudos, mais de seis 

mil e quinhentos fungos endofíticos de árvores e herbáceas, sempre em busca 

de novos metabólitos com potencial industrial, sugerindo que a associação 

entre fungos endofíticos e seus hospedeiros leve à produção de metabólitos 

secundários com atividade algum tipo de ação, quer seja antimicrobiana ou 

anti-herbicida. 

Portanto todos estes fatores tornam os metabólitos secundários uma 

ampla e vasta fonte de pesquisa que visa o surgimento de novas substancias 

químicas, que possam ajudar na tanto na indústria farmacêutica como na 

agricultura. 

4- Características do Fungo Endofítico e da Planta Hospedeira: 

Drechsler (1934) criou um novo gênero denominado de Cochliobolus, 

onde ele incluiria o grupo de espécies ascógenas com esporos de formato 

helicoidais e com anamorfos que são pertencentes ao gênero 

Helminthosporium, que inicialmente teriam sido referidos no gênero Ophiobolus 

(TINLINE, 1951), porém não transferiu O. sativus para o novo gênero 

(TINLINE, 1951). Dastur (1942) transferiu a referida espécie para o novo 

gênero, usando o binômio Cochliobolus sativus (TINLINE, 1951). 

De acordo com WORAPATTAMASRI et al., (2009) O Cochliobolus 

intermedius R.R. Nelson (SIVANESAN, 1984) é a fase teleomórfica de 

Curvularia intermédia, Boedjin, cujo habitat é o caule de plantas lenhosas e 

herbáceas e também hospedeiros comuns de, trigo, arroz, soja, algodão, feijão, 

milho, sorgo, cenoura, tomate, girassol, azevém, ervilha e cebola (HANLIN; 

MENEZES, 1996). 

Os níveis taxonômicos deste organismo são: Dominio Eukaria; Reino 

Fungi; Filo Ascomycota; Classe Dothideomycetes; Ordem Pleosporales; 

Familia Pleosporaceae e por fim o Gênero Cochliobolus. C. intermedius possui 

conídios assimétricos, retos ou levemente curvos, elipsóides ou fusiformes, 

marrom com células apicais mais claras, usualmente com septo central e célula 

basal frequentemente mais estreita. Os conidióforos possuem cerca de 1 mm. 

Telemorfo obtido por pareamento de isolados compatíveis em meio de Sach, 
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cujo hospedeiros mais comuns seriam plantas daninhas doentes (LIMA; 

FURTADO, 2007) 

Drechsler (1925) foi o primeiro que incluiu a fase teleomórfica de 

espécies de Helminthosporium no gênero Ophiobolus (1º heterostrophus). Mais 

tarde, o próprio Drechsler criou um novo gênero, Cochiliobolus, o qual foi 

distinguido de Ophliobolus por possuir ascos grandes e ascósporos largos, 

sendo descrito por Drechsler em 1934, incluindo fungos com forma 

teleomórfica produtora de ascos com ascósporos helicoidais filiformes; tais 

ascos são raros na natureza (TINLINE; DICKSON, 1958; SIVANESAN, 1987). 

Inicialmente o C. intermedius, foi isolado de capim-colchão (Digitaria

sp.), doente, plantado e avaliado em estudos dentro de estufa pelo seu 

potencial como herbicida e de controle microbiano do capim-colchão (Digitaria).

Alguns resultados indicaram que C. intermedius, poderia realmente ser um 

herbicida microbiano usado para o controle de capim-colchão em grandes 

culturas como soja, algodão e amendoim (TILLEY; WALKER, 2002).  

Recentemente o C. intermedius foi encontrado e isolado por Garcia 

(2009) como endófito dos espaços inter e intracelulares das folhas de Sapindus 

saponaria L. (Figura 03), pertencente à família Sapindaceae, conhecida 

vulgarmente por saboneteira, saboeiro, sabão-de-macaco, sabonete e fruta-de-

sabão, que é uma árvore nativa, perenifólia ou semidecídua, heliófita, de 

pequeno porte, podendo atingir até 8m, utilizada em paisagismo e em modelos 

de recuperação de áreas degradadas (PAOLI; SANTOS, 1998). 

Apresenta copa densa e perfeitamente globosa. As folhas são 

compostas imparipenadas. Suas flores são brancas, dispostas em panículas. 

Os frutos contêm saponina. As sementes esféricas e duras, conhecidas como 

salta-martim, são utilizadas em artesanato (ALBIERO et al., 2001; LORENZI 

2004; REYES 2008). 
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Figura 3: Sapindus saponaria L., seus respectivos frutos e raízes (Grisi, 2008) 

Apresenta florescimento durante os meses de abril e junho. Seus frutos 

amadurecem durante os meses de setembro e outubro. A dispersão é 

barocórica e zoocórica, como por exemplo, morcegos frugívoros (PAOLI; 

SANTOS, 1998). 

Sua ocorrência vai desde a Região Amazônica até Goiás e Mato Grosso, 

nas florestas pluviais e semidecíduas. A madeira é pesada, dura, compacta, de 

baixa durabilidade natural, pode ser empregada na construção civil e para 

confecção de brinquedos. É uma planta rústica e de crescimento moderado, 

indispensável para a composição de reflorestamento destinado a áreas 

degradadas de preservação permanente (PIO-CORREA, 1984 e LORENZI, 

1992). 

A casca, raiz e o fruto de Sapindus saponaria, são amplamente 

utilizados na cultura popular como calmante, adstringente, diurético, 

expectorante, tônico, depurativo do sangue, contra a tosse e tem propriedades 

cicatrizantes (ALBIERO et al., 2001; REYES 2008). O extrato do fruto 
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apresenta uma ampla atividade antifúngica (TSUZUKI et al., 2007), larvicida 

(SILVA et al., 2004; FERNANDES et al., 2005; BARRETO et al., 2006) e anti-

hemorragica (CASTRO et al., 1999). 

A planta da espécie Sapindus saponaria tem sido ainda muito estudada 

como produtora de interessantes metabólitos secundários, conhecidos como 

saponinas (Figura 4). 

