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RESUMO

GHENOV, Fernanda. Avaliacdo in vitro das atividades antioxidante e antimicrobiana
de extratos hidroalcodlicos de cha preto (Camellia sinensis) e das espécies de
cogumelos SHIITAKE (Pleurotus ostreatus) e SHIMEJI (Lentinula edodes). 2014.
Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso Superior de Bacharel em Quimica,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand. Curitiba, 2014.

Em tempos recentes, as doencas causadas por microrganismos em seres humanos
estdo se tornando cada vez mais sérias, uma vez que a maioria das bactérias
patogénicas e fungos sédo resistentes a agentes antimicrobianos. Devido ao aumento
da procura de tratamentos alternativos, o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos a partir de substancias naturais e inorganicas sao indispensaveis.
Muitos produtos naturais apresentam também potencial antioxidante, o qual ajuda no
combate a radicais livres. Nesse contexto, o trabalho consistiu no estudo de extratos
hidroalcodlicos de cha preto e de duas espécies de cogumelos comestiveis,
Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes. Esses extratos foram avaliados in vitro
frente a quantificacdo de compostos fendlicos, com posterior avaliacdo da atividade
antioxidante pelo teste DPPH:, obtendo-se correlacéo entre eles; e frente a atividade
antimicrobiana, com Escherichia coli e Staphylococcus aureus, através do método
de difusdo em agar com perfuracdo de pocos e a determinagdo da concentracéo
inibitéria minima em caldo. Em ambos os teste foi encontrado significativo potencial
antimicrobiano

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Atividade antimicrobiana. Camellia sinensis.
Pleurotus ostreatus. Lentinula edodes.
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1 INTRODUCAO

A cada dia que passa cresce a preocupacdo das pessoas em relacdo a
alimentacdo e a salde. Novas propostas de cura de doencas surgem com
tratamentos alternativos, principalmente a base de produtos naturais. O alvo deste
estudo se concentrara nas propriedades em comum de trés produtos naturais:
Camellia sinensis (ch& preto), Pleurotus ostreatus (cogumelo Shiitake) e Lentinula
edodes (cogumelo Shimeji).

Esses produtos sdo amplamente consumidos e apreciados no mundo todo. A
composicdo quimica permite que apresentem propriedades importantes que causam
grandes beneficios para a saude dos seres humanos quando ingeridos (FURLANI e
GODOY, 2007; REIS et al., 2012; SOUSA et al., 2004).

A rica diversidade de diferentes espécies de fungos oferece uma fonte
potencial de novos antibiéticos e antimicrobianos no geral. Essa atividade esta
relacionada com a capacidade de inibicdo do crescimento de um microrganismo e
pode ser avaliada de forma direta pelo método de diluicdo, ou de forma indireta, pelo
método de difusdo em placa (MORAES et al.; REIS et al., 2012).

O tratamento medicamentoso de doencas infecciosas pode apresentar
problemas, como relatado em muitos estudos, uma vez que mostram um aumento
significativo na incidéncia de resisténcia bacteriana a muitos dos antibiéticos. Essa
resisténcia foi desenvolvida devido ao uso indiscriminado e\ou incorreto de
antimicrobianos comerciais normalmente utilizadas no tratamento de doencas
infecciosas (OZTURK et al., 2011). O desenvolvimento dessa resisténcia por um
patdgeno frente aos antibidticos comumente utilizados fornece um impulso para
novas tentativas de busca de outros agentes antimicrobianos.

Outra propriedade importante comum aos cogumelos e ao cha preto é a
atividade antioxidante. Antioxidantes sdo definidos como compostos que possuem a
capacidade de proteger os sistemas biolégicos contra os efeitos potencialmente
nocivos de processos ou de reacdes que podem causar excessiva oxidacao. O cha
possui em grande quantidade a presenca de compostos fendlicos e os fungos
produzem polissacarideos, fendlicos, e varios metabolitos que representam fontes

potenciais de novos antioxidantes naturais (REN et al., 2014).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691511000883

E importante estudar fontes de antioxidantes naturais, uma vez que 0S
sintéticos, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), podem causar
efeitos cancerigenos apds a ingestdo em longo prazo e em altas
concentracfes. Portanto, identificacdo, modificacdo e aplicacdo de antioxidantes
naturais sao de grande importancia (ZHANG et al., 2012).

Segundo informacgdes publicadas na FIB (2009), uma fonte de compostos
com propriedade antioxidantes sdo os compostos fendlicos, que funcionam como
sequestradores de radicais e, em algumas vezes, como quelantes de metais (SILVA
et al., 2010).

Fundamentando-se na importancia das atividades antioxidantes e
antimicrobianas é que se desenvolveu este trabalho, a fim de encontrar novas fontes
naturais de compostos que contenham essas propriedades, por meios que sejam

financeiramente e ecologicamente viaveis, e por tecnologias limpas.



2 JUSTIFICATIVA

A resisténcia aos antimicrobianos em medicina e agricultura é hoje
reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), juntamente com outras
autoridades nacionais, como um grande problema emergente de importancia para a
saude publica, a qual representa um desafio significativo de dimensdes globais para
a medicina humana e veterinaria. A fim de minimizar o potencial de desenvolvimento
de mais resisténcia antimicrobiana foi publicado "As recomendacOes de
Copenhagen: Relatério da Conferéncia da UE sobre a ameaca microbiologica”,
(http://www.im.dk/publikationer/micro98/index.htm), o qual delineou a necessidade
do desenvolvimento de principios inovadores para tratamento ou prevencdo de
infeccbes em seres humanos e animais. A avaliacdo das propriedades
antimicrobianas de cogumelos e do ché& preto como novas fontes de antimicrobianos,
possibilitara limitar a utilizacdo de antibiéticos, minimizando, assim, o
desenvolvimento da resisténcia bacteriana e as possiveis reacfes secundarias.

Nos ultimos anos, muita atencdo tem sido dada aos efeitos fisioldgicos
provocados pelos alimentos. Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes sédo duas
espécies de cogumelos que se encontram entre 0s mais consumidos da categoria,
além do cha preto ser uma bebida amplamente consumida. Estudando-se mais
profundamente os efeitos que esses alimentos possuem na saude humana, de
forma pura e em associacdo, pode-se explorar de maneira mais eficiente os
beneficios que apresentam.

Realizando os estudos, ha grande possibilidade de obter resultados
positivos, confirmando uma fonte alternativa, natural e viavel de antimicrobianos,
preferencialmente por métodos ecologicamente corretos e financeiramente viaveis,
ampliando a gama de utilizagdo desses alimentos e posteriormente também, o seu

cultivo.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=url&_cdi=273294&_issn=17443881&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fwww.im.dk%252Fpublikationer%252Fmicro98%252Findex.htm

3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro as atividades antioxidante e antimicrobiana de extratos
hidroalcoodlicos obtidos do cha preto (Camellia sinensis) e das espécies de

cogumelos Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Liofilizar os basidiomas dos cogumelos e obter extratos hidroalcodlicos das duas
espécies selecionadas para este trabalho;

Obter extratos hidroalcéolicos do cha preto;

Avaliar a presenca de compostos fendlicos nos extratos e sua relagdo com a
atividade antioxidante;

Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro dos extratos puros e de misturas ternarias
dos extratos obtidas pela associacdo de diferentes propor¢des do cha preto e das
duas espécies de cogumelos pelo método de difusdo em placas;

Avaliar a concentracdo inibitoria minima dos extratos com os melhores resultados no
teste antimicrobiano de difusdo em placas;

Aprofundar o conhecimento sobre as propriedades do ch& preto e dos cogumelos
Shiitake e Shimeji.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 COGUMELOS

Cogumelos pertencem ao Reino Fungi, sdo macrofungos, e representam as
frutificacdes de grupos pertencentes as divisbes Ascomycota e Basidiomycota. N&ao
€ conhecido o numero total de espécies ao certo, mas estima-se que possam existir
mais de 140.000 cogumelos diferentes. Entre essas espécies encontram-se
cogumelos comestiveis como o Lentinula edodes e o Pleurotus ostreatus, que séo
largamente cultivados com aplicacdo de cuidados monitorados; outros que sao
toxicos, podendo levar até a morte em alguns casos; e outros que possuem
propriedades alucindgenas, utilizados tradicionalmente por diversos povos ao redor
do mundo (REIS et al., 2012).

Os cogumelos comestiveis sdo os mais cultivados no mundo e fazem parte
da dieta humana h& milhares de anos, sendo que nos Uultimos tempos as
guantidades consumidas aumentaram significativamente. Considerados como
alimentos valiosos, apresentam as seguintes caracteristicas: pobres em calorias,
gorduras e acidos graxos essenciais; e ricos em proteinas, vitaminas e minerais. Ha
relatos também de propriedades, tais como atividade antimicrobiana; acdo como
agentes anti-tumorais e efeitos imunomoduladores, capacidade de inibicdo da
agregacao plaquetéria, de reducdo das concentracdes de colesterol no sangue, de
prevencdo ou alivio de doencas cardiacas e de reducdo dos niveis de glicose no
sangue. Algumas das propriedades mencionadas sao atribuidas aos produtos
bioativos com atividade antioxidante como os compostos fendlicos (REIS et al.,
2012).

