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RESUMO

Os metabolitos produzidos por diversas espécies de cogumelos apresentam acao
antimicrobiana contra grupos de bactérias de alta importancia para a industria de alimentos
como 0s pertencentes ao género Staphylococcus. O presente trabalho teve como objetivo
investigar a acdo antimicrobiana de extratos de cogumelos comestiveis Agaricus
subrufescens e Lentinula edodes, sobre os micro-organismos patogénicos Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Os micélios foram cultivados por fermentacdo em estado sélido,
utilizando como substrato palha e farelo de arroz. A extracdo do composto antimicrobiano foi
testada utilizando-se trés solventes: agua, etanol e acetato de etila em temperatura ambiente e
a 60°C. Para a verificacdo da capacidade inibitoria dos extratos obtidos utilizou-se a técnica
de difusdo em disco. Os extratos de Lentinula edodes testados apresentaram capacidade
inibidora sobre Escherichia coli e Staphylococcus aureus em ambas as temperaturas,
formando halos inibitorios de até 15,73+2,69 mm. Ja os extratos de Agaricus subrufescens
apresentaram inibicdo apenas quando extraidos a 60°C e utilizando-se acetato com halo médio
de 11,97+1,43 mm.

Palavras-chave: Cogumelos. Fermentacdo em Estado Sélido. Antimicrobianos. Agaricus

subrufescens. Lentinula edodes



ABSTRACT

The metabolites produced by several species of mushrooms have antimicrobial action against
bacteria groups of high importance for the food industry as those belonging to the genus
Staphylococcus. The purpose of this work was to investigate the antimicrobial action of
extracts of edible mushroom Agaricus subrufescens and Lentinula edodes, on pathogenic
micro-organisms Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The mycelium were grown by
solid-state fermentation, using as substrate straw and rice bran. The extraction of the
antimicrobial compound was tested using three solvents: water, ethanol and ethyl acetate at
room temperature and at 60°C. For the verification of the inhibitory capacity of extracts
obtained technique was used disk diffusion. The extracts of Lentinula edodes strains tested
showed inhibiting capacity on Escherichia coli and Staphylococcus aureus in both
temperatures, forming inhibitory halos up to 15.73+ 2.69mm. Already the extracts of
Agaricus subrufescens showed inhibition only when extracted at 60°C and using ethyl acetate
if inhibitory halo up to 11,97+1,43 mm.

Keywords: Mushrooms. Solid-state fermentation. Antimicrobial. Agaricus subrufescens.

Lentinula edodes.
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1 INTRODUCAO

Fungos e bactérias possuem papel de destaque na decomposicdo da biosfera, estando
ligados diretamente ao ciclo do carbono, nitrogénio e outros nutrientes. Esses ciclos séo de
extrema importancia, ja& que através deles sdo devolvidos ao solo compostos ricos em
nitrogénio, que servirdo de substrato para o desenvolvimento de plantas e animais
(ZDRADEK, 2001). Além dessa funcdo ambiental, os fungos destacam-se também ha mais de
2.000 anos, através de sua participacdo indispensavel na producdo de alimentos como as
leveduras da panificacdo e os bolores Penicillium utilizados para a fabricacéo de queijos, além
de muitos outros produtos alimenticios (RAVEN, 2011).

Estima-se que existam 1,5 milhfes de espécies de fungos divididos em 4 classes
principais: Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota e Chytridiomycota (CARVALHO,
2007). A classe dos Basidiomycotas possui como principal caracteristica a presenca de
estruturas chamadas basidios, onde ocorre a formacdo dos esporos. Mais de 25.000 espécies
pertencem a essa classe de fungos e seus principais representantes s@&o 0s fungos
macroscopicos, conhecidos como cogumelos (CARVALHO, 2007; LEMOS, 2009).

O emprego de cogumelos na alimentagdo humana ocorre desde a antiguidade, ja que
esses organismos sdo excelentes fontes de aminoacidos essenciais, proteinas, carboidratos,
vitaminas, minerais, fibras, possuem sabor agradavel, baixas quantidades de gorduras
saturadas, trans e colesterol (CARVALHO, 2007; CONFOTIN, 2006; ZDRADEK, 2001).
Além das significativas caracteristicas nutricionais, 0s cogumelos destacam-se pelas
capacidades terapéuticas como agdo antitumoral (BERNARDI et al., 2010; PACCOLA et al.,
2004; PARK, et al., 2003; DONINI et al., 2006; CARVALHO, 2007), antiviral (BERNARDI
et al., 2010; PARK et al., 2003; DONINI et al. 2006; CARVALHO, 2007), antitrombotica
(LEMOS,2009), anti-inflamatéria (CARVALHO, 2007), hipoglicémica (LEMOS, 2009;
CARVALHO, 2007), imunomoduladora (PARK et al., 2003), antioxidante (OYETAYO,
2009;), prevenindo doencas como asma (LEMOS,2009) e arteriosclerose (WISBECK et al.,
2002; LEMQOS,2009), entre outras e principalmente atividades antifingica(BERNARDI et al.,
2010; PACCOLA et al., 2004; DONINI et al. 2006;), bacteriostatica (TUTIDA et al., 2007) e
antimicrobiana(KITZBERGER, 2005; WISBECK et al., 2002; BERNARDI et al.. 2010;
PACCOLA et al., 2004; PARK et al., 2003; OYETAYO, 2009; DONINI et al. 2006;
CARVALHO, 2007).
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O principal problema na difusdo do consumo de cogumelos estd no fato de algumas
espécies serem venosas e alucindgenas. Porém a producdo de cogumelos comestiveis, como
0s pertencentes as espécies Agaricus, Lentinula e Pleurotus, apresenta-se em grande ascensdo
(ZDRADEK, 2001; CONFORTIN, 2006; DIAS, 2010; MAIO, 2003, SHIBATA &
DEMIATE, 2003; LEMOS, 2009).

Os cogumelos possuem papel de destaque no meio ambiente por sua acdo de
bioconversdo, isso porque, para sua manutencdo eles necessitam decompor residuos vegetais,
por serem organismos nao produtores de clorofila, para absorver os aglcares provenientes da
celulose e hemicelulose (ZDRADEK, 2001). Para essa obtencdo de agucares esses fungos
produzem enzimas lignocelulases que permitem a degradacdo de residuos de industrias
madeireiras, e de agroindustrias como a arrozeira, ricos em lignina e celulose (SHIBATA &
DEMIATE, 2003; MARINO et al., 2008; MINOTTO et al. 2008; CONFORTIN, 2006;
LEMOS, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

Segundo dados do Instituto Rio Grandense de Arroz o Rio Grande do Sul produziu na
safra 2011/2012, 7.371 toneladas de arroz (IRGA, 2012). O beneficiamento de arroz fornece
aproximadamente 19% de casca, utilizada na geracdo de energia nos engenhos beneficiadores,
9% de farelo, de onde se realiza a extracdo de Oleo e gera-se farelo desengordurado, além da
palha que € deixada nas lavouras (ZDRADEK, 2001).

Uma opcdo € utilizar esses residuos como substrato para o cultivo de cogumelos,
aproveitamento a capacidade desses organismos de degradar rejeitos agroindustriais através
da fermentacdo em estado sélido, sendo que os substratos depois de decompostos podem ser
utilizados como fertilizantes ou ragéo animal.

A fermentacdo em estado solido é bastante empregada na producdo de enzimas,
pigmentos, biomassa entre outros bioprodutos e consiste no cultivo de micro-organismos
sobre particulas sélidas, como a palha de arroz (SCHMIDELL et al. 2001; ZDRADEK,
2001).

Durante seu desenvolvimento, Basidiomycotas realizam a sintese de substancias com
acao antimicrobiana e antiflngica, que servem como mecanismos de defesa para garantir sua
sobrevivéncia, sendo que o0s primeiros estudos mencionados sobre essas substancias
secretadas por organismos pertencentes a essa classe datam do final da década de 1940
(CARVALHO, 2007).

Antimicrobianos podem ser definidos como substancias produzidas por micro-
organismos ou sintetizadas quimicamente que matam ou inibem o crescimento de outros
micro-organismos (SOUZA, 2009) e essas substancias estdo entre alguns dos maiores avancos
da farmacoterapia (KTIZBERGER, 2005).

Na industria de alimentos a deterioracdo dos produtos pela acdo microbiana é um ponto
de grande importancia, quando se tem como objetivo levar até o consumidor alimentos
seguros e de elevada qualidade (Jay, 2005).

