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Apresentacao

A biotecnologia pode ser definida como uma ciéncia que utiliza sistemas
biologicos e/ou organismos vivos em aplicacoes tecnoldgicas visando desenvolver
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicacoes mais importantes
estao relacionadas com a area agraria e ambiental, saude e ciéncia dos alimentos.

A Coletanea “Biotecnologia: Aplicacao tecnoldgica nas ciéncias agrarias e
ambientais, ciéncia dos alimentos e salide” é um livro que aborda o conhecimento
cientifico através de 16 artigos divididos em trés grandes areas: Agrarias e
Ambientais, Ciéncia dos Alimentos e Saude.

A area “Agrarias e Ambientais”, € apresentada através de seis artigos que
tratam sobre temas de imensa importancia como avaliagcao da qualidade da agua,
germinacao de plantas, fitotoxicidade de antibiéticos, produgao de biomassa e
prospeccao de genes.

A area de “Ciéncia dos Alimentos”, € composta por cinco artigos que abordam
temas referentes a aplicacao de bactérias na producao de alimentos, estabilidade
de compostos antimicrobianos, producdo de corantes naturais, producado de
hidrolisados proteicos e producao de lacases.

A area de “Saude”, aborda diante da publicacao de cinco artigos, temas
relevantes sobre método de determinacao da int-cfDNA, eficacia de vacina para a
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condicoes de
estresse térmico e oxidativo em condicdes de estresse in vitro.

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento tedrico e
metodoldgico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a
biotecnologia aplicada nas areas descritas. Por fim, desejamosa todos
uma excelente leitura e 6timas descobertas!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO: Os basidiomycotas tem por seu representante fungos macroscoépicos, os
cogumelos, que além das suas caracteristicas nutricionais e terapéuticas, destacam-
se pela producao de agentes antimicrobianos, como € o exemplo do Pleurotus sajor-
caju, cogumelo comestivel de origem asiatica que possui alto valor nutricional e
propriedade antimicrobiana. Neste trabalho, o extrato de Pleurotus sajor-caju foi
extraido e avaliado quanto a estabilidade do composto antimicrobiano quando
submetido a congelamento, frente a micro-organismo gram-negativo (Escherichia
coli) e gram-positivo (Staphylococcus aureus). A extracdo do composto foi feita a
partir do micélio de Pleurotus sajor-caju cultivado por fermentacao em estado sélido,
submetido a congelamentos e descongelamentos sucessivos e periddicos, A
atividade antimicrobiana foi analisada pelo método de microplacas descrito na
norma NCCLS (2003). Através dos resultados obtidos pode-se observar que ambos
0s compostos aumentaram sua efetividade ap6s os congelamentos, pois a técnica
permite a perda da atividade bioldgica de alguns compostos da amostra, permitindo
assim a concentracao do composto de interesse, resultando em um aumento de 96%
de inibicao contra o Staphylococcus aureus e 62% sob Escherichia coli no segundo
congelamento. Conclui-se que o composto diferiu quanto a porcentagem de inibigcao
ao micro-organismos utilizados, sendo mais eficaz ao gram-positivo, onde que para
este o extrato manteve-se com estabilidade até o terceiro congelamento.
PALAVRAS-CHAVE: cogumelo ostra; compostos bioativos; purificacao.
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1. INTRODUCAO

A presenca de fungos € de suma importancia na area alimenticia, sendo
essenciais na elaboracao de alimentos, assim como enzimas produzidas por estes,
onde que sao empregados principalmente na elaboracao de bebidas alcodlicas como
cervejas e vinhos, panificacdao e producao de queijos, onde muitos tém valor
agregado em decorréncia da presenca destes (ORLANDELII, et al., 2012).

Dentre os diversos organismos pertencentes ao reino fungi, tem-se o0s
cogumelos, descritos com aproximadamente 45 mil espécies, e destas 2.000 sao
classificadas como sendo comestiveis, sendo apenas 25 comercializadas. Estes
fungos sao conhecidos e utilizados na alimentacao desde a pré-histéria onde
civilizacoes gregas, egipcias, romanas, chinesas e mexicanas os utilizavam em
refeicoes especiais e rituais religiosos (MOURA, 2008). Sabe-se atualmente do seu
alto valor nutricional, sendo uma excelente fonte de aminoacidos essenciais,
proteinas, vitaminas, minerais, carboidratos, fibras, possuindo pouca gordura trans,
saturada e colesterol, com isso a insercao deste alimento na dieta da populacao
torna-se cada vez mais frequente (DIAS, et al., 2003).

