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Ação antibiótica de metabólitos de Penicillium citrinumThom. 
sobre Phytophthora palmivora (Butl.) Butl. 
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Resumo 

Foi ve rificada a prese nça do fungo Penicillium crtnnum Thom. como contaminante em 
culturas de Pily tophthora palmivora (Bu tl.) But l. . um dos agen tes causais da podridão parda 
do cacaueiro. Ob ervaçõcs preliminares revelaram que a cepa de P. citrinum possui uma mor
cante ação antagônica sobre o P. palmivora. Te.t.s realizados com a substância antibiótica parcial
mente purificada mostraram q ue o princípiO ativo foi inibidor a P. palmivora. tanto ao crescimen
to micclial in vitro como à capacidade de produzir lesões in vivo. 

Palavras-chave: Theobroma ""coo. PeniciOium cltrlnum'phy tophthora palmivora. ação antibiótica. 

Antibiotic action of metabolites from 
Penicil/ium citrinum Thom. on Phytophthora palmivora (But!.) But!. 

Abstract 

A main of lhe fungu s Penicillium citrinum Thom. was detected as contaminant in cultures 
of Ph yrophthora palmivora (Butl.) Buli., an aRent of lhe Black Pod disea.~c of cacao . Prel imi
nary observation showcd that the suain of. P. citrinum has a great antagonistic effect 00 P. pai· 
mil'ora. Tests carricd ou t wilh the panialJy purified anlibiotic showed lhal the active iogredient 
W'd S considerably 10xic to P. palmivora 10 bolh mycclial growth in virro and 00 lesion formation 
capacl ty in vivo. 
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CEPLA C - Departamento EspeciDl dJ1 AmazóniD. Divisão de Fitopatologio. Caixa Postal180J. 
66.000. Belém. Pará. BrasiL 

Recebido para publicação em 17 de ;unho de 1986 31 



32 BaSTOS 

Introdução 

A classificação de organismos antagô
nicos a Phytophthora pa/mivorrz (BulI.) 
Butl. e caracterização de seus produtos 
metabôlicos são de grande interesse, 
devido à importância do patógeno no 
complexo da podridão parda dt' cacau
eiro. 

Em placas de Petri com culturas de 
P. pa/mivorrz, foi observada a presença 
de um fungo contaminante , possuidor 
de marcan te capacidade antagônica ao 
patógeno. O antagônico foi isolado e 
determinado como sendo Penicillium 
cirrinum Thom., segundo identificação 
procedida no Commonwealth Myco
logicallnstitute, Kew , Inglaterra. 

Segundo Waksman (1945) , De Bary 
foi o pnmeiro a estudar o significado 
das relações antagônicas entre micror
ganismos, mostrando que , quando 
dois microrganismos crescem no mes
mo substrato, cedo ou tarde, um ultra
passa o outro e, eventualmente, o 
destrói. Diversos experimentos têm 
evidenciado que substâncias secretadas 
por um dos organismos podem apre
sentar toxicidade para o outro (Lacaz, 
1969 ). 

Os trabalhos sobre antibiose e o 
seu uso no con trole de doenças de 
plantas não são um campo recente de 
pesquisa e, na literatura. são encon· 
tradas Inumeras citações (Lcben e 
Keitt, 1952; Cerc6s, 1957; Gottlieb 
e Pote , 1960 ; Brian , 1960; Homer, 
1963; Howel e Stipanovic, 1979). 
En tretan to , 110 Brasil , são raras as 
pesquisas nesse campo e os trabalhos 
realizados referem-se, em sua maioria , 
à inibição in vitro. 
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O presente trabalho teve como 
objetivo comprovar a capacidade an
tagônica , determinar uma metodologia 
para produzir e purificar a substância 
antibiótica do P. cim'num e testar sua 
ação no controle de P. palmivora in 
vitro e in vivo. 

