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Resumo:

Cogumelos como shiitake e eryngi
s&o conhecidos por serem iguarias funcionais
e nutracéuticas. Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar o potencial antibiético
dos extratos brutos hexénicos destes dois
cogumelos comestiveis e de suas
formulacdes de pdes com presenca de 20%
de suas farinhas dos cogumelos. Para isso
foi determinada a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) dos extratos frente a seis
bactérias  patogénicas. Os resultados
revelaram atividade dos extratos dos
cogumelos e das formulagbes de paes frente
a todas as bactérias testadas com menor
CIM de 0,15 mg/mL do extrato de shiitake e
1,25 mg/mL do extrato de pdo com 20% de
shiitake frente a inibicdo da E. cloacae. Este
resultado demonstra que a atividade
observada no cogumelo comestivel shiitake
foi mantida na formulacéo de pdo com 20%
de cogumelo shiitake na forma de farinha,
podendo-se concluir que a aplicacdo de
cogumelo  comestivel em  formulacdo
alimenticia com objetivo de ampliar potencial
bioldgico se faz possivel.
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Introducdo:

O desenvolvimento de  novos
produtos alimenticios com objetivo de

aumentar o valor nutricional e/ou agregar
ingredientes que trazem beneficios para a
saude tem sido a nova tendéncia das
industrias de alimentos. Um dos fatores que
explicam esta circunstancia € a preocupagao
crescente da populacdo com a nutricdo e
saude, bem como as sucessivas descobertas
cientificas sobre as caracteristicas de alguns
alimentos pouco consumidos no Brasil como
qguinoa, amaranto, farinha de banana verde,
entre outros, mas com apelo de alto valor
nutricional e ou funcional.

Dentro deste contexto inserem-se 0s
cogumelos comestiveis. Muito consumidos
na Europa e em paises orientais como China
e Japéo, tem sua importancia crescendo nos
ultimos anos. Atualmente, muitos
pesquisadores consideram 0s cogumelos
como alimentos funcionais e nutracéuticos,
devido ao seu excelente valor nutricional e a
presenca de metabdlicos que podem
desempenhar diversas func¢des bioldgicas,
uma dessas funcdes € a atividade antibi6tica
contra alguns grupos de bactérias (FURLANI
e GODOY, 2005; SOUZA, 2014; MORAES e
COLLA, 2006; PEREIRA, 2014; RAUD,
2008).

Dentre as pesquisas desenvolvidas
com cogumelos existentes, em sua grande
maioria sdo realizadas em paises como
Coréia, China e Japédo, onde o cogumelo é
um alimento de grande consumo e acesso
pela maioria da populacdo. No Brasil, faltam
dados provenientes do desenvolvimento de
pesquisas que possam caracterizar o perfil
dos cogumelos cultivados no pais, j& que
varios estudos evidenciam que diversos
fatores locais exercem influéncia direta na
composicdo de espécies (MATTILA et. al.,



2000; SALES-CAMPOS et. al., 2008; PAULI,
2010).

O interesse da industria por alimentos
gue desempenham atividades biolégicas
também esta relacionado a busca por
alternativas de transformacéo, conservagao e
alteracdo quimica de alimentos. As
mudangas no processamento e a crescente
exigéncia por alimentos mais naturais, com
uma vida util prolongada impulsionam a
pesquisa de novos ingredientes. Estas
caracteristicas podem minimizar o uso de
aditivos quimicos para atrasar a deterioracao
microbiana de alimentos. (FAI et. al., 2008).

Desta forma, o presente estudo
apresentou como objetivo avaliar o potencial
antibiotico de extratos de dois cogumelos
comestiveis conhecidos mundialmente: o
shiitake (Lentinula edodes) e o eryngui
(Pleurotus Eryngi) e de paes de forma com
aplicacdo de farinha de cogumelo frente a
seis espécies de bactérias patogénicas
comumente encontradas em alimentos.

Metodologia:

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Produtos Naturais e
Biotecnologia (LPNBio), da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, campus
Juvino  Oliveira, Itapetinga-BA. Foram
preparadas farinhas dos cogumelos shiitake
e eryngui e utlizadas na producdo de
formulacdes de paes de forma substituindo a
farinha de trigo por farinha dos cogumelos na
proporcdo de 20%. Apds a preparagcdo das
formulagcbes foram preparados extratos
hexanicos das farinhas dos dois cogumelos
testados e de trés formulagbes de pées de
forma: pdo com shiitake (P20S), pdo com
eryngui (P20E) e péo padrdo (PP), sendo
este Ultimo sem substituicdo de farinha de
trigo por farinha de cogumelo.

