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RESUMO

Lentinus citrinus, cogumelo comestivel, vem sendo investigado em relagdo as suas
propriedades biologicas, ou seja, que atuam de modo a fornecer protecdo adjuvante ao
organismo, a fim de evitar infeccdes e outros processos lesivos. Tais propriedades tém sido
comprovadas em trabalhos utilizando cogumelos comestiveis do mesmo género. Devido a
biodisponibilidade desse cogumelo em regides tropicais e a necessidade de pesquisas que
visem determinar o potencial bioldgico, este trabalho teve como objetivo detectar a
propriedade antimicrobiana de Lentinus citrinus cultivado em residuo agroflorestal amazonico
frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Mycobacterium smegmatis e Candida
albicans. Da biomassa desidratada de L. citrinus, os compostos bioativos foram extraidos em
metanol/acetona 2:1 (v/v) e acetato de etila (10 mL) por sete dias. O extrato metanol/acetona e
acetato de etila ao término do processo de maceracdo foram filtrados em papel de filtro, apds
concentracdo foram analisados por cromatografia de camada delgada (CCD). Posterior a esse
procedimento, o0 extrato metanol/acetona foi submetido a fracionamento em coluna
cromatografica. Para as andlises bioautograficas, os microrganismos-teste foram cultivados
em meios seletivos e nesses cultivos foi preparada suspensdo celular semelhante a coluna de
MacFarland n° 1. De cada suspensédo foi retirado 500 uL para ser homogeneizado em agar
Mdeller-Hinton (bactérias) ou agar Sabouraud (leveduras), juntamente com o revelador TCC-
cloreto de trifeniltetrazoliun 1% (p/v). Essa mistura foi adicionada no cromatograma, que foi
mantido em camara Umida, a 37 °C por 24 horas (bactérias) e 72 horas (levedura). Os
resultados mostraram que da biomassa de Lentinus citrinus foram observados sete
biocompostos, dentre os quais, os Rfs de dois corresponderam a 0,37 - 0,69 e dos demais 0,38 -
0,50 — 0,60 - 0,65 - 0,75. Destes, os compostos de Rf 0,38 e 0,60 formaram halo de inibigéo
frente a Mycobacterium smegmatis e os de Rf 0,38 e 0,65 frente a Staphylococcus aureus.
Este estudo demonstra a presenca de compostos com atividade antimicrobiana na biomassa de
L. citrinus produzido em residuos da Amazonia.

Palavras-chave: Lentinus citrinus, atividade antimicrobiana, bioautografia.
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1. INTRODUCAO

Os cogumelos comestiveis representam um dos maiores recursos inexplorados como
novas fontes de biocompostos para a promo¢do da saude do homem, por isso séo
considerados alimentos nutracéuticos ou funcionais fisiologicos. Diversos estudos citam que a
biomassa e/ou principio ativo oriundo de espécies de cogumelos tem atividade antitumoral,
anticarcinogénico, antiviral, antiinflamatorio, hipoglicemiante, hipocolesterolémico,
hipotensivo, entre outros (BARROS et al., 2007; FURLANI; GODOY, 2005; FORTES;
NOVAES, 2006).

Furlani e Godoy (2005) citam que shiitake (Lentinus edodes) fortifica e restaura o
organismo, por isso vem sendo indicado para o tratamento de enfermidades que envolvam o
enfraguecimento do sistema imune. Outra espécie de importancia medicinal e terapéutica, o
Agaricus blazei, descoberta no Brasil estd sendo utilizado na forma de céapsulas, chés e
também como alimento para prevenc¢do de cancer, doencas do aparelho circulatério, digestivo

e urindrio, dentre outros.

Ainda com relagdo a importancia medicinal, ensaios clinicos tém comprovado a agdo
benéfica dos cogumelos na terapia adjuvante dos pacientes com cancer. Ruwei et al. (2001),
citado por Taveira e Novais (2007), demonstrou que uma mistura de seis extratos de
cogumelos, contendo diferentes subtipos de B- glucanos, foram capazes de promover a
secrecao de imunoglobulina A (IgA), além de aumentar a atividade de mondcitos e das células
natural killer em pacientes com cancer que estavam sob tratamento com quimioterapia e/ou

radioterapia.

