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RESUMO

Os fungos produzem uma ampla variedade de metabdlitos secundérios relatados
como fontes promissoras de compostos bioativos e antimicrobianos. Estima-se
que existam cerca de 22.000 espécies de basidiomicetos, mas apenas 5% foram
estudados; a grande maioria € desconhecida do ponto de vista cientifico.
Portanto, os cogumelos tém sido uma fonte de pesquisa e exploracéo
biotecnoldgica. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do
extrato de Psathyrella candolleana frente a microrganismos patogénicos. O
extrato organico foi obtido com acetato de etila, em sistema de Soxhlet, a partir
dos basidiomas secos. Apés a extracdo, o solvente foi eliminado em evaporador
rotatério. Cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada com a fase
movel de cloroférmio: metanol (9:1) para verificar 0s compostos presentes no
extrato. Os testes de atividade antimicrobiana foram conduzidos com quatro
diferentes concentracdes do extrato (1,25; 2,5; 5 e 10 mg/mL) frente as
bactérias Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e levedura Candida albicans, utilizando o método de
difusdo em agar e o teste de bioautografia direta. As placas foram incubadas a
36°C por 24 horas e a atividade antibacteriana foi observada pela formacéo de
halos de inibicdo. Como resultados obtidos na CCD, foi possivel observar a
presenca de seis substancias diferentes visiveis a luz U.V. Quanto a atividade
antimicrobiana, verificou-se que o extrato em acetato de etila ndo inibiu o
crescimento dos cinco microrganismos patogénicos no teste de difusdo em agar
nas concentracfes testadas (1,25; 2,5; 5 e 10 mg/mL). No entanto, quando o
extrato foi utilizado na CCD, separando as substancias presentes, observou-se
gue apenas uma das seis substancias presentes apresentou atividade frente as
cepas de S. aureus e P. aeruginosa no teste de bioautografia direta, indicando
gue estudos complementares devem ser realizados a fim de identificar este
composto visando potenciais aplicacdes biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Produtos naturais, basidiomiceto, metabdlitos secundarios,

atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The fungi produce a wide variety of secondary metabolites reported as promising
sources of bioactive and antimicrobial compounds. It is estimated that there are
about 22,000 species of basidiomycetes, but since only 5% were studied the vast
majority are unknown from a scientific point of view. Therefore, mushrooms have
been a source of research and biotechnology exploration. The purpose of this
paper was to evaluate the antimicrobial activity of Psathyrella candolleana extract
against pathogenic microorganisms. The organic extract was obtained from ethyl
acetate, on Soxhlet System, through dry basidioma. After extraction, the solvent
was removed on a rotary evaporator. A Thin Layer Chromatography (TLC) was
made with mobile phase of chloroform: methanol (9:1) to verify the components
in the extract. The antimicrobial activity tests were conducted with four different
concentrations of the extract (1.25, 2.5, 5 and 10 mg/mL) against bacteria
Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa and yeast Candida albicans, using the agar diffusion method and the
direct bioautography test. The plates were incubated at 36°C for 24 hours and
the antibacterial activity was observed by the formation of inhibition halos. As
obtained results from the TLC, it was possible to observe the presence of six
different substances visible on UV light. As for the antimicrobial activity, the ethyl
acetate extract did not inhibit the growth of the five pathogenic microorganisms in
the agar diffusion test at the tested concentrations (1.25, 2.5, 5 and 10 mg / mL).
However, when the extract was used in the TLC, separating the substances
present, it was observed that only one of the six substances present showed
activity against the strains of S. aureus and P. aeruginosa in the direct
bioautography test, indicating that complementary studies should be carried out
in order to identify this compound for potential biotechnological applications.

Keywords: Natural products, basidiomycete, secondary metabolites,

antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

Os fungos sao seres eucariontes, encontrados como leveduras ou
fungos filamentosos apresentando hifas septadas ou ndo. S&o heterotroficos e
absorvem os compostos organicos pela liberacdo de enzimas. Exemplos de
fungos da classe dos basidiomicetos sdo os cogumelos, que se caracterizam
por serem macroscopicos e saprofitos, ndo possuindo clorofila e desta forma
necessitando realizar a absorcédo de nutrientes do ambiente para sobrevivéncia
(FUKUDA et al., 2009; SOUZA et al., 2016).

