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RESUMO 

Atualmente, o mundo enfrenta uma grave crise de resistência aos antibióticos, com muitas das 

drogas usadas no tratamento de infecções, desenvolvidas há décadas, mostrando-se ineficazes 

contra superbactérias. Diante dessa problemática, a pesquisa por novos agentes antimicrobianos 

torna-se essencial. Os fungos endofíticos associados à planta Jatropha curcas têm se revelado 

uma fonte promissora de substâncias bioativas, representando potenciais candidatos para o 

desenvolvimento de novos fármacos eficazes no combate a cepas bacterianas resistentes. Diante 

disso, o presente trabalho teve como objetivo produzir e avaliar a atividade antibacteriana dos 

metabólitos secundários dos endófitos isolados da Jatropha curcas sobre as bactérias 

Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis. A avaliação da atividade antibacteriana foi 

conduzida utilizando o método de diluição em caldo, realizado em microplacas de 96 poços. A 

leitura dos dados foi realizada após a adição de resazurina a 0,01%, sendo analisados por meio 

do software ImageJ com o auxílio do plugin ReadPlate 3.0. Os dados amostrais foram 

submetidos à análise estatística por meio de ANOVA, seguida do teste de Tukey para verificar 

a significância das diferenças. Os resultados indicaram que os extratos Jc017, Jc27, Jc041, 

Jc047, Jc048 e Jc061 apresentaram atividade antibacteriana contra E. coli, com Jc017, Jc041, 

Jc047, Jc048 e Jc061 exibindo maior eficácia em relação ao controle positivo com 100 mg/mL 

de amoxicilina. Para S. epidermidis, os extratos Jc041, Jc047 e Jc061 também demonstraram 

atividade superior em comparação ao controle positivo na mesma concentração. Os fungos 

Jc041, Jc047 e Jc061 destacaram-se por apresentarem o maior potencial com atividade 

antibacteriana entre os testados para as duas cepas de bactérias utilizadas. Portanto, os extratos 

dos fungos endofíticos isolados da Jatropha curcas demonstram potencial de biomoléculas 

promissoras para a produção de novos antibióticos de amplo espectro. 

Palavras-chaves: Biotecnologia. Bioprospecção. Endófitos. Biomoléculas. Resazurina. Amplo 

espectro. 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The world is currently facing a serious crisis of antibiotic resistance, with many of the drugs 

used to treat infections, developed decades ago, proving ineffective against superbugs. Faced 

with this problem, research into new antimicrobial agents is becoming essential. Endophytic 

fungi associated with the Jatropha curcas plant have proved to be a promising source of 

bioactive substances, representing potential candidates for the development of new drugs that 

are effective in combating resistant bacterial strains. The aim of this study was to produce and 

evaluate the antibacterial activity of the secondary metabolites of the endophytes isolated from 

Jatropha curcas on the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis. The 

evaluation of antibacterial activity was carried out using the broth dilution method in 96-well 

microplates. The data was read after the addition of 0.01% resazurin and analyzed using ImageJ 

software with the support of the ReadPlate 3.0 plugin. The sample data was subjected to 

statistical analysis using ANOVA, followed by Tukey's test to check the significance of the 

differences. The results indicated that the extracts Jc017, Jc27, Jc041, Jc047, Jc048 and Jc061 

showed antibacterial activity against E. coli, with Jc017, Jc041, Jc047, Jc048 and Jc061 

showing greater efficacy compared to the positive control with 100 mg/mL amoxicillin. For S. 

epidermidis, the extracts Jc041, Jc047 and Jc061 also showed superior activity compared to the 

positive control at the same concentration. Fungi Jc041, Jc047 and Jc061 stood out as having 

the greatest potential for antibacterial activity among those tested for the two strains of bacteria 

used. Therefore, the extracts of endophytic fungi isolated from Jatropha curcas show potential 

as promising biomolecules for the production of new broad-spectrum antibiotics. 

 

Keywords: Biotechnology. Bioprospecting. Endophytes. Biomolecules. Resazurin. Broad 

spectrum. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A resistência microbiana aos antibióticos tem se intensificado, tornando-se um dos 

principais obstáculos para a saúde pública em todo o mundo. De acordo com a Organização 

Mundial da Saúde (2023), bactérias patogênicas, como Staphylococcus aureus e Escherichia 

coli, são exemplos de microrganismos que demonstram resistência a vários medicamentos. Essa 

situação compromete a eficácia dos tratamentos convencionais e aumenta as taxas de morbidade 

e mortalidade associadas a infecções bacterianas. Assim, para enfrentar o problema crescente 

da resistência, diversas soluções têm sido propostas, com ênfase na utilização de metabólitos 

secundários de plantas. 

Os metabólitos secundários são substâncias geradas por organismos como fungos e 

bactérias em plantas, que, embora não sejam fundamentais para seu crescimento ou a 

reprodução, exercem papéis significativos na defesa contra predadores, na adaptação ao meio 

ambiente e na interação com outras espécies. Esses compostos ou os chamados fitoquímicos 

podem apresentar propriedades terapêuticas, e podem ser utilizados para o desenvolvimento de 

medicamentos (Gupta et al.,2023). 

Os fitoquímicos mais relevantes identificados em organismos endofíticos incluem: 

glicoproteínas, triterpenos, limonóides, flavonoides, fenóis, taninos, nimbinas, saponinas, 

catequinas, azadiractina e ácido gálico. No entanto, os metabólitos de fungos que já foram 

isolados e caracterizados indicam que mais da metade dessas moléculas possui atividades 

antibacteriana, antifúngica e antitumoral. Entre eles, destacam-se a penicilina, cefalosporina, 

ergotrato e estatinas, que são metabólitos secundários produzidos por fungos (Ricci et al., 

2022). 

A Jatropha curcas, espécie conhecida como pinhão-manso, é uma planta oleaginosa, 

que se destaca pela sua relevância e potencial farmacológico. No Brasil encontra-se um vasto 

cultivo e pesquisas, principalmente no desenvolvimento de aplicações na indústria farmacêutica 

(Malosso et al., 2023). 

Na medicina tradicional, o látex do pinhão-manso é utilizado como cicatrizante, 

hemostático e purgante. As raízes dessa planta são vistas como diuréticas e com propriedades 

contra leucemia, enquanto as folhas são indicadas para tratar doenças de pele, reumatismo e 

sífilis. As sementes, embora tenham características purgativas, podem causar intoxicações 

severas e até letais em crianças e adultos se consumidas em excesso. A toxicidade da planta é 

devido à presença de globulina curcasina e ácido jatrópico, que possuem níveis de toxicidade 
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semelhantes ou até superiores à ricina encontrada nas sementes da mamona (Drumond et al., 

2008).  

Essa espécie tem sido amplamente explorada por seu potencial na produção de 

metabólitos secundários bioativos, como terpenos, esteroides, alcaloides, saponinas, taninos, 

lignanas, flavonoides e peptídeos, que apresentam diversas propriedades medicinais, incluindo 

atividades antibacteriana e antifúngica. Assim, a exploração comercial de biofarmacêuticos 

destaca-se entre os principais potenciais dessa planta (Malosso et al., 2023). 

Diante da crescente necessidade por novos antibióticos eficazes para combater infecções 

causadas por cepas bacterianas resistentes, torna-se urgente explorar fontes alternativas para a 

descoberta de moléculas bioativas. A biodiversidade ainda pouco explorada, especialmente a 

microbiana, tem o potencial de fornecer compostos com valor farmacêutico que podem ajudar 

a mitigar a crise global da resistência antibiótica, uma das maiores ameaças à saúde pública.  

Nesse contexto, os fungos endofíticos de Jatropha curcas se destacam como 

promissores produtores de metabólitos secundários com aplicações farmacológicas, como 

antibióticos. A relevância do estudo e da produção desses metabólitos está associada ao fato de 

que a biodiversidade microbiana contribui para a geração de uma ampla variedade de 

substâncias utilizadas na indústria, especialmente no setor farmacêutico, gerando bilhões de 

dólares globalmente (Melo, 2021).  

Ademais, a produção de compostos bioativos por meio de processos fermentativos de 

extratos brutos de microrganismos apresenta-se como uma estratégia promissora para a 

biotecnologia e os bioprocessos industriais. Esse método não só permite a produção em larga 

escala, reduzindo os custos, como também promove a sustentabilidade, pois evita a exploração 

excessiva dos recursos vegetais naturais (Gurgel et al., 2023). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a atividade antibacteriana dos metabólitos secundários dos fungos endofíticos 

isolados da Jatropha curcas. 

