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Resumo 

 

Os manguezais representam ecossistemas costeiros altamente produtivos e ecologicamente 

relevantes, atuando como importantes áreas de reprodução, alimentação e abrigo para diversas 

espécies. No entanto, esses ambientes estão sujeitos a crescentes pressões antrópicas, como 

contaminação por poluentes e expansão urbana desordenada, que comprometem sua integridade 

ecológica. Apesar de sua importância, ainda há uma lacuna significativa de estudos 

direcionados a esses sistemas, especialmente no que tange à caracterização da microbiota local. 

Os microrganismos desempenham funções ecológicas essenciais nesses habitats, contribuindo 

para processos biogeoquímicos em um ambiente caracterizado por elevada carga de matéria 

orgânica e disponibilidade limitada de nutrientes. Dessa maneira, os fungos filamentosos se 

destacam como principais agentes na degradação da matéria orgânica, por sua capacidade de 

produzir ampla variedade de enzimas e compostos bioativos. Essas características, os fungos se 

tornam alvos promissores em estudos de bioprospecção voltados à identificação de compostos 

com potencial biotecnológico, como peptídeos antimicrobianos.  Diante desse contexto e do 

potencial farmacêutico associado a microbiota de manguezais, o presente trabalho teve como 

objetivo isolar e identificar fungos filamentosos a partir de sedimentos do manguezal no litoral 

sudeste de São Paulo, além de avaliar o potencial antimicrobiano do perfil proteico do 

secretoma frente às cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. As análises revelaram a predominância dos 

gêneros Aspergillus e Trichoderma, sendo este último responsável pelos resultados positivos 

nos ensaios de atividade antibacteriana. A ação mais evidente foi observada contra bactérias 

gram-positivas, especialmente S. aureus e S. epidermidis, indicando o potencial de cepas de 

Trichoderma na produção de compostos bioativos com potencial antimicrobiano. 

  Palavra-chave: Manguezal; bioprospecção; compostos bioativos; atividade biológica 
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1. INTRODUÇÃO 

Os manguezais são considerados um dos ecossistemas mais produtivos do planeta 

(ADELEKE; BABALOLA, 2021). São distribuídos em regiões tropicais e subtropicais, 

situados entre a interface mar e terra. Segundo o mapeamento realizado pelo CSR/Ibama, no 

Brasil, o ecossistema manguezal apresenta uma extensão de aproximadamente 14.000 km² ao 

longo do litoral brasileiro (WIGOLD; SCHÄFFER, 2018). Isso representa 8,5% de toda 

cobertura mundial e cerca de 50% da cobertura na América do Sul. Cerca de 80% dos 

manguezais em território brasileiro estão distribuídos em três estados do bioma amazônico: 

Maranhão (36%), Pará (28%) e Amapá (16%) (Atlas brasil). Entretanto, o manguezal é um 

ecossistema vulnerável e ameaçado no mundo. Dados apontam que entre 1980 e 2000 cerca de 

35% de todo esse ecossistema no mundo foi devastado (MOSCHETTO; RIBEIRO; DE 

FREITAS, 2021). No Brasil a perspectiva não é diferente, dados divulgados pelo Ibama 

revelaram que entre o período de 1980 e 2012 foi perdido mais de 100 mil hectares de 

manguezal no país (WIGOLD; SCHÄFFER, 2018). As principais ameaças da perda deste 

ecossistema, sobretudo no país, são principalmente pela expansão urbana, desenvolvimento de 

indústrias, portos marítimos, aquicultura, agricultura, além de problemas inerentes a cada uma 

das atividades citadas como por exemplo: poluição dos corpos hídricos, solo e desmatamento 

de grandes áreas que acarretam a perda de espécies locais (MOSCHETTO; RIBEIRO; DE 

FREITAS, 2021). 

Os manguezais são característicos por conterem grande quantidade de sedimentos 

aeróbicos e anaeróbicos, ricos em matéria orgânica. A degradação da matéria orgânica em 

decorrência da atividade microbiana presente no ambiente, disponibiliza nutrientes para a base 

da cadeia trófica (BIBI et al., 2017). Por esse motivo, a comunidade microbiológica nesses 

locais possui um papel crucial na reciclagem de nutrientes (ALVES et al., 2020). Dentre os 

agentes decompositores presentes nos solos de manguezal, destacam-se os fungos, cujo papel 

ecológico é fundamental para a comunidade biológica. Sua abundância e biodiversidade nesse 

ecossistema depende de diversos fatores como: diversidade de plantas, maturidade do mangue 

e os padrões físico-químicos, inclusive, os níveis de biomassa. (THATOI; BEHERA; MISHRA, 

2013).  As espécies de plantas representantes do gênero Rhizophora são exemplos que regulam 

abundância de fungos por meio de grandes quantidades de taninos e baixas concentrações de 

aminoácidos. Quando comparado com o gênero Avicennia, que possui níveis mais baixos de 

taninos e níveis maiores de aminoácidos, nota-se uma maior e mais rápida colonização de 

fungos (ADELEKE; BABALOLA, 2021). Em decorrência disso, observa-se que diferenças 



 

bióticas e abióticas interferem na composição e diversidade da microbiota, sobretudo de fungos, 

no ambiente. Além da capacidade de degradação de muitos compostos, os fungos oriundos de 

manguezal despertam interesse pela sua capacidade de suportar condições estressantes comuns 

a esse ambiente, como por exemplo, alta salinidade, condições de hipóxia, variações de ondas 

e marés, entre outros (WU et al., 2018) Com base na capacidade de suportar condições 

rigorosas, organismos provenientes destes ambientes, recebem destaque e interesse em função 

das suas propriedades fisiológicas adaptativas que muitas vezes produzem compostos bioativos 

e metabólitos secundários para sobreviver e manter a homeostase em condições 

desfavoráveis(YADAV, 2021). 

Em razão dessas características, os fungos de ambiente de manguezal têm um enorme 

potencial como fontes de novos metabólitos, moléculas bioativas, e outros usos biotecnológicos 

os quais podem ser aplicados comercial e industrialmente (DE PAULA et al., 2022).  Diversas 

enzimas obtidas de fungos são conhecidas e utilizadas em muitas indústrias e no setor clínico. 

A glucose oxidase, por exemplo, possui aplicação no setor alimentício e clínico. Amilase, é 

outra enzima muito utilizada nas indústrias alimentícia, papilífera, têxtil e de fermentação. 

Desempenha diversas funções como: de melhoramento de textura do alimento, potencializador 

de detergente para eliminação de amido presente em restos de alimento, auxilia na degradação 

do amido presente em madeira diminuindo resistência e facilitando degradação da celulose e, 

por fim, é utilizada na confecção de cervejas. Já a celulase possui um enorme potencial nas 

indústrias papilíferas podendo atuar no processo de branqueamento da polpa de madeira, bem 

como auxiliar no tratamento de descarte de água e reciclagem de papel. (KATHIRESAN; 

KALAISELVAM, 2023). 