Os fungos sédo hoje representados por mais de 120.000 espécies,
porém, o numero aproximado de fungos na natureza pode chegar a 3,8
milhdes. Estima-se que existam cerca de 150.000 espécies de cogumelos e
destas apenas 22.000 s&do conhecidos. Das espécies de cogumelos
conhecidas, somente 5% foram investigadas e, portanto, 7000 espécies ainda
ndo descobertas poderdo ser benéficas para a humanidade (LINDEQUIST et
al., 2005; WASSER, 2010; ALVES et al.,, 2012; HAWKSWORTH;LUCKING,
2017).

Os cogumelos apresentam um grande potencial para a bioprospeccao;
esse fato pode ser observado pela experiéncia no uso etnomedicinal, na
necessidade ecolégica de fungos em produzir metabdlitos secundarios
bioativos e as melhores possibilidades de analises genéticas, farmacoldgicas e
quimicas (LINDEQUIST et al., 2005).

Entre as fontes de produtos naturais, os cogumelos parecem ser
altamente promissores em termos de novas substancias. Nas Ultimas décadas,
compostos foram isolados de basidiomicetos e utilizados como fonte de
atividades antibacterianas, antifingicas e outras atividades biologicas
(BARNECHE et al., 2016).

Na natureza, os cogumelos produzem metabdlitos antibacterianos para
se protegerem contra microrganismos em seu ambiente, sendo esta uma
estratégia de defesa quimica, e a diversidade metabdlica significa que os
macrofungos representam um valioso conjunto de moléculas bioativas
(LIKTOR-BUSA et al., 2016).

Por esse motivo o0s basidiomicetos apresentam capacidade de

producdo de uma variedade de metabolitos, que demonstram atividade
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antibacteriana, antitumoral, antifingica, antioxidante, antiviral, antiparasitaria,
citostatica, anti-hipertensiva, anti-inflamatoria, hipoglicémica, entre outras
propriedades (BRIZUELA et al.,1998; OYETAYO, 2009; ALVES et al., 2012;
DHARMARAJ et al., 2014; KWAK et al., 2015; ELKHATEEB et al., 2018).

A atividade antimicrobiana dos cogumelos pode ser atribuida a
presenca de varios metabdlitos secundéarios bioativos, fenois, flavonoides,
acidos galicos, sesquiterpenos, terpenos, esteroides e antraquinonas
(RAMESH; PATTAR, 2010; BALA et al., 2011b; ALVES et al.,, 2012).
Considerando a ampla biodiversidade dos cogumelos, estes poderiam
facilmente tornar-se acessiveis fontes de compostos antimicrobianos
(RAMESH; PATTAR, 2010; BALA et al., 2011a; GYAWALI; IBRAHIM, 2014).

Entre os compostos produzidos pelos cogumelos, os antibioticos
representam um importante grupo de metabdlitos com diferentes padrdes
moleculares utilizados para tratar varias doencas causadas por
microrganismos, incluindo bactérias multirresistentes (CASTILLO et al., 2017).
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do
cogumelo Psathyrella candolleana frente a bactérias e uma levedura de

importancia clinica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FUNGOS BASIDIOMICETOS E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os cogumelos pertencem ao filo Basidiomycota e possuem alto valor
medicinal. Estudos mostram que compostos extraidos de diferentes espécies
apresentam uma ampla fonte de moléculas bioativas e, portanto, os cogumelos
possuem importancia para uma gama de novos produtos farmacéuticos. Eles
apresentam um grande potencial terapéutico devido a atividade antimicrobiana
contra varios patdogenos (FAN, 2006; WASSER, 2010; BALA et al., 2011b;
KWAK et al., 2015).

Os macrofungos apresentam atividades bioldgicas potenciais, tais
como propriedades antioxidantes, imunomoduladoras, cardiovasculares,
protetoras do figado, antifibréticas, antiinflamatdrias, antidiabéticas, antivirais,
antimicrobianas, anti-hepatotoxicas, cardiotdnicas, antialérgicas, redutoras de
colesterol e antitumorais (ALVES et al., 2012; GAUR; RAO, 2017).