Figura 4: Molécula estrutural de um tipo de saponina conhecida como            

Solamina. 

As saponinas em solução aquosa formam espuma, que diminui a 

tensão superficial da água. Essa atividade provém, como nos outros 

detergentes, do fato de apresentarem na sua estrutura, uma parte lipofílica, 

denominada aglicona ou sapogenina e uma parte hidrofílica constituída por um 

ou mais açúcares (HOSTETTMANN; MARSTON; 1995). 

As saponinas possuem atividades biológicas diversas como: ação 

moluscicida, atividade piscicida, e tóxica para vários animais, principalmente os 

de sangue frio, anti-inflamatória, analgésica, expectorante, antioxidante, 

espermicida, redutora de colesterol, antiviral, antibacteriana e antifúngica. Uma 

das teorias mais aceita para explicar a alta concentração de saponinas em 

muitas espécies de plantas de muitas famílias diferentes, é que estas 

funcionariam como proteção ao ataque de patógenos, sejam estes fungos, 

bactérias ou vírus (SIMÕES, 2007). 
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A partir disso, surge um crescente interesse no estudo mais aprofundado 

desses compostos, através de análises que venham a identificar e caracterizar 

os compostos encontrados. Esta planta foi escolhida por seu grande potencial 

medicinal e por apresentar como fungo endofitico o Cochliobolus intermedius, 

que apresenta, segundo a literatura, um potencial herbicida (TILLEY; WALKER, 

2002). 

5- Técnicas Cromatográficas e de Ressonância Magnética Nuclear: 

Inicialmente, os extratos brutos obtidos, não poderiam ser plenamente 

identificados, então somente a partir do século XVII, com o desenvolvimento da 

química moderna, e das técnicas de separação, purificação que se tornou 

possível, finalmente, analisar as verdadeiras propriedades de tais extratos. 

(COLLINS; BONATO, 1990).  

Estudos mais recentes demonstram vários compostos que foram 

isolados a partir de fungos endofíticos, dentre os quais destacamos os 

alcalóides, terpenóides, flavonóides e esteróis, que apresentam as mais 

variadas ações, como antibiótica, imunossupressora, enzimática e ainda 

antitumoral (GUO et al., 2008). 

Dentre as muitas técnicas de separação, destaca-se a cromatografia, 

método introduzido pelo pesquisador e botânico russo chamado Michael 

Tswett, que em 1906 utilizou estes termos para descrever suas experiências 

com extratos de folhas e gema de ovo, usou para tanto, uma coluna cheia de 

carbonato de cálcio em pó, fazendo a lavagem com éter de petróleo (SKOOG 

et al., 2002). 

De acordo com o trajeto percorrido pela amostra  na coluna, foram 

surgindo bandas separadas com cores distintas, surgindo daí o nome da 

técnica, palavra de origem grega, onde “chrom” significa cor e “graphe” significa 

escrita, ou seja “escrita em cores” (SKOOG et al., 2002). 

Dentre os diferentes tipos de métodos de análises, as técnicas 

cromatográficas ocupam um lugar de destaque tanto na química quanto na 

bioquímica, graças a sua grande eficiência na separação, identificação e 

quantificação das espécies químicas presentes em uma amostra, mesmo que 

constituída de misturas complexas (COLLINS; BONATO, 1990). 
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Das técnicas usadas, destacam-se duas, que foram aplicadas no 

desenvolvimento das atividades de laboratório: Cromatografia em Camada 

Delgada (CCD) e a Cromatografia em Coluna Líquida (CCL), que serão 

brevemente descritas a seguir. 

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de execução 

mais fácil e costumeira em laboratório de química orgânica, e consiste na 

análise de amostras muito pequenas (1-100�g). A CCD trata-se de uma técnica 

de adsorção líquido–sólido, onde a separação acontece pela diferença de 

afinidade dos componentes de uma mistura pela fase estacionária. Por ser um 

método simples, rápido, visual e econômico, a CCD é a técnica 

predominantemente escolhida para análises rápidas, além de estabelecer se 

dois compostos são ou não idênticos, verificar a pureza de um determinado 

composto, determinar o número de componentes diferentes em uma dada 

mistura, bem como determinar o solvente apropriado para separação em uma 

coluna de cromatografia (DEGANI et al., 1998). 

Na preparação da CCD, aplicamos uma camada fina do adsorvente 

finamente pulverizado, por exemplo, a sílica, podendo ser também usado, 

óxido de alumínio, e ainda adicionado algum material fluorescente à luz 

ultravioleta sobre uma placa lisa e plana de vidro. Alguns micro-litros (µL) da 

amostra são aplicados em uma das bordas da placa, a uma distancia de 1 cm, 

através de um capilar delgado de vidro e a mesma imersa alguns milímetros 

em um solvente de eluição, mantido em recipiente fechado. O solvente, por 

força da capilaridade, faz o carreamento dos componentes da amostra, de 

forma ascendente e variando de acordo com sua polaridade, portanto 

diferentes compostos ascendem a diferentes alturas dependendo de suas 

estruturas moleculares, lembramos ainda que, esta técnica é especialmente útil 

no caso de compostos pouco voláteis ou sensíveis ao calor (DEGANI, CASS; 

VIEIRA; 1998). 

Os compostos em análise, separados por meio de cromatografias, se 

apresentam incolores, acarretando desta na forma a necessidade se usar 

reveladores, que tem como finalidade mostrar a posição do composto na placa 

cromatográfica. Os reveladores mais costumeiramente são: vapores de iodo, 

para visualização em lâmpada ultravioleta (UV) visível, indicadores de 

fluorescência, considerados não destrutivos. Dentre os métodos destrutivos 
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temos o aquecimento das misturas de solventes, que colorem o rastro do 

analito, aquecimento a 150°C em chapa aquecedora co mo por exemplo o 

terpeno, ácido sulfúrico, dragendorf além de outros reveladores específicos 

para certos grupos funcionais tais como: nitrato de prata (para derivados 

halogenados), 2,4-dinitrofenilidrazina (para cetonas e aldeídos), verde de 

bromocresol (para ácidos) e ninidrina (para aminoácidos) (AQUINO NETO; 

NUNES, 2003). 