Além dos usos e importância citados anteriormente, os fungos de manguezal também 

se destacam na indústria farmacêutica. Algumas espécies têm demonstrado atividade 

antibiótica, anticâncer, antidiabético, antiviral, anti-inflamatória e de drogas imunossupressoras 

(DESHMUKH et al., 2018), bem como potencial antiparasitário, antimalária, antioxidante, 

antifúngico etc. (KATHIRESAN; KALAISELVAM, 2023). 

Como consequência direta do uso indiscriminado de antibióticos nas décadas passadas, 

a problemática de bactérias resistentes expandiu rapidamente, levando a uma busca por novos 

compostos com atividade biológica e antimicrobiana (RIGHI et al., 2020). Dentre algumas 

alternativas de antibióticos destacam-se os peptídeos ou proteínas antimicrobianas (AMP; 

antimicrobial protein or peptide). Estas moléculas são pequenas, estruturalmente diversas, com 

domínios catiônicos que são capazes de destruir micróbios através de uma grande variedade de 

mecanismos (SOUZA CÂNDIDO et al., 2011). Além disso, em alguns casos específicos os 

AMP podem ter atividade contra patógenos que são resistentes a antibióticos convencionais 



 

(ALCAYAGA-MIRANDA; CUENCA; KHOURY, 2017). Outras proteínas provenientes de 

fungos amplamente exploradas, são as proteínas imunomoduladoras do inglês Fungal 

immunomodulatory protein (Fips). Estas possuem baixo peso molecular, compostas em média 

por 120 aminoácidos e apresentam atividade antitumoral, como inibição do crescimento celular, 

proliferação e indução à apoptose (LI; ZHENG; ZHOU, 2019). Além destes, em estudos 

recentes, o isolamento de “peptaibols” originário de fungos, especialmente Trichoderma sp, se 

mostrou promissor no uso como antimicrobiano e até mesmo antitumoral. São moléculas 

classificadas da família de peptídeos de comprimento curto, comumente alcançam de 5 a 20 

aminoácidos e possuem características hidrofóbicas com altas proporções de α-

aminoisobutirico (Aib), N-terminal acetilado e C-terminal contendo um álcool. Esta classe de 

peptídeo atua na membrana plasmática de organismos, modificando a atividade biológica, e 

induz a formação de canais que têm como consequência extravasamento do conteúdo 

citoplasmático e, como resultado, propulsiona a morte celular (RAMACHANDER TURAGA, 

2020). No geral, os AMP são caracterizados de acordo com seu padrão físico-químico e 

estrutura secundária: β-folhas, α-hélice, forma estendida e looping. Basicamente são divididos 

em quatro tipos: peptídeos antimicrobianos aniônicos (AAMPs), peptídeos antimicrobianos 

catiônicos, peptídeo anfipático catiônico e peptídeos lineares catiônicos com α-hélice. Na 

maioria das vezes atuam interagindo na membrana plasmática dos microrganismos, embora em 

alguns casos podem agir inibindo ação enzimática e dobramento proteico. Além disso, devido 

a sua especificidade em interagir com moléculas negativas podem servir de vetores específicos 

para interagir com as superfícies negativas das células cancerígenas e bacterianas. (FALAH, et 

al 2023; DATTA, RAJEEV, CHATTOPADHYAY, 2023). 

 

Justificativas  

Tendo em vista o grau de ameaça e condições únicas inerente a este ambiente, somado 

com a escassez de informações sobre os fungos de sedimentos de manguezal, pode-se pressupor 

que o presente trabalho tem um grande potencial de contribuir com conhecimento para um tema 

ainda pouco explorado, em uma região com espécies de alto potencial biotecnológico e com 

risco iminente de degradação por ações antrópicas. Dadas essas condições, cresce a importância 

de estudos para conhecimento das espécies locais, bem como buscar utilizar recursos de forma 

mais sustentável e eficiente. Além da busca por novos compostos com foco em atividade 

antimicrobiana, o trabalho visa contribuir no entendimento da microbiota local, isolando e 

caracterizando os fungos mais recorrentes. Além disso, a bioprospecção contribui para uma 

utilização sustentável de recursos, geralmente renováveis, colaborando com a conservação dos 



 

recursos estudados, uma vez que o conhecimento gerado pode revelar a importância de tais 

espécies para a sociedade ou mesmo torná-las economicamente atrativas e consequentemente 

gerar interesse de conservação e suas interações com o meio (BARRETT; LYBBERT, 2000) 

Portanto, o desenvolvimento deste trabalho pode contribuir e atender alguns dos Objetivos de 

Desenvolvimento Sustentável (ODS) no Brasil, ao estudar e procurar novos compostos 

farmacológicos visando a saúde e bem estar, além de contribuir com informações de 

conservação e o conhecimento da biodiversidade em ambientes sensíveis , ao identificar 

organismos locais com potencial biotecnológico. Esses dados podem auxiliar em decisões mais 

eficientes e sustentáveis relacionadas ao uso e preservação da biodiversidade local. 

 

 

Figura 1: Fluxograma geral do trabalho com as etapas identificadas. 

 

 

2. OBJETIVOS 

Este trabalho teve como objetivo identificar morfologicamente e molecularmente 

fungos filamentosos de sedimentos de manguezal da região sudeste do litoral de São Paulo, 

cujas pesquisas são ainda escassas, além de, avaliar o potencial antimicrobiano a partir de 

extratos proteicos do secretoma das espécies estudadas. 



 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Fungos 

 

As linhagens fúngicas foram isoladas de amostras de sedimentos do Mangue da região 

de Cananéia (24°58'32.8"S 47°54'38.1"O; 24°58'35.1"S 47°54'36.8"O) e Peruíbe (24°26'2.3"S 

47°5'57.9"O; 24°26'2.3"S 47°5'57.9"O; 24°25'58.2"S 47°5'57.6"O; 24°25'58.0"S 47°5'56.8"O),  

no estado de São Paulo. Aproximadamente 50 gramas de sedimento foram coletados em 

diferentes pontos de amostragem, como representado na figura 2, em profundidade de 1 a 5 cm, 

dentro de um quadrante de 5 cm². Cada amostra foi acondicionada em frascos vidro, 

previamente esterilizados e transportados em caixas térmicas a fim de manter a temperatura 

ambiente. No laboratório, as amostras foram armazenadas em -20ºC até o momento do 

isolamento fúngico. 

