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Com o aumento de casos de resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos, sdo
necessarios estudos que proporcionem
novas formas de combater esses patdgenos,
sendo uma dessas pesquisas, a extracao de
metabolitos fangicos. Objetivou-se
investigar a atividade antimicrobiana de
extratos metabolicos fangicos de fungos da
Micoteca (Colecdo de Fungos) do
Laboratorio de Biologia dos Fungos do
Campus X da Universidade do Estado da
Bahia. Reativou-se fungos ja coletados e
isolados, extraindo-se metabolitos
secundarios e testando-os contra 0S
seguintes microrganismos patogénicos:
Escherichia coli; Staphylococcus aureus;
Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans. O processo
consistiu na reativacdo de 32 diferentes
fungos em Agar Batata Dextrose (ABD),
colocados em estufa B.O.D. a 28 °C/7 dias.
Apbs esse periodo foram colocados em
Caldo Batata Dextrose (CBD) em B.O.D. a

28 °C/15 dias. A partir do filtrado, foi feito
0 Teste de Sensibilidade ao Antimicrobiano
(TSA). Os extratos de Aspergillus
calidoustus, Colletotrichum sp.1,
Curvularia brachyspora e Thozetella sp.6
apresentaram atividades antimicrobiana
contra os cinco patdgenos testados. O fungo
do grupo Aspergillus inibiu Staphylococcus
aureus; Nigrospora e Penicillium inibiram
Klebsiella pneumoniae. N&o houve
diferenca significativa (p=0,0756) entre o
tamanho médio dos halos de inibicdo contra
os diferentes microrganismos testados,
porém, houve diferenca significativa
(p=0,0029) entre os extratos flngicos
testados. Com isso, a extracdo de
metabolitos secundarios fangicos
apresenta-se como um potencial para a
descoberta de novos compostos bioativos
contra microrganismos patogénicos
multirresistentes.
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ABSTRACT

PESTANA, J.; FORTUNA, J. L. Antimicrobial activity of fungal metabolites extracted from
environmental microfungi. Online Perspectives: Biology & Health, v.13, n. 45, p.17-36,

2023.

With the increase in cases of bacterial
resistance to antimicrobials, studies are
needed to provide new ways to combat
these pathogens, which may include the
extraction of fungal metabolites. The
objective of this study was to investigate the
antimicrobial activity of fungal metabolic
extracts of microfungi from the Mycoteca
(fungal collection) of the Laboratory of
Fungal Biology of Campus X from the
University of the State of Bahia. Already
collected and isolated microfungi were
reactivated, extracting secondary
metabolites of these microfungi and testing
them against the following pathogenic
microorganisms: Escherichia coli;
Staphylococcus aureus; Klebsiella
pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa and
Candida albicans. The process consisted in
the reactivation of 32 different microfungi.
The reactivation of these microfungi
occurred in Potato Dextrose Agar (PDA)
placed in a B.O.D. incubator at 28°C/7
days. After this period they were placed in

a Potato Dextrose Broth (PDB) in a B.O.D.
at 28°C/15 days. The antimicrobial
sensitivity test (AST) was performed from
the PDB filtrate. Aspergillus calidoustus,
Colletotrichum sp.1, Curvularia
brachyspora and Thozetella sp.6, had
antimicrobial activity against the five
microorganisms tested. The group of the
genus where all microfungi inhibited S.
aureus were Aspergillus and the genera that
inhibited K. pneumoniae were Nigrospora
and Penicillium. There was no significant
difference (p=0.0756) between the average
size of the inhibition halos against the
different microorganisms tested, but there
was a significant difference (p=0.0029)
among the different secondary fungal
metabolite extracts tested. Thus, the
extraction of fungal secondary metabolites
presents itself as a potential pathway for the
discovery of new bioactive compounds
against  multidrug-resistant  pathogenic
microorganisms.
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1. INTRODUCAO

Os fungos constituem um reino diferente de plantas e animais por vérias caracteristicas,
entre as quais a mais marcante ¢ o0 modo de nutricdo absortiva. Entre outras caracteristicas
incluem-se a formacgdo de estruturas vegetativas filamentosas — as hifas, que constituem o
micélio — e estruturas especializadas para reproducdo sexuada e assexuada, proprias de cada
grupo taxondmico, a partir das quais se formam os esporos (ALEXOPOULOS et al., 1996).

A funcdo dos fungos é imprescindivel para o bom funcionamento do ecossistema,
desempenhando o papel de ciclagem de matéria organica, degradando a matéria atraves da
fermentacao e absorcdo de nutrientes. Portanto, as atividades dos fungos na natureza sdo téo
necessarias para a continuidade da existéncia do planeta, quanto sdo aquelas desempenhadas
pelos organismos produtores (SILVA; COELHO, 2006).

