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O trabalho reporta o potencial antifúngico de quitosanases extracelulares do fungo Fusarium solani FA14 

contra os fitopatógenos Aspergillus niger, Colletotrichum gloeosporioides e Lasiodiplodia theobromae.  

Inicialmente, a cepa foi submetida a ensaio de atividade quitosanase (AQ) e se mostrou ativa, com valor 

de AQ igual a 1,1 significantemente igual (p<0,05) ao do controle positivo, Penicillium sp. 

Posteriormente a cepa foi empregada como fonte de quitosanases extracelulares para avaliar o percentual 

de inibição do crescimento (PIC) dos fungos Aspergillus niger, Colletotrichum gloeosporioides, 

Lasiodiplodia theobromae. Como resultado, o extrato enzimático de F. solani FA14 se mostrou ativo 

contra todos os fungos desafiados, com valores de PIC variando de 21 a 64%, significantemente maiores 

(p<0,05) do que os dos extratos do Penicillium sp. O extrato enzimático do F. solani FA14 apresentou 

atividade antifúngica mais expressiva contra o fitopatógeno Lasiodiplodia theobromae, com valor de PIC 

igual a 64%, significantemente maior (p<0,05) do que os dos extratos do Penicillium sp. (PIC = 50%). 
Palavras-chave: Fungo anemófilo, Quitosanases extracelulares, Atividade antifúngica. 

 

 

The work reports the antifungal potential of extracellular chitosanases from Fusarium solani FA14 

against plant pathogens Aspergillus niger, Colletotrichum gloeosporioides and  Lasiodiplodia 

theobromae. Initially, the strain was subjected to activity assay chitosanase (AC) and proved to be active 

with AC value equal to 1.1 significantly equal (p<0,05) to the positive control, Penicillium sp. 

Subsequently the strain was used as a source of extracellular chitosanases to assess the percentage of 

growth inhibition (PGI) of  L. theobromae, A. niger, and C. gloeosporioides. As a result, the enzyme 

extract were active against all fungi challenged with PGI values ranging from 21 to 64%, significantly  

higher (p<0,05) than those of extracts from Penicillium sp.  The enzyme extract of F. solani FA14 

showed significant antifungal activity against the plant pathogen Lasiodiplodia theobromae, with PGI 

equal to 64%, significantly higher (p<0,05) than those of extracts from Penicillium sp. (PIC = 50%). 
Keywords: Anemophilou fungi, Extracellular chitosanases, Antifungal activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

O vasto número e variedade de produtos naturais isolados de microrganismos para o 
tratamento de infecções bacterianas e fúngicas contribuíram grandemente para a melhoria da 
saúde humana durante o último século. Porém, só um número limitado de agentes antifúngicos 
como os polienos e azóis estão atualmente disponíveis para o tratamento de infecções fúngicas. 
Além disso, o surgimento de infecções fúngicas sistêmicas aumentou significativamente durante 
a última década. Por isto, o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, 
preferencialmente com novos mecanismos de ação, é uma necessidade [1].  

Pesquisas enfocando a bioprospecção de atividade antimicrobiana reportam 
microrganismos como grandes produtores de novos agentes antibióticos [1], bem como de 
enzimas capazes de inibir o crescimento celular de fungos [2]. Podemos citar como exemplo as 
quitosanases, as quais são enzimas hidrolíticas que degradam a quitosana existente nas paredes 
celulares de um grupo limitado de microrganismos do gênero Rhizopus, Absidia e Fusarium, 
impedindo assim suas proliferações [3].    

Do ponto de vista biotecnológico, as quitosanases de microrganismos têm aplicação na 
agricultura sendo empregadas como agentes de biocontrole de fungos fitopatógenos, bem como 
desempenham importante papel na regeneração de carbono e nitrogênio na natureza. Elas 
também têm merecido destaque na medicina, na indústria de alimentos através do 
processamento de biomateriais quitinolíticos e quitooligossacarídeos bifuncionais, bem como na 
química orgânica na preparação de estruturas de oligossacarídeos sintéticos [4-7]. 

Diante desse contexto, esse trabalho teve como objetivo investigar o potencial 
antifúngico de quitosanases extracelulares do fungo anemófilo Fusarium solani FA14 contra os 
fitopatógenos Aspergillus niger, Colletotrichum gloeosporioides e Lasiodiplodia theobromae. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

Fungo utilizado 
 

A estirpe Fusarium solani FA14 utilizada nesse trabalho foi isolada do ar (ambiente 
climatizado, 18±2ºC), no Laboratório de Bioquímica Humana (3º 47’ 50” S, 38º 33’ 24” W), da 
Universidade Estadual do Ceará, Fortaleza, Ceará [8]. Os fungos fitopatogênicos Aspergillus 
niger, Colletotrichum gloeosporioides e Lasiodiplodia theobromae foram cepas cedidas do 
Laboratório de Fitopatologia da Embrapa Agroindústria Tropical.   
 