A segunda técnica muito utilizada é a cromatografia em coluna, aplicada 

na separação preparativa, purificação e também no fracionamento de 

substâncias orgânicas, geralmente utilizada após a CCD.  

A cromatografia líquida em coluna (CC) é dividida em dois grupos 

distintos: a cromatografia liquida clássica, realizada em colunas de vidro, sob 

pressão de 1 atm, ou seja, atmosférica, com o fluxo da fase móvel ocorrendo 

graças à força da gravidade, e a cromatografia líquida de coluna metálica, de 

altas pressões e fases móveis elevadas, conseguida graças ao auxílio de uma 

bomba de alta pressão que empurra a fase móvel com uma vazão maior e 

portanto mais eficiente. Este processo é chamado de “high performance liquid 

cromatografy” (HPLC)  e no Brasil de CLAE, designado  por “cromatografia 

líquida de alta eficiência” graças à sua elevada eficiência atingida na separação 

(COLLINS et al., 2006). 

A coluna liquida simples, faz uso de um tubo de vidro de tamanho e 

calibre especifico, montados de forma vertical, contendo o suporte sólido 

finamente dividido, a chamada fase estacionária, que em geral é de sílica gel 

ou óxido de alumínio. A substância que se deseja purifica ou a mistura que se 

quer fracionar é aplicada no topo da coluna, ela será chamada de fase móvel e 

a eluição da substância efetuada mediante a percolação com solvente 

adequado. Na parte inferior da coluna recolhe-se um número de frações, nas 

quais se encontram os componentes da mistura separados.  A velocidade de 

tráfego de uma substância pela coluna depende de sua polaridade, da 

polaridade da fase estacionária e da polaridade do solvente (eluente) utilizado. 

Quando o composto é atraído pela fase estacionária e não pelo solvente, 

ocorre uma migração de forma lenta, entretanto se sua afinidade for maior pelo 

solvente, ocorrerá uma migração mais rápida, logo o êxito de uma coluna 
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depende da escolha do suporte sólido e do tipo de solvente adequados 

(DEGANI et al., 1998). 

Após o fracionamento realizado por cromatografia, fazemos uso de outra 

técnica que ajuda na caracterização e identificação química dos compostos, 

esta técnica é chamada de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) ou 

espectroscopia. 

O RMN é uma técnica importante para a investigação da molécula, pois 

permite obter a informação estrutural e dinâmica para qualquer estado da 

matéria, apresenta várias aplicações em diversas áreas científicas, por 

exemplo, na química esta técnica é frequentemente usada no estudo da 

estrutura dos compostos usando técnicas uni ou bidimensionais simples 

substituindo deste modo, as técnicas de cristalografia por raios X. Esta técnica 

não é destrutiva, permitindo a análise de compostos orgânicos e também 

inorgânicos (CORREIA, 2002). 

A base teórica da espectroscopia de RMN foi proposta em 1924, por Pauli 

em 1924, sugerindo que determinados núcleos atômicos teriam as 

propriedades de spin e momento magnético e que consequentemente, a 

exposição a um campo magnético deveria levar a um desdobramento de seus 

níveis de energia. A partir dos postulados de Pauli, Bloch e Purcell descobriram 

em 1946, trabalhando de forma independente, demonstraram a capacidade 

que os núcleos apresentam de absorver radiação eletromagnética em um 

campo magnético intenso como consequência do desdobramento de níveis de 

energia induzido pelo campo magnético levando ambos ao premio Nobel de 

1952 (SKOOG et al., 2002) 

A ressonância magnética nuclear (RMN) é uma técnica muito utilizada 

na Química, Biologia dentre outras. Esta técnica de ressonância é utilizada 

para identificar diversos tipos de núcleos presentes em um composto químico, 

existe ressonância magnética nuclear de 1H, 13C, 27Al, 31P e 15N. Os 

espectrofotômetros RMN utilizados neste trabalho mais comumente analisados 

como o de 1H e de 13C (NETO, 2006). 

Os aparelhos de 1H utilizam imãs supercondutores de campos 

magnéticos muito intensos e com pulsos curtos de radiação de radiofrequência, 

provocando a absorção de energia pelos núcleos de 1H. A excitação destes 

núcleos condiciona um fluxo de pequena corrente elétrica em uma bobina que 
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envolve a amostra. O instrumento por sua vez amplifica a corrente exibindo o 

sinal, através de um pico ou então uma série de picos, que por sua vez 

exibindo um espectro legível (CORREIA, 2002). 

Os espectros de RMN de 13C por sua vez, são mais complexos e 

apresentam muitas linhas, graças aos diversos acoplamentos escalares com os 

núcleos de hidrogênio, em sua versão mais comum os núcleos de hidrogênio 

são irradiados durante todo o experimento, essa técnica é conhecida como 

desacoplamento heteronuclear em banda larga (MACEDO JUNIOR, 2007). 

A técnica de RMN é aplicada, principalmente, em substâncias líquidas e 

também em sólidas, em soluções, existindo também, RMN de sólidos. 

Comumente se analisam substancias liquidas, dissolvidas em solventes 

apropriados para cada tipo de análise, por exemplo, para se fazer um RMN de 
1H de uma substância que se dissolve em clorofórmio, este solvente necessita 

ser deuterado (CDCl3) para que os sinais do próprio solvente não interfira na 

análise, outros tipos dede solventes utilizados também são, acetona-d6, 

CD3CN, DMSO-d6, MeOD, D2O, dentre outras (NETO, 2006). 
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Graphical abstract 

A curvularina é um composto derivado originalmente de Curvularia lunata, foi indicado 
como um composto de ação antimicrobiana. 

OO

O

H

1

35

7

OH

9 11

13

16

HO

Research Highlights 

Isolamento e caracterização da curvularina derivado originalmente de Curvularia 

lunata, endófito de Sapindus saponaria L. 