Somado aos efeitos terapéuticos da biomassa de cogumelos, varias substancias ja foram
identificadas, como a lentinana (polissacarideo), potencializador do sistema imune; lentionina,
composto sulfurado, com a¢do antibacteriana e antifingica e o dimetilsulfonil, metildissulfito
(derivado de lentionina) que tém forte acdo inibitoria contra Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis e Escherichia coli (HATVANI, 2001). Suay et al. (2000) descreve também a atividade

pleuromutilina no tratamento de patologia causada por micoplasma em gatos.

L. citrinus Walleyn & Rammeloo é outra espécie que esta atraindo a atengdo para estudos
cientificos devido as suas propriedades medicinais e por tratar-se de cogumelo comestivel,

inclusive, tem ocorréncia em regido de clima tropical e subtropical e ja foi identificado na



Regido do Nordeste brasileiro e estd sendo produzido em residuo agro-florestal em Manaus,

no Estado do Amazonas.

A importancia dos cogumelos comestiveis e a disponibilidade da biomassa de Lentinus
citrinus justificam a realizacdo deste estudo com a finalidade de se detectar compostos com
atividade antimicrobiana frente a Candida albicans DPUA 1340, Staphylococcus aureus CCT
1352, Escherichia coli CCT 0547 e Mycobacterium smegmatis PDUFPE- 71.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a atividade antimicrobiana dos basidiomas de Lentinus citrinus DPUA

1535 contra bactérias e Candida albicans.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a atividade antimicrobiana do extrato bruto dos basidiomas de Lentinus
citrinus por bioautografia contra Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Mycobacterium smegmatis.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisao visa abordar aspectos relacionados ao cogumelo comestivel Lentinus citrinus
e sua atividade antimicrobiana, com énfase nos estudos referentes a identificacdo de

compostos bioativos por técnica de Bioautografia.

De acordo com Orijel et al. (2009), mais de 3000 espécies de cogumelos sdo consumidos
mundialmente e destas mais de 100 revelaram ter efeito benéficos no tratamento do cancer e
de outras doencas crbnicas. Além disso, Barros et al. (2007) faz referéncia a importancia
medicinal dos cogumelos devido ao potencial antimicrobiano, citando que Lentinus edodes foi
capaz de induzir uma melhor resposta imune frente a infeccdes bacterianas e virais, e que,
Laetiporus sulphureus apresentou importante atividade antioxidante e antimicrobiana devido
a presenca de flavonoides e compostos fendlicos em sua constituicdo. Esse potencial
terapéutico pode explicar o crescente estudo na busca de substancias capazes de inibir o

crescimento microbiano.

Barros et al. (2007) destaca também a importancia dos basidiomicetos como fonte de
metabdlitos secundarios, a exemplo dos sesquiterpendides, flavondides e fendis que possuem
propriedades antibidtica e antifungica. Shittu et al. (2005) relata também que os nlcleosideos
sdo destacados como compostos com alto grau de atividade frente a Mycobacterium
smegmatis, além dos poliacetilenos, estes, por sua vez, mais amplamente caracterizados por
apresentar mais de 50 compostos insaturados com atividade antimicrobiana isolada a partir de

espécies de Cortinellus, Daedalea, Marasmius, Pleurotus, Polyporus, Russula entre outros.

Em outros estudos, Barros et al. (2007) cita que o extrato obtido do micélio de
Leucopaxillus giganteus, cogumelo encontrado no noroeste de Portugal demonstrou atividade
frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, apresentando atividade seletiva frente a
amostras de bactérias Gram- positivas, sendo o Staphylococcus aureus, 0 microrganismo mais

suscetivel entre elas.