Preparo de meio de cultura Agar-Quitosana 

 
O meio de cultura Agar-Quitosana foi preparado de acordo com metodologias propostas 

por Barreto et al. [9], com adaptações. A quitosana foi doada, gentilmente, pelo Parque de 
Desenvolvimento Tecnológico (PADETEC), da Universidade Federal do Ceará. Inicialmente 
foi preparada uma solução de 1,00 g de quitosana (Grau de Desacetilação, GD, 75%, ) 
dissolvida em 200 mL de ácido acético (1%) que ficou sob agitação por 2 h à temperatura 
ambiente. Essa solução de quitosana foi posteriormente misturada com 300 mL de meio sais 
minerais [1]. A solução resultante foi levada ao peagâmetro  para ajuste do pH da solução ácida 
até 6,0, com solução de hidróxido de sódio (NaOH) 1 M. Separadamente, foram preparados 500 
mL de uma solução de agar (4%). As soluções de quitosana com sais minerais e de agar foram 
esterilizadas em autoclave a 110 °C por 10 minutos. Após serem retiradas da autoclave, as 
soluções foram resfriadas naturalmente, em capela de fluxo laminar, até atingirem 50 °C, 
quando então foram misturadas, perfazendo total de 1000 mL. Um total de 20 mL de meio 
Agar-Quitosana foi distribuído em cada placa de Petri de vidro (80 x 15 cm), estéril, e 
acondicionada em geladeira (5ºC) até utilização. 
 
 
Screening preliminar de atividade quitosanase  

 
O screening preliminar de atividade quitosanase do F. solani FA14 foi realizado com 

base em metodologias de Shimosaka et al. [3], com adaptações.  Os ensaios foram realizados 
por meio do método de difusão em gel, em placas de Petri de vidro (80 x 15 cm). Como 
adaptações do método, inicialmente, as cepas fúngicas foram repicadas em meios de cultura 
batata-dextrose-agar sintético (BDA), durante sete dias, à temperatura ambiente (30±2ºC). 
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Posteriormente, um disco de 5 mm da cepa pura de F. solani FA14 foi repicada pontualmente 
nos centros de placas de Petri, contendo meio de cultura Agar-Quitosana. O crescimento 
vegetativo foi realizado à temperatura ambiente (30±2ºC), por um período de quatro dias. A 
atividade quitosanase foi caracterizada através de formação de halo incolor ao redor das 
colônias, indicativa da hidrólise da quitosana em oligassacarídeos pela ação da enzima. Os 
ensaios foram realizados em triplicata e o fungo Penicillium sp. foi utilizado como controle 
positivo [10]. Os resultados foram expressos de acordo com a fórmula AQ = H/h, onde AQ é a 
atividade quitosanase, H corresponde à média dos halos incolores formados ao redor das 
colônias (em milímetros) e h à média dos halos das colônias (em milímetros), ambos medidos 
com auxílio de um paquímetro universal.  
 
Produção de quitosanases extracelulares 
 

A produção de quitosanase extracelulares do fungo F. solani foi realizada conforme  
Zhang et al. [11] e Zhou et al. [12], com adaptações. A cepa fúngica foi inicialmente repicada 
em placa de Petri, contendo meio de cultura Agar-Quitosana, por um período de sete dias, à 
temperatura ambiente (30±2ºC). Após esse período, 1 disco de 5 mm de diâmetro de cultura 
pura do fungo foi inoculado em frascos ampolas (20 mL), contendo 10 mL de meio de cultura 
líquido quitosana, preparado como descrito anteriormente, sem agar. O crescimento vegetativo 
foi realizado por sete dias, sem agitação a temperatura ambiente (30±2ºC). Posteriormente, sob 
condições assépticas, as biomassas foram separadas dos meios extracelulares por filtração 
simples, utilizando-se papel de filtro Whatman #1, e descartadas. Os meios extracelulares 
obtidos foram esterilizados por centrifugação a 9.000 g durante 30 minutos. Os pellets foram 
descartados e os sobrenadantes, denominados de extratos enzimáticos quitosanases, foram 
acondicionado em eppendorfs estéreis e estocados em geladeira (5ºC). O experimento foi 
realizado em triplicata e o fungo Penicillium sp. foi utilizado como controle positivo [10]. Como 
controle negativo, foi utilizado o próprio meio de cultura líquido quitosana, sem a presença de 
cepas fúngicas.  
 
