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APRESENTAÇÃO

A coleção “Avanços das Pesquisas e Inovações na Engenharia Química volume 
2” é uma obra que tem como foco principal a discussão e divulgação científica por meio 
de trabalhos com diferentes funcionalidades que compõe seus capítulos. O volume 
abordará em especial trabalhos que contribuem a nível educacional e aplicado tanto 
na área de engenharia química, química e tecnologias.

O objetivo central foi apresentar de forma categorizada e clara estudos 
correlacionados a energias renováveis, aproveitamento de resíduo agroindustrial, 
desenvolvimento de simulador de processos, simulação de custos de produção, e 
em especial estudos correlacionados a nível educacional por meio de jogos didáticos, 
quiz educativo com foco na aprendizagem de reações químicas e tabela periódica. Em 
todos esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à aproveitamento 
de resíduos, disseminação de conhecimento, otimização de procedimentos e 
metodologias, dentre outras abordagens importantes na área de exatas e engenharia. 
O avanço das pesquisas e divulgação dos resultados tem sido um fator importante 
para o desenvolvimento da ciência e estímulo de inovação.

Temas diversos e interessantes são, deste modo, discutidos aqui com a proposta 
de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos aqueles que de 
alguma forma se interessam pela área de exatas e engenharia química aplicada e 
educacional. Possuir um material que demonstre evolução de diferentes metodologias, 
abordagens, otimização de processos, caracterização com técnicas substanciais, 
reutilização de resíduos de regiões específicas do país é muito relevante, assim como 
abordar temas atuais e de interesse tanto no meio acadêmico como social.

Deste modo a obra “Avanços das Pesquisas e Inovações na Engenharia Química 
volume 2” apresenta estudos fundamentados nos resultados práticos obtidos pelos 
diversos professores e acadêmicos que arduamente desenvolveram seus trabalhos que 
aqui serão apresentados de maneira concisa e didática. Sabemos o quão importante 
é a divulgação científica, por isso evidenciamos também a estrutura da Atena Editora 
capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiável para estes pesquisadores 
explorarem e divulgarem seus resultados. 

Jéssica Verger Nardeli
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CAPÍTULO 16

ATIVIDADE ALELOPÁTICA DA BIOMASSA DO FUNGO 
Aspergillus sp, ISOLADO COMO ENDOFÍTICO DA 

ESPÉCIE Paspalum maritimum TRIN
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RESUMO: O presente estudo teve como 
objetivo avaliar a atividade alelopática do extrato 
acetato de etila, obtido da biomassa fúngica do 
fungo Aspergillus sp, isolado como endofítico 
das folhas da espécie Paspalum maritimum 
Trin., tendo como variáveis a concentração e 
as espécies receptoras. Foram desenvolvidos 
bioensaios de atividades alelopáticas de 
germinação (a 25 oC e 12 horas de fotoperíodo) 
e de desenvolvimento da radícula e do 
hipocótilo (25 oC e 24 horas de fotoperíodo). 
Nos ensaios de inibição da germinação de 
sementes as espécies Mimosa pudica e Senna 
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obtusifolia não foram afetadas significativamente pelo extrato acetato de etila (AcOEt) 
a 1% (w/v). Nos ensaios de inibição do desenvolvimento da radícula e do hipocótilo 
a espécie Mimosa pudica foi sensível ao extrato acetato de etila a 1% (w/v), com 
efeitos de inibição em 55,0% e 46,7%, respectivamente. Senna obtusofolia não foi 
sensível ao extrato acetato de etila, tanto no desenvolvimento da radícula e quanto no 
desenvolvimento do hipocótilo.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade alelopática, Aspergillus sp, Paspalum maritimum, 
Endofítico.

ALLELOPATHIC BIOMASS ACTIVITY OF THE Aspergillus sp FUNGUS, ISOLATED 
AS ENDOPHYTIC OF Paspalum maritimum TRIN

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the allelopathic activity of 
ethyl acetate extract, obtained from the fungal biomass of the fungus Aspergillus 
sp, isolated as endophytic from Paspalum maritimum Trin. leaves. It was performed 
bioassays of allelopathic germination activities (at 25 °C and 12 hours of photoperiod) 
and root and hypocotyl development (25 °C and 24 hours of photoperiod). In the seed 
germination inhibition assays, the species Mimosa pudica and Senna obtusifolia were 
not significantly affected by the 1% (w / v) ethyl acetate extract (AcOEt). In the root and 
hypocotyl development inhibition assays, the Mimosa pudica species was sensitive to 
1% (w / v) ethyl acetate extract, with inhibition effects of 55.0% and 46.7%, respectively. 
Senna obtusofolia was not sensitive to ethyl acetate extract, both in root development 
and hypocotyl development.
KEYWORDS: Allelopathic activity, Aspergillus sp, Paspalum maritimum, Endophytic.

