


Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza  3 Capítulo  2

CAPÍTULO  

RESERVADO PARA TITULO

Análise Crítica das Ciências Biológicas e da 
Natureza 3

Atena Editora 
2019

José Max Barbosa de Oliveira Junior
(Organizador)



2019 by Atena Editora 
Copyright © Atena Editora 

Copyright do Texto © 2019 Os Autores 
Copyright da Edição © 2019 Atena Editora 

Editora Executiva: Profª Drª Antonella Carvalho de Oliveira 
Diagramação: Natália Sandrini
Edição de Arte: Lorena Prestes 

Revisão: Os Autores 

O conteúdo dos artigos e seus dados em sua forma, correção e confiabilidade são de 
responsabilidade exclusiva dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento 
desde que sejam atribuídos créditos aos autores, mas sem a possibilidade de alterá-la de 
nenhuma forma ou utilizá-la para fins comerciais. 

Conselho Editorial 
Ciências Humanas e Sociais Aplicadas 
Prof. Dr. Álvaro Augusto de Borba Barreto – Universidade Federal de Pelotas 
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson – Universidade Tecnológica Federal do Paraná 
Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho – Universidade de Brasília 
Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Profª Drª Cristina Gaio – Universidade de Lisboa 
Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira – Universidade Federal de Rondônia 
Prof. Dr. Gilmei Fleck – Universidade Estadual do Oeste do Paraná 
Profª Drª Ivone Goulart Lopes – Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice 
Profª Drª Juliane Sant’Ana Bento – Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior – Universidade Federal Fluminense 
Profª Drª Lina Maria Gonçalves – Universidade Federal do Tocantins 
Profª Drª Natiéli Piovesan – Instituto Federal do Rio Grande do Norte 
Profª Drª Paola Andressa Scortegagna – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Prof. Dr. Urandi João Rodrigues Junior – Universidade Federal do Oeste do Pará 
Profª Drª Vanessa Bordin Viera – Universidade Federal de Campina Grande 
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme – Universidade Federal do Tocantins 

Ciências Agrárias e Multidisciplinar 
Prof. Dr. Alan Mario Zuffo – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul 
Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira – Instituto Federal Goiano 
Profª Drª Daiane Garabeli Trojan – Universidade Norte do Paraná 
Prof. Dr. Darllan Collins da Cunha e Silva – Universidade Estadual Paulista 
Prof. Dr. Fábio Steiner – Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul 
Profª Drª Girlene Santos de Souza – Universidade Federal do Recôncavo da Bahia 
Prof. Dr. Jorge González Aguilera – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul 
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza – Universidade do Estado do Pará 
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior – Universidade Federal de Alfenas



 

 

Ciências Biológicas e da Saúde 
Prof. Dr. Gianfábio Pimentel Franco – Universidade Federal de Santa Maria 
Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto – Universidade Federal de Goiás 
Prof.ª Dr.ª Elane Schwinden Prudêncio – Universidade Federal de Santa Catarina 
Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior – Universidade Federal do Oeste do Pará 
Profª Drª Natiéli Piovesan – Instituto Federal do Rio Grande do Norte 
Profª Drª Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos – Universidade Federal do Maranhão 
Profª Drª Vanessa Lima Gonçalves – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Profª Drª Vanessa Bordin Viera – Universidade Federal de Campina Grande 
 
Ciências Exatas e da Terra e Engenharias 
Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado – Universidade do Porto 
Prof. Dr. Eloi Rufato Junior – Universidade Tecnológica Federal do Paraná 
Prof. Dr. Fabrício Menezes Ramos – Instituto Federal do Pará 
Profª Drª Natiéli Piovesan – Instituto Federal do Rio Grande do Norte 
Prof. Dr. Takeshy Tachizawa – Faculdade de Campo Limpo Paulista 
 
Conselho Técnico Científico 
Prof. Msc. Abrãao Carvalho Nogueira – Universidade Federal do Espírito Santo 
Prof.ª Drª Andreza Lopes – Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Acadêmico 
Prof. Msc. Carlos Antônio dos Santos  – Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro 
Prof.ª Msc. Jaqueline Oliveira Rezende – Universidade Federal de Uberlândia 
Prof. Msc. Leonardo Tullio – Universidade Estadual de Ponta Grossa 
Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel – Universidade Paulista 
Prof. Msc. André Flávio Gonçalves Silva – Universidade Federal do Maranhão 
Prof.ª Msc. Renata Luciane Polsaque Young Blood – UniSecal 
Prof. Msc. Daniel da Silva Miranda – Universidade Federal do Pará 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG) 