Unindo-se a importancia de substancias antimicrobianas na inddstria de alimentos, ao
crescente interesse da populacdo por produtos naturais e a importancia da agroinddstria para a
regido de Bagé, o presente trabalho propde o estudo da atividade antimicrobiana de

cogumelos na fase micelial.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a acdo antimicrobiana de extratos de Agaricus subrufescens e Lentinula edodes,

sobre os micro-organismos patogénicos Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

3.2 Objetivos Especificos

-Selecionar o melhor solvente para a extracdo dos compostos antimicrobianos, entre agua,
etanol e acetato de etila;

-Avaliar a interferéncia da temperatura ambiente e 60°C na extracdo dos compostos
antimicrobianos;

-Avaliar a capacidade antimicrobiana dos extratos obtidos frente aos micro-organismos
patogénicos S. aureus e E. coli.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Bioconversdo de residuos agroindustriais

Residuos diferenciam-se de lixo pelo fato de possuirem valor econdmico agregado,
possibilitando seu reaproveitamento dentro do proprio processo produtivo por conterem
substancias de alto valor. Com tecnologia adequada, esse material pode ser convertido em
produtos comerciais ou matéria-prima para processos secundarios (DEMAJORIVIC, 1995;
LAUDENBERG et al., 2003 citado por PELIZER et al., 2007).

Os residuos agroindustriais sdo geralmente sazonais, condicionados pela maturidade da
cultura ou oferta de matéria-prima, surgindo do processamento de alimentos, fibras, couro,
madeira, producdo de alcool entre outros. Sdo diversos os exemplos de residuos como
bagacos, visceras, aguas residuais, palhas e cascas como a do arroz que representa cerca de 20
a 25% do peso do grédo (MATOS, 2005).

A maioria dos rejeitos das industrias de alimentos sdo pobres em nutrientes como
proteinas e vitaminas, mas na maioria das vezes, ricos em fibras ndo digeriveis. Para aumentar
o0 valor agregado desses residuos uma opcao interessante é a bioconversdo por acdao de micro-
organismos, principalmente fungos. Nesse ponto, os cogumelos podem auxiliar na
transformacdo dessa grande quantidade de biomassa lignocelul6sica em alimento humano,
além da producdo de compostos com beneficios a saude e auxilio na conservacdo do meio
ambiente. Residuos como palha, farelo de arroz, palha de trigo e bagaco de cana-de-agucar
sdo amplamente utilizados como substrato para o cultivo desses organismos, por serem
baratos e prontamente disponiveis (VILLAS BOAS & ESPOSITO, 2000;
WISITRASSAMEEWONG, 2012).

A biodegradacdo de materiais lignocelul6sicos na natureza é realizada com grande
efetividade pelos fungos, sendo a maioria pertencente ao filo Basidiomycota. As duas
principais decomposi¢des sdo: decomposic¢do branca (White rot), onde sdo degradados todos
0s componentes da madeira; decomposicdo parda (Brown-rot), onde sdo degradados
principalmente polissacarideos. Para poderem biodegradar os materiais lignocelulésicos 0s
fungos produzem uma série de enzimas extracelulares e compostos de baixa massa molecular.
Os componentes dos materiais lignoceluldsicos entdo sdo despolimerizados a compostos
menores para serem transportados pela parede celular e metabolizados (ESPOSITO &
AZEVEDO, 2010).
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Os materiais lignocelulésicos sdo compostos por celulose, hemiceluloses, lignina,
pequenas quantidades de extrativos e sais minerais. A celulose é um polimero linear parte
amorfo parte cristalino, formado por moléculas de anidro-glicose unidas por ligagdes B-(1,4)-
glicosidicas. Representa cerca de 50% da composic¢do dos materiais lignocelulésicos e parte
de sua estrutura pode ser observada na figura 1 (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

Figura 1- Estrutura de um fragmento de celulose.

HOH .C OH
OH 0 HO ;
HOHL HO O i
o = “ CHOH
CHOH HO | HO :
HO HO

Fonte: Esposito & Azevedo (2010)

A hemicelulose representa em média 20% da composicdo dos lignocelulésicos,
apresentam-se na forma de homo ou heteropolimeros ramificados compostos por anidro-
acucares da glicose, manose, galactose, xilose e arabinose. Ja a lignina representa de 20 a 30%
da composicdo dos lignoceluldsicos. E formada basicamente por unidades de fenilpropano
formando uma macromolécula tridimensional e amorfa. Os extrativos sdo compostos
fenolicos e resinas sollveis em solventes organicos e dgua que representam cerca de 2 a 4%
da composicao dos materiais lignocelulésicos (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

Existe um interesse crescente sobre o uso de celulases e hemicelulases para a valorizagédo
de biomassa vegetal. As lignocelulases sdo produzidas no substrato de cultivo dos cogumelos
em fases diferentes do desenvolvimento (LARGETEAU et al., 2011).

Depois de varios ciclos de cultivo de cogumelos a produtividade diminui e o subproduto
residual, ou seja, o que sobrou do substrato deve ser descartado corretamente para evitar
problemas ambientais como contaminacdo da agua e solo, pela alta carga organica e de sais
(RIBAS et al., 2009). Uma opgdo € a utilizacdo desse subproduto como ragdo animal como
sugerido por Hadar, et al. (1993), que defendiam a utilizagdo de cogumelos do género
Pleurotus na biodegradacdo de residuos lignocelulésicos para producdo de ragdo animal,

devido ao aumento da digestibilidade dos residuos.

Zdradek (2001), estudou a otimizagé@o do crescimento de Pleurotus ostreatus e Pleurotus

sajor-caju utilizando como substrato casca de arroz, palha de arroz e gramineas, obtendo
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aumentos de até 81% de digestibilidade do P. ostreatus quando utilizou-se a graminea aguapé
e 30% quando a graminea utilizada foi o junco.

Maio (2003), em seu estudo investigou a influéncia da composicdo do substrato sobre o
valor nutricional do P. ostreatus. Substratos enriquecidos com quantidades variadas de farelo
de arroz e submetidos a diferentes valores de pH apresentaram concentracdes variadas de
carboidratos, lipideos e proteinas. Com pH 9 e 10% de farelo as maiores concentragdes foram
de carboidrato. Quando se utilizou pH 7 e 10% de farelo as maiores concentragdes foram de
lipideos e com pH 7 com 20% de farelo foram obtidas maiores concentracdes de proteinas

demonstrando que a composicéao nutricional dos cogumelos é alterada em funcéo do substrato.

Rossi et al. (2003) analisou a producdo de Lentinula edodes em bagaco de cana,
enriquecido com farelo de arroz e melago de cana. Os experimentos suplementados com 25 e
30% de farelo de arroz apresentaram a maior eficiéncia biolégica e maior peso médio de
cogumelos. Sendo que qualquer quantidade de farelo de arroz adicionada geram cogumelos de
qualidade, com melhor producdo do ponto de vista de venda para suplementacdo de 15% de

farelo de arroz.

4.2 Fermentacdo em estado sélido(FES)

Schmidell et al. (2001, p.247-248) definem fermentacdo em estado sélido como:

Processos que referem-se a cultura de micro-organismos sobre ou dentro de particulas
em matriz sélida (substrato ou material inerte), onde o contetdo de liquido (substrato
ou meio umidificante) ligado a ela esta a um nivel de atividade de agua que, por uma
lado, assegure o crescimento e metabolismo das células e, por outro, ndo exceda a
maxima capacidade de ligacdo da 4&gua com a matriz solida.

Além das caracteristicas que servem para definir a fermentacdo em estado solido outras
merecem destaque como (PINTO et al., 2005):

- A fase solida atua como fonte de carbono, nitrogénio e demais componentes;

- O ar, necessario ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar 0s espacos vazios do
meio a pressoes relativamente baixas. O substrato ndo deve apresentar aglomeracdes das
suas particulas individuais;

- O crescimento microbiano ocorre em condi¢des mais proximas as dos habitats naturais;

- O meio apresenta alta heterogeneidade e os substratos ndo sdo completamente acessiveis

ao micro-organismo.
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E dificil definir uma data inicial para a utilizagdo desse tipo de fermentagdo visto que,
provavelmente deve ser mais antiga que o proprio homem. Por estimular o crescimento de
micro-organismo na natureza em sélidos umidos serviu como base para o desenvolvimento de
quase todos os processos fermentativos antigos, sendo diversos os alimentos que utilizam esse
processo e que fazem parte da dieta de diferentes povos a séculos. Um exemplo é o molho de
soja, que ja era produzido na China em 1.000 aC e o “chiang” (similar ao “miso”) produzido
entre 2.500 e 500 aC. Esses dois produtos sdo obtidos através da modificacdo enzimatica
utilizando uma massa umidificada de cereal cozido, geralmente arroz, no qual houve
crescimento de Aspergillus oryzae (SCHMIDELL et al., 2001; PANDEY, 2003).

Durante a Segunda Guerra Mundial, a necessidade de se apressar a producdo de
penicilina, desencadeou 0 desenvolvimento de processos que envolviam fermentagcOes
liguidas em grandes tanques, e assim 0s processos em estado sélido foram negligenciados.
Porém no Japao o processo foi sendo aperfeicoado, 0 que conduziu o pais a obtencdo de
tecnologia de fermentacdo em estado sélido cada vez mais avancada (SCHMIDELL et al.,
2001).

O Quadro 1 mostra alguns produtos que podem ser obtidos a partir de FES, o substrato e o
fungo utilizado (PINTO et al. 2005).