1 |  INTRODUÇÃO

As plantas forrageiras constituem-se, se não na única, mas na principal fonte de 
alimento para os bovinos. Nos sistemas de criação em uso, o desempenho animal está 
associado, diretamente à qualidade da forrageira disponível aos animais. Entretanto, 
essas pastagens são infestadas por uma comunidade de plantas extremamente 
agressivas e diversificadas, que reduzem a capacidade produtiva dos pastos, 
redundando em prejuízos econômicos e biológicos. 

O controle dessas plantas é de fundamental importância para o sucesso da 
atividade. De forma geral, o controle é feito com o uso de herbicidas o que impõe 
insatisfações face aos problemas que emergem em decorrência das perdas causadas 
pelo uso de herbicidas, em especial aos ambientais. Adicionalmente, muitas dessas 
plantas têm manifestado resistência aos herbicidas disponíveis no mercado, o que 
torna o problema mais grave (Duke, 2002; Tranel et al., 2011). 

Encontrar alternativas que possibilitem o controle das plantas daninhas é de vital 
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importância para a sobrevivência da pecuária, quer em bases biológicas, ambientais 
ou mesmo econômicas. Nesse sentido pesquisas são desenvolvidas com o objetivo 
de selecionar moléculas bioativas que ao mesmo tempo em que possam ser usadas 
no manejo das plantas daninhas, atendam as demandas sociais em relação às 
questões de preservação da qualidade do ambiente, da vida silvestre e da qualidade 
dos alimentos da dieta dos humanos (Anaya, 1999). 

Tais substâncias agem sobre processos fisiológicos e metabólicos das plantas, 
de forma semelhante aos herbicidas, constituindo-se possíveis substitutos aos produtos 
sintéticos disponíveis no mercado (Duke et al., 2000; Duke, 2002 e Einhellig, 2001). 
Uma das vantagens que as moléculas naturais possuem é que suas especificidades 
representam pouco risco para os recursos naturais e para os interesses da sociedade.

A dificuldade a vencer é referente aos procedimentos metodológicos utilizados no 
isolamento, identificação e caracterização do efeito fitotóxico de substâncias químicas 
produzidas pelas plantas, pois são processos que além de requererem muito tempo de 
execução, apresentam-se também onerosos e, em muitos casos os resultados obtidos 
fornecem aleloquímicos com baixa atividade inibitória da germinação de sementes e 
do desenvolvimento da radícula de espécies de plantas receptoras, ou nos casos mais 
comuns, as quantidades obtidas são insuficientes para a realização dos bioensaios, 
realizando-se apenas  os procedimentos de identificação. Relatos dessas dificuldades 
são encontrados nos trabalhos de Fonseca (2005) e Lobo (2004). 

Uma das possíveis alternativas para fazer frente a essas questões são as 
substâncias químicas produzidas pelas plantas (Huang et al., 2010). Toxinas produzidas 
por micro-organismos são também alternativas promissoras para novos produtos para 
uso no manejo de plantas daninhas (Dayan, 2012).

Levantamento bibliográfico sobre a ocorrência de metabólitos secundários 
isolados de diversas espécies de fungos endofíticos evidenciou um grande número de 
substâncias com diferentes bioatividades como atividade antimicrobiana, citotóxica, 
antiparasitária, inibidora da acetilcolinesterase, antioxidante e sendo crescente o 
número de novos metabólitos bioativos, potencialmente úteis. Paspalum maritimum é 
uma planta daninha que infesta área de pastagens cultivadas da Região Amazônica. 

A tendência observada nas áreas de ocorrência é que essa espécie forma 
estandes puros, eliminando tanto as espécies cultivadas de interesse agronômico, 
como é o caso da leguminosa forrageira puerária, como àquelas consideradas 
invasoras, como são os casos de malícia e mata-pasto. Em passado recente, Souza 
Filho (2006) relatou potencial atividade alelopática para P. marítimum, tanto para 
extrato bruto hidroalcoólico de folhas e rizomas, como para solo coletado em área 
vegetada por essa planta daninha, indicando o envolvimento de fatores químicos, 
tanto na agressividade como na rapidez com que essa espécie invade e domina as 
áreas de pastagens cultivadas. 

