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APRESENTAÇÃO 

A tecnologia está ganhando cada dia mais espaço na vida das pessoas e em tudo 
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e científico 
e sua aplicação utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e 
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento 
da tecnologia estão envolvidos sistemas biológicos, seres vivos ou seus metabólitos, 
passa-se a trabalhar em uma área fundamental da ciência, a Biotecnologia.

Toda produção de conhecimento em Biotecnologia envolve áreas como Biologia, 
Química, Engenharia, Bioquímica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquímica, 
Química Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das 
Ciências Biológicas e da Saúde. A aplicação dos resultados obtidos nos estudos em 
Biotecnologia está permitindo um aumento gradativo nos avanços relacionados a 
qualidade de vida da população, preservação da saúde e bem estar.

Neste ebook é possível identificar vários destes aspectos, onde a produção 
científica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta 
de aplicações que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos 
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas soluções para problemas 
relacionados à manutenção da vida em equilíbrio.

No volume 2 são apresentados artigos relacionados a Bioquímica, Tecnologia em 
Saúde e as Engenharias. Inicialmente é discutida a produção e ação de biocompostos 
tais como ácido hialurônico, enzimas fúngicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes, 
xilanase e eritritol. Em seguida são apresentados aspectos relacionados a análise 
do mobiliário hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clínica, e 
novos equipamentos utilizados para diagnóstico. Também são apresentados artigos 
que trabalham com a tecnologia da informação no desenvolvimento de sistemas e 
equipamentos para o tratamento dos pacientes. 

No volume 3 estão apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular 
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns 
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregação plaquetária, bem como 
melhorias no atendimento nas clínicas e farmácias da atenção básica em saúde.

Em seguida discute-se a respeito da utilização de extratos vegetais e fúngicos 
na farmacologia e preservação do meio ambiente. Finalmente são questionados 
conceitos envolvendo Educação em Saúde, onde são propostos novos materiais 
didáticos para o ensino de Bioquímica, Biologia, polinização de plantas, prevenção em 
saúde e educação continuada. 

Christiane Trevisan Slivinski
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PRODUÇÃO DE BIOSSURFACTANTES A PARTIR 
DE FUNGOS ENDOFÍTICOS ISOLADOS DA 

ESPÉCIE AMAZÔNICA MYRCIA GUIANENSIS E SUA 
TOLERÂNCIA AO ENDOSULFAN

CAPÍTULO 6

Ana Milena Gómez Sepúlveda
Universidade do Estado do Amazonas, Escola 

Superior de Ciências da Saúde, Escola Superior 
de Tecnologia

Manaus – Amazonas

Sergio Duvoisin Junior
 Universidade do Estado do Amazonas, Escola 

Superior de Tecnologia
Manaus - Amazonas

Patrícia Melchionna Albuquerque
Universidade do Estado do Amazonas, Escola 

Superior de Ciências da Saúde, Escola Superior 
de Tecnologia

Manaus - Amazonas

RESUMO: O Endosulfan é um inseticida e 
acaricida organoclorado, de amplo espectro 
não seletivo, que foi amplamente utilizado em 
todo o mundo para o controle de pragas em 
culturas agrícolas. Embora atualmente seu uso 
esteja proibido, ainda se encontram pequenas 
quantidades deste agrotóxico nos solos e nos 
recursos hídricos, o que apresenta um risco 
à saúde humana e ao meio ambiente. Os 
fungos endofíticos são aqueles que colonizam 
os tecidos internos das plantas, e por meio da 
produção de moléculas tensoativas, podem 
ser uma alternativa na biodegradação do 
Endosulfan. Portanto, o objetivo deste trabalho 
foi selecionar fungos endófitos tolerantes ao 

Endosulfan produtores de biossurfactantes. 
Foram reativados 12 fungos endofíticos 
isolados de caule, folha e raiz da espécie 
amazônica Myrcia guianensis. Os fungos foram 
inoculados em ágar Czapek, suplementado 
com Endosulfan a 50 e 100 µg/mL. Os fungos 
tolerantes foram estimulados para a produção 
de biossurfactantes em cultivo em meio 
liquido contendo óleo de soja como fonte de 
carbono. Oito fungos se mostraram tolerantes 
ao agrotóxico e destes, dois foram capazes de 
reduzir a tensão superficial do meio de cultura 
em 39%, e 42%, com índices de emulsificação 
de 12% e 25%, respectivamente, o que 
confirma a produção de biossurfactantes. Estes 
dois fungos mostraram potencial para degradar 
ou transformar contaminantes orgânicos 
acumulados no ambiente como o Endosulfan, 
e podem ser avaliados em processos de 
biorremediação.
PALAVRAS-CHAVE: Endófitos, Endosulfan, 
Moléculas tensoativas, Biorremediação.