 Após o isolamento, os fungos foram caracterizados e armazenados junto à Coleção de 

Microrganismos do Laboratório de Micologia e Aplicações Biotecnológicas e 

Nanotecnológicas. Os fungos filamentosos foram preservados previamente em método 

Castellani a 4 °C e posteriormente criopreservados em glicerol, mantidos a -80 °C 

(GUIMARÃES,2011, TORTORA, 2011). Os mesmos foram subcultivados a fim de garantir 

seu isolamento. Para os ensaios foram reativados em placas de Petri contendo ágar-batata-

dextrose (BDA) e incubados a 30 °C durante um período de 7 dias. Feito isso, as colônias 

crescidas foram utilizadas como fonte de inóculo para o crescimento dos fungos em meio 

líquido. 

 

Figura 2: Figura A: Pontos de coleta na região da Barra do Una, Peruíbe-SP. Figura B: Pontos 

de coleta na região de Cananéia-SP.  Fonte: Google Earth. 



 

 

3.1.2 Isolamento de fungos filamentosos 

 

Em um volume de 45 mL de solução salina (0,85%) com polisorbato 80 (0,01%), foram 

adicionados 10 g de sedimento. A mistura foi mantida em agitação constante de 100 rpm em 

uma plataforma agitadora por 1 h a temperatura de 25 °C. Findado este período, a suspensão 

resultante foi filtrada a vácuo utilizando papel filtro qualitativo (45 μm) e, posteriormente, 

diluída em série (10-9). Feito isso, foi inoculado 20 μL de cada diluição em placas de Petri 

contendo ágar batata dextrose e incubado a 30 °C por um período de sete dias. Após este 

intervalo, as colônias morfologicamente distintas a nível macroscópico foram sub cultivadas e 

incubadas com as mesmas condições para obtenção de culturas puras individuais. Todos os 

ensaios foram realizados em duplicata. 

 

3.2 Identificação morfológica e molecular 

A identificação morfológica dos fungos filamentosos foi feita a partir da observação de 

características das colônias, principalmente, por meio da observação das estruturas 

reprodutivas, os conidióforos, sendo realizada em duas etapas. Primeiro por meio da observação 

e anotação das características macroscópicas e, posteriormente, foi empregado a técnica de 

microcultivo a fim de observar as características morfológicas a nível microscópico (Alcântara, 

2001; WINN Jr, et al. 2005). 

 Na identificação macroscópica dos fungos, foram considerados atributos descritos por 

Winn (2005), tais como o formato da colônia, a pigmentação da superfície e do reverso, bem 

como das regiões central e periférica, além de características como textura e produção de 

esporos. 

Para a técnica de microcultivo, o fungo isolado foi cultivado em pequenas porções de 

ágar (BDA), de formato quadrado com aproximadamente 15 mm e alocado entre uma lâmina e 

lamínula, fixados em uma placa de Petri contendo algodão hidrofílico e regado com 3 ml de 

água para manter umidade. Depois de montar e inocular, o fungo foi incubado a 28ºC por 24 a 

72 horas, a fim de obter um crescimento mínimo de hifas, estruturas reprodutivas e pouca 

produção de esporos para não dificultar a visualização no microscópio. Após período de 

incubação, a lamínula foi retirada, corada com azul de algodão para realizar a observação no 

microscópio utilizando chave de identificação (GUARRO, 2012). 

 



 

3.2.1 Crescimento Fúngico 

 

As linhagens fúngicas foram cultivadas com o objetivo de obtenção do secretoma para 

ensaios de atividade biológica, utilizando duas abordagens distintas. Na primeira, o secretoma 

foi obtido a partir do cultivo fúngico em meio enriquecido (MGLP). Na segunda, a biomassa 

fúngica foi submetida a uma condição de estresse em meio aquoso antes da extração. Em ambos 

os casos, os fungos foram inicialmente reativados a partir da técnica de preservação em placas 

de BDA, sendo cultivados por 7 dias. Posteriormente, os inóculos foram transferidos para 

frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio MGLP (lipopolissacarídeo de 

metilglicose micobacteriano), preparado com glicose (10 g·L⁻¹), extrato de malte (3 g·L⁻¹), 

extrato de levedura (3 g·L⁻¹) e peptona bacteriológica (5 g·L⁻¹). A incubação foi conduzida por 

7 dias a 30 °C, sob agitação constante a 150 rpm. Após esse período, o cultivo destinado à 

obtenção direta do secretoma em meio enriquecido foi imediatamente processado para extração 

das frações desejadas. De maneira distinta, para a abordagem em meio aquoso, a biomassa foi 

lavada com água destilada e transferida para novos frascos Erlenmeyer contendo uma proporção 

de 1:10 de g/mL de biomassa por água destilada (Guilger-Casagrande, 2019). Os fungos foram 

então incubados por mais 3 dias nas mesmas condições, e, em seguida, o secretoma foi coletado 

e processado. 

 

3.2.2 Extração de DNA 

Para a extração de DNA apenas as linhagens fúngicas denominadas de: AQ3A, AQ2A, 

MQ2A e MQ1C foram escolhidas. Cerca de 0,05 g de material fúngico crescido no meio líquido 

MGLP foi utilizado para realizar a extração do DNA. Os fungos foram colocados em microtubo 

contendo 100 µl EAR buffer (TRIS/HCl: 100mM, pH 8,5; EDTA: 5mM, pH 8,0; NaCl 200mM 

e 0,2% SDS) e 8 μL proteinase K (20 mg·mL-1). Cada amostra foi incubada a 55 °C sob 

agitação de 300 rpm overnight. Na sequência, a amostra foi aquecida por 10 min para inativar 

a proteinase K e, com auxílio de esferas de vidro, centrifugada a 4.260 rpm por 1 minuto de 3 

ciclos com intervalo de 1 minuto. Após esta etapa, 500 μL de tampão TE (TRIS/HCl: 10 mM, 

pH 7,5 e EDTA: 1 mM) e 5 μL de RNAse A (3 mg·mL-1) foram adicionados e incubados por 

mais 10 min a 37 °C. A amostra de DNA genômico foi armazenada a -20 °C para seguir com 

os procedimentos posteriores. 

 



 

3.2.3 Reação de PCR 

A escolha dos primers e a programação do termociclador seguiram as recomendações 

de Raja et al. (2017). Para a reação de PCR, foi utilizada a seguinte composição: 12,5 µL de 

Master Mix 2x, 1,25 µL (10 µM) do primer forward (ITS1, ITS1F ou ITS5), 1,25 µL (10 µM) 

do primer reverse (ITS4), 8 µL de água Milli-Q deionizada e 2 µL da amostra, totalizando um 

volume final de 25 µL. 

A programação do termociclador consistiu em uma desnaturação inicial a 95 °C por 5 

minutos, seguida por 35 ciclos de: 94 °C por 30 segundos (desnaturação), 52 °C por 30 

segundos (anelamento) e 72 °C por 1 minuto (extensão). Ao final, foi realizada uma extensão 

final a 72 °C por 8 minutos. Após a PCR, as amostras foram armazenadas a –20 °C e 

posteriormente analisadas por eletroforese. 