Quadro 1- Exemplos de produtos produzidos através de FES

PRODUTO | PRINCIPAIS MICRO-ORGANISMOS | SUBSTRATOS
Pectinases Lentinula edodes Residuos de frutas
Aspergilus niger Polpa de café
Celulases Trichoderma reesei Palha de milho
Amilases Aspergilus niger Farelo de trigo
Residuos de cha
Lipases Penicillium restrictum Torta de babagu
Acido citrico Aspergilus niger Residuo de maca
Bagaco de cana
Residuo de goiaba
Residuo de abacaxi

Fonte: Adaptada de Pinto, et al.(2005)

Pandey, (2003) destaca que a FES oferece muitas oportunidades no processamento de
residuos agroindustriais, principalmente por requerer menor energia, produzir menor
quantidade de aguas residuais e auxiliar o meio ambiente resolvendo o problema de

eliminacdo de residuos solidos. As principais linhas de pesquisa utilizando esse tipo de
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fermentacdo sdo o enriquecimento proteico de residuos agroindustriais, destoxificagdo de
residuos e producgdo de compostos de alto valor agregado.

Alguns pontos devem receber atencdo durante a utilizagdo da FES
(PANDEY et al., 1995; PANDEY et al., 1996; OOIJKAAS et al., 2000; PANDEY, 2003):

- Efeitos da transferéncia de calor e massa: esses efeitos sédo algumas das maiores
dificuldades encontradas quando se esta lidando com um processo de fermentacdo em estado
solido. Durante a fermentacdo grande quantidade de calor é gerado, de forma diretamente
proporcional a atividade metabdlica dos micro-organismos, como as matrizes utilizadas na
fermentacdo geralmente possuem baixas condutividades térmicas, a retirada de calor do
processo pode ser muito lenta, o que as vezes ocasiona desnaturacdo do produtos acumulados
nas matrizes. 1sso ocorre porque no inicio do processo a temperatura e a concentracdo de
oxigénio permanecem uniformes, porem com a evolugdo da fermentacéo a transferéncia de
oxigénio toma lugar e a temperatura aumenta.

- Atividade de agua: este também é um fator critico, ja que influencia a atividade dos
micro-organismos, sendo parametro fundamental para a transferéncia de massa de agua e
solutos para células microbianas.

-Escolha do suporte: € um ponto importante porque além de suprir as necessidades
nutricionais das culturas ainda serve como base para as células, devendo-se levar em
consideracdo seu valor e disponibilidade. Pode ser natural como os residuos agroindustriais
ou inertes como perlite.

-Escolha do fermentador: nos diversos processos de fermentagdo, o fermentador ou
biorreator, propicia 0 ambiente para o crescimento e atividade dos micro-organismos que
provocam a reacdo biologica, existindo diversos parametros que influenciam na adequacédo do

biorreator que serd empregado no processo de fermentacéo.

Como qualquer processo a fermentacao em estado solido possui vantagens e desvantagens
que sdo apresentadas a seguir (SCHMIDELL et al., 2001).

Vantagens:
-Apresenta uma aceleracdo na taxa de reacdo devido ao direto contato entre o substrato e
micro-organismo;
-Devido a menor quantidade de dgua empregada, o volume do reator € menor do que no
processo submerso, essa baixa quantidade de agua também reduz os custos de capital

investido e de energia consumida;
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-Os baixos teores de umidade empregados, juntamente com a alta concentracéo de inoculo
incorporado ao meio, reduzem, ou muitas vezes até eliminam o problema de contaminacgéo;

-As condicBes de crescimento empregadas sdo geralmente semelhantes as condicbes
naturais de crescimento dos fungos filamentosos, o que possibilita em muitos casos, maiores
rendimentos na obtencédo de produtos de utilizacdo industrial;

-Em diversos casos é possivel obter rendimentos maiores em comparagdo a fermentacao

submersa.

Desvantagens:

-Dependendo das caracteristicas do meio e do tipo de reator utilizado, pode haver
dificuldade na dissipacéo de calor;

-Dificuldade em acompanhar parametros do processo como pH, temperatura, umidade,
aeracao e crescimento de micro-organismos;

-Dificuldade para coletar amostras representativas durante a fermentagédo, devido a nédo
homogeneidade do substrato;

-De acordo com o processo, pode haver a necessidade de um controle mais rigoroso das
condi¢cGes ambientais nos locais de acesso a fermentacdo, principalmente quando houver a

producdo de esporos de fungos.

4.3 Fungos

Micologistas acreditam na existéncia de cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos no
mundo, tanto unicelulares, como as leveduras, como multicelulares, sendo descritas apenas
cerca de 90 mil. Com excecdo dos insetos, 0s fungos Sd0 0s seres Vivos mais NUMerosos
existentes (RAVEN, 1996; ESPOSITO & AZEVEDO, 2010; RAVEN, 2011).

Os fungos ao contrario das plantas ndo possuem a capacidade de obtencdo de energia
por fotossintese. Assim, para obtencdo de energia, esses organismos secretam enzimas e
absorvem as moléculas organicas geradas, como por exemplo, fungos que possuem a
capacidade de degradar as ligacOes entre as subunidades de glicose que formam a celulose,
para posterior absor¢do dessas moléculas. Quanto & forma de obtencdo de alimentos, 0s
fungos podem ser classificados em trés grupos (RAVEN, 1996; RAVEN, 2011; SOUZA et al.
2006):
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-Fungos Saproéfitos: sdo aqueles que crescem sobre material organico em
decomposicgéo. Ex.: Cogumelos.

-Fungos Simbidticos: sdo aqueles que crescem em associagao com outros organismos.
Ex.: Fungos que formam micorrizas com as raizes de plantas, auxiliando na absorcao
de 4gua e nutrientes em troca de carboidratos essenciais.

-Fungos Parasitas: sdo aqueles geralmente dotados de hifas especializadas, os
haustérios, que absorvem alimento diretamente da céelula de outros organismos. EX.:

Ferrugens.

Juntamente com bactérias e outros grupos heterotréficos os fungos desempenham
papel de decompositores na biosfera, tornando possivel que o material organico retorne ao
meio ambiente através da reciclagem. Esse processo envolve a liberacdo de dioxido de
carbono na atmosfera e devolugéo ao solo de substancias, como 0s compostos nitrogenados
(RAVEN, 1996).

Geralmente esses organismos sdo lembrados pelas pessoas de forma negativa,
principalmente pela deterioracdo de frutos, pdes e outros alimentos, estrago em couros,
paredes, etc. Porém, embora existam espécies prejudiciais, a maioria dos fungos possui
funcéo benefica, como:

-Producéo de acidos organicos, como o &cido citrico;

-Producéo de farmacos, como os antibioticos;

-Producdo de enzimas de interesse industrial e elevado valor econémico como as
celulases, lacases, xilanases, amilases e pectinases;

-Controle de insetos-pragas na agricultura;

-Producdo de bebidas fermentadas como cerveja e vinhos, queijos entre outros
alimentos (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

A figura 2 apresenta um esquema do potencial de interagéo e utilizacdo dos fungos.
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Figura 2- Potencial de interacdo e utilizacdo dos fungos.
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Fonte: Esposito & Azevedo (2010)

4.3.1 Estrutura fisica dos fungos

Os fungos podem apresentar sua fase vegetativa em duas formas morfol6gicas basicas:
a leveduriforme e a hifal. Os leveduriformes sdo células Unicas delimitadas e pequenas. Suas
colbnias sdo semelhantes as das bactérias, apresentando aspecto céreo-brilhante e coloracéo
variada quando isoladas in vitro. Alguns fungos desse tipo podem formar pseudomicélio,
mantendo suas células unidas enquanto se dividem em determinadas condi¢cdes de
crescimento em meios sélido (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

A estrutura fisica do outro grupo de fungos é formada por filamentos conhecidos como
hifas, que podem ser tubos continuos ou com ramificagdes contendo citoplasma e ndcleos
multiplos ou ainda formadas por uma sequéncia de células lado a lado. Quando analisadas
microscopicamente, é possivel observar dois tipos basicos de hifas, as que apresentam paredes

transversais (septos) e as que nao apresentam essas paredes (asseptados). Unidas em grande
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quantidade as hifas ddo origem a uma massa, 0 micélio, do grego “myketos” que significa
fungos (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010; RAVEN, 2011).

O crescimento dessas hifas ocorre de forma rapida quando o fungo encontra condi¢Ges
favoraveis, podendo um fungo produzir mais de 1 km de micélio em 24 horas, consequéncia
da presenca de poros que permitem o livre fluxo do citoplasma ao longo das hifas, o que torna
o0 transporte das proteinas sintetizadas mais eficiente. A figura 3 mostra a estrutura de uma
hifa (RAVEN, 1996; RAVEN, 2011).

Figura 3- Estrutura das hifas.

oo
)¢/
&

Septa with
pores

) A

I:.) ‘y/ | Nuclei

Nucleiﬁ_{f/

o < ~——— ;\
8 :

K

Fonte: RAVEN (2011)

Assim como 0s insetos, aracnideos e crustaceos o corpo dos fungos € constituido, em
sua esséncia, pelo polissacarideo quitina, que consiste em unidades repetidas de p 1,4 N-
acetilglucosamina, podendo ocorrer mudancas de uma forma ou outra, devido fatores como
condi¢des do meio, temperatura ou oxigénio/CO, disponivel (RAVEN, 1996; ESPOSITO &
AZEVEDO, 2010; RAVEN, 2011).