Extratos de cogumelos e seus acidos fendlicos foram testados quanto a
atividade antimicrobiana demonstrando propriedades antibacterianas e
antifingicas (HELENO et al., 2015). Alguns basidiomicetos como Lentinula
edodes, Ganoderma lucidum e Grifola frondosa apresentam potencial na
medicina e sdo conhecidos por exibir atividades antibacterianas e antifingicas
(IWALOKUN et al., 2007).

O uso de produtos naturais tem sido sucedido na descoberta de novos
medicamentos, e o0s cogumelos sdo fontes de potenciais agentes
antimicrobianos naturais. Os metabolitos bioativos dos cogumelos podem ser
produzidos industrialmente ou cultivo submerso em biorreatores, mas a
eficiéncia depende da possibilidade de desenvolver um procedimento
tecnoldgico adaptado a cepa usada (VAMANU et al., 2011; ALVES et al., 2012;
HELENO et al., 2015; APPIAH et al., 2017).

Na busca por uma explicagdo para 0s vastos usos medicinais,
diferentes estudos de bioatividade foram conduzidos utilizando extratos brutos
de Pleurotus ostreatus. O extrato de éter de petrdleo de P. ostreatus mostrou
exibir altos valores de inibicdo de crescimento contra bactérias e fungos.

Andlises micoquimicas deste extrato revelaram altas concentracbes de
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terpenoides e fenois, 0s quais foram considerados responsaveis pelas
atividades (IWALOKUN et al., 2007; COSTA et al., 2018).

Dharmaraj et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana de
Pleurotus djamor, Agaricus bisporus e Ganoderma tsugae usando cepas de
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os compostos foram extraidos
com acetona e dimetilsulféxido e todos os extratos relataram atividade
antibacteriana contra os patdégenos.

Smania et al. (2007) avaliaram a atividade antifungica e antibacteriana
de Ganoderma australe. Entre as cerca de 250 espécies pertencentes ao
género Ganoderma, G. lucidum € a mais estudada devido ao seu grande
interesse medicinal. Desta espécie, triterpenoides foram descritos e muitos
deles apresentaram alguma atividade bioldgica.

Variedades de extratos de macrofungos australianos foram testadas
contra bactérias Gram-positivas (B. cereus, L. monocytogenes) e bactérias
Gram-negativas (P. aeruginosa, A. baumannii). Os extratos etandlicos de todos
os macrofungos testados inibiram o crescimento de um ou mais destes
patégenos indicando como fonte potencial de antimicrobianos (BALA et al.,
2011b).

Hirasawa e colaboradores (1999) demonstraram a atividade do fungo
Lentinus edodes sobre bactérias da cavidade oral, mas néo inibiram o
crescimento de Escherichia spp., Staphylococcus spp. e Candida spp isoladas
de outras regides do corpo humano.

O potencial do micélio de dez espécies de cogumelos selvagens a
serem usados como uma boa fonte de antibiéticos naturais e antioxidantes foi
previamente reatado por Kalyoncu e colaboradores (2010).

Extratos metanolicos de seis cogumelos silvestres comestiveis foram
avaliados e as espécies Lycoperdon perlatum, Clavaria vermiculris, Marasmius
oreades, Pleurotus pulmonarius, exibiram varios graus de efeitos
antimicrobianos contra os microrganismos testados (RAMESHI E PATTAR,
2010).
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2.2 AGENTES ANTIMICROBIANOS

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos que inibem o
crescimento ou causam a morte de fungos ou bactérias. S&o classificados
como bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos,
quando promovem a inibicdo do crescimento microbiano (GUIMARAES et al.,
2010).

Grande parte dos farmacos de fungos séo derivados de ascomicetos
como exemplo Penicillium e Aspergillus, em um contexto industrial uma menor
parte sdo obtidos de basidiomicetos (BALA et al., 2011a).

A penicilina foi o primeiro metabdlito fungico descoberto acidentalmente
guando Alexander Fleming, em 1929, observou que placas de cultura de
Staphylococcus foram contaminadas por um fungo presente no ar identificado
como Penicillium rubens causando a lise da colénia (HOUBRAKEN et al.,
2011).

