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Introdução  

Os fungos endofíticos são microrganismos que vivem dentro dos tecidos vegetais sem 

causar nenhum sintoma ao hospedeiro (EBADI et al., 2024; GURGEL et al., 2020). As 

associações endófito-hospedeiro permitem o desenvolvimento, aptidão e crescimento de 

ambos, por meio da produção de metabólitos secundários como terpenos, alcaloides e 

compostos fenólicos (SINGH et al., 2022; YE et al., 2020). Os compostos fenólicos são de 

grande relevância para o desenvolvimento de estratégias farmacológicas (LIN et al., 2016). 

Entre as atividades biológicas que apresentam, os fenólicos se destacam por sua capacidade 

antioxidante não enzimática, pois atuam como doadores de hidrogênio ou aceptores de 

radicais livres. Os metabólitos secundários de fungos endofíticos apresentam diversas outras 

aplicações biológicas, como antimicrobianos, antitumorais, antivirais, entre outros. O 

interesse pelo potencial dos fungos endofíticos vem se refletindo na quantidade de cepas 

documentadas, sendo de mais de 3 milhões de cepas de diversos microrganismos (SMITH et 

al., 2020). Este número significativo implica na necessidade de métodos de armazenamento 

adequados que mantenham a viabilidade do fungo, mantendo sua morfologia e a produção 

de metabólitos secundários bioativos. A técnica de preservação por subcultura oferece como 

vantagens o baixo custo e a simplicidade; no entanto, essa técnica afeta a morfologia fúngica 

e leva a diferenças na produção de metabólitos (HU et al., 2014). Na Central de Coleções 

Microbiológicas da Universidade do Estado do Amazonas (CCM/UEA) é utilizado o método 

de subcultura, com quatro técnicas de preservação que são: Castellani (PC), arroz integral 

(PA), fragmento de meio de cultura BDA (PB) e papel de filtro (PF). Neste contexto, este 

estudo objetiva comparar a morfologia, a produção de compostos fenólicos e a atividade 

antioxidante do fungo endofítico amazônico Aspergillus austroafricanus MgF2, a partir de 

sua preservação nas quatro técnicas utilizadas pela CCM/UEA. 

Material e Métodos 
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O fungo utilizado neste trabalho é o Aspergillus austroafricanus MgF2, endofítico 

isolado das folhas de Myrcia guianensis (FALCÃO et al., 2024). Esse fungo está depositado 

na CCM/UEA e foi conservado pelas quatro técnicas de preservação (PC, PA, PB e PF). O 

fungo foi reativado em ágar batata dextrose (BDA) a 28°C por 5-7 dias para determinar 

eventuais alterações morfológicas. Para determinação da produção dos metabólitos 

secundários, o fungo foi cultivado em 150 mL de meio liquido Batata Dextrose (26,5 g/L), 

suplementado com extrato de levedura (2 g/L) e cloreto de sódio (5 g/L), pH 5,0. Após a 

esterilização do meio, foram inoculados três fragmentos com micélio de aproximadamente 

5x5 mm. Os frascos foram incubados em condições estáticas a 30 °C por 14 dias, ao abrigo 

da luz. Posteriormente foi feita a extração dos metabólitos com acetato de etila (1:1) e 

filtração a vácuo. O acetato de etila foi rotaevaporado e os extratos armazenados a -18 °C. O 

potencial antioxidante foi determinado pelo ensaio de eliminação do radical DPPH 

(FREITAS PIRES et al., 2022), por meio do cálculo da concentração eficiente (EC50) e pelo 

método FRAP (poder antioxidante redutor férrico) (MACUPHE; OGUNTIBEJU; NCHU, 

2021). Quercetina e ácido ascórbico foram utilizados como padrões. Para análise das frações 

presentes nos extratos fúngicos, foi empregado um sistema UHPLC Shimadzu, modelo 

Nexera XR. Foi utilizado um Detector de Arranjo de Diodos (DAD) modelo SPD-M20A. A 

fase móvel consistiu em 20% de acetonitrila e 80% de solução aquosa de ácido fórmico 

(0,1%) a uma taxa de fluxo de 0,7 mL/min. A fase estacionária foi uma coluna Shimadzu 

ODS(H). As amostras foram solubilizadas em metanol (1 mg/mL) e filtradas em filtro de 

PVDF/L 0,45 mm. A leitura foi realizada a 320 nm. 

Resultados e Discussão 

Na morfologia macroscópica, foram observadas diferenças significativas quando os 

fungos foram reativados a partir das quatro técnicas de preservação utilizadas pela 

CCM/UEA. Na Figura 1, observa-se que o fungo A. austroafricanus MgF2 apresenta maior 

produção de esporos quando conservado pela técnica PB, além de uma maior pigmentação.  
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Figura 1. Aspergillus austroafricanus MgF2. Cultura em meio BDA, a partir do fungo armazenado nas quatro 

técnicas de preservação. A) Frente do cultivo; B) Verso do cultivo. PF = Papel filtro. PB = BDA. PC = 

Castelenni. PA = Arroz integral. 