A532 Análise crítica das ciências biológicas e da natureza 3 [recurso 
eletrônico] / Organizador José Max Barbosa de Oliveira Junior. – 
Ponta Grossa, PR: Atena Editora, 2019. – (Análise Crítica das 
Ciências Biológicas e da Natureza; v. 3) 

 
 Formato: PDF 

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader. 
Modo de acesso: World Wide Web. 
Inclui bibliografia 
ISBN 978-85-7247-359-0 
DOI 10.22533/at.ed.590192705 

 
 1. Ciências biológicas – Pesquisa – Brasil. I. Oliveira Junior, José 

Max Barbosa de. II. Série. 
CDD 610.72 

Elaborado por Maurício Amormino Júnior – CRB6/2422 

Atena Editora 
Ponta Grossa – Paraná - Brasil 

www.atenaeditora.com.br 
contato@atenaeditora.com.br 



APRESENTAÇÃO

 A obra “Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza” consiste de 
uma série de livros de publicação da Atena Editora. Com 96 capítulos apresenta uma 
visão holística e integrada da grande área das Ciências Biológicas e da Natureza, com 
produção de conhecimento que permeiam as mais distintas temáticas dessas grandes 
áreas.

 Os 96 capítulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade 
acadêmico-científica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente 
em geral (físico, biológico e antrópico), suprindo lacunas que possam hoje existir e 
contribuindo para que os profissionais tenham uma visão holística e possam atuar em 
diferentes regiões do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Análise Crítica 
das Ciências Biológicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciências Biológicas 
como da Natureza (principalmente química, física e biologia) e suas tecnologias 
são fundamentais para promoção do desenvolvimento de saberes, competências e 
habilidades para a investigação, observação, interpretação e divulgação/interação 
social no ensino de ciências (biológicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento 
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

 Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes 
informações que o livro traz, e que, o mesmo possa atuar como um veículo adequado 
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciências Biológicas e da Natureza, com 
base nos resultados aqui dispostos. 

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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PRODUÇÃO DE Β-GLUCANASES E AVALIAÇÃO 
DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E REDUÇÃO DE 

BIOFILME DE Candida albicans

CAPÍTULO 7

Glaucia Hollaender Braun
Universidade de Franca- Unifran, Núcleo de 

Pesquisas em Ciências Exatas e Tecnológicas, 
Franca-SP

Henrique Pereira Ramos
Universidade de Franca- Unifran, Núcleo de 

Pesquisas em Ciências Exatas e Tecnológicas, 
Franca-SP

Maria Laura Lucas Natal
Universidade de Franca- Unifran, Núcleo de 

Pesquisas em Ciências Exatas e Tecnológicas, 
Franca-SP

Rosemeire Cristina Linhari Rodrigues 
Pietro

Universidade Estadual Paulista “Julio de 
Mesquita Filho” - UNESP, Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Araraquara, Araraquara- SP. 

RESUMO: A resistência de micro-organismos 
aos fármacos atualmente utilizados no 
mercado é resultado de fatores como: 
mutações genéticas, intercambio de material 
genético, seleções evolutivas e proliferação 
de clones com múltiplas resistências, gerando 
um problema de saúde pública. O surgimento 
de biofilmes de Candida albicans como uma 
forma de resistência microbiana pode ser 
observada em superfícies sólidas, como por 
exemplo, em próteses totais e aparelhos 
ortodônticos e as opções terapêuticas para sua 
redução e eliminação são escassas e muitas 

vezes ineficientes. Sendo metabolicamente 
versáteis, principalmente quanto à produção de 
enzimas e metabólitos secundários, os fungos 
filamentosos, despertam grande interesse por 
representarem uma opção biotecnológica aos 
antimicrobianos. O objetivo deste estudo foi 
produzir e determinar a atividade da enzima 
fúngica, β-glucanase, frente a células de 
Candida albicans. A β-glucanase extracelular 
foi obtida a partir de cultivo submerso de 
Trichoderma reesei. A atividade antimicrobiana 
foi analisada frente às células de Candida 
albicans para determinação da concentração 
inibitória mínima (CIM). Os resultados mostram 
em ensaios com células planctônicas CIM para a 
enzima produzida de 1,0 mg/mL e para ensaios 
com biofilme CIM de 1,0 mg/mL e IC50 de 0,785 
mg/mL., enquanto para a enzima comercializada 
de 0,625 mg/mL e para anfotericina B de 0,010 
mg/mL  em ambos os ensaios.  Os resultados 
contribuem em possíveis aplicações de produtos 
biotecnológicos, as enzimas fúngicas, na busca 
por novas alternativas terapêuticas.
PALAVRAS-CHAVE: enzimas, β-glucanases, 
atividade antimicrobiana, resistência 
microbiana, produtos naturais.