Os extratos foram preparados por
imersdo em hexano na proporgédo de 700 ml
de solvente para 100g de amostra, em trés
extragBes sucessivas com intervalo de 6h. O
solvente foi concentrado em rota evaporador,
obtendo um rendimento de extrato bruto de
aproximadamente 1g cada.

Os microrganismos utilizados na
técnica de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) foram cepas bacterianas padronizadas
de Enterococcus faecalis (ATCC 31299),
Staphylococcus aureus (ATCC 43300) -

Sa43, S. aureus (ATCC 25921) — SaZ25,
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Enterobacter cloacae (INCOS 006) e Proteus
vulgaris (CBAM 0169); obtidas da Colegéo de
Bactérias da Amazdnia (CBAM) pertencentes
a Fundagé&o Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Para determinar a atividade
antibacteriana (in vitro) dos extratos foi
realizada a técnica de Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) por microdiluicio em caldo
Mueller Hinton Broth, segundo o manual do
Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2003).

As bactérias foram previamente
cultivadas em meio Agar Mueller Hinton,
deixados em sua temperatura Otima para
crescimento (37°C), por 18-24 horas.

Os extratos hexanicos utilizados no
teste de CIM foram diluidos em
Dimetilsulféxido (DMSO) e agua na
proporcao de (40: 60), deixando-os em uma
mesma concentracdo de 10mg/mL. Os
extratos foram esterilizados por filtragdo em
fitros de membrana PES de 0.22 um da
marca Kasvi (Curitiba, Brasil) e usado em
oito diluicbes seriadas (5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,3;
0,15; 0,07 e 0,03mg/mL).

Nos micropocos foram distribuidos 90
ML de caldo com os extratos diluidos nas
concentracbes para a adicdo dos
microrganismos diluidos em solucdo salina
0,9 de acordo a concentracdo padrdo 0,5 da
escala Mc Farland (aproximadamente 1,0 x
10®° UFC/mL). Todos os procedimentos
foram realizados em triplicata. Controles
foram feitos para verificacdo da qualidade do
meio de cultura, do extrato e dos
microrganismos utilizados no teste.

As placas foram incubadas a 37°C/24
horas. Ap6s o periodo de incubagéo, foi
adicionado o corante Rezasurina na
concentracdo de 0,01%, como indicador de
crescimento microbiano. ApOs 24h, todas as
cepas foram re-cultivadas para verificar se a
atividade  bacteriostatica/bactericida.  Os
testes foram feitos em triplicata.

Resultados e Discussao:

A atividade antibiética dos extratos
hexanicos dos cogumelos shiitake e eryngui
e a determinacé&o da atividade
bactericida/bacteriostatica foram avaliadas,
com todos o0s extratos apresentando



capacidade bacteriostatica frente as seis
cepas de bactérias patogénicas testadas,
conforme valores de CIM apresentados na
Tabela 1.

P. vulgaris 2,50 2,5 50
mg/mL | mg/mL | mg/mL

Microrganismos | Ext.Shitake | Ext. Eryngui
E. faecalis 1,25 mg/ml 2,50 mg/ml
S. aureus (Sa43) 1,25 mg/ml 2,50 mg/ml
S. aureus (Sa25) 1,25 mg/ml 2,50 mg/ml
P. aeruginosa 1,25 mg/ml 1,25 mg/ml
E. cloacae 0,15 mg/mi 2,50 mg/ml
P. vulgaris 0,30 mg/ml 2,50 mg/ml

Tabela 1. Valores de CIM dos extratos hexanicos (Ext.)
dos cogumelos shiitake e eryngui frente as bactérias
patogénicas.

A capacidade bacteriostatica dos
extratos foi observada ao inocular material
dos pocos com inibicdo de crescimento dos
microrganismos e constatar crescimento dos
apos 48h de incubacdo, o que caracteriza
efeito bacteriostatico dos extratos e nao
bactericida.

O extrato hexanico do cogumelo
shiitake apresentou seus melhores
resultados frente as bactérias E. cloacae e P.
vulgaris com CIM de 0,15 e 0,30 mg/mL,
respectivamente. O extrato do cogumelo
eryngui apresentou pouca variagdo em seus
resultados com CIM 2,5 mg/ml frente a todas
as bactérias testadas com excecdo a P.
aeruginosa (CIM = 1,25 mg/mL), conforme
descrito acima.

