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INTRODUGAO

Substancias antimicrobianas ou antibidticas sdo produzidas por microrganismos, podem matar agentes microbianos ou
inibir seu crescimento. Juntamente com os quimioterapicos, compostos quimicos sintéticos, sdo empregadas no
tratamento ou prevengdo de doengas causadas por agentes infecciosos formando a classe dos antimicrobianos
(Moreira 2004). A resisténcia de alguns microrganismos a alguns antibiéticos comumente usados passou a ser um
problema cada vez mais preocupante (Low e Scheld 1998), tornando o tratamento de certas patologias complexo,
levando a busca por novos compostos bioativos.

Sabe-se que a maior parte dos fungos desempenha um papel de grande relevancia para a natureza. Além de
decomporem matéria organica, estes microrganismos sao relatados como produtores de metabdlitos que apresentam
atividade bioldgica como antimicrobiano, antifingico e antiviral (Brizuela et al. 1998; Stadler e Keller 2008).

Pleutorus produzem um heteropolissacarideo com atividade anti-neopldasica e antimicrobiana (Telles 2010), além de
outros estudos mostrarem que este fungo possui a capacidade de modular o sistema imunolégico, possuindo atividade
hipoglicémica e antitrombdtica, diminuindo a pressdo arterial e o colesterol sanguineo, e possuindo a¢do antitumoral,
anti-inflamatdria e antimicrobiana (Gunde-Cimerman 1999). Pleurotus ostreatus produz uma série de metabdlitos de
interesse farmacéutico e medicinal, como antioxidantes, antitumorais, imunoestimulante e antimicrobiano (Wisbeck et
al. 2009). O presente trabalho tem como objetivo investigar a atividade antimicrobiana in vitro de 04 isolados do fungo
comestivel Pleurotus.

MATERIAL E METODOS

Materiais fungicos

As linhagens Pleurotus ostreatus 1467 (nativo B), Pleurotus ostreatus 09/100- (POS 09/100), Pleurotus ostreatusroseus
AM, Pleurotus ostreatusroseus SP usados neste estudo foram acessadas da colecdo de interesse agrossilvicultura do
INPA, da micoteca da UNESP e do laboratério de cultivo de fungos comestiveis do INPA.

Obtencdo dos filtrados de cultura (extrato bruto)

Os isolados de Pleurotus spp. foram cultivados em Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio BD (batata dextrose) e
agitados em aparelho shaker a 120 rpm, com auséncia de luz e a temperatura de 25 °C. O tempo de cultivo foi de 30
dias. Os filtrados de cultura (extrato extracelular fungico) foram coletados nos 152 e 302 dias (Maki 1999).

Os filtrados das culturas foram obtidos realizando-se a separagdo da biomassa dos fungos pelos métodos: de filtracdo a
vacuo e em membranas millipor de 0,22 um, sendo armazenados em tubos de ensaio e submetidos posteriormente a
avaliagbes antimicrobianas.

Testes microbianos com extrato bruto

Linhagens patogénicas [Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27583) e Staphylococcus aureus
(ATCC29213), e a levedura Candida albicans (ATCC 10.231)] foram utilizadas no estudo antibacteriano destas frente aos
filtrados de Pleurotus spp.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto

Foram usados testes antimicrobianos através do método de disco- difusdo (Collins e Lyne’s 2004; Ozturk et al. 2011)
usando 20 mL de meio de cultura sélido contendo 100uL de micro-organismo. Para cultivar as bactérias e testa-las
guanto a atividade antimicrobiana, foi utilizado o meio de cultura agar Triptona de soja (TSA), e para o cultivo fungico
de candida o meio de cultura agar Sabouroud.
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Discos de 6 mm de papel filtro estéril foram entdo impregnados com os filtrados de cultura de Pleurotus ostreatus Nat
B e Pleurotus ostreatus 09/100 e inseridos em placas de Petri semeadas anteriormente. Em seguida as placas foram
incubadas a 35 °C por 24 h em estufa bacterioldgica para as cepas bacterianas e 48h para Candida albicans. Foi
verificado se havia formagdo de halo inibitério, caso positivo, os halos foram medidos. Os experimentos foram
realizados em triplicada.

Obtencdio dos extratos fuingicos com solventes orgdnicos

Os isolados de Pleurotus spp. foram cultivados em Erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio BD (batata dextrose),
agitados em aparelho shaker a 120 rpm, com auséncia de luz e a temperatura de 25 °C. O tempo de cultivo foi no total
de 30 dias (Maki 1999). A separagdo da biomassa das linhagens flngicas, se deu por filtragdo a vacuo. Em seguida,
foram adicionados 200 mL de solvente organico a biomassa e deixados em repouso por uma semana. Apds o término
da extragdo com o primeiro solvente, o extrato foi transferido para um recipiente previamente pesado e identificado,
deixando-o secar em estufa de circulagdo forgada a 50°C, em seguida, o mesmo foi pesado em balanga analitica. Este
procedimento foi repetido para os outros solventes extratores: hexano, acetato de etila, metanol e etanol (Cotta et al.
2009).

