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RESUMO 

 
Fungos são organismos que podem ser encontrados nos mais diversos 
habitats e constituem um dos maiores grupos sobre a Terra. Em particular, 
os fungos endofíticos associados a espécies vegetais, são excelentes 
produtores das mais diversas classes de metabólitos secundários, sendo 
uma fonte promissora e racional na obtenção de protótipos para os mais 
diversos usos terapêuticos. Os endófitos do gênero Xylaria pertencentes à 
família Xylareaceae, constituem um grupo de espécies que produzem 
substâncias que apresentam as mais diversas atividades biológicas como 
antitumorais, antibióticas, entre outros. Dentro deste contexto, neste 
trabalho avaliamos a produção de griseofulvina, um metabólito secundário 
produzido por Xylaria spp., e de utilização na terapêutica animal e humana. 
Também foi realizado o estudo químico e biológico de sete espécies diferentes 
de fungos endofíticos do gênero Xylaria. Estes foram cultivados em meios 
líquidos comerciais (MDB, Czapek, YM, EM e Nutrient) e sólidos (arroz e 
milho) para obtenção dos extratos brutos, totalizando 49 extratos. Cinco 
evidenciaram a produção de griseofulvina e foram submetidos a análises por 
RMN de 1H e CLAE-DAD para a detecção e quantificação desta substância, 
respectivamente. O fungo que apresentou maior produção de griseofulvina 
foi o Xylaria sp., codificado como PR-03 e cultivado em Czapek. Neste meio 
foi realizado o estudo de aplicação de estímulos, tais como agitação e luz, 
utilizando planejamento experimental visando a maximização da produção 
desta substância, o que culminou em um aumento significativo desta 
produção. Paralelamente, todos os extratos obtidos foram submetidos a 
bioensaios para verificação das atividades antitumoral, antifúngica, e 
anticolinesterásica. Dois extratos que apresentaram perfis químico e 
biológico promissores foram submetidos a fracionamento cromatográfico 
para isolamento e identificação de substâncias. As substâncias isoladas 
tiveram suas estruturas determinadas ou elucidadas por técnicas de RMN 
uni e bidimensionais, Espectrometria de Massas, UV, entre outras. De 
Xylaria sp. CSY-06 foram isoladas e identificadas seis substâncias: kigelina, 
demetilkigelina, xylariolideo D, dankasterona A, 6-hidroxi-3-metil-7,8-
dimetoxi-3,4-dihidroisocumarina e 5-butil-6-hidroximetil-2H-piran-2-ona 
sendo as duas últimas inéditas. De Xylaria sp. PR-03 foram isoladas dez 
substâncias, sendo oito identificadas como: declorogriseofulvina, 
griseofulvina, ácido 2-hexilideno-3-metil-butanodioico, e as citocalasinas B, 
Z2, F, B2, e T. Os estudos com endófitos Xylaria sp. visam contribuir e 
fornecer subsídios para maior conhecimento sobre a constituição química 
dos extratos analisados, e relacionar a sua composição com a interação 
micro-organismo e espécie vegetal, levando a compreensão da função 
ecológica existente.  
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: fungos endofíticos. Xylaria sp. griseofulvina. Cerrado. 



 
 