Os resultados obtidos nos testes com
as formulactes de pées contendo farinha de
cogumelo shiitake e eryngui e do pdo sem
farinha de cogumelo revelaram atividade

bacteriostéatica frente todos 0S
microrganismos com variagao da
concentracao, conforme resultados
apresentados na Tabela 2.
Microrganismos | E.P20S | E.P20E E.PP
E. faecalis 2,50 50 25
mg/mL | mg/mL | mg/mL
S .aureus (Sa43) 2,50 50 2,5
mg/mL | mg/mL | mg/mL
S. aureus (Sa25) 2,50 50 2,5
mg/mL | mg/mL | mg/mL
P. aeruginosa 2,50 2,5 25
mg/mL | mg/mL | mg/mL
E. cloacae 1,25 25 5,0
mg/mL | mg/mL | mg/mL

Tabela 2. Valores de CIM dos extratos dos pdes com
adicdo de shitake e eryngui e do pao padréo frente as
bactérias patogénicas.

Legenda: E.P20S — Extrato do p&o de forma com 20%
de farinha de shiitake; E.P20E — Extrato do pao de
forma com 20% de farinha de eryngui; E.PP — Extrato
do péo de forma padréo;

Foi possivel observar capacidade
bacteriostatica nos extratos das formulactes
de paes com e sem farinha de cogumelo.
Esperava-se que o extrato hexénico do pé&o
padrdo (E.PP) ndo apresentasse capacidade
inibitéria de crescimento para as bactérias
patogénicas testadas uma vez que nao
apresentava em sua formulagédo a presenca
do cogumelo comestivel.

O menor valor de CIM observado nos
extratos hexanicos dos cogumelos avaliados
foi associado ao shiitake na inibicdo do
crescimento da E. cloacae (0,15 mg/mL),
sendo mantida a mesma relacdo para o0s
extratos hexanicos dos paes testados, ou
seja, menor valor de CIM para o extrato
hexanico do pdo com 20% de farinha de
shiitake na inibicdo da E. cloacae (1,25
mg/mL).

Mesmo apés o cogumelo de shiitake
desidratado passar pelo processo de
trituracdo, peneiramento em peneiras de 40
mesh, aplicagdo em formulagcdo de péo de
forma com presenca de outros ingredientes,
assamento do pdo com cogumelo, extracao
com solvente hexénico da formulagdo de
pado, concentracdo de solvente em
rotaevaporador com banho-maria a 50 °C
sob vacuo de 600 mmHg, solubilizacdo em
DMSO e aplicacdo no teste CIM com diluigdo
sucessiva ha presenca de caldo para
crescimento de bactéria, observou-se o
melhor resultado de concentrag&o inibitoria
minima frente a mesma bactéria patogénica
E. cloacae. Portanto, p6de-se observar que
parte do potencial da agdo antimicrobiana
observada no cogumelo foi repassada para a
formulacao de pao.

Porém resultados como os valores de
CIM encontrados para os extratos da farinha
de eryngui e da formulagdo de p&o padréo
iguais deixam a duvida se o fator cogumelo
realmente estd influenciando no poder
inibitério de crescimento das cepas testadas.
Assim, mais testes precisam ser adotados no




sentido de comprovar o potencial inibitorio de
farinhas de cogumelos aplicados em
formulacdes da &rea de panificacdo, como
paes de forma.

Trabalhos com formulacbes de péaes
incluindo a farinha do shiitake na literatura
fazem mencdo a atividade antibigtica do
mesmo. Vieira e colaboradores (2016)
avaliaram a atividade antibiética de duas
formulacdes de paes com aplicacdo e sem
aplicacdo de farinha de shiitake e
observaram inibicao bacteriostética frente as
bactérias E. faecalis e S. aureus. Neste
trabalho foi observado um CIM de 1,25
mg/mL do extrato bruto do pdo possuindo a
farinha do shitake frente a uma cepa de S.
aureus e o extrato do pdo sem a adicdo da
farinha nao teve atividade antibiotica,
evidenciando que a presenca de substancias
oriundas do shitake na formulagcdo teve
interferéncia no resultado do teste.

Conclusdes:

Com os resultados dos testes
biolégicos foi possivel concluir que as
farinhas dos cogumelos shitake e eryngui
possuem atividade bacteriostatica, mas nao
foi possivel afirmar que essa atividade foi
mantida quando aplicada farinha dos
cogumelos em formulagéo de pdes com 20%
de substituicéo.
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