Material e Métodos 

Teste de antagonismo. Os testes para 
determinar a capacidade antagônica fo
ram conduzidos em placas de Petri de 
9,0 cm de diâmet ro, contendo 20 mI de 
meio BOA (batata-dextrose-agar), sendo 
o antagônico colocado em três pontos 
equidistantes. Em intervalos de O, 24, 
48 e 72 horas, fo i implantado, no cen
tro de cada placa , um disco de micélio 
de 5 mm de diâmetro de P. pa/mivora, 
sendo as placas posteriormente incuba
das a 25± 1 oCo 

Produção e purificação do líquido 
metabólico. Na produção do líquido 
metabólico, foram utilizados frascos 
Erlenmeyer com capacidade de 250ml , 
cpntendo SOmI de meio batata-dextrose 
(batata - 200g; dextrose 20g e água des
til ada - 1.00OmI) com o pH ajustado 
para 5,8 com NaOH a O, I N. Após a 
esterilização em au toclave a 120 °c 
durante 15 minutos , cada frasco 
foi inoculado com I ml de suspensãO 
de esporos em água destilada e este
rilizada proveniente de uma cultura 
de P. ciTrinum em BOA com 8 dias de 
idade. Os frascGs foram man tidos à 
temperatura ambiente do laboratório 
(25 - 28 0c), sem agitação , durante 8 
dias. Após este período de incubação, 
foi procedida a filtração a vácuo e a 
esterilização do filtrado efetuada me-
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diante a passagem em filtro Seitz 
(0,2 ~ 1-') . 

O filtrado de cultura em volume 
corresponden te a 200m! foi ajustado 
para pH 3,0 com HCI a I N e submeti
do à ex tração com igual volume de 
n-butanol em um funil separador. De
pois da separação, a fase aquosa foi 
descartada e a fase orgânica evapo
rada a vácuo num evaporador rota
tório a 40 °c até secagem total . 

Cromatografia em sl1ica gel. A puri
ficação e isolamento da substância 
antibiótica foi feita por cromatografia 
de camada fina (2mm) em sIlica gel 
(Merck 60 F254), usando-se o sistema 
de solventes butanol: ácido acético: 
água (12 :3 :5, v/v/v). A visualização 
do princípio ativo foi feita sob luz 
ultravioleta e a zona correspondente 
ao antibiótico foi removida da placa 
e imediatamente eluída em metano!. 
Em seguida a este procedimento, o 
solvçnte foi filtrado através de papel 
de filtro Whatman n? I e evaporado 
até secagem total a 40 °C, sendo o re
síduo resultante dissolvido em 5ml 
de água destilada e esterilizada. 

Ensaio biológico in vitro. Para 
avaliação do efei to inibidor do líquido 
metabólico purificado , foi empregado 
o metodo de di fusao através de cilindro 
de vidro em placa (Cercós, 1957). 
Anéis de vidro, previamente esteriliza
dos , de 5mm de diânletro e IOmm de 
altura foram colocados no centro de 
placas de Petri sobre o meio BOA, 
sendo, posteriormente, depositadas 
no inte rior dos anéis alíquotas de lO, 
30, 50 e 70 j.Ll ~o líquido metabólico 
purificado. A seguir, três discos de mi-

célio de 5mm de diâmetro de P. palmi
vora foram implantados em pontos 
equidistantes , próximo à parede das 
placas, e estas incubadas a 25 °c sob 
luz contínua (General Eletric 40W -
I\Jz do diaf Para cada concentração , 
foram usadas três placas de Petri. 

Ensaio biológico in vivo. Frutos 
verdes de cacau (!Me - 67 x Catongo) 
de 3 - 4 meses de idade, em número 
de 5, foram atomizados através de um 
atomizador De Vilbiss com 25% de solu
ção antibiótica purificada. Após 3 horas 
de aplicação, procedeu-se a inoculação 
mediante a deposição de 2 discos de 
micélio ( IOmm de diâmetro) de P. 
palmivora sobre a superfície de cada 
fruto. Qs frutos foram, posteriormente, 
poStos em sacos plásticos contendo al
godão embebid9 em água destilada 
para manter o ambiente saturado de 
umidade. Procedimento semelhante foi 
adotado com os frutos testemunhas, 
os quais foram atomizados apenas com 
água destilada. 

