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Na natureza nada se cria,  

nada se perde, tudo se transforma. 
 

Antoine Lavoisier 

 



RESUMO 
 

Todos os microrganismos que habitam o interior das plantas, pelo menos um período 

de seu ciclo, sem causar nenhum dano aparente são considerados endofíticos. São capazes de 

produzir metabólitos potencialmente bioativo e do ponto de vista ecológico é extremamente 

importante, a descoberta de fontes microbianas produtoras de fármacos de alto valor 

agregado, inclusive para tratamento de Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis, os 

principais microrganismos presentes em patologias bucais e dentais. O objetivo desta pesquisa 

foi identificar o perfil fitoquímico dos extratos brutos de fungos endofíticos e avaliar a 

atividade antimicrobiana frente às bactérias da cavidade oral por métodos bioautográficos. 

Para selecionar os constituintes químicos foram utilizados 15 extratos orgânicos obtidos de 

cinco espécies de fungos endofíticos. De cada colônia dividida em três porções dos 

endofíticos selecionados foram retirados fragmentos da região central nos quais foram 

transferidos para um frasco de Erlenmayer contendo solvente de polaridade crescente 

(hexano, acetato de etila e etanol 95%) para extração de biocompostos. Após 48 horas, o 

extrato bruto foi separado da biomassa por filtração em papel de filtro. O extrato foi 

levado à secura para evaporação do solvente, em evaporador rotatório. Os extratos foram 

redissolvidos com o solvente extrativo para determinação do perfil cromatográfico e 

atividade antimicrobiana. Para os testes de bioautografia foi utilizada Cromatoplaca de 

Camada Delgada (CCD). Os extratos brutos foram diluídos no solvente extrativo até obtenção 

da mesma concentração do padrão de clorhexidina 20mg/mL. Posteriormente, as CCDs foram 

submetidas ao sistema de eluição de forma a se obter o maior fracionamento dos 

biocompostos. As substâncias foram observadas em luz UV, ácido sulfúrico ou iodo, 

determinando-se os respectivos Rf (retention factor) de cada banda visualizada. Para 

determinação da atividade antimicrobiana por bioautografia, em condições assépticas, 20 mL 

de ágar Müeller Hinton a 40 ºC, suplementados com 500 L de suspensão celular (escala de 

McFarland 1) de todos os microrganismos-teste e 500 L de Cloreto de Trifeniltetrazoliun-

TTC 1,0 % (p/v) foi vertido no cromatograma em placa de Petri medindo (120 mm x 90 mm). 

Após solidificação do meio, as placas foram incubadas a 37oC por 24 horas e a atividade 

antimicrobiana foi avaliada visualizando-se um halo de inibição. Os extratos brutos 

selecionados para os testes biautográficos possibilitaram a detecção de substâncias 

antimicrobianas presentes nos extratos de acetato de etila de A. speleneus, P. simplicissimum, 

extratos de hexano de P. simplicissimum, A. janus, A. speleneus e extrato de etanol de P. 

simplicissimum contra S. mutans em diferentes zonas de inibição, sugerindo a presença de 

compostos, porém não foi encontrada atividade antimicrobiana frente a E. faecalis. Conclui-se 

que os extratos de fungos endofíticos apresentaram substâncias bioativas frente a S. mutans, 

mostrando ser objeto de novas pesquisas de princípios biotecnológicos na Odontologia. 

 

Palavras-chave: Streptococcus mutans; fungos endofíticos; atividade antimicrobiana; 

bioautografia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

 All organisms that inhabit the interior of plants, at least one period of their cycle, 

without causing any apparent damage are endophytic. Such are capable of producing  

potentially bioactive metabolites, and from an ecologic perspective, the discovery of 

microbial drug manufactures is extremely important, including for the treatment of 