Vérias espécies de macrofungos foram investigados como fonte de
substancias inibitérias resultando na identificacdo de pleuromutilina um
antibiotico isolado pelo fungo Pleurotus mutilus (KAVANAGH et al., 1951),
utilizado para o tratamento de infec¢cdes causadas por micoplasma em animais
(BRIZUELA et al., 1998).

Mas apesar do grande espectro de produtos farmacéuticos
antimicrobianos, os medicamentos enfrentam desafios na cura dessas doencas
(LIKTOR-BUSA et al.,, 2016). A evolucdo da resisténcia bacteriana aos
antibioticos € um fenbmeno natural resultado da pressao seletiva exercida pelo
uso de antibidticos. Porém, o uso inadequado de antibioticos, doses incorretas,
automedicacao, ou quando obtidos na farmacia sem prescricdo médica podem
influenciar na resisténcia bacteriana. (LIMA et al., 2016; LOUREIRO et al.,
2016). Antes mesmo do advento da resisténcia ja havia um interesse
consideravel em investigacdes dos produtos ativos dos cogumelos (LIMA et al.,
2016).

Nas Ultimas décadas varios microrganismos patogénicos
desenvolveram multirresisténcia aos antibidticos, infecgbes por isolados de
Candida spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas spp.,

Helicobacter pylori, Streptococcus spp. Desta forma, ha interesse na busca de
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substéncias derivadas de fontes alternativas e de novos mecanismos de acéo
para tratamento das doencas causadas por esses microrganismos (ROSA et
al., 2003; ALVES et al., 2012; DOGAN et al., 2013; BONIFACIO et al., 2014).

A candidiase é uma micose causada por leveduras do género Candida,
sendo a espécie C. albicans seu agente etiologico mais frequente e pacientes
portadores de doencas como diabetes mellitus, leucemia e AIDS possuem
maiores riscos de infec¢des fangicas. A frequéncia de candidiase aumentou
dez vezes, de forma que C. albicans se tornou o quarto isolado de cultura mais
comum. E a espécie mais frequentemente descrita em casos de infeccdes
hospitalares em diversos paises (GRUPTE et al., 2002; LIMA et al., 2006;
ALTHAUS et al., 2015).

A resisténcia antibacteriana ameaca a prevencdo e tratamento de
varias infec¢cbes induzidas por microrganismos como, por exemplo,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Escherichia coli
multirresistente; sendo ameacas sérias para a saude publica. Cada classe de
antibiotico € cada vez mais comprometida por resisténcia, assim como muitos
antifingicos (WOOLHOUSE 2014; NOWACKA et al., 2015).

Diversos motivos justificam a necessidade de estudar novos agentes
antimicrobianos: as doencas infecciosas sdo a segunda maior causa de
mortalidade do mundo; o aumento da resisténcia microbiana especialmente em
ambientes hospitalares; o decréscimo constante observado no nimero total de
novos agentes antimicrobianos (GUIMARAES et al., 2010). Assim, sdo
imprescindivel que sejam incrementadas pesquisas que direcionam a obtencéo
de novos compostos antimicrobianos.

Nos ultimos anos o aparecimento e disseminacdo de patégenos
resistentes aumentaram substancialmente, no mesmo periodo em que o
desenvolvimento de novos antibiéticos diminui de forma alarmante (CHARLES;
GRAYSON 2004).

Existe uma necessidade constante de novos farmacos antibacterianos
devido ao inevitavel desenvolvimento de resisténcia. Cada antibidtico que €
introduzido no uso clinico tem uma vida util limitada, pois seleciona bactérias
gue tém algum mecanismo de resisténcia intrinseco ou adquirido. A resisténcia
desenvolveu-se para todas as classes principais de antibidticos, tanto naturais
como sintéticos (WALSH, 2003).
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Portanto, ndo é surpreendente que compostos antimicrobianos com
atividades diferenciadas possam ser isolados de muitos cogumelos e que
possam ser benéficos para humanos. De especial interesse sdo compostos
com atividades contra cepas bacterianas multirresistentes (LINDEQUIST et al.,
2005).