A rica diversidade de diferentes espécies de fungos oferece uma fonte
potencial de novos antibiéticos e antimicrobianos no geral. Numerosos agentes
antimicrobianos, incluindo a penicilina e griseofulvina, foram isolados a partir de
fungos. Cogumelos que possuem as estruturas reprodutivas macroscopicas de uma
gama diversificada de fungos basidiomicetos tém sido utilizados para fins curativos e
medicinais desde os tempos pré-historicos. Os cogumelos podem ser considerados

como um verdadeiro tesouro de bioativos que exibem propriedades antimicrobianas,
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antitumorgénica, hipolipemiantes e hipoglicemiantes. Dois grandes grupos de
bioativos de cogumelos sdo os triterpenos e polissacarideos, 0s quais sao
responsaveis pela rigidez e propriedades morfologicas da parede celular dos fungos.
Esses fungos ainda, produzem polissacarideos, fendlicos, e varios metabolitos que

representam as fontes potenciais de novos antioxidantes naturais (REN et al., 2014).

4.1.1 Lentinula edodes

Lentinula edodes, um cogumelo popularmente conhecido como Shiitake
(Figura 1), € uma iguaria culindria e tem sido tradicionalmente usado como
medicamento na Asia a mais de 2000 anos. Ele é o segundo cogumelo comestivel
mais cultivado no mundo, responsavel por cerca de 25% da producdo mundial,
sendo que a sua producdo tem aumentado mais rapidamente do que de qualquer
outra espécie de cogumelo (RAO et al., 2009).

O cogumelo Shiitake é altamente nutritivo; com baixas calorias; quantidades
elevadas de vitaminas, proteinas e minerais; contém alguns elementos essenciais
para a nutricdo humana, como célcio, cobre, fésforo, manganés, magnésio e zinco; e
pode interferir diretamente em processos bioquimicos e enzimaticos que causam
desnutricdo e reverter o caso (MOLZ et al., 2014). Essa espécie contém proteinas,
lipideos (4cido linoléico), principalmente carboidratos, fibras, minerais, vitaminas B1,
B2 e C, e ergosterol, a pro-vitamina D (RAO et al., 2009).

Entre as caracteristicas encontradas nos cogumelos Shiitake encontram-se:
propriedades antitumorais e antivirais, que podem ser atribuidas a um polissacarideo
soluvel em agua, denominado lentinano; potencial antimicrobiano; acdes
hipocolesterolémico e hipoglicemiantes, atribuidas ao composto conhecido como
lentinacin ou lentysine (HEARST et al., 2009).

Até 0 momento a espécie ndo mostrou evidéncias de ser altamente téxico,

nem de ter efeitos colaterais graves (HEARST et al., 2009).
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Figura 1. Morfologia do cogumelo Lentinula edodes
Fonte: Medical Mushrooms

4.1.2 Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus, também conhecido como Shimeji (Figura 2), ou ainda
mais popularmente como cogumelo ostra, devido ao seu formato, € um cogumelo
comestivel comum, cultivado no mundo todo e possui duas variacdes, o Shimeji
branco e o Shimeji preto. E um saprdfita que atua como um decompositor primario
de madeira e é utilizado industrialmente na mico-remedia¢&o, processo que consiste
em técnicas e métodos pelos quais sdo restaurados solos ou cursos de agua
poluidos através do uso de fungos (HEARST et al., 2009).

Cultivados nos paises da América do Norte, Europa e Asia, o consumo de
cogumelos no Brasil tem sido geralmente restrito a pequenas comunidades étnicas
ou para grupos de status econdmico e cultural, entretanto, recentemente tem havido
um maior interesse no consumo, devido a consciéncia de suas propriedades
medicinais. Estudos tém demonstrado que o consumo regular de cogumelos é
benéfico para a saude, podendo ser considerados como alimentos funcionais
(STEFANELLO et al., 2012).

Entre as propriedades encontradas no cogumelo Shimeji estdo a capacidade
de modular o sistema imunolégico; diminuir a pressdo arterial e o colesterol
sanguineo; possuir atividade hipoglicémica e antitrombética, acdo antitumoral, anti-
inflamatoria, analgésica, antiviral, antioxidante e antimicrobiana (STEFANELLO et
al., 2012).



12

Figura 2. Morfologia do cogumelo Pleutotus ostreatus
Fonte: Mushroom Collecting

4.2 CHA PRETO

O ché preto é uma das bebidas mais consumidas e mais antigas do mundo,
sendo proveniente das folhas processadas da planta Camellia sinensis. Durante
esse processamento as catequinas presentes nas folhas sofrem oxidacdo, o que é
importante para o desenvolvimento da cor e sabor da bebida (LIMA et al., 2004).

E considerado como uma das bebidas mais antigas produzidas por via
biotecnoldgica e praticada pelo ser humano. Os primeiros relatos de seu uso datam
do século 27 a.C (LIMA et al., 2004).

Na composi¢do quimica do ch& preto encontram-se vitaminas do complexo
B e C; &cidos fenolcarboxilicos; taninos antioxidantes (galato de epigalocatequina);
catequinas (epicatequina, epigalocatequina, galato-3-epicatequina e galato-3-
epigalocatequina), bases puricas (cafeina, teofilina, teobromina). Essa composicéo
faz com que o cha seja alvo de estudos em diferentes lugares. Entre os beneficios
do cha preto estdo facilitar a digestdo; ajudar a hidratar o organismo; diminuir o
apetite, especialmente quando bebido quente ou morno porque d4 maior sensacao

de conforto no estbmago; acelerar o metabolismo; manter o cérebro alerta, uma vez
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que a cafeina estimula o sistema nervoso central; e principalmente, devido a
presenca de antioxidantes naturais que combatem os radicais livres, proteger as

células do organismo, atrasando o envelhecimento (SOUSA et al., 2004).

4.3 COMPOSTOS BIOATIVOS COM PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES

Segundo um dossié de antioxidantes feito pela Revista Food Ingredientes
Brasil em 2009, um antioxidante € qualquer substancia capaz de retardar ou impedir
danos devidos a oxidacdo, estando presente em pequenas concentracdes, quando
em comparacdo com O agente oxidante. As substancias antioxidantes podem
apresentar diferentes propriedades protetivas e agir em diversas etapas do processo
oxidativo, funcionando por diferentes mecanismos.

Segundo 0 mesmo dossié, os compostos antioxidantes devem apresentar
algumas propriedades como: eficacia em baixas concentracdes (0,001% a 0,01%);
estabilidade nas condicbes de processo e armazenamento, 0O COmposto e seus
produtos de oxidacdo ndo podem ser toxicos. O antioxidante, para ser empregado
em alimentos, além de ser efetivo em baixa concentracdo, deve atender aos
seguintes requisitos: ser compativel com o substrato; ndo conferir odor ou sabor
estranho ao produto; ser efetivo durante o periodo de estocagem do produto
alimenticio; ser estavel ao processo de aquecimento e ser facilmente incorporado ao
alimento. Segundo a classificacdo, dividem-se em primarios, sinergistas,
removedores de oxigénio, biolégicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos. Os
antioxidantes primarios sdo os composto fendlicos, eles serdo abordados no tépico
4.3.1. Sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante,
gue podem aumentar a atividade de antioxidantes primarios, quando usados em
combinacdo adequada; os removedores de oxigénio sdo compostos que atuam
capturando espécies reativas de oxigénio presente no meio através de reacdes
quimicas, tornando-os, consequentemente, indisponiveis para atuarem como
propagadores da autoxidagdo, como exemplo dessa classe tem-se o acido
ascorbico, seus isdbmeros e derivados. Antioxidantes biolégicos sdo substancias que

podem remover espécie reativa de oxigénio ou composto altamente reativo de um
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sistema, esta classe inclui varias enzimas, como glucose-oxidase e catalases. Os
agentes quelantes sequestram ions metalicos, principalmente cobre e ferro, que
catalisam a oxidacéo lipidica, os mais comuns dessa classe sao acido citrico e seus
sais e os fosfatos. Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais
gue tém sido amplamente estudados como antioxidantes em alimentos, entre eles
estdo flavondides, proteinas hidrolisadas, entre outros.