Streptococcus mutans and Enterococcus faecalis, the main microorganisms present in oral 

and dental pathologies. The objective of this research was to identify a phytochemical profile 

of the brute extracts of the endophytic fungi and evaluate the antimicrobial activity alongside 

the bacteria of oral cavities by bioautographic means. For the selection of the chemical 

constituents, fifteen organic extracts were obtained of five species of endophytic fungi. Of 

each colony divided into three portions of the selected endophytics, fragments were extracted 

of the central region which were deposited into an Erlenmayer flask  containing solvent of 

increasing polarity (hexane, ethyl acetate, or ethanol 95%) for the extraction of 

biocomposites. After 48 hours, the brute extract was seperated from the biomass throug 

filtration by filter-paper. The extract was taken to be dried for the evaporation of the solvent, 

in a rotaing evaporator. The extracts were redissolved with the extractive solvent for the 

determination of the cromatographic profile and antimicrobial activity. For  the bioautography 

tests Cromatoplaca of Thin Layer were utilized. The brute extracts were diluded in the 

extractive solvent until obtaining  the same concentration of chlorhexidine 20mg/ml. 

Subsequently, the Cromatoplacas of Thin Layer were submitted to the elution system  in order 

to obtain the largest fractions of biocomposites. The substances were observed under UV 

light, in sulfuric acid or iodine, determining their respective Rf (retention factor) of each spot 

visualized. For the determination of the antimicrobial activity per bioautography in aseptic 

condintion, 20 mL of agar Müller Hinton at 40 ºC, supplemented with 500 L of cellular 

suspention (McFarland scale 1) of all test micro organisms and 500 L of Chloride 

Trifeniltetrazoliun-TCC 1.0% (w/v) was poured in the chromatogram into a Petri dish 

measuring (120 mm x 90 mm). After solidification of the center, the plates were incubated at 

37ºC for 24 hours and the antimicrobial activity was evaluated by viewing from the inhibition 

area. The selected brute extracts allowed for the detection of antimicrobial substances present 

in the ethyl acetate extracts of A. speleneus, P. simplicissimum, hexane extracts of P. 

simplicissimum, A. Janus, A. speleneus and ethanol extract of P. simplicissimum against S. 

mutans in different areas of inhibition, suggesting the presence of composites, nevertheless no 

antimicrobial activity was found against E. faecalis. It is concluded that fungi extracts 

presented bioactive endophytic substances against S. mutans,  proven to be the object of 

further research of principles of biotechnologi dentistry. 

 

Keywords: Streptococcus mutans; endophytic fungi, antimicrobial activity; bioautography. 
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1. INTRODUÇÃO 

Todos os microrganismos que habitam o interior das plantas, pelo menos num período 

de seu ciclo vital, sem causar nenhum dano aparente podem ser classificados como endofítico. 

Esse grupo de microrganismo tem capacidade de produzir metabólitos potencialmente 

bioativos e são diferentes dos epífetos, por colonizarem o interior das plantas e não a 

superfície. Além disso, também se diferenciam dos fitopatógenos por que estes causam 

doenças a seus hospedeiros (AZEVEDO, 2000; ARAÚJO et al., 2002). 

Do ponto de vista ecológico é extremamente importante, a descoberta de fontes 

microbianas produtoras de fármacos de alto valor agregado, porém são produzidos em 

quantidades reduzidas por diversas espécies vegetais. Estas, devido ao extrativismo predatório 

estão ameaçadas de extinção. Nesse sentido, os endofíticos apresentam-se como uma 

perspectiva muito importante para garantir a preservação desses vegetais, uma vez que para o 

isolamento de espécies endofíticas há a necessidade de apenas uma pequena porção de tecido 

vegetal, mantendo-se assim a produção de compostos que asseguram a vida de pessoas 

afetadas por inúmeras doenças (PRINCE, 2008). 

Vários estudos foram feitos verificando a bioatividade de metabólitos produzidos por 

fungos endofíticos isolados de plantas medicinais em diversas áreas (OLIVEIRA, 2008; 

PRINCE, 2008). Assim sendo, estudos com a finalidade de identificar compostos com 

atividade para o tratamento de bactérias da cavidade oral, a exemplo de Streptoccocus mutans, 

um dos agentes etiológicos da cárie dental de grande importância científica e, constituintes da 

microbiota oral normal, são muito importantes para ações profiláticas (BARBOSA, et al., 

2008). 