ABSTRACT: Antimicrobial resistance is an 
increasingly serious threat to global public 
health. Antimicrobial overuse, inappropriate 
prescribing, extensive agricultural use, and few 
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new antibiotics availability are the major factors that result in the rapid emergence of 
multidrug-resistant pathogens.  Candida albicans biofilms formed in solids surfaces, 
such as dentures and orthodontic appliances, are associated with drastically enhanced 
resistance against most antimicrobial agents. In the last decades, biotechnology 
potential of filamentous fungi enzymes has attracted a great deal of attention for 
pharmaceutical applications. In this work, the enzyme β-glucanase was obtained from 
submerse culture of Trichoderma reesei and evaluated against planktonic cells and 
biofilms of Candida albicans. MIC of β-glucanase were 1.0 mg/mL against planktonic 
cells and biofilms and IC50 were 0.785 mg/mL against biofilms. These results contributed 
to biotechnology applications of enzymes in pharmaceutical industry for the search of 
potential candidates of new drugs.
KEYWORDS: enzymes, β-glucanases, antimicrobial activity, antimicrobial resistence, 
biofilms, natural products

1 |  INTRODUÇÃO

O crescente aumento da resistência aos fármacos antimicrobianos atualmente 
utilizados (LEVY, 2005), evidencia um grande problema na saúde pública, suscitando a 
importância do enfoque em pesquisas que abordem a prospecção de produtos naturais 
com atividade biológica para se descobrir agentes mais efetivos, menos tóxicos e com 
diferentes mecanismos de ação, além da correta utilização dos fármacos já disponíveis 
no mercado. (ANDERSON, 2005).

Historicamente produtos naturais têm relevante papel no desenvolvimento de 
novos fármacos. Dentre as importantes fontes naturais no desenvolvimento de novos 
fármacos, os microrganismos têm se destacado. Desde a descoberta da Penicilina 
por Fleming em 1928 um grande número de substâncias oriundas do metabolismo 
microbiano constitui alvos de interesse da indústria farmacêutica (BUTLER et al., 
2004). Sendo metabolicamente versáteis, principalmente quanto à produção de 
enzimas e metabólitos secundários, os microorganismos têm demonstrado resultados 
bastante promissores, produzindo alta diversidade estrutural e um grande número de 
compostos biologicamente ativos (HAN et al., 2010).

As leveduras são fungos oportunistas que estão entre os agentes etiológicos mais 
comuns, causam infecções com diagnóstico e tratamento difíceis e com altos índices 
de mortalidade (PERLROTH ET al., 2007).  Dentre as leveduras que acometem o ser 
humano, a Candida albicans é considerada uma das mais patogênicas, causando um 
grande número de infecções oportunistas que podem ser fatais principalmente para 
pacientes imunocomprometidos (LENGELER et al., 2000; SELITRENNIKOFF et al., 
2001).

Assim como outros fungos, as espécies de Candida possuem parede celular bem 
definida, composta por manoproteínas, β-1,3-D-glucanas, β-1,6-D-glucanas, quitina e 
uma pequena quantidade de proteínas e lipídios (AKPAN; MORGAN, 2002). 
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Na natureza os micro-organismos podem existir como células separadas 
(planctônicas), ou preferencialmente, na forma de comunidades microbianas 
estruturadas. Os biofilmes microbianos são definidos como comunidades estruturadas 
de micro-organismos irreversivelmente aderidas a uma superfície, artificial ou biológica, 
protegida por uma matriz exopolimérica de substâncias extracelulares (PIERCE et 
al., 2008) e que exibem um estado metabólico distinto ao observado no crescimento 
planctônico, especialmente com respeito à transcrição e interações entre as células 
(LINDSAY; HOLY, 2006). Os microrganismos formam o biofilme como estratégia para 
otimizar sua sobrevivência, como uma forma adaptativa de perpetuação da espécie 
(MARSH, 2003), sendo constituídos por microrganismos de uma única ou de diversas 
espécies (COSTERTON et al., 1995). A composição do biofilme de C. albicans consiste 
em uma mistura de células hospedeiras, células em forma de leveduras, pseudo-
hifas e hifas, além de matriz extracelular composta de proteínas e polissacarídeos 
(MUKHERJEE et al., 2005), relacionado também com má higiene oral (ALVES, 2009).