 Composto bioativo curvularina, isolado de fungo endofítico, com atividade 
antimicrobiana.
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Resumo 
Os fungos endofíticos são organismos que vivem em plantas sadias, dentro de seus tecidos 
intercelulares, apresentam, dentre muitas características, a capacidade de produzir uma 
enorme variedade de metabólitos secundários com um amplo espectro de utilização. O fungo 
endofítico Cochliobolus intermedius ainda pouco conhecido, pode efetivamente ser um bom 
produtor de compostos bioativos e foi isolado de Sapindus saponaria L. descrito na literatura, 
onde apresentou efeitos antimicrobianos, além de ser encontrado em ervas daninhas doentes. 
O objetivo deste trabalho foi o de obter metabólitos secundários produzidos a partir do fungo 
C. intermedius, a caracterização química desses compostos e a avaliação da atividade 
antimicrobiana. Para tanto, o endofítico foi cultivado em caldo BD durante 7 dias, sem 
agitação e a uma temperatura de 28 °C. Posteriormente foi realizada a separação do caldo do 
micélio através de filtração seguida de centrifugação. O sobrenadante foi particionado com 
AcOEt resultando em um extrato que foi fracionado e utilizado para a identificação do 
composto. Após procedimentos cromatográficos (CCD e CC) seguidos, as frações foram 
devidamente submetidas à análise por RMN de 1H (300 MHz) e 13C (75,5 MHz) para 
demonstração dos componentes químicos que resultou na identificação da curvularina, a partir 
da fração D. Testes de atividade antibacteriana e antifúngica foram realizados demonstrando 
que a curvularina é a substância principal produzida por C. intermedius, com efeito inibitório 
ao crescimento dos fungos Moniliphtora perniciosa, Didymella bryoniae� e Fusarium solani f 
sp glycines, nas bactérias Micrococcus luteus, Xanthomonas ax.pv. phaseoli, Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli e Enterococcus hyrae. Os resultados permitem concluir que C. 

intermedius é um fungo endofítico que apresenta capacidade de agir contra o ataque de 
patógenos comprovando desta forma sua aplicação biotecnológica e como controle biológico. 

Palavras-chave: identificação química, metabólitos secundários, endófito, teste de 
antagonismo. 
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Abstract 
Endophytic fungi are organisms that live in healthy plants, inside of their intercellular tissues, 
presenting, among many features, the ability to produce a wide variety of secondary 
metabolites with a broad spectrum of use. The endophytic fungus Cochliobolus intermedius

still little known, it may be a good producer of bioactive compounds, and it was isolated from 
Sapindus saponaria L. described in the literature because previous studies showed 
antimicrobial effects as well as being identified in sick weeds. The aim of this paper is to 
obtain secondary metabolites from C. intermedius the chemical characterization of these 
compounds and antimicrobial activity. For this, the endophyte was grown in broth PDA 
(Potato Dextrose) for 7 days without agitation and a temperature of 28 ° C. Afterwards it was 
done the separation of the mycelium broth by filtration followed by centrifugation. The 
supernatant was partitioned with EtOAc resulting in an extract that was fractionated and used 
to identify compounds. After chromatographic procedures (TLC and CC) one after the other, 
the parts were analyzed by 1H NMR (300 MHz) and 13C (75.5 MHz) to demonstrate the 
chemical components that result in the identification of Curvularin, from part D. Antibacterial 
and antifungal activities tests were done showing that curvularin is the main substance 
produced by C. intermedius, with inhibitory effect on growth of fungi Moniliphtora 

perniciosa, Didymella bryoniae�  e Fusarium solani f sp glycines, and bacteria Micrococcus 

luteus, Xanthomonas ax.pv. phaseoli, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Enterococcus hyrae. The results indicate that C. intermedius is an endophytic fungus that has 
the capacity to act against the attack of pathogens, and thus proving their biotechnological 
applications and as a biological control. 

Keywords: chemical identification, secondary metabolites, endophyte, antagonism test. 
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CAPÍTULO 2 

1- Introdução 

Os fungos endofíticos recebem este nome pelo fato de viverem em tecidos internos de 

vegetais de seus hospedeiros sem, contudo causar-lhes danos aparentes (Peixoto - Neto et al., 

2002; Pamphile & Azevedo, 2004).  

Estudos tem indicado que a presença destes microrganismos influenciam várias 

características presentes nas plantas, conferindo as mesmas, determinados benefícios como, 

por exemplo, a produção de substâncias de ação antibiótica, além da produção de metábolitos 

secundários, que são de suma importância para a sua sobrevivência, levando a um aumento na 

capacidade de desenvolvimento e desempenho destas (Clay, 1987) aumentando 

consideravelmente sua área foliar e bem como seu número de ramificações, concedendo 

também a estas, uma maior tolerância ao ataque de insetos (Azevedo, 2000; Peixoto - Neto et 

al., 2002); além é claro, da resistência a doenças e parasitas (Stone; Bacon & White, 2000) e 

antiherbivoria pela produção de toxinas (Stone; Bacon & White, 2000). 

O Cochliobollus intermedius, foi isolado pela primeira vez da planta conhecida 

popularmente como capim-colchão que apresentava aspectos de doenças: a Digitaria sp. Esta 

planta foi avaliada em culturas controladas, afim de indicar o verdadeiro potencial como 

herbicida ou ainda de controle microbiano do fungo previamente identificado. Tais estudos 

realizados indicaram que C. intermedius, poderia apresentar potencial herbicida e 

antimicrobiano, com capacidade para ser utilizado para o controle de capim-colchão, bem 

como, em grandes culturas como soja, algodão e amendoim (Tilley & Walker, 2002), 

posteriormente, a espécie do fungo endofítico utilizado neste estudo foi isolada da espécie 

Sapindus saponaria L. uma árvore que compõem a vegetação do Pantanal, por Garcia (2009) 

com avaliação positiva de sua ação antimicrobiana. Os extratos metabólicos fracionados do 

fungo foram testados no presente trabalho, visando à detecção do composto químico 

majoritário presente neste extrato fúngico, bem como, a detecção de sua possível atividade 

antimicrobiana.  