A cárie dental é uma doença infecto-contagiosa e incurável, de caráter multifatorial, e 

que acomete cerca de 95% da população mundial de forma diferente para cada indivíduo; 

resulta da colonização de microrganismos na superfície do esmalte dental, que metabolizam 



carboidratos fermentáveis e produzem ácidos (NARVAI, 2000; STAMFORD et al., 2005; 

RODRIGUES, 2008). 

Assim, a cárie dental pode ser entendida como o resultado do desequilíbrio do 

processo físico-químico de desmineralização/remineralização (des/re) da estrutura dental em 

decorrência do meio bucal. Este processo é basicamente reações químicas de ganho/perda de 

íons entre o esmalte e o meio (des/re), é fisiológico e depende do equilíbrio hidrogeniônico 

entre o meio ambiente bucal (biofilme dental e saliva) e o esmalte dental. Quando o processo 

de desmineralização predomina sobre a remineralização resulta em perda mineral. 

Inicialmente essa perda é imperceptível, porém, podemos observar o aparecimento clínico das 

lesões de cárie, e com o avanço, pode-se comprometer o periodonto e a polpa, levando até a 

perda do elemento dental (BANDEIRA et al., 2008). 

A maioria dos casos de necrose pulpar geralmente se inicia com a invasão bacteriana e 

de suas toxinas via lesão de cárie (ILARA et al., 2005). As principais vias de invasão dos 

microrganismos à polpa e periápice são através de uma cavidade aberta causada por trauma; 

intervenções dentárias ou cárie; pelos canalículos da dentina cortada ou cariada; através do 

sulco gengival e por invasão ao longo da membrana periodontal nas diversas formas da 

doença periodontal; por extensão da infecção periapical de dentes vizinhos infectados; pela 

corrente sanguínea por uma bacteremia ou septicemia (BURNETT et al., 1978). Estes 

microrganismos e produtos chegam ao canal, penetram nos túbulos dentinários e propagam-se 

para o sistema de canais radiculares, incluindo ramificações, istmos e deltas apicais 

alcançando a região periapical resultando em lesões do periápice (GOMES, 2000). Todavia, a 

partir da instalação da necrose pulpar, ocorre a infecção. Quanto maior o tempo de necrose, 

maior será a quantidade de microrganismos no sistema de canais radiculares. Estes 

representam o principal fator etiológico das patologias perirradiculares (SIQUEIRA-JR, 

2001). 



A presença de bactérias e toxinas no interior da polpa causa irritações ao tecido, 

gerando inflamações agudas ou crônicas, e sua intensidade depende da quantidade e 

intensidade da agressão dos microrganismos, bem como a capacidade de defesa imunológica 

do hospedeiro (DE DEUS, 1992). 

Os microrganismos mais comumente encontrados em polpas vitais e sem inflamação, 

ou de polpas não expostas nas fases precoces da inflamação são os estreptococos do grupo 

mutans e não-hemolíticos. As bactérias anaeróbias são capazes de penetrar nos túbulos 

dentinários em diferentes profundidades. Os enterococos que são difíceis de eliminar dos 

canais radiculares ocorrem em casos persistentes que não respondem com o tratamento 

endodôntico convencional, ou seja, com o preparo químico-mecânico do canal radicular. O 

Enterococcus faecalis é o enterococo mais comum, gram-positivo, entérico facultativo 

(PINHEIRO et al., 2003), além de ser um dos principais responsáveis pelas falhas no 

tratamento endodôntico (SIQUEIRA-JR, 2001; GOMES et al., 2004).  

O hipoclorito de sódio, solução fisiológica, EDTA, ácido cítrico, digluconato de 

clorexidina e várias outras soluções têm sido empregadas com este propósito, no entanto, 

ainda não existe um irritante que reúna todas as propriedades de limpeza do canal radicular 

com ação lubrificante durante a ação de corte dos instrumentos, remoção de smear layer, 

potencial germicida e potencial solvente sobre o exudato, tecido pulpar necrosado e pré-

dentina (GOMES, 2000). 