Cogumelos sao seres heterotroficos, com isso tém a necessidade da absorcao
de compostos organicos para obtencao de energia, manutencao e desenvolvimento
(MARINO, et al., 2008). Sua capacidade de reproducao e desenvolvimento esta
associada as condicoes de cultivo, como meio de cultura, acidez, temperatura e
outras variaveis consideraveis (AKINYELE & ADETUYI, 2005). Para que seu
desenvolvimento seja eficiente, tem-se a necessidade de oferecer as condicoes
adequadas de desenvolvimento, visando a simulagcao do meio ambiente, quando
cultivado em laboratério, por exemplo, pois os valores nutricionais assim como o0s
medicinais dependem das condicoes de cultivo (CURVETTO, 2002).

Além de ser nutritivo e possuir sabor agradavel os cogumelos sao
caracterizados quanto as suas propriedades farmacolégicas (MIYAJ] & COLUS,
2001), capacidade terapéutica (BERNARDI et al., 2010), antioxidante (OYETAYO,
2009), e antimicrobiana (KITZBERGER, 2005), sendo que algumas espécies sao
fisiologicamente benéficas com efeito inibidor de alguns tipos de tumores, assim
como capacidade bactericida contra alguns micro-organismos causadores de
doencas (MIZUNO & ZHUANG, 1995). Antimicrobianos naturais assim como o0s
sintéticos, agem inibindo ou destruindo o desenvolvimento de microrganismos
indesejados, e estes quando purificados permitem a obtencdo de compostos
isolados, visando maior eficacia antimicrobiana (TEIXEIRA, 2007).

Neste sentido, este trabalho visou extrair e analisar o extrato de Pleurotus
sajor-caju quanto a estabilidade do composto antimicrobiano quando submetido a
congelamento, frente a micro-organismo gram-negativo (Escherichia coli) e gram-
positivo (Staphylococcus aureus) comumente encontrados na industria de alimentos,
contudo justifica-se a aplicacao deste composto em embalagens de produtos
destinados a este fim.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Cogumelos

A producao e consumo de cogumelos no Brasil comecgou no estado de Sao
Paulo, com producao restrita a pequenas propriedades, sendo hoje sul e sudeste as
principais regioes produtoras, esse cultivo ainda é baixo quando comparado a outros
paises, porém atualmente encontra-se em ampla expansao (SILVA, 2011). Dentre as
principais vantagens na producao de cogumelos tem-se a utilizacao de residuos
agroindustrias no seu cultivo, enriquecimento da dieta populacional pela excelente
fonte nutricional, e a fonte de renda para produtores (MAIO, 2003).

Cogumelos sao pertencentes ao filo Basidiomycota, sendo a sua principal
caracteristica a presenca de basidios, que sao estruturas de reproducao sexuada,
dando suporte aos basididésporos. Em sua maioria sdo miceliais, onde sao formados
por filamentos conhecidos como hifas onde apresentam-se de forma continua ou
com ramificacoes, podendo ser septadas ou asseptadas, o conjunto dessas hifas
forma uma massa que é denominada micélio, podendo também apresentar-se na
estrutura leveduriforme, que sao células Unicas delimitadas de tamanho pequeno,
onde suas colonias sdo semelhantes as das bactérias, apresentam aspecto pastoso
e coloracao variada (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

Cogumelos comestiveis de maneira geral sao considerados uma excelente
fonte de proteinas digeriveis, com valores superiores aos encontrados nos vegetais
€ um pouco abaixo dos encontrados em produtos de origem animal, onde que o teor
de proteinas assim como os demais nutrientes varia de espécie para espécie assim
como as condicdes de cultivo (RINCAO, 2008).