ABSTRACT 
 

Fungi are organisms that can be found in a diversity of habitats and 
constitute one of the largest groups on Earth. In particular, the endophytic 
fungi associated with plant species are excellent producers of several classes 
of secondary metabolites, as well a promising rational source in obtaining 
prototypes for several therapeutic effects. Endophytes of the genus Xylaria 
belong to Xylareaceae family, are a group of species that produce substances 
with potential biological activities, including antitumoral, antibacterial, 
among others. In this context, this study evaluated the optimal condictions 
of griseofulvin-producing endophytic fungus from Xylaria spp., for 
application in animal and human therapy. It was also conducted chemical 
and biological study of seven different species of endophytic fungi of the 
genus Xylaria. The fungal strain was cultivated in commercial liquid (Potato 
Dextrose Broth, Czapek, Yeast Medium, Malt Extract and Nutrient) and solid 
media forms (rice and corn) to obtain the crude extracts (n= 49). Five 
samples showed  griseofulvin production and were analyzed by 1H NMR and 
HPLC-DAD for the detection and quantification of the substance, 
respectively. The fungus that showed higher production of griseofulvin was 
Xylaria sp., encoded as PR-03 and cultured in Czapek. In this environment, 
the experiments design under light and shaker induced stimulus were 
performed in order to improve the production of the substance. It was 
observed a significant increase of production under both conditions. At the 
same time, all the extracts were submetted to bioassays for evaluation of 
antitumor, antifungal, and acetylcholinesterase activities. Two extracts that 
revealed promising chemical and biological profiles were subjected to 
chromatographic fractionation for isolation and identification of substances. 
Two compounds had their structures determined or elucidated by NMR uni 
and bidimensional techniques, mass spectrometry, UV, among others. In 
Xylaria sp. CSY-06 were isolated and identified six substances kigelin, 
demetilkigelin, xylariolideo D, dankasterone A, 6-hydroxy-7,8-dimethoxy-3-
methyl-3,4-dihydroisocumarin and 5-butyl-6-hydroxymethyl-2H-pyran-2-
one with the last two unpublished. In Xylaria sp. PR-03 were isolated ten 
substances, eight identified as declorogriseofulvin, griseofulvin, 2-
hexylidene-3-methyl-butanedioic acid, and cytochalasins B, Z2, F, B2, and T. 
Studies with endophytes Xylaria sp. aim to contribute and provide support 
for greater knowledge about the chemical composition of the extracts 
analyzed, and relate its composition to the micro-organism interaction and 
plant species, leading to understanding of the ecological function. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

1.1 Química de Produtos Naturais e micro-organismos 

 Pode-se dizer que o interesse do homem pelas substâncias químicas, 

que o rodeiam, é tão antigo como o próprio homem e que o reconhecimento 

das propriedades químicas de tais substâncias, numa época em que a 

palavra química ainda não era conhecida, está associado com a sua própria 

sobrevivência no planeta. É que desde muito cedo e de forma bem 

rudimentar a espécie humana utiliza os produtos naturais, seja na 

alimentação, na caça, na medicina, ou em rituais religiosos, entre outras 

formas. 1 

Durante grande parte da história a natureza tem fornecido, de forma 

expressiva, uma grande quantidade de medicamentos para o tratamento de 

diversas doenças, sendo que a ingestão de ervas e folhas tenha constituído 

uma das primeiras formas de utilização dos produtos naturais para este fim. 

Descrições sobre a utilização de produtos naturais na medicina, realizada 

pelo homem, datam desde as sagradas escrituras. No Papiro de Ebers 

enumeram-se mais ou menos 100 doenças e um grande número de drogas 

de natureza animal e vegetal. 1 

Por volta do século XIX, os avanços no conhecimento científico levaram 

à descoberta de substâncias bioativas, frequentemente relatadas como 

produtos naturais e se deu o início da fitoquímica. 2 

Compreendem-se como produtos naturais os bioprodutos obtidos a 

partir de plantas, animais, e micro-organismos, e que podem ser utilizados 

para seu benefício. As propriedades bioativas dos produtos naturais são 

atribuídas à diversidade e complexidade estrutural dos metabólitos 

secundários. 3 

Dentro deste contexto, os produtos naturais são divididos em dois 

grupos: metabólitos primários e metabólitos secundários. Os metabólitos 

primários estão relacionados aos processos essenciais à vida, amplamente 

distribuídos em plantas e micro-organismos, ou seja, são comuns a estas 

espécies. Os metabólitos secundários são produtos do metabolismo especial, 

biossintetizados a partir do metabolismo primário. Grande parte dos 
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princípios ativos responsáveis pela atividade biológica de uma planta é 