4.3.2 Estruturas de esporulacao, crescimento e fatores ambientais

Ao contrario de plantas e animais, que possuem ciclo de vida obrigatorio, nos fungos
isso € facultativo, ou seja, se as condigdes do meio sdo ideais para 0 crescimento somatico
(vegetativo) entdo esse crescimento ocorre, se ndo, uma sequéncia de etapas leva ao processo
de esporulacdo (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

Esses esporos, produzidos em grande quantidade, sdo 0s responsaveis pela grande
disseminacdo desses organismos no planeta. Essas pequenas e leves estruturas séo dispersas
nos mais variados ambientes permitindo sua instalacdo em locais adequadas para seu
desenvolvimento (TERCARIOLI et al. , 2010).
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Pode-se pensar nos esporos como estruturas andlogas as sementes dos vegetais e 0
processo de esporulagdo como a “reprodugdao”. Porém, isso ndo é aplicavel as formas
levuriformes, ja que nesses fungos a esporulacdo relaciona-se com a sobrevivéncia e a
dispersdo e ndo ao aumento de individuos. A diferenciacdo na producdo de esporos baseia-se
no tipo de divisdo nuclear: esporos sexuais via meiose e esporos assexuais por mitose
(ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

O crescimento dos fungos é extremamente influenciado pelas condi¢des do meio como
temperatura, umidade, pH e aeracdo. Esses fatores afetam de maneiras diferentes as distintas
espécies, fazendo assim que cada uma possua seus 6timos, crescendo dentro de determinadas
faixas para cada fator. De forma geral a maioria dos fungos cresce em condi¢des normais de
temperatura e aeracdo, sendo a maioria mesofila (25-35°C), pH entre 5 e 7 e alta umidade
(ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

4.3.3 Fisiologia dos fungos

Os requisitos nutricionais dos fungos assemelham-se aos requisitos humanos, isso
porque sua principal fonte de energia € a glicose, proveniente das fontes de carbono. Alguns
também necessitam de vitaminas como tiamina (B1), biotina (B7), riboflavina (B2), potassio,
magnésio e calcio, além de substancias nitrogenadas como sais de aménia e nitratos. Assim 0s
fungos absorvem esses elementos, os cataboliza e produz cerca de uma dizia de metabolitos
percursores com 0s quais sintetizara, por anabolismo, macromoléculas que compGem sua
biomassa (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010; TERCARIOLI et al., 2010).

Compostos como monossacarideos, aminoacidos e vitaminas sdo levados para dentro
da célula dos fungos sem modificacGes, através dos diferentes mecanismos de transporte por
membranas, enquanto outros como o0s polissacarideos e proteinas necessitam ser hidrolisados
antes de serem absorvido pelas células. Essa hidrdlise ocorre através da acdo de enzimas,
sendo que a auséncia de enzimas especificas pode ocasionar o fracasso do crescimento
fangico em determinado substrato (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

4.3.4 Filo Basidiomycota

A classificacéo filogenética dos fungos tem sido alvo de muitas discussdes, sendo que
em 2007, com auxilio do sequenciamento molecular, foram definidos 7 filos: Microsporidia,
Blastocladiomycota, Neocalismastigomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,
Basidiomycota e Ascomycota (RAVEN, 2011).
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O filo Basidiomycota ¢ composto de 22.300 espécies, distribuidas em 3 classes, 41
ordens e 165 familias. Sua principal caracteristica é a presenca de basidios, estruturas de
reproducdo sexuada que dao suporte aos basidiosporos. Os principais basidiomicetes sdo 0s
macrofungos, também conhecidos como cogumelos, as ferrugens e os carvoes (RAVEN,
1996; ESPOSITO & AZEVEDO, 2010 RAVEN, 2011).

Os basidiomicotas sé&o tipicamente miceliais, sendo que alguns apresentam estruturas
ou estado levuriformes. Outras caracteristicas de destaque sdo a parede celular formada por
quitina B-(1,3)-B(1,6)-glucanos e o(1,3)-glucano, proteina xilomona e presenca em muitos
casos de fibulas nas hifas. E seus esporos de origem assexual sdo formados por brotagéo,
fragmentacdo do micélio e producdo de conidios, artrosporos ou oidios (ESPOSITO &
AZEVEDO, 2010).

As utilizacbes de fungos do filo Basidiomycota pelo homem sdo as mais diversas,
como (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010):

-Fonte de proteinas: Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, etc.;
-Producéo de substancias metabdlicas: Pycnoporus sanguineus;

-Clareamento de efluentes de industrias téxteis e de celulose: Trametes vilosa,

Phallinus flavomarginatus.

4.4 Cogumelos

Os cogumelos ou macromicetos sdo conhecidos a mais de 3.000 anos pelos povos
asiaticos, e na Europa o cultivo iniciou nos anos de 1.700, estima-se a existéncia de 45.000
espécies descritas na literatura internacional (DIAS et al.,2004; URBEN, 2004).

Segundo estimativas da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) a producdo de cogumelos e trufas no ano de 2010 em paises como Estados Unidos e
Italia foram respectivamente 359.000 e 800.000 toneladas.

O Brasil ndo possui tradicdo na producdo de cogumelos e seus dados ndo constam nas
estatisticas da FAO, porém o cultivo no pais encontra-se em ampla expansdo, sendo as
principais regides produtoras o sul e sudeste. Acredita-se que a utilizagcdo dos cogumelos no
pais tenha iniciado no século XIX, com os indigenas, sendo muitas tribos conhecidamente
consumidoras de cogumelos como Umutina, Bororo e Caipd. O cultivo teve inicio em 1943

através de tecnicos do Instituto Biologico de S&o Paulo e ganhou destaque com a chegada de
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imigrantes chineses e japoneses ao estado de Séo Paulo (FURLANI & GODOY, 2007; DIAS,
2010; SILVA, 2011).

Esses imigrantes tiveram tamanha importancia, que rapidamente Sao Paulo tornou-se
referéncia de cultivo de cogumelos no Brasil e por muito tempo, apenas nesse estado a
atividade possuiu relevancia econémica. Essa relagdo direta com os imigrantes, fez com que a
producédo até hoje esteja em sua maioria restrita a pequenas propriedades, com utilizacdo de
trabalho familiar e técnicas rudimentares, passadas de geracdo para geracdo (SILVA, 2011).

Ao contrario de paises da Asia e Europa onde o consumo de cogumelos por habitante
chega a 4,0 kg, no Brasil o consumo é de 70g por habitante e geralmente restrito a pequenos
grupos, principalmente por fatores como tradicdo, preco, e crenga de que Sd0 venenosos ou
alucindégenos (DIAS et al., 2004; DIAS, 2010; ROSA, 2011).

Existem mais de 200 géneros de macrofungos com espécies utilizadas pelas pessoas,
sendo 20 espécies as mais comumente empregadas com propdsito alimentar e medicinal, entre
esses estdo 0s cogumelos mais cultivados e consumidos no Brasil: Agaricus bisporus mais
conhecido como Champignon, Lentinula edodes ou Shiitake (Figura 4a) e Pleurotus spp ou
Shimeji (Figura 4b). Mundialmente estes trés cogumelos representam % dos cogumelos
cultivados. A espécie medicinal Agaricus blazei também vem ganhando espaco por suas
propriedades medicinais sendo produzido no Brasil e exportado para o Japdo (FURLANI &
GODOQY, 2007; MARSHALL & NAIR, 2009, BETT & PERONDI, 2011).

Figura 4 - Cogumelos mais cultivados e consumidos no Brasil: a) Lentinula edodes ou

Shiitake; b) Pleurotus spp ou Shimeji.

Fonte: Urben (2004)

As principais vantagens do cultivo de cogumelos sdo (MAIO, 2003):
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-Reducgdo da poluicdo ambiental, visto que o cultivo utiliza como substratos residuos
agricolas como palha de arroz e milho, bagaco de cana-de-agucar, que podem ser adaptados
conforme a producéo agricola regional,

-Pode ser uma opcao de renda adicional para os produtores;

-Enriquecimento da dieta populacional pela alta qualidade de suas proteinas, minerais e
vitaminas;

-Melhora dos padrbes econémicos, ja que os cogumelos sdo produtos bastante procurados

para exportacao.

4.5 Lentinula edodes

A Lentinula edodes (Berk.) Pegler, ou Shiitake (do japonés shiia = tipo de arvore e
take = cogumelo) como é mais conhecido, € um dos cogumelos mais cultivados no mundo.
Algumas bibliografias o trazem como ocupando o 2° lugar em volume de producdo, o que
representa cerca de 10% do total de cogumelos da producdo mundial, enquanto outras o
colocam em 3° lugar, atras das diversas espécies de Pleurotus juntas. O inicio de seu cultivo
ocorreu durante a Dinastia Sung na China, entre os anos de 960 e 1127 DC, sendo que
atualmente os maiores produtores mundiais séo 0s japoneses, que aperfeicoaram o cultivo e
também foram responsaveis por trazer para o Brasil a L. edodes através de seus imigrantes, a
mais de 30 anos (TEIXEIRA & MACHADO, 2004; FURLANI & GODOY, 2005;
HASSEGAWA et al.,2005; SAMPAIO & QUEIROZ, 2006; DIAS, 2010; BETT &
PERONDI, 2011).