ABSTRACT:  Endosulfan is a non-selective, 
broad-spectrum organochlorine insecticide and 
acaricide  popularly used worldwide  for pest 
control in agricultural crops. Despite the fact that 
its use has been prohibited, it is still possible to 
find small amounts of this pesticide in soils and 
water resources. This presents a risk to human 
health and to the environment. Endophytic fungi 
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colonize the internal tissues of plants, and via the production of tensoactive molecules, 
they may be an alternative for the biodegradation of Endosulfan. Therefore, the objective 
of this work was to select Endosulfan tolerant fungi that produce biosurfactants. Twelve 
endophytic fungi isolated from the stem, leaf and root of the Amazon species Myrcia 
guianensis were reactivated. The fungi were inoculated in Czapek agar, supplemented 
with 50 or 100 μg/mL Endosulfan. Tolerant fungi were stimulated to produce 
biosurfactants in a liquid medium culture, containing soy oil as a carbon source. Eight 
fungi were tolerant to the pesticide and, of these, two fungi were able to reduce the 
surface tension of the culture medium in 39% and 42%, presenting 12% and 25% of 
emulsification index, respectively. These two fungi showed a potential to degrade or 
transform organic contaminants such as Endosulfan which had accumulated on the 
environment and may be evaluated into bioremediation processes.
KEYWORDS: Endophytic fungi, Endosulfan, Tensoactive molecules, Bioremediation.

1 | 	INTRODUÇÃO

Os biossurfactantes são moléculas tensoativas produzidas por bactérias, fungos, 
plantas, animais e pelo ser humano (BOGNOLO, 1999; BRUICE, 2006). A produção de 
biossurfactantes pode ser induzida por diversos substratos, tais como açúcares, óleos, 
alcanos e resíduos (LIN, 1996). Podem ser agrupados segundo a sua origem, peso 
molecular, propriedades físico-químicas, modo de ação, composição química e origem 
microbiana (PACWA-PŁOCINICZAK et al., 2011). As principais classes englobam os 
glicolípideos, lipopeptídeos, lipoproteínas, fosfolipídeos, ácidos graxos, surfactantes 
poliméricos e surfactantes particulados (BIERMANN et al., 1987; DESAI, BANAT, 
1997; NITSCHKE, PASTORE, 2002). Seu uso tem diversas vantagens e aplicações 
nas industrias, devido a sua tolerância à temperatura, pH, força iônica, potencial de 
degradação, baixa toxicidade, disponibilidade, especificidade e biocompatibilidade 
(SARUBBO et al., 2012; SARUBBO et al., 2015). 

Diversos fungos vêm sendo relatados como produtores de biossurfactantes, que 
podem apresentar propriedades emulsificantes (SENA, 2013; SILVA, 2015; SANCHES, 
2016). Já os fungos endofíticos, possuem potencial de síntese de moléculas com 
atividade biológica, que são de interesse na relação endofítico-hospedeiro, gerada a 
partir da coabitação e co-evolução (MORICCA e RAGAZZI, 2008). Esse relacionamento, 
influencia na capacidade dos fungos endofíticos de produzir os mesmos metabólitos 
bioativos das plantas hospedeiras (STROBEL et al., 2004; CHAPLA et al., 2013). 
Portanto, a procura por fungos endófitos isolados de plantas tropicais, com a 
capacidade de produzir biossurfactantes, que por sua vez, possam ser utilizados na 
biorremediação de ambientes contaminados com agrotóxicos é de grande relevância.