Glucanases são enzimas com amplas aplicações biotecnológicas. São produzidas 
por fungos filamentosos e leveduriformes, e por bactérias, que hidrolisam ligações 
glicosídicas do tipo β-1,3 presentes e β-D-glucanas, liberando glicose como produto 
principal (FLEURI; SATO, 2008). A principal função estrutural das β-glucanas é auxiliar 
a manutenção da rigidez e integridade da parede celular de fungos e leveduras 
(SEVIOUR et al., 1992; STONE, CLARKE, 1992), e podem ser degradadas pelas 
β-glucanases (KUMAR; DEOBAGKAR, 1996) sendo estas, hidrolases que participam 
diretamente do processo de controle biológico, uma vez que hidrolisam β-1,3-1,6-
glucanas constituintes da parede celular de alguns patógenos (IORIO et al., 2008).

O uso de artefatos protéticos, como próteses totais e aparelhos ortodônticos, 
favorece a colonização e a consequente patogenicidade de leveduras na cavidade 
bucal. Embora as práticas adequadas de higiene oral desempenhem um papel 
fundamental na prevenção do desenvolvimento do biofilme, produtos com agentes 
biocidas são particularmente úteis quando a higiene oral não é a ideal. (MARINHO 
et al., 2013). Neste contexto, avaliamos a ação de β-glucanases, produzida por 
fermentação e adquirida comercialmente, sobre o biofilme de C. albicans.

2 |  MÉTODOS

2.1 Cultivo dos Micro-organismos

Culturas dos fungos Trichoderma reesei (QM 9414) foram utilizados para 
a produção de glucanase. As cepas fúngicas foram mantidas em meio solidificado 
BDA (batata-dextrose-ágar) e submetidas a repiques periódicos a cada 30 dias. Para 
obtenção dos esporos 10 mL de água destilada estéril foram adicionados sobre os 
cultivos fúngicos por raspagem superficial das culturas obtendo suspensões de esporos 
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(107 esporos/mL) para o inóculo. As enzimas β-glucanases foram obtidas por meio de 
cultivos em meio líquido segundo Rapp (1989), durante 6 dias, 150 rpm a 30 ºC. A 
levedura C. albicans (ATCC 90028) foi cultivada em meio ágar Sabouraud e mantida 
em estufa a 35.5º C por 48h para o seu completo desenvolvimento. A manutenção da 
cepa foi realizada a partir de repiques quinzenais

2.2 Obtenção do extrato enzimático

O meio de cultura resultante proveniente da fermentação, após filtração para 
eliminar a biomassa, foi fracionado com sulfato de amônio e triturado em almofariz 
(DAWSON et al., 1969).  Adicionou-se lentamente sulfato de amônio ao fluido de 
cultura contendo a enzima até atingir o índice de saturação desejado e em seguida o 
extrato foi deixado em repouso “overnight” em geladeira e centrifugado por 20 min a 
8000 rpm a 4 ºC. Após, o precipitado foi suspenso em tampão adequado, dialisado sob 
agitação e refrigeração neste mesmo tampão. Ao final da diálise o extrato clarificado 
foi congelado e liofilizado.

2.3 Ensaio de atividade de β-Glucanase

250 µL de uma solução de laminarina (1%) dissolvida em 50 µM de tampão de 
acetato pH 4,8 e 125 µl da solução de enzima foram usadas para a reação. Depois de 
30 min a 37 ° C, a reação foi interrompida pela adição de 1,5 ml de reagente DNS. Esta 
mistura foi fervida durante cinco minutos e depois 5mL de água foram adicionados. O 
açúcar redutor formado foi detectado em leitura a 540 nm por um espectrofotômetro 
(MILLER, 1995). Os brancos foram confeccionados da mesma maneira, excetuando 
que as enzimas foram previamente desnaturadas por fervura a 5 minutos.

2.4 Determinação da atividade antifúngica

Os extratos enzimáticos obtidos foram liofilizados e posteriormente avaliados 
quanto à presença de atividade antimicrobiana frente ao fungo leveduriforme C. 
albicans de acordo com as normas preconizadas pelo CLSI, Clinical and Laboratory 
Standard Institute (CLSI, 2008).

2.4.1 Ensaio com células planctônicas

Em tubos tipo eppendorf foram preparadas soluções dos extratos, solubilizados 
em meio RPMI-1640. Para a obtenção de inóculos foram utilizadas culturas de 48 horas 
de C. albicans. As suspensões de C. albicans foram padronizadas na concentração de 
2 x 104 células/mL. Como controle positivo utilizou-se anfotericina B.