Além disso, Suay et al. (2000), ressalta que entre 204 cogumelos analisados, mais de 109
espécies apresentaram atividade antimicrobiana frente a patdgenos humanos, com predominio

da atividade antibacteriana sobre a antifungica.

Com relacéo aos cogumelos do género Lentinus convem destacar espécies como Lentinus

edodes, o shiitake, um alimento funcional, o qual, recentemente, estd sendo ferramenta de



pesquisas extensivas a cerca de compostos com atividade farmacoterapéutica, ou seja, com
atividade antitumoral, anti-carcinogénica, antiviral, hipotensora e hipocolesterolémica
(ISHIKAWA et al., 2001). De Lentinus critinis isolaram dois tipos de sesquiterpendides com
atividade antimicrobiana. Enquanto, no mesmo trabalho foi relatado o isolamento de trés
agentes antifangicos obtidos de Trametes pubesceris e Ganoderma lucidum. (SHITTU et al.,
2006).

Consta na literatura que diversas técnicas sdo utilizadas para a detec¢do de atividade
antimicrobiana e/ou a localizagdo dos constituintes bioativos, como difusdo em agar, em disco
de papel e bioautografia, respectivamente (ISHIKAWA et al., 2000; SHITTU et al., 2006;
YALTIRAK et al., 2009). Shittu et al. (2006) descreve que a técnica de bioautografia
combina cromatografia com bioensaio in situ a qual permite obter, diferente das demais
técnicas qualitativas, a localizacdo do constituinte ativo através da determinagdo do Rf

(Retention factor).

Cromatografia em Camada Delgada (CCD), um método de adsorcao solido- liquido, no
qual a fase mdvel é geralmente um sistema de solventes e a fase estacionaria, um adsorvente
solido como a silica gel. A solucdo aquosa de cloreto de trifeniltetrazoliun (TCC) quando
utilizado em bioautografia tem a finalidade de evidenciar o halo de inibicdo, permitindo
detectar a atividade antimicrobiana frente aos microrganismos-teste (SHITTU et al., 2006).

Segundo Moraes et al. (2002) e Peres (2002), a cromatografia pode ser utilizada para a
identificacdo de compostos, por comparacdo de padrbes pré existentes, para a purificacdo de
compostos, separando-se 0s componentes indesejaveis e para a separacdo de componentes de
uma mistura. Além disso, no trabalho de Shittu et al. (2006), a utilizacdo da técnica
bioautografica mostrou-se comprovadamente eficaz ao determinar a presenca de substancias
com atividade antimicrobiana frente a Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, utilizando os
extratos de dois cogumelos selvagens, Pycnoporus cinnabarinus e Russula sp., apresentando
como sistemas extrativos, fracbes de metanol/acetona 1:2 (v/v) e acetato de etila em volume

equivalente (30 mL).



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material bioldgico

Neste estudo, o material biologico analisado foi a biomassa de Lentinus citrinus
DPUA 1535, cogumelo comestivel que estd constituindo o acervo da Colecdo de Cultura
DPUA, da Universidade Federal do Amazonas- UFAM.

4.2. Processamento da biomassa e extragdo dos biocompostos de L. citrinus

A biomassa de L. citrinus (1,0 g) foi desidratada, triturada e acondiciona em recipiente
de vidro para obtencdo dos extratos organicos. Para obtencdo dos extratos, a biomassa
desidratada foi adicionada em acetato de etila P.A. (10 mL) ou metanol/acetona 1:2 (v/v), em
frascos de vidro por sete dias, a 25 °C. Ao término da maceracdo, 0s extratos foram
submetidos a filtracdo e a evaporagdo sob baixa pressao para posterior utilizacdo nas analises
bioautograficas (STADLER; STERNER, 1998, SOUSA et al., 2004). O extrato bruto
metanol/acetona e acetato de etila, apos concentracdo foram analisados por Cromatografia de

Camada Delgada (CCD) para determinacdo do perfil cromatogréafico.