O Shiitake pertence ao grupo de fungos da podriddo da madeira, crescendo
naturalmente sobre tronco de arvores mortas ou tocos. Seu cultivo ocorre geralmente em
arvores como a castanheira, carvalno e omo porém no Brasil a cultura do Shiitake, foi
adaptada para troncos de eucalipto, o que representou um grande avango ja que essa arvore é
considera um recurso renovavel, preservando dessa forma as espécies nativas (SOUZA, 2009;
DIAS, 2010).

Sua classificagdo taxondmica é apresentada no Quadro 2.
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Quadro 2- Classificagcdo Taxondmica do cogumelo Shiitake

REINO Fungi

FILO/DIVISAO Basidiomycota
SUBDIVISAO Basidiomycotina

CLASSE Basidiomycetes
SUBCLASSE | Olobasidiomycetidae ser. Hymenomycetes

ORDEM Agaricales

FAMILIA Tricholomataceae

GENERO Lentinula

ESPECIE L. edodes

Fonte: TEIXEIRA & MACHADO (2004).

O Shiitake é bastante nutritivo, apresentando 17,5% de proteinas em base seca, como
nove aminoacidos essenciais em propor¢des similares as de boas proteinas para alimentacéo
humana. Contém ainda 8,0% de lipideos, 67,5% de carboidratos; 8% de fibras e 7% de cinzas.
Seu conteudo de agua varia entre 85 e 95%. Os minerais estdo presentes em quantidades de
2,6 a 6,5% em base seca, com teores significantes de célcio, fosforo, ferro, sodio e potassio
(TEIXEIRA & MACHADO, 2004).

O quadro 3 apresenta os fatores ambientais 6timos de cultivo para o Shiitake.

Quadro 3 - Fatores ambientais 6timos para cultivo de Lentinula edodes

FATOR

Temperatura de Esporulagéo (°C) 22-26
Temperatura de Crescimento Micelial (°C) | 24-27
Temperatura de Frutificagdo (°C) 8-16
Umidade Substrato (%) 58-62
Umidade Relativa do Ar (%) 80-90
pH 4,0-5,5

Fonte: Adptado de TEIXEIRA & MACHADO, 2004.

4.6 Agaricus subrufescens

Esse cogumelo medicinal encontra-se em meio a uma grande discussédo do ponto de
vista de nomenclatura, existindo correntes divergentes a respeito de as espécies Agaricus
subrufescens, Agaricus blazei Murrill, e Agaricus brasiliensis serem iguais ou n&o
(KERRIGAN, 2005; GYORFI et al., 2010; WISITRASSAMEEWONG et al., 2012; ZIED et
al., 2012).

O A. subrufescens foi amplamente cultivado e consumido nos Estados Unidos do final

do seculo XIX até o inicio do século XX, sendo descrito primeiramente por C. H. Peck em
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1813. Em 1918 na Florida, Estados Unidos, essa espécie foi reidentificada a partir de estudos
micoldgicos de cogumelos realizados pelo pesquisador W.A.Murril e chamada de Agaricus
blazei Murril. Em 1960 foi encontrado no Brasil, originario das serras da Mata Atlantica,
tendo sido descoberto no sul do estado de Sdo Paulo, por um pesquisador japonés, senhor
Furumoto, que enviou amostras para serem analisadas no Japéo identificado como Agaricus
blazei Murrill sensu Heinemann. O Agaricus blazei, também é conhecido por Himematsutake
pelos japoneses, Cogumelo do Sol® ou Cogumelo Piedade no Brasil e em 2002, Wasser, et al.
rejeitaram a nomenclatura A. blazei para a espécie brasileira e propuseram a nomenclatura de
Agaricus brasilienses (KERRIGAN, 2005; WISITRASSAMEEWONG et al., 2012).

O pesquisador R. W. Kerrigan baseado em testes genéticos demonstrou que o A. blazei
e A. brasiliensis sdo geneticamente similares ao A. subrufescens. Partindo do principio que a
nomenclatura A. subrufescens € a mais antiga e assim teria prioridade, esta sera a adotada no
presente trabalho (KERRIGAN, 2005; GYORFI et al., 2010).

Estes cogumelos possuem corpo de frutificagdo de pequeno a grande, com pileo
branco, amarelo ou marrom, lamela palida ou résea quando jovem tornando-se marrom
chocolate posteriormente. Basidios lisos e de cor marrom-escuro, como pode ser observado na
Figura 5. A variabilidade morfoldgica da espécie é consequéncia da influéncia de diferentes
climas e ecossistemas. Por ser um cogumelo tropical sua temperatura de frutificacdo ideal é
entre 25-29°C (FIRENZUOLL, 2007; ZIED, 2011; WISITRASSAMEEWONG et al., 2012).

Figura 5 - Agaricus subrufescens

Fonte: ESPOSITO & AZEVEDO (2010)

Agaricus subrufescens encontra-se no grupo dos organismos saprofitas secundarios, ou

seja, ele ndo degrada compostos lignocelulosicos complexos, exigindo uma segunda fase de
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compostagem para se desenvolver e passam como todos os fungos, a maior parte de seu ciclo
de vida na fase de micélio vegetativo, onde decompdem, absorvem e armazenam nutrientes
para a fase reprodutiva ( SHIBATA & DEMIATE, 2003).

Gyorfi et al.(2010) analisou o A. subrufescens quanto a sua composi¢cdo mineral,
encontrando altos valores de potéssio, fosforo, céalcio, magnésio e zinco quando comparados
ao A. bisporus (Champignon), a espécie apresentou também baixos valores de s6dio como

pode ser observado no Quadro 4.

Quadro 4 - Composicdo mineral do A. subrufescens

Mineral | Quantidade (mg/kg de matéria seca)
Potassio 28-30
Fosforo 7-11
Célcio 1-1,5
Magnésio 1-1,5
Zinco 140-250
Sédio 140-180

Dados: GYORFI et al.(2010)

Por sua composicao variada o A. subrufescens pode ser utilizado para enriquecimento

nutricional de outros produtos, como molho de tomate demonstrado por Monteiro (2008).

4.7 Compostos bioativos presentes em cogumelos

4.7.1 Compostos bioativos presentes em Lentinula edodes

Sdo diversas as cita¢bes na literatura de compostos biologicamente ativos isolados e
purificados a partir da Lentinula (FURLANI & GODOY, 2005).

Hassegawa et al. (2005) obteve compostos, ndo identificados, com acéo
antimicrobiana contra Bacillus subtilis de filtrados de culturas liquidas de L. edodes
cultivadas em meios suplementados com gréos de arroz. No trabalho de Tutida et al. (2007)
um isolado desse cogumelo chegou a apresentar 52,4% de inibi¢do contra Puccinia recondita
f. sp tritici em testes in vitro, fungo causador de doengas em culturas de trigo.

Isolados de Lentinula edodes reduziram significativamente a ocorréncia de murcha
bacteriana em tomateiros, provavelmente induzindo a resisténcia da planta (SILVA et al.,

2007). Paccola et al. (2001) confirmaram a acdo fungiostatica de compostos intra e
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extracelulares de L. edodes contra Candida albicans, um patogénico humano, e Paccola et al.
(2004) demostraram o efeito radioprotetor e antimutagénico de extratos de Lentinula em
células eucaridticas expostas a radiacdo UV.

Carvalho (2007), demonstrou a capacidade de extratos de Lentinula edodes de inibir a
atividade de bactérias gram-negativas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella tiphymurium e de leveduras como Candida tropicalis e Saccharomyces
cerevisiae.

Caldos provenientes de fermentacfes submersas de L. edodes, demonstraram potencial
como antimicrobianos frente a patdgenos bacterianos de importancia para a salude humana,
um grande avango visto que o0s antibidticos comerciais vem tornando-se obsoletos
rapidamente em consequéncia da resisténcia adquirida dos micro-organismos (SOUZA,
2009).

4.7.2 Compostos bioativos presentes em Agaricus subrufescens

Amostras de A. blazei Murril (sin. A. subrufescens), apresentam valores significativos
de pB-glucanos, homo- e hetero-glucanos, com concentragdes entre 7 e 10g/100g de
cogumelos. Essas substancias sdo bastante estudadas por apresentarem propriedade benéficas
a saude humana como atividade anti-inflamatéria e antioxidante (PARK et al. 2003).
Enquanto Valence et al. (2011) detectaram altas concentracdes de polissacarideos com
propriedade medicinais em amostras de biomassa de A. subrufescens.

Dois isolados de A. blazei (sin. A. subrufescens) testados por Silva et al. (2007)
apresentaram potencial de induzir resisténcia em plantas de berinjela contra a doenca
bacteriana conhecida como murcha, ocasionada por Ralstonia solanacearum.