 

2.2 OBJETIVOS EPECÍFICOS 

 

 Isolar fungos endofíticos do Pinhão-Manso;  

 Induzir a produção de metabólitos secundários a partir dos fungos endofíticos isolados; 

 Avaliar o potencial antibacteriano de extratos de metabólitos secundários produzidos 

pelos endófitos sobre a Escherichia coli, bactéria Gram-negativa e Staphylococcus 

epidermidis, bactéria Gram-positiva usando o método da resazurina; 

 Identificar por meio da análise estatística, os isolados que produzem maior potencial 

antibiótico; 

 Identificar os isolados que possuem potencial para produção de moléculas com 

atividade antibiótica de amplo espectro. 
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3 REFERÊNCIAL TEÓRICO 
 

3.1 CRISE DE RESISTÊNCIA AOS ANTIBIÓTICOS  
 

Os antibióticos são medicamentos que revolucionaram o tratamento de infecções 

bacterianas, resultando em uma redução drástica das taxas de morbidade e mortalidade 

associadas a essas doenças em todo o mundo (Costa et al., 2017). A resistência aos antibióticos 

é uma das maiores ameaças à saúde global, resultante do uso excessivo e indiscriminado desses 

medicamentos. Isso leva à seleção de bactérias resistentes, que podem sobreviver e proliferar 

mesmo na presença de antibióticos que antes mostravam-se eficazes (Dolecek et al., 2022; 

Murray et al., 2022). Algumas bactérias não possuem um alvo molecular específico para a ação 

dos antibióticos ou são impermeáveis a esses agentes, é o que resulta no desenvolvimento de 

resistência bacteriana e pode levar ao óbito (Brito et al., 2021). 

A penicilina, descoberta por Alexander Fleming em 1928, foi o primeiro antibiótico 

amplamente utilizado no tratamento de infecções bacterianas. Derivado do fungo Penicillium 

notatum, a penicilina pertence à classe dos antibióticos β-lactâmicos e atua inibindo sintomas 

da parede celular bacteriana, resultando na morte das bactérias. Sua ação é mais eficaz contra 

bactérias gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Streptococcus. O uso em larga escala 

durante a Segunda Guerra Mundial contribuiu para o impulsionamento da resistência a este 

medicamento (Saldanha et al., 2018).  

O uso inadequado ou excessivo da penicilina e de outros antibióticos levou ao 

surgimento da resistência bacteriana, um problema crescente que ameaça a eficácia de 

tratamentos antimicrobianos. A resistência tem sido observada em várias cepas bacterianas, 

exigindo a busca por novos medicamentos e estratégias terapêuticas para controlar infecções. 

As bactérias que deveriam ser combatidas, como o Staphylococcus sp., desenvolveram 

resistência à ação de enzimas, como as beta-lactamases, o que torna o tratamento ineficaz contra 

certas infecções (Aslam et al., 2018; Lima et al., 2017). 

De acordo com a OMS, citado por Bertuol e colaboradores (2023), os antimicrobianos 

estão entre os medicamentos mais prescritos, sendo que nem sempre a sua indicação é 

necessária. Prates e colaboradores (2020), apontou que segundo a Organização Mundial de 

Saúde o total de gêneros de bactérias classificados como resistentes cresceu consideravelmente, 

subindo de 7 em 2014 para 12 em 2017. Em 2024, esse número atualizou para 15 famílias 

(Organização Mundial da Saúde, 2024). 
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Entre os gêneros de microrganismos que geram grande preocupação, destacam-se o 

Staphylococcus aureus resistente à vancomicina e à meticilina, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, A. baumanniique, Enterobacter spp. e Acinetobacter 

spp. são bactérias com resistência a múltiplos medicamentos (Mota et al., 2018; Brito et al.; 

2022).  

No Brasil, o principal desafio relacionado à resistência bacteriana envolve cepas de 

Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa e bactérias da família Enterobacteriaceae, que 

produzem beta-lactamases. Além disso, cepas de Klebsiella pneumoniae que geram 

carbapenemases contribuem para o aumento das taxas de mortalidade (Mota et al., 2018). 

A escassez de novos antimicrobianos de amplo espectro é um fator que sustenta e agrava 

a crise da resistência bacteriana. À medida que as bactérias desenvolvem resistência aos 

antibióticos existentes, as opções de tratamento tornam-se cada vez mais limitadas, 

especialmente para infecções graves e causadas por bactérias multirresistentes, conhecidas 

como superbactérias. De acordo com Marchiori (2021), atualmente, há 43 antibióticos em 

desenvolvimento, mas eles não conseguem combater de forma eficaz as superbactérias 

incluídas na Lista de Patógenos Bacterianos Prioritários (BPPL) da OMS, que abrange 13 tipos 

de bactérias e serve desde 2017. Contudo, segundo publicação da OMS (2024), a lista foi 

expandida incluindo 24 patógenos bacterianos de 15 famílias diferentes, classificados em três 

categorias de prioridade: critica, alta e média, de acordo com a gravidade da ameaça que 

representa a saúde pública. 

Prates e colaboradores (2020) apontam que o desenvolvimento de novos antibióticos 

tem diminuído significativamente nas últimas três décadas. As indústrias estão defasadas nesse 

processo, e, desde 2000, o lançamento de novos antimicrobianos tem sido lento e insuficiente 

para atender à crescente demanda causada pela resistência bacteriana (Lima et al., 2017). 

Portanto, torna-se evidente a necessidade crescente de buscar alternativas que 

contribuam para o controle da resistência bacteriana, visto que a descoberta de novos 

antibióticos não tem acompanhado a evolução das infecções resistentes. 

 

3.2 PRODUTOS NATURAIS COMO FONTES DE COMPOSTOS BIOATIVOS PARA O 

DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS 
  

Ao longo da história, produtos naturais sempre desempenharam uma função importante 

no tratamento de feridas e doenças, sendo esse saber transmitido desde as culturas tradicionais 

até os dias de hoje. A vasta biodiversidade, que inclui plantas, fungos, bactérias, insetos e 

https://jornal.usp.br/author/brenda/
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organismos marinhos, oferece uma grande variedade de compostos bioativos que podem ser 

explorados para a criação de novos medicamentos (Conti et al., 2012). 

 A extração de compostos bioativos de fontes vegetais surgiu no Século XVI. No entanto, 

apenas no Século XVIII que essas substâncias começaram a ser identificadas, marcando o início 

da transição das plantas medicinais para os produtos farmacêuticos modernos (Viana et al., 

2017). Algumas das primeiras substâncias extraídas de plantas destaca-se a morfina, com ação 

analgésica; a artemisinina, utilizada no combate à malária; a atropina, com efeito 

anticolinérgico; e a vincristina, com propriedades antitumorais (Viana et al., 2017; Amaral et 

al., 2019). 

Os compostos bioativos, originados do metabolismo secundário das plantas, estão 

intimamente ligados aos mecanismos de proteção contra as ameaças de patógenos como insetos 

e microrganismos. Eles exercem funções fisiológicas importantes, protegendo o organismo por 

meio de diferentes mecanismos (Oliveira et al., 2018). Esses compostos são geralmente 

classificados em três categorias principais: terpenos, compostos fenólicos e alcaloides (Freire, 

2022).  

As plantas medicinais têm sido empregadas com fins terapêuticos, desempenhando uma 

função essencial no tratamento de diversas enfermidades ao longo da história. Esse uso tem 

promovido o avanço da bioprospecção, facilitando a identificação de espécies vegetais que 

possuam compostos bioativos. Esses compostos podem, então, ser explorados como potencial 

recurso farmacológico por indústrias farmacêuticas ou biotecnológicas (Araújo et al., 2019). 

Plantas presentes no semiárido nordestino possuem potencial para aplicação 

farmacêuticas, dentre elas o pinhão-manso. 

 

3.3 PINHÃO-MANSO (Jatropha curcas) 
  

A Jatropha curcas, pertencente à família Euphorbiaceae é conhecida popularmente 

como pinhão-manso, e no Brasil também é chamada de pião branco. É uma planta arbustiva, 

caducifólia, e de crescimento rápido, geralmente atinge entre três e cinco metros de altura, e em 

condições adequadas podem chegar a oito e dez metros (Silva et al., 2010; Witt et al., 2023). É 

amplamente distribuída em diversas partes do mundo, sendo encontradas principalmente em 

regiões tropicais, como os continentes das Américas e África (Rocha, 2013).  