atribuída aos metabólitos secundários presentes, que englobam as classes 

de substâncias como terpenos, alcaloides, compostos fenólicos e 

policetídeos. 4 

São várias as utilidades dos produtos naturais, sendo que o seu 

estudo tem contribuído enormemente para o desenvolvimento de diversas 

áreas. Suas maiores contribuições são na utilização como suplementos na 

indústria alimentícia, intermediários utilizados na indústria farmacêutica e 

agroquímica, e na indústria de cosméticos. 5 

Contribuindo para a enorme importância dos produtos naturais, os 

micro-organismos também começaram a ser investigados como fonte de 

princípios bioativos. Os fungos passaram a serem estudados quimicamente 

após a descoberta acidental da penicilina G, por Fleming (1928), um 

poderoso antibiótico produzido por Penicillium notatum. 6 

Deste modo, nos últimos anos os micro-organismos receberam atenção 

especial por parte da indústria e dos pesquisadores de produtos naturais. Os 

avanços obtidos no campo da biotecnologia, aliado ao emprego de técnicas 

modernas de fracionamento químico, elucidação e triagem na busca por 

novos protótipos bioativos, têm revelado seu potencial em fornecerem novas 

substâncias químicas bioativas, 7 com utilização nas mais diversas áreas. 

 

1.2 Fungos – aspectos gerais 

Fungos são organismos que utilizam como fonte de energia compostos 

orgânicos (quimiorganotróficos), cujo corpo pode ser unicelular 

(leveduriforme) ou pluricelular (filamentoso). 8 São encontrados em 

diferentes lugares, como água, solo, ar, animais e plantas, 9 devido às 

condições simples de temperatura (~ 25ºC), pH ligeiramente ácido, condições 

aeróbias ou anaeróbias necessárias para o seu crescimento. 10 Os fungos são 

divididos em vários grupos como coprófilos, micoparasitas, termófilos, 

epifíticos, endofíticos, entre outros. 11 

Estes organismos são descritos por uma característica universal que é 

a impossibilidade de realizar a fotossíntese e desprovidos de clorofila, 

portanto são heterotróficos. Com isto, os fungos adquirirem seus nutrientes 
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no meio ambiente em que vivem ou de organismos mortos, além disso, 

alguns fungos são capazes de desenvolver uma relação simbiótica com seus 

hospedeiros. 12 

Os fungos ocorrem basicamente em três modos de vida: simbiótico, 

parasitico e saprófita. Quando associados às plantas, assumem vários tipos 

de interações, sendo as simbióticas as que conferem a ambos os organismos 

diversas vantagens, produzindo ou induzindo a produção de metabólitos que 

podem auxiliar a planta evitando o ataque de herbívoros, no aumento da 

tolerância a estresses abióticos e no controle de ataque de insetos ou outros 

micro-organismos. 13 Por outro lado, eles são capazes de sequestrar 

metabólitos produzidos pelas plantas que irão atuar como defesa química, 

ou produzi-los em resposta à pressão exercida por outros micro-organismos 

endofíticos ou fitopatógenos ou até mesmo por predadores. 14 

Nas associações parasitárias o fungo vive dentro da planta, de onde 

obtém o alimento necessário para seu desenvolvimento. Neste caso, 

geralmente o metabolismo secundário do fungo é prejudicial à planta, ou 

pelo consumo de seus elementos vitais ou pela biossíntese de substâncias 

tóxicas às plantas. O parasitismo está relacionado à patogenicidade e pode, 

eventualmente, levar a planta à morte. 15 

Os fungos que vivem na forma de saprófitas obtêm seus alimentos de 

substâncias orgânicas em decomposição, eles criam estruturas reprodutoras 

a partir do micélio, sendo de grande importância no ecossistema. 16 

Com relação à ocorrência e biodiversidade, os fungos constituem o 

segundo maior grupo de espécies sobre a terra, perdendo apenas para os 

insetos. Estimativas sugerem que existam aproximadamente 5,1 milhões de 

espécies diferentes, sendo que, menos de 5% foram descritas. 9, 17 Assim 

tem-se constatado nos últimos anos uma urgente necessidade em se estudar 

a química dos fungos, temendo-se a perda da biodiversidade. 6, 18 

 