Os compostos antioxidantes podem ser classificados ainda em sintéticos ou
naturais (substancias bioativas). Como exemplos de sintéticos pode-se citar o butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e
propil galato (PG), que sé@o bastante utilizados na inddstria de alimentos; deve-se
controlar seu uso, uma vez que apos a ingestdo em longo prazo e em alta dosagem
podem causar efeitos cancerigenos. Para evitar risco patogénico de antioxidantes
sintéticos e devido a varias vantagens que 0s antioxidantes naturais apresentam, é
de grande importancia estudos com foco na extracdo, identificacdo, modificacdo e
aplicacdo de antioxidantes naturais. Entre as vantagens apresentadas por esses
compostos naturais encontram-se a sua disponibilidade em recursos agricolas ou
marinhos, biocompatibilidade, biodegradabilidade, que sé@o caracteristicas que levam
a seguranca ambiental e a possibilidade de preparar uma variedade de derivados
modificados quimicamente ou enzimaticamente, para usos finais especificos
(PRASHANTH, 2007).

Os produtos naturais que contém compostos bioativos podem ser usados
para ajudar a reduzir os danos oxidativos para o corpo humano, mantendo equilibrio
entre a producao de radicais livres e as defesas antioxidantes, e assim garantindo
uma condicdo essencial para o funcionamento normal do organismo. Esses
suplementos antioxidantes sdo importantes pois, apesar de quase todos o0s
organismos estarem equipados com sistemas de defesa e reparacdo antioxidantes
gue evoluiram para protegé-los contra danos oxidativos, estes sistemas sdo muitas
vezes insuficientes para evitar completamente os danos induzidos por estresse
oxidativo (REIS et al., 2012; KITZBERGER et al., 2007).

Os cogumelos apresentam atividade antioxidante e sdo utilizados para
auxiliar o sistema de protecdo enddégena. Devido a essa propriedade e a acgao
antitumoral que apresentam, varios subprodutos dos cogumelos estdo sendo usados
contra patdogenos humanos para ativacado do sistema imunolégico e para melhorar a
saude humana (REIS et al., 2012; KITZBERGER et al., 2007).
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Em estudos realizados com extratos com solventes organicos de cogumelo e
em estudos realizados com cha preto, uma correlacdo direta entre a atividade

antioxidante e teor de fendlicos totais foi encontrada (KITZBERGER et al., 2007).

4.3.1. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na
natureza, sendo parte dos constituintes de uma variedade de vegetais, frutas,
microrganismos e produtos industrializados.

Estudos realizados com os compostos fendlicos demonstram que estes
possuem capacidade antioxidante, e possivel efeito na prevencdo de diversas
enfermidades cardiovasculares, cancerigenas e neurolégicas, sendo que além da
atividade antioxidante, possuem atividade antinflamatoéria e atividade que impede,
nao sé a aglomeracao das plaquetas sanguineas, mas também a acéo de radicais
livres no organismo, protegendo moléculas como o DNA e proporcionando agao
benéfica na salde humana (SILVA et al., 2010).

Segundo dossié de antioxidantes da Revista Food Ingredientes Brasil em
2009, os compostos fendlicos sdo considerados como antioxidantes primarios, uma
vez que promovem a remogao ou inativagcdo dos radicais livres formados durante a
iniciacdo ou propagacdo da reacdo, através da doacdo de atomos de hidrogénio a
estas moléculas, interrompendo a rea¢do em cadeia. O atomo ativo do antioxidante
€ abstraido pelos radicais livres R- e ROO- com maior facilidade do que os
hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas, formando espécies inativas para a
reacdo em cadeia e um radical inerte procedente do antioxidante. Este radical
estabiliza-se por ressonancia, ndo tendo a capacidade de iniciar ou propagar as
reacdes oxidativas.

Os compostos fendlicos apresentam em sua estrutura varios grupos
benzénicos caracteristicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas. Eles
sdo amplamente distribuidos e podem ser classificados de acordo com o tipo de
esqueleto que constituirA o anel benzénico e com a cadeia substituinte, e com

relacdo a ocorréncia no reino vegetal (DORES, 2007). Dividem-se em flavonoides
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(polifendis) e néo-flavondides (fendis simples ou acidos). Os flavondides
compreendem um grupo de compostos fendlicos bem frequentes nas frutas e nos
vegetais, apresentando-se sob muitas variacbes como flavondis, flavonas,
flavanonas, catequinas (Figura 3A), antocianinas (Figura 3B), isoflavonas e
chalconas. Suas principais fontes sao: café, cebola, maca, uva cerveja, vinho tinto e,
especialmente, cha, que contém, sobretudo catequinas em sua composi¢do. Na
classe dos nao-flavonoides estdo os derivados dos acidos hidroxicindmico e
hidroxibenzéico (Figura 4) (SILVA, 2010). Sua atividade antioxidante esta
relacionado com a possibilidade de reagirem com radicais livres, devido a facilidade
com que o atomo de hidrogénio do grupo hidroxila pode ser abstraido por um radical
livre, resultando em uma estrutura quindide que suporta a presenca de um elétron
desemparelhado (PANNALA, 2001)

Os principais compostos fendlicos nédo-flavondides derivados dos acidos
hidroxicindmicos sé@o os ésteres dos &cidos caféico, cumarico e fellrico, que estdo
presentes em alimentos como maca, péra, cereja e damasco. Quanto aos derivados
dos acidos hidroxibenzdicos, podem-se destacar os acidos salicilico, galico, elagico,
protocatéico e vanilico, que sdo encontrados em morango, uva e limdo (SILVA,
2010).

OH

o o} O

OH

OH

OH

A B

Figura 3. Exemplo de flavonéides mais comumente encontrados. A: catequinas e B:
antocianinas.
Fonte: Silva (2010, P. 673)
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A B

Figura 4. Moléculas dos acidos hidrocinamico (A) e do hidrobenzdico (B).
Fonte: Silva (2010, P. 673)

4.4 COMPOSTOS BIOATIVOS COM PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

A atividade antimicrobiana estd relacionada com a capacidade que um
composto possui de reduzir a quantidade ou eliminar ou impedir a multiplicacao de
microrganismos. Essa capacidade pode ser influenciada por fatores ambientais
(fatores extrinsecos), como temperatura, umidade relativa, pH; massa molecular,
umas vez que essas variaveis podem modificar a estrutura quimica de um composto
(GOMES, 2007). A atividade antimicrobiana de um composto pode ser avaliada com
base na determinacdo da concentracdo minima capaz de inibir o crescimento de um
dado microrganismo, um valor chamado MIC (Minimum Inhibitory Concentration)
(MORAES et al.). Essa concentracdo pode ser feita de forma direta, feita pelo
método de diluicdo, no qual concentracBes variadas do antibiético, obtidas pela
diluicdo em caldo ou agar, sdo inoculadas com o microrganismo, e a concentracao
mais baixa do antibi6tico que evita o crescimento apés a incubacao de 12 a 24 horas
€ a concentracgdo inibitéria minima; ou de forma indireta pelo método de difusdo em
placa, depende da difusdo do produto em analise através de um cilindro apropriado
ou discos de papel ou em orificios feitos na camada de agar semeado e solidificado
numa placa de Petri, a leitura é feita nas zonas de inibicdo de crescimento, a qual
depende da difusdo externa do antibiotico e do crescimento da bactéria que tende a
cobrir a superficie nutriente (MADIGAN et al., 2010).

Os compostos que apresentam atividade antimicrobiana podem ser naturais
ou sintéticos, sendo que o uso indiscriminado e prolongado de drogas
antimicrobianas sintéticas ndo é aconselhado, uma vez que tem levado a selecéo de

microrganismos patogénicos cada vez mais resistentes, com perfis de
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multirresisténcia, a qual € uma consequéncia do aparecimento de mutacdes no
genoma de bactérias e genes que ajudam a sobrevivéncia bacteriana. Este
problema é intensificado em paises como o Brasil, onde a populacdo tem por habito
a automedicacao, utilizando de maneira indevida os antibiéticos, tanto em dosagens,
como em posologia. Embora seja impossivel evitar a evolugdo bacteriana, é
importante escolher o antibiético mais adequado e uséa-lo de forma adequada para
minimizar o desenvolvimento de cepas resistentes. Em consideracdo a crescente
importancia clinica, laboratorial e terapéutica dispensada as infec¢des fangicas e
bacterianas, inUmeras pesquisas vem sendo desenvolvidas no sentido de obter
novos farmacos naturais, que sejam menos téxicos e apresentem atividade contra

cepas de microrganismos resistentes (REN et al., 2014).

Entre as fontes naturais que possuem atividade antimicrobiana pode-se
encontrar algumas espécies de cogumelos, como Shiitake e o Shimeji. Estudos
recentes de Shiitake tém demonstrado que o resultado do uso de seus extratos
apresentam efeito antitumoral, propriedades antimicrobianas, melhoria da funcao do
figado e uma reducéo de viremia em pacientes com hepatite B cronica, e uma
inibicdo da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana in vitro (HIRASAWA et
al., 1999).

Em estudos realizados com o cogumelo Shimeji, foi constatado que este
apresenta atividade antimicrobiana principalmente contra Escherichia coli,
Sthaphylococus aureus, Bacillus subtilis e Candida albicans (STEFANELLO et al.,
2012).