Na Tabela 1 estão apresentados os resultados de atividade antioxidante dos extratos 

fúngicos de A. austroafricanus MgF2, obtidos a partir das culturas preservadas nas quatro 

técnicas.   

Tabela 1. Atividade antioxidante dos extratos do fungo Aspergillus austroafricanus MgF2. 

Atividade antioxidante (AA) obtida pelo método DPPH; concentração eficiente para 

sequestro de 50% dos radicais livres DPPH• (EC50) e poder antioxidante redutor férrico 

(FRAP). 

Extratos fúngicos AA*(%) EC50 (mg/mL) FRAP* (mmol TE/g) 

MgF2-AcEt-PB 35,05 13,07 0,035 

MgF2-AcEt-PA 82,61 4,15 0,136 

MgF2-AcEt-PF 80,43 5,65 0,120 

MgF2-AcEt-PC 79,35 2,08 0,351 

Quercetina 98,00 0,008 NT 

Ácido ascórbico NT NT 163,1 

* Ensaios realizados com os extratos fúngicos na concentração de 10 mg/mL. A quercetina 

e o ácido ascórbico foram testados a 40 μg/mL. NT = não testado. Os resultados são 

expressos como médias dos ensaios realizados em triplicata.  

 

No teste FRAP, a atividade antioxidante do extrato produzido com o fungo preservado 

em PB foi a mais baixa, obtendo 0,035 mmol equivalentes de Trolox/g. No entanto, o extrato 

do fungo preservado em PC apresentou uma maior atividade antioxidante, de 0,351 (mmol 

TE/g). No teste de sequestro do radical DPPH, o extrato produzido pelo fungo A. 

austroafricanus MgF2,  preservado em PB foi o que apresentou menor atividade antioxidante 

(AA% de 35,05), além de precisar de 13,07 mg/mL de extrato para inibir 50% do DPPH. No 

entanto, o extrato do fungo preservado em PC apresentou uma maior eficiência, com EC50 

de 2,08 mg/mL e 79,35% de AA. As técnicas de preservação PA e PF geraram resultados 

semelhantes, com AA de 82,61 e 80,43% e EC50 de 4,15 e 5,65 mg/mL, respectivamente. 

Esses resultados estão de acordo com o descrito pela literatura, que reporta o método de 

Castellani como o mais recomendado para manter as características morfológicas e de 

produção de metabólitos bioativos (AYALA-ZERMEÑO et al., 2017; MICHALISKI et al., 

2023).  

No cromatograma apresentado na Figura 3 é possível observar que os extratos 

fúngicos obtidos a partir dos fungos preservados pelas técnicas PA e PB não apresentaram 
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picos de absorção no comprimento de onda determinado (320 nm), característico de 

compostos fenólicos (ZHU et al., 2023) Já os extratos fúngicos obtidos das culturas 

preservadas pela técnica PF apresentaram picos definidos, enquanto os maiores picos foram 

observados para os extratos obtidos a partir dos fungos preservados pela técnica PC. Esses 

dados concordam com os obtidos nos ensaios de atividade antioxidante.  

Os compostos fenólicos apresentam uma ampla variedade de atividades biológicas, 

destacando-se a atividade antioxidante (SAUCEDA et al., 2017). Isso deve-se a sua estrutura 

molecular, mais precisamente à presença de grupos hidroxila, e aos efeitos de conjugação e 

ressonância dos anéis aromáticos que o compõem (CHARLTON et al., 2023). Esses 

compostos permitem manter um estado redox adequado, pois ajudam a eliminar ou inativar 

radicais livres por diferentes mecanismos, como eliminação de radicais, quelação de íons 

metálicos e ativação de enzimas antioxidantes intracelulares (CHAUDHARY et al., 2023).  

 

 
Figura 2. Cromatograma obtido por HPLC dos extratos obtidos do fungo Aspergillus austroafricanus MgF2 

quando preservado por diferentes métodos. PF = Papel filtro. PB = BDA. PC = Castelenni. PA = Arroz integral. 

 

Conclusões 

Para o fungo endofítico A. austroafricanus MgF2, o método de armazenamento PC 

(Castellani) mostrou-se o mais eficiente, pois no que diz respeito à produção de metabólitos 

secundários com atividade antioxidante, o fungo preservado por esta técnica apresentou 

melhores resultados nos ensaios FRAP e DPPH. Além disso, o extrato produzido com o fungo 

preservado em PC apresentou os maiores picos na análise por HPLC na região de absorção 

de compostos fenólicos.  
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