Entretanto, as amostras codificadas como AQ2A e AQ3A não apresentaram 

amplificação sob essas condições. Diante disso, conforme sugerido por Raja et al. (2017), a 

temperatura de anelamento foi reduzida de 52 °C para 48 °C, o que permitiu a obtenção de 

produtos amplificados. 

 

3.2.4 Sequenciamento e identificação das espécies fúngicas  

 

Os fragmentos de DNA obtidos foram encaminhados ao Centro de Estudos do Genoma 

Humano e Células-Tronco, pertencente ao Instituto de Biociências da Universidade de São 

Paulo, para geração dos dados de sequência de bases. Em seguida, as sequências foram 

comparadas e analisadas contra o banco de dados da National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) usando o programa BLAST, concomitante com os bancos de dados do 

Mycobank e BOLDSYSTEMS. 

 

3.3 Preparação do extrato protéico e peptídico do secretoma fúngico 

Após o crescimento dos fungos e a obtenção do secretoma, tanto em meio aquoso quanto 

em meio enriquecido, o material foi processado para a separação das frações de interesse. Para 

esse fim, utilizou-se filtros de 10 kDa, com centrifugação a 4000 rpm por 30 minutos. O 

material retido nos filtros foi considerado como fração proteica, enquanto o material permeado 

(<10 kDa) foi classificado como fração peptídica. 

Em seguida, a quantificação de proteínas foi realizada utilizando o ensaio Quick Start™ 

Bradford Protein Assay, com curva padrão obtida a partir de albumina bovina (BSA) em 

diferentes diluições. De forma distinta, os peptídeos foram quantificados por espectrofotometria 

no NanoDrop One UV/VIS (Thermo Scientific). Para estimar a concentração peptídica, foi 



 

utilizada uma curva padrão composta por peptídeos de tamanho e concentração conhecidos, 

com leituras realizadas no comprimento de onda de 214 nm. 

 
3.4 Testes de atividade biológica 

 

3.4.1 Atividade Antibacteriana- Teste de sensibilidade a antibacteriano com método de 

disco-difusão  

 

Para avaliar a atividade antimicrobiana, foi utilizado o teste de sensibilidade pelo 

método de disco-difusão (M, Sejas et al, 2003). As cepas empregadas no estudo foram 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa, todas provenientes da American Type Culture Collection (ATCC). 

Inicialmente, as cepas foram reativadas por meio da técnica de esgotamento em ágar 

Mueller-Hinton e incubadas overnight a 37°C. Após o período de incubação, as bactérias foram 

diluídas em 3 mL de solução salina, e a turbidez foi ajustada em espectrofotômetro, seguindo a 

escala de McFarland, até atingir uma densidade óptica (DO) de 0,5 a 600 nm. 

Em seguida, as suspensões bacterianas foram plaqueadas em ágar Mueller-Hinton 

utilizando um swab estéril. Após a inoculação, foram afixados quatro discos de papel-filtro 

(~0,5 cm de diâmetro), sobre os quais foram pipetadas diferentes concentrações dos extratos 

proteicos. Os extratos testados foram obtidos das cepas fúngicas AQ3A, MQ2A e AQ2A, e 

utilizado 10, 20, 40 e 80 μg de proteína. 

Posteriormente, realizou-se um novo ensaio confirmatório com a cepa que apresentou 

halo de inibição. Após a confirmação, conduziu-se um novo teste explorando concentrações 

maiores de extrato proteico, com 100 e 200 μg de proteína. Além disso, foram avaliad os extratos 

peptídicos das cepas MQ2A e AQ3A, nas concentrações de 40 μg e 20 μg de peptídeo, 

respectivamente. O fungo MQ2A foi selecionado para o teste com extrato peptídico devido à 

sua maior atividade antimicrobiana dentre os testados no ensaio com extrato >10kDa. Por outro 

lado, o AQ3A foi escolhido por ter sido o único a produzir quantidades significativas de 

peptídeos no secretoma em H2O. 

 

3.4.2 Concentração Inibitória Mínima (MIC) 

 

A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada por meio de um ensaio de 

microdiluição em caldo utilizando placas de 96 poços. Inicialmente, as bactérias reativadas em 

ágar Mueller-Hinton foram diluídas em 3 mL de meio líquido TSB (Tryptic Soy Broth), e a 



 

densidade óptica foi ajustada para 0,5 a 600 nm no espectrofotômetro. Em seguida, o extrato 

>10kDa do fungo MQ2A foi preparado nas concentrações de 40 μg, 80 μg, 100 μg e 200 μg. O 

volume final de cada poço foi de 200 μL, composto por 140 μL do inóculo bacteriano diluído 

no meio e 60 μL da amostra e solução salina. Quando necessário, a amostra foi homogeneizada 

em solução salina 0,9% para atingir o volume necessário. A preparação das diluições dos 

extratos está representada na Tabela 1. 

Para a montagem da placa, além dos extratos, foram incluídos os seguintes controles: 

padrão branco, contendo 200 μL de meio TSB; controle positivo, composto por 140 μL do 

inóculo e 60 μL de solução salina; e controle negativo, contendo 140 μL do inóculo, 20 μL de 

ampicilina e 40 μL de solução salina. Após a montagem, a placa foi incubada a 37°C por 24 

horas. Após o término do período de incubação, 10 μL de cada poço foram inoculados em placas 

de ágar Mueller-Hinton para avaliar a atividade bactericida. Sendo assim, a concentração na 

qual não houve crescimento bacteriano após o plaqueamento em ágar, foi considerada como 

um indicativo de possível ação bactericida. 

 

Tabela 1: Tabela de diluição dos extratos >10kDa 

Amostra Quantidade de 

proteína requerida 

para o teste (μg) 

Volume de 

extrato utilizado 

(μL) 

Volume de 

solução salina 

utilizada (μL) 

Volume final (μL) 

MQ2A 40 12 48 60 

MQ2A 80 24 36 60 

MQ2A 100 30,3 29,7 60 

MQ2A 200 60,6 0 60,6 

 

3.4.3 Determinação de capacidade antioxidante pelo método com DPPH 

 

A atividade antioxidante, expressa como atividade sequestrante do radical DPPH, foi 

determinada de acordo com o método descrito por Ahmad et al. (2012). A capacidade 

antioxidante dos extratos foi avaliada em termos de doação de hidrogênio ou sequestro de 

radicais livres, utilizando o radical estável DPPH. 

 Para a análise da atividade antioxidante, em uma placa de 96 poços, foi pipetado 190 

μl da solução de DPPH e 10 μl de amostra. Feito isso, a placa foi incubada no escuro por 1 hora 

à temperatura ambiente. Após esse período, a absorbância da solução foi medida a 515 nm. A 

redução da absorbância após a leitura é inversamente proporcional à atividade sequestrante de 



 

radicais livres. Todos os testes foram realizados em triplicata. A atividade sequestrante de 

radicais foi expressa como a porcentagem de descoloração do DPPH, calculada pela seguinte 

equação: 

 

% inibição de radicais DPPH= 100 * (1- ABSM/ ABSC) 

Onde:  ABSM representa a absorbância média da solução de DPPH e ABSC representa a 

absorbância média do controle. 