2.3 GENERO Psathyrella

O género Psathyrella consiste de 400 a 600 espécies de cogumelos e
inclui espécies com basidiomas finos e frageis. E distribuido em todo o mundo
e compreende uma diversidade extrema de espécies. A maioria das espécies
tem sido descrita na Europa e América do Norte, mas muitas foram relatadas
na Africa, Australia, China, india, Jap&do, México e Sri Lanka (PADAMSEE et
al., 2008; VASUTOVA et al., 2008; AL-HABIB et al., 2014; MORENO et al.,
2015; ORSTADIUS et al., 2015; ERASLAN; GULER, 2017). A filogenia mais
robusta e abrangente publicada até o momento mostra que as espécies
tradicionalmente designadas para Psathyrella pertencem a pelo menos 12
diferentes clados (MORENO et al., 2015).

Com habitos saprotréficos, a maioria ocorre no solo, grama ou na
madeira; no entanto, alguns deles crescem em esterco de varios animais, como
vaca, cavalo e javali, ou parasitando outros fungos (LARSSON E ORSTADIUS,
2008; NAGY et al., 2013).

Apresentam manchas escuras e sao similares aos géneros Coprinellus,
Coprinopsis e Panaeolus. O discernimento entre Psathyrella e Panaeolus
sempre foi confuso mesmo antes dos estudos contemporaneos de DNA. As
espécies de Psathyrella geralmente requerem identificagdo microscopica
cuidadosa (LARSSON E ORSTADIUS, 2008; ERASLAN; GULER, 2017).

Cogumelos da espécie Psathyrella candolleana sdo muito comuns,
podem crescer solitarios ou em grandes quantidades, agregados. Possuem
estrutura fragil e basidiomas marrons. Pertencente ao filo Basidiomycota,
ordem Agaricales e familia Psathyrellaceae (CORTEZ; FERREIRA, 2015).

Conhecida por possuir propriedades medicinais com potencial para uso

como cogumelo medicinal na sadde humana e veterinaria. E uma espécie
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comum encontrada em florestas naturais, parques e jardins e € conhecida por
ocorrer na Europa, Asia, Africa e América do Norte (AL-HABIB et al., 2014).

Algumas das espécies sdo cogumelos comestiveis bem conhecidos,
como Psathyrella hymenocephala que € usado como especiaria no Haiti
(NAGY et al., 2013).

Nos estudos de Ayodele e Idoko (2011), os filtrados da cultura de
Psathyrella atroumbonata foram eficazes contra cepas das bactérias
Escherichia coli, Staphylococcus aureus. Propriedades antifUngicas de
Psathyrella candolleana e P. spadiceaogrisea contra espécies patogénicas de
Aspergillus foram estudadas (ERASLAN; GULER, 2017).

O consumo regular de Psathyrella tuberculata pode prevenir a
hipertenséo arterial e doencas cardiovasculares, possuem compostos ricos em
antioxidantes, minerais, proteinas e baixo teor de gordura (ATCHIBRI et al.,
2017).

Wasser (2002) relatou 182 géneros (incluindo Psathyrella) de espécies
com polissacarideos antitumorais ou imunoestimulantes. Bala e colaboradores
(2011) avaliaram macrofungos incluindo Psathyrella sp. como fonte de
potencial antimicrobiano. Reinoso e colaboradores (2013) investigaram 0s
extratos bioativos e seus constituintes quimicos obtidos a partir da fermentacéo
de seis linhagens de fungos saprofitos incluindo (Psathyrella sp.) com atividade
antibacteriana.

Estudos avaliaram a atividade citotoxica de cogumelos nativos
australianos Psathyrella contra uma variedade de linhas celulares de céancer
(BEATTIE et al.,, 2011). Estudos relataram atividade antibacteriana de
Psathyrella candolleana contra véarias bactérias Bacillus cereus, B. subtilis,

Staphylococcus aureus e a levedura Candida albicans (AL-HABIB et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato bruto de Psathyrella

candolleana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica pelo método de difusdo em
agar;

- Analisar as substancias presentes no extrato através de cromatografia em
camada delgada;

- Avaliar a atividade antibacteriana das substancias isoladas pelo método de

bioautografia direta.
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4 MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Micologia
Aplicada e Plantas Medicinais do Departamento de Ciéncias Agrondmicas, da

Universidade Federal do Parana — Setor Palotina.