Diante do exposto, novos conhecimentos sobre princípios bioativos de metabólitos de 

origem microbiana associada a plantas podem ser a base de futuros produtos com atividade 

antagônica aos microrganismos da cavidade oral.  

  

 

 



2. OBJETIVOS 

Esta pesquisa teve como objetivo, identificar o perfil fitoquímico dos extratos brutos 

de fungos endofíticos e avaliar a atividade antimicrobiana frente às bactérias da cavidade oral, 

tais como Streptococcus mutans e Streptococcus faecalis, presentes em patologias dentais por 

métodos bioautográficos.  

 



3. REVISÃO DE LITERATURA 

Fungos endofíticos são fungos que, durante certo período de suas vidas, colonizam os 

tecidos internos de plantas sem causar sintomas a estas (PETRINI, 1992). 

A associação com fungos endofíticos pode ser benéfica à planta, pois esses são 

capazes de produzir metabólitos secundários que podem auxiliar o sistema imunológico da 

planta no combate a insetos, com produção de toxinas (JARVIS, 1996). 

O uso de plantas com fins medicinais para tratamento de várias doenças é uma prática 

amplamente difundida pela população amazônica. O conhecimento dos benefícios de certas 

plantas no tratamento de infecções faz parte do acervo cultural e passado de geração a 

geração. Na Amazônia existe cerca de 50 mil espécies de plantas (aproximadamente 2% 

estudada), o que representa uma grande fonte de pesquisa para obtenção de antibióticos, 

antiinflamatórios, diuréticos, analgésicos, laxantes, antidepressivos e anti-hipertensivos 

(BANDEIRA, 1998).  

Schuch (1999) demonstrou que plantas como o cravo-da-índia, calêndula, barbatimão, 

rama-de-batata e alecrim apresentam atividade antimicrobiana sobre Streptococcus mutans, 

inferindo que poderiam ser eficazes no tratamento da cárie dental. Todas as plantas possuíram 

atividade antimicrobiana, porém o melhor resultado foi obtido com o uso de cravo-da-índia.  

Huang et al. (2001) testaram à ação de fungos endofíticos isolados de plantas 

medicinais frente a outros fungos e tumores. Os resultados indicaram que esses fungos são 

importantes em medicina como agentes antimicrobianos e antitumorais.  

Os endofíticos surgem como um novo campo de exploração e de novas descobertas 

biotecnológicas. Com o uso indiscriminado de antibióticos e a conseqüente seleção de cepas 

de bactérias resistentes a esses medicamentos, é indispensável à busca a novas drogas, para 

que não haja um retrocesso no tratamento. Considerando que seis, em cada vinte 

medicamentos relacionados a essa aplicação, têm origem fúngica, os fungos endofíticos, por 



ainda serem pouco estudados, principalmente os presentes em espécies tropicais, surgem 

como um enorme potencial na descoberta de novos produtos (SCHULZ et al., 2002). 

Os fungos endofíticos podem agir de maneira antagônica, neutra ou até benéfica para o 

vegetal hospedeiro, exibindo vários graus de interdependência fisiológica e ecológica. Muitas 

vezes, os metabólitos produzidos por fungos endofíticos podem ser neutros ou terem ação 

antagônica para o hospedeiro. Em outros casos, são de grande importância para a 

farmacologia. Existem pesquisas que comprovam a ação antioxidante de alguns fungos 

somente quando endofíticos, de grande importância para a indústria de cosméticos 

(STROBEL et al., 2002), e antitumorais, que podem parar o desenvolvimento ou até impedir 

a formação de tumores (STROBEL et al., 1997).  

Segundo Schulz e Boyle (2002), aproximadamente 80% dos fungos endofíticos 

produzem compostos biologicamente ativos, como antibióticos, fungicidas e herbicidas. 