No Brasil, a Jatropha curcas possui ampla distribuição geográfica, graças à sua 

rusticidade e capacidade de resistir a longos períodos de seca. A planta é altamente adaptável a 
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diferentes condições edafoclimáticas, sendo encontrada desde o Nordeste até o Sudeste, 

chegando até o Estado do Paraná (Virgens et al., 2017).  

A J. curcas é uma planta altamente versátil, utilizada como cerca viva, na recuperação 

de solos degradados e áridos, além de ser empregada na fabricação de sabão e tintas. Na 

medicina popular, tem um papel importante como purgante e no tratamento de doenças de pele, 

e reumatismo (Virgens et al., 2017). 

De acordo com Matos e colaboradores (2018), o látex extraído da J. curcas é empregado 

na medicina tradicional para o tratamento de várias condições, como queimaduras e úlceras, e 

apresenta comprovada ação anticoagulante. Bem como pesquisas fitoquímicas revelaram na sua 

composição substâncias citotóxicas, anticancerígenas, antibacterianas e antimaláricas.  

Autores como Rahu e colaboradores (2021), realizaram um estudo para avaliar a 

atividade antibacteriana de diferentes partes da planta Jatropha curcas contra cepas de 

bactérias, incluindo Escherichia coli. Os resultados demonstraram que os extratos de J. curcas 

apresentaram potencial inibitório contra E. coli, especialmente com o uso de extrato aquoso da 

raiz, que inibiu significativamente o crescimento da bactéria (35,25 ± 0,35 mm). 

 

3.4 FUNGOS ENDOFÍTICOS DE PLANTAS MEDICINAIS 
 

Os endófitos, como definidos por Bacon e Write, são microrganismos que colonizam os 

tecidos internos de plantas saudáveis sem causar danos imediatos ou sintomas de doença na 

planta hospedeira (Chapla et al., 2013). Esses organismos simbióticos podem incluir tanto 

fungos quanto bactérias, e sua presença pode beneficiar a planta ao promover o crescimento, 

aumentar a resistência a estresses ambientais, ou até mesmo induzir a produção de compostos 

bioativos com potenciais aplicações na medicina e na biotecnologia (Hashem et al., 2023). 

Recentemente, cresceu o reconhecimento de que os fungos endofíticos têm uma 

contribuição importante para o aumento da qualidade e a quantidade de compostos medicinais 

gerados pelas plantas. As interações específicas entre o fungo e a planta hospedeira impactam 

diretamente na produção de metabólitos relevantes. Ao aprofundar o entendimento dessas 

relações, é possível otimizar a produção de medicamentos ao ajustar as condições de cultivo 

(Jia et al., 2016). 

Esses fungos endofíticos são capazes de produzir uma ampla gama de metabólitos 

secundários com diferentes composições químicas. Esses compostos se destacam por suas 

propriedades antimicrobianas, antifúngicas, antiparasitárias, anticancerígenas e antivirais 

(Hashem et al., 2023). 
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Diante de todos os avanços e descobertas apresentados, torna-se claro que os 

microrganismos endofíticos, particularmente os fungos, representam uma fonte promissora de 

metabólitos bioativos com grande potencial biotecnológico. A exploração de plantas 

medicinais, como Jatropha curcas, que já demonstraram propriedades terapêuticas, reforça a 

importância desses microrganismos na busca por novos compostos antibacterianos. Os fungos 

endofíticos são especialmente valorizados na produção de metabólitos secundários, os quais, 

têm desempenhado um papel fundamental no desenvolvimento de terapias inovadoras, 

incluindo novos agentes antibacterianos (SILVA et al., 2022).  

Dessa forma, os fungos endofíticos de plantas naturais não apenas ampliam as fronteiras 

da ciência, mas também oferecem soluções promissoras para o desenvolvimento de novos 

medicamentos, reafirmando sua importância no combate global a diversas doenças. 

 

3.5 ESCHERICHIA COLI (E. COLI) E STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS (S. 

EPIDERMIDIS) 
 

Conforme destacado por Totora et al. (2017), as bactérias Gram-negativas, como E. coli, 

possuem uma membrana externa adicional em sua parede celular, que pode conferir resistência 

a determinados agentes antibacterianos. Por outro lado, as bactérias Gram-positivas, como S. 

epidermidis, possuem uma parede celular com uma camada espessa de peptidoglicano, 

influenciando a forma como as substâncias antimicrobianas interagem com elas. A utilização 

dessas duas espécies bacterianas é importante para a avaliação da eficácia e espectro de ação 

dos extratos fúngicos sobre diferentes tipos de bactérias. 

Escherichia coli é uma das bactérias mais estudadas e é comum no intestino humano, 

estabelecendo-se logo após o nascimento. Apesar de seu papel benigno na maioria das 

circunstâncias, certas cepas de E. coli são patogênicas, causando infecções em diversos sistemas 

do corpo, como o trato urinário, gastrointestinal, corrente sanguínea e até meningite (Méndez, 

2020).  

Desde que a penicilina foi introduzida na década de 1940, a resistência antimicrobiana 

tem aumentado de forma contínua, representando hoje uma ameaça global. A E. coli, em 

particular, tem contribuído significativamente para essa crise ao desenvolver mecanismos de 

resistência e transferir genes de resistência para outras bactérias. Essa bactéria pode adquirir e 

disseminar genes resistentes, especialmente devido ao seu comportamento em interações 

intestinais com outras espécies bacterianas (Méndez, 2020). 
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Staphylococcus epidermidis é uma bactéria permanente da microbiota humana, 

normalmente encontrado na pele e nas membranas mucosas. Sob condições normais, esta 

bactéria estabelece uma relação comensal com o hospedeiro, proporcionando benefícios como 

a competição com patógenos mais virulentos (Brescó et al., 2017). 

 No entanto, S. epidermidis pode se tornar um patógeno oportunista, especialmente em 

pacientes que utilizam dispositivos médicos implantados. Sua capacidade de adesão a 

superfícies e formação de biofilmes facilita infecções relacionadas a dispositivos médicos, 

como próteses ortopédicas, onde a formação de biofilmes se torna um fator chave para infecções 

invasivas. O crescimento da resistência às bactérias torna essas infecções particularmente 

difíceis de tratar, o que representa um problema clínico significativo e crescente, especialmente 

com o uso cada vez maior desses dispositivos (Brescó et al., 2017). 

A avaliação do potencial antibacteriano dos extratos fúngicos da Jatropha curcas contra 

Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis é relevante devido às diferenças estruturais 

dessas bactérias e suas implicações na resistência a antibióticos. E. coli, Gram-negativa, possui 

uma membrana externa que aumenta sua resistência, enquanto S. epidermidis, Gram-positiva, 

tem uma parede celular espessa que também interfere na ação antimicrobiana. Ambas 

apresentam alta capacidade de desenvolver resistência, tornando suas infecções difíceis de 

tratar, especialmente as associadas a dispositivos médicos e infecções sistêmicas (Totora et al., 

2017; Brescó et al., 2017; Méndez, 2020). O estudo dos extratos fúngicos surge como uma 

alternativa promissora para enfrentar esse desafio. 
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4 METODOLOGIA  
  

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratório de Biotecnologia da 

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) no Centro de Desenvolvimento Sustentável 

do Semiárido (CDSA), localizado na cidade de Sumé no estado da Paraíba. 

 A seguir, são descritos os procedimentos para a construção da coleção de fungos 

endofíticos de Jatropha curcas e a realização do ensaio de atividade antibacteriana utilizando o 

método de diluição em microplaca. 

 

4.1 COLETA E DESINFECÇÃO DAS PARTES AÉREAS DA ESPÉCIE VEGETAL  
  

As amostras do caule do Pinhão-Manso foram coletadas nas mediações do Centro de 

Desenvolvimento Sustentável do Semiárido (UFCG/CDSA) – Sumé, localizada no Cariri 

paraibano, coordenadas geográficas 7º 40’ 18” Sul, 36º 52’ 54” Oeste. Essa região se caracteriza 

por apresentar clima semiárido e está inserida no bioma Caatinga. Após a coleta, sucedeu a 

desinfecção do material coletado com álcool 70%, a fim de eliminar formas vegetativas de 

microrganismos presentes na superfície dos galhos das amostras. Na Figura 1, é possível 

observar a planta Jatropha curcas, a qual utilizamos para obtenção dos fungos endofíticos. 