4.2.1 Cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna foi realizada com objetivo de separar 0 maior nimero de
biocompostos de biomassa desidratada (7,849) extraida em metanol/acetona 1:2 (v/v). Desse
extrato bruto o isolamento das substancias foi realizado em coluna medindo 1.0 cm de
didametro por 20,5 cm de comprimento utilizando-se silica gel 60 para cromatografia em
coluna Merck® como fase estacionaria. Nesta coluna, a eluicdo foi feita com solventes de
polaridade crescente: hexano (5 amostras de 50mL), acetato de etila (5 amostras de 50 mL) e
metanol (5 amostras de 50mL). As fracdes hexanicas e metanolicas foram descartadas. A

fracdo de acetato de etila foi submetida aos testes de bioautografia.
4.3. Analise bioautogréafica
4.3.1. Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Para os testes de bioautografia foi utilizada cromatoplaca de camada delgada (CCD),
em silica gel 60, com indicador de fluorescéncia F2s4, Suporte em aluminio, com espessura de
0,2 mm, medindo 5 x 10 cm, marca MACHEREY-NAGEL, ALUGRAM® SIL G. Em uma
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das extremidades das CCD, foi tracada uma linha a um centimetro com lapis grafite,
determinando-se o ponto de partida das amostras (extratos e padréo). Na extremidade oposta,
marcou-se outra linha registrando-se o limite maximo da eluicdo da fase movel. As placas
foram tratadas previamente com metanol P.A, em cuba cromatografica e, para manter a

saturacdo no recipiente, foi colocado papel de filtro medindo 15 x 15 cm.

Os extratos organicos foram diluidos em acetato de etila (100 pL), metanol acetona
1:2 (v/v) (item 4.2), ou somente em acetato de etila (item 4.2.1). Com um capilar de vidro,
uma aliquota de cada extrato foi aplicada a uma distancia de um centimetro, em cada
cromatoplaca. Como padrdo foi utilizada solucdo de Rifampicina (0,005 mg/mL, para
bactérias) e Itraconazol (0,005 mg/mL, para as leveduras). O teor extrativo (TE) foi calculado

segundo a férmula abaixo.

OTE = Peso do extrato bruto %100

Volume inicial de biomassa

Posteriormente, as CCDs foram submetidas a eluicdo em éter de petréleo/acetato de
etila 6:4 (v/v) e hexano/acetato de etila 6:4 (v/v), de forma a se obter o maior fracionamento
dos biocompostos. Seguida a eluigdo, a secagem das cromatoplacas foi realizada a 25 °C. As
substancias foram observadas em UV de 254 nm e 365 nm, determinando-se os respectivos Rf
(retention factor) de cada banda visualizada (SHITTU et al., 2006; SILVA et al., 2008).

. Distancia de migracdo da substancia
Distéancia de migracdo do solvente

4.3.2. Determinacao da atividade antimicrobiana por Bioautografia
4.3.2.1. Cultivo dos microrganismos-teste

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana por bioautografia, os microrganismos-teste
foram cultivadas em Agar Sabouraud, a 37 °C por 48 horas (Candida albicans DPUA 1340)
e, em Agar Mieller-Hinton, a 37 °C por 24 horas (Staphylococcus aureus CCT 1352,
Escherichia coli CCT 0547 e Mycobacterium smegmatis PDUFPE-71). Os testes de
bioautografia foram realizados seguindo-se a metodologia citada por Stadler e Sterner (1998)
e Shittu et al. (2006).
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4.3.2.2 Inoculacdo da suspensdo de esporos em agar Mueller-Hinton ou em &gar
Sabouraud

Nos cultivos dos microrganismos-teste (item 4.3.2.1) foi preparada uma suspensao de
esporos com agua destilada esterilizada com turbidez semelhante a escala de Mc Farland n° 1.
De cada suspenséo e da substancia reveladora, [TCC-cloreto de trifeniltetrazoliun 1% (p/v)]
(MERCK) a 1,0 % foi retirado 500 pL para ser adicionado em 20 mL de agar Mueller-Hinton

ou agar Sabouraud a 40 °C.