2.2. Pleurotus sajor-caju

O género Pleurotus pertence a ordem Agaricales e a familia Agaricaceae,
Pleurotus sajor-caju € um cogumelo comestivel de origem asiatica (DIAS et al., 2003),
geralmente comercializado “in natura” ou industrializado em pedacos, como por
exemplo, em ingrediente de sopas, sendo raramente utilizado em conservas por
possuir tamanho e geometria inconveniente aos padroes de estética usualmente
utilizados nestes produtos (MODA, 2003). Possui sabor suave é rico em aminoacidos
e proteinas (DIAS et al., 2003).

E recomendado para iniciantes no habito de consumir cogumelos, por
apresentar sabor suave, saboroso e extremamente saudavel, (DIAS et al., 2003).
Além disso, sdo cogumelos de facil producao, utiliza-se de residuos agricolas como,
por exemplo, bagaco de cana-de-aclcar e palha de arroz, umedecidos e
pasteurizados (FELINTO, 1999).

Apresenta propriedade terapéutica e antimicrobiana, sendo que alguns
polissacarideos extraidos do cogumelo fresco apresentam propriedade antitumoral
contra o sarcoma 180 em camundongos, demonstrando sua aplicacao na area

s
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farmacéutica (MIZUNO & ZHUANG, 1995). Segundo Carbonero et al. (2003) as B-
glucanas, polissacarideos presentes no cogumelo, tem a capacidade de atuar como
imunomoduladores e antimutagéncicos nos sistemas biolégicos.

2.3. Antimicrobianos e Purificagao destes compostos

A acao antimicrobiana de micro-organismos € conhecida a muito tempo, ha
centenas de anos médicos chineses utilizavam de fungos para o tratamento de
feridas infecciosas, porém estas substancias receberam destaque em 1929, quando
descobriu-se 0 que se conhece hoje como penicilina, o fato deu-se a partir de ensaios
laboratoriais com o intuito de cultivar bactérias, porém os ensaios forma
contaminados com um fungo do género Penicillium, em observacao Alexander
Fleming observou que ao redor do fungo as bactérias cultivadas sofriam lise celular.
O cientista entao isolou o fungo e verificou que 0 mesmo secretava substancia
antimicrobiana, a qual hoje é purificada e comercializada (CARVALHO, 2007).

Atualmente tem-se uma forte tendéncia na exploracao de compostos obtidos
de fungos, como enzimas, proteinas e polissacarideos, pois sao substancias que
apresentam propriedades tecnologicas (ALEXANDRE et al., 2010). Estas substancias
muitas vezes sao submetidas a técnicas de purificagcao que tem por finalidade a
concentracao do composto de interesse. A etapa de purificacdao é baseada nas
diferentes propriedades das moléculas como a solubilidade, afinidade com agua,
tamanho molecular, afinidade, dentre outras (ALBANI, 2008).

0 método de purificacao por congelamento, € baseado através da perda da
atividade biolégica de alguns constituintes do meio, pois com a diminuicao da
temperatura durante o processo de congelamento ha a desestabilizacao de algumas
estruturas, fazendo assim com que as mesmas tenham uma perda da sua atividade,
sendo assim é uma técnica muito eficiente quando se tem contaminantes sensiveis
a baixa temperatura (MARINELLO, 2009).

3. METODOLOGIA
3.1 Obtencéao do extrato de Pleurotus sajor-caju

Utilizou-se se micélio do fungo, o qual foi cultivado em placa de Petri contendo
Agar Batata Dextrose, a temperatura de 25°C em estufa. O extrato foi obtido a partir
do micélio jovem com desenvolvimento radial desenvolvido, onde foi adquirido por
raspagem mecanica com auxilio de alca de platina e solvente, foi entao submetido a
agitacao de 100 rpm em agitador orbital a uma temperatura de 60°C por 1 h,
passado o tempo de extracao, realizou-se o processo de filtracao com membrana de
0,45 pm. Todo o processo foi realizado com esterilidade dos meios e matérias, assim
como ambiente de manipulacgao.
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3.2. Purificagao por congelamento

Uma quantidade de 25 ml do extrato foi acondicionada em recipiente inerte
e submetido a congelamento lento a temperatura de -14°C por 24 h, passado este
tempo o mesmo foi descongelado a 4°C e submetido a analise antimicrobiana. O
volume restante foi submetido a novo congelamento sob as mesmas condicoes,
sendo realizada uma nova analise antimicrobiana apdés 24 h de congelamento a
partir do primeiro teste, e assim sucessivamente até que se verificasse acao
antimicrobiana do extrato sob a microbiota utilizada.