Oliveira et al. (2004) verificaram a eficácia antimicrobiana dos extratos etanólicos de 

barbatimão e guaçatonga na formação de halos de inibição para Streptococcus mutans, 

Staphylococcus aureus, Actinomyces actinomycetencomitans e Candida albicans, em menor 

escala.  

Já na comparação da atividade antimicrobiana do extrato bruto de barbatimão e de 

hipoclorito de sódio a 1% e 2,5%, verificou-se a inibição do crescimento de Staphylococcus 

aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Enterococcus faecalis com o hipoclorito, 

mas o barbatimão não inibiu E. coli. (OLIVEIRA DA, 2005)  

Cafeu et al. (2005) identificaram substâncias antifúngicas isoladas do fungo endofítico 

Xylaria sp. de Palicourea marcgravii (rubiaceae) com atividade antagonista frente aos fungos 

fitopatogênicos de interesse comercial. 

A Espinheira-santa é uma planta muito utilizada na medicina popular utilizada no 

tratamento de úlceras gástricas e problemas digestivos. Figueiredo (2006) isolou fungos 



endofíticos de Maytenus ilicifolia Mart ("Espinheira-santa") e testou quanto à atividade 

antimicrobiana contra bactérias patogênicas em humanos e fungos fitopatogênicos, sugerindo 

o grande potencial deste gênero a ser explorado. 

Muitos estudos vêm sendo realizados na busca de novos princípios ativos em plantas. 

Dentre os vários insumos vegetais utilizados na região amazônica para tratamento de doenças, 

têm-se as preparações caseiras das folhas, vagens ou cascas de espécies vegetais (MACIEL, 

2002). São utilizadas na medicina popular como cicatrizante, anti-diabético, antimicótico, 

anti-anêmico, anti-hemorrágico, anti-diarréico, contra tosse, asma, tuberculose, anti-ulceroso, 

afecções da boca e garganta, estimulante digestivo, diurético, laxante e antimicrobiano 

(BANDEIRA, 1998; LIMA, 2007; OLIVEIRA, 2008). 

Os Streptococcus mutans, de todas as bactérias orais, têm sido os microrganismos 

mais estudados e considerados os maiores responsáveis pela doença cárie (MICHALEKS, 

1981; STAMFORD, 2005), no qual são encontrados na boca após erupção dos dentes 

(FEJERSKOV; KIDD, 2005) e são capazes de colonizar superfícies dentárias e desenvolver 

cárie em humanos, sendo responsáveis inclusive pelo início do processo carioso (VAN 

HOUTE, 1993). Fazem parte da microflora oral normal e podem ser encontrados sobre 

superfícies dentárias sem desenvolver cárie (BARBOSA, et al., 2008). 

Capazes de sintetizar polissacarídeos extracelulares a partir da sacarose, os 

Streptococcus mutans se fixam às estruturas dentárias. Produzem também polissacarídeos 

intracelulares, que servem como substrato de reserva para continuar a produção de ácido 

(capacidade acidogênica), mesmo quando não há nutrientes disponíveis no meio. Devido a 

sua capacidade de crescer, somada à produção de ácido num pH baixo, são denominados 

estrategistas de pH (BARBOSA et al., 2008). 

Nos casos de necrose pulpar, as principais vias de invasão dos microrganismos à polpa 

e periápice são através de uma cavidade aberta; pelos canalículos da dentina cortada ou 



cariada; através do sulco gengival e por invasão ao longo da membrana periodontal nas 

diversas formas da doença periodontal; por extensão da infecção periapical de dentes vizinhos 

infectados; pela corrente sanguínea por uma bacteremia ou septicemia (BURNETT et al., 

1978; ILARA et al., 2005).  

O Enterococcus faecalis é o enterococo mais comum, gram-positivo, entérico 

facultativo responsável pelas falhas no tratamento endodôntico convencional, ou seja, com o 

preparo químico-mecânico do canal radicular (SIQUEIRA-JR, 2001; PINHEIRO et al., 2003; 

GOMES et al., 2004). 