Mesmo com tudo o que ja se sabe sobre os fungos, existe ainda uma necessidade de
pesquisas nessa area. A morfologia desse tipo de organismo e diversos micro habitats permitem
sua grande diversidade, sendo as florestas tropicais, areas que tendem a ter maior diversidade
de espécies e ambiente propicio ao seu crescimento, como exemplo a Mata Atlantica
(ALMEIDA et al, 2020).

Na histdria da humanidade os fungos possuem o seu destaque no combate a doencas
causadas por infeccdes bacterianas que, com o tempo, vem adquirindo mais resisténcia aos
antimicrobianos. Devido a isso, produtos naturais como os extraidos de plantas e de fungos se
apresentam como uma importante fonte bioldgica de novas moléculas bioativas, podendo
apresentar atividade antimicrobiana contra estes patogenos resistentes (MARTINEZ-
KLIMOVA et al., 2017).

Ja se sabe que algumas espécies de fungos apresentam um importante uso para a
inddstria farmacéutica (ABREU et al., 2015). Porém, com 0 aumento de casos de resisténcia de
microrganismos aos antimicrobianos (FRIDKIN et al., 1999; HIRAMATSU, 2001,
VENTOLA, 2015; TONER et al., 2015; SUGDEN et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020), sdo
necessarios estudos que proporcionem mais formas de combater esses patdgenos, sendo uma
dessas pesquisas a extracdo de metabdlitos fungicos.

Metabdlitos secundarios sdao compostos extracelulares secretados no meio de cultura,
durante o crescimento e diferenciacdo de um organismo vivo e tém sido isolados e
caracterizados principalmente para fins industriais (DREYFUSS; CHAPELA, 1994;
STROBEL, 2003; SPECIAN et al., 2014).

Segundo Takahashi e Lucas (2008), conhecer a quimica da atividade de metabolitos
fangicos representa uma vantagem para o ecossistema, pois é de facil manuseio e controle do
crescimento fungico, sem representar um possivel desequilibrio ecolégico para a preservacao
da natureza. Além disso, ha a possibilidade de que novos compostos de valor econdmico sejam
descobertos, como novos antimicrobianos, antifingicos, agentes terapéuticos, produtos
quimicos, enzimas, entre outros (SIQUEIRA, 2011).

O presente trabalho contribui para a comunidade académica e a sociedade em geral
sobre o potencial de alguns fungos apresentam em seus metabolicos quimicos no combate a
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Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout e as principais bactérias responsaveis por Infeccdes
Referentes a Assisténcia a Saude (IRAS) que sdo conhecidas como ESKAPE (Escherichia coli
(Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919; Staphylococcus aureus Rosenbach 1884;
Klebsiella pneumoniae (Schroeter 1886) Trevisan 1887; Acinetobacter baumanni Bouvet and
Grimont 1986; Pseudomonas aeruginosa (Schroeter 1872) Migula 1900 e espécies de
Enterobacter Hormaeche and Edwards 1960). Segundo Rice (2008) estes microrganismos
patogénicos sao importantes, ndo apenas porque causam a maior parte das IRAS, mas também
porque representam paradigmas de patogénese, transmisséo e resisténcia, despertando assim, o
interesse farmacologico na producdo de medicamentos eficazes.

Dessa forma, essa pesquisa teve como objetivo geral investigar a atividade
antimicrobiana de extratos metabdlicos fangicos de espécies fungopresentes na Micoteca
(Colecéo de Fungos) do Laboratorio de Biologia dos Fungos/UNEB, contra os microrganismos
patogénicos Escherichia coli; Staphylococcus aureus; Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans.

2. METODOLOGIA
2.1. Area de Estudo e Amostras Analisadas

Nesta pesquisa foram utilizados espécimes de fungos pertencentes a colecdo depositada
na Micoteca do Laboratério de Biologia dos Fungos do Campus X da UNEB, em Teixeira de
Freitas-BA. Todos os fungos utilizados nesta pesquisa foram coletados em fragmentos de Mata
Atléntica do Extremo Sul da Bahia e identificados em nivel de género ou espécie, a partir de
trabalhos de pesquisas de isolamento e identificacdo de microfungos realizados pelo grupo de
pesquisa do Projeto Fungus Extremus.

2.2. Fungos Utilizados

Foram selecionados os fungos, cujo respectivos codigos de identificacdo utilizados na
Micoteca (Tabela 1).