Além dos extratos de L. edodes, Paccola et al. (2004) testaram extratos de A. blazei
que demostraram o0 mesmo efeito radioprotetor e antimutagénico em células eucariéticas
expostas a radiacdo UV.

Mourdo et al.(2011) estudaram a acdo antioxidante de compostos presentes no A.
brasiliensis em diferentes fases de maturacdo. A melhor condicdo de extracdo foi utilizando-
se metanol como solvente a 60°C por 60 minutos e cogumelos com basidiocarpos ainda
fechados, estado de maturacdo menor, apresentaram as maiores concentragdes de

antioxidantes.
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4.8 Antimicrobianos

Segundo MADIGAN et al. (2004) agentes antimicrobianos sdo produtos quimicos
naturais ou sintéticos que matam ou inibem o crescimento de outros micro-organismos. Esses
agentes podem ocasionar a morte do micro-organismos como 0s bacteriocidas, fungicidas e
viriocidas ou apenas inibir o seu desenvolvimento como os basteriostaticos, fungiostaticos e
viristaticos.

A atividade inibitoria de substancias sobre micro-organismos é conhecida a muito
tempo, sendo que os primeiros relatos datam de mais de 3.000 anos atrds quando médicos
chineses usavam fungos para o tratamento de feridas infecciosas, porém essas substancias
receberam destaque em 1929, quando Alexander Fleming descobriu em Londres um agente
antibacteriano produzido por fungos do género Penicillium. Durante um experimento com
estafilococos, fungos contaminaram as placas, Fleming observou que ao redor de certo fungo
as coldnias de bactéria sofriam lise celular, apresentando-se transldcidas. O cientista entdo
colocou o fungo para crescer na superficie de um caldo nutriente, verificando que uma
substancia antimicrobiana era secretada no meio. Esse caldo é o que hoje se conhece como
penicilina (LIMA et al., 2001; CARVALHO, 2007).

4.8.1 Antimicrobianos em alimentos

A Organizacdo Mundial da Saude estima que 20% da producéo de alimentos € perdida
por deterioracdo, além disso, esses produtos podem servir de veiculo para doencas
transmitidas por alimentos, conhecidas como DTA, sendo muitas dessas potencialmente
fatais. Para evitar esses dois problemas a industria investe em métodos de conservacdo, sendo
um deles os aditivos conservadores (EVANGELISTA, 2000).

Segundo a Portaria n°® 540 de 27 de outubro de 1997, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) conservadores sdo “substincias que impedem ou retardam a
alteracdo dos alimentos provocada por micro-organismos ou enzimas”. A maioria desses
conservadores sdo agentes quimicos, o que torna o estudo de agentes antimicrobianos de
origem natural de grande importancia para a ciéncia e tecnologia de alimentos, visto que
crescem os debates e preocupagdes da populagdo e dos 6rgdos governamentais sobre o uso de
conservantes quimicos (ANVISA, 1997; CLEVELAND et al., 2001).
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Na procura por biomoléculas ativas os cogumelos vém ganhando destaque como
produtores de antimicrobianos. Extratos de Lentinula edodes apresentaram atividade
antimicrobiana contra doengas em plantas frutiferas como maracujazeiro e outras plantas

produtoras de alimentos como tomateiro (GODOY, 2008).

Porém, essa atividade antimicrobiana ndo esta restrita apenas para area agrondmica.
Oyetayo (2009) testou extratos de 4 tipos de cogumelos silvestres com concentragcdes que
variavam entre 12,5mg/ml até 100mg/ml, sendo que todos demonstraram capacidade
inibitdria sobre micro-organismos patogénicos de interesse na inddstria de alimentos como

Bacillus, Sthaphylococcus, Shigella e Salmonella.

Paccola et al. (2001) conseguiram inibir a levedura patogénica Candida alicans
através de extratos de Lentinula edodes, e Wisbeck et al. (2002) descreveram que a linhagem
DSM de Pleurotus ostreatus chegou a apresentar 80% de inibicdo para Staphylococcus

aureus.

Estes séo apenas alguns dos relatos encontrados na bibliografia sobre a potencialidade

dos cogumelos para produzir antimicrobianos naturais.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coqumelos

Os cogumelos utilizados foram Lentinula edodes cedido pelo laboratério de
Cogumelos Comestiveis e Medicinais da Universidade Federal de Santa Catarina, mantido em
agar Batata Dextrose acidificados a 4°C (Figura 6) e Agaricus subrufescens obtido em
farmécias locais em cépsulas, da marca Herbarium? (Figura 7).

A intencdo inicial do trabalho era o cultivo das duas espécies de cogumelos, porém
devido a contaminacdo da cultura mée de Agaricus subrufescens optou-se pelo estudo da

extracdo de antimicrobianos da forma comercial.

Figura 6 - Micélio fangico em placa de Petri com Agar Batata Dextrose acidificado

Fonte: Laboratério de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos (LMTA) - UNIPAMPA

Figura 7 — Cogumelo Agaricus blazei (sin. Agaricus subrufescens) em p6, da marca

Herbarium

Fonte: Divulgacdo, disponivel em http://www.herbarium.net
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5.2 Substrato

Como substrato para fermentacdo foi utilizada palha de arroz obtida nas lavouras da
regido de Bagé e farelo de arroz fornecido pela Industria Ceolin Alimentos.

A palha foi moida em moinho de facas, para aumentar a area de contato do in6culo com o
substrato. Em embalagens plasticas de polipropileno foram colocados 1kg de palha e 3
diferentes quantidades de farelo de arroz: 100 g, 300 g e 500g para avalia¢do da influéncia do
farelo de arroz sobre o desenvolvimento dos cogumelos, conforme citado por Donini et al.
(2006).

O meio de cultura entdo foi autoclavado a 121°C por 30 minutos para eliminacdo de
qualquer micro-organismo ou esporo presente, permitindo que o micélio de interesse pudesse

se desenvolver sem competicGes por substrato.

5.3 In6culo

Para o preparo de inoculo ou “semente” (Figura 8) utilizada a metodologia descrita por
Gyorfi et al. (2010) com modifica¢bes. Graos de arroz parboilizado cozidos por 20 minutos e
escorridos. Em erlenmeyer de 250 mL foram pesados 15 g de arroz. Esse material, apos
autoclavado a 121°C por 15 minutos e resfriado, foi inoculado com 3 pedacgos, de
aproximadamente 1x1 cm, de agar batata dextrose acidificado contendo micélio do cogumelo.

Os erlenmeyer foram mantidos em estufa a 25°C por 10 dias na auséncia de luz.

Figura 8 — Producéo de indculo em arroz parboilizado

Fonte: Laboratorio de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos (LMTA) - UNIPAMPA
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5.4 Fermentacdo em sacos plasticos

As sementes produzidas foram inoculadas nos sacos plasticos contendo o substrato
esterilizado, como observado na Figura 9. Esses sacos foram fechados e levados para estufa
ajustada com temperatura de 25°C e umidade de 90% por 40 dias para coloniza¢do do

substrato, na Figura 10 pode-se observar o substrato apds esse periodo.

Figura 9 — Inoculacdo do substrato

Fonte: Laboratorio de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos (LMTA) - UNIPAMPA
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Figura 10 — Substrato apds o periodo de colonizagdo

Fonte: Laboratdrio de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos (LMTA) - UNIPAMPA

5.5 Extracdo de compostos antimicrobianos

Para a extragdo dos compostos antimicrobianos, foram utilizados como solventes:
agua destilada esterilizada, etanol e acetato de etila, em ordem decrescente de polaridade.

Em erlenmeyer colocou-se palha contendo micélio e os solventes na proporcao de
1:10 no caso da Lentinula edodes (Figura 11) e o contetdo das céapsulas comerciais (Agaricus

subrufescens) com os mesmos solventes e proporcao.
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Figura 11 — Erlenmeyer contendo micélio, palha e solventes

Fonte: Laborat6rio de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos (LMTA) - UNIPAMPA

Os recipientes foram levados para mesa agitadora (sem controle de temperatura), com
rotacdo de 150rpm (Figura 12) e também para banho termostatizado a temperatura de 60°C
durante 24 horas, para verificacdo da influéncia da temperatura sobre a extracao.

Para garantir a ndo interferéncia da palha foram realizados experimentos controle onde

a mesma era retirada apds 1 hora de extracao.
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Figura 12 — Extragdo em mesa agitadora

Fonte: Laborat6rio de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos (LMTA) — UNIPAMPA

5.6 Teste inibitorio

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos, foram utilizadas 2 espécies
bacterianas como agentes patogénicos nos testes de atividade antimicrobiana, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, cedidos pelo Laboratério de Micro-organismos de Referéncia, da
Fundagao Oswaldo Cruz.

A atividade antimicrobiana foi avaliada imergindo discos de papel filtro, com 7 mm de
didametro, nos extratos. Os discos foram posteriormente dispostos em placas de Petri
esterilizadas e levados a estufa de circulacdo de ar, a temperatura de 35°C durante 24 horas
para evaporacdo do solvente. Essa metodologia de analise encontra-se apresentada na norma
de padronizacdo dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos por disco-difusdo (NCCLS,
2003).