A atividade antimicrobiana dos metabólitos produzidos pelas espécies do gênero 

Cochliobolus é pouco conhecida, porém a interação desta espécie endofítica com o seu 

hospedeiro vegetal pode proporcionar uma variabilidade na composição dos metabólitos 

secundários induzido pela presença de um ou outro patógeno. Portanto, testes de atividade 

antibacteriana e antifúngica são costumeiramente realizados visando identificar o potencial 
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biológico deste endófito no controle de patógenos conhecidos, tanto de plantas quanto de 

humanos (Azevedo, 1998; Azevedo et al., 2002). 

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo, realizar o isolamento seguido de 

identificação dos componentes químicos do extrato metabólico produzido por Cochliobolus 

intermedius, além de avaliar o potencial destes componentes isolados em testes de atividade 

antifúngica e antibacteriana de patógenos humanos ou de plantas. 

2. Resultados e discussão 

Um trabalho que apresenta o potencial biotecnológico da espécie fúngica em análise, 

no controle biológico foi o de Tilley et al. (2002). 

Os processos de cromatografia tiveram como resultados a obtenção de 11 frações 

finais a partir do extrato de acetato de etila do fungo endofítico Cochliobolus intermedius. 

Destas frações, a análise em cromatografia de camada delgada demonstrou que algumas 

frações como a C e D, apresentaram um grau de mistura menor e similaridades no padrão de 

cromatografia em camada delgada, possibilitando o isolamento e a identificação da substância 

curvularina, podendo assim ser considerada majoritária, dentre o conjunto de metabólitos 

secundários produzidos por C. intermedius.  

A fração D revelou um espectro de RMN 1H característico. As análises dos dados de 

RMN 1H e 13C (Tabela 1; Figura 2) comparados com dados publicados na literatura (Zhan e 

Gunatilaka, 2005), permitiram à identificação do composto majoritário como a curvularina 

(Figura 1). 

A Curvularina é um macrolídeo produzido por um número de espécies de fungos 

espalhados por diversos gêneros, dentre eles a Curvularia, Penicillium e Alternaria, foram 

recentemente encontrados como inibidores da proteína 90 - HSP 90, uma chaperona que é 

envolvida no processo de sinalização, proliferação e sobrevivência celular (Aly et al., 2010), 

representando assim um alvo promissor para o tratamento de câncer, além de exibir um perfil 

biológico bem variado, podendo agir também como antibiótico, e de grande potencial 

herbicida (Jiang et al., 2007; Tilley & Walker, 2002). 

Este importante macrolídeo foi primeiramente isolado de Curvularia spp. e 

posteriormente, a partir de Penicillium steckii (Vesonder et al., 1976).  

Jiang et al. (2007), isolou um composto similar chamado de b-dehidrocurvularina, a 

partir do fungo endofítico conhecido como Curvularia eragrostidis, de interesse devido ao 

seu potencial como controle biológico da erva daninha Digitaria sanguinalis.
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De acordo ainda com Jiang e seus colaboradores (2007), a fitotoxina teve ação 

inibitória significativa na germinação de sementes de D. sanguinalis, além de causar intensa 

necrose em folhas de muitas ervas daninhas conhecidas, enquanto milho e soja não 

apresentaram sensibilidade a ela, portanto, b-dehidrocurvularina foi considerado como um 

bioherbicida natural. 

As demais frações obtidas, identificadas pelas siglas CCristal, EF e I, embora tenham 

sido testadas, após vários fracionamentos cromatográficos encontravam-se com pouca massa 

para a purificação, permanecendo as mesmas em estado de mistura e inviabilizando, portanto, 

a identificação das espécies químicas por RMN. Tais frações e compostos podem ser 

estudadas com mais detalhes em trabalhos futuros.  

Embora a Curvularina seja isolada de um grande número de plantas e fungos 

endofíticos, inclusive do gênero Curvularia ainda não existem relatos da produção deste 

composto pelo gênero Curvularia, que é a fase anamórfica do Cochiliobolus intermedius 

isolado de Sapindus saponaria L. (Tilley e Walker, 2002).  

2.1. Teste de atividade antifúngica

A avaliação do potencial biotecnológico das frações metabólicas Ccristal, D, EF e I 

obtidas a partir do endófito C. intermedius, contra diferentes fungos fitopatogênicos (Tabela 

2), apresentaram resultados relevantes contra Moniliphtora perniciosa (figura 6), Didymella 

bryonae (figura 7) e Fusarium solani f sp glycines (Figura 8).  

A curvularina é o principal constituinte da fração D e pode ser o responsável pela 

atividade inibitória contra os fungos patogênicos M. perniciosa, D. bryonae e F. solani f sp

glycines. No caso das frações Ccristal, EF e I, observaram-se uma atividade inibitória muito 

parecida com a atividade da fração D, contra esses mesmos fitopatógenos. A análise 

estatística apresentou resultados estatisticamente significativos, em relação aos controles. Os 

resultados também mostraram que não houve inibição contra S. sclerotiorum e Colletotrichum 

sp. Tanto com S. sclerotiorum, como com Colletotrichum sp., houve crescimento padrão do 

micélio por toda a extensão da placa com exceção do controle positivo, uma das possíveis 

explicações pode ser o rápido  crescimento rápido dos fitopatógenos. 

Similarmente, Zhang e seus colaboradores (2008) trabalhando com o endófito 

Microdochium bolleyi isolado de Fagonia cretica, identificaram 4 metabólitos: monocerinas, 

hidroximonocerinas e fusarentinas. Tais metabólitos foram testados afim de detectar suas 
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propriedades antifúngica, antibacteriana e algicida contro os organismos, Microbotryum 

violaceum, Escherichia coli, Bacillus megaterium, e Chlorella fusca. Os resultados obtidos 

demonstraram que os compostos isolados revelaram potencial de inibição aos 4 organismos. 