Em microplacas estéreis de 96 poços, realizaram-se diluições seriadas das 
amostras e dos controles, posteriormente acrescidas dos inóculos, totalizando um 
volume final de 200 μL por poço para avaliação da atividade antifúngica. As microplacas 
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foram seladas e incubadas a 35 °C por 48 horas. Definiu-se como CIM a menor 
concentração do agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento 
do microrganismo.

2.4.2 Redução de biofilme de C. abicans em microplacas pelo método de XTT

As células de C. albicans foram previamente cultivadas em Sabouraud Dextrose 
Agar (SDA) com cloranfenicol, a 37 ˚C, por 48 horas. Em seguida, as células recém-
cultivadas foram transferidas para o meio Yeast Nitrogen Base (YNB) e foram 
novamente incubadas a 37 ˚C, por 12-18 horas.  Após esse período, preparou-se o 
inoculo através das suspensões de C. albicans padronizadas na concentração de 107 

cel/mL.
O biofilme de C. albicans foi formado em microplacas de cultura de 96 orifícios, 

alíquotas de 100 μL das suspensões padronizadas do micro-organismo foram 
transferidas para orifícios da placa de cultura e incubados por 90 minutos (fase de 
adesão), a 37 ºC, em agitador orbital (75 rpm). Após esse período, os orifícios foram 
lavados duas vezes com 150 μL de PBS. Em seguida, 150 μL do meio RPMI-1640 
foram adicionados nos orifícios e mantidos por 48 horas, em agitador orbital (37 ºC; 75 
rpm), para desenvolvimento do biofilme.

Após a formação do biofilme, procedeu-se a duas lavagens com 150 μL de 
PBS para remoção de células não aderidas e posteriormente adicionou-se 200 µL 
das amostras, as quais foram  avaliadas em diferentes concentrações. Como controle 
positivo utilizou-se anfotericina B. A viabilidade celular foi avaliada por meio do 
ensaio de redução de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]-
2H-hidróxido-tetrazólio (XTT) comparando-se os biofilmes tratados aos controle sem 
tratamento. Para este ensaio, as amostras avaliadas foram removidas e adicionou-se 
200 μL da solução de XTT em cada orifício. As placas foram incubadas no escuro 
a 37°C por 3 h. Após esse período, uma alíquota de 100 μL do sobrenadante foi 
transferida para uma placa de leitura, as quais foram lidas em espectrofotômetro em 
490 nm e realizaram-se os cálculos de IC50 das amostras testadas.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÕES

O fungo filamentoso Trichoderma reesei (QM 9414) cultivado em meio líquido 
submerso mostrou-se produtor de glucanase, nas condições de cultivo utilizadas. O 
extrato liofilizado de β-Glucanase apresentou atividade biológica frente à C. albicans 
na concentração de 1,00 mg/mL (Tabela 1) e apresentou IC50 de 785 µg/mL quando 
testado em ensaio de redução de biofilme de C. albicans (Tabela 2).
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Amostras CIM (mg/ml)
β-Glucanase produzida 1,00

β-Glucanase comercial (Sigma) 0,625
Controle positivo (anfotericina B) 0,10

Controle negativo -

Tabela 1. Atividade de enzimas β-glucanases frente a C. albicans

Amostras IC50 (µg/mL) CIM (mg/ml)
β-Glucanase produzida 785,0 1,00

β-Glucanase comercial (Sigma) -        -
Controle positivo (anfotericina B) 3,310 0,10

Controle negativo - -

Tabela 2. Atividade de enzimas β-glucanases frente a biofilme de C. albicans

Não permanecem ainda muito claros os mecanismos pelos quais a enzima 
exerce atividade antifúngica. β-Glucanase possui atividade auxiliar na produção de 
esferoplastos de C. albicans (DOMANSKI, MILLER, 1968). Possivelmente a camada 
de β-Glucana é destruída por ação da enzima, demonstrando assim capacidade 
antimicrobiana. Outros estudos (XU et al., 2013) demonstram que β-Glucanase podem 
induzir filamentação em C. albicans, indicando que a enzima pode atuar como um 
antifúngico natural que induz a modificações morfológicas nas quais ocorre rompimento 
das barreiras celulares.

4 |  CONCLUSÕES

Os resultados contribuem em possíveis aplicações de β-glucanases como 
produtos biotecnológicos na busca por novas alternativas farmacêuticas.
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