4.5 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A andlise de compostos bioativos, no geral, € influenciada pela natureza do
composto, método de extracdo empregado, tamanho da amostra, tempo e condi¢cdes
de estocagem e presenca de interferentes. A solubilidade deles varia com os
substituintes das cadeias carbonadas ciclicas, o grau de polimerizacdo e suas
interagbes com outros constituintes dos tecidos onde se encontram (SUTIVISEDSAK
et al., 2010).
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Na literatura ha diversos métodos de extracdo de compostos bioativos, que
variam de acordo com o indicador de oxidacdo escolhido e com o método usado
para a sua deteccao e quantificacdo. Nesses métodos de extracao os solventes mais
utilizados sdo: metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol,
dimetilformaldeido e suas combinacdes (NACZK e SHAHIDI, 2004), sendo que a
extragdo de compostos bioativos de diversas matrizes em solu¢cdes aquosas com
diferentes concentracdes de etanol demonstra ser frequentemente mais eficiente do

gue a extracdo somente em etanol ou agua (SUTIVISEDSAK et al., 2010).
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 AMOSTRAS

Ché preto, da espécie Camellia sinensis, e os cogumelos Shiitake e Shimeji
preto das espécies Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes, respectivamente, foram
adquiridos no Mercado Municipal de Curitiba. O Ché ja se apresentava na forma de
pd, enquanto que os cogumelos foram congelados a -80°C por 24 horas e
imediatamente liofilizados. As amostras resultantes foram finamente moidas em gral
com auxilio de um pistilo, embaladas em saco plastico, colocadas em isopor com

silica, lacradas e mantidas a 4°C até o preparo dos extratos hidroalcodlicos.

5.2 BACTERIAS

Duas espécies de bactérias foram avaliadas quanto a sensibilidade e
inibicdo do crescimento pelos extratos hidroalcodlicos e por dois antibiéticos:
a Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922. Estas
bactérias foram obtidas no Laboratério de Microbiologia, da Universidade
Tecnolbgica Federal do Parana, UTFPR, Campus Curitiba, onde foram cultivadas
em meio BHI (infusdo cérebro coracao) em estufa a 37 °C por 24-48h e mantidas em

geladeira a 4°C.

5.3 ANTIBIOTICOS

Dois antibidticos foram utilizados para avaliar a inibicdo de crescimento das
bactérias: a Cefalexina (Medley), e Amoxicilina+Clavulanato de potassio
(Novamox®, Ache). Foram preparadas solucbes de Cefalexina e de

Amoxicilina+Clavulanato de potassio, como descritas nos itens seguintes.
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5.3.1 Preparo da solugéo de Cefalexina (Medley)

Para preparo desta solucdo dissolveu-se 30 mg do comprimido Cefalexina

(Medley) em 100 mL de &gua destilada, obtendo-se uma solucao final de 300 mg\L.

5.3.2 Preparo da solucdo de Amoxicilina+Clavulanato de potassio (Novamox®,
Ache)

Primeiramente para o preparo desta solucdo preparou-se uma solucao
tampéo de fosfato de potassio. Para tal, em um baldo volumétrico de 1 L, adicionou-
se 94 mL de uma solugéo de 1 M de K2HPO4 em 6 mL de solugdo 1M de KH2POa.
Por fim completou-se o volume para 1 L com agua destilada.

O comprimido foi moido em almofariz de porcelana e suspenso em 100 mL da
solucdo tampao de fosfato de potassio pH 8,0. Para chegar a concentracdo final
desejada (20 pg) pipetou-se 1,14 mL da suspensdo anterior em um baldo
volumétrico de 50 mL e em seguida completou-se o volume com solugcédo tampao.
Essa solucéo final foi filtrada com filtro de seringa em PVDF, diametro do filtro 13

mm, poro 0,45 pum.

5.4 EXTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos foram extraidos das amostras de cogumelos e de
chéa preto com etanol 40% (v/v) (HAMINIUK et al., 2012). Misturas ternarias de
diferentes proporcdes entre as amostras foram obtidas através da metodologia de
superficie de resposta (MSR) utilizando um delineamento experimental simplex-
centroide expandido de 10 tratamentos, com o objetivo de avaliar um possivel efeito
sinergistico antioxidante e antimicrobiano. Na Tabela 1 pode-se observar o

delineamento estatistico utilizado para a formulacdo das misturas ternarias.
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Em Enlermeyers de 125 mL foram colocados 1 g de cada amostra (segundo
a Tabela 1) e adicionados 20 mL da solugéo alcodlica. Os frascos foram colocados
para agitacdo em shaker a 130 rpm por 3 horas. Apds este periodo, o contetdo dos
frascos foi colocado em tubos, os quais foram centrifugados a 3000 rpm por 10
minutos, para obtenc&o do sobrenadante (extrato bruto). Por fim, as amostras foram
filtradas com filtro de seringa em PVDF, diametro do filtro 13 mm, poro 0,45 pm e
armazenadas em frascos estéreis. Até 0 momento da realizacdo das andlises as

amostras foram armazenadas em congelador a —18°C.

Tabela 1. Proporcéo de cada componente das misturas para formagcdo das amostras avaliadas.

Amostra Shiitaki Shimeji preto Cha preto
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 1\2 1\2 0
5 1\2 0 1\2
6 0 1\2 1\2
7 1\3 1\3 1\3
8 2\3 1\6 1\6
9 1\6 2\3 1\6

10 1\6 1\6 2\3

5.4.1 Quantificacdo de Compostos Fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram estimados no extrato bruto, em triplicata
pelo método de andlise colorimétrica, através da metodologia de Singleton e Rossi
(1965) a 765 nm, utilizando o método de Folin-Ciocalteau e o acido galico como
padrdao. Os resultados obtidos foram expressos em equivalentes de acido galico
(EAG) (VASCO et al., 2008).
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5.4.1.2 Preparo dos padrdes de Acido Galico

Para preparo da curva padréo de acido galico foram dissolvidos 0,5 g em 10
mL de etanol P.A., e em seguida, foi acrescentado 100 mL de &gua destilada para
obtencdo de uma solucdo com a concentragcdo de 5g\L. Dessa solucado foram
retirados volumes de: 0,5 mL, 1 mL, 2 mL, 5 mL e 10 mL. A todos os volumes foram
acrescentados 100 mL de agua deionizada, resultando em padrbées de 25 mg\L, 50
mg\L, 100 mg\L, 250 mg\L e 500 mg\L respectivamente (SINGLETON e ROSSI,
1965). O experimento foi realizado em triplicata.

5.4.1.3 Método de Folin-Ciocalteau

Para essa metodologia primeiramente foi preparada uma solucdo de
carbonato de sddio 75 g\L da seguinte forma: pesou-se 75 g de carbonato de sédio
anidro e transferiu-se para um béquer de 1L contendo 400 mL de agua deionizada;
em seguida o béquer foi colocado no forno micro-ondas e aquecido até fervura;
nesse momento o micro-ondas foi pausado por 30 segundos e entédo continuou-se o
aguecimento por mais 20 segundos, esse ciclo foi repetido cinco vezes, até que todo
o carbonato de sddio fosse solubilizado; o béquer foi retirado do micro-ondas e
deixado para resfriar a temperatura ambiente e em banho de agua por duas horas,
até que o equilibrio térmico fosse atingido (temperatura ambiente); ao término, a
solucéo foi transferida para um baldo de 1 L, o seu volume completado com agua
destilada e a solucéo foi estocada em geladeira por no minimo 15 horas; por fim a
solucéo foi filtrada usando papel filtro qualitativo, seu filtrado recolhido e guardado
em temperatura ambiente (VASCO et al.,2008).

Para preparo da curva padrao foram pipetados para baldes volumétricos de
25 mL, 12,5 mL de agua destilada; 0,25 mL de acido gélico; e 1,25 mL do reagente
de Folin. Deixou-se repousar a solucao por 3 minutos, acrescentou-se o volume de
solucdo de carbonato de sodio, 5 mL e por fim completou-se o volume restante do

baldo com agua destilada. Ao término, os baldes foram colocados em local escuro
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imediatamente e deixados reagir por 2 horas. Ao fim do periodo as solu¢ées foram
medidas em espectrofotometro a 765 nm (VASCO et al., 2008).

Para a determinar a quantificacdo de compostos fendlicos totais, foram
pipetados para bal6es volumétricos de 25 mL, 12,5 mL de agua destilada; 0,25 mL
do volume de amostra diluida; e 1,25 mL do reagente de Folin. Deixou-se repousar a
solucéo por 3 minutos, acrescentou-se o volume de solugédo de carbonato de sodio,
5 mL e por fim completou-se o volume restante do baldo com agua destilada. Ao
término, os balbes foram colocados em local escuro imediatamente e deixados
reagir por 2 horas. Ao fim do periodo as solugbes foram medidas em
espectrofotometro a 765 nm (VASCO et al., 2008).