A Região Amazônica Brasileira se caracteriza por possuir uma ampla 
biodiversidade e multiplicidade de sistemas, onde as plantas tropicais são de amplo 
interesse devido à variedade dos metabólitos bioativos que elas apresentam. A espécie 
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Myrcia guianensis, conhecida popularmente como pedra-hume-caá, se encontra 
distribuída nas regiões tropicais e subtropicais, envolvendo entre 3.100 e 4.600 
espécies, que estão distribuídas em 144 gêneros (RIBEIRO et al., 1999), esta espécie, 
tem despertado interesse pela variedade de compostos bioativos que possui nos óleos 
essenciais, nas flores, galhos e folhas (ZOGHBI et al., 2003; LIMBERGER, SOBRAL, 
HENRIQUES, 2004), além de apresentar propriedades anti-hemorrágicas (SOUSA et 
al., 2013) e alguns dos seus fungos endofíticos apresentarem atividade antimicrobiana 
(BANHOS et al., 2014), bem como a produção de moléculas tensoativas (SILVA, 2015).

Dentre os agrotóxicos mais utilizados no mundo, se encontra o Endosulfan 
(6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,3,4-benzodioxatiepin-
3-óxido), inseticida organoclorado de amplo espetro não-seletivo (ARSHAD, HUSSAIN, 
SALEEM, 2007). Possui fórmula molecular C9H6Cl6O3S e massa molecular de 406,95 
g/mol. Sua preparação consiste em dois isômeros, α-endosulfan e β-endosulfan 
na proporção de 7:3, com uma solubilidade em água de 0,63 mg/L para a mistura 
dos isômeros (JEN-NI et al., 2005; ARSHAD, HUSSAIN, SALEEM, 2007; RAUF et 
al., 2012). O Endosulfan foi amplamente utilizado na agricultura para o controle de 
milho, algodão, vegetais, frutas, grãos, sementes oleaginosas, café e tabaco, entre 
outras culturas (WEBER et al., 2010) até 2012, quando na Convenção de Estocolmo 
(STOCKHOLM CONCENTION), este agrotóxico foi incluído na lista de poluentes 
orgânicos persistentes (POPs), devido a sua alta persistência nos ambientes e à 
ausência de controle por parte dos órgãos competentes. Embora o Endosulfan esteja 
proibido, ainda tem se encontrado resíduos no ambiente e nos animais (WANG et al., 
2017; HUNT et al., 2016; ROMA et al., 2017). Assim, o objetivo do presente estudo foi 
selecionar fungos endofíticos isolados da espécie amazônica M. guianensis tolerantes 
ao Endosulfan e produtores de biossurfactantes.

2 | 	MATERIALES E MÉTODOS

2.1	Micro-organismos

Os fungos endofíticos de M. guianensis utilizados neste trabalho foram isolados 
do material vegetal coletado por Banhos (2011) na Comunidade de São Pedro, 
localizada no município de Santarém/Pará, em fevereiro de 2009. Foram reativados 
doze (12) fungos endofíticos isolados de caule, folha e raiz, em ágar batata dextrose 
(BDA), que se encontravam conservados conforme a metodologia de Castellani (1939). 
Estes isolados foram previamente selecionados por Silva (2015) como produtores de 
moléculas tensoativas. 

Os fungos endofíticos que se mostraram tolerantes ao Endosulfan foram 
identificados em nível de gênero por meio de análises micromorfológicas.
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2.2	Ensaio de Tolerância ao Endosulfan

Os fungos foram inoculados no meio de cultura ágar Czapek (CzP) suplementado 
com duas concentrações de Endosulfan: 50 µg/mL e 100 µg/mL. Em seguida, foram 
incubados em estufa tipo BOD, a 28°C por 5 a 7 dias, até observar-se crescimento. 
Os fungos que apresentaram maior tolerância ao composto foram utilizados para a 
produção de biossurfactantes. Os testes foram feitos em triplicata. 

2.3	Produção de Biossurfactantes 

A produção de moléculas tensoativas foi realizada em meio líquido (JACOBUCCI, 
2000), suplementado com 0,5 g/L de óleo de soja previamente filtrado em membrana 
tipo Whatman (0,45 µm PVDF). Os fungos foram inoculados na forma de uma 
suspensão de esporos (2,0 x 106 esporos/mL) e cultivados por 8 dias em incubadora 
tipo shaker a 28oC e 170 rpm. 

2.4	Métodos Analíticos 

Para avaliar a produção de biossurfactantes fúngicos, foi determinada a tensão 
superficial (TS) do meio, pelo método de anel de Du Nouy (1925), utilizando 30 mL do 
sobrenadante livre de células para cada fungo previamente cultivado na presença de 
óleo de soja. As amostras foram analisadas no tensiômetro (Krüss-K20) para então ser 
calculada a redução da tensão superficial ao longo do tempo de cultivo. 