4. RESULTADOS 

 

4.1 Isolamento de fungos filamentosos 

 

A diluição seriada das amostras de sedimento, seguida de cultivo e subcultivo, resultou 

no isolamento de oito cepas fúngicas. As linhagens isoladas foram denominadas: MQ1A, 

MQ1B, MQ1C, MQ2A, AQ2A, AQ3A, C4 e CB2 (Figura 3). 

 

Figura 3: Aspecto macroscópico dos fungos isolados e crescidos em BDA. 

 



 

4.2 Identificação morfológica  

A primeira etapa da identificação consistiu em distinguir e caracterizar as cepas com 

base em aspectos morfológicos. Posteriormente, utilizou-se a técnica de microcultivo, figura 4, 

para examinar as estruturas microscópicas, buscando identificar os fungos em seu nível 

taxonômico mais baixo. Foram considerados fatores como pigmentação, tipo de borda, textura, 

quantidade de esporos, tipo de hifa, e a morfologia dos conidióforos e conídios (Tabela 2). 

As cepas AQ2A, AQ3A, MQ1C e MQ2A passaram por uma descrição morfológica 

básica, fundamentada na literatura, abordando tanto características macros quanto micro 

morfológicas, com o objetivo de correlacionar esses dados à identificação molecular. 

AQ2A: Quando cultivada em BDA, a cepa apresenta pigmentação preta, bordas brancas 

e textura arenosa, com relevo apiculado. Os conidióforos têm estruturas alongadas, de paredes 

lisas e translúcidas, com coloração mais escura próxima à vesícula. As cabeças conidiais são 

esféricas, radiadas e de coloração negra, compostas por fiálides bisseriadas, assemelhando-se 

às características descritas para Aspergillus tubingensis (BLEICHRODT et al., 2013). 

AQ3A: Em BDA, as colônias iniciam brancas e rapidamente tornam-se pretas, com 

produção de conídios furfuráceos. O reverso é amarelo pálido e o crescimento pode gerar 

fissuras radiais no ágar. As hifas são septadas e hialinas. As cabeças dos conídios são pretas, 

radiadas, e tendem a se dividir em colunas soltas quando maduras. Os conídios são globosos a 

subglobosos, de cor marrom, com verrugas, espinhos ou cristas irregulares. Os conidióforos são 

longos, de paredes lisas, hialinos, escurecendo no ápice e terminando em uma vesícula globosa 

a subglobosa (MANGAL, 2014). Embora a classificação seja difícil, as características do 

AQ3A são muito semelhantes às dos fungos da seção Aspergillus nigri. 

MQ2A: Apresenta conidióforos típicos da seção Trichoderma, com disposição 

verticilada regular, formando uma estrutura piramidal. As fiálides variam de ampuliformes a 

lageniformes, geralmente em número de 3 a 4, ocasionalmente emparelhadas. Os conídios são 

sub-globosos ou ovóides, geralmente lisos e sub-hialinos, ou com uma coloração verde pálida 

a qual não é possível visualizar nas fotos devido ao corante azul de algodão (W. Gams & W. 

Meyer, 1998). Macroscopicamente, nota-se uma forma difusa de conídios, com aparência 

granulosa ou pulverulenta devido à alta densidade de conídios, que rapidamente adquirem 

coloração verde-escura, com bordas estéreis brancas, especialmente no início do crescimento. 



 

MQ1C: Em BDA, as colônias apresentam coloração cinza-esverdeada, com textura 

furfurácea e pulverulenta. Micro Morfologicamente, os conidióforos são característicos do 

gênero Aspergillus, contendo conidióforos unisseriados, cabeças conidiais colunares, vesículas 

em formato de frasco com fiálides cobrindo de metade a três quartos da vesícula, e conídios 

globosos, alguns com rugosidade leve e de coloração verde uniforme, que não é perceptível na 

figura 4 devido ao uso do corante e é marcante na espécie Aspergillus fumigatus(González-

Ramírez, 2016). 

 

 

Figura 4: Fotos da micromorfologia das estruturas reprodutivas dos fungos corados com azul 

de algodão. 

 

Tabela 2: Classificação dos fungos a partir das características morfológicas 

 Pigmento Borda Textura Relevo Esporulante 
Tipo de 

hifa 
Conidióforo Conídio 

MQ1A Verde-azulado Branca  Velutínea  Apiculado Não 
Hialina e 

septada  

Alongados e 

grossos 

(pincel) 

Alongado 

MQ1B Verde Branca  Algodonosa  Apiculado Não 
Hialina e 

septada  

Espiralados 

em 90° 
Globoso 

MQ1C Verde-azulado Branca  Furfurácea  Apiculado Sim 
Hialina e 

septada  

Alongados e 

piriforme 

(aspersório) 

Globoso e 

finamente 

rugoso 

MQ2A Verde Branca  pulverulento Apiculado Não 
Hialina e 

septada  

verticilados e 

piramidal 

Subgloboso 

e obovóide 



 

AQ2A Preto Branca  Arenosa  Apiculado Sim 
Hialina e 

septada  

Alongados e 

piriforme 

(aspersório) 

Globoso 

AQ3A Marrom-preto Branca  Furfurácea  Apiculado Sim 
Hialina e 

septada  

Alongados e 

piriforme 

(aspersório) 

Globoso e 

sub globoso 

C4 Rosado Branca  Velutínea  Apiculado Não 
Hialina e 

septada  
  

CB2 Branco Lisa  Algodonosa  Apiculado Não 
Hialina e 

septada  
  

 

4.3 Identificação molecular: 

4.3.1 Extração de DNA e PCR 

 

 Das cepas isoladas, quatro foram selecionadas para identificação molecular: AQ2A, 

AQ3A, MQ2A e MQ1C. O DNA genômico dessas linhagens foi extraído, amplificado por PCR 

utilizando primers específicos para a região ITS, e os produtos de amplificação foram 

confirmados por meio de eletroforese em gel, como demonstrado nas figuras 5 e 6. Observou-

se que o desempenho dos primers variou entre as cepas. O primer ITS1 apresentou melhor 

desempenho nas amostras MQ2A e MQ1C, enquanto o primer ITS1F foi mais eficaz nas cepas 

AQ2A e AQ3A. Além disso, a amplificação das amostras AQ2A e AQ3A só foi obtida com a 

redução da temperatura de anelamento de 52 °C para 48 °C.

 

Figura 5: Gel de agarose 2% dos amplificados utilizando ITS1(forward) e ITS4 (reverse) com 

a temperatura de anelamento de 52ºC. Os poços ímpares correspondem ao ITS1 e os pares ITS4. 