Apobs o periodo de evaporagdo do solvente, placas com Agar Miiller Hinton foram
inoculadas com 0,1 mL de caldo BHI, com turbidez de 56 NTU, contendo os micro-
organismos padrdes. Segundo a NCCLS (2003) o caldo com essa turbidez contem 1x10°
unidades formadoras de colénia por mL(UFC/ml). Foi realizado também teste controle, onde
foram colocados discos somente com os solventes, para garantir que os mesmos haviam sido
evaporados.



40

As placas foram entdo incubadas em estufa microbioldgica com temperatura de 35°C
por 24 horas. Os halos produzidos pela inibicdo dos micro-organismos, como 0s observados
na figura 13, foram medidos com auxilio de paquimetro digital.

As extracdes foram realizadas em triplicata, para cada solvente. Para realizacdo dos
testes inibitdrios nas placas de Petri, foram feitas tréplicas, totalizando assim 9 discos de cada
solvente, para cada temperatura estudada.

Figura 13 — Halos de inibicéo

Fonte: Laboratorio de Microbiologia e Toxicologia de Alimentos (LMTA) - UNIPAMPA

5.7 Anéalise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados através de Teste t com nivel de significancia de
5% em software Statistico.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Fermentacdo em estado sdlido

Foram testadas as variacdes de 10, 30 e 50% na quantidade de farelo adicionado ao
meio, porém apenas a concentracdo de 30% apresentou desenvolvimento do micélio, sendo
que as demais foram contaminadas com outros tipos de fungos. Sendo que a melhor adaptacéo

foi da Lentinula edodes.

6.2 Capacidade inibitoria sobre Escherichia coli dos extratos obtidos de

Lentinula edodes

Os halos inibitérios médios, com os respectivos desvio-padrdo, obtidos quando se
testou o extrato de Lentinula edodes extraido utilizando-se os solventes &gua e etanol frente

ao patogeno Escherichia coli, estdo apresentados no Grafico 1.

Grafico 1- Teste de inibigdo de Escherichia coli por extrato de Lentinula edodes
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Fonte: O autor (2013).
Nas extracOes a temperatura ambiente os halos inibitorios medios para agua e etanol
foram 10,02+1,02 mm e 9,88+0,43 mm respectivamente. Para o acetato de etila ndo houve a

presenca de halos inibitorios. O teste t entre os halos inibitorios dos extratos obtidos a essa
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temperatura, demonstrou que as médias de inibi¢do dos dois solventes foram estatisticamente
iguais.

Para extracdo em temperatura de 60°C os halos inibitérios médios foram 10,68+0,95
mm para agua e 15,73£2,69 mm para etanol. Novamente ndo houve inibicao para a extracao
utilizando acetato de etila como solvente. Para essa temperatura, as médias apresentaram
diferenca estatistica, sendo assim o extrato obtido a essa temperatura possui maior capacidade
inibitéria quando se utiliza como solvente o etanol.

Souza (2009) testou a capacidade inibitoria, através da técnica de micro-diluicdo, de
caldos provenientes da fermentagdo submersa, durante 21 dias, de Lentinula edodes em meio
de melaco de cana suplementado, frente a diversos patdgenos entre eles a E.coli. O teste de
inibicdo também foi realizado ap6s a concentracdo dos caldos. No estudo todos os caldos
apresentaram efeito antimicrobiano contra E. coli, porém o caldo de L. edodes LPB 10
apresentou acdo mais significante, com aproximadamente 46% de inibicdo, antes de ser
concentrado e ap6s a concentracdo uma inibicao praticamente completa.

Carvalho (2007) utilizando a técnica de difusdo em agar com Miller Hinton e acetato
de etila como solvente, observou que os extratos de Lentinula edodes cultivados por 7 e 28
dias em Caldo Extrato de Malte Peptona, apresentaram capacidade antimicrobiana contra
Escherichia coli com halos de inibi¢éo de aproximadamente 10 e 20 mm respectivamente.

Utilizando o cogumelo Laetiporus suhphureus, que assim como a Lentinula edodes,
cresce em troncos de arvores Tirkoglu et al. (2007), obtiveram halos de inibicdo para
Escherichia coli de aproximadamente 10 mm, utilizando como solvente o alcool etilico,
valores 66,6% superiores ao obtido com a extracdo em temperatura ambiente, porém quando a
extracdo foi realizada com temperatura de 60°C os resultados do presente trabalho foram

aproximadamente 57% superiores.

Hearst, et al. (2009), testaram a acdo de extratos de Lentinula edodes, utilizando como
solvente &gua em temperatura de 4°C, sobre diferentes micro-organismos entre eles 3 cepas de
Escherichia coli. Os testes de inibicdo apresentaram halos de 9, 10 e 12 mm para as cepas E.
coli NCTC 9001, E. coli 0157 NCTC 12900 e E. coli NCTC 25922 respectivamente, valores

esses proximos ao encontrado para a extracdo a 60°C utilizando-se o mesmo solvente.
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6.3 Capacidade inibitéria sobre Staphylococcus aureus dos extratos obtidos

de Lentinula edodes

O gréfico 2 apresentam os halos inibitérios médios, com os respectivos desvio-padréo,
obtidos quando se testou o extrato de Lentinula edodes, utilizando-se os solventes agua,
etanol frente ao patdgeno Staphylococcus aureus.

Nas extragdes a temperatura ambiente os halos inibitérios médios para agua e etanol
foram 10,98+0,99 mm e 9,79+0,70 mm respectivamente. Para o acetato de etila ndo houve a
presenca de halos inibitorios. Para essa temperatura, as médias apresentaram diferenca
estatistica, sendo assim o extrato obtido a essa temperatura possui maior capacidade inibitoria
guando se utiliza como solvente a 4gua.

Para extracdo em temperatura de 60°C os halo inibitério médio foi 10,45+1,47 mm
para agua . Nao havendo inibic&o inibi¢do para a extracdo utilizando etanol e acetato de etila

como solventes.

Gréfico 2- Teste de inibicdo de Staphylococcus aureus por extrato de Lentinula edodes
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Fonte: O autor (2013).

Todos os caldos provenientes de Lentinula edodes obtidos por Souza (2009),
apresentaram acao antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, sendo que o caldo mais

eficiente depois de 24 horas apresentou inibicdo de 88% do patdgeno.
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Schimidell et al. (2001) destacam como uma das desvantagens da fermentagdo em
estado solido a dificuldade para coletar amostras representativas durante a fermentacdo,
devido a ndo homogeneidade do substrato, esse fator pode ser a justificativa para a auséncia
de halo inibitorio para alguns extratos de Lentinula edodes, frente ao Staphylococcus aureus
no presente trabalho, o que é o oposto do encontrado por Carvalho (2007) que utilizando a
técnica de difusdo em agar com Muiller Hinton e acetato de etila como solvente, observou que
todos os extratos de Lentinula edodes testados em seu trabalho, apresentaram capacidade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus a partir do 14° dia de cultivo, sendo que o
extrato obtido do cultivo da Lentinula em Caldo Extrato de Malte apresentou o maior halo de

inibicdo, com didmetro de 54 mm.

Turkoglu et al. (2007), obteve halos de inibicdo do Staphylococcus aureus de
aproximadamente 9 mm, utilizando como solvente o &lcool etilico, com a técnica de difuséo
em é&gar com Agar Nutriente, sendo que com a extracdo a quente realizada pelo presente

trabalho, alcangou-se halos 75% maiores.

Os extratos testados por Hearst et al. (2009) demonstraram halos de inibi¢do de 12 mm
contra as cepas S. aureus (MSSA) 25923 e S. aureus (MRSA) 43300, utilizando-se como

solvente a agua.

Utilizando amostras de cogumelo Morchella esculeta (L.)Pers provenientes de dois
paises distintos (Portugal e Sérvia) e metanol como solvente a temperatura de 25°C, Heleno et
al. (2013) obtiveram halos de inibi¢do para Staphylococcus aureus de aproximadamente 7,22
mm (amostras de Portugal) e 7,34mm (amostras da Sérvia) no teste de difusdo em disco com
concentracdo de 2 mg/disco. Foi realizado também o teste de minima concentracdo inibitoria
sendo necessarios 0,30 mg/mL e 0,02 mg/mL dos extratos obtidos das amostras de Portugal e
Sérvia respectivamente. Os halos encontrados utilizando-se tanto cogumelos como solventes

diferentes ficaram dentro da faixa encontrada para a extracdo em temperatura ambiente.