A partir das folhas de P. maritimum, isolou-se como endofítico o fungo Aspergillus 
sp. Esse fungo é amplamente conhecido, mas é a primeira vez que é relatada sua 
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presença nessa planta. Os endofíticos são potencialmente úteis na agricultura e 
desempenham papel relevante como agentes inibidores de pragas e doenças (Souza 
et al., 2004; Pinto et al, 2002). Neste trabalho, levantou-se a hipótese de que os 
endofíticos podem, ainda, constituir como fontes alternativas e inovadoras de moléculas 
com potencial de uso no manejo de plantas daninhas, ou ainda, servir de base para a 
formulação de novos produtos para uso na agricultura.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Coleta e tratamento do material botânico

As folhas de Paspalum maritimum foram coletadas no Campo da EMBRAPA 
Amazônia Oriental e identificada pelo Dr. Joaquim Ivanir Gomes, pesquisador da 
Instituição, estando uma exsicata depositada no herbário da Instituição, sob registro 
de número IAN 183337.

O material botânico coletado foi processado dentro de duas horas, lavado 
abundantemente com água corrente e detergente neutro para retirar o excesso de 
epifíticos. Em câmara asséptica de fluxo laminar, o material foi imerso em álcool 70% 
por um minuto, em seguida hipoclorito de sódio a 3% por 4 minutos e, novamente 
em álcool 70% por trinta segundos, para retirar o excesso de hipoclorito. Finalmente 
em água destilada estéril que foi utilizada para fazer o controle da assepsia. Após 
a assepsia, cinco fragmentos de folhas, foram adicionados a placas de Petri com 
meio BDA (Batata, Dextrose, Agar), acrescido de cloranfenicol (1 mg/mL) para inibir o 
crescimento bacteriano no decorrer do processo do isolamento de fungos endofíticos.

2.2 Processo de isolamento e identificação do endofítico

As placas de Petri contendo os fragmentos foram incubadas a 25 oC, sendo que 
o material vegetal foi distribuído em triplicatas e, a partir do sétimo dia de incubação, 
pequenos fragmentos do meio com hifas dos fungos recém-desenvolvidos foram 
transferidos  para outras placas contendo o meio BDA, e aplicando a técnica de 
sucessivos repiques obteve-se os endofíticos purificados. O micro-organismo utilizado 
neste estudo foi o fungo isolado das folhas de Paspalum maritimum. Esse fungo foi 
identificado como Aspergillus sp. Os micélios encontram-se preservados em água 
estéril na micoteca do Laboratório de Bioensaios e Química de Micro-organismos 
(LaBQuiM) da Universidade Federal do Pará com o código FL2P3.

2.3 Cultivo do micro-organismo em cereal de arroz

Para a obtenção do extrato acetato, o fungo endofítico Aspergillus sp foi cultivado 
em cereal de arroz. Foram distribuídos 4 kg de cereal de arroz Uncle Ben’s® em 20 
frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 g de arroz cada. Em seguida, foi 
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adicionado aos frascos 160 mL de água destilada e deixado em repouso por 15 minutos 
para absorção do meio. Os frascos foram esterilizados em autoclave por 45 minutos 
a 121°C. Após resfriamento em temperatura ambiente foram adicionados 2 pellets do 
fungo em 19 frascos, e 1 frasco foi mantido somente com arroz para o controle. Todos 
os frascos foram armazenados de forma estática em temperatura ambiente longe de 
luz pelo período de 45 dias. Passado o período de incubação foi adicionado metanol 
ao sistema, fi cando em repouso por 24 horas para eliminar os esporos e evitar risco 
de contaminação. Após esse período, o sistema foi fi ltrado e concentrado obtendo-se 
5,4 g de Extrato do Metano-l (EM-1) A torta foi submetida à extração sequencial por 
maceração com hexano, acetato de etila e metanol pelo período de 5 dias para cada 
solvente. Após fi ltração e concentração do solvente foram obtidos 14,7 g de Extrato 
Hexânico (EH), 28 g de Extrato Acetato de Etila (EAE) e 1,2 g de Extrato Metanol-2 
(EM-2). A fi gura 1 mostra o fl uxograma que descreve o processo de obtenção dos 
extratos.