3.3. Analise antimicrobiana

As analises antimicrobianas foram realizadas pelo método de microplacas
descrito na NCCLS (2003), onde que a microplaca utilizada contém 96 pocos, e cada
poco uma capacidade de 400 L, nestes foram adicionados 145 uL de caldo Mueller
Hinton, caldo adequado para o desenvolvimento da microbiota contaminante, 135
UL do extrato antes da purificacao e apds a purificacao, (analisados separadamente)
e 20 yL da cultura contaminante, onde utilizou-se como representante gram-negativo
Escherichia coli ATCC® (11229) e Staphylococcus aureus ATCC® (12598) como
representante gram-positivo. Baseando-se no fato que o desenvolvimento
microbiano ocasiona a turvacao do meio fez-se leitura de absorbancia apds a
inoculacao e passados 16h, com a utilizacao de leitora de Elisa, em um comprimento
e onda de 630nm.

Para avaliacao dos resultados foi considerada a diferenca da leitura inicial
com a realizada ap6s 16h, da amostra controle e das que continham o extrato (bruto
e purificado), onde que 0s pogos com menor variagao de leitura indicaram possivel
acao antimicrobiana do extrato sob o0s micro-organismos, a diferenca destes
chamou-se de porcentagem de inibicao.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Através do Resultados encontrados é possivel constatar de que o processo de
purificacao por congelamento lento foi eficiente ao extrato obtido de Pleurotus sajor-
caju, onde 0 mesmo proporcionou uma maior concentracao do composto de
interesse, fato que pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1: Porcentagem de inibicdo do antimicrobiano obtido do extrato de Pleurotus sajor-caju, sob a
microbiota testada.
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Fonte: Os Autores, 2017

Pode-se observar que no eixo horizontal representado pela porcentagem de
inibicao, no segundo congelamento obteve-se 0 maximo de inibicao contra os dois
micro-organismos, porém o extrato testado contra a E.coli perdeu sua atividade
gquando submetido ao préximo congelamento, contudo o comportamento difere
quando testado sob S. aureus que teve um decréscimo de inibicao partir do 4°
congelamento.

Contudo o composto aumentou seu poder de inibicao apos os congelamentos,
este fato resulta em um aumento de 96% de inibicao contra o Staphylococcus aureus
em relagao ao extrato bruto e 62% sob Escherichia coli, no segundo congelamento.
Nota-se que a eficacia de inibicao difere em magnitude em relagao aos micro-
organismos utilizados, segundo Silveira et al, 2006, este fato pode ser explicado
devido a sensibilidade de bactérias gram-positivas ser maior do que as gram-
negativas, sendo assim o composto se mostrou-se mais eficaz contra as bactérias
gram-positivas e apresentou potencial biolégico até o 3° ciclo de congelamento.

Este mesmo fato ainda pode ser explicado devido ao metabolismo dos
diferentes tipos de bactérias, as quais respondem de maneira adversa sob a
presenca de determinado agente inibidor, como relatado por Santos (2004), que
destaca a resisténcia de S. aureus a meticilina, antibidtico pertencente ao grupo das
penicilinas, que até entdao era um sucesso no controle de doencas infecciosas
causadas por bactérias gram-positivas, assim como, ressalta-se a resisténcia de uma
bactéria gram-positiva do género Enterecoccus que apresenta-se imune a
vancomicina, antibidtico utilizado no tratamento de infeccdes bacterianas.

0 decréscimo da atividade biolégica apos 3 ciclos de congelamento pode ser
explicado devido ao mesmo fato descrito por Colla e Hernandez (2003) em seus
estudos sobre congelamento e descongelamento, os autores ressaltam que na
formacao de gelo de forma lenta no meio extracelular ocorre a concentracao do
soluto na fase nao congelada e a pressao de vapor diminui gradativamente. Como
algumas propriedades das células impedem a entrada aparente dos cristais de gelo,
ocorre a difusao da agua do interior das células, causando a desidratacao dessas e
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0 seu deposito sobre a superficie dos cristais extracelulares. Assim congelamentos
por longos periodos resultam em consideravel encolhimento das células e a
formacao de grandes cristais no meio extracelular, fatos que acarretam a perda das
atividades biol6gicas do composto.