1.3 Fungos endofíticos 

O termo endofítico ocorreu em 1866, quando De Bary apresentou ao 

mundo que “endófito é qualquer organismo que ocorre dentro dos tecidos 

vegetais”. Entretanto, a definição mais amplamente citada foi dada por 
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Petrini em 1991 afirmando que endófitos são "todos os organismos que 

habitam os órgãos da planta que, em algum momento de sua vida, podem 

colonizar tecidos internos da planta sem causar dano aparente para o 

hospedeiro”. Mais tarde, Bacon e White propuseram uma definição mais 

conclusiva e amplamente aceita: "endófitos são micro-organismos que 

colonizam tecidos internos das plantas, sem causar efeitos negativos 

imediatos”. 19, 20 A definição dada por Strobel (2013) de que “fungos 

endofíticos são encontrados em toda a natureza e habitam os espaços intra e 

intersticiais dos tecidos vegetais sem provocar nenhuma evidência externa 

aparente de sua presença na planta”, é a mais atual. 21 

Um fungo endofítico encontra-se em um processo de relacionamento 

biológico com a planta hospedeira, no entanto, seu papel na vida das plantas 

é pouco compreendido. Alguns autores descrevem que os endófitos podem 

ser patógenos, mas, que estão em estado latente. No entanto, o que decide se 

um endófito é inofensivo ou prejudicial é o equilíbrio entre as demandas da 

invasão de fungos e a resposta da planta, sendo que uma vez 

desequilibradas, o endófito pode se transformar em um patógeno. 20 Embora 

a relação entre fungos endofíticos e seus hospedeiros varie de organismo 

para organismo, eles constituem um componente importante da 

biodiversidade microbiana. A espécie hospedeira pode ser infectada, pelos 

endófitos, horizontalmente por lesões naturais, como estômatos ou 

crescimento das raízes, e artificiais, como injúrias causadas por práticas 

agrícolas. A infecção também pode ocorrer verticalmente pelas sementes do 

hospedeiro, neste caso, o endófito pode se instalar em uma planta por toda 

sua vida (Figura 1, p. 23). 22 O modo com que o fungo infecta uma espécie 

vegetal pode alterar o tipo de interação endófito-hospedeiro. Na transmissão 

vertical é predominante a interação mutualística, enquanto que na 

transmissão horizontal (não sistêmica) essa interação tende a ser 

antagônica. Uma vez no hospedeiro o endófito permanece, geralmente, em 

um estado latente por toda sua vida ou por um período prolongado, até que 

as condições ambientais lhe sejam favoráveis, assumindo uma função 

patogênica. 23, 24 
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Figura 1. Ciclo de vida dos endófitos em associação com a planta hospedeira. 

Transmissão 
vertical via 
sementes

Transmissão 
horizontal

Sexuada por 
esporos

Assexuada

 
FONTE: Adaptado de SAIKKONEN et al (2004). 22 

 

Os fungos endofíticos são micro-organismos capazes de produzir 

metabólitos potencialmente bioativos, e estes habitam o interior de plantas, 

sendo encontrados em órgãos e tecidos vegetais como as folhas, ramos e 

raízes, podendo habitar a planta por toda vida, sendo transmitidos, em 

alguns casos, para futuras gerações por meio da semente do hospedeiro. 16 

Evidências da associação planta-micro-organismo têm sido descobertas em 

tecidos fossilizados de caules e folhas. Provavelmente, ao longo do tempo e 

da evolução das espécies, os endofíticos podem ter desenvolvido sistemas de 

comunicação que permitissem a transferência de informações entre eles e a 

planta e vice-versa, possibilitando ao endófito lidar com condições 

ambientais instáveis e aumentando a compatibilidade com a planta 

hospedeira. 6 

Uma das vantagens dos micro-organismos sobre outras fontes 

naturais está relacionada com a conservação ambiental, uma vez que 

requerem uma única e pequena remoção do ambiente natural. Outra 

vantagem é que por se tratarem de fontes renováveis, o cultivo em escala 

ampliada para produzir metabólitos bioativos pode ser realizada usando a 

tecnologia existente com a otimização das condições de cultivo. 25 

 