4.3.2.3 Exposicdo das placas cromatograficas ao agar Mdueller-Hinton ou ao agar

Sabouraud adicionado da suspenséo de esporos

As cromatoplacas, apos a eluicdo foram colocadas em placa de Petri medindo 2 x 14 cm e
sobre elas foi vertido agar Mdieller-Hinton ou &gar Sabouraud contendo a suspensdo de
esporos dos microrganismos e o revelador (TCC) (item 4.3.2.2). Em seguidas as placas
devidamente fechadas foram incubadas a 37 °C, em duplicata por 24 horas (bactérias) e 72
horas (leveduras). Como controle positivo foi utilizado solucdo de Rifampicina (0,005
mg/mL) em etanol e solucdo de Itraconazol (0,005 mg/mL) em dimetilsulfoxido (DMSO). A
atividade antimicrobiana foi determinada visualizando-se um halo de inibicdo em volta da
biomolécula (SILVA et al., 2008).



12

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que uma grama e 7,84 g de basidioma desidratado submetido a
maceragdo em metanol/acetona e acetato de etila, renderam em cada sistema de extragéo
0,65% e 5,1%, respectivamente. Além disso, verificou-se que entre os sistemas de eluicdo, a
separacdo das substancias foi realizada mais eficientemente no sistema éter de

petrdleo/acetato de etila 6:4 (v/v).

Observou-se que em relacéo a separagédo e o quantitativo dos biocompostos de diferentes
Rfs, a melhor definicdo das bandas nos cromatogramas foi proporcionada pelos sistemas de
eluicéo citados na Tabela 1, ao utilizar-se o extrato metanol/acetona, o que ndo ocorreu com
oriundo da extracdo em acetato de etila. Esses resultados mostraram um rendimento de extrato
bruto superior aos obtidos por Shittu et al. (2006), 1,4 mg e 1,9 mg de extrato bruto de acetato
de etila, da biomassa de Russula sp. e Pycnoporus cinnabarinus, respectivamente.

Tabela 1- Biocompostos do extrato bruto metanol/acetona da biomassa desidratada de L. citrinus e 0s
respectivos valores de Rf .

Sistemas de Eluicao Rf
Hexano/acetato de etila 6: 4 (vIv) 0,37 - 0,69
Eter de petréleo/acetato de etila 6:4 (v/v) 0,38-0,50-0,60-0,65-0,75

Quando se realizou os testes de bioautografia, o resultado obtido revelou atividade
antimicrobiana dos compostos de Rf 0,38 e 0,60 frente a Mycobacterium smegmatis PDUFPE
71 e Rf 0,38 e 0,65 frente a Staphylococcus aureus CCT 1352. (Figura 1). Nenhum dos
compostos inibiu o crescimento de Escherichia coli CCT 0547 e Candida albicans DPUA
1340. Yaltirak et al. (2009) relata antibiose do extrato etandlico de Russula delica Fr, frente a
trés espécies Gram-positivas e seis Gram-negativas, patdogenos humanos, incluindo
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli O157:H7, destacando a eficacia do
extrato etanol contra Shigella sonnei RSKK 8177 e uma fraca atividade contra as demais
bactérias pelo Método de Difusdo em éagar.

Ishikawa et al. (2000), no trabalho realizado com Flamulina velutipes Fv-4, um isolado do
Japdo, demonstraram a presenca de compostos com Rf 0,35 e 0,68, no extrato bruto acetato
de etila, os quais expressaram atividade antimicrobiana contra Bacilus subtilis pelo teste do

disco de papel.