5.5 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

5.5.1 Atividade antioxidante pelo teste DPPH*

Este teste avalia a habilidade que uma substancia tem de sequestrar o
radical livre estavel DPPH® (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e estd baseado na
descoloracdo de uma solucdo composta pelo radical estavel, de cor violeta, quando
h& adicdo de substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio. A atividade
antioxidante pelo método DPPH® foi realizada em triplicata de acordo com a
metodologia de Brand-Willians et al. (1995) e Mensor et al. (2001).

5.5.2 Solugédo DPPH 60uM

Para preparo dessa solugcédo foram dissolvidos 2,4 mg de DPPH em alcool
metilico, o volume foi completado para 100 mL com o alcool e a solucdo foi

transferida para um frasco ambar.
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5.5.3 Determinagé&o da atividade antioxidante total

A partir do extrato bruto foram preparadas quatro diluicbes em triplicata.
Para preparo das solucdes para determinacdo da atividade antioxidante total, em
ambiente escuro, transferiu-se um aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo preparada do
extrato para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (60uM) e uma aliquota de
0,1 mL da solucédo controle para um tubo de ensaio também com 3,9 mL do radical
DPPH. As solugdes foram homogenizadas em agitador de tubos e ap6s 30 minutos
do preparo das solucdes elas foram medidas em espectofotbmetro a 515 nm
(BRAND-WILIANS et al., 1995).

A atividade anti-radical foi determinada na forma de atividade antioxidante

(AA) pela Equacgao 1 de Mensor et al. (2001), descrita abaixo:

%AA = 100 - [(Aa-Ab)x100)/Ac] (1)

Onde:

Aa = Absorbancia da amostra, Ab = Absorbancia do branco, Ac =
Absorbancia do controle negativo. O controle negativo foi feito substituindo-se o
volume do extrato por igual volume do solvente utilizado na extracdo. O branco foi
preparado substituindo o volume da solucdo de DPPH- por igual volume de solvente
(MENSOR et al., 2001).

5.6 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO

5.6.1 Teste de difusdo em &gar com perfuragdo de pogos

A atividade antimicrobiana das amostras foi realizada pelo método da
difusdo em agar com perfuracdo de pocos, de acordo com a recomendacgdo da
National Commitee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS, 2003). A atividade foi

avaliada utilizando-se cepas das bactérias Escherichia coli ATCC 25922 e
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Staphylococcus aureus ATCC 25923, provenientes do Laboratorio de Microbiologia,
da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, UTFPR, Campus Curitiba.

A realizacdo dos testes foi feita com todos os extratos e apenas com uma
cepa por vez, minimizando os riscos de contaminacgao.

Os microrganismos foram ativados em caldo BHI, 48 horas antes da
realizacdo dos respectivos ensaios. Apds a incubacdo em caldo, as culturas foram
inoculadas em agar nutriente e incubadas por 24 horas, para que o preparo do
in6culo pudesse ser feito por suspensdo de colbnias em solucdo salina estéril
(0,85% p\v).

5.6.1.1 Preparo das placas de Petri para o teste de difusdo em &gar com

perfuracéo de pogos

Nos ensaios de difusdo em agar com perfuracdo de pocos foi necessario
adaptar um papel de filtro & tampa da Placa de Petri, para tal foi utilizado papel de
filtro comum, com gramaura de 80 g\m? e diametro de 1,5 cm superior ao diametro
da placa, de modo a fornecer sustentacdo ao papel, que permanece dobrado sobre
as laterais da tampa. Os papéis de filtro foram colocados nas tampas antes da
esterilizacéo das placas para evitar maiores riscos de contaminacao.

Apés esterilizacdo das placas foi preparado quantidade de meio de cultura
agar Mueller-Hinton suficiente para volume de 40 mL de meio por placa. O
procedimento seguinte foi realizado em duas etapas, 0 primeiro passo consistiu na
adicdo de 20 mL de agar Mueller-Hinton as placas de Petri, para formacdao de uma
camada basal, aguardou-se entdo algum tempo até que o meio estivesse bem
solidificado. Para segunda etapa esterilizou-se cilindros de aco inoxidavel de
didmetro de 8 mm para confeccdo dos pocos. Os cilindros foram esterilizados em
autoclave e foram levados para cabine de fluxo laminar. Apds os cilindros atingirem
a temperatura ambiente eles foram dispostos nas placas, 4 cilindros por cada placa,
adicionou-se entdo mais 20 mL do meio agar Mueller-Hinton. Apos o resfriamento

dessa segunda camada os pogos foram retirados com o auxilio de uma pinga esteéril.
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Nessa técnica é de grande importancia tomar cuidado para que a perfuracao
dos pocos ndo atinja o fundo da placa, pois a amostra podera fluir sob o meio e

causar um resultado erréneo.

5.6.1.2 Padronizac¢éo do indculo

Os inéculos foram padronizados através da escala de McFarland, no
momento da realizagdo dos ensaios, utilizando-se o padréo correspondente ao valor
de 0,5 da escala McFarland, o qual corresponde a 0,5 mL da solucédo de BaCl2 0,048
mol\L e 99,5 mL da solugdo de H2SO4 1% (vlv), resultando em uma suspensao
contendo aproximadamente 1 a 2 x 108 células\mL de bactéria (NCCLS, 2003).

Para preparo do indculo por suspensao de coldnias em solugdo salina estéril
(0,85% p\v) adicionou-se com uma alca de platina estéril colénias de bactérias em
um tubo de ensaio contendo solucdo de NaCl e agitou-se a solucdo em agitador do
tipo vortex. Para igualar a densidade 6ptica da suspenséo de células do in6culo a da
suspensdo de McFarland foi utilizado o método de comparagdo visual, em
iluminacdo ambiente adequada, utilizando tubo de ensaios de mesmo diametro que
0 usado para suspensdo padrdo e com auxilio de um cartdo branco com linhas

contrastantes pretas ao fundo (Figura 5).

Figura 5. Comparacdo da densidade Optica da suspensdo de células do inoculo (A) a da
suspensdo de McFarland (B).
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5.6.1.3 Inoculacao

Dentro de no maximo quinze minutos apds 0 ajuste comecou-se a
semeadura introduzindo um swab estéril na suspenséo bacteriana ajustada a 0,5 da
escala McFarland, comprimiu-o contra a parede interna do tubo para retirar o
excesso do indculo e passou-se 0 swab em toda superficie do agar com estrias bem
proximas. Esse passo foi repetido mais duas vezes, girando a placa
aproximadamente 60° cada vez que era semeada. Ao final passou-se o0 swab em
toda margem da placa e na margem de cada poco.

5.6.1.4 Aplicacdo das amostras nos ensaios de difusdo em &gar com perfuracéo

de pocos

Para os ensaios da avaliacdo da atividade antimicrobiana foram realizadas
duas diluicbes do extrato bruto e uma mistura do extrato bruto (100%) com o
antibiético Cefalexina, obtendo-se assim uma solucao de extrato 100%, 75%, 25% e
uma mistura com 50% de extrato (100%) e 50% do antibiético Cefalexina. Essas
diluicdes e misturas foram realizadas com os 10 extratos diferentes. Para controle
negativo foi utilizado o solvente etanol 40% e para controles positivos, os antibioticos
Novamox (20 ug) e Cefalexina (300 mg).

Em ambiente estéril e com as placa entreabertas, usou-se uma micropipeta
com ponteiras estéreis para dispensar 100 pL de cada solucdo previamente
preparada e as solu¢des controles nos poc¢os. As placas foram incubadas por 16-18
horas no sentido normal (com o agar voltado para baixo), uma vez que as amostras
séo liquidas. Apos esse periodo foi realizada a avaliacdo dos halos de inibicdo do
crescimento microbiano. As zonas de inibicdo foram medidas em milimetros com o
auxilio de uma régua. Para cada extrato os ensaios foram realizados em duplicata
(n=2).
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5.6.2 Concentracgdo Inibitoria Minima (MIC)

A determinacdo da concentracdo inibitoria minima das amostras foi realizada
pelo método da macrodiluicdo em caldo, de acordo com a recomendacao da Nature
Protocols, segundo o artigo “Agar and broth dilution methods to determine the
minimal inhibitory concentration (MIC) of antimicrobial substances” (WIEGAND et al.,
2008).

Esse teste foi realizado com o extrato 1, contendo apenas Shiitake; com o
extrato 3, contendo apenas cha preto; com o antibiético Cefalexina; e com a mistura
desses dois extratos com o antibiético Cefalexina. A cepa escolhida para esse teste
foi a Escherichia coli ATCC 25922.

Antes de comecar o teste, culturas de Escherichia coli foram inoculadas em
agar nutriente e incubadas por 24 horas, para que o preparo do inodculo pudesse ser
feito por suspensédo de colénias em solucéo salina estéril (0,85% p\v).