O gel foi realizado em duplicata. Do 01 ao 04 refere-se ao AQ3A. Do 05 ao 08 está presente a 

cepa do AQ2A. Os números de 09 a 12 correspondem ao fungo MQ2A. O restante equivale ao 

MQ1C. PM= peso molecular. 

 



 

 

Figura 6: Gel de agarose 2% das cepas do AQ3A e AQ2A com ITS1F, ITS5 e ITS1 com 

temperatura de anelamento de 48ºC. Conteúdo dos poços enumerados: 01 ao 03 amostras de 

AQ3A, contendo ITS5, ITS1F e ITS1 respectivamente. Do 04 ao 06 são correspondentes ao 

AQ2A seguindo a mesma ordem dos primers anteriores.  PM= peso molecular. 

 

4.3.2 Sequenciamento e identificação das espécies fúngicas  

 

Os resultados brutos do sequenciamento de DNA, apresentados no material 

suplementar, foram utilizados para realizar o alinhamento com bancos de dados disponíveis. 

Para isso, foram empregados três repositórios para possibilitar comparações: BLAST-NCBI, 

MycoBank e BOLDSYSTEMS. Após as análises, os resultados foram listados na tabela 3. 

Segundo a tabela, as espécies que apresentaram maior consistência entre os bancos foram os 

isolados MQ2A e MQ1C, identificados como Trichoderma harzianum e Aspergillus fumigatus, 

respectivamente, ambos com média de similaridade superior a 99% e valor de E igual a zero. 

Apesar de o banco NCBI apresentar divergência na identificação do isolado MQ2A em 

relação aos demais, a literatura aponta que Trichoderma harzianum é um grupo complexo, do 

qual o  Trichoderma rifaii também faz parte, indicando a proximidade filogenética entre eles. 

Por conta desta complexidade, este grupo ainda apresenta incertezas taxonômicas, com sua 

classificação permanecendo em discussão (GAMS; MEYER, 1998; Chaverri, P. et al. 2015). 

Por outro lado, os isolados AQ2A e AQ3A não apresentaram resultados tão consistentes 

entre os três bancos de dados. A literatura registra a descrição de novas espécies dentro desse 

grupo, além da aplicação de métodos polifásicos, que, ainda assim, enfrentam dificuldades na 

delimitação e identificação taxonômica. Esses dados reforçam a complexidade sistemática do 



 

grupo (SILVA et al., 2011; VARGA et al., 2011). No entanto, ao comparar as características 

macro e micromorfológicas descritas na literatura, observa-se semelhança entre o isolado 

AQ2A e Aspergillus tubingensis. 

 

Tabela 3: Resultados do alinhamento de DNA nos bancos de dados NCBI Blast , Mycobank, 

BOLDSYSTEM. *Per Ident= percent identity 

 Espécie 
Total 

score 

Max 

score 

Query 

cover (%) 
E-value 

Per. Ident* 

(%) 

Similaridade 

(%) 

Sobreposição 

(%) 
Base de dados 

MQ2A 

(ITS1) 

T. rifaii 1014 1014 64 0.0 99.29   BLAST 

T. harzianum      100 62.83 Mycobank 

T. harzianum 554     98.95  BOLDSYSTEMS 

MQ1C 

(ITS1) 

A. fumigatus 1090 1090 96 0.0 99.34   BLAST 

A. fumigatus      100 91 Mycobank 

A. fumigatus 586   0  98.84  BOLDSYSTEMS 

AQ3A 

(ITS1F) 

A.costaricensis 1062 1062 97 0.0 99.32   BLAST 

A. tubingensis 908.91     99.83 94.53 Mycobank 

A. tubingensis 576   0  99.66  BOLDSYSTEMS 

AQ2A 

(ITS1F) 

A. costaricensis 1070 1070 96 0.0 99.66   BLAST 

A. costaricensis 907.31     100 94.20 Mycobank 

A. tubingensis 580     99.83  BOLDSYSTEMS 

 

4.4 Preparo do secretoma 

 

4.4.1 Dosagem de proteínas e peptídeos do secretoma 

 

Os fungos foram cultivados em meio MGLP por 7 dias, sob agitação constante de 150 

rpm e temperatura de 30°C. Ao término do período, a biomassa fúngica foi filtrada a vácuo 

utilizando um filtro Millipore de 45 μm e, em seguida, lavada com água destilada. Após a 

separação da biomassa e a remoção de resíduos do meio enriquecido, os fungos foram 

inoculados em água destilada na proporção de 10:1 (mL/g), ou seja, 10 mL de água por grama 

de biomassa, por um período de 72 horas. Após esse período, a biomassa foi separada do 



 

secretoma e o conteúdo total de proteínas foi quantificado pelo método de Bradford. De acordo 

com os resultados apresentados na tabela 4, a cepa MQ2A exibiu o maior teor de proteínas 

totais com cerca de 3.3μg/μl, enquanto MQ1C apresentou baixo rendimento, impossibilitando 

a estimativa pelo método de Bradford. Essa limitação também pode estar associada à presença 

de polissacarídeos, material mucilaginoso, sais e metabólitos secundários secretados, como 

ácidos orgânicos de baixo peso molecular, ácidos graxos, fenóis, quinonas e outros compostos 

aromáticos (FERNÁNDEZ, R, 2013). 

A quantificação de peptídeos por espectrofotometria UV/Vis utilizando o equipamento 

Nanodrop One gerou os dados apresentados na   tabela 5. Dentre as amostras analisadas, apenas 

as intracelulares apresentaram leituras detectáveis. As amostras extracelulares, em meio de água 

destilada, não puderam ser quantificadas, possivelmente devido à baixa concentração de 

peptídeos ou presença de interferentes que comprometeram a detecção. Notavelmente, a cepa 

AQ3A foi a única que apresentou detecção no meio extracelular, sendo a única a ser possível 

quantificar os peptídeos extracelulares. Ainda assim, seu rendimento foi significativamente 

inferior quando comparado ao teor total de peptídeos intracelulares. Cerca de 1,439 μg/μl nas 

amostras intracelulares e 0,536 μg/μl de concentração no secretoma em H2O. 

 

Tabela 4: Concentração de proteína dos extratos >10kDa medida por absorbância em 

espectrofotômetro 

Fungo    Resultado ajustado(μg/μl)  

AQ2A  1,92  

AQ3A  1,88 

MQ2A  3,3 

MQ1C  0,0 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tabela 5: Concentrações de peptídeos após dosagem com Nanodrop One microvolume 

UV/Vis. 

Fungo_peptídeo intracelular  Concentração (μg/μl)  

AQ2A  0,961  

AQ3A  1,439 

MQ2A  0,396 

MQ1C  1,230 

Fungo_peptídeo extracelular  

AQ3A 
 0,536 

 

 

Após os ensaios antibacterianos, o fungo que se mostrou mais promissor foi o isolado 

MQ2A. Por este motivo foi necessário obter e dosar mais proteínas do seu secretoma a fim de 

prosseguir com as análises. Como resultado da segunda dosagem segue a tabela 6. 