1.4 Família Xylariaceae, gênero e espécies Xylaria 

Fungos do gênero Xylaria sp. pertencem à ordem Xylariales e a família 

Xylariaceae. Xylariaceae pertence a classe dos pirenomicetos (Ascomicota) e 
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é uma das famílias mais conhecidas e está distribuída por todo o mundo, 

ocorrendo predominantemente em regiões tropicais e subtropicais. 26, 27, 28 

A maioria destas espécies habita tocos e ramos de àrvores caídas ou 

mortas, podendo atuar como saprófitas, mas algumas espécies podem ser 

comumente isoladas como endófitas e outras espécies são consideradas 

patógenas. 29, 30 

Compreende mais de 85 gêneros e 1300 espécies desta família, porém 

torna-se óbvio que estes números tendem a ser maiores devido a 

remanescentes fungos que poderão ser descobertos e classificados em 

diversas regiões tropicais. 26, 31 

A família Xylariaceae tem sido extensivamente estudada nas últimas 

décadas, isso se deve às propriedades químicas, biológicas e taxonômicas 

apresentadas por suas espécies. 30 Estes estudos demonstram que os 

representantes desta família produzem uma grande variedade de metabólitos 

secundários, sendo que um número considerável destes é inédito. Os 

principais metabólitos produzidos podem ser agrupados como: 

diidroisocumarinas e derivados, ácido succínico e seus derivados, 

butirolactonas, citocalasinas, sesquiterpenos, griseofulvina e derivados, 

derivados do naftaleno, ácidos graxos de cadeia longa, entre outros. 32, 33 

Devido à grande dificuldade na classificação e a falta de coleções 

modernas de espécies tropicais, uma forma alternativa de identificação pode 

ser a de relacionar a presença destes compostos com sua posição 

sistemática e pelos dados químicos, os quais comprovar-se-ia a associação 

entre as espécies, grupos de espécies e gêneros desta família. 29, 32, 33 

Como contribuição a identificação de espécies Xylaria, a experiência 

do grupo de pesquisa em estudos com estas espécies mostrou-se muito 

promissora, conduzindo ao isolamento e determinação estrutural das mais 

diversas classes de substâncias bioativas. 

Fato este comprovado pelo trabalho do Dr. Geraldo H. Silva com o 

endófito Xylaria sp. associado a espécie vegetal Piper aduncum (Piperaceae), 

conduzindo ao isolamento e determinação estrutural de dez substâncias, 

incluindo seis citocalasinas e sesquiterpenos eremofilanos e 
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persilfiperfolanos, sendo algumas destas substâncias inéditas na literatura 

(Figura 2, p. 26 ). 9, 34  

Nos trabalhos com endófitos Xylaria sp. associados às espécies 

vegetais Palicourea marcgravii (Rubiaceae) e Casearia sylvestris 

(Flacourtiaceae), ambos conduzidos por Mariana C. Cafêu, resultaram no 

isolamento de substâncias bioativas de grande importância econômica 

(Figura 3, p. 27), ênfase dada as citocalasinas B, C, e D que são substâncias 

altamente citotóxicas frente a linhagens de células tumorais, e para a 

griseofulvina, uma substância antifúngica, sendo que para esta última 

substância, foi constatado também que seu rendimento nos extratos brutos 

é influenciado pelo meio de cultivo. 35, 36 
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Figura 2. Substâncias isoladas do endófito Xylaria sp. associado à espécie vegetal Piper aduncum (Piperaceae)  
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Figura 3. Substâncias isoladas dos endófitos Xylaria sp. associados às espécies vegetais Palicourea marcgravii (Rubiaceae) e 
Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) 
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1.5 Griseofulvina 

O produto natural griseofulvina é um medicamento antifúngico, 

utilizado em terapêutica humana e animal, por possuir ação fungistática 

afetando o sistema microtubular dos fungos, o fuso mitótico e os 

microtúbulos citoplasmáticos (Figura 4, p. 28). 37 

A griseofulvina foi isolada em 1939 por Oxford e colaboradores a partir 

da produção metabólica do fungo Penicillium griseofulvum Diercks. Em 1946, 

foram publicados estudos por Brian e colaboradores sobre uma substância 

isolada a partir do fungo P. janczewskii descrito como o "Fator de 

ondulação", devido à indução da ondulação das hifas fúngicas. Em 1947 

descobriu-se que griseofulvina e o "Fator de ondulação" constituíam de fato a 

mesma substância. 38 

 