Determinação de proteínas dos meios extracelulares 
 

As proteínas dos meios extracelulares foram determinadas baseando-se em metodologia 
proposta por Bradford [13], utilizando-se albumina sérica bovina como padrão. As leituras das 
absorbâncias foram medidas em espectrofotômetro, a 595 nm. 
 
Bioprospecção de atividade antifúngica de quitosanases extracelulares 

 
A bioprospecção de atividade antifúngica de quitosanases extracelulares da cepa   ativa 

foi realizada de acordo com metodologias propostas por Chang, Chen e Jaó [14] e Magalhães 
[1], com adaptações. Esse ensaio foi realizado através do teste do desafio in vitro, em placas de 
Petri (80 x 15 cm), contendo meio de cultura BDA, e aplicando-se a técnica de perfuração feita 
com pipetas de Pasteur, obtendo poços de 5 mm de diâmetro, há 2 cm de cada extremidade das 
placas. Nas extremidades à esquerda das placas foram aplicados 50 μL de amostra (extratos dos 
meios extracelulares) e, em posição oposta, foram semeados um disco de 5 mm de diâmetro da 
cultura pura dos fitopatógenos a serem desafiados (Lasiodiplodia theobromae, Aspergillus niger 
e Colletotrichum gloesporioides). O crescimento vegetativo foi realizado até o 7º dia, a 
temperatura ambiente (30±2ºC). Os ensaios foram realizados em triplicata, tanto para o desafio 
como para os controles dos fungos (testemunhos), repicados em meio BDA separadamente. O 
meio líquido quitosana sem crescimento fúngico e o meio extracelular do fungo Pencicillium 
sp., cultivado em meio líquido Quitosana nas mesmas condições do experimento, foram 
utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente. A atividade antifúngica foi 
caracterizada medindo-se a taxa de crescimento radial das colônias dos fitopatógenos (em 
milímetros, com auxílio de um paquímetro universal), até o encontro dos poços contendo as 
amostras, com surgimento de zonas de inibição do crescimento celular.  Os resultados foram 
apresentados através da média das percentagens de inibição do crescimento micelial dos 
fitopatógenos desafiados (PIC), conforme a equação: PIC = {[(CMPT-CMPD)/CMPT] x 
100%}, onde CMPT significa crescimento micelial do patógeno testemunho e CMPD significa 
crescimento micelial do patógeno no desafio. Os extratos foram classificados em: sem atividade 
antifúngica, SAA (PIC=0%); com pouca atividade antifúngica, PAA (0%< PIC < 50%), com 
moderada atividade antifúngica, MAA (50% ≤PIC≤ 75%) e com elevada atividade antifúngica, 
EAA (PIC > 75%), para cada fitopatógeno desafiado.  
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Análise estatística 
 
Os resultados de todos os experimentos foram analisados segundo suas médias e 

respectivos desvios-padrão, bem como submetidos à análise de variância (ANOVA) no 
programa GraphPadPrism (versão 5.0). Diferenças significativas (p <0,05) entre as médias 
foram determinadas pelo teste de comparações múltiplas de Tukey [1]. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Na busca por quitosanases extracelulares, diversos estudos vêm sendo reportados 
através da bioprospecção de atividade quitosanases de fungos isolados dos mais variados 
ambientes [5,6]. Nesse trabalho adotamos o método qualitativo empregando a quitosana (Grau 
de Desacetilação, GD, 75%) como fonte de carbono para detectarmos a expressão de 
quitosanases extracelulares do fungo anemófilo F. solani FA14. Como resultado desse nosso 
screening preliminar, o F. solani FA14 se mostrou ativo, apresentando atividade quitosanase 
(AQ) igual a 1,1 em quatro dias de cultivo, significantemente igual (p<0,05) ao do controle 
positivo, Penicillium sp. (Figura 1). 

 

Penicillium sp. (controle positivo) Fusarium solani FA14 

BDA Agar-Quitosana-4 dias BDA Agar-Quitosana-4 dias 

 
7 dias 

 
AQ= 1,2±0,07a 

 
7 dias 

 
AQ= 1,1±0,039a 

FA14 – fungo anemófilo; Médias seguidas pela mesma letra minúscula não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

Figura 1: Screening preliminar de atividade quitosanase (AQ) de Fusarium solani FA14.
 

 

Resultados semelhantes foram encontrados por Shimosaka et al. [3], quando foram 

realizados screenings de atividade quitosanase de vários isolados fitopatogênicos do gênero 

Fusarium, utilizando o mesmo método. Como resultado, 22 isolados de Fusarium solani 

apresentaram atividade quitosanase positiva, tendo em vista a formação de halo incolor ao redor 

das colônias, característico da hidrólise da quitosana em oligossacarídeos. 