 

Tabela 6: Dosagem por Bradford para estimar as concentrações de proteínas totais do 

secretoma em MGLP e H2O do isolado MQ2A   

Amostras_MQ2A  ajuste diluição μg/μl  

MGLP 1:10  3,86  

MGLP1:20  3,76  

MGLP 1:10  3,52  

MGLP 1:20  4,08  

H2O 1:10  2,07  

H2O 1:5  1,71  

H2O 1:10  1,98  

H2O 1:5             1,68 

 

 

 

4.5 Testes de atividade biológica 

 



 

4.5.1 Atividade Antibacteriana - Teste de sensibilidade a antibacteriano com método de 

disco-difusão  

O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado utilizando a fração proteica do 

secretoma em H₂O, obtida após filtração em membrana de 10 kDa. O material retido no filtro 

foi coletado e empregado nos testes. No primeiro ensaio, foram avaliadas as cepas MQ2A, 

AQ2A e AQ3A. 

Após a quantificação proteica pelo método de Bradford, foram separadas alíquotas 

contendo 10, 20, 40 e 80 μg de proteína para a realização dos testes. Como ilustrado na Figura 

7, foi possível observar halos de inibição para a cepa MQ2A, evidenciando atividade 

antimicrobiana. 

Os resultados indicaram maior inibição entre as bactérias Gram-positivas, que 

apresentaram halos de maior diâmetro, aproximadamente 1,5 cm, tanto nas concentrações mais 

elevadas quanto nas mais baixas. Em contraste, bactérias Gram-negativos, como Escherichia 

coli e Pseudomonas aeruginosa, não apresentaram halos nas concentrações de 10 e 20 μg, com 

apenas leve atividade detectada a 40 μg. Halos de inibição mais evidentes para essas bactérias 

foram observados apenas na maior concentração testada, de 80 μg. 

Após o primeiro teste, a cepa MQ2A foi selecionada para continuidade da triagem. 

Inicialmente, o ensaio foi repetido nas mesmas condições para confirmar os resultados 

anteriores, conforme demonstrado na figura 8. Em seguida, foram testadas concentrações 

maiores do extrato proteico do secretoma, de 100 μg e 200 μg e o resultados foram 

demonstrados na figura 9. A repetição do ensaio com as concentrações anteriores confirmou os 

resultados obtidos inicialmente, reforçando o potencial antimicrobiano da cepa. No terceiro 

teste, com as quantidades ampliadas de 100 μg e 200 μg, o mesmo padrão de inibição foi 

observado. As bactérias Staphylococcus Gram-positivas mantiveram maior halo de inibição, 

com aproximadamente 2 cm na maior concentração testada. Já as bactérias Gram-negativas 

apresentaram halos menores. Dentre eles, Escherichia coli foi a mais suscetível, com um halo 

de inibição de pouco mais de 1,5 cm com 200 μg de extrato, enquanto Pseudomonas aeruginosa  

formou um halo de aproximadamente 1,3 cm sob as mesmas condições. 

A fração peptídica (<10 kDa) não demonstrou atividade significativa nos testes com os 

extratos das cepas AQ3A e MQ2A, como ilustrado na Figura 10. 



 

 

Figura 7: 1º teste antimicrobiano método disco-difusão com extrato protéico das cepas fúngicas 

 

 

Figura 8: 2º Teste antimicrobiano com cepa MQ2A. Na parte superior, da esquerda para direita: 

Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus. Na parte inferior da esquerda para 

direita: Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. 

 



 

 

Figura 9: 3º Teste antimicrobiano com cepa MQ2A com 100μg e 200μg de extrato protéico.  

Na parte superior da esquerda para direita: Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus 

aureus. Na parte inferior da esquerda para direita: Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. 

 

Figura 10:  Teste com peptídeo do MQ2A e AQ3A. MQ2A foi usado 40μg de extrato e AQ3A 

20μg 

 



 

4.5.2 Concentração Inibitória Mínima (MIC) com resazurina 

 

O teste foi conduzido com o secretoma da cepa MQ2A, especificamente com a fração 

retida (>10 kDa) no filtro utilizado e ilustrado na tabela 6. Os resultados obtidos corroboram os 

achados do primeiro ensaio antimicrobiano. As bactérias gram-positivas, Staphylococcus 

aureus e Staphylococcus epidermidis, demonstraram maior sensibilidade ao extrato, uma vez 

que ambas reagiram à maioria das concentrações testadas. Notavelmente, S. aureus apresentou 

sensibilidade em todas as concentrações, exibindo crescimento reduzido em baixas 

concentrações de extrato quando comparado ao controle positivo. 

Por outro lado, as bactérias gram-negativas testadas não apresentaram efeito bactericida, 

visto que as bactérias mantiveram sua capacidade de crescimento, conforme evidenciado pelo 

plaqueamento bacteriano após a inoculação com o extrato. 

 

Tabela 6: Resultado do ensaio de MIC após plaqueamento das bactérias expostas aos extratos 

>10kDa 

 40μg 80μg 100μg 200μg Amp C+ 

S.aureus 

      

S.epidermidis 

      

E.coli 

      

P.aeruginosa 

      



 

 

 

4.5.3 Determinação de capacidade antioxidante pelo método com DPPH 

 

A atividade antioxidante dos extratos de MQ2A e AQ2A foi avaliada utilizando o ensaio 

de sequestro do radical DPPH, tendo a quercetina como padrão. A curva de calibração foi 

construída com concentrações de 80 µM a 0,15 µM de quercetina em uma redução progressiva 

para evidenciar a diminuição da absorbância conforme o aumento da concentração do 

antioxidante. 

Os extratos utilizados no ensaio foram a fração do secretoma retidas no filtro de 10kDa. 

Os resultados, como ilustrado na figura 11, demonstraram que nenhum dos extratos testados 

apresentou atividade antioxidante significativa, uma vez que as leituras de absorbância não 

indicaram redução efetiva do radical DPPH quando comparadas com a curva da quercetina. 

Assim, sugere-se que os compostos presentes nos extratos fúngicos, na forma obtida, não 

possuem uma atividade antioxidante significante dentro das condições experimentais testadas. 

 

 

Figura 11: Resultado do ensaio antioxidante com radical DPPH e curva de antioxidante com 

Quercetina. 