O inéculo foi preparo e padronizado segundo procedimento descrito no item
5.6.1.2 desse trabalho. ApGs obtencdo da suspensédo bacteriana correspondente a
0,5 da escala de McFarland, ela foi diluida 1:100 em solucéo salina para a obtencdo
de suspensées com cerca de 10° Unidades Formadoras de Colbénias (UFC/mI) e foi
adicionada as diluicdes previamente preparadas das amostras.

A partir de solucdes iniciais dos extratos (50 g\L) foram preparadas diluicbes
de 10 g\L, 2 g\L, 0,4 g\L e 0,08 g\L para os extratos 1 e 3, e diluicdes de 1280 mg\L,
128 mg\L, 16 mg\L, 2 mg\L e 0,25 mg\L para o antibidtico. Para o preparo das
misturas dos extratos e antibiético foram utilizados 0,5 mL de cada diluicdo dos
extratos e adicionou-se 0,5 mL de cada diluicdo do antibiético em tubos de ensaio,

segundo a Tabela 2.

Tabela 2. Quantidades de extrato e antibiético misturados para realizar o teste MIC.

Concentracdes iniciais de extrato e antibiético Volume de extrato + antibiético
10 g\L e 128 mg\L 0,5mL+0,5mL
2g\L e 16 mg\L 0,5mL +0,5mL
0,4 g\L e 2 mg\L 0,5mL +0,5mL

0,08 g\L e 0,25 mg\L 0,5mL +0,5mL
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Diferentes concentracdes dos extratos e do antibidtico foram obtidas pela
mistura de 1 mL das amostras pré-diluidas com volumes variaveis de caldo nutriente
(Tabelas 3 e 4).

Tabela 3. Diluicdes dos extratos em caldo e concentracdo antimicrobiana final utilizada no
teste MIC.

Concentragdes Volume de caldo Concentragéo Concentracgéo final
extratos (g/L) nutriente (mL) antimicrobiana obtida (g\L) no teste (g/L)*
50 1 25 12,5
50 3 12,5 6,25
10 1 5 2,5
10 3 2,5 1,25
10 7 1,25 0,625
2 1 1 0,50
2 3 0,5 0,25
2 7 0,25 0,25
0,4 1 0,2 0,10
0,4 3 0,1 0,05
0,4 7 0,05 0,025
0,08 1 0,04 0,02
0,08 3 0,02 0,01

*Concentragdo final obtida apos a adicdo de 1 mL da suspenséo bacteriana em um tubo contendo 1

mL de cada extrato diluido.

A concentracdo antimicrobiana final utilizada para o teste foi obtida pela
adicdo de 1 mL de cada amostra diluida em caldo em um tubo de ensaio e pela
adicdo da suspensao bacteriana. ApoOs esta etapa, seguiu-se a incubacao dos tubos
em estufa a 37 °C por 16-20h, para avaliagdo da agéo antimicrobiana dos extratos,
do antibidtico e das misturas entre extratos e antibiotico, pela reducdo visual da
turbidez. A concentracdo inibitéria minima dos extratos, antibidtico e misturas foi

determinada como a concentracdo de amostra que inibiu o crescimento bacteriano.
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Tabela 4. Quantidade de caldo nutriente adicionado as solucdes pré-diluidas de antibiético e
as concentracdes finais utilizadas no teste MIC.

Concentragdes Volume de caldo Concentragéo Concentracgéo final no
antibiético (mg/L) nutriente (mL) antimicrobiana obtida teste (mg/L)*
(mg\L)
1280 9 128 64
128 1 64 32
128 3 32 16
128 7 16 8
16 1 8 4
16 3 4 2
16 7 2 1
2 1 1 0,5
2 3 0,5 0,25
2 7 0,25 0,125
0,25 1 0,125 0,0625
0,25 3 0,0625 0,03125

*Concentracao final obtida apés a adicdo de 1 mL da suspenséo bacteriana em um tubo contendo 1
mL de cada extrato diluido.

Para controle positivo foi utilizado 1 mL de caldo nutriente com 1 mL de
suspensao bacteriana ajustada, e para controle negativo de cada amostra, utilizou-

se 1 mL de caldo nutriente com 1 mL da solug&o de extrato na maior concentragao.

5.6.3 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados (analise de variancia, teste de Pareto
nivel de significancia de 95% (p<0,05)) e a obtencdo dos graficos relacionados ao
delineamento estatistico experimental foi realizada no software Statistica 7.1
(Statsoft, Tulsa, USA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Para a realizacdo da quantificacdo dos compostos fendlicos totais presentes
nos extratos hidroalcodlicos de Shiitake, Shimeji, cha preto e misturas ternarias, fez-

se a curva padrdo de 4cido gélico, obtendo-se o Gréfico 1 (n=3).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2 y =0,0019x - 0,0275
0,1 R? = 0,9995
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400 500 600

Concentragdo de Ac. Galico (mg/L)

Absorbancia

Grafico 1. Curva padréo de 4cido gélico.

Com o ajuste linear dos dados de absorbancia e concentracdo de acido
galico obteve-se a equacéo da reta y = 0,0019x — 0,0275 e um valor de R? igual a
0,9995, o que indicou que a equacdo obtida poderia ser utilizada para a
quantificacdo de fendlicos nas amostras dos extratos hidroalcodlicos.

Algumas amostras apresentaram colora¢cdo bem escura apds a reacdo com
o reagente de Folin, conforme Figura 6, e, portanto, foram feitas diluicbes de acordo

com a necessidade.
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Figura 6. Amostras apos reacdo com reagente de Folin: A) antes das diluicBes e B) apos
diluices.

Apos duas horas de reacdo as amostras foram lidas em espectrofotdmetro a
765 nm. Os resultados obtidos foram expressos em equivalentes de acido gélico
(GAE) por grama de amostra seca.

A guantidade de fendlicos totais has amostras variou de 6,02 mg GAE/g a

230,79 mg GAE/g, como pode-se observar na Tabela 5.

Tabela 5. Proporcdes de Shiitake, Shimeji preto e cha preto utilizadas nas misturas ternarias
determinadas pelo delineamento experimental simplex-centr6ide e quantidade de fendlicos
totais obtidos nos extratos hidroalcodlicos das amostras.

Amostras Shiitake  Shimeji preto  Cha preto Fendlicos totais (mg GAE/g)
1 1 0 0 6,02
2 0 1 0 17,58
3 0 0 1 230,79
4 1\2 1\2 0 14,05
5 1\2 0 1\2 148,42
6 0 1\2 1\2 109,21
7 1\3 1\3 1\3 75,72
8 2\3 1\6 1\6 46,21
9 1\6 2\3 1\6 56,10
10 1\6 1\6 2\3 179,21
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O extrato 3, o qual apresentou a maior quantidade de fendlicos totais,
representa a amostra com apenas cha preto, com o valor de 230,70 mg GAE\g. Em
geral, as maiores concentracbes de compostos fendlicos foram encontradas nos
extratos que possuiam o cha preto como componente, como: o extrato 10, amostra
de Shiitake, Shimeji preto e cha preto, com maior quantidade desse Ultimo; o extrato
5, contendo Shiitake e cha preto, em quantidades iguais; e o extrato 6, contendo
Shimeji preto e cha preto, também em quantidades iguais.

A influéncia de cada componente das misturas ternarias com relacdo a
quantidade de fendlicos totais nos extratos pode ser observada na Figura 7. A
superficie de resposta obtida pelo uso do delineamento estatistico experimental
demonstrou que quanto maior a quantidade de cha preto presente na amostra, maior
a quantidade de compostos fendlicos. O modelo quadratico representou bem os
dados experimentais obtidos pela quantificacdo dos compostos fendlicos das
misturas com alto valor de R? (0,98).

Cha Preto
0,0041,00

Il %0
| E
B 70
[s0
B 50
Bl 40
I 0

Shitake Shimeji

Figura 7. Diagrama ternario para os compostos fendlicos, ajustado pelo modelo quadratico.

O ché preto apresentou uma quantidade de compostos fendlicos 13 vezes
maior que o Shimeji preto e 38 vezes maior que o Shiitake. O resultado encontrado
ja era esperado, uma vez que 0s chas pretos possuem em sua constituicio uma

qguantidade diversa de compostos fendlicos, como foi apresentada na revisdo
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bibliografica deste trabalho. Em sua composi¢cao quimica pode-se encontrar acidos
fenolcarboxilicos, taninos antioxidantes - galato de epigalocatequina, catequinas
(epicatequina, epigalocatequina, galato-3-epicatequina e galato-3-epigalocatequina),
e bases puricas (cafeina, teofilina, teobromina) (SOUSA et al., 2004).

As interagbes binarias entre os componentes das misturas ndo foram
significativas (p>0,05), e, portanto, pode-se concluir ainda que ndo houve efeito

sinergistico ou interacdo entre os componentes individuais dos extratos (Figura 8).