Fonte: Acervo próprio (2024). 

Figura 1 - Plantas da espécie Jatropha curcas no local de coleta, situado no CDSA. 
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4.2 CULTIVO DOS FUNGOS ENDOFITICOS  
  

Para o cultivo dos fungos endofíticos da Jatropha curcas, foi utilizado meio de cultura 

contendo batata, sacarose e ágar (BSA) nas concentrações de 100 g/L, 20 g/L e 6 g/L, 

respectivamente. Para o preparo do meio, a batata já descascada foi triturada em um 

liquidificador com 500 mL de água destilada, em sequência, filtrou-se a solução e completou-

se o volume com água destilada (q.s.p 1000 mL). A solução foi transferida para um Erlenmeyer, 

já acrescido de ágar, e seguiu para a etapa de esterilização em autoclave nas condições de 121 

ºC, a 1 atm, por 15 minutos.  

Em seguida, na câmara de fluxo laminar, e com todos os materiais previamente 

autoclavados, adicionou-se ao meio de cultura 1 g/L de Amoxicilina, vertendo em placas de 

Petri. Foi adicionado antibiótico ao meio de cultura para impedir a proliferação de bactérias, 

considerando que a microbiota endofítica também inclui bactérias. 

 Para realizar a inoculação, o caule do pinhão-manso foi cortado em pequenos 

fragmentos para favorecer a transferência dos fungos endofíticos para o meio de cultivo. Os 

fragmentos foram então colocados em placa de Petri contendo o meio BSA, como apresentado 

na Figura 2, e incubados a 37 ºC em estufa. 

Fonte: Acervo próprio (2024). 

 

4.3 ISOLAMENTO DAS COLÔNIAS EM MEIO DE BATATA, SACAROSE E AGAR (BSA) 
  

Após o período de incubação dos pedaços de galhos do pinhão-manso no meio de cultura 

BSA, observou-se o crescimento de colônias fúngicas ao redor dos fragmentos do tecido 

vegetal, cobrindo parcialmente ou totalmente as placas de Petri, como apresentado na Figura 3.  

Figura 2 - Placa de Petri com partes dos galhos da Jatropha curcas em meio Batata-Sacarose- 

Agar (BSA). 
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Em seguida, tornou-se necessário separar as colônias que apresentavam variações 

morfológicas ou características diferenciadas para garantir o isolamento de culturas puras. Para 

isso, fez-se o repique das colônias, onde faz-se uma transferência de pequenas porções de 

colônias individuais para novas placas de Petri contendo o meio BSA. O isolamento dessas 

colônias diminui o risco de contaminação, e obter apenas a colônia isolada. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: Acervo próprio (2024). 

4.4 PRODUÇÃO DE CONÍDIOS E CONTAGEM EM CÂMARA DE NEUBAUER 
 

 Com as colônias puras já crescidas e ocupando toda a circunferência das placas, foi 

realizada a extração de conídios. Para isso, foram adicionados 3 mL de uma solução composta 

por NaCl (4,5 g/L), detergente aniônico puro (500 µL) e água destilada (500 mL). Utilizando 

um bastão de vidro, fez-se uma raspagem delicada para desprender os conídios, e a solução 

obtida foi transferida para tubos de 1,5 mL esterilizados e identificados de acordo com cada 

amostra. 

Após o procedimento descrito anteriormente, a solução de conídios foi diluída nas 

proporções de 1:10 μL a 1:104 μL de solução salina a 0,9% com o intuito de realizar a contagem 

de conídios em câmara de Neubauer. 

 Com o auxílio de um contador manual, foram contabilizados os conídios presentes nos 

quatro quadrantes da câmara de Neubauer, a contagem dos mesmos em cada quadrante foi 

realizada seguindo como padrão a regra do L, ou seja, contar os que tocavam a parte inferior e 

direita do quadrante. Em seguida, foram realizados os cálculos para obter o número total de 

conídios por mL.  Como é descrito por Peres e Curi (2005), a concentração de total de conídios foi 

calculada de acordo com a fórmula: 

 

. 

Figura 3 - Migração dos fungos presentes nos tecidos internos dos galhos da Jatropha 

curcas para o meio de cultura BSA. 
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4.5 PRODUÇÃO E EXTRAÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS EM MEIO DE 

AVEIA  
 

Para estimular a produção de metabólitos secundários, preparou-se um meio de cultivo 

à base de aveia. Inicialmente, foram misturados 5 g de aveia Quaker®, em flocos finos, com 15 

mL de água destilada para cada recipiente a ser utilizado. Em seguida, o meio de cultivo foi 

distribuído em recipientes de vidro com capacidade de 40 mL e autoclavado a 121 °C e 1 atm, 

por 1 hora.  

Após a esterilização, foi adicionado 1 mL da solução contendo 1x107 conídios ao meio 

de cultura à base de aveia. Os recipientes foram então incubados em estufa, a 37 °C, por um 

período de 7 dias, como apresentado na Figura 4. 

Fonte: Acervo próprio (2024). 

 

Com o objetivo de extrair os metabólitos secundários, após o período de incubação, 

foram adicionados 10 mL do solvente metanol nos recipientes contendo a cultura em aveia. O 

material resultante foi coletado e depositado em tubos cônicos, de 50 mL, com tampa 

rosqueada, sendo posteriormente centrifugados a 1200 rpm por 5 minutos.  

Os extratos contendo os metabólitos secundários extraídos com metanol foram filtrados 

para separar a fração contendo as biomoléculas de interesse e transferidos com o auxílio de uma 

micropipeta para tubos cônicos com tampa rosqueada de 15 mL.  

Os tubos com os extratos foram mantidos em estufa a uma temperatura média de 60 ºC, 

com variações de até 15 ºC para baixo, durante aproximadamente 3 semanas, até a evaporação 

completa do solvente. 

Após a secagem em estufa, foram recuperados em 500 µL de metanol os extratos 

solúveis no solvente, sendo transferidos para tubos cônicos de polipropileno de 1,5 mL. 

 

Figura 4 - Crescimento dos isolados fúngicos no meio de aveia, incubados a 37 °C, em recipientes 

de 40 mL. 
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4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA 
  

A ação antibiótica foi avaliada por meio de um rastreamento utilizando o método de 

diluição em caldo em microplaca de 96 poços, no qual testou-se a atividade dos extratos sobre 

a Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis. Todos os procedimentos decorreram de 

adaptações do protocolo de Wiegand e colaboradores (2008). 

 

4.6.1 Preparo do meio de cultura líquido  

 

 Para o ensaio de atividade antibiótica, foi utilizado o meio de cultura constituído por 

caldo de batata acrescido de peptona (5 g/L) e extrato de levedura (2 g/L). No preparo utilizou-

se 50 g de batata inglesa. Em um béquer (600 mL) adicionou-se a batata cortada e 250 mL de 

água destilada e cozinhou-se a batata em micro-ondas, por 10 minutos. O caldo de batata foi 

transferido para um frasco Erlenmeyer, ao qual foram adicionados 2,5 g de peptona e 1 g de 

extrato de levedura, ajustando-se o volume para 500 mL e em seguida o meio de cultivo foi 

autoclavado, por 15 min, a 121 ºC e 1 atm. 

 

4.6.2 Preparo do inóculo bacteriano 

 

As cepas das bactérias E. coli e S. epidermidis foram fornecidas pela Prof. Dra. Mabel 

Calina de França Paz, do Laboratório de Microbiologia da UFCG, Campus de Campina Grande. 

As bactérias foram repicadas em meio ágar Muller Hinton dentro da câmara de fluxo laminar e 

incubadas em estufa a 35 ºC por 24 h.  

Posteriormente, as bactérias foram suspensas em solução salina a 0,9% (previamente 

autoclavada) e transferida para tubo cônico de 1,5 mL. Logo em seguida, realizou-se a 

padronização do inóculo. 

 Em tubos de ensaios com tampa rosqueada, foram adicionados 7 mL de solução salina 

(0,9%), e acrescentou-se uma pequena quantidade de inóculo, sendo realizado o ajuste do 

volume para 14 mL com a solução salina de forma a atingir uma turbidez correspondente a 0,5 

da escala de McFarland (1-5×108 UFC/mL). 
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4.6.3 Diluição do antibiótico 
  

No ensaio de atividade antibacteriana, a amoxicilina foi utilizada como controle 

positivo, devido ao seu amplo espectro e eficiência validada no tratamento de diversas 

infecções. Sendo assim, foram reservados 100 mg do antibiótico, provenientes de uma cápsula 

de 500 mg, diluídos em 1 mL de água deionizada (previamente aquecida em banho maria) com 

temperatura de 40 ºC.  