Figura 4. Estrutura da griseofulvina 

 

 

 Esta substância tem sido amplamente utilizada como um potente 

antibiótico com atuação antifúngica para o tratamento de doenças causadas 

por fungos patogênicos e de doenças inflamatórias, podendo ser 

administrada no tratamento de humanos e animais, no combate a micoses 

epiteliais na pele (inclusive no couro cabeludo) e nas unhas, e na 

agricultura. 39, 40  

 Recentemente, griseofulvina tem atraído renovada atenção devido a 

relatos de bioatividades complementares tais como: antiviral, contra o vírus 

da hepatite C, suprimindo a replicação do vírus in vitro; e como antitumoral, 

quando em associação com outros medicamentos quimioterápicos, inibindo 

a proliferação de vários tipos de células cancerígenas induzindo a apoptose 

destas, com baixíssima toxicidade ao organismo, atraindo considerável 

atenção para utilização em quimioterapia. 39, 40, 41 
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Utilizada comercialmente desde 6 de abril de 1959 nos EUA pela ICI 

sob o nome comercial "Fulcin" e no Reino Unido pela Glaxo como "Grisovin", 

38 foi introduzida para tratamento de micoses em animais e seres humanos, 

apresentando atividade contra várias espécies de Microsporum, 

Epidermophyton e Trychophyton. 42 Como agente antifúngico, possui 

mecanismo de ação fungistático, em oposição a fungicida, ou seja, inibe o 

crescimento de fungos ao invés de matá-los por competição. 43 

 Existem relatos que as espécies de fungos Penicillium sp., Aspergillus 

sp., Xylaria sp. e Nigrospora sp. são típicos produtores de griseofulvina, e 

que apesar de alguns pesquisadores já proporem a possibilidade de se 

produzir esta substância por via sintética, esta forma de obtenção não é 

economicamente viável devido à necessidade de várias etapas e 

intermediários até o produto final. Deste modo, atualmente a griseofulvina é 

produzida comercialmente por fermentação empregando diferentes espécies 

de Penicillium. 37, 43 

 

1.6 Análise Quantitativa 

 Técnicas de separação, tais como cromatografia gasosa (CG), 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e eletroforese capilar (EC) se 

sobressaem na química analítica por propiciarem análises qualitativas e 

quantitativas em amostras ambientais, farmacêuticas, biológicas e em 

alimentos. 44 

A aplicabilidade de uma análise quantitativa compreende a 

identificação dos analitos de interesse, livres de compostos interferentes, e 

propicia a determinação da concentração destes presentes em uma amostra. 

Para isto, esta análise pode ser baseada em estabelecer o valor da área da 

banda cromatográfica registrada como um pico, que idealmente deve ter um 

formato gaussiano, com resposta linear na faixa de detecção utilizado e 

tendo pleno conhecimento das limitações do método adotado. 45  

Para garantir que um novo método analítico gere informações 

confiáveis e interpretáveis sobre a amostra, este deve ser validado. 46 

Segundo a resolução n° 899 da ANVISA, 46 o objetivo de uma validação é 

demonstrar que o método utilizado é apropriado para a finalidade 
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pretendida, ou seja, a determinação qualitativa, semi-quantitativa ou 

quantitativa de determinadas substâncias em matrizes complexas. A 

validação deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método 

atenda às exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade 

dos resultados. Os parâmetros analíticos normalmente utilizados na 

validação de métodos de separação são: seletividade, linearidade, precisão, 

exatidão, limite de detecção, limite de quantificação e robustez. Estes termos 

conhecidos como parâmetros de desempenho analítico, 47 podem ser 

definidos como: 

Seletividade: é a capacidade que o método possui de medir exatamente o 

analito em presença de outros componentes tais como: impurezas, produtos 

de degradação e componentes da matriz; 

Linearidade: é a capacidade de um método analítico corroborar que os 

resultados obtidos são diretamente proporcionais à concentração do analito 

na amostra, dentro de um intervalo especificado;  

Limite de detecção: é a menor quantidade do analito presente em uma 

amostra que pode ser detectada, mas não necessariamente quantificada; 

Limite de quantificação: é a menor quantidade do analito em uma amostra 

que pode ser quantitativamente determinada com apropriada precisão e 

exatidão; 

Precisão: é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos em uma série 

de medidas de amostragem múltipla de uma mesma amostra. Esta avaliação 

deve ser considerada em três níveis: 

Repetibilidade (precisão intra-dia): concordância entre os resultados dentro 

de um curto período de tempo com o mesmo analista e mesma 

instrumentação. 