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Coleta da Amostra

Os cogumelos foram coletados na cidade de Palotina em outubro de
2017 e a identificacdo da espécie Psathyrella candolleana foi realizada pelo
Prof. Dr. Vagner G. Cortez. As amostras foram secas em estufa a 40°C por trés
dias e armazenadas no freezer até 0 momento da preparacdo do extrato. Uma

amostra da espécie foi depositada no herbario da Universidade.

4.1.2 Microrganismos empregados nos testes

A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando duas bactérias Gram
positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Bacilus cereus ATCC 11778)
e duas Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853) e a levedura (Candida albicans ATCC 10231) como

microrganismos alvo.

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo do extrato fungico
Inicialmente, 39 g do cogumelo seco foram trituradas obtendo um poé
para um melhor contato com o solvente e disposto em sacos de papel filtro

para extracao.

4.2.2 Extragdo soxhlet

A extracdo das substéncias de Psathyrella candolleana ocorreu em
sistema de Soxhlet, durante oito horas, utilizando 800 mL de solvente orgéanico
acetato de etila. Durante o processo, o0 solvente foi aquecido até sua
temperatura de ebulicdo por uma manta. O extrato obtido foi armazenado em
geladeira até o processo de evaporacgéo do solvente.
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4.2.3 Eliminag&o do solvente
O extrato bruto resultante foi concentrado utilizando um evaporador
rotativo a 45°C e baixa pressao, sob rotacdo de 100 rpm. Todo o solvente foi

evaporado e o extrato bruto foi armazenado na geladeira.

4.2.4 Preparo dos meios de cultura

O meio de cultura utilizado para o repique dos microrganismos foi agar
Mueller-Hinton esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121 °C e 1 atm.
Posteriormente, em capela de fluxo laminar, foram vertidos com 25 mL de meio
em cada placa de Petri esterilizada. Foi utilizado o caldo de infusdo de cérebro

e coracao BHI (Brain heart infusion) para o teste de bioautografia.

4.2.5 Preparo do inéculo microbiano

As cepas bacterianas foram cultivadas em agar Mueller-Hinton e, com
o auxilio de uma alca, foram adicionadas em 5 mL de solucdo salina estéril
(NaCl 0,9%) para formar uma suspensao microbiana, e ajustado para a
turbidez do padrdo 0,5 de MacFarland (1. 108 UFC/mL). Em seguida um swab
estéril foi mergulhado na suspensao, girado varias vezes e apertado contra a
parede interna do frasco acima do liquido para a retirada de excesso do
indculo. A partir da suspensao dos patégenos e com o auxilio do swab foram
semeados na superficie do meio nutritivo agar Mueller-Hinton em duas

direcBes, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do in6culo.

4.2.6 Teste de difusdo em agar

Inicialmente, para a solubilizacdo do extrato bruto (10 mg) foram
utilizadas 5 gotas do solvente dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida foram
realizadas diluicbes seriadas com agua destilada estéril partindo da
concentracéo inicial de 10 mg/mL e assim foram obtidos os extratos nas
concentracOes de: 5; 2,5 e 1,25 mg/mL. Em cada placa contendo agar Mueller-
Hinton, foram feitos 6 pocos de 7mm de diametro usando um perfurador estéril
para a adicao das diferentes concentragdes do extrato. Como controle positivo
foi usado gentamicina (para as bactérias) e nistatina (para a levedura) e como

controle negativo foi utilizado agua destilada. As concentracdes do extrato e 0s
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controles (40 pL) foram distribuidos nos pogos e as placas foram incubadas
durante 24 horas a 36°C. A leitura foi efetuada medindo o halo de inibicdo de
crescimento ao redor de cada poco. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.2.7 Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato bruto foi analisado por CCD, utilizando cromatoplacas de
silica gel (Macherey-Nagel®, G/UV254) como fase estacionaria. O extrato
fungico foi diluido em acetona e com o auxilio de um capilar foi aplicado em um
ponto da placa de silica gel. A eluigdo foi realizada usando um sistema de
solventes fase mével cloroformio e metanol (9:1). As placas foram observadas
sob a luz ultravioleta (UV), reveladas com vapores de iodo e utilizadas nos

testes de bioautografia direta.