Cafêu et al., (2005) identificaram a partir do extrato bruto produzido pelo fungo 

endofítico Xylaria sp., 5 compostos identificados como, ácido 2-hexilideno-3-

metilbutanodióico, citocalasina D, 7-declorogriseofulvina, citocalasina B e griseofulvina. 

Estes compostos foram então selecionados para estudos graças à atividade apresentada por 

seu extrato bruto contra os fungos fitopatogênicos Cladosporium cladosporioides e 

Cladosporium sphaerospermum, indicando a produção de metabólitos com atividade 

antifúngica em potencial. 

2.2. Teste de atividade antibacteriana 

 Nos testes contra as bactérias, foram usadas seis espécies patogênicas (Microccocus 

luteus, Salmonella typhi, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae).   Foi observada uma ação das frações 

metabólicas contra cada uma delas, com uma diferença estatisticamente significativa em 

relação aos controles, de acordo com o tipo de fração (Tabela 3). 

 Garcia (2009) observou uma ação inibitória, significativamente positiva, dos 

compostos bioativos produzidos pelo endófito C. intermedius contra as bactérias, 

Micrococcus luteus, Xanthomonas ax .pv. phaseoli, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Enterococcus hyrae. Contudo, no presente trabalho, quando analisadas as frações metabólicas 

obtidas desse endófito de forma isolada, foram observados resultados característicos: A 

bactéria da espécie Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, nos resultados inicialmente 

observados por Garcia (2009) foi inibida pelo extrato metabólico de C. intermedius. No 

presente trabalho, houve inibição significativa da bactéria fitopatogênica pelas frações D e EF 

(Tabela 3), contudo, na ação da fração I, não foi detectada uma ação antibacteriana 

significativamente diferente dos controles negativos (Tabela 3).  Com relação à fração Ccristal

não foi observada a formação de halo de inibição. Contra a espécie Micrococcus luteus, todas 

as frações analisadas apresentaram atividade antibacteriana. Com relação à espécie 

Staphylococcus aureus, as frações Ccristal, D e EF, apresentaram atividade antimicrobiana. A 

fração I não apresentou a formação de halo de inibição. Contra a espécie Escherichia coli, 

somente a fração D apresentou atividade antibacteriana. Com relação à espécie Enterococcus 
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hyrae, nenhuma fração metabólica apresentou atividade antimicrobiana.  As frações I e Ccristal

apresentaram atividade inibitória contra a Salmonella typhi.  O controle positivo empregado 

foi a tetraciclina, na concentração de 50 µg.mL-1. Esses resultados, indicam um potencial de 

capacidade inibitória dos metabólitos fúngicos do endófito C. intermedius contra as seis 

espécies bacterianas analisadas.  

É importante se destacar que quanto às avaliações da ação de frações metabólicas 

fúngicas e também de toxinas de uma forma geral, na natureza, tais toxinas raramente estão 

presentes isoladamente, uma vez que podem e devem interagir com outras substâncias 

promovendo um efeito potencializado, que possivelmente não ocorreria caso estas fossem 

empregadas de forma separada. Tal efeito de sinergia química pode ser a chave para o 

entendimento de resultados que são aparentemente contraditórios, em que a ação 

antimicrobiana dos extratos metabólicos fúngicos para determinadas frações se apresentam de 

forma divergente umas das outras (Cappelletty & Rybak, 1996, Corning, 2000).

Trabalhando com o Cochliobolus intermedius, utilizaram este endófito para o controle 

biológico de pragas de gramíneas, como o capim-colchão. Onde o fungo foi aplicado, 

observou-se sintomas de doenças típicas, a morte ou até mesmo o impedimento do 

crescimento deste tipo de erva daninha. Seus estudos indicaram que este fungo pode ser 

aplicado diretamente sobre as folhas, podendo até mesmo incluir aditivos tais como 

surfactantes de glicose, amido ou fécula, afim de melhorar a ação do fungo. Contudo, pouco 

acrescentaram sobre a capacidade desse endófito de agir contra fungos e bactérias 

patogênicas. 

3. Parte Experimental 
  

3.1. Material fúngico 

O fungo endofítico Cochliobolus intermedius foi isolado do interior do tecido foliar da 

angiosperma pertencente à família Sapindaceae, Sapindus saponaria L., por Garcia (2009). 

Este endofítico pertence ao laboratório de Biotecnologia Microbiana da Universidade 

Estadual de Maringá (UEM). Depois de purificada, a linhagem foi mantida em meio BDA 

suplementado com 1% (p/v) de extrato de levedura e caseína ajustado em pH 6,6. 
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3.2. Fermentação e extração de compostos 

O C. intermedius foi inicialmente repicado em placas de petri com o meio BDA sob 

temperatura de 28 °C por 7 dias, antes da passagem para o meio líquido (BD). 

 A metodologia utilizada para obtenção dos metabólitos foi proposta por 

Rukachaisirikul e seus colaboradores (2008), onde 3 a 4 pedaços (aproximadamente 1 cm2) 

do meio de cultura sólido, contendo o micélio do fungo endofítico, foi inoculado em 

erlenmeyers contendo 250 mL do meio BD e deixados em câmara B.O.D. por 25 dias, sob 

temperatura de 28 °C, em condição estacionária. Após esse período, filtrou-se o conteúdo dos 

frascos, através de uma gaze dobrada quatro vezes e autoclavada, para separação do micélio 

do meio líquido fermentado, sendo o micélio descartado em seguida.  O meio fermentado 

passou ainda por uma centrifugação à 3000xg durante 20 minutos para uma separação de 

outros resíduos celulares. O sobrenadante foi transferido para funis de separação para a 

realização, da partição líquido-líquido com o solvente, acetato de etila. A partição foi 

repetida duas vezes numa proporção de 1:1 (100 mL de solvente para 100 mL de meio 

fermentado). Em cada repetição utilizou-se agitação manual leve, para não formar mistura, os 

solventes foram coletados e evaporados em evaporador rotativo Marconi MA 120 à 40°C. O 

material concentrado resultou no extrato: acetato de etila. 