Figura 1- Fluxograma da obtenção dos extratos fúngicos.
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2.4 Ensaios fi totóxicos com o extrato acetato de etila

Foram utilizadas como espécies receptoras as plantas daninhas, invasoras de 
área de pastagem, malícia (Mimosa pudica) e mata-pasto (Senna obtusifolia). As 
sementes das plantas malícia e mata-pasto foram coletadas em áreas de pastagens 
cultivadas do município de Castanhal-PA e passaram por processo de limpeza e 
superação da dormência, via imersão em ácido sulfúrico concentrado (Souza fi lho et 
al., 1998). A fi gura 2 mostra as sementes das espécies invadoras malícia e mata-pasto.

Figura 2. Sementes das espécies invasoras de pastagens: a) malícia e b) mata-pasto, 
respectivamente.

Os testes com a substância foram realizados nas concentrações de 100 e 150 
mg L-1, tendo metanol como solvente. Cada placa de Petri de 9,0 cm de diâmetro, 
forrada com papel de fi ltro qualitativo, recebeu 3,0 mL de solução. Após adição das 
soluções, deixou-se evaporar o solvente e adicionou-se 3,0 mL de solução aquosa 
fungicida (micostantin 1%), mantendo-se, dessa forma, a concentração original, e em 
seguida foram adicionadas às placas de Petri vinte sementes das plantas receptoras. 
As placas foram colocadas em câmaras de BOD com temperatura constante de 25o 

C e fotoperíodo de 12 horas. As testemunhas receberam apenas a solução fungicida. 
A germinação foi monitorada pelo período de cinco dias com contagens diárias e 
eliminação das sementes germinadas. Foram consideradas sementes germinadas 
aquelas que apresentavam extensão radicular igual ou superior a 2,00 mm (Juntila, 
1976; Duran e Tortosa, 1985; Duke, 2012).

Para os ensaios de desenvolvimento da radícula e do hipocótilo foram adicionadas 
em placas de Petri três sementes pré-germinadas, com aproximadamente 2 cm de 
comprimento. As placas foram levadas a câmara de germinação, permanecendo em 
condições controladas de 25 oC e fotoperíodo de 24 horas, e ao fi nal do período de 
10 dias de crescimento mediu-se o comprimento da radícula e do hipocótilo. Todos os 
ensaios foram realizados em triplicata.
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2.5 Análise estatística

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com três repetições, 
tendo como tratamento testemunha água destilada. Os dados foram submetidos à 
análise de variância pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%). 
Os dados foram analisados utilizando-se o programa estatístico SAS (SAS, 1998).

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados obtidos nos bioensaios do efeito fitotóxico do extrato acetato de etila 
indicaram que a malícia foi a espécie receptora que apresentou maior sensibilidade aos 
efeitos inibitórios do extrato acetato de etila nas duas concentrações testadas referente 
ao bioensaio do desenvolvimento da radícula: 55,0% na concentração de 100 mgL-1 
e 46,7% na concentração de 150 mgL-1. Os demais resultados, tanto na germinação, 
quanto no desenvolvimento do hipocótilo, não foram observados resultados significativos 
em ambas as espécies testadas, sendo os efeitos considerados com baixos níveis de 
inibição. Na Tabela 1 encontram-se descritos os resultados em percentual dos efeitos 
fitotóxicos do extrato acetato de etila sobre as espécies receptoras malícia e mata-
pasto em bioensaios de germinação de sementes, desenvolvimento da radícula e do 
hipocótilo.

Bioensaio
Espécie receptora

Malícia(%)                     Mata-pasto (%)

Germinação
100 mg L-1 150 mgL-1 100 mg L-1 150 mgL-1

3,60 12,6 9,30 16,6

Radícula 55,0 46,7 6,0 0,00
Hipocótilo 13,6 0,0 1,6 4,00

Receptora Eq. da reta (y=ax+b)
Desvio de regressão

(R2)
Malícia -0,166x+71,6 1

Mata-pasto -0,12x+18 1

Tabela 1- Efeitos fitotóxicos do extrato acetato de etila sobre as espécies receptoras malícia 
e mata-pasto em bioensaios em percentual da germinação de sementes, desenvolvimento da 

radícula e do hipocótilo.

4 |  CONCLUSÃO

Considerando a inibição mínima de 50% como padrão satisfatório para avaliar 
as potencialidades de uma dada toxina, neste trabalho, inibições dessa ordem foram 
observadas apenas na concentração de 100 mg L-1 e somente sobre o alongamento da 
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radícula da espécie malícia. Entretanto, os resultados obtidos neste trabalho ampliam 
as possibilidades de que metabólitos obtidos de biomassas fúngicas possam ser 
utilizados como uma possível fonte de substâncias com potenciais efeitos fitotóxicos, 
a serem utilizadas como bioerbicidas no controle de plantas invasoras de pastagens.
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