4. MATERIAL E MÉTODOS 

A prospecção de constituintes químicos foi realizada de acordo com a metodologia de 

Matos (1997) modificada para extratos brutos de fungos endofíticos. Foram utilizados quinze 

extratos concentrados de fungos endofíticos obtidos da análise de cinco culturas de fungos 

endofíticos do laboratório (Quadro 1) e que tiveram atividade antagônica aos 

microrganismos testados. 

 

Fungos Registro DPUA 

Aspergllus janus 1684 

Aspergillus penicilloides 1571 

Aspergillus speleneus 1567 

Penicillium simplicissimum 1568 

Penicillium melinii 1565 
  Quadro 1: Identificação dos fungos endofíticos 

 

Fragmentos da região central da colônia foram divididos em 3 porções. Cada porção 

foi depositada em um frasco de Erlenmayer contendo 10 mL do solvente de polaridade 

crescente (hexano, acetato de etila ou etanol 95%) para extração de biocompostos 

(FUJIHASHI et al., 2002) (Quadro 2; Figura 1). Após 48 horas o material foi filtrado. Para a 

evaporação do solvente, o extrato orgânico foi levado à secura em evaporador rotatório 

obtendo-se assim o extrato desidratado (BARBOSA et al., 2004). Os extratos orgânicos foram 

redissolvidos com o solvente extrativo (500 µL) para determinação do perfil cromatográfico e 

atividade antimicrobiana. 

 

 

 

 

 

 



ESPÉCIES 
SOLVENTE 

EXTRATOR 
PESO DA BIOMASSA (g) 

Aspergillus janus 

Acetato de etila 1,68 

Hexano 0,967 

Etanol 1,443 

Aspergillus speleneus 

Acetato de etila 0,58 

Hexano 0,526 

Etanol 0,564 

Penicillium simplicissimum 

Acetato de etila 0,995 

Hexano 0,827 

Etanol 0,982 

Penicillium Melinii 

Acetato de etila 0,432 

Hexano 0,437 

Etanol 0,606 

Aspergillus penicilloide 

Acetato de etila 1,517 

Hexano 1,609 

Etanol 1,369 
Quadro2: Peso da biomassa 

 

 
Figura 1: Solventes de polaridade crescente para extração de biocompostos. 

1-hexano; 2-acetato de etila; 3-etanol 95% 

 

 

Para os testes de bioautografia foram utilizadas cromatoplacas de camada delgada 

(CCD) - MACHEREY-NAGEL, ALUGRAM® SIL G, em sílica gel 60, com indicador de 

fluorescência F245, suporte em alumínio, com espessura de 0,2mm, medindo 5x10cm. Em uma 

das extremidades das CCD, foi traçada uma linha a um centímetro com lápis grafite, 

determinando-se o ponto de partida das amostras (extratos e padrão). Na extremidade oposta, 

foi marcada outra linha registrando o limite máximo da eluição da fase móvel. As placas 

foram tratadas previamente com metanol P.A., em cuba cromatográfica e, para manter a 

saturação no recipiente, foi colocado papel de filtro medindo 15x15cm. 

1 2 3 



Os extratos brutos foram diluídos no solvente extrativo (acetato de etila, hexano e 

etanol 95%) até se obter a mesma concentração do padrão de 20mg/mL. Com um capilar de 

vidro, uma alíquota de cada extrato foi aplicada a uma distância de um centímetro, em cada 

cromatoplaca. Como padrão foi utilizado solução de clorhexidina (20mg/mL). O teor 

extrativo (TE) foi calculado segundo a fórmula abaixo. 

 

%TE =    Peso do extrato bruto       x 100 

Volume inicial de biomassa 

 

 

Posteriormente, as CCDs foram submetidas à eluição nos seguintes sistemas: 

hexano:acetato de etila (6:4;v/v), acetato de etila:hexano (6:4; v/v) e hexano:acetato de etila 

(8:2; v/v), de forma a se obter o maior fracionamento dos biocompostos. Seguida a eluição, a 

secagem das cromatoplacas foi realizada a 25 ºC. As substâncias foram observadas em UV de 

254 nm e 365 nm, determinando-se os respectivos Rf (retention factor) de cada banda 

visualizada (SHITTU et al., 2006; SILVA et al., 2008). 