O índice de emulsificação (E24) foi calculado seguindo a metodologia descrita 
por Cameron Cooper e Neufeld (1988), com modificações. Foram utilizados 6 mL de 
solvente (querosene) e 4 mL de cada fração filtrada do meio de cultura livre de células, 
os quais foram misturados em agitador tipo vórtex por 2 minutos, sendo posteriormente 
deixadas em repouso por 24 horas à temperatura ambiente. Por fim, o E24 foi calculado 
pela seguinte formula: 

Quanto maior o índice de emulsificação, maior a atividade emulsificante do 
surfactante estudado (PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008). Foram realizadas 
duas medições da TS e do E24, após 3 e 8 dias de cultivo em meio líquido. Todos os 
testes foram feitos em triplicata. Determinou-se também o índice de emulsificação do 
dodecilsulfato de sódio (SDS), surfactante sintético, a 1% para fins de comparação.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Dos 12 fungos endofíticos testados na presença de Endosulfan, 8 se mostraram 
tolerantes ao agrotóxico na concentração de 100 mg/mL (Figura 1). 
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Identificação 
dos fungos Ágar Czapeck  

Ágar Czapeck  + 
Endosulfan
 (50 μg/mL) 

Ágar Czapeck  + 
Endosulfan
 (100 μg/mL)

MgC 3.1.2 NT

MgC 3.2.2 NT

MgCe 1.1.2 NT

MgCe 2.2.1 NT

MgC 3.1.1

MgCe 2.3.1
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MgCe 3.3.1

MgR 3.1.3

MgRe 1.1.2

MgRe 1.3.2

MgRe 2.1.1

MgRe 2.3.1

Controle*

Figura 1. Crescimento dos fungos endofíticos de Myrcia guianensis em ágar Czapek 
suplementado com 50 e 100 μg/mL de Endosulfan.
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MgC: isolado do caule; MgCe: isolado do caule exposto; MgR: isolado de raiz; MgRe: isolado de raiz exposta. NT: 
Não Testado. *Fungo Phanerochaete chrysosporium ATCC24725. 

Assim como pode ser observado na Figura 1, dentre os 8 fungos endofíticos 
tolerantes ao Endosulfan a 100 mg/mL, 6 apresentaram maior crescimento do que o 
fungo controle P. chrysosporium ATCC 24725. Este é um resultado interessante, uma 
vez que o fungo controle já vem sendo utilizado como degradador deste xenobiótico 
(AUST, 1990; KULLMAN e MATSUMURA, 1996; KIM, KIM, CHOI, 2001; KATAOKA, 
TAKAGI, 2013).

Uma vez selecionados os fungos com tolerância ao Endosulfan, foi avaliada a 
produção de biossurfactantes por meio de medidas da tensão superficial e do cálculo 
do índice de emulsificação (Tabela 1). A média da tensão superficial da água ultrapura 
Mili–Q foi de 71 mN/m, e a média da tensão superficial do meio de cultura utilizado 
para a produção de biossurfactantes foi de 58,0 mN/m. 

Como pode ser observado na Tabela 1, os valores de E24 obtidos para os 
meios de cultivo após 8 dias foram baixos, sendo os maiores valores de 12% para 
o meio de cultivo do fungo MgRe 2.1.1 e de 25% para o do MgRe 1.1.2. O índice de 
emulsificação encontrado para o SDS a 1% foi igual a 72%. Estes resultados sugerem 
que os biossurfactantes produzidos possuem baixa massa molecular, uma vez que 
moléculas que apresentam propriedades emulsificantes apresentam elevada massa 
molecular (RON e ROSENBERG, 2002).

Os fungos produtores de moléculas tensoativas que mantiveram reduzida a 
tensão superficial durante os 3 e 8 dias de experimento foram considerados como os 
mais promissores. Observou para o meio de cultivo do fungo MgRe 1.1.2, uma TS de 
35,1 e de  37,8 mN/m, aos 3 e 8 dias, respectivamente. Para o meio de cultivo do fungo 
MgRe 2.1.1, a TS medida foi de 33,2 e 36,4 mN/m aos 3 e 8 dias, respectivamente.