(C)Ché Preto o /// 20,11868
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p=0,05
Figura 8. Grafico de Pareto para os compostos fen6licos do Shiitake (A), Shimeji (B), Cha preto
(C) eiinteracbes (AC, BC e AB) entre os componentes das misturas.

Na Tabela 6 pode-se comparar os valores obtidos com dados da literatura
relacionados a quantidade de compostos fendlicos totais encontrados em amostras
de cogumelos e de cha preto. De um modo geral, valores maiores desses
compostos sdo apresentados para amostras de cha preto. A variacdo encontrada na
composicao fendlica interespecifica e intraespecificas pode ocorrer por diferentes
fatores, como pelas diferentes condicbes de extracdo, concentracdo e solvente
utilizado, temperatura e tempo; no caso dos cogumelos, pelas condi¢des de cultivo;
no caso do cha, pelas condigbes de fabricacdo utilizadas pela industria e pelas

diferencas na composicdo do vegetal (proporcdes de folhas), diferencas nas



36

condi¢cdes ambientais e climéaticas de plantio e condicfes fisiopatoldgicas da planta
(SPIGNO et al., 2007; ZIELINSKI et al., 2014).

Tabela 6. Compostos fenélicos totais (mg de GAE/g) em amostras de cogumelos e cha preto.

Amostras  Condi¢des de extragao Fendlicos totais (mg/g) Referéncias
Shiitake  Extragdo a frio com etanol 12,54 REIS et al. (2012)
70%
Extracdo com etanol 80% 4,27 DUBOST et al. (2007)
Extrac&o a frio com 6,02 Neste trabalho

etanol 40%

Shimeji Extracéo a frio com etanol 8,84 REIS et al. (2012)
70%
Extracdo com etanol 80% 4,32 DUBOST et al. (2007)
Extracdo a frio com 17,58 Neste trabalho

etanol 40%

Chapreto Extracdo com etanol 90% 89,86 OH et al. (2013)
Infusdo em agua a 100° C 144,3 RAMALHO et al. (2013)
Extrac&o a frio com 230,79 Neste trabalho

etanol 40%

6.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH-

O teste do DPPH* é um dos métodos mais usados para verificar a capacidade
antioxidante in vitro, uma vez que € rapido, sensivel, ndo exige equipamentos e
reagentes dificeis de serem obtidos, ndo envolve condicbes drasticas de
temperatura e oxigenacdo e também evita reacdes colaterais, tais como agentes
guelantes de ions metalicos e inibicdo enzimatica. O meétodo avalia a atividade
antioxidante pela captagdo do radical DPPH®* (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), medindo a
eficiéncia do sequestrador de radicais livres, que é determinada ndo apenas pela

reatividade do antioxidante com o radical livre, mas também pela sua concentragéo.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996913004973
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O radical livre disponivel comercialmente DPPH* é soluvel em metanol e apresenta
coloracdo violeta; quando um antioxidante € misturado a solugdo metandlica de
DPPH?®, o radical livre € reduzido, formando o 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) de
coloracdo amarela. A mudanca € determinada em espectrofotbmetro a 515 nm,
indicando a eficiéncia do antioxidante adicionado em remover o radical. Portanto, o
efeito dos antioxidantes sobre o sequestro do radical DPPH* é atribuido a habilidade
desses compostos de doar hidrogénio (KOLEVA et al., 2006; OSMAN, 2011,
PAPICH, 2013).

A atividade antioxidante total dos extratos hidroalcodlicos do Shiitake, Shimeji
preto, Cha preto e suas misturas foi determinada na concentragdo de 6,25 g/L e 0
acido galico na concentracdo de 100 ppm foi utilizado como padrdo para
comparacao (atividade antioxidante 100%).

Os resultados de atividade antioxidante total podem ser observados no
Gréfico 3. O extrato 10, que corresponde a mistura de 16,6% de Shiitake, 16,6% de
Shimeji e 66,6% de Cha preto, apresentou a atividade antioxidante méaxima, de
100%, na concentracdo avaliada.

O cha preto influenciou significativamente (p<0,05) a atividade antioxidante
dos extratos, o que pode ser observado no Diagrama de pareto na Figura 9. No
entanto, as interagcdes entre os componentes das misturas ndo foram significativas
(p>0,05).
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Gréfico 2. Atividade antioxidante total dos extratos hidroalcodlicos pelo método DPPH®".



38

6,822309

(C)Cha Preto

(A)Shitake
(B)Shimeji

V7
ABC

p=0,05
Figura 9. Diagrama de Pareto para a atividade antioxidante total do extratos hidroalcéolicos.

O modelo cubico representou bem os dados experimentais obtidos pela
quantificagcdo da atividade antioxidante das misturas com alto valor de R? de 0,92.

Os valores preditos pelo modelo para a obtencéo da atividade antioxidante
otima (100%) de uma mistura ternaria foram de 25% de Shiitake, 19% de Shimeji
preto e 56% de Ché preto.

Pode-se observar na Figura 10 que houve boa correlacdo (r=0,83) entre a
guantidade de fendlicos presentes nas amostras com a atividade antioxidante. As
amostras que apresentaram a maior atividade antioxidante total foram a 10, 3, 7,5 e
6, que por sua vez foram as 5 amostras que apresentaram a maior quantidade de
compostos fendlicos. Apesar da boa correlacdo entre essas amostras, 0s extratos
individuais de Shiitake e Shimeji ndo apresentaram relacdo entre o conteddo de

fenolicos totais e a atividade antioxidante (Figura 10 e Gréfico 2).
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Figura 10. Grafico de correlagéo entre fendlicos totais (mg/g) e atividade antioxidante
(%) dos extratos hidroalcoélicos.

Essa relacdo de compostos fendlicos com a atividade ja foi citada em
estudos anteriores, tanto em cogumelos (KITZBERGER et al., 2007), como em cha
preto (ZIELINSKI et al., 2014), e sendo estas dependentes do teor e do tipo de
compostos fendlicos presentes em cada uma das espécies.

A atividade antioxidante é definida como uma inibicdo da oxidacdo de
lipidios, proteinas, DNA ou outras moléculas, que ocorre através do bloqueio da
etapa de propagacdo em reacfes oxidativas em cadeia. Sendo assim, o consumo de
antioxidantes se faz necessario para manutencdo da saude celular e correto
funcionamento do organismo, uma vez que séo capazes de estabilizar, ou desativar
os radicais livres antes das células sofrerem danos, reduzindo portanto a acédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em dano tecidual. O corpo humano produz
antioxidantes naturalmente, como as enzimas superoxido dismutase, catalase e
glutationa, porém ndo em quantidade suficientes, e quando a disponibilidade de
antioxidantes é limitada, pode ocorrer estresse oxidativo, que € o desequilibrio entre
a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e os sistemas de defesa
antioxidantes no organismo, causando o desenvolvimento e progressao de muitas

doencas. Os antioxidantes primarios eliminam diretamente radicais livres, enquanto
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que antioxidantes secundarios indiretamente previnem a formacao de radicais livres
por meio de reacdo de Fenton (ATOUI et al.,, 2005; GOLLUCKE et al., 2014;
KITZBERGER et al., 2007; OH et al., 2013).

Os cogumelos apresentam polissacarideos, triterpenos, fendlicos e varios
metabdlitos que apresentam fontes potenciais de novos antioxidantes naturais. As
caracteristicas estruturais desses compostos, tais como peso molecular,
configuracao, tipos de ligacdo afetam a intensidade da atividade antioxidante (REN
et al., 2014). Ja foi encontrada correlacdo direta entre a atividade antioxidante e teor
de fendlicos totais nos cogumelos, como ja citado, embora a acdo antioxidante tenha
sido levantada por outras substancias, como tocoferdis e B-caroteno (KITZBERGER
et al., 2007).

A atividade antioxidante do ch&a preto esta relacionada a presenca de
polifendis, mais especificamente a presenca de acidos fendlicos e flavondides (grupo
a que pertencem as catequinas e seus derivados), sendo que a atividade destes é
maior que daqueles. Ha estudos ainda que relatam que a cafeina apresenta boa
capacidade de eliminacdo de radicais hidroxila. O mecanismo antioxidante dos
polifendis é atribuido a: sua capacidade na retencdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e espécies reativas de azoto, que incluem radicais livres, tais como
superoxido, hidroxilo e éxido nitrico, bem como espécies de radicais nao-livre, como
peréxido de hidrogénio e acido nitroso; um mecanismo de redox que permite que 0s
componentes ajam como agentes doadores de hidrogénio, desativadores de
oxigénio singleto e sequestrantes de ions metélicos, que através da reacdo Fenton
poderiam gerar radicais. A estrutura quimica de flavondides determina a relativa
facilidade de oxidacdo e atividade de eliminacdo de radicais livres. Embora a
presenca de grupos galoil, 0 nimero e a posicdo dos grupos hidroxila (com base no
potencial redox) sejam reconhecidos por aumentar a atividade antioxidante, a
metoxilacdo e a glicosilacdo da posicao 3, aparentemente, diminui a capacidade de
reducdo. Esses polifendis podem ainda funcionar como antioxidantes indiretamente,
através dos seus efeitos sobre fatores de transcricdo e atividades enzimaticas
(CHAN et al., 2007; OH, 2013; OSMAN, 2011; TURUMTAY et al., 2014; ZIELINSKI
et al., 2014).