Todos os fungos encontravam-se armazenados em tubos inclinados com Agar Batata
Dextrose em Gleo mineral e/ou 4gua destilada esterilizada (método Castellani) (CASTELLANI,
1939).
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Tabela 1: Fungos selecionados para cultivo e producdo dos metabdlitos secundarios, com seus respectivos codigos de identificacdo na

Micoteca/UNEB, substrato de origem, local e data da coleta

ESPECIE CODIGO  SUBSTRATO LOCAL DA COLETA DATADA

Acremonium sp. MI-072 Endofitico Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara 29/05/2019
Aphanocladium sp. MI-066 Agua Fitotelmo de Aechmea %I:;O-n Zr.al;/lata Atléntica (Fazenda 19/09/2019

Aspergillus calidoustus MI-065 Agua Fitotelmo de Vriesea prost’:ae;sn-alr:é)Mata Atlantica (Fazenda 99/03/2019
Aspergillus flavus MI1-062 Agua Fitotelmo de Aechmea ?550}1 ;al;/lata Atléntica (Fazenda 99/03/2019
Aspergillus japonicus MI1-060 Agua Fitotelmo de Aechmea alba - F. Mata Atlantica (Fazenda 09/01/2019
Sayonara)
. ] Corpo Hidrico - Fragmento de Mata Atlantica -
Cladosporium sp. MI-033 Folha ARBORETUM XX/02/2017
Cladosporium sp.1 MI-053 Agua Fitotelmo de Aechmea alba - F. Mata Atlantica (Fazenda 19/09/2019
Sayonara)

Co;;?g;gﬁ?:m MI-071 Endofitico Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara 04/09/2019
Colletotrichum sp.1 MI-074 Endofitico Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara 29/03/2019
Colletotrichum sp.3 MI-075 Epifitico Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara 09/01/2019

Curvularia brachyspora ~ MI-073 Epifitico Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara 09/01/2019

Exophiala sp. MI-064 Agua Fitotelmo de Vriesea procera - F. Mata Atlantica (Fazenda 04/09/2019

Sayonara)
Fusarium graminearum  MI-057 Agua Fitotelmo de Aechmea z;l:;o-n gr.al;/lata Atlantica (Fazenda 09/01/2019
Eusarium redolens M1-069 Agua Fitotelmo de Aechmea z;l:;o-nzr.al;/lata Atlantica (Fazenda 99/03/2019
Fusarium sp.1 MI-076 Endofitico Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara 09/01/2019
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Fusarium sp.3a
Fusarium sp.3b
Mucor sp.

Nigrospora gorlenkoana
Nigrospora rubi
Nigrospora sphaerica

Penicillium chrysogenum

Penicillium citrinum

Penicillium
simplicissimum

Penicillium sp.1

Penicillium sp.2a

Penicillium sp.2b
Pestalotiopisis sp.

Talaromyces sp.3
Thozetella sp.1
Thozetella sp.3

Thozetella sp.6

MI-067
MI-077
MI-063

MI-082
MI-083
MI-081

MI-054

MI-058

MI-068

MI-056

MI-059

MI-079
MI-080

MI-055

MI-035

MI-041

MI-047

Agua
Endofitico
Agua
Epifitico
Epifitico
Epifitico
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Epifitico
Epifitico
Agua
Folha
Folha

Folha

Fitotelmo de Aechmea alba - F. Mata Atlantica (Fazenda
Sayonara)

Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara
Fitotelmo de Vriesea procera - F. Mata Atlantica (Fazenda
Sayonara)

Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara
Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara
Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara
Fitotelmo de Aechmea alba - F. Mata Atlantica (Fazenda
Sayonara)

Fitotelmo de Vriesea procera - F. Mata Atlantica (Fazenda
Sayonara)

Fitotelmo de Aechmea alba - F. Mata Atlantica (Fazenda
Sayonara)

Fitotelmo de Aechmea alba - F. Mata Atlantica (Fazenda
Sayonara)

Fitotelmo de Aechmea alba - F. Mata Atlantica (Fazenda
Sayonara)

Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara
Fragmento de Mata Atlantica - Fazenda Sayonara
Fitotelmo de Vriesea procera - F. Mata Atlantica (Fazenda
Sayonara)

Corpo Hidrico - Fragmento de Mata Atlantica -
ARBORETUM
Corpo Hidrico - Fragmento de Mata Atlantica -
ARBORETUM
Corpo Hidrico - Fragmento de Mata Atlantica -
ARBORETUM

04/09/2019
29/03/2019
09/01/2019

04/09/2019
19/09/2019
04/09/2019

29/03/2019

29/03/2019

09/01/2019

29/03/2019

09/01/2019

04/09/2019
19/09/2019

29/03/2019

XX/04/2017

XX/04/2017

XX/11/2017
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2.3. Obtencéo dos Extratos de Fungos

Os fungos, armazenados originalmente em tubos de ensaio contendo Agar Cenoura
Milho (ACM) inclinado e preservados com 6leo mineral esterilizado, foram reativados a partir
do descarte do 6leo mineral, sendo depois deixados emborcados para a retirada do excesso de
o0leo, durante 24 horas (Figura 1).