Figura 1 — (A) Bioautografia: atividade antimicrobiana dos constituintes do extrato
bruto Metanol/Acetona de L. citrinus frente a S. aureus. (B) Cromatograma de
referéncia dos compostos de Rf 0,38 e 0,65. (C) Bioautografia: atividade
antimicrobiana dos constituintes do extrato bruto Metanol/Acetona de L. citrinus
frente a M. smegmatis. (D). Cromatograma de referéncia dos compostos de Rf de
0,38 ¢ 0,60.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados desta pesquisa, conclui-se que L. citrinus representa uma nova
fonte de biocompostos com atividade antimicrobiana e que, pelo método bioautogréfico pode-
se detectar compostos com atividade antagbnica frente a Mycobacterium smegmatis e

Staphylococcus aureus.
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8. ANEXOS

8.1. Resumo expandido submetido ao SINAFERM 2009

™" XVII SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS

Natal / RN 02 a 05 de agosto
2009

Propriedade Antimicrobiana de Lentinus citrinus para Futura Aplicacdo no Tratamento
de Infec¢bes Fungicas e Bacterianas.

RESUMO

Lentinus citrinus, uma espécie de cogumelo comestivel da familia Lentinaceae, vém
sendo investigado em relacéo as suas propriedades bioldgicas, ou seja, que atuam de modo a
fornecer uma protegdo adjuvante ao organismo. Em vista disso, este trabalho tem como
objetivo detectar as propriedades antimicrobianas de Lentinus citrinus DPUA 1535 frente
aos microrganismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Mycobacterium smegmatis e
Candida albicans. Para o presente estudo, foi escolhido o método bioautografico para a
deteccdo de compostos bioativos presentes no cogumelo comestivel. A bioautografia é uma
técnica que combina cromatografia com o extrato da biomassa in situ, que por sua vez,
permite a localiza¢do do constituinte bioativo através da determinagdo do fator de retengéo
(Rf). Como resultados, pode-se determinar que Lentinus citrinus apresentou compostos com
atividade antimicrobiana frente a Mycobacterium smegmatis (Rf 0,38 e 0,60) e
Staphylococcus aureus (Rf 0,38 e 0,65).

Palavras-chave: Lentinus citrinus, atividade antimicrobiana, bioautografia.
INTRODUCAO

Os cogumelos comestiveis representam um dos maiores recursos inexplorados como novas
fontes de biocompostos para a promocao da satide do homem, por isso sdo considerados como
alimentos nutracéuticos ou funcionais fisioldgicos. Diversos estudos citam que a biomassa
e/ou principio ativo oriundo de espécies de cogumelos como Lentinus edodes (shiitake) e
Agaricus blazei (cogumelo do sol) tém atividade antitumoral, anticarcinogénico, antiviral,
antiinflamatério,  hipoglicemiante,  hipocolesterolémico, hipotensivo, entre  outros
(BRIZUELA et al., 1998; FURLANI; GODOY, 2005; FORTES; NOVAES, 2006).

L. citrinus Walleyn & Rammeloo € uma espécie que esta atraindo a atencdo para estudos
cientificos devido as suas propriedades medicinais e por tratar-se de cogumelo comestivel que
tem ocorréncia em regido de clima tropical e subtropical, ja foi identificado na Regido do
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Nordeste brasileiro e esta sendo produzido em residuo agro-florestal em Manaus-Amazonas
(informacGes submetidas para publicagéo).

A importancia medicinal dos cogumelos comestiveis e a disponibilidade da biomassa de
Lentinus citrinus justificam a realizacdo deste estudo com a finalidade de se detectar
compostos com atividade antimicrobiana frente a Candida albicans DPUA 1340,
Staphylococcus aureus CCT 1352, Escherichia coli CCT 0547 e Mycobacterium smegmatis
PDUFPE- 71.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo dos extratos: os extratos organicos foram obtidos a partir de um grama de
biomassa, desidratada e triturada de Lentinus citrinus DPUA 1535. Em cada amostra foi
adicionado acetato de etila (10 mL) ou metanol/acetona 1:2 (v/v), mantendo-as por sete dias, a
25° C. Apés filtracdo, as fracdes dos extratos foram submetidas a evaporacdo sob baixa
pressdo (STADLER; STERNER, 1998, SOUZA et al., 2004). Os extratos desidratados foram
reconstituidos em 500 pL dos respectivos solventes extrativos para uso nos testes
biautogréficos.

