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RESUMO - Fungos sdo divididos em trés classes principais, dentre elas os Basidiomycotas,
que tem como principal representante fungos macroscopicos, os cogumelos, estes dividem-
se em espécies toxicas, alucindgenas e comestiveis. Dentre 0s comestiveis apresenta-se o
Pleurotus sajor-caju de origem asiatica, que possui alto valor nutricional e propriedade
antimicrobiana. Para extracdo do agente antimicrobiano utilizou-se o micélio do fungo ja
desenvolvido, o qual foi submetido a analise antimicrobiana e ao processo de purificacéo
por cromatografia de permeacgé@o em gel, em que foram coletadas 11 fragOes, as quais foram
analisadas posteriormente quanto ao seu potencial antimicrobiano através do método de
microplacas. Pode-se observar nos resultados que a amostra bruta ndo obteve acéo
antimicrobiana, porém, grande parte das fracGes purificadas apresentaram potencial de
inibicdo, resultando em 84% de inibi¢do sob o Staphylococcus aureus na fracéo 7 e de 31%
de inibicdo sob Escherichia coli na fracdo 11. Pode-se observar que a técnica de purificacdo
utilizada foi eficiente, pois obteve-se um aumento significativo na porcentagem de inibigéo
da microbiota testada, evidenciando que provavelmente o composto mais eficaz contra
micro-organismos gram-positivos difere em sua composicao quimica do composto inibidor
de gram-negativo.

Palavras chaves: cogumelos comestiveis, antimicrobiano e purificagéo.

1. INTRODUCAO

Fungos séo seres eucariontes, podendo ser encontrados na forma unicelular, como as
leveduras e apresentando-se também como fungos filamentosos, formados pelo conjunto de hifas,
podendo ser septadas ou ndo, estas células sdo protegidas por uma estrutura denominada de
parede celular (FUKUDA et al., 2009). A classe dos Basidiomycotas é caracterizada pela
presenca de basidios, estrutura onde ocorre a formagao de esporos, que tem por seu representante
fungos macroscopicos, os cogumelos (CARVALHO, 2007). Estes para obtencao de energia e sua
manutenc¢do, necessitam da absor¢do de compostos orgéanicos, através da liberacdo de algumas
enzimas responsaveis por sua degradacao (MARINO et al., 2008).
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Cogumelos dividem-se em espécies toxicas, alucindgenas e comestiveis (NOVAES &
FORTES, 2005). Por apresentar-se macroscopicamente, sdo facilmente encontrados no meio
ambiente, podendo ser confundidos entre si, pois diferenciam-se apenas por sua morfologia,
devendo ser analisado minuciosamente antes do consumo. Cogumelos comestiveis veem sendo
adicionados regularmente na dieta da populacdo, por apresentarem varias caracteristicas
nutricionais como, por exemplo, a exceléncia em fontes de aminoacidos essenciais, proteinas,
vitaminas, minerais, carboidratos, fibras, sendo pobres em gorduras saturadas, trans e colesterol
além de possuir sabor agradavel (DIAS et al., 2003).

O consumo destas espécies comestiveis vem aumentando em grande parte do mundo,
porém, no Brasil ainda é baixo, como também sua producdo, (DIAS et al., 2003) apesar de
estudos demonstrarem seu valor nutricional (ZDRADEK, 2001), além deste, destacam-se
também pela capacidade terapéutica (BERNARDI et al., 2010), antioxidante (OYETAYO, 2009),
e antimicrobiana (KITZBERGER, 2005). De acordo com Madigan et al. (2004), agentes
antimicrobianos sdo compostos naturais e/ou quimicos que podem matar ou inibir o
desenvolvimento de micro-organismos, podendo ocasionar a morte destes quando bacteriocidas,
fungicidas e virocidas, ou inibi-los quando bacteriostaticos, fungiostaticos e viristaticos.

A capacidade de desenvolvimento do fungo esta associada as condicGes de cultivo, como
meio de cultura, acidez e temperatura, sendo que a temperatura considerada étima para o
desenvolvimento do micélio é de aproximadamente 25°C. Através do seu metabolismo o
cogumelo secreta compostos 0s quais muitas vezes sdo bioativos, podendo, apresentar acéo
antimicrobiana frente a micro-organismos patogénicos (AKINYELE, 2005).