4.2.8 Bioautografia direta

Os microrganismos patogénicos inoculados em caldo de infusdo de
cérebro e coragcdo BHI foram vertidos em placa de Petri estéril. As
cromatoplacas (CCD) foram imersas durante 10 segundos na suspensao, apos
as placas cromatograficas foram transferidas para outras placas de Petri
esterilizadas e adicionado algodao umido; sendo incubadas a 36°C durante 24
horas. Para a revelacdo do teste de bioautografia foi utilizada uma solucéo de
cloreto de azul de nitrotetrazdlio (NBT) preparado com 30 mg e 12 mL de
etanol 70%. ApGs o periodo de incubacao a revelacdo foi realizada borrifando a
solucéo e incubando a 36°C durante 4 horas para a observacao da atividade

antimicrobiana.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto em acetato de etila obtido dos basidiomas secos da
espécie Psathyrella candolleana ndo apresentou atividade antimicrobiana nos
testes de difusdo em agar frente aos microrganismos patogénicos. Os
resultados obtidos s&o mostrados na Figura 1. Ao redor das concentragdes
utilizadas néo verificou-se halos de inibi¢do do crescimento.

FIGURA 1- TESTE DE DIFUSAO EM AGAR DO EXTRATO BRUTO OBTIDO COM ACETATO
DE ETILA DOS BASIDIOMAS DE Psathyrella candolleana.

A: Bacillus cereus; B: Candida albicans; C: Escherichia coli; D: Pseudomonas aeruginosa; E:
Staphylococcus aureus; P: Controle positivo; N: Controle negativo; 1: 10,0 mg/mL; 2: 5,0
mg/mL; 3: 2,5 mg/mL; 4: 1,2 mg/mL.

FONTE: O autor (2018).

No estudo feito por Rosenberger (2018) o teste de difusdo em &agar
utilizando o extrato metandlico de Psathyrella candolleana mostrou atividade
contra a levedura Candida albicans. O extrato do cogumelo na concentracéo de
10 mg/mL inibiu o crescimento da levedura e apresentou um halo de inibicdo
de 3,8 mm, mostrando-se moderadamente sensivel. Por outro lado, néo inibiu
crescimento de B. cereus, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.
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Reinoso et al. (2013) avaliaram o caldo de cultura de Psathyrella sp.,
com extracdo por acetato de etila e apresentou atividade antibacteriana (pelo
teste de difusdo em &gar) em relagdo a B. subtilis (19 mm) e E. faecalis (16
mm), mas nao inibiu crescimento de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.

O extrato de Psathyrella sp. extraido com hexano, etanol e agua foi
utilizado um procedimento de microplaca de 96 pocos com alto rendimento.
Observou-se que 0 extrato em hexano apresentou a maior atividade
antimicrobiana contra E. coli (BALA et al., 2011a).

O extrato de Psathyrella sp. foi avaliado utilizando um procedimento de
microplaca de 96 pocos com alto rendimento. Extraindo os metabdlitos com
hexano, etanol e &gua, o extrato de hexano exibiu maior atividade
antimicrobiana contra E. coli (BALA et al., 2011a).

Em outro estudo, o extrato metandlico de P. atroumbonata mostrou
ampla zona de inibicdo contra E. coli, mas ndo apresentou atividade antifingica
contra C. albicans (JONATHAN et al., 2008).

Extrato de etanol de Psathyrella sp. foi eficaz na inibicdo dos
patdgenos testados apresentando atividade antibacteriana contra B. cereus e
P. aeruginosa e antifungica contra G. candidum e S. cerevisiae ha
concentracdo de 10 mg/mL. Outras espécies deste género coletados na Nigéria
e na Espanha foram relatados com atividade antibacteriana e antifingica
(BALA et al., 2011b).

Eraslan e Gulan (2017) investigaram o potencial antifingico de
Psathyrella candolleana e P. spadiceogrisea contra (Aspergillus niger e A.
versicolor). Etanol e metanol foram utilizados como solventes, no teste de disco
difusdo e o efeito antifingico de ambos os extratos de P. candolleana contra
ambas as espécies de Aspergillus ndo foi observado. A atividade antifungica foi
determinada com o extrato de P. spadiceogrisea exibindo halos de 20 mm
contra A. niger e 17 mm contra A. versicolor.