Microrganismos-teste: Candida albicans DPUA 1340, Staphylococcus aureus CCT 1352,
Escherichia coli CCT 0547 e Mycobacterium smegmatis PDUFPE-71. Durante 0s
experimentos, a cultura estoque da levedura foi preservada sob refrigeracdo em agar
Sabouraud e as bactérias em agar Mueller-Hinton.

Preparacdo das placas cromatograficas: nos testes de bioautografia, em cada
cromatoplaca de camada delgada (CCD), marca MACHEREY- NAGEL, ALUGRAM® SIL
G, medindo 5 x 10 cm foi tracada uma linha a um centimetro com lapis grafite, determinando-
se 0 ponto de partida das amostras (extratos e padrdo). Na extremidade oposta, marcou-se
outra linha registrando o limite maximo da eluicéo da fase movel.

O extrato selecionado (metanol/acetona) foi reconstituido e aplicado com tubo capilar na
placa cromatogréafica e submetido a eluicdo em éter de petrdleo/acetato de etila 6:4 (v/v) ou
hexano/acetato de etila 6:4 (v/v). Ao término desse procedimento e secagem temperatura
ambiente (25°C), os cromatogramas foram observadas sob UV (254 nm e 365 nm), seguindo-
se a determinacgéo dos respectivos Rfs, como citado a seguir (SHITTU et al., 2006; SILVA et
al., 2008).

_ distancia de migracdo da substancia

Rf =
distancia de migracdo do solvente

Preparacéo da suspenséo celular para as anélises antimicrobianas: Em cada cultura dos
microrganismos-teste foi preparada uma suspensdo celular de concentracdo semelhante a
escala de MacFarland n® 1. Da suspensdo e da substancia reveladora [TCC-cloreto de
trifeniltetrazoliun 1% (p/v)] foram retirados 500 pL para serem adicionados a 20 mL de agar
Moieller-Hinton ou &gar Sabouraud a 40 °C.

Exposicdo das placas cromatograficas ao meio sélido adicionado de suspensdo de
esporos: Nos cromatogramas, acondicionados em placa de Petri esterilizada, foi vertido agar
Mieller Hinton ou agar Sabouraud contendo a suspensdo de esporos dos microrganismos e o
revelador (TCC). Seguido a solidificacdo do meio, as placas foram devidamente fechadas e
incubadas a 37 °C, mantendo-se as bactérias e a levedura por 24 e 72 horas, respectivamente.
Como padrdao foi utilizado Rifampicina (0,005 mg/mL) e Itraconazol (0,005 mg/mL)
(SHITTU et al., 2006).
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Determinacdo da atividade antimicrobiana por bioautografia: A atividade
antimicrobiana foi determinada visualizando-se um halo em volta da biomolécula (SILVA et
al., 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas condicfes experimentais, do quantitativo de biomassa de L. citrinus submetido a
extracdo em metanol/acetona e acetato de etila, de ambas as amostras, o rendimento de extrato
bruto foi equivalente a 60mg. Observou-se que em relagdo a separacdo e 0 quantitativo dos
biocompostos de diferentes Rf, a melhor definicdo das bandas nos cromatogramas foi
proporcionada pelos sistemas de solventes citados na tabela 1, ao utilizar-se o extrato
metanol/acetona, o que ndo ocorreu com oriundo da extracdo com acetato de etila. Esses
resultados mostraram um rendimento de extrato bruto superior aos obtidos por Shittu et al.
(2006), 1,4 mg e 1,9 mg de extrato bruto de acetato de etila, da biomassa de Russula sp. e
Pycnoporus cinnabarinus, respectivamente.

Tabela 1- Sistemas de solventes que proporcionaram melhor definicdo das bandas nas cromatoplacas e
0s respectivos valores de Rf dos compostos do extrato bruto metanol/acetona do basidiomas de L.
citrinus.