Os fragmentos de Agar com micélio fungico que se encontravam em frascos com agua
destilada esterilizada (CASTELLANI, 1939) foram transferidos diretamente para as placas de
Petri contendo Agar Batata Dextrose (ABD) para a ativagdo dos fungos.

Figura 1: (A) Tubos de ensaio contendo fungo.em Agar Cenoura Milho
(ACM) preservados em 6leo mineral. (B) Fragmentos de col6nia de fungos
armazenados em frascos com &gua esterelizada. (C) Tubos de ensaio
emborcados para a retirada do excesso de 6leo, durante 24 horas.
(Fotos: Julia Pestana).

A repicagem dos fungos foi feita utilizando-se as técnicas de estriamento, picada e
fragmento de Agar com micélio do fungo para placa de Petri contendo Agar Batata Dextrose
(ABD), (Figura 2) em camara de fluxo laminar. Em seguida, foram incubados em BOD
(Biochemical Oxygen Demand) em temperatura de 28 °C durante sete dias para a obtengéo de
colénias jovens. Apos este periodo, foram retirados cinco fragmentos do Agar (+ 0,5 cm) com
o micélio e repicados para frascos Erlenmeyer contendo 250 mL de Caldo Batata Dextrose
(CBD) e incubados em BOD a 28 °C por 15 dias, sem agitacdo. Posteriormente, as culturas
foram filtradas em papel filtro n® 4 para separar o caldo do micélio (Figura 3). O filtrado foi
armazenado em tubos Falcon sob refrigeragdo de 4 °C até 0 momento da realizacdo dos testes
antimicrobianos (SOUZA et al., 2004; L1 et al., 2005; GARCIA et al., 2012; ORLANDELLI et
al., 2012; WENZEL et al., 2013).
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Figura 2: Coldnias de fungos repicadas para meio de cultura apos
armazenamento (A) Técnica de picada (crescimento frente e verso,
respectivamente). (B) Técnica de estria (frente e verso). (C) Técnica com
fragmento de Agar com micélio (frente e verso).

(Fotos: Julia Pestana).

Figura 3: Cultivo de fungos em meio liquido para obtencdo de compostos
secundarios. (A) Retirada de cinco fragmentos de colnia e repicagem para
frascos de Erlenmeyer contendo Caldo Batata Dextrose. (B) Crescimento apés 15
dias (C) Filtragem com papel filtro separando o caldo do micélio.

(Fotos: Julia Pestana).
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2.4. Diluicéo dos Extratos e Preparo dos Discos de Papel

A partir dos extratos fangicos concentrados, foram preparadas escalas de diluigdes com
diferentes concentracdes (100%; 50%; 25%; 12,5%) (Figura 4), utilizado-se Dimetilsulféxido
(DMSO) como solvente para 0s extratos apolares (acetato de etila; etanol e hexano) e a gua
deionizada esterilizada para o extrato polar (agua) (TRAJANO et al., 2009; VANDERLINDE;
ONOFRE, 2010).

Discos de papel filtro esterilizados, com 6,0 mm de diametro, foram embebidos com 10
uL dos respectivos extratos metabolitos fungicos secundarios, nas respectivas diluigdes pré-
definidas (Figura 4). Em seguida, os discos foram colocados em camara de fluxo laminar por
uma hora, para que o excesso de solvente fosse eliminado por evaporacdo (VANDERLINDE;
ONOFRE, 2010).

Figura 4: (A) Extrato fungico diluido em 100%; 50%; 25% e 12,5%,
respectivamente para avaliacdo do efeito inibitorio, in vitro, de
patdgenos. (B) Discos de papel filtro sendo embebidos com as diluigdes.

(Fotos: Julia Pestana).