3.3. Purificação e identificação dos constituintes químicos 

O extrato de acetato de etila, foi analisado previamente por cromatografia em camada 

delgada (CCD), permitindo a visualização do perfil químico dos metabólitos presentes neste 

extrato. Posteriormente, foi utilizado outro método cromatográfico para a separação das 

substâncias. Foi então realizada uma cromatografia em coluna liquida (CCL) com a utilização 

de uma coluna de sílica gel como fase estacionária, LH-20 e do metanol (MeOH) como fase 

móvel, resultando em 80 frações (numeradas de 1-80).  

Essas frações também foram analisadas em CCD para o agrupamento das semelhantes 

e daquelas que ainda apresentavam certo grau de mistura, o que resultou em 11 frações finais, 

nomeadas de A (0,0069g), B (0,0046g), Ccristal (0,0072g), Cs (0,1011g), Ds (0,0625g), D 

(0,0077g), EF (0,0435g), H (0,0428g), I (0,0151g) JK (0,0102g). Dentre as frações obtidas as 

Frações D, EF e I foram escolhidas para serem analisadas por Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) de 1H (300 MHz) e de 13C (75,5 MHz) para elucidação das estruturas químicas 

presentes nas frações, a escolha destas frações se deu pelo fato de apresentarem um maior 

grau de pureza. 
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3.4. Teste de atividade antifúngica 

Os fungos fitopatogênicos utilizados foram: Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani 

f. sp. glycines, Moniliophthora perniciosa, Colletotricum gloesporioides e Didymella 

bryoniae, que pertencem também à coleção de microrganismos do (Biomic) laboratório de 

Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de Maringá.  

O teste de inibição dos fitopatógenos foi realizado de acordo com Gomes-Figueiredo 

(2004), com modificações. Os fungos cresceram em meio BDA durante sete dias à 28°C. 

Discos com diâmetro de Ø 6mm do micélio das colônias dos fitopatógenos foram inoculados 

em placa de petri e, em posição oposta com 4 cm de distância, foi colocado um disco de papel 

filtro esterilizado com diâmetro de Ø 6mm, onde inoculou-se 10 µL das frações: Ccristal, D, EF 

e I. As placas foram incubadas à 37 °C durante sete dias.  

Foi avaliado o potencial de inibição medindo-se a distância percorrida pelo micélio, a 

partir do disco micelial inoculado na direção do disco de papel tratado. As medições 

ocorreram aos sete dias de crescimento, comparando-se os resultados com o controle negativo 

(água e MeOH) e positivo. No controle positivo foi utilizado o fungicida Derosal plus®, com 

diluição de 10-1. 

3.5. Teste de atividade antibacteriana 

Durante a análise antibacteriana foi utilizada a técnica denominada “cup plate” ou 

difusão em disco. As frações purificadas da extração com acetato de etila foram inoculadas 

em discos de papel. As bactérias utilizadas no teste pertencem à coleção de microrganismos 

do laboratório de Biotecnologia Microbiana da Universidade Estadual de Maringá (Biomic) e 

são as espécies patogênicas: Microccocus luteus, Salmonella typhi, Xanthomonas axonopodis 

pv. phaseoli, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae. As bactérias 

cresceram por 24 horas em meio Luria-Bertani (LB) de acordo com o trabalho descrito por 

Sambrook e Russel (2001), ajustadas a uma concentração de 106 células por mL. 

As bactérias foram semeadas (100 µL) em placas de petri com meio LB, sendo 

espalhadas com alça de Drigalsky, posteriormente, foi colocado quatro discos de papel 

Whatman n° 4 esterilizados com diâmetro de Ø 6mm, eqüidistantes e embebidos com 10 µL 

das frações: Ccristal, D, EF, e I, que foram previamente diluídas em MeOH na mesma 

concentração do antibiótico utilizado como controle. As placas permaneceram incubadas a 

uma temperatura de 37°C durante 24 horas. A atividade bacteriana foi avaliada pela formação 
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do halo de inibição de acordo com Souza e colaboradores (2004). Foi utilizado como controle 

positivo o antibiótico Tetraciclina (Sigma), na concentração de 50 µg.mL-1 , diluído em etanol 

absoluto. Os controles negativos utilizados foram a água destilada autoclavada e o MeOH. O 

teste foi sempre realizado em triplicata. 

3.6. Análise Estatística 

Todos os experimentos de análise da atividade inibitória das frações do extrato 

metabólico contra patógenos foram analisados utilizando-se o Delineamento Inteiramente 

Casualizado (DIC) com 3 repetições. Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente 

por meio de análise de variância (ANOVA) e aplicado o teste de Tukey (p<0,05) para 

comparação de médias, com auxílio do programa Statistical Analysis System (SAS, 2001). 

4. Conclusões 

Conclui-se que o fungo endofítico Cochliobolus intermedius isolado da planta 

Sapindus saponaria L. apresenta uma produção metabólica cuja composição majoritária é de 

curvularina, conhecido já como uma toxina vegetal e fúngica produzida inclusive por fungos 

endofíticos do gênero Curvularia. Entretanto, este é o primeiro relato desta toxina produzida 

pela espécie do gênero Cochliobolus, endofítico de S. saponaria L.   

A fração D que revelou a identificação da curvularina apresentou um bom potencial 

biotecnológico, com atividades antifúngica e antibacteriana. 
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Figura 1. Curvularina de Fórmula molecular: C16H20O5 e Peso Molecular: 292

Figura 2a.  Espectro de RMN de 1H (δCD3OD; 300MHz) da fração D. 
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Figura 2b.  Expansão do Espectro de RMN de 1H (Região 2,50 a 3,50 ppm) da fração D. 

Figura 3.  Espectro de RMN de 13C (δCD3OD; 75,5mHz) da fração D. 
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Figura 4a.  Espectro de HSQC (δCD3OD) da fração D.

Figura 4b.  Expansão de espectro de HSQC (região de 20 – 34 ppm) da fração D. 
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Figura 5.  Espectro de DEPT (δCD3OD) da fração D. 