6.4 Capacidade inibitéria sobre Escherichia coli dos extratos obtidos de

Agaricus subrufescens

Os extratos de Agaricus subrufescens obtidos com os trés solventes em ambas
temperaturas nao apresentaram acéo inibitoria frente ao Escherichia coli.
Mazzutti et al. (2012) avaliou a atividade antimicrobiana de extratos de Agaricus

subrufescens obtido com diferentes solventes. Para a metodologia de Soxhlet a concentragéo
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minima inibitoria para Escherichia coli utilizando como solvente 4gua, etanol e acetato de
etila foram superiores a 2000 pug/mL., sendo assim a falta de inibigéo, tanto na extragdo com
temperatura ambiente quanto a 60°C, pode ter sido ocasionada pela baixa concentracdo do
agente antimicrobiano.

Heleno et al. (2013) também realizaram o teste de inibicdo para Escherichia coli,
aplicando a mesma metodologia ja citada anteriormente, obtendo halos de inibicdo de
aproximadamente 6,31 mm (amostras de Portugal) e 6,44 mm (amostras da Servia) no teste de
difusdo em disco com concentracdo de 2 mg/disco. No teste de minima concentracdo
inibitoria foram necessarias concentragdes superiores a 10 mg/mL para os extratos obtidos das
amostras de Portugal e 0,60 mg/mL para extratos das amostras provenientes da Sérvia.

Extratos de Agaricus bisporus obtidos através de extracdo com metanol a 60°C por 4
horas, foram testados por Abah & Abah (2010) contra um grupo de micro-organismos que
incluia a cepa E. coli ATCC 25922. Os testes de inibicdo foram realizados pelo método de
difusdo em agar, com concentracGes de extrato de 100, 200 e 300 mg/mL. Os halos obtidos
foram aproximadamente 7,30 mm para 100 mg/mL, 8,33 mm para 200mg/mL e 8,67 mm para
300 mg/mL.

6.5 Capacidade inibitoria sobre Staphylococcus aureus dos extratos obtidos

de Agaricus subrufescens

Os extratos de Agaricus subrufescens obtidos com os trés solventes em temperatura
ambiente ndo apresentaram acdo inibitdria frente ao Staphylococcus aureus. Enquanto que
entre os extratos obtidos a temperatura de 60°C, foi observado halo inibitério apenas no que
utilizou como solvente o acetato de etila, obtendo um halo inibitério médio de 11,97+1,43
mm.

Mazzutti et al. (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos de Agaricus
subrufescens obtido com diferentes solventes. Para a metodologia de Soxhlet a concentragdo
minima inibitéria (CMI) para Staphylococcus aureus utilizando como solvente agua e etanol
foram superiores a 2000 pg/mL, enquanto que para acetato de etila a CMI foi de 250 pg/mL.

A auséncia de capacidade inibitoria da maioria dos extratos obtidos da amostra
comercial de Agaricus subrufescens, sobre os dois micro-organismos padrdes, pode ter sido

ocasionada por dois fatores. O primeiro esta no fato da amostra comercial ser em pg, o que
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leva a crer que foi submetida a algum tipo de tratamento térmico, do qual ndo se tem nenhum
conhecimento, o que poderia acarretar perda do composto com carater antimicrobiano.

Outra opcdo, para essa auséncia pode ser devido a baixa concentracdo do composto
antimicrobiano nesses extratos, visto que extratos submetidos a concentracdo tem seu efeito
antimicrobiano potencializado, provavelmente por aumentar a quantidade da substancia
inibidora no volume de amostra (SOUZA, 2009). Sendo assim, ndo se deve descartar
totalmente a capacidade inibidora dos extratos que ndo apresentaram halos, visto que existe a
possibilidade destes estarem muito diluidos.

Utilizando Agaricus bisporus, Agaricus bitorquis e Agaricus essettei, foram obtidos
extratos com hexano a temperatura ambiente, que depois de evaporados foram submetidos a
nova extracdo empregando acetato de etila e solucdo aquosa de metanol. Os extratos de A.
bitorquis e A. assettei apresentaram halos de inibicdo de 12 e 11 mm respectivamente quando
testados contra S. aureus ATCC 25923. Para S. aureus ATCC 12598 os halos de inibicéo
foram de 7 mm para A. bitorquis e 9 mm para A. essettei (OZTURK et al., 2011). Deve-se
entdo, levar em consideracdo o diferente grau de sensibilidade ao agente antimicrobiano de
diferentes cepas do micro-organismo testado, sendo necessario um futuro estudo sobre a acdo
dos extratos obtidos sobre diferentes cepas de S. aureus.

SOUZA, (2009) realizou a separagdo dos compostos com acgdo antimicrobiana por
sulfato de amonio, testando a capacidade de inibicdo do sobrenadante e do precipitado.
Somente o precipitado apresentou atividade antimicrobiana o que representa um forte indicio
de que a substancia inibidora possui carater proteico.

Patrick & Ngai (2004), isolaram e purificaram uma ribonuclease de Pleurotus sajor-
caju, testando sua atividade antimicrobiana por difusdo em discos contra diversos micro-
organismos entre eles Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A bactéria Escherichia coli
ndo apresentou sensibilidade a substancia purificada, enquanto o Staphylococcus aureus
demonstrou sensibilidade para uma concentragdo de 34+4 uM (para n=3).

No quadro 5 esta apresentado um resumo dos resultados descritos anteriormente.



Quadro 5 — Halos Inibitérios obtidos nas diferentes extragoes.
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Cogumelo | Temperatura Micro- Agua Etanol Acetato
de Extracéo organismo
Ambiente Escherichia coli | 10,02+1,02mm | 9,88+0,43mm -
Staphylococcus | 10,98+0,99mm | 9,79+0,70mm -
Lentinula aureus
edodes Escherichia coli | 10,68+0,95mm | 15,73+2,69mm | -
60°C Staphylococcus | 10,45+1,47mm | - -
aureus
Ambiente Escherichia coli | - - -
Staphylococcus | - - -
Agaricus aureus
subrufescens 60°C Escherichia coli | - - -
Staphylococcus | - - 11,97+

aureus

1,43mm
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7 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel comprovar a existéncia de compostos com agédo
antimicrobiana, tanto sobre bactérias Gram positivas como Gram negativas, extraidos de
Lentinula edodes, cogumelo bastante utilizado na alimentagdo humana e Agaricus
subrufescens cogumelo com caracteristicas medicinais. O estudo do melhor solvente para a
extracdo dos compostos apresentou, no geral, resultados satisfatorios tanto para agua quanto

para etanol.

Levando em consideracdo os fatores micro-organismo, e cogumelo pode-se perceber
que, a inibicdo de Escherichia coli por extrato de Lentinula edodes obtido a temperatura
ambiente ndo apresentou variagdo entre as médias dos solventes, permitindo que se opte por
aquele que apresentar-se como maiores vantagens econdmicas. Para extracdo em temperatura
de 60°C, a comparacdo entre os solventes apresentou diferenca estatistica, sendo que o melhor
solvente foi o etanol, com halo inibitério médio de 15,73+2,69 mm.

Para 0 mesmo micro-organismo, porém com extratos de Agaricus subrufescens ndo
houve acdo inibitéria de nenhum extrato, possivelmente ocasionado pela degradacdo do
composto antimicrobiano durante o processamento desse cogumelo.

Para o Gram positivo Staphylococcus aureus, os extratos de Lentinula edodes
extraidos em temperatura ambiente apresentaram resultados com diferenca estatistica para o
uso de agua ou etanol como solvente, sendo que a agua apresentou melhor desempenho com
halo inibitério médio de 10,98+0,99 mm, permitindo assim a eliminacdo do risco de inibi¢do
pelo solvente ao invés do agente antimicrobiano, em caso de ma evaporacédo, além de reduzir
0s custos da extracdo. Para a extragcdo com temperatura de 60°C o extrato de Lentinula edodes
obtido com &gua apresentou halo médio de inibicao de 10,45+1,47 mm..

Os extratos obtidos de Agaricus subrufescens com os trés solventes, em temperatura
ambiente ndo apresentaram efeito inibidor sobre Staphylococcus aureus, ja para a extracdo
realizada a 60°C o solvente acetato de etila apresentou halo inibitério médio de 11,97+1,43
mm.

A observacao da capacidade inibitoria desses extratos vai ao encontro dos resultados
de outros estudos ja publicados, fortalecendo a necessidade de se continuar a pesquisar tanto a
acao antimicrobiana quanto outros caracteristicas funcionais, aplicaveis na industria de
alimentos, desses organismos, para que assim, seja possivel no futuro tornar a aplicagdo

desses agentes antimicrobianos de origem natural viavel em escala industrial.
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8 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

-Estudo dos fatores interferentes na etapa de frutificacdo de cogumelos Agaricus subrufescens

e Lentinula edodes.

-Estudo da eficiéncia do uso de dimetil sufoxido, metanol e solugdes tampdo para a extracao

de agentes antimicrobianos proveniente de cogumelos na etapa micelial.

Interferéncia da aplicacdo de temperaturas mais baixas sobre a extracdo dos compostos

antimicrobianos.

-Extracdo de compostos com acdo antimicrobiana de cogumelos Agaricus bisporus e do

género Pleurotus.

-Estudo da producao de cogumelos com cultivo out door por fermentacdo em estado solido.

-Cultivo de cogumelos por fermentacdo em estado solido utilizando como substrato palha de
milho e sorgo.
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