Precisão intermediária (precisão inter-dia): concordância entre os resultados 

do mesmo laboratório em dias diferentes. 

Reprodutibilidade (precisão inter-laboratorial): concordância entre os 

resultados obtidos em laboratórios diferentes, como em estudos 

colaborativos; 
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Robustez: mede a sensibilidade que este apresenta em relação a pequenas 

variações dos seus valores otimizados, quando este não é afetado por uma 

modificação pequena e deliberada em seus parâmetros; 

Exatidão ou recuperação: é a proximidade dos resultados encontrados pelo 

método em estudo em relação ao verdadeiro convencional. 48, 49  

 

1.7 Aplicação de estímulos às condições de cultivo de micro-

organismos 

Produtos naturais de micro-organismos são uma fonte essencial para 

agentes terapêuticos inovadores. O metabolismo secundário de micro-

organismos é regulado por uma grande quantidade de genes que codificam 

enzimas biossintéticas e, portanto, pode ser produzido uma variedade de 

metabólitos secundários. De fato, apenas uma minoria desses genes de vias 

é expresso sob condições de laboratório padronizadas e muitos metabólitos 

valiosos são negligenciados. 50 

Considerando que cada etapa biossíntética pode ser influênciada por 

diferentes fatores ambientais, aplicações de estímulos simples ou alterações 

nos parâmetros de cultivo (como por exemplo: composição do meio, pH, 

temperatura, adição de inibidores enzimáticos, nível de aeração, recipiente 

de cultura e controle da luminosidade) provavelmente influenciarão na 

produção de novas substancias, bem como no aumento da produção de um 

metabólito de interesse a partir de um único micro-organismo. 51 

 Novas abordagens de separação, identificação e quantificação estão 

sendo desenvolvidas para acelerar o processo de obtenção de substâncias 

químicas que possuam atividades farmacológicas. Dentre elas podemos 

destacar a utilização de ferramentas quimiométricas que auxiliam no 

planejamento e otimização experimental. A necessidade de uma 

instrumentação mais complexa para analisar estes sistemas de forma 

eficiente exige, da mesma forma, ferramentas computacionais para 

manipular e interpretar as informações obtidas. 51 

A utilização de planejamentos experimentais baseados em princípios 

estatísticos, permite extrair do sistema em estudo o máximo de informação 

útil, fazendo um número mínimo de experimentos, podendo melhorar e 
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aperfeiçoar o trabalho realizado. Esses métodos são ferramentas poderosas, 

com as quais, vários objetivos específicos podem ser alcançados. 52 

Para tal, ao invés de variar apenas um fator de cada vez para 

encontrar condições otimizadas de análise, é razoável propor a variação de 

todos os fatores simultaneamente. A razão para isso é que as variáveis 

podem influenciar-se mutuamente, e o valor ideal para uma delas pode 

depender do valor da outra. As nomenclaturas adotadas para esse 

procedimento são a propriedade de interesse chamada resposta, as variáveis 

que em princípio influenciam a resposta são os fatores e a função que 

descreve essa influência é chamada de superfície de resposta. 50 

Considerando que o Brasil importa toda griseofulvina e o alto custo 

que isto acarreta ao país a quantificação deste potente antifúngico em 

diferentes espécies de Xylaria, poderá se tornar uma fonte alternativa na 

produção desta substância e então contribuir para a utilização de uma fonte 

biológica alternativa para a produção de griseofulvina e para um melhor 

direcionamento na produção farmacológica de produtos que utilizam esse 

princípio ativo. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

O trabalho realizado com os endófitos do gênero Xylaria sp. isolados de 

diferentes espécies vegetais do Cerrado, permitiu uma avaliação da 

potencialidade dos extratos obtidos em escala reduzida na produção de 

metabólitos secundários. Os cinco meios de cultivo líquidos comerciais 

(MDB, Czapek, EM, YM, e Nutrient) e os dois meios sólidos (arroz e milho) 