Em seguida realizou-se a diluição seriada de 1:10 μL, 1:100 μL e 1:1000 μL em tubos 

cônicos de 1,5 mL, resultando em 4 tubos com diferentes concentrações do antibiótico para 

serem aplicados como controles positivos. Sendo, Tubo 1 (100 mg/mL), Tubo 2 (10 mg/mL), 

Tubo 3 (1 mg/mL) e Tubo 4 (0,1 mg/mL). 

 

4.6.4 Ensaio da viabilidade celular pelo método colorimétrico da resazurina 

 

O corante resazurina não é toxico e é amplamente utilizado em ensaios de sensibilidade 

de fungos, bactérias, células de mamíferos e outros organismos, funcionando como um 

indicador de atividade metabólica (SILVA et al., 2023). Ele atua como um indicador redox, 

onde a resazurina é reduzida a resorufina em organismos metabolicamente ativos, resultando 

em uma mudança de cor de azul para rosa ou no aumento da fluorescência (COSTA et al., 

2021).  

A resazurina é amplamente utilizada no método de microdiluição, é padronizado, 

preciso, barato e fácil de executar o qual tem substituído o método de difusão em disco (Elshikh 

et al., 2016).  

O ensaio foi realizado em triplicata, sendo assim, foram utilizadas duas microplacas 

de 96 poços para cada teste, totalizando três repetições. E como apresentado na Figuras 5, pode-

se observar como foi realizada a distribuição e organização das microplacas. 
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Fonte: Autora (2024). 

 

O experimento foi estruturado incluindo os controles negativos, controles positivos com 

diluições seriadas de antibiótico e os tratamentos com 101 amostras de extratos fúngicos. Os 

controles negativos, constituíram em poços que não receberam o tratamento experimental, 

sendo em um grupo deles aplicado 5 μL de metanol, uma vez que os extratos haviam sido 

diluídos em metanol. Dessa forma, utilizando-o como controle negativo pode-se avaliar e 

afirmar que a inibição do crescimento bacteriano não é decorrente da presença de álcool nas 

amostras, mas da ação dos tratamentos aplicados. 

Para um dos controles negativo utilizou-se o caldo de batata e inóculo, e em outro foi 

caldo de batata, metanol e inóculo. Já para os controles positivos foram utilizados o caldo, 

amoxicilina em diluição seriada e inóculo. Nos poços em que foram testados os extratos 

Poços pintados: Contém amostras   

 

Figura 6- Placas de Petri 

contendo colônias puras de 

fungos endófitos isolados da 

Jatropha curcas com diferentes 

fenótipos e características 

morfológicas.Poços pintados: 

Contém amostras   

 

Figura 7- Placas de Petri 

contendo colônias puras de 

fungos endófitos isolados da 

Jatropha curcas com diferentes 

fenótipos e características 

morfológicas. 
 

Figura 8- Cultivo de um dos 

fungos em meio de aveia após 7 

dias de incubação.Figura 9- 

Placas de Petri contendo 

colônias puras de fungos 

endófitos isolados da Jatropha 

curcas com diferentes fenótipos 

e características 

morfológicas.Poços pintados: 

Contém amostras   

 

Figura 5 - Esquema da placa 1 e 2 de 96 poços para o teste de atividade antibacteriana dos extratos 

fúngicos.  A imagem representa o desenho das duas microplacas de 96 poços utilizada no teste de 

atividade antibacteriana de microrganismos dos extratos fúngicos por microdiluição. Para a placa 1, 

as linhas A e B (poços 1 a 3) correspondem aos controles negativos, indicados pelos poços coloridos 

em rosa e as linhas C, D, E e F (poços 1 a 3) em azul, correspondem os controles positivos, onde 

foram adicionados amoxicilina com diluição seriada. Os poços de 4 a 12 (linhas A a H) contêm os 

extratos fúngicos testados, sendo cada número preenchido no poço, indica a numeração dos extratos 

fúngicos na ordem. Para a placa 2, os poços de 1 a 6 (linhas A a H) contêm as amostras dos extratos 

fúngicos, com os números dentro dos poços representando o número de identificação dos extratos 

testados. 
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fúngicos, foram adicionados o caldo, extratos fúngicos e o inóculo como especificado na Tabela 

1. 

 

Tabela 1 - Reagentes adicionados em cada poço de acordo com o tratamento aplicado. 

Tratamento Placa/Poços Reagentes adicionados 

Controle negativo Placa 1/ A1 a A3  Caldo de batata, 

inóculo e resazurina 0,01% 

 

Controle metanol (negativo) 

 

Placa 1/ B1 a B3 

 

Caldo de batata, metanol, 

inóculo e resazurina 0,01% 

 

Controles Amoxicilina 

(positivos) 

 

Placa 1/ C1 a C3; D1 a 

D3; E1 a E3 e F1 a F3 

 

Caldo de batata, antibiótico 

em diluição seriada, inóculo 

e resazurina 0,01% 
 

 

Extratos fúngicos 

 

Placa 1/ A4 a H12 

Placa 2/ A1 a A3; B1 a B3; 

C1 a C3; D1 a D3; E1 a 

E3; F1 a F3; G1 a G3; H1 

a H3; A4 a A6 e B4 a B5 

 

Caldo de batata, extrato 

fúngico, inóculo e 

resazurina 0,01% 
 

Fonte: Autora (2024). 

 

 As microplacas foram identificadas na câmara de fluxo laminar e em seguida foram 

preenchidas ao mesmo tempo. Os reagentes foram distribuídos na seguinte ordem: inicialmente 

foram adicionados o meio de cultura, metanol, antibiótico em diluição seriada, seguidos pelos 

extratos contendo metabólitos secundários, e por fim distribui-se o inóculo em todos os poços 

com os tratamentos. Essa distribuição foi realizada conforme as especificações apresentadas na 

Tabela 1. E as quantidades especificas de reagentes colocados em cada poço estão listadas na 

Tabela 2. 
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Tabela 2- Quantidade dos reagentes utilizados no teste de atividade antibacteriana. 
Reagente Controle 

negativo (µL) 
Controle negativo 

metanol (µL) 
Controles 

amoxicilina 
(µL) 

Amostras 
(µL) 

Caldo 170 165 160 165 

Metanol - 5 - - 

Inoculo 80 80 80 80 

Antibiótico - - 10 - 

Extrato - - - 5 

Resazurina 
0,1% 

62 62 62 62 

Total 312 312 312 312 

Fonte: Autora (2024). 

 

 Após o preenchimento de todos os poços nas placas, estas foram cobertas com filme 

plástico e colocadas para incubar na estufa a 37 ºC, durante 20 horas. 

 

4.6.5 Preparo e adição da Resazurina 

 

Foram preparados 12 mL da solução corante contendo resazurina 0,01% diluída em 

solução salina a 0,9%. Após a incubação, o revelador resazurina foi adicionado a todos os poços 

das microplacas, conforme descrito na Tabela 1, e as placas foram incubadas novamente a 37 

°C e adaptado para o tempo de 10 minutos (Wiegand et al., 2008). 

 

4.6.6 Leitura das microplacas  

  

A leitura das microplacas foi conduzida de acordo com a metodologia descrita por Silva 

e colaboradores (2023), com adaptações. Logo após o período de reação do revelador, realizou-

se a captura das imagens das microplacas utilizando um smartphone Android Redmi Note 12 

com o sistema operacional Android 13 MIUI 14, com a câmera de 50 megapixels. 

 Todas as capturas de imagens das placas, de cada teste foram realizadas com o mesmo 

smartphone e com a mesma configuração da câmera. Sendo assim, os dados das imagens 

digitais foram convertidos em dados numéricos.  