2.5. Preparo do Indculo

Foram utilizados 0s seguintes microrganismos patogénicos: E. coli; S. aureus; K.
pneumoniae; P. aeruginosa e C. albicans. As culturas bacterianas foram ativadas em Agar
Nutriente (AN) e a levedura em Agar Batata Dextrose (ABD), incubadas em estufaa 36 + 1 °C
por 18-24 h. Apos a incubagéo, todas as culturas foram padronizadas em 108 células/mL,
estimadas por comparacdo a partir de tubo 0,5 da escala de MacFarland (Figura 5)
(VANDERLINDE; ONOFRE, 2010; OLIVEIRA; FORTUNA, et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2020).
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Figuras 5: (A) Reativagdo dos microrganismos
patogénicos. (B) Padronizacdo das culturas a partir
do tubo padréo 0,5 da escala de MacFarland.

(Fotos: Julia Pestana).

2.6. Ensaio de Difusao em Disco

As suspensdes de células dos microrganismos patogénicos foram repicadas e
espalhadas em placas contendo Agar Mueller-Hinton (AMH) com o auxilio de um suabe. Em
seguida, os discos de papel filtro, previamente embebidos com os extratos flngicos nas
concentracdes determinadas foram transferidos para as mesmas placas de Petri com o0s
patdgenos semeados. As placas foram mantidas a 36 + 1 °C/24 h. Apoés este periodo, foram
analisadas e avaliadas a presenca de halos de inibig&o, os quais foram medidos (mm) utilizando
um haldémetro (Figura 6) (BAUER et al., 1966; CLSI, 2015). Todos os ensaios foram realizados
em triplicata e tiveram como controle positivo os discos antimicrobianos com vancomicina,
cloranfenicol, cefalotina, estreptomicina, amicacina e nistatina.

Figura 6: (A) Placas incubadas a 36 £ 1 °C/24 h. (B) Placa analisada, utilizando
um halémetro, quanto a presenca de halo de inibigé&o.
(Fotos: Julia Pestana).
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2.7. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos das médias dos halos de inibi¢do foram interpretados através da
analise de variancia (ANOVA), também conhecido como F-teste (p<0,05), entre dois diferentes
fatores: microrganismos patogénicos testados e extratos fangicos, utilizando-se o programa
BioEstat 5.3 (AYRES et al., 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram extraidos 32 metabolitos fangicos secundarios de diferentes espécimes de
fungos. Destes, 30 (93,75%) apresentaram atividades antimicrobianas, comprovadas com a
presenca de halo de inibi¢éo contra os seguintes microrganismos patogénicos: E. coli; S. aureus;
K. pneumoniae; P. aeruginosa e C. albicans (Tabela 2).

Os extratos metabdlitos secundarios de quatro (12,5%) fungos (Aspergillus calidoustus
Varga, Houbraken & Samson; Colletotrichum Corda sp.1; Curvularia brachyspora Boedijn e
Thozetella Kuntze sp.6) apresentaram atividade antimicrobiana contra todos 0s microrganismos
testados. Ja os extratos metabdlitos secundarios de dois deles, (6,25%) fungos Colletotrichum
bannaense X.B. Liu e Thozetella (sp.3) ndo apresentaram acdo inibitdria contra nenhum dos
microrganismos testados (Figura 7; Tabelas 2 e 3).

Figura 7: (A) Extrato de A. calidoustus na concentracdo de 100% formando halo de
inibicdo contra o0 microrganismo S. aureus. (B) Extrato de Colletotrichum sp.1 na
concentracdo 100% contra P. auruginosa. (C) Extrato de C. brachyspora a 100% contra
S aureus. (D) Extrato de Thozetella sp.6 na concentragdo 100% contra C. albicans. (E-

F) Extrato de Thozetella sp.6 testado contra P. aeruginosa apresentando halo de
inibigdo nas diluigdes 50%; 25% e 12,5%.

(Fotos: Julia Pestana).

A partir dos testes de sensibilidade ao antimicrobiano em meio AMH, 12 (37,5%)
fungos apresentaram atividade inibitoria dos seus extratos metaboélitos secundarios contra E.
coli (P. simplicissimum; N. gorlenkoana; N. rubi; C. brachyspora; P. chrysogenum; A.
japonicus; Penicillium sp.1; A. calidoustus; Fusarium sp.3; Colletotrichum sp.1; Thozetella
sp.6; Acremonium sp.) (Tabela 3).
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Contra o microrganismo S. aureus, 18 (56,3%) extratos metabolitos secundarios dos
fungos P. simplicissimum; N. rubi; C. brachyspora; F. redolens; F. graminearum; P.
chrysogenum; A. japonicus; Penicillium sp.1; Talaromyces sp.3; P. citrinum; Penicillium sp.2;
A. calidoustus; A. flavus; Aphanocladium sp.; Colletotrichum sp.1; Thozetella sp.6;
Colletotrichum sp.3 e Pestalotiopsis sp. apresentaram atividade de inibigcdo (Tabela 3).