Avaliacéo da atividade antimicrobiana dos extratos fungicos com solventes orgdnicos

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos foi feita pelo método disco-difusdo, os extratos secos diluidos em
DMSO (dimetilsulféxido) (Ozturk et al. 2011). Discos de 6 mm de papel filtro estéril foram entdo impregnados com 25
pL de extratos e inoculados em placas de Petri com os microrganismos semeados anteriormente. Em seguida as placas
foram incubadas a 35 °C por 24 h em estufa bacterioldgica para as cepas bacterianas e contendo Candida albicans por
48h. No final dos periodos de incubacgdo, foi verificado se havia formagdo da zona de inibicdo o halo de inibicdo foi
medido em mm. Discos com DMSO foi usado como controle. Os experimentos foram realizados em triplicada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extrato bruto

Os filtrados de isolados de Pleurotus spp. (extrato bruto) ndo apresentaram atividade antimicrobiana em relagdo as
linhagens de patogeno padrdo (Figura 1) (Low D. 1998).Provavelmente a concentragdo de antimicrobianos nos disco de
papel filtro ndo foi suficiente para uma atividade antimicrobiana.

Figura 1. Teste antimicrobiano com os filtrados de cultura. Auséncia de halos de
inibicdo, sendo 1- controle; 2- POS 09/100; 3- P. Nat B.; 4- POS Roseus SP; 5- POS
Roseus AM.

Extratos com solventes orgdnicos

Os extratos com solventes organicos fungicos de Pleurotus spp. apresentaram halos de inibicdo (Figura 1) somente para
Pleurotus ostreatus 09/100 e Pleurotus ostreatus 1467 (nativo B).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, observa-se que a atividade antimicrobiana, utilizando-se o
método de difusdo com discos, foi positiva somente com os extratos fungicos retirados de etanol, metanol e acetato de
etila e os extratos com hexano ndo apresentaram resultados, enquanto que os extratos obtidos de Pleurotus ostreatus
09/100 apresentaram atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus com
formagdo de halo de inibigdo com aproximadamente 5 mm de diametro. No caso dos extratos derivados do P. Nat B o
halo de inibicdo maximo foi de 4 mm.
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Figura 2. Atividade antimicrobiana do extrato etandlico de POS 09/100 ( 2) e
controle (1).

Os dados dos halos inibitdrios foram analisados estatisticamente por meio empregando o teste ANOVA um fator, com
teste Turkey. Para E. coli nenhum extrato apresentou atividade satisfatdria (0,0 mm). Os extratos hexanicos e acetato
de etila obtidos de Pleurotus ndo apresentaram qualquer atividade inibitéria contra P. aeroginosa. Todavia, os extratos
metandlicos (halo=1,5 mm) e etandlicos (halo=2,5 mm) apresentaram atividade positiva contra o mesmo patdgeno. No
entanto, ndo diferiram estatisticamente. Em relagdo ao S. aureus, os extratos etandlicos (halo=1,0 mm), acetato de etila
(halo=1,5 mm) e metandlicos (halo=2,5 mm) apresentam halo de inibi¢do, sendo as médias estaticamente iguais. O
extrato hexanico ndo apresentou qualquer atividade inibitéria (halo=0,0 mm) para E. coli (Tabela 1).

Tabela 1. Halos de inibi¢do de diferentes extratos organicos das espécies de Pos 09/100 e

Pos 1467.
Extrato S. aureus P. aeroginosa E. coli Média do Halo
MeOH 2,5Aa 1,5Aab 0,0Ab 1,3A
Etanol 10Aa 2,5AB ab 0,0Ab 1,1A
Acetato 1,5ABa 0Ba 0,0Aa 0,5AB
Hex OBa OBa 0,0Aa 0B
Média de inbigdo 1,2a 1,0a 0,0b

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, (nas colunas com letras
maiusculas extratos e nas linhas letras minudsculas entre micro-organimos) pelo teste Turkey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Ozturk et al. ( 2011) estudaram o efeito antimicrobiano do extrato de metanol de espécies Agaricus contra seis espécies
de bactérias Gram-positivas, sete espécies de bactérias Gram-negativas e duas espécies de leveduras. As bactérias
Gram-positivas foram mais sensiveis aos extratos dos Pleurotus do que as bactérias Gram-negativas. Os resultados dos
extratos metandlicos, etandlicos e acetatos de etila de fungos, neste caso P. ostreatus 09/100 e P. ostreatus 1467,
mostraram melhor atividade antibacteriana contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus corroborando com
os resultados relatados por Ozturk et al. (2011).

Shang et al. (2013) pesquisou a atividade antimicrobiana do corpo de frutificagdo de cogumelos comestiveis e
medicinais contra Helicobacter pylori, S. aureus e E. coli. Dentre os cogumelos pesquisados, o extrato com solvente
organico etanol de Pleurotus ostreatus apresentou atividade antimicrobiana contra duas linhagens da bactéria H. pylori
in vitro com a concentracdo minima inibitéria de <3,0 mg/mL. Assim também como, apresentou atividade
antimicrobiana contra S. aureus e E. coli com concentracdo minima inibitéria >10mg/mL. E interessante notar que
extratos com solventes organicos, dos macrofungos, sdo recomendados para futuras pesquisas na busca de moléculas
bioativas.

CONCLUSAO

A atividade antimicrobiana de Pleorotus ostreatus 09/100 e Pleorotus ostreatus 1467 (nativo B) testados foi positiva,
mostrando que tais fungos podem ser fontes alimenticias nutritivas, como também servir como alimentos protetores
contra agentes patogénicos. Os extratos poderdo servir provavelmente para o desenvolvimento de produtos
alimentares seguros. No entanto, mais estudos, especialmente testes in vivo, da atividade dos extratos fungicos e
constituintes quimicos isolados dos mesmos sdo necessarios.
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