Fungos Endofíticos

Tolerância ao 
Endosulfan
(100 µg/mL)

Produção de Biossurfactantes

Dia 3 Dia 8
TS 

(mN/m)
E24 (%) TS

(mN/m)
E24 
(%)

MgC 3.1.2 - NT NT NT NT
MgC 3.2.2 - NT NT NT NT

MgCe 1.1.2 - NT NT NT NT
MgCe 2.2.1 - NT NT NT NT
MgC  3.1.1 + 35,2 0 41,4 8
MgCe 2.3.1 + 41,0 0 52,3 0
MgCe 3.3.1 + 33,6 0 50,9 4 
MgR 3.1.3 + 33,4 0 58,1 5 

MgRe 1.1.2 + 35,1 6 37,8 25 
MgRe 1.3.2 + 40,7 0 40,2 9 
MgRe 2.1.1 + 33,2 0 36,4 12 
MgRe 2.3.1 + 60,0 0 61,9 0

Tabela 1. Tensão superficial e índice de emulsificação dos meios de cultivo dos fungos 
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endofíticos isolados de Myrcia guianensis tolerantes ao Endosulfan.
MgC: isolado do caule; MgCe: isolado do caule exposto; MgR: isolado de raiz; MgRe: isolado de raiz exposta. TS: 

Tensão Superficial. E24: índice de emulsificação. NT: Não Testado.

 
Os fungos MgRe 1.1.2 e MgRe 2.1.1, isolados da raiz exposta da M. guianensis, 

apresentaram uma redução de tensão superficial de 39%, e de 42%, respectivamente, 
após 3 dias de cultivo em meio líquido. A redução na TS foi significativa, considerando 
o curto tempo de cultivo, sendo estes fungos, portanto, selecionados como os mais 
promissores para serem empregados em processos de biorremediação de cursos 
d’água contaminados com Endosulfan. 

Segundo Deleu e Paquot (2004), a redução da tensão superficial ou interfacial é 
considerada o principal parâmetro para detecção de um composto tensoativo em um 
determinado meio. Pirôllo (2006) verificou redução na tensão superficial de 36,5% na 
produção de biossurfactante bacteriano, utilizando 30% de óleo diesel como substrato. 
Barbosa (2011) avaliou a TS de um fungo degradador de madeira durante 30 dias de 
cultivo na presença de óleo de soja e verificou redução 35,1%. Estes resultados são 
comparáveis aos observados no presente estudo.

Desta forma, constatou-se que 8 dos 12 fungos endofíticos avaliados têm 
tolerância ao Endosulfan nas duas concentrações testadas. Após identificação 
micromorfológica, verificou-se que os endófitos tolerantes ao agrotóxico pertencem 
aos gêneros Penicillum e Aspergillus. Destes, dois fungos do gênero Penicillum foram 
capazes de produzir moléculas tensoativas, alcançando tensões superficiais menores 
a 40 mN/m em poucos dias de cultivo em meio liquido. Assim, verifica-se que fungos 
endofíticos da planta tropical M. guianensis são potenciais produtores de moléculas 
tensoativas, uma vez que, segundo Haba et al. (2000), os micro-organismos ditos 
bons produtores de biossurfactantes são capazes de reduzir a tensão superficial a 40 
mN/m ou menos. 

Na continuação deste estudo se espera realizar a caracterização dos 
biossurfactantes produzidos para serem então testados na biodegradação de 
poluentes orgânicos persistentes, com a finalidade de contribuir com novas estratégias 
para processos de biorremediação de solos e recursos hídricos contaminados com 
xenobióticos.

4 | 	CONCLUSÕES

Observou-se que os fungos endofíticos de M. guianensis apresentaram 
tolerância ao Endosulfan e capacidade de produzir moléculas tensoativas. Além disso, 
dois isolados da raiz exposta apresentaram maior redução da tensão superficial e 
maior índice de emulsificação, sendo considerados os mais promissores para serem 
aplicados em futuros processos de biorremediação.

A procura por estratégias que auxiliem na biorremediação de ambientes 
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contaminados por poluentes orgânicos persistentes como o Endosulfan é de grande 
interesse para a agricultura, uma vez que pode contribuir para a recuperação dos 
solos e recursos hídricos contaminados através de alternativas sustentáveis, utilizando 
recursos biológicos, evitando prejudicar ainda mais a integridade da biosfera. Portanto, 
a utilização dos fungos endofíticos e sua maquinaria metabólica como ferramenta 
biotecnológica para produzir biossurfactantes, surge como uma alternativa eficaz e 
sustentável que deve ser investigada. 
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