Para K. pneumoniae, 24 (75%) dos extratos metabolitos secundérios dos fungos P.
simplicissimum; N. sphaerica; N. gorlenkoana; N. rubi; C. brachyspora; F. redolens; F.
graminearum; P. chrysogenum; Penicillium sp.1; P. citrinum; Cladosporium sp.1; Penicillium
sp.2; A. calidoustus; Fusarium sp.3; A. flavus; Aphanocladium sp.; Mucor sp.; Cladosporium
sp.; Colletotrichum sp.1; Thozetella sp.6; Exophiala sp.; Penicillium sp.2; Thozetella sp.1
apresentaram inibicdo contra o microrganismo (Tabela 3).

Extratos metabdlitos de 17 (53,1%) fungos (N. gorlenkoana; C. brachyspora,;
Penicillium sp.1; Talaromyces sp.3; P. citrinum; Cladosporium sp.1; Penicillium sp.2; A.
calidoustus; Fusarium sp.3; A. flavus; Aphanocladium sp.; Fusarium sp.3; Colletotrichum sp.;
Thozetella sp.6; Colletotrichum sp.3; Pestalotiopsis sp.; Penicillium sp.2; Thozetella sp.1)
inibiram o crescimento de P. aeruginosa (Tabela 3).

Contra a levedura C. albicans, 16 (50%) extratos metabolitos secundarios dos fungos N.
rubi; C. brachyspora; F. redolens; F. graminearum; Penicillium sp.2; A. calidoustus; Fusarium
sp.3; Mucor sp.; Fusarium sp.3; Colletotrichum sp.1; Thozetella sp.6; Colletotrichum sp.3;
Exophiala sp.; Pestalotiopsis sp.; Penicillium sp.2; Thozetella sp.1 tiveram agdo inibitoria
(Tabela 3).

Analisando os dados (Tabela 3) é possivel observar que todos os fungos pertencentes ao
género Aspergillus apresentaram atividade antimicrobiana contra S. Aureus, destacando-se,
detre eles, Aspergillus calidoustus que inibiu todos os microrganismos. Aspergillus sdo fungos
anamarficos comumente isolados do solo, agua, vegetais ou de outros substratos constituidos
de nutrientes essenciais para o seu crescimento e reproducdo (TEIXEIRA et al.,, 2011,
PINHEIRO et al., 2013). Zhang et al. (2016) apontam que espécies de Aspergillus séo fontes
ricas de produtos bioativos, especialmente metabdlitos secundarios, compostos sintetizados na
fase estacionaria que sdo estruturalmente heterogéneos e ndo essenciais para 0 crescimento
microbiano. Existem representantes como A. niger, A. carbonarius e A. japonicus que sdo
excelentes para uso na industria biotecnoldgica por produzirem compostos bioativos de
importancia industrial (PERRONE et al., 2007; SAMSON; VARGA, 2009). Lima (2016)
mostrou, em seu trabalho, que o filtrado da cultura do fungo Aspergillus (H63) apresentou
atividade antimicrobiana frente as bactérias Gram positivas S. aureus ATCC 43300 (MRSA) e
S. aureus ATCC 25923, pelo método de difusdo em &gar. Corroborando com os resultados
obtidos.
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Tabela 2: Média dos halos de inibicdo (mm) de diluicGes de metabdlitos secundarios de fungos sobre microrganismos patogénicos em diferentes
dilui¢des (100%; 50%; 25% e 12,5%)

Escherichia coli Staphylococcus KIEbSIEH.a Pseudo_m onas Candida albicans
FUNGOS aureus pneumoniae aeruginosa