O género Pleurotus pertence a ordem Agaricales e a familia Agaricaceae, Pleurotus sajor-
caju, € um cogumelo comestivel de origem asiatica, de sabor suave, rico em vitaminas e
aminoacidos e que apresenta propriedades terapéuticas (DIAS et al., 2003) e atividade
antimicrobiana contra organismos patdgenos gram-positivos e gram-negativos (CONTESSA et
al., 2014, a). Segundo Mizuno & Zhuang (1995), alguns dos polissacarideos pertencentes a este
cogumelo, apresentam propriedade antitumoral contra o sarcoma 180 em camundongos,
demonstrando sua aplicagdo na area farmacéutica. Conforme Carbonero et al. (2003) alguns
polissacarideos presentes nos cogumelos, ¢ em especifico as f-glucanas, a qual se faz presente
neste cogumelo tem a capacidade de atuar como imunomoduladores e antimutagéncicos nos
sistemas biolégicos.

Segundo Contessa et al. (2014, b) a producdo de agente antimicrobiano presente no
cogumelo Pleurotus sajor-caju depende de condicdes de estresse, como o impedimento do
desenvolvimento do micélio, pois ao sentir-se ameacado produz o composto como defesa. Com
isto, utiliza-se de técnicas de purificacdo a fim de concentrar compostos, estas baseiam-se na
separacdo dos constituintes presentes na amostra, através da solubilidade, afinidade com a agua,
carga elétrica, tamanho molecular, dentre outras, permitindo o enriquecimento do composto de
interesse (BRAGA, 2013). Na cromatografia de permeacdo em gel o analito é eluido através de
solvente adequado sob a coluna composta de material poroso inerte, permitindo a separagédo das
moléculas com base no tamanho hidrodindmico das mesmas (MOHAMMAD & REINEKE,
2012).

O presente trabalho teve por objetivo a extracdo, purificacdo e analise da atividade
antimicrobiana do extrato do cogumelo Pleurotus sajor-caju frente aos micro-organismos
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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2. MATERIAL E METODOS

As anélises foram realizadas a partir do micélio do fungo comestivel Pleurotus sajor-caju,
cultivado por fermentacdo em estado sélido, a temperatura de 25°C com circulacdo de ar
conforme Contessa et al. (2014, a). O desenvolvimento do micélio se deu a partir do fungo
inoculado em placa de Petri contendo Agar Batata Dextrose, o repicado contendo lcm? foi
adicionado no centro da placa para um desenvolvimento radial uniforme.

Para a obtencdo do extrato utilizou-se de agua mais Tween p.s. 80, para raspagem e
desprendimento do micélio do Agar, o extrato acondicionado em frasco a&mbar, foi submetido a
agitacdo em mesa agitadora com temperatura ambiente, em torno de 25°C e entdo filtrado com
membrana de 0,45um, obtendo-se o extrato bruto.

O extrato bruto foi submetido ao processo de purificacdo empregando a técnica de
cromatografia de permeacdo em gel, com coluna C10/20 a qual foi recheada de silica gel
Sephacry (40-20.000 KDa) e esterilizada com alcool 70%, como eluente utilizou-se tampéo
fosfato de so6dio pH 6,5. Com o auxilio de bomba peristaltica, 1mL da amostra percorreu sob a
coluna, com vazdo de 0,21mL/min e recolheu-se 11 fracdes do extrato.

As anélises antimicrobianas foram realizadas pelo método de microplacas, conforme
descrito na norma NCCLS (2003). Utilizou-se microplacas de 96 pocos, cada um com capacidade
de 400pL, onde foram adicionados 145uL de caldo Mueller Hinton, 135uL de extrato filtrado do
cogumelo Pleurotus sajor-caju e 20uL de cultura microbiana Gram-positivo ou Gram-negativo,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, respectivamente. Baseando-se no fato que o
desenvolvimento microbiano ocasiona a turvacdo do meio fez-se leitura de absorbancia apés a
inoculagéo e passados 16h, com a utilizagdo de leitora de Elisa, em um comprimento e onda de
630nm.