Resultados e Discussão 

O Penici/lium citrinum desenvolveu 
atividade antagônica sobre P. palmivora, 
mesmo quando os dois organismos foram 
colocados simultaneamente na mesma 
placa (Figura I). Obedecendo ao inter
valo de 72 horas após a implantação 
do an tagônico nas placas de Petri, ve
rificou-se que o crescimento da colônia 
de P. palmivora foi totalmente paralisa
do (Figura I). As placas foram mantidas 
por duas semanas sob condições de la
boratório e não mostraram qualquer 
modificação com relação ao crescimen
to de P. palmivora. Isto sugere que a 
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Figura I - Antibiose entre colônias de P. palmivora e P. citrinum após O. 24 , 48 e 72 horas 
de Inoculação rom o antagônico. fOlO - 8 dias após as inoculações. 

zona de inibição produzida en tre os 
dois organismos é decorrente da libera
ção de substância(s) tóxica(s) pelo 
antagônico no meio de cultura, impe
dindo o desenvolvimento do patógeno. 
Com base nesses resultados. foi realiza
do o cultivo do antagônico em meio 
liquido c efetuado o isolamento do 
princípio ativo inibidor através do 
tratamento do filtrado de cultura 
com solvente orgânico. 

Preliminarmente, foram emprega
dos vários solventes no processo de puri
ficação do líquido metabólico de P. 
citrinum. Todavia, foi no fracionamen
to do filuado de cultura em butanol 
que se conseguiu maior concentração 
do princípio ativo inibidor ao P. pai
mivora. 
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A análise cromatográfica da subs
tância inibitória revelou a presença 
de uma mancha amarela fluorescente. 
sob ultravioleta , localizada no Rf 
0,83, a qual está associada à atividade 
antibiótica. 

Paralelamente, foi demonstrado que 
o produto metabólico de P. citrinum 
é termoestável, sendo capaz de ser 
aUloclavado a 120°C duran te 20 
minutos sem alterar a sua a tividade 
biológica. Em testes de solubilida
de , a substância foi solúvel em me
tanol, etanol, clorofórmio, éte r etí
lico e acetona. Nas análises qualitati
vas (Plununer , 1978), apresentou rea
ção positiva nos testes de Antrone, 
Fehling . e Molish e reação negativa 
nos test&;S ninidrina, xan toprotéico 
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e biureto . 
Glasby (1979) faz refe rência a um 

antibiótico produzido por uma raça de 
P. citrillum SANK (FERM·P 2609), 
codificado como Antibiótico ML . 236 
A. Porém, as características físico-quí
micas e biológicas diferem daquelas 
da raça por nós estudada . Segundo 
Waksman ( 1959), diferentes raças de 
uma mesma espécie de organismo 
podem produzir antibióticos quimica· 
mente diferentes . 

l\ Figura 2 mostra a atividade inibi· 
dora do líquido metabólico purificado 
sobre o desenvolvimen to de P. palmi
vara. Pode ser observado que , nas pia· 
cas onde foi colocada a substância 
inibidora, o crescimento do fungo foi 

re tardado acentuadamente e que maiores 
zonas de inib ição ocorreram em função 
da concentração do princípio ativo que 
se difundiu no meio de cultura. Por 
9utro lado , _ nas placas testemunhas, 
apresentaram um desenvolvimento nor· 
mal das colônias, as quais cobriram 
toda a placa após 6 dias de incubação. 

Nos ensaios realizados in vivo, veri
ficou-se que , nos frutos tratados com 
antibiótico, P. palmivora não causou 
lesões, enquanto que , nos frutos teso 
temunhas, foram observadas lesões 
necróticas com aproximadamente 35mm 
de raio (Figura 3). 72 horas após a ino· 
culação. Observou-se, ainda, que o 
mefaból\to não foi fitotóltico à epider-

Figura 2 - Ação do melabólito de P. citrinum sobre colônias de P. palmivora. Da esquerda 
para a direi ta : Testemunha. placas com 10, 30, 50 e 70 li I do antibió tico purificado nos anéis 
ce ntrai s. 
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me dos frut os. 

Os resultados apresentados !l O pre· 

se nte trabalho permite m concluir que 

a substància antibiótica produzida por 

A 

P. ('((mwm possui acent uado efe ito 

inibidor sobre P. palmivora no desen· 

volvimento micclial de lesões in virro 

e in vil/o. 

B 

.. 

Figura 3 - Ação do líquido metabólico de P. cilrinum sobre P. palmivora in vivo. (A) Fruto 

tratado co m a suh<tãncia antibió tica purificada e inoculado com mic,;lio de P. palmivora. (B) 

Te. tem unha, 
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