100 50 25 125 100 50 25 125 100 50 25 125 100 50 25 125 100 50 25 125
Acremonium sp. 9,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Aphanocladium sp. - - - - 9,5 - - - 90 90 80 - 100 10,0 10,0 100 - - - -
Aspergillus 83 100 95 95 100 80 95 95 93 100 11,0 100 96 100 80 90 90 85 95 95
calidoustus
Aspergillus flavus - - - - 9,5 - - - 90 95 80 90 83 80 95 85 - - - -
Aspergillus japonicus 9,0 85 8,5 - 80 85 90 95 - - - - - - - - - - - -
Cladosporium sp. - - - - - - - - 9,0 - - - - - - - - - - -
Cladosporium sp.1 - - - - - - - - 86 86 90 86 80 90 90 38,0 - - - -
Colletotrichum
bannaense ) ) i ) i S i ) ) ) ) i i ) i ) o i
Colletotrichum sp.1 9,0 90 90 80 90 90 80 90 90 80 80 90 100 85 85 90 10,0 - - -
Colletotrichum sp.3 - - - - 90 80 80 90 - - - - 9,5 - - - 85 8,0 - -
Curvularia 90 80 - - 80 80 83 80 80 85 85 80 90 80 80 85 100 80 90 9,0
brachyspora
Exophiala sp. i - - - - . . . 85 90 80 90 - - - - 90 - - -
Fusarium i . . . 83 - - - 83 85 83 86 - - - - 86 80 85 90
graminearum
Fusarium redolens - - - - 80 83 86 80 80 80 80 80 - - - - 86 85 80 85
Fusarium sp.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Fusarium sp.3a - - - - - - - - - - - - 90 90 - - 10,0 - - -
Fusarium sp.3b 10,0 10,0 10,0 9,0 - - - - 90 95 100 100 85 83 80 90 10,0 - - -
Mucor sp. - - - - - - - - 9,5 - - - - - - - 9,5 - - -
Nigrospora 95 80 83 80 - - - - 90 80 85 95 85 - - - - o o .

gorlenkoana
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Nigrospora rubi
Nigrospora sphaerica
Penicillium
chrysogenum
Penicillium citrinum
Penicillium
simplicissimum
Penicillium sp.1
Penicillium sp.2a
Penicillium sp.2b
Pestalotiopsis sp.
Talaromyces sp.3
Thozetella sp.1
Thozetella sp.3
Thozetella sp.6

10,0

9,0

8,0

9,0

8,0

8,0

8,0

9,0

8,3

8,0

8,0

9,3

8,6

10,0

8,0 8,0
90 80
8,0 -

80 90
12,0 10,0
90 85
95 90
8,5 -

85 80

8,5

8,0

9,0
9,0

8,0
8,5

8,0

80 90
- 8,5
80 80
- 8,6
90 85
10,0 8,6
- 10,0
80 9,6
9,0 -
- 9,0
80 85

8,3
8,0

9,0
8,3
8,5

8,0
9,5
8,0

8,0

8,5

8,5
8,0

8,6
8,3
8,3

8,0
9,0
9,0

8,0

9,0

8,0 -
8,0 -
8,6 -
90 8,0
8,5 -
80 8,0
10,0 105
90 96
- 8,5
- 8,0
80 85
90 96

8,5

9,0
9,0
9,5
9,0
8,0
8,5

10,5

9,0

9,0
10,0
10,0

8,0

8,0

8,5

8,5

9,0

8,5
9,0
10,0
8,0
8,0
9,0

9,0

8,5

9,5
10,0
9,5
9,0

8,5

8,0

10,0

8,5

9,0
9,5

8,0

# Em negrito espécies dos metabdlitos flngicos secundarios que inibiram todos os microrganismos testados.
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Tabela 3: Indicagdo de atividade antimicrobiana de metabdlitos fungicos contra
microrganismos patogénicos

MICRORGANISMOS PATOGENICOS

FUNGOS . K. P. C.

E. coli S. aureus . ; )
pneumoniae aeruginosa albicans

Acremonium sp.
Aphanocladium sp.
Aspergillus calidoustus”
Aspergillus flavus
Aspergillus japonicus
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.1
Colletotrichum bannaense
Colletotrichum sp.1
Colletotrichum sp.3
Curvularia brachyspora
Exophiala sp.

Fusarium graminearum
Fusarium redolens
Fusarium sp.1

Fusarium sp.3a
Fusarium sp.3b

Mucor sp.

Nigrospora gorlenkoana
Nigrospora rubi
Nigrospora sphaerica
Penicillium chrysogenum
Penicillium citrinum
Penicillium simplicissimum
Penicillium sp.1
Penicillium sp.2a
Penicillium sp.2b
Pestalotiopsis sp.
Talaromyces sp.3
Thozetella sp.1
Thozetella sp.3
Thozetella sp.6

TOTAL* 12 (37,5%) 18 (56,3%) 24 (75%) 17 (53,1%) 16 (50%)

M Inibiu (houve atividade antimicrobiana); ® N&o Inibiu (sem atividade antimicrobiana).
# Em negrito espécies dos metabolitos fngicos que inibiram todos os microrganismos
testados. * Percentagem de metabdlitos fungicos que inibiram os respectivos
microrganismos patogénicos.