 

Rf =
solvente do migração de Distância

substância da migração de Distância
 

 

 

Para avaliação da atividade antimicrobiana por bioautografia, os microrganismos-teste 

foram cultivados em ágar Mueller Hinton, a 37ºC por 24 horas (S. mutans CBAM 289 e E. 

faecalis CBAM 284). Os testes de bioautografia foram realizados seguindo-se a metodologia 

citada por Cunico et al. (2004) e Franco et al. (2007). 

Nos cultivos dos microrganismos-teste foi preparada uma suspensão celular com água 

destilada esterilizada com turbidez semelhante à escala de Mc Farland 1.  De cada suspensão 

e da substância reveladora [TTC- cloreto de trifeniltetrazólium 1% (p/v)] (MERCK) a 1% foi 

retirado 500µL para ser adicionado em 20 mL de ágar Müeller Hinton a 40 ºC (Figura 2). 

 



 

Fgura 2: Adição de 500 ml da suspensão celular e solução TTC em ágar M6uller Hinton. 

 

As cromatoplacas, após a eluição foram colocadas em placa de Petri medindo 

90x120mm e sobre ela foi vertido ágar Müeller Hinton contendo a suspensão celular dos 

microrganismos e o revelador (TTC) (Figura 3). Em seguida as placas devidamente fechadas 

foram incubadas a 37º C por 24 horas. Como controle positivo foi utilizado solução de 

clorhexidina [20mg/mL (FGM)]. A atividade antimicrobiana foi determinada visualizando-se 

um halo de inibição em volta da biomolécula (SCHOMOURLO et al., 2005; AHMAD; BEG, 

2001; BALINOVA, 1995).  

 

 
Figura 3: Ágar Müeller Hinton contendo suspensão bacteriana e revelador vertido sobre as cromatoplacas 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Os microrganismos utilizados neste ensaio foram os prevalentes na cavidade 

oral e estão relacionados a doenças bucais, tais como: cárie dental e doenças pulpares sendo 

amplamente estudados como ocorre com o Streptococcus mutans (NAVAI, 2000; 

FEJERSKOV; KIDD, 2005; STAMFORD et al., 2005; BARBOSA et al., 2008; 

RODRIGUES, 2008) e Enterococcus faecalis (GOMES, 2000; SIQUEIRA-JR, 2001; 

PINHEIRO et al., 2003; GOMES et al., 2004; PEREIRA, 2004; ABNADER, 2005; ILARA et 

al., 2005; SPONCHIADO, 2006; ). 

 Os Streptococcus mutans são os microrganismos mais estudados e 

considerados os principais responsáveis pelo desenvolvimento da doença cárie (STAMFORD, 

2005), fazem parte da microflora normal e podem ser encontrados sobre superfícies dentárias 

sem desenvolver cárie (BARBOSA et al., 2008). 

 A presença do Enterococcus faecalis em infecções endodônticas está 

relacionada, na maioria das vezes, com insucesso do tratamento endodôntico convencional 

tornando a infecção perirradicular persistente (SPONCHIADO, 2006). 

O método de bioautografia implica na associação da técnica de cromatografia em 

camada delgada (CCD) de forma prática e eficiente com bioensaio in situ, que permite a 

localização dos constituintes ativos (SHITTU, 2006). 

Nas condições experimentais para os testes de bioautografia, os resultados referentes 

às zonas de inibição microbiana exibidas pelos diferentes constituintes dos extratos de fungos 

endofíticos pela técnica de cromatografia de camada delgada (CCD) estão demonstrados nos 

cromatogramas (Figura 4). 



 

Figura 4: Cromatograma relativo aos compostos produzidos pelas espécies de fungos endofíticos em meio de 

cultura sólido. 