A obtenção das estimativas colorimétricas da redução do revelador para cada poço das 

microplacas foi realizada utilizando o software ImageJ, com a aplicação do plugin 

ReadPlate3.0, de acordo com a metodologia descrita por Angelani (2018).  
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Portanto, pode-se analisar as imagens fotográficas das microplacas automaticamente, 

uma vez que esta aplicação permite medir a intensidade da cor em microplacas de 96 poços 

para um dos três filtros de cores, vermelho, verde ou azul (RGB) e devolve os valores de 

absorbância corrigidos em branco para cada poço. Para este ensaio, por causa da conversão da 

cor da resazurina, foi utilizado o filtro azul (Angelani, 2018). 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA   
 

Os ensaios experimentais foram realizados em triplicata, garantindo maior 

confiabilidade dos resultados. Os dados numéricos obtidos foram processados no Excel® para 

o cálculo das médias aritméticas e dos respectivos desvios-padrão, permitindo uma análise 

preliminar dos dados. 

Para a avaliação das diferenças entre os grupos experimentais, foi realizada uma Análise 

de Variância (ANOVA) utilizando o software Statistica®. A ANOVA é uma técnica estatística 

amplamente utilizada para comparar médias entre dois ou mais grupos e verificar se há 

diferenças estatisticamente significativas entre eles. Antes de realizar a ANOVA, foram 

realizados testes de suposições fundamentais, incluindo o teste de normalidade de Kolmogorov-

Smirnov, para assegurar que a distribuição dos dados era normal, e o teste de homogeneidade 

de variâncias de Levene, que verificou se as variâncias entre os grupos eram homogêneas. Esse 

método é seguro quando se deseja avaliar a influência de um fator sobre uma variável 

dependente e determinar se a variabilidade observada entre as médias dos grupos é maior do 

que seria esperado pelo acaso (Thevapalan, 2024; FM2S, 2024). 

ANOVA foi aplicada a um nível de significância de 5% (p<0,05). Os resultados 

mostraram que o valor de F foi significativo, com um valor de p inferior ao nível de 

significância estabelecido. Com isso, rejeitou-se a hipótese nula, o que sugere que existem 

diferenças significativas entre as médias dos grupos avaliados. 

 Como a análise indicou que as médias dos grupos não são todas iguais, foi necessária 

uma análise adicional, teste de Tukey para determinar quais grupos são diferentes. No software 

Statistica®, após a ANOVA, foi executado o teste de Tukey, utilizando graus de confiança de 

95%, 99% e 99,9%, correspondentes aos níveis de significância de p < 0,05, p < 0,01 e p < 

0,001, em suas respectivas ordens. 

Com base nesses parâmetros, foi possível identificar os extratos de fungos que 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas em comparação com o controle 
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negativo (metanol), com os controles positivos em diluição seriada com diferentes 

concentrações de antibiótico e ainda comparar os controles positivos e negativos entre si. 

 Os fungos em comparação com o controle de amoxicilina com concentração de 

100mg/mL, que apresentaram um valor de p inferior a 0,05 foram indicados com um asterisco 

(*), aqueles com p inferior a 0,05 e 0,01 com dois asteriscos (**), e os que atingiram o valor de 

p inferior a 0,05, 0,01 e 0,001 receberam três asteriscos (***) nos gráficos.  

Os que foram comparados com o controle positivo de amoxicilina com concentração de 

10 mg/mL, para os mesmos níveis de confiança também foram indicados nos gráficos. Essas 

identificações foram feitas nos gráficos de barras, os quais se encontram todos os controles e as 

amostras de cada extrato para cada bactéria que foi testada. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDÓFITOS DA Jatropha curcas 
  

A coleção de fungos endofíticos isolados da J. curcas foi criada e composta por 101 

colônias puras, obtidas a partir da inoculação dos galhos da espécie em meio de cultura BSA. 

A grande maioria dos fungos isolados apresentaram conídios com coloração esverdeada. Na 

Figura 6 é possível visualizar os fenótipos de fungos endofíticos encontrados na Jatropha 

curcas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Acervo próprio (2024). 

 

Após a obtenção das colônias puras, ocorreu a produção de conídios em meio BSA e 

posterior contagem em câmara de Neubauer. Todos os fungos apresentaram alta produção de 

conídios, sendo que os maiores valores foram superiores a 6×109, observados nos fungos Jc013 

(6,38×109), Jc018 (7,28×109), Jc027 (1,20×1010), Jc070 (7,40×109), Jc078 (6,80×109), e Jc080 

(8,93×109). Os menores valores foram inferiores a 1×109, observados nos fungos Jc003 

(9,7×10⁸), Jc004 (8,2×10⁸), Jc005 (9,0×10⁸), Jc010 (8,2×10⁸) e Jc011 (7,2×10⁸). 

 Ahmad e colaboradores (2016) avaliaram o efeito de temperatura e de diferentes meios 

de cultura na produção de conídios de fungo e os resultados indicaram que o meio BSA é eficaz 

na promoção da esporulação, ressaltando sua relevância para otimizar a produção de conídios 

em ambientes laboratoriais. O que destaca a otimização de processos de extração de conídios 

para plantas como Jatropha curcas. 

 Na Tabela 3 encontram-se as médias de conídios registrados nos quadrantes da câmara 

de Neubauer, assim como as quantidades de conídios coletada para cada um dos fungos que 

foram testados.  

 

Figura 6 - Placas de Petri contendo colônias puras de fungos endófitos isolados da Jatropha 

curcas com diferentes fenótipos e características morfológicas. 
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Tabela 3- Média da contagem dos quadrantes e cálculo da concentração de conídios em cada 

amostra. Contagem de conídios dos fungos endofíticos da J. curcas testados de Jc001 a Jc101. 

Fungo 
 

Média Nº de 
conídios/mL 

Fungo 
 

Média Nº de 
conídios/mL 

Fungo 
 

Média Nº de 
conídios/mL 

Jc001 127 3,18×109 Jc034 98 2,45×109 Jc068 87 2,18×109 

Jc002 57 1,43×109 Jc035 136 3,40×109 Jc069 82 2,05×109 

Jc003 39 9,75×108 Jc036 168 4,20×109 Jc070 296 7,40×109 

Jc004 33 8,25×108 Jc037 173 4,33×109 Jc071 198 4,95×109 

Jc005 36 9,00×108 Jc038 67 1,68×109 Jc072 90 2,25×109 

Jc006 69 1,73×109 Jc039 63 1,58×109 Jc073 75 1,88×109 

Jc007 41 1,03×109 Jc040 94 2,35×109 Jc074 92 2,30×109 

Jc008 47 1,18×109 Jc041 168 4,20×109 Jc075 79 1,98×109 

Jc009 159 3,98×109 Jc042 66 1,65×109 Jc076 197 4,93×109 

Jc010 33 8,25×108 Jc043 56 1,40×109 Jc077 122 3,05×109 

Jc011 29 7,25×108 Jc044 49 1,23×109 Jc078 272 6,80×109 

Jc012 51 1,28×109 Jc045 84 2,10×109 Jc079 169 4,23×109 

Jc013 255 6,38×109 Jc046 124 3,10×109 Jc080 357 8,93×109 

Jc014 160 4,00×109 Jc047 71 1,78×109 Jc081 157 3,93×109 

Jc015 53 1,33×109 Jc048 51 1,28×109 Jc082 54 1,35×109 

Jc016 72 1,80×109 Jc049 50 1,25×109 Jc083 153 3,83×109 

Jc017 119 2,98×109 Jc050 43 1,08×109 Jc084 122 3,05×109 

Jc018 291 7,28×109 Jc051 106 2,65×109 Jc085 87 2,18×109 

Jc019 130 3,25×109 Jc052 85 2,13×109 Jc086 139 3,48×109 

Jc020 79 1,98×109 Jc053 138 3,45×109 Jc087 136 3,40×109 

Jc021 126 3,15×109 Jc054 63 1,58×109 Jc088 178 4,45×109 

Jc022 129 3,23×109 Jc055 69 1,73×109 Jc089 93 2,33×109 

Jc023 180 4,50×109 Jc056 136 3,40×109 Jc090 302 7,55×109 

Jc024 125 3,13×109 Jc057 170 4,25×109 Jc091 235 5,88×109 

Jc025 152 3,80×109 Jc058 207 5,18×109 Jc092 137 3,43×109 

Jc026 48 1,20×109 Jc059 112 2,80×109 Jc093 56 1,40×109 

Jc027 479 1,20×1010 Jc060 118 2,95×109 Jc094 55 1,38×109 

Jc028 205 5,13×109 Jc061 102 2,55×109 Jc095 45 1,13×109 

Jc029 198 4,95×109 Jc062 78 1,95×109 Jc096 105 2,63×109 

Jc030 52 1,30×109 Jc063 72 1,80×109 Jc097 90 2,25×109 

Jc031 198 4,95×109 Jc064 51 1,28×109 Jc098 189 4,73×109 

Jc032 153 3,83×109 Jc065 109 2,73×109 Jc099 113 2,83×109 

Jc033 95 2,38×109 Jc066 207 5,18×109 Jc100 75 1,88×109 

   Jc067 64 1,60×109 Jc101 208 5,20×109 

Fonte: Autora (2024). 

