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RESUMO - Cogumelos sdo fungos macroscopicos e por ndo possuirem clorofila,
necessitam absorver nutrientes do ambiente para sobrevivéncia, utilizando
substancias organicas em decomposi¢do para sua nutricdo. Alguns cogumelos como o
Agaricus blazei tem mostrado seu potencial antimicrobiano frente a bactérias, bolores
e algumas doencas, pela acdo de compostos bioativos encontrados no micélio e corpo
de frutificacdo. Para um maior aproveitamento destes compostos do basidiocarpo do
cogumelo, sdo necessarias etapas de purificacdo. Existem muitas formas de purificar
um composto, mas as técnicas cromatograficas em geral sdo preferidas, por sua
resolucéo e recuperagdo obtidas. Com isso, objetivou-se a extragdo, purificagdo por
permeacdo em gel e a analise antimicrobiana do extrato do cogumelo Agaricus blazei,
frente ao micro-organismo Staphylococcus aureus. A fim de avaliar a capacidade
antimicrobiana do extrato, foram feitas analises de porcentagem de inibicdo
utilizando a metodologia descrita pela NCCLS (2003), as leituras de absorvancia dos
poc¢os da microplaca com as amostras, foram feitos em leitora de microplacas e apos,
foram realizados os célculos de porcentagem de inibicdo. Os resultados de inibicdo
obtidos foram satisfatorios para 3 fracdes purificadas do extrato, frente ao micro-
organismo estudado, mostrando a eficiéncia do processo de purificacdo, visto que a
amostra bruta do extrato do cogumelo ndo apresentou inibi¢cdo contra 0 mesmo
micro-organismo.

Palavras chaves: cogumelos comestiveis, antimicrobiano e purificagéo.

1. INTRODUCAO

Cogumelos sdo fungos macroscopicos, segundo Raven (2007) que se caracterizam por
serem saproéfitas. Como ndo possuem clorofila, necessitam absorver nutrientes do ambiente para
sobrevivéncia, utilizando substancias organicas em decomposicao para sua nutricdo (TRABULSI,
et. al., 2002). Os cogumelos podem ser alucin6genos, venenosos ou comestiveis, 0s pertencentes
a esta ultima classificagdo tem em sua composi¢cdo moléculas biologicamente ativas como
polissacarideos, glicoproteinas entre outras (NOVAES & FORTES, 2005).
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Segundo Godoy (2008) existe na terra aproximadamente 140.000 espécies de cogumelos,
dentre esses apenas 200 espécies ja tiveram seus beneficios medicinais comprovados. Cogumelos
em geral sdo alimentos com baixos teores energéticos além de elevadas quantidades de minerais,
aminoacidos essenciais, vitaminas e fibras (MAZZUTI, 2012).

O cogumelo Agaricus blazei também conhecido como Agaricus brasiliensis € um
cogumelo comestivel, nativo do Brasil conhecido comercialmente como Cogumelo do Sol, este
possui importantes caracteristicas funcionais e nutricionais (ALLIATTI, 2014). Segundo Mizuno
et. al. (1990), o corpo de frutificacdo do Agaricus blazei fresco apresenta 85-87% de agua e sua
composicao quimica em base seca é constituida de cerca de 40-45% de proteinas, rico em lisina e
leucina, 3-5% de gorduras, sendo essas 72-85% polinsaturadas, apresenta 38-45% de
carboidratos, 6-8% de fibras, 5-7% de cinzas, dentre estas minerais como potassio, calcio,
fésforo, magnésio, zinco, ferro, selénio e cddmio (MIZUNO, 2002). Além de vitaminas B1, B2,
niacina, vitamina K e tocoferol (PIERO, 2003).

Quanto a suas caracteristicas medicinais, varios estudos tém reportado que o Agaricus
blazei apresenta atividade antibactericida (BERNARDSHAW; JOHNSON; HETLAND, 2005),
antioxidante (SILVA et. al., 2009), anticancerigena (MANTOVANI et. al., 2008) e antifungica
(MAZZUTI, 2012), entre outros. Contessa, et. al. (2014) sugere que a producdo de compostos
bioativos pelos cogumelos se d& quando estes se sentem ameacados, produzindo-os como sistema
de defesa.