 

A extração dos constituintes químicos foi realizada utilizando-se 3 tipos de solventes 

de polaridade crescente (hexano, acetato de etila e etanol 95%) em cada um dos fungos 

endofíticos que apresentaram atividade inibitória contra os microrganismos testados. A 

preparação dos extratos brutos de metabólitos de fungos endofíticos é o início para o 

isolamento e purificação dos constituintes químicos. Considera-se que solventes pouco 

polares (hexano) extraem mais facilmente mistura de compostos de baixa polaridade, porém 

pouco hidrófilos. O etanol foi utilizado para extração dos compostos mais polares e hidrófilos. 

(MATOS, 1997). O teor extrativo foi calculado e os valores obtidos estão citados no quadro 3. 

 

 

FUNGO ENDOFÍTICO 
TEOR EXTRATIVO 

DE HEXANO (%TE) 

TEOR EXTRATIVO 

DE ACETATO DE 

ETILA (%TE) 

TEOR 

EXTRATIVO 

DE ETANOL 

(%TE) 

Aspergillus speleneus 7,5665 3,3275 7,0567 

Aspergillus penicilloide 0,0435 3,1641 6,9127 

Penicillium melinii 0,5034 5,2314 5,7920 

Penicillium simplissicimum 0,5078 1,2261 5,9979 

Aspergillus janus 0,3205 0,5833 6,1538 

     Quadro 3: Teor extrativo dos extratos brutos de fungos endofíticos 

 

 



  EXTRATO BRUTO (20mg/ml) MICRORGANISMO Rf 

A. speleneus (acetato de etila) S. mutans 0,86 

P. simplicissimum (acetato de etila) S. mutans 0,88 

P. simplicissimum (hexano) S. mutans 0,88 

A. janus (hexano) S. mutans 0,20 

A. speleneus (hexano) S. mutans 0,21 

P. simplicissimum (etanol) S. mutans 0,12 

Quadro 4: Fatores de retenção (Rf) dos extratos brutos de fungos endofíticos frente a S. mutans 

 

A técnica da bioautografia permitiu delinear o perfil químico, em cromatoplaca de 

camada delgada (CCD), dos constituintes dos extratos de fungos endofíticos, detectando as 

substâncias ativas com atividade antimicrobiana.  

A bioautografia sugeriu a presença de substâncias antibacterianas ativas presentes nos 

extratos de acetato de etila de A. speleneus, P. simplicissimum, extratos de hexano de P. 

simplicissimum, A. janus, A. speleneus e extrato de etanol de P. simplicissimum contra S. 

mutans (Quadro 4) em diferentes zonas de inibição, sugerindo a presença de ativos de 

diferentes polaridades. Entretanto nenhum extrato demonstrou atividade inibitória frente ao E. 

faecalis.  

Cafêu et al. (2005) encontraram substâncias antifúngicas produzidas por Xylaria sp, 

um fungo endofítico isolado de Palicourea marcgravii (RUBIACEAE), contra Cladosporium  

cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum, pelo teste de bioautografia. 

Müller (2006) afirmou que diferentes extratos com compostos de diferentes 

polaridades frequentemente apresentam uma tendência similar da atividade antimicrobiana, já 

que a droga vegetal pode conter vários princípios ativos com o mesmo efeito possibilitando 

interações sinérgicas e superior eficácia em relação aos compostos isolados. 



Apesar de a Bioautografia ser considerada eficiente devido às propriedades 

cromatográficas (polaridade relativa, absorbância em UV, reatividade química) associadas a 

resultados rápidos, é prudente enfatizar que os resultados possuem caráter qualitativo e que 

não é recomendado o uso de qualquer comparação quantitativa, como por exemplo, 

caracterizar uma substância como mais ativa em função do halo de inibição (JOHANN, 

2003). 

 

 



5. CONCLUSÃO 

O método bioautográfico sugeriu a presença de bioativos com atividade 

antimicrobiana frente ao S. mutans. Além disso, os fungos endofíticos mostraram ser objeto 

de novas pesquisas e um recurso promissor na introdução de novos princípios biotecnológicos 

na Odontologia. 
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