 

5.2 PRODUÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 
 

Para garantir um crescimento uniforme entre os fungos na produção de metabólitos 

secundários, o inóculo foi padronizado com 1 mL de solução de conídios contendo 1×10⁸ 

conídios, semeado em meio de aveia. Os metabólitos secundários foram produzidos durante o 

período de incubação de 7 dias na estufa, sendo posteriormente extraídos com metanol. Na 

Figura 7, observa-se o cultivo em meio de aveia antes da extração dos metabólitos. 
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As 101 colônias isoladas de Jatropha curcas foram testadas quanto à atividade 

antibacteriana. Trabalhos anteriores, como o de Alves e colaboradores (2020), relataram o 

potencial dos fungos endofíticos de Jatropha curcas na produção de metabólitos secundários 

com propriedades antioxidantes, evidenciando sua relevância na biotecnologia e no 

desenvolvimento de produtos farmacêuticos. Rahu e colaboradores (2021) também avaliaram 

o potencial antimicrobiano de extratos de diferentes partes de Jatropha curcas contra patógenos 

humanos, mostrando que o extrato de caule em etanol a 20% apresentou a maior atividade 

antibacteriana. 

 

Fonte: Acervo próprio (2024). 

 

5.3 TESTE DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS FÚNGICOS CONTRA 

A E. coli E S. epidermidis 
 

As bactérias em crescimento foram identificadas utilizando a resazurina, amplamente 

utilizado para contar células microbianas e avaliar a eficácia de antibióticos, especialmente em 

ensaios realizados em microplacas de 96 poços, pois muda de cor de azul para rosa à medida 

que as células reduzem a resazurina em resorufina, indicando assim o crescimento celular. 

Após a reação com a resazurina, os poços das microplacas apresentaram colorações rosa 

e azul características, com algumas variações de cor. Para análise dessas variações, fez -se 

necessário utilizar ferramentas de análise colorimétrica. A Figura 8 apresenta a imagem das  

microplacas após a reação da resazurina. 

Figura 7 - Cultivo de um dos fungos em meio de aveia após 7 dias de incubação. 
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Fonte: Acervo próprio (2024). 

 

Jia e colaboradores (2020), avaliaram um ensaio baseado em resazurina para a detecção 

rápida de resistência a polimixina em bactérias gram-negativas, demonstrando que é um método 

eficaz para a avaliação rápida de resistência antibiótica. 

Kao e colaboradores (2020), tiveram como metodologia o uso de resazurina como 

indicador do crescimento bacteriano, bem como Elshikh e colaboradores (2016), fez-se uso de 

método de microdiluição em microplacas de 96 poços baseado em resazurina para determinar 

a concentração mínima inibitória de biossurfactantes, ou seja, tendo a resazurina como um 

indicador de viabilidade celular. 

Microdiluição em placas de 96 poços baseada em resazurina foi utilizada para 

determinar a concentração mínima inibitória (MIC) de óleos essenciais de anis estrelado e 

orégano sobe Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis. A resazurina, um indicador de 

desempenho celular, muda de cor de azul para rosa na presença de atividade metabólica, 

permitindo a avaliação adequada da eficácia antibacteriana dos óleos testados (Shamsudeen et 

al., 2024). 

Figura 8 - Imagem das microplacas após a reação da resazurina, evidenciando as mudanças de 

cor. 
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A leitura das placas, em que foram testados os extratos fúngicos, foi realizada de acordo 

com as imagens registradas com o smartphone e, posteriormente, scaneda no ImageJ. As 

análises indicaram que os resultados obtidos nos ensaios do presente trabalho são promissores, 

pois os extratos fúngicos testados podem ter potencial bioativo relevante, como propriedades 

antibacteriana, isso é sugerido pelo comportamento das placas nas análises de ImageJ, com 

inibição significativas, contra as bactérias-alvo, que indicam a eficácia dos extratos. 

O método empregado neste estudo é reconhecido e adotado por muitos na comunidade 

científica. Segundo Sychev e colaboradores (2023), foram utilizadas câmeras de smartphones 

para registrar imagens de placas de 96 poços. O software ImageJ foi posteriormente utilizado 

para quantificar a intensidade da coloração resultante da redução da resazurina, o que sinaliza 

a viabilidade das bactérias. As análises das imagens capturadas geraram dados quantitativos 

que demonstraram conformidade entre os indicadores colorimétricos, fotométricos e espectrais. 

Silva e colaboradores (2023), analisaram o desenvolvimento e a validação de um ensaio 

colorimétrico para avaliar a sensibilidade a fungicidas, utilizando resazurina, por meio do 

software imageJ. O estudo foi realizado a partir de imagens digitais das culturas em 

microplacas, capturadas com câmera de smartphone em um transiluminador de baixo custo 

projetado de forma artesanal para este propósito (Silva et al., 2023). 

 O potencial antibacteriano dos extratos fúngicos foram avaliados sob as bactérias 

Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis.  

Os testes de normalidade indicaram que os dados seguem uma distribuição normal, e o 

teste de homogeneidade de variâncias confirmou que as variâncias entre os grupos são 

homogêneas. Dessa forma, foi possível aplicar a Análise de Variância (ANOVA) com segurança 

para avaliar as diferenças entre os grupos. 

Observou-se que, quanto maior a média da absorbância corrigida, maior a atividade 

antibiótica. A concentração de metanol utilizada nos testes não afetou o crescimento bacteriano, 

conforme indicado pelos dados. O teste estatístico de Tukey confirmou que não houve diferença 

significativa entre o controle de metanol e o controle negativo para E. coli e S. epidermidis, 

reforçando que o metanol não interferiu no crescimento. Dessa forma, a inibição bacteriana 

observada nos poços pode ser atribuída aos extratos fúngicos, uma vez que as diluições foram 

feitas com metanol, e a quantidade de extrato utilizada foi equivalente à do controle negativo 

de metanol 5 µL. 

Foram testados extratos de 101 fungos endofíticos, dos quais 91 (90,09%) apresentaram 

uma atividade antibacteriana, em relação ao controle negativo na presença de metanol (5µL) 
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sobre a bactéria E. coli. E para a bactéria S. epidermidis, 80 (79,21%) dos extratos testados 

apresentaram atividade antibacteriana comparado ao mesmo controle. 

Os extratos Jc017, Jc027, Jc041, Jc047, Jc048 e Jc061 apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas em comparação com o controle de amoxicilina a 100 mg/mL, 

considerando que foram adotados os níveis de significância de 1, 5 e 10%, mostrando atividade 

antibacteriana contra E. coli. Destes, os extratos Jc017, Jc041, Jc047, Jc048 e Jc061 

apresentaram médias de inibição superiores ao controle positivo de amoxicilina, indicando 

maior eficácia antibacteriana. O extrato Jc027 também apresentou atividade relevante com p < 

0,05, mas com menor potencial comparado aos demais. 

Ainda em relação com testes realizados com E. coli, os extratos Jc016, Jc017, Jc027, 

Jc041, Jc047, Jc048 e Jc061 foram comparados ao controle positivo com amoxicilina a 10 

mg/mL. Os extratos Jc017, Jc041, Jc047, Jc048 e Jc061 mostraram forte atividade 

antibacteriana, enquanto Jc027 e Jc016 exibiram efeito antibacteriano moderado. 

Os Gráficos 1 e 2 são apresentados os extratos que apresentaram diferenças estatísticas 

em relação ao antibiótico, evidenciando aqueles com médias de absorbância superiores, e, 

consequentemente, maior atividade antibacteriana nas concentrações de 100 mg/mL e 10 

mg/mL de amoxicilina.
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Fonte: Autora (2024). 