Observando estas informacdes, um aspecto a ser ressaltado € na
escolha do solvente, sendo fundamental para a obtencéo dos extratos (FILHO;
YUNES, 1998). Observou-se que 0 extrato metanodlico apresentou atividade
frente a C. albicans (Rosenberger, 2018), mas o extrato em acetato de etila ndo

apresentou tal atividade. Este fato se deve a diferenca de polaridade dos
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extratos; sendo que o solvente metanol apresenta maior polaridade e pode ter
extraido um nimero maior de substancias bioativas.

O extrato foi utilizado para os testes bioautograficos utilizando como
fase movel os solventes cloroformio e metanol (9:1). A fase movel separou as
substancias presentes no extrato de Psathyrella candolleana (Figura 2 A) que
foram visiveis a luz UV. Em uma das substancias separadas pela CCD, foi
visualizado halo de inibicdo apresentando atividade antibacteriana frente
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa como mostrado em
destaque na Figura 2 B e C respectivamente.

FIGURA 2- CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA E BIOAUTOGRAFIA DIRETA DO
EXTRATO BRUTO OBTIDO COM ACETATO DE ETILA DOS BASIDIOMAS DE
Psathyrella candolleana NA FASE MOVEL DE CLOROFORMIO:METANOL (9:1)

A:Visualizacdo das bandas na luz UV; B: Bioautograma contra S. aureus; C: Bioautograma
contra P. aeruginosa.

FONTE: O autor (2018).

Desta forma, foi observado que o extrato bruto ndo apresentou
atividade frente aos microrganismos testados, no entanto uma substancia

isolada deste extrato mostrou-se ativa frente a duas bactérias: S. aureus e P.
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aeruginosa. A substancia responsavel por essa atividade teve fator de retencéo
(Rf) de 0,58.

No estudo feito por Rosenberger (2018) o extrato metandlico de
Psathyrella sp. utilizando a fase mével acetato de etila e hexano (1:1) para a
bioautografia em (CCD) mostrou atividade inibitéria contra S. aureus. Para E.
coli, B. cereus e P. aeruginosa os testes bioautograficos ndo detectaram
nenhuma substancia. Para o bioautograma nao corrido de P. aeruginosa, o
extrato de P. candolleana apresentou atividade antibacteriana.

Em outro estudo realizado por Valgas et al. (2007) o extrato de
Ganoderma anulare utilizando fase moével com etanol: diclorometano (8:2) para
o teste de bioautografia direta apresentou atividade antibacteriana frente as
cepas S. aureus e E.coli.

O extrato de Ganoderma resinaceum extraido com acetato de etila
mostrou atividade antimicrobiana contra Xanthomonas vesicatoria, Aspergillus
oryzae, Penicillium expansum e Botrytis cinerea no teste de bioautografia
(BARNECHE et al., 2016).

A bioautografia € uma técnica eficiente sendo um método simples e
economicamente viavel, proporciona deteccdo de compostos com atividade
bioldgica apds separacdo cromatografica. Nao foram encontrados estudos na
literatura utilizando bioautogramas a partir de extratos de Psathyrella
candolleana. Sendo este um dos primeiros estudos, reforcando a importancia

de identificar a substancia que apresentou atividade antibacteriana.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, o extrato em acetato de etila pelo
teste de difusdo em agar néo inibiu o crescimento dos patégenos. Enquanto no
teste de bioautografia direta, uma das substancias isoladas apresentou halo de
inibicdo e, portanto, mostrou atividade antibacteriana frente as cepas de S.
aureus e P. aeruginosa. Os resultados obtidos neste trabalho devem ser
complementados em trabalhos futuros, no sentido de estudar e elucidar a
estrutura da substancia que apresentou atividade antibacteriana.

e Deve-se continuar as pesquisas para otimizacdo do extrato fungico,
sendo necessarios estudos adicionais para determinar a melhor
condicdo para a extracdo destes compostos;

e E utilizacdo de outras metodologias para avaliacdo da atividade
antimicrobiana, tendo em vista que os basidiomicetos tém sido fonte de

exploracéo biotecnolégica.
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