Um dos compostos bioativos mais estudados em cogumelos sdo as [-glucanas,
polissacarideos eficientes no tratamento de varias enfermidades (ELLERTSEN; HETLAND,
2009). Além deste composto o cogumelo Agaricus blazei apresenta moléculas bioativas com a
lecitina, antitumoral, antimutagénica e hemaglutinizante; o ergosterol que funciona como
anticarcinogénico e inibidor da angiogénese; o &cido linoléico que atua como bactericida; os
esterdides que atuam contra os tumores; a arginina que funciona como anticarcinogénica e a
glutamina com efeitos antioxidantes, entre outros (LAKHANPA; RANA, 2005; FORTES;
NOVAES, 2006; SORIMACHI; NAKAMOTO, 2011)

Para um maior aproveitamento de alguns compostos bioativos deste cogumelo, séo
necessarios processos de purificacdo, este € um processo gue consiste na separa¢ao de compostos,
permitindo assim a purificagdo e em consequéncia a concentragdo do composto de interesse.
Métodos de purificacdo por técnicas de alta resolucdo sdo muito utilizados para este tipo de
processo, uma técnica interessante € a cromatografica por exclusdao molecular, onde a coluna é
recheada com resina, que contem tamanhos dos poros controlados, na qual as moléculas menores
penetram estes, levando mais tempo para sairem da coluna, ja as com peso molecular maior ndo
entram nos orificios, percorrendo o interior da coluna mais rapidamente (ZUNIGA, et. al., 2003).

A cromatografia de permeacdo em gel por exclusdo molecular quando utilizada no extrato
de fungos tem como objetivo a separacdo de compostos presentes neste extrato, isolando os
componentes com atividade antimicrobiana e ocasionando a eliminagdo dos compostos
indesejaveis, separando-os em vérias fragdes (PESSOA & KILIKIAN, 2005; SCHMIDELL et.
al., 2001).

O fungo Agaricus blazei produz compostos com atividade bacteriana e antiflngica como ja
comprovados por Mazzuti (2012), tendo em vista a importancia destes compostos na industria de
alimentos percebe-se que sua purificacdo torna-se interessante para diversos ramos da inddstria
alimenticia.  Por estes motivos, teve-se por objetivo extrair e purificar o extrato obtido de
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Agaricus blazei e avaliar sua acdo sobre o desenvolvimento da bactéria Staphylococcus aureus,
patogénica ao homem.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cultivo

Para obtencdo do extrato, foi necessario o cultivo do micélio do fungo Agaricus blazei em
Agar Extrato de Malte, por fermentacdo em estado solido. A partir de uma placa com o fungo ja
desenvolvido, este foi repicado com bisturi estéril, no tamanho de 1 cm? para um crescimento
radial uniforme, entdo foi colocado sobre o Agar ja solidificado em placa de Petri com 9 cm de
didmetro e incubado em estufa bacteriolégica com circulacéo de ar a 25 °C até o desenvolvimento
total do fungo no perimetro da placa.

2.2. Extracao

O extrato do micélio do fungo Agaricus blazei foi obtido a partir da extracdo do agente
antimicrobiano contido no micélio com auxilio de solvente com Twenn p.s. 80 e uma alca
bacterioldgica, que auxilia na raspagem das hifas presas ao Agar. Apds a raspagem a solugdo
resultante foi acondicionada em frasco ambar, para evitar perdas de componentes por foto-
oxidacdo. O frasco contendo a amostra foi submetido a agitacdo em shaker na temperatura de 60
°C. A solucdo foi filtrada com membrana de 0,45um, para a retirada de particulas maiores
presentes no extrato, que poderiam interferir nos procedimentos posteriores.

2.3. Purificacao

Foi utilizada uma coluna cromatografica C10/20 (GE Healthcare), preenchida com gel
Sephacryl (40-20.000 KDa) até altura de 10 cm. A coluna foi previamente recheada e esterilizada
com alcool 70%. Apos, foi alimentado 1 mL de extrato do cogumelo com auxilio do eluente
tampdo fosfato de sodio pH 6,5 e uma bomba peristaltica a uma vazdo de 0,1 mL/min. Foram
recolhidas 10 fragcdes na saida da coluna, para analise da atividade antimicrobiana.