De acordo com os resultados obtidos ndo houve diferenca significativa (p=0,0756) entre
o0 tamanho médio dos halos de inibi¢do contra os diferentes microrganismos testados, porém,
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houve diferenca significativa (p=0,0029) entre os diferentes extratos metabolitos fangicos
secundarios testados.

O patdgeno S. aureus foi inibido pelo extrato de apenas um dos trés isolados de
Nigrospora testados, em contrapartida ao que Santos et al. (2015) relata, no isolamento de
Nigrospora sp. da planta medicinal brasileira Indigofera suffruticosa Miller, que apresentou
atividade bactericida contra S. aureus. Isso pode indicar uma diferenca na quimica dos
metabolitos secundarios, variando conforme a espécie do fungo.

Analisando os resultados dos extratos do género Penicillium, temos que entre 0s seis
extratos testados contra S. aureus, apenas um ndo apresentou atividade inibitdria. No trabalho
desenvolvido por Moraes Neto et al. (2017), foi possivel verificar que extratos fungicos do
género Penicillium também apresentaram atividade contra S. aureus. Ja para K. pneumoniae
(Tabela 3) houve inibicéo para todos os extratos dos fungos Penicillium e Nigrospora. Espécies
de Penicillium produzem uma gama muito diversificada de metabdlitos secundarios ativos,
incluindo antibacterianos (RANCIC et al., 2006; LUCAS et al., 2007).

Todos os fungos pertencentes ao género Colletotrichum (Tabela 3) exerceram agéo
antimicrobiana. Segundo Quinto e Santos (2005), os extratos das espécies de Colletotrichum
sp. e Nigrospora sp. mostraram propriedades antibacterianas parcialmente ativas a fortes contra
S. aureus (MRSA), P. aeruginosa e K. pneumoniae. No trabalho de Notarte et al. (2019) o
extrato de caldo de Colletotrichum sp., demonstrou maior bioatividade. Colletotrichum
boninense e Colletotrichum sp., fungos endofiticos isolados de Stryphnodendron adstringens,
foram capazes de inibir o crescimento de linhagens de C. albicans (CARVALHO et al., 2012)
corroborando com os resultados apresentados.

Thozetella sp.6, apresentou atividade contra todos 0s microrganismos testados.
Analisando a literatura, ndo foram encontrados relatos de atividade antimicrobiana deste
género, fato também observado por Ramos-Garza et al. (2016), tornando-o um possivel alvo
para futuras pesquisas sobre atividade antimicrobiana desde fungo.

Fungos do género Curvularia sdo amplamente distribuidos ao redor do mundo, podendo
estar associados a espécies vegetais, na forma saprofitica, endofitica ou como parasita (LOPES
et al.,, 2017). O fungo Curvularia brachyspora apresentou atividade contra todos os
microrganismos testados. Porém, assim como o fungo anterior, ndo héa relatos de trabalhos
publicados sobre a bioquimica dos seus metabdlitos ou potencial de atividade antimicrobiana.
Sobre 0 género a que essa espécie pertence, Cruz (2014) traz em sua pesquisa que 0S Compostos
isolados de Curvularia demonstram uma diversidade estrutural significativa, apresentando
varias atividades bioldgicas com potencial uso na medicina.

O microrganismo que sofreu maior atividade antimicrobiana em relacdo ao nimero de
extratos fungicos foi K. pneumoniae, bactéria Gram-negativa. Estes resultados vdo em
contrapartida com o trabalho de D’Elia (2021) que aponta para agdes inibitorias mais
promissoras contra bactérias Gram-positivas, sendo atribuido em razdo das bactérias Gram-
positivas possuirem uma parede celular com maior permeabilidade que a das bactérias Gram-
negativas, que sdao dotadas de uma membrana externa a sua parede celular, dificultando ainda
mais a agédo de certos antimicrobianos.

4. CONCLUSOES
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Os extratos metabdlitos secundarios de fungos ambientais apresentaram atividade
antimicrobiana contra 0s microrganismos patogénicos testados. Dentre os 32 extratos
analisados, apenas os fungos Colletotrichum bannaense, Fusarium sp.1 e Thozetella sp.3 ndo
exerceram inibicdo contra os patdgenos testados. Com isso, a extracdo de metabolitos
secundarios fungicos apresenta-se como um potencial de descoberta de novos compostos
bioativos que podem ser Uteis na industria, medicina e na agricultura. Conhecer a bioguimica
dos metabolitos fangicos também é importante para melhor compreensdo dos mecanismos de
acao dos fungos em relacdo aos microrganismos patogénicos e seu potencial de inibicao.
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