Para avaliacdo dos resultados foi considerada a diferenca da leitura inicial com a realizada
apos 16h, da amostra controle e das que continham o extrato (bruto e purificado), onde que os
pogos com menor variagao de leitura indicaram possivel acdo antimicrobiana do extrato sob os
micro-organismos, a diferenca destes chamou-se de porcentagem de inibicao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar através da Figura 1, os resultados da porcentagem de inibicdo das fracdes
coletadas pelo processo de purificacdo, bem como a porcentagem de inibicdo do extrato nédo
purificado, representado pela fracdo 1. Pode-se analisar que a fracdo ndo purificada nao
apresentou potencial inibitério, conforme Contessa et al. (2014, b), a porcentagem do agente
inibidor presente no extrato depende das condigdes que o micélio do fungo se encontra durante a
extracao.
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Figura 1: Porcentagem de inibicdo do cogumelo Pleurotus sajor-caju em diferentes fragdes de
purificacdo, sob Staphylococcus aureus representado pela linha pontilhada e Escherichia coli
representado pela linha sélida.

Pode-se analisar que o composto esteve presente na maior parte das fracdes coletadas,
atingindo 84% de inibicdo do micro-organismo gram-positivo Staphylococcus aureus na fragéo 7,
e de 31% na fracdo 11 sob o micro-organismo gram-negativo Escherichia coli, indicando que
provavelmente o composto mais eficaz contra 0 micro-organismo gram-positivo difere em sua
composicdo do composto inibidor de gram-negativo. Estes resultados estdo de acordo aos
encontrados por Souza et al. (2014) que ao testar atividade antimicrobiana de extratos de
Pleurotus sajor-caju atingiu 17,5% de inibicdo sobre Staphylococcus aureus e 74,3% sobre
Escherichia coli. J& Braga (2013), ao analisar extrato de Lentinula edodes na forma desidratada,
atingiu em média 91,64% de inibicdo sobre Staphylococcus aureus e 79,07% sobre Escherichia
coli demonstrando que as condig¢des de cultivo do cogumelo interferem também na concentracéo
do(s) composto(s) com ac¢do antimicrobiana.

A cromatografia por permeacdo em gel permite a separacdo dos compostos da amostra
através do seu tamanho molecular, pois a matriz utilizada para tal é composta por poros de (40—
20.000 KDa), onde que moléculas com maior tamanho molecular, sdo coletadas nas primeiras
fracdes, pois ndo conseguem permear 0s poros da matriz, ja as moléculas menores sdo coletadas
nas ultimas fracOes, pois estas percorrem um caminho maior, permeando todos os poros da
matriz, as de tamanho intermediario sdo coletadas entre ambas pois percorrem apenas 0s poros de
maior tamanho (ZUNIGA et al., 2003).

Nada se pode afirmar quanto ao tamanho da molécula do antimicrobiano, pois obteve-se
inibicdo na maior parte das fracdes coletadas, o que foi possivel nos estudos realizados por Souza
et al. (2015) que através da purificacdo por ultrafiltacdo pode constatar o tamanho da molécula do
composto bioativo presente no extrato de Agaricus blazei.
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As fracBes 7 e 11, apresentaram maior eficiéncia do composto quando testados sob micro-
organismos de diferentes estruturas, sendo assim, pode-se perceber que foram coletados dois
agentes antimicrobianos, onde um mostrou-se mais eficaz contra micro-organismos gram-
positivos e outro contra gram-negativos, levando a estimar que o extrato possui mais de um
agente inibidor em sua composicdo e que estes diferem entre si, direcionando 0s préximos
estudos a evidenciar que compostos estdo presentes no extrato de Pleurotus sajor-caju.

5. CONCLUSAO

Pode-se a partir dos resultados obtidos concluir que a técnica de purificacdo se mostrou
eficaz, aumentando a porcentagem de inibicdo do cogumelo Pleurotus sajor-caju sob os
patdgenos testados (Staphylococcus aureus e Escherichia coli), resultando em 84% de inibicao
do Staphylococcus aureus e 31% sob Escherichia coli. Verificou-se também que o agente
inibidor eficaz contra micro-organismos gram-positivos difere em sua composi¢do do agente
inibidor contra gram-negativos.
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