Figura 6. Teste de antagonismo e crescimento micelial de fungo fitopatógeno da espécie M. perniciosa.

Legenda: a) M. perniciosa x Derosal; b) M. perniciosa x água; c) M. perniciosa x MeOH; d) M. perniciosa x 
Fração CCristal; e) M. perniciosa x Fração D; f) M. perniciosa x Fração I; g) M. perniciosa x Fração EF; 
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Figura 7. Teste de antagonismo e crescimento micelial de fungo fitopatógeno da espécie F. solani f sp glycines.

Legenda: a) F. solani f sp glycines x Derosal; b) F. solani f sp glycines x água; c) F. solani f sp glycines x 
MeOH; d) F. solani f sp glycines x Fração CCristal; e) F. solani f sp glycines x Fração D; f) F. solani f sp glycines 

x Fração I; g) F. solani f sp glycines x Fração EF; 

Figura 8. Teste de antagonismo e crescimento micelial de fungo fitopatógeno da espécie D. bryonae.

Legenda: a) D. bryonae x Derosal; b) D. bryonae x Fração CCristal; c) D. bryonae x Fração D; d) D. bryonae x 
Fração I; e) D. bryonae x Fração EF;
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Tabela 01: Dados de RMN 1H e 13C (δCD3OD) da fração D e da curvularina-7-O-�-
D-glucopranosídeo (Referencia)  

Fração D 
Curvularina-7-O-�-D-

glucopranosídeo 

H/C DEPT δH (mult.; J em Hz) δC δH (mult.; J em Hz) δC

1 C0 - 172,9 - 171,0 

2 CH2 

3,86 (d; 15,6 Hz) 

3,61 (d; 15,9 Hz) 
40,86 3,72 (m) 39,1 

3 C0 - 137,40 - 135,5 

4 CH 6,10 (d; 2,1 Hz) 112,38 6,51 (d; 2,1 Hz) 113,9 

5 C0 - 161,41 - 159,8 

6 CH 6,24 (d; 2,4 Hz) 102,84 6,68 (d; 2,1 Hz) 102,7 

7 C0 - 159,69 - 157,4 

8 C0 - 121,01 - 124,7 

9 C0 - 209,91 - 207,0 

10 CH2

3,23 (dd; 2,7 Hz) 

3,18 (dd; 2,5 Hz) 
44,79 

3,15 (m) 

2,86 (m) 
44,0 

11 CH2

1,58 (m) 

1,45 (m) 
24,00 

1,79 (m) 

1,35 (m) 
23,4 

12 CH2

1,30 (m) 

1,20 (m) 
27,87 

1,43 (m) 

1,26 (m) 
27,8 

13 CH2

1,42 (m) 

1,28 (m) 
25,80 

1,44 (m) 

1,27 (m) 
24,7 

14 CH2

1,56 (m) 

1,46 (m) 
33,13 

1,65 (m) 

1,41 (m) 
33,4 

15 CH 4,82 (m) 73,94 4,97 (m) 72,8 

CH3-15 CH3 1,12 (d; 6,3 Hz) 20,64 1,13 (d; 6,3 Hz) 20,7 



73 

Tabela 2 – Crescimento micelial em direção ao disco (média ± desvio padrão). 

Metabólito C. gloesporiodes M. perniciosa D. bryonae 
F. solani f sp

glycines 
S. sclerotiorum 

Água 4,50±0,66a 5,00±0,00a 4,37±0,14a 4,10±0,10a 4,63±0,15a 

MeOH 4,40±0,60a 5,00±0,00a 4,30±0,00a 4,20±0,00a 4,60±0,00a 

Derosal 3,10±0,25b 3,47±0,12d 3,00±0,10b 2,47±0,15c 3,00±0,10b 

Fração D 4,40±0,36a 4,40±0,17bc 2,97±1,14b 2,73±0,64bc 4,50±0,10a 

Fração EF 4,23±0,25a 4,23±0,07c 1,63±0,07c 3,03±0,25bc 4,50±0,00a 

Fração I 4,50±0,00a 4,40±0,17bc 1,33±0,07c 2,83±0,12bc 4,60±0,10a 

Fração C cristal 4,47±0,06a 4,50±0,00b 1,57±0,15c 2,70±0,00c 4,57±0,06a 

CV(%) 26,51 1,99 15,84 9,14 2,55 

Água e MeOH: controle negativo, Derosal: controle positivo, CV: coeficiente de variação. 

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) 

Tabela 3 – Formação de halo (mm) de inibição de desenvolvimento bacteriano (média ± desvio padrão). 

Fração do metabólito 
Xanthomonas 

ax.pv. phaseoli 
Salmonella typhi 

Micrococcus 

luteus 

Staphylococcus 

aureus 

Escherichia. 

coli 

Enterococcus. 

hyrae 

Fração Ccristal
0,00±0,00c 1,17±2,02bc 1,25±2,17b 1,17±2,02bc 1,17±2,02c 0,00±0,00b 

Fração I 1,33±2,31c 4,83±3,09b 1,17±1,04b 0,00±0,00c 0,00±0,00c 0,00±0,00b 

Fração EF 3,08±2,74bc 0,00±0,00c 2,58±0,00b 4,00±1,73b 0,00±0,00c 0,92±1,59b 

Fração D 6,75±0,87b 0,00±0,00c 2,83±0,00b 1,33±1,38bc 6,80±2,02b 2,42±2,27b 

Tetraciclina 25,41±1,46a 36,75±1,75a 34,67±0,00a 34,92±0,29a 35,50±0,25a 33,75±1,25a 

Água 0,00±0,00c 0,00±0,00c 0,00±0,00c 0,00±0,00c 0,00±0,00c 0,00±0,00b 

MeOH 0,00±0,00c 0,00±0,00c 0,00±0,00c 0,00±0,00c 0,00±0,00c 0,00±0,00b 

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) 

Legenda: água e MeOH: controle negativo, Tetraciclina: controle positivo. 
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