apresentaram uma produção metabólica muito rica e com um perfil químico 

promissor quando analisado por CLAE-DAD e RMN de 1H (com PRESAT), 

podendo-se concluir que a produção metabólica dos endófitos em estudo 

depende da composição nutritiva de cada meio de cultivo. Embora os meios 

de cultivo líquido evidenciassem uma rica produção metabólica, os meios de 

cultura sólidos renderam massa de extrato bem maior que os demais meios. 

A potencialidade destes extratos frente aos ensaios anticolinesterásico, 

citotóxico e antifúngico contra os fungos fitopatogênicos Cladosporium 

cladosporioides e C. sphaerospermum foram surpreendentes, principalmente 

frente aos ensaios antifúngicos, considerando que a maioria, dos extratos 

apresentaram uma ou mais substâncias com potencial atividade. Esta 

triagem inicial permitiu selecionar os endófitos isolados de Casearia 

sylvestris (Flacourtiaceae) CSY-06, e Prunus myrtifolia (Rosaceae) PR-03 para 

estudo mais detalhado sobre os constituintes químicos presentes nos 

extratos obtidos em meio sólido de arroz.  

O fracionamento do extrato produzido pelo endófito CSY-06 em arroz 

por CLAE-DADpreparativo forneceu o isolamento de seis substâncias 

pertencentes a diferentes classes: duas substâncias da classe das pironas, 

três isocumarinas, e um esteroide, e duas destas substâncias são inéditas. 

Todas as substâncias isoladas e com relatos na literatura possuem 

interesse, tanto pelas atividades apresentadas, como para utilização 

comercial.  

O fracionamento do extrato produzido pelo endófito PR-03 em arroz 

primeiramente em coluna e posteriormente por CLAE-DADpreparativo conduziu 

ao isolamento e identificação de oito substâncias, como a griseofulvina e 

declorogriseofulvina, um diácido, e cinco citocalasinas. Metabólitos estes 
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com renomado potencial bioativo relatado na literatura, e com alto valor 

agregado, sugerindo que o micro-organismo em associação com a espécie 

vegetal deva produzir estas substâncias como forma de proteção quanto a 

possíveis patógenos. 

A potencialidade da produção de griseofulvina pelos endófitos Xylaria 

sp., quando submetidos a diferentes meios de cultivo, líquidos e sólidos, 

permitiu inferir o endófito e meio de cultivo onde essa produção foi mais 

acentuada (PR-03 em Czapek). O planejamento fatorial realizado para este 

endófito neste meio de cultivo apresentou uma maximização desta produção 

em mais de 150% com o valor obtido inicialmente, e a validação do método 

cromatográfico permitiu assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos, 

colaborando para uma possível utilização deste endófito na obtenção desta 

substância para fins comerciais. 

Também foi possível verificar, mais uma vez, que o meio de cultivo 

utilizado favorece a formação de certas classes de metabólitos secundários. 

Quando o meio de cultivo utilizado foi Czapek (líquido) para o endófito 

Xylaria sp. codificado PR-03, a principal substância produzida foi a 

griseofulvina, no entanto quando o meio de cultivo utilizado foi o de arroz 

(sólido) houve maior produção de citocalasinas. Esta observação sugere que 

as vias biossintéticas são dependentes dos nutrientes oferecidos ao micro-

organismo, o que têm sido amplamente discutido na técnica de OSMAC (One 

Strain Many Compounds). 

Os resultados encontrados até o momento reforçam a suposição das 

interações ecológicas existentes entre estes micro-organismos e suas plantas 

hospedeiras, e a importância em se estudar, química e biologicamente, estes 

micro-organismos como pode ser verificado pela admirável produção de 

metabólitos secundários potencialmente bioativos e muitos possivelmente 

com estruturas inéditas.  
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