Sistemas de Solventes Rf
Hexano/acetato de etila 6:4 (v/v) 0,37 - 0,69
Eter de petréleo/acetato de etila 6:4 (v/v) 0,38 -0,50-0,60-0,65-0,75

Quando se realizou os testes de bioautografia, o resultado obtido revelou atividade
antimicrobiana dos compostos de Rf 0,38 e 0,60 frente a Mycobacterium smegmatis PDUFPE
71 e Rf 0,38 e 0,65 frente a Staphylococcus aureus CCT 1352. (Figura 1). Nenhum dos
compostos inibiu o crescimento de Escherichia coli CCT 0547 e Candida albicans DPUA
1340. Yaltirak et al. (2009) relata antibiose do extrato etandlico de Russula delica Fr, frente a
trés espécies Gram-positivo e seis Gram-negativa, patégenos humanos, incluindo
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli O157:H7, destacando a eficacia do
extrato etanol contra Shigella sonnei RSKK 8177 e uma fraca atividade contra as demais
bactérias pelo Método de Difusdo em éagar.

C

- o\ g

Figura 1 — (A) Bioautografia: atividade antimicrobiana dos constituintes do extrato bruto
Metanol/Acetona de L. citrinus frente a S. aureus. (B) Cromatograma de referéncia dos
compostos de Rf 0,38 e 0,65. (C) Bioautografia: atividade antimicrobiana dos constituintes
do extrato bruto Metanol/Acetona de L. citrinus frente a M. smegmatis. (D). Cromatograma
de referéncia dos compostos de Rf de 0,38 e 0,60.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados desta pesquisa, conclui-se que L. citrinus representa uma nova fonte
de biocompostos com atividade antimicrobiana e que, pelo método bioautografico pode-se
detectar compostos com atividade antagonica frente a Mycobacterium smegmatis e
Staphylococcus aureus.
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8.2. MEIOS DE CULTURA
8.2.2 . Agar Sabouraud (preparo de 1 L)

Formulacéo:

= AN i 15g;
- Dextrose......ccoocvviieiiiiieiiiie i 20g;
- Peptona.......cccoveeiiiiei e 10g;
- Agua destilada..............cccrvevnnne. 1L
pH=6,8a7

Preparacéo:

a) Dissolver o agar em IL de agua, aquecendo- o0 em banho-maria;

b) Adicionar dextrose e peptona;
¢) Autoclavar a 120° C por 15 minutos;

d) Guardar em geladeira a 4° C.

8.2.3. Agar Mueller- Hinton (preparo de 1 L)

Formulacgéo:

- Agar bacteriol4gico.............co........ 15¢;
- Caldo Mueller- Hinton.................... 219
- Agua destilada..........c..ccooveverrennnnes 1L
pH=6,8a7

Preparacéo:

a) Dissolver o agar em 1L de &gua, aquecendo-0 em banho-maria;

b) Adicionar o caldo Mueller- Hinton;
c) Autoclavar a 120° C por 15 minutos;

d) Guardar em geladeira a 40° C.

8.3. Antibidticos, antifingicos e reveladores
8.3.1. Preparo de Rifampicina 0,005mg/mL (p/v) para bactérias:

21

a) Pesar 0, 015 mg de rifampicina, dissolver em 100 mL de etanol (alcool etilico) e

homogeneizar;

b) Retirar 1 mL desta solucéo e adicionar a 2 mL de etanol (solugéo 0,005 mg/mL).

9.3.2. Preparo de Itraconazol 0,005 mg/mL (p/v) para leveduras:
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a) Pesar 0,015 mg de Itraconazol, dissolver em 100 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e
homogeneizar;

b) Retirar 1 mL desta solucéo e adicionar a 2 mL de DMSO (solugédo 0,005mg/ mL).

8.3.3. Preparo da substancia reveladora: Tetracloreto de trifeniltetrazoliun (TCC) a 1%
(p/v) (10mL):

a) Adicionar 0,1g da substancia reveladora em 10 ml de agua esterilizada e homogeneizar.