2.4. Analise Antimicrobiana

Todas as analises foram feitas a partir da metodologia descrita nas normas da NCCLS
(2003), onde nas microplacas com 96 pocos foram adicionados 145 pL de caldo Miieller Hinton,
utilizado como nutriente para o desenvolvimento do micro-organismo, 135 plL de extrato
purificado, a fragdo de interesse ou a amostra bruta (sem purificagdo) e por ultimo 20 pL de
microbiota contaminante, neste caso 0 micro-organismo que se deseja analisar € o
Staphylococcus aureus, o qual foi incubado em caldo BHI 24 horas antes do uso, todos 0s pogos
com amostra foram realizados em triplicata. Além dos pog¢os com amostra, foi realizada uma
triplicata de pogos controle, onde no lugar das 135 pL de extrato, foi adicionada a mesma
quantidade de agua com Tween p.s. 80. Nestes pogos considerou-se 100% de crescimento do
micro-organismo para posteriores célculos de porcentagem de inibi¢cdo. As leituras de
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absorvéancia foram realizadas em leitora de Elisa na faixa de 630 nm, considerando duas leituras,
uma apo6s a inoculagdo do micro-organismo nos pogos e uma 16 horas apds a incubacdo na
temperatura de 35 °C em estufa bacterioldgica.

2.5. Célculos de Porcentagem de Inibicéo

Os célculos de porcentagem de inibicdo do micro-organismo foram realizados baseados na
equacdo (1), onde a absorvancia dos pocos controle foram considerados como 100% de
crescimento microbiano e a absorvancia dos pocos com amostras considerados como X%, onde
guanto mais turvo o meio, maior o crescimento do micro-organismo naquela solugéo.

(100-Absorvancia Pogos Amostra) x100 @)

9 inibicio=
o0 Inioi¢cao
¢ Absorvancia Pogos controle

2. RESULTADOS E DISCUSSOES

As porcentagens de inibicdo das 10 fracOes de extrato purificadas em relacdo ao micro-
organismo Staphylococcus aureus, estdo dispostas na Figura 1.

70 - 63,36

0 —0 o0 0 0 0 0 0—
s/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

purif. .
FracOes de amostra
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Figura 1- Porcentagem de inibig&o das fragdes frente ao micro-organismo Staphylococcus
aureus.

Na Figura 1, pode-se constatar que o cogumelo Agaricus blazei nas condigfes de estudo,
ndo apresentou compostos com acdo antimicrobiana no extrato bruto, contudo Contessa, et. al.
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(2014) mostra que a porcentagem de inibicdo do agente depende das condi¢des que o micelio do
fungo esta durante a extracdo. No entanto, o extrato apresentou compostos com acao
antimicrobiana, que se destacaram apds a purificacdo e seu isolamento nas fragdes 2, 7 e 8, sendo
que na 7 o composto teve maior atividade contra o desenvolvimento do micro-organismo,
63,36% de inibicdo. Souza, et. al. (2014) em seus estudos apontam uma porcentagem de 23,4 +
0,32% de inibigdo do extrato bruto do cogumelo Agaricus blazei, cultivado por fermentagdo em
estado solido em Agar dextrose batata, contra 0 micro-organismo Staphylococcus aureus e 11,08
+ 0,16% para o micro-organismo Escherichia coli, nas mesmas condic¢des de estudo, confirmam
os resultados satisfatorios quanto a presenca do agente.

Os resultados de Mazzuti (2012) demonstraram o poder de controle da bacteriose do
tomateiro provocada por Xanthomonas vesicatoria, a partir do extrato aquoso de basidiocarpos de
Agaricus blazei, comprovando a presenca de compostos com acdo antibactericida com poder de
controle da bactéria.

Contudo, sdo necessarios mais estudos na area de purificacdo de biocompostos oriundos de
extratos de biomassa de cogumelos, pois ainda é uma area de pesquisa pouco explorada e estes
fungos se mostram interessantes quanto a presenca de compostos com diversas acdes de interesse
na industria tanto alimenticia como farmacéutica e cosmética. Os proximos estudos serdo
voltados a determinacdo e caracterizacdo dos compostos presentes neste extrato, que apresentam
acao antimicrobiana contra outros micro-organismos estudados.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que o micélio do cogumelo Agaricus blazei produziu compostos com agédo
antimicrobiana, que se destacaram ap0s a purificacdo pela técnica de permeacdo em gel, nas
condicgdes de estudo. A purificacdo resultou em 3 fragcbes com atividade antimicrobiana, sendo
gue em uma delas obteve-se cerca de 63% de inibi¢do frente ao S. aureus, mostrando a eficiéncia
do processo.
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