*** * 
*** 

*** * 

*** * 

# ## 

Gráfico 1 - Efeito dos extratos fúngicos endofíticos de Jc001 até Jc050 testados em relação à atividade antibacteriana contra a bactéria E. coli. As 

barras indicam a média de absorbância corrigida dos extratos, com desvios-padrão. Os asteriscos indicam a significância estatística * p<0,05 e *** 

p<0,001 em relação ao controle positivo de amoxicilina 100 mg/mL. Os sustenidos indicam a significância estatística # p<0,05, ## p<0,01 e ### 

p<0,001, em relação apenas ao controle de amoxicilina 10 mg/mL. 

### 
### 

### 

### 

# 
*** 

### 

## 
*** 

### 

*** 
### 

*** 
### 
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Gráfico 2- Efeito dos extratos fúngicos endofíticos de Jc051 até Jc101 testados em relação à atividade antibacteriana contra a bactéria E. coli. As 

barras indicam a média de absorbância corrigida dos extratos, com desvios-padrão. Os asteriscos indicam a significância estatística *** p<0,001 

em relação ao controle positivo de amoxicilina 100 mg/mL. Os sustenidos indicam a significância estatística ### p<0,001 em relação apenas ao 

controle de amoxicilina 10 mg/mL. 

 

Fonte: Autora (2024).

*** 
### 
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Para a atividade antibiótica contra a bactéria S. epidermidis, a comparação entre o 

controle de metanol e o controle positivo de amoxicilina de 100 mg/mL, indicou que o controle 

positivo apresentou uma diferença estatisticamente significativa, mostrando inibição de 

bactérias nesses controles. 

 O extrato fúngico Jc061 apresentou diferença significativa em relação ao controle 

positivo com amoxicilina com concentração de 100 mg/mL, com nível de confiança de 99%, 

enquanto o extrato Jc047 mostrou uma diferença ainda mais expressiva, com um nível de 

confiança de 99,9%. Sendo assim, o extrato Jc047 apresentou a maior atividade antibiótica, 

seguido por Jc061, que também demonstrou atividade significativa, mas em menor intensidade. 

Esses resultados ressaltam que os extratos Jc047 e Jc061 têm maior eficácia em 

comparação à amoxicilina de 100 mg/mL e aos outros tratamentos avaliados. Ao considerar o 

controle positivo com uma concentração de 10 mg/mL, as análises estatísticas pelo teste de 

Tukey mostraram que três extratos, Jc041, Jc047 e Jc061, apresentaram atividade de inibição 

superiores. Jc041 teve um nível de confiança de 99%, enquanto Jc047 e Jc061 demonstraram 

maior eficácia antibacteriana com níveis de confiança de 99,9%. 

Os Gráficos 3 e 4 são apresentados de forma clara os extratos que apresentaram 

diferenças estatísticas significativas em comparação com o antibiótico, destacando os extratos 

Jc041, Jc047 e Jc061, que tiveram médias de absorbância maiores do que o antibiótico testado 

na concentração de 100 mg/mL e 10 mg/mL. A visualização gráfica reforça os resultados, 

facilitando a identificação dos extratos com maior atividade antibacteriana, confirmada pelos 

testes estatísticos. 
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Fonte: Autora (2024). 

*** 

## 

### 

Gráfico 3- Efeito dos extratos fúngicos endofíticos de Jc001 até Jc050 testados em relação à atividade antibacteriana contra a bactéria S. 

epidermidis. As barras indicam a média de absorbância corrigida dos extratos, com desvios-padrão. Os asteriscos indicam a significância 

estatística *** p<0,001 em relação ao controle positivo de amoxicilina 100 mg/mL. Os sustenidos indicam a significância estatística ## p<0,01 e 

### p<0,001 em relação apenas ao controle de amoxicilina 10 mg/mL. 
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Fonte: Autora (2024).

** 

### 

Gráfico 4- Efeito dos extratos fúngicos endofíticos de Jc051 até Jc101 testados em relação à atividade antibacteriana contra a bactéria S. 

epidermidis. As barras indicam a média de absorbância corrigida dos extratos, com desvios-padrão. Os asteriscos indicam a significância estatística 

** p<0,01 em relação ao controle positivo de amoxicilina 100 mg/mL. Os sustenidos indicam a significância estatística ### p<0,001 em relação 

apenas ao controle de amoxicilina 10 mg/mL. 
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Após as análises, os extratos Jc041, Jc047 e Jc061 destacaram-se por sua atividade 

antibacteriana superior a amoxicilina, tanto contra E. coli quanto contra S. epidermidis. 

Ressaltando que o extrato Jc041 demonstrou uma inibição superior a amoxicilina na 

concentração de 10 mg/mL para S. epidermidis. Essa eficácia contra bactérias de diferentes 

grupos aponta que os compostos bioativos presentes nesses extratos têm potencial para atuar 

sobre uma ampla gama de microrganismos, tornando-os candidatos para o desenvolvimento de 

antibióticos de amplo espectro, uma característica especialmente relevante frente à crescente 

resistência bacteriana. 

Como mostrado no Gráfico 5, os extratos Jc047, Jc041 e Jc061 exibiram maior eficácia 

contra E. coli e S. epidermidis em comparação aos controles de amoxicilina de 100 mg/mL e 

10 mg/mL.  

 

 

Fonte: Autora (2024). 

 

Gráfico 5- O gráfico compara a atividade antibacteriana dos extratos fúngicos endofíticos de 

amplo espectro: Jc047, Jc041, Jc061 com os controles de amoxicilina de 100 e 10 mg/mL 

contra as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis. As colunas representam a 

média de absorbância corrigida para cada tratamento. As barras representam o Desvio Padrão. 

Os asteriscos indicam a significância estatística ** p<0,01 e *** p<0,001 em relação aos 

respectivos controles. 

*** 

*** 

** *** 
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A prospecção de fungos endofíticos tem atraído grande interesse na biotecnologia, 

devido à capacidade de produzir metabólitos secundários com diversas atividades biológicas. 

Estudos anteriores já demonstraram o potencial antioxidante de fungos endofíticos, como 

Aspergillus nidulans, isolados de Jatropha curcas (Alves et al., 2020). Além disso, extratos de 

Jatropha curcas mostraram atividade antibacteriana significativa contra E. coli e S. epidermidis, 

reforçando o potencial desses fungos na inibição de patógenos Gram-positivos e Gram-

negativos (Rampadarath et al., 2018). 

Os resultados do presente estudo estão em consonância com as descobertas de Rahu e 

colaboradores (2021), que relataram que extratos de diferentes partes de J. curcas mostraram 

uma forte inibição de E. coli, com destaque para o extrato da raiz.  

De maneira semelhante, Bintencourt e colaboradores (2011) investigaram a atividade 

antibacteriana de extratos das folhas de Jatropha curcas, destacando a inibição significativa de 

Staphylococcus epidermidis e outras bactérias, com o intuito de desenvolver cosmecêuticos. Os 

autores utilizaram a técnica de difusão em ágar, observando halos de inibição que indicavam o 

potencial do extrato para aplicações em tratamentos dermatológicos. De forma similar, o 

presente estudo avaliou a atividade antibacteriana com ênfase em fungos endofíticos associados 

à planta, utilizando o método de microdiluição.  

Os extratos de Jatropha curcas exibiram atividades antibacterianas significativas contra 

Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis, com inibições superiores às da amoxicilina nas 

concentrações de 100 mg/mL e 10 mg/mL. Esses resultados são reforçados por outros trabalhos 

presente na literatura como Rampadarath e colaboradores (2018), Rahu e colaboradores (2021) 

e Bintencourt e colaboradores (2011), que também destacam o potencial dessa planta no 

combate à resistência antibacteriana. Assim, os fungos endofíticos de J. curcas oferecem novas 

perspectivas promissoras para o desenvolvimento de terapias naturais eficazes contra infecções 

bacterianas. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 90% dos fungos testados apresentaram atividade inibitória para E. coli e 79% 

mostraram atividade contra S. epidermidis comparado em relação ao controle metanol; 

 Os extratos Jc017, Jc041, Jc047, Jc048 e Jc061 apresentaram médias de inibição 

superiores ao controle positivo de amoxicilina de 100 mg/mL, para a E. coli; 

 Os extratos Jc047 e Jc061 têm maior eficácia em comparação à amoxicilina de 100 

mg/mL, para S. epidermidis e o extrato Jc041 maior eficácia comparado ao controle 10 

mg/mL. 

 Os extratos dos isolados Jc041, Jc047 e Jc061 demonstraram potencial para a produção 

de biomoléculas com atividade antibiótica de amplo espectro, sendo eficazes contra E. 

coli e S. epidermidis. 
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