A atividade antifúngica do extrato quitosanases extracelulares do Fusarium solani FA14 

encontram-se representados na Tabela 1. 

 
Tabela 1: Atividade antifúngica do extrato quitosanases extracelulares de Fusarium solani FA14. 

Extratos 

Quitosanases 

Proteína 

total 

(mg/mL) 

L. theobromae A. niger C.  gloesporioides 

PIC AA PIC AA PIC AA 

MLQ 0,0±0,0A 0,0±0,0A SAA 0,0±0,0A SAA 0,0±0,0A SAA 

Penicillium sp. 0,24±0,025B 50±0,0aB MAA 57±4,8aB MAA 24±4,7bB PAA 

F. solani FA14 0,25±0,078B 64±3,9aC MAA 21±3,6bC PAA 21±0,0bB PAA 

MLQ- meio líquido quitosana (controle negativo); Pencillium sp.-controle positivo; PIC- porcentagem de inibição do crescimento celular do patógeno desafiado 

(%); AA- classificação da atividade antifúngica: SAA-sem atividade antifúngica (PIC=0%), PAA- com pouca atividade antifúngica (0%< PIC < 50%); MAA- com 

moderada atividade antifúngica (50% ≤PIC≤ 75%) e EAA-com elevada atividade antifúngica (PIC > 75%). Médias seguidas pela mesma letra minúscula, na linha, 

e maiúscula, na coluna, não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
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O extrato enzimático do fungo anemófilo F. solani FA14 se mostrou ativo contra todos 

os fungos desafiados, apresentando de pouca a moderada atividade antifúngica, com valores de 

PIC variando de 21 a 64%, significantemente maiores (p<0,05) do que os dos extratos 

enzimáticos do controle positivo, Penicillium sp. (24< PIC ≤ 57%). 

Nestes experimentos, os extratos enzimáticos de F. solani FA14 apresentaram pouca 

atividade antifúngica contra os fungos A. niger e C. gloesporioides, com valores de PIC iguais a 

21%, significantemente semelhantes (p<0,05) entre si e entre os extratos enzimáticos do 

Penicillium sp. contra o C. gloesporioides. Já o extrato enzimático do Penicillium sp., 

apresentou moderada atividade antifúngica contra  A. niger, com valor PIC igual a 57%, 

significantemente semelhantes (p<0,05) contra o fitopatógeno L. theobromae. 

O extrato enzimático quitosanases extracelulares de F. solani FA14 apresentou 

atividade antifúngica mais expressiva contra o fitopatógeno L. theobromae, com valor de PIC 

igual a 64%, significantemente maior (p<0,05) do que o do extrato enzimático do controle 

positivo, Penicillium sp. (PIC = 50%) (Tabela 1, Figura 2). 

 

Figura 2: Atividade antifúngica de extrato enzimático quitosanases extracelulares de F. solani FA14:           

a) Lasiodiplodia theobromae no testemunho; b) CN- controle negativo (extrato do meio líquido 

quitosana) no desafio contra Lasiodiplodia theobromae; c) EQFs- extrato quitosanase do Fusarium solani 

FA14 no desafio contra Lasiodiplodia theobromae; d) EQP- extrato quitosanase do Penicillium sp. (fungo 

controle positivo) no desafio contra Lasiodiplodia theobromae. 

 

 

De acordo com Shimosaka et al. [3], a inibição do crescimento celular dos 

fitopatógenos desafiados pode ser atribuída a presença de enzimas quitosanases nos meios 

extracelulares, em concentrações adequadas, capazes de degradarem as moléculas de quitosana 

presentes nas paredes celulares dos microrganismos, inibindo a proliferação dos mesmos. 

Assim, justifica-se que o extrato quitosanases extracelulares do F. solani FA14, que apresentou 

concentração de proteínas total igual a 0,25 mg/mL, significantemente semelhante (p<0,05) ao 

extrato do fungo controle (Tabela 1), apresentou consideráveis inibições do crescimento celular 

dos patógenos desafiados, quando comparados com os extratos do fungo controle (Figura 2). 

Os resultados apresentados nesse trabalho são relevantes, visto que não existe 

investigação prévia sobre screening preliminar de atividade quitosanase de estirpes Fusarium 

solani isolados do ar em ambientes climatizados, corroborando com a importância desta estirpe 

como fonte promissora de enzimas quitosanases extracelulares e com potencial 

antifúngico. 
 

    a b c d 
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4. CONCLUSÃO 

O extrato quitosanase do F. solani FA14 apresenta atividade antifúngica expressiva 

contra o fitopatógeno L. theobromae, sendo assim importante para futuros estudos visando uma 

melhor caracterização das quitosanases extracelulares deste extrato e seus respectivos 

mecanismos de ação, para uso biotecnológico.  
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