5. DISCUSSÃO 

O presente estudo teve como objetivo isolar e caracterizar fungos filamentosos presentes 

nos sedimentos de manguezais do litoral paulista, uma região ainda pouco explorada sob essa 

perspectiva, apesar de ser constantemente ameaçada e abrigar grupos microbianos de 

reconhecida importância ecológica, como já mencionado (Brito M, et al 2025). Além disso, foi 

explorado o potencial biotecnológico das cepas isoladas dos sedimentos e realizado 



 

bioprospecção de compostos proteicos com atividade biológica e antibacteriana. A partir da 

caracterização molecular e morfológica foi possível identificar a presença de dois grandes 

gêneros: Trichoderma e Aspergillus, os quais já são amplamente reconhecidos pela capacidade 

de produzir metabólitos secundários de interesse farmacológico e grande potencial 

biotecnológico (VILLAO-UZHO, et al. 2024; Cairns, et al. 2018). 

A identificação molecular de fungos, especialmente de espécies pertencentes à seção 

Nigri do gênero Aspergillus e ao complexo Trichoderma harzianum, como é o caso dos isolados 

AQ2A, AQ3A e MQ2A, apresenta desafios bem documentados na literatura. Diversos estudos 

indicam a presença de espécies crípticas nesses grupos, além de sinônimos taxonômicos e 

inconsistências recorrentes nos principais bancos de dados genéticos. Tais dificuldades são 

frequentemente relatadas tanto para espécies de Trichoderma (Ismaiel et al., 2024; Chaverri et 

al., 2015; Gams & Meyer, 1998) quanto para o gênero Aspergillus (Elizabet et al., 2018; 

Perrone et al., 2011), refletindo a complexidade sistemática desses táxons e a necessidade de 

novas abordagens e padronizações para uma identificação mais precisa 

Dentre os isolados, a cepa MQ2A, identificada como pertencente ao complexo 

Trichoderma harzianum, destacou-se pelos resultados positivos nos ensaios de atividade 

antibacteriana. Os testes de disco-difusão revelaram maior suscetibilidade de bactérias gram-

positivas, como Staphylococcus aureus e S. epidermidis, frente ao extrato proteico do 

secretoma, indicando a presença de substâncias com possível ação bactericida. Os resultados 

da Concentração Inibitória Mínima (CIM) reforçam essa observação, uma vez que, em 

concentrações crescentes, observou-se a inibição do crescimento bacteriano, principalmente nas 

cepas gram-positivas. 

Por outro lado, as bactérias gram-negativas demonstraram maior resistência ao extrato 

testado, o que pode estar relacionado à barreira estrutural conferida pela dupla membrana 

lipopolissacarídica típica dessas bactérias, dificultando a penetração de compostos bioativos, 

ou mesmo outros mecanismos de resistência comum ao grupo (Wanda C, 2018; Severn MM & 

Horswill AR, 2023). 

Nesse contexto, vale destacar que diversos estudos na literatura relatam compostos 

proteicos produzidos por fungos, especialmente ascomicetos, com potencial antibacteriano (Li, 

Zheng & Zhou, 2019; Ramachander Turaga, 2020; Falah et al., 2023; Datta, Rajeev & 

Chattopadhyay, 2023; Abouamama, Sidaoui et al, 2023). Muitos desses compostos estão 

documentados em faixas de massa molecular próximas ou superiores a 10 kDa como testado 

no trabalho. Exemplos incluem ribonucleases com cerca de 12 kDa, endolisinas monoméricas 

de aproximadamente 17 kDa e dímeros com massas em torno de 44 kDa, todos descritos com 

atividade antibacteriana, inclusive frente a cepas resistentes (Cheung et al., 2016; Al-Fakih & 



 

Almaqtri, 2019). Além desses, há outros compostos proteicos fúngicos descritos com ações 

semelhantes dentro dessa faixa de peso molecular. Também é relevante considerar que 

peptídeos antimicrobianos, mesmo quando menores, podem formar agregados ou complexos 

funcionais que acabam sendo retidos em frações de maior massa aparente (T.B. Ng, 2004). 

Além da atividade antimicrobiana, foi avaliada a capacidade antioxidante dos extratos 

utilizando o método com DPPH. Contudo, os resultados obtidos não demonstraram atividade 

antioxidante significativa nas condições experimentais testadas. Essa ausência de efeito pode 

estar relacionada à baixa concentração de compostos antioxidantes presentes nos extratos ou à 

instabilidade de certos metabólitos, como fenólicos e carotenoides, que são altamente sensíveis 

à luz e à presença de oxigênio (Santos-Sánchez et al., 2018). 

Portanto, diante dos resultados antibacterianos positivos dos extratos na faixa de 10kDa, 

somado ao potencial descrito na literatura sobre os fungos filamentosos, algumas estratégias 

futuras serão adotadas. Técnicas de fracionamento das amostras como cromatografia, 

associados a resultados da espectrometria de massas, serão empregadas para caracterizar o 

conteúdo proteico do secretoma, bem como identificar a fração responsável pela atividade 

observada, possibilitando, isolar, identificar e, se possível caracterizar a estrutura e o 

mecanismo de ação do composto antibacteriano.  

6.CONCLUSÃO 

Ao demonstrar a capacidade de algumas cepas como Trichoderma harzianum, o isolado 

MQ2A, de produzir compostos com atividade antibacteriana, reforça a relevância desses 

microrganismos como fontes promissoras na busca por novos antimicrobianos e outros 

metabólitos de interesse farmacêutico. Essa abordagem torna-se ainda mais relevante diante da 

crescente ameaça representada pela resistência bacteriana, destacando a viabilidade e a 

importância de se explorar ecossistemas negligenciados como fontes naturais de moléculas 

bioativas. 

Além disso, os resultados obtidos reforçam o valor estratégico da pesquisa em 

bioprospecção como ferramenta prática e sustentável para a descoberta de compostos com 

potencial terapêutico, ao mesmo tempo em que contribuem para a valorização e conservação 

de ambientes sensíveis e com microbiota pouco estudada como os manguezais. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

 

 

FiguraS1- Cuva 

padrão de 

albumina 

bovina (BSA) 

para 

quantificação 

de proteínas 

com Bradford 

para as amostras do MQ2A.R²= 0,997 (Correspondente aos resultados da tabela 6) 

 

 

FiguraS2: 

Curva padrão 

da albumina 

bovina (BSA) 

para 

determinação 

de proteínas 

dos isolados: 

AQ2A, AQ3A, 

MQ2A e MQ1C. 

>10kDa R²= 0.974 (Correspondente a tabela 4) 

 

 



 

 

Figura S3: Regressão linear para estimar concentrações de peptídeos dos isolados AQ2A, 

AQ3A, MQ1C, MQ2A utilizando curva padrão e espectrofotômetro UV/VIS Thermo fisher. 

R²= 0.9989 (correspondente a tabela 5) 

 

 

 

Figura S4: Regressão linear para estimar concentrações dos peptídeos do isolado MQ2A em 

meio aquoso ou MGLP tanto intra quanto extracelular. Utilizando curva padrão e 

espectrofotômetro UV/VIS Thermo fisher. R²= 0.9989 

 

 

 

 

 

 

 



 

Resultado do sequenciamento de DNA: 

 

 

 

 