O processo de congelamento causa a formacao de cristais de gelo dentro das
células e entre células, e tem como vantagem a formacao de poros na parede celular,
permitindo assim o aumento da extracao de compostos intracelulares (LEE, LEWIS;
ASHMAN, 2012).

Segundo Alexandre (2015) a biomassa flingica pode ser uma fonte
promissora de moléculas com potencial biologico e em seus estudos obteve sucesso
na extracao de B-D-glucanas com ligacoes 1-3, 1-6 e fucomanogalactana, estas
extraidas apds o extrato aquoso ser submetido a ciclos de congelamento e
descongelamento de maneira a separar o material insolivel da fracao soluvel.
Ambos os polissacarideos foram testados e apresentaram acgao citotdxica contra
células tumorais de c6lon humano.

Lopes (2014) observou que apods o processo de congelamento de biomassa
das leveduras Sporidiobolus pararoseus e Rhodotorula mucilaginosa foi possivel
uma maior recuperacao e concentracao de carotendides quando utilizado em
conjunto com técnicas de homogeneizador sonico e nitrogénio liquido. Estes
resultados foram possiveis pois o0 processo de congelamento lento causa a formacao
de macrocristais no interior da célula aumentando a extracao dos compostos
intracelulares, pela perda de fluido citoplasmatico pela célula. E conforme Voda et
al. (2012) o congelamento rapido feito através de nitrogénio liquido forma pequenos
cristais no interior da célula, porém no processo com utilizacao de nitrogénio liquido
provoca a formagao de rachaduras na parede celular, aumentando assim os danos
a estrutura da célula.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Foi possivel no presente trabalho comprovar a existéncia de composto
antimicrobiano no extrato obtido do cogumelo Pleurotus sajor-caju, o qual
apresentou inibicao tanto para micro-organismo gram-positivo, como para gram-
negativo, havendo uma eficacia mais evidente sob Staphylococcus aureus. O
composto apds o processo de purificagao por congelamento se destacou de forma
significativa, tendo um aumento em magnitude de 96% de inibigdo contra o
Staphylococcus aureus em relacao ao extrato bruto e 62% sob Escherichia coli,
ambos no 3° congelamento, o que demonstra que a técnica é uma boa alternativa
guando se pretende concentra-lo, sendo assim conclui-se que o extrato € eficiente
contra a microbiota usada, sendo mais eficaz a micro-organismos gram-positivos e
gue 0 mesmo se mantém estavel até pelo menos 3 congelamentos sucessivos.
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ABSTRACT: The basidiomycotas have as their representative the macroscopic fungi,
mushrooms that in addition to their nutritional and therapeutic characteristics stand
out for the production of antimicrobial agents, as is the example of Pleurotus sajor-
caju, an edible mushroom of Asian origin that has high nutritional and antimicrobial
value property. In this work, the extract of Pleurotus sajor-caju was extracted and
evaluated for the stability of the antimicrobial compound when submitted to freezing,
against gram-negative (Escherichia coli) and gram-positive (Staphylococcus aureus)
microorganisms. The extraction of the compound was made from the mycelium of the
Pleurotus sajor-caju cultured by solid-state fermentation, subjected to successive and
periodic freezing and thawing, the antimicrobial activity was analyzed by the
microplate method described in NCCLS (2003). By the results obtained it's possible
to observe that both compounds increased their effectiveness after the freezes

s
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because the technique allows the loss of the biological activity of some compounds
of the sample, thus allowing the concentration of the compound of interest, resulting
in an increase of 96% inhibition against Staphylococcus aureus an 62% against
Escherichia coli in the second freeze. It is concluded that the compound differed in
the percentage of inhibition to the microorganisms used, being more effective to the
gram-positive, where for this extract remained stable until the third freezing.
KEYWORDS: Oyster mushroom, bioactive compounds, purification.
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