Vale ressaltar ainda que o método DPPH:- Nao revela a capacidade

antioxidante total de um composto, visto que a variedade de compostos
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antioxidantes podem funcionar através de mecanismos diferentes do que o proposto
por esse método (OH et al., 2013; REN et al., 2014).

6.3 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO

6.3.1 Método de difusdo em agar com perfuracéo de pocos

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de difusdo
em agar com perfuracdo de pocos, usou-se dois antibidticos como controle positivo e
etanol 40% como controle negativo, em duas bactérias, Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus aureaus ATTCC 25923. Os resultados dos diametro obtidos
para os halos de inibicdo dos antibiéticos selecionados como controle positivo e
controle negativo para cada espécie bacteriana, em ensaios de difusdo em agar com

perfuracdo de pocos estdo apresentados na Tabela 7 e na Figura 11.

Tabela 7. Valores dos didmetros (mm) obtidos para os halos de inibicdo dos antibiéticos
selecionados como controle positivo e controle negativo para cada espécie bacteriana, em
ensaios de difusdo em agar com perfuracdo de pogos (n=2).

Bactérias Novamox (20 ug) Cefalexina (300 mg) Etanol 40%

Escherichia coli ATCC 25922 15,25 + 1,06 10,00 £ 0,7 0
Staphylococcus aureaus ATCC 25923 10,50 £ 1,41 14,33 £ 1,53 0
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Novamox Cefalexina Etanol 40%

E. coli

S. aureaus

Figura 11. Halos de inibicdo dos antibioticos selecionados como controle positivo e
controle negativo para cada espécie bacteriana, em ensaios de difusdo em agar com
perfuracéo de poc¢os.

As amostras foram testadas com extrato 100%, 75%, 25% e em sinergismo
com o antibidtico na concentragdo final de 150 mg\L. Dentre as dez misturas dos
extratos hidroalcodlicos testados quanto a atividade antimicrobiana contra os dois
microorganismos utilizados, observou-se inibicdo do crescimento em apenas trés
extratos, o 1, contendo apenas Shiitake; o 3, contendo apenas cha preto; e o 4,
contendo quantidade iguais de Shiitake e Shimeji preto, e em potencial significativo
apenas para a Escherichia coli, conforme apresentado na Tabela 8 e nas Figuras
12-21.

Tabela 8. Diametros (mm) dos halos de inibi¢cdo nos teste antimicrobianos de difusdo em agar
com perfuracdo de pogos (n=2).
(Continua)

CEPA: Escherichia coli ATCC 25922

Concentracéo do Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext.  Ext. Ext. Ext. Ext.

extrato 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
100% 11 - 4.5 4.5 - - - - - -
75% 2 - 5 6 - - - - - -
50% 2 - 4 - - - - - - -

M: Extrato (50 g\L) 14 105 9,5 8 8,5 10,5 9,5 9 55 2,5
+ Cefalexina
(150 mg\L)
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Tabela 8. Diametros (mm) dos halos de inibi¢c&do nos teste antimicrobianos de difusdo em &gar
com perfuracdo de pogos (n=2).
(Concluséo)

CEPA: Staphylococcus aureaus ATCC 25923

Concentracéo do Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext.

extrato 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
100% - - 2,5 - - - - ; ; )
75% - - - - - - - - - -
50% - - - - - - - - - -

M: Extrato (50 g\L) 10,5 8 8,5 8 14 10,5 8,5 10,5 11 7
+ Cefalexina
(150 mg\L)

Figura 13. Teste antimicrobianos de difusdo em agar com perfuracdo de pog¢os no Extrato 2.



Figura 16. Teste antimicrobianos de difusdo em agar com perfuracdo de pogos no Extrato 5.
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Figura 18. Teste antimicrobianos de difusdo em agar com perfuracdo de pog¢os no Extrato 7.

Figura 19. Teste antimicrobianos de difusdo em agar com perfuracdo de pog¢os no Extrato 8.
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Figura 21. Teste antimicrobianos de difusdo em agar com perfuracdo de pocos no Extrato 10.

A interacdo entre o extrato 1 e a cefalexina (em concentracdo menor do que
a utilizada no controle), com halo de 14 mm, resultou em efeito positivo na inibicao
do crescimento de Escherichia coli, 0 que pode ser observado pelo aumento do
didmetro de inibichio em comparacdo com o extrato bruto (11 mm) e com o
antibiético avaliado individualmente (10 mm) (Tabelas 7 e 8).

Essa interacdo positiva que intensificou a poténcia de um produto bioativo
pode ser chamada de potenciacéo. Os efeitos aditivos e sinérgicos sdo subconjuntos
de potenciagdo e estdo presentes quando este efeito € experimentalmente
caracterizado e quantificado (VIKSVEEN, 2003).

Pelos resultados pode-se perceber que o sinergismo de antibiético com os
produtos naturais escolhidos sdo significativos, uma vez que a mistura de antibiético
150 mg\L e extrato tem praticamente o0 mesmo halo de inibicdo do que o antibiotico
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puro com o dobro da concentracdo (300 mg\L), sendo assim pode-se diminuir a
concentragcdo necesséria de antibiéticos obtendo-se ainda um resultado eficaz. Essa
diminuicdo é benéfica pois os antibidticos ndo matam sé as bactérias, mas podem
também prejudicar o organismo humano, por intoxicacdo ou causando reacdes
adversas; além de que nem todas as bactérias que estdo no corpo séo prejudiciais,
algumas sdo necessérias para o funcionamento correto do corpo e os antibiéticos
matam também essas bactérias, logo o uso em uma concentragdo menor poderia
diminuir esse impacto de recebimento do antibiético no organismo do paciente
(VIKSVEEN, 2003).

Como pode-se ver nos resultados, os extratos mais promissores séo o 1,
contendo apenas Shiitake e 0 3, contendo apenas cha preto. O melhor extrato frente
a Escherichia coli € o extrato 1, o qual possui halo de inibicdo maior frente a
bactéria; e o melhor extrato frente a Staphylococcus aureus é o extrato 3 (extrato
bruto, 100%), o qual € capaz de inibir sozinho a bactéria.

A atividade antimicrobiana dos cogumelos pode ser atribuida a presenca de
varios metabolitos bioativos secundarios, compostos volateis, alguns fenois, acidos
gdlico, &cidos graxos livres e seus derivados. A sensibilidade de algumas bactérias
para extratos de cogumelos pode ser explicada pela estrutura hidrofilica que elas
possuem em seu espaco periplasmatico (espaco fluido entre a membrana
plasmatica e a membrana externa de bactérias gram-negativas), o que faz com que
a parede celular seja mais permeavel e consequentemente, essas bactérias ficam
mais vulneraveis ao atague por cogumelos. Assim, cogumelos que possuem em sua
constituicdo compostos bioativos poderiam suportar aplicagdes na industria como
fontes acessiveis de compostos antimicrobianos (GYAWALI e IBRAHIM, 2014).

O Shiitake € um cogumelo que possui em sua composicdo quimica
proteinas, lipideos (acido linoléico), carboidratos, fibras, minerais, vitaminas B1, B2 e
C e ergosterol, a pré-vitamina D. Um dos principais compostos isolados do Shiitake
gue possui propriedades antimicrobianas e antitumorais € o lentinano. Pode-se
destacar também a atividade presente em mais compostos do Shiitake, como no
acido galico, que demonstrou em outros estudos ter propriedades anti-bacterianas e
também exercer uma atividade anticarcinogénica em células cancerosas em animais
e de um precursor de tanino que fornece a base para epiafzelequina e bostricoidina,

uma substancia antibidtica que demonstrou ser ativa in vitro contra M. tuberculosis.
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Em um estudo que tentava identificar os componentes quimicos do Shiitake
a partir de extratos, identificaram-se 34 compostos, 0S quais apresentavam uma
série de novos metabdlitos antimicrobianos néo identificados anteriormente na
espécie, como cicloheximida, alcaléides anticancerigenos, acido ciclopiazénico e
dissulfuretos (HIRASAWA et al., 1999; RAO et al., 2009).

No caso do cha preto a presenca de compostos polifendlicos € responséavel
pelos seus beneficios para a saude. Esses compostos fendlicos sdo os metabdlitos
secundarios de plantas e tém um grande potencial como uma fonte alternativa de
tratamento de doencas cronicas, com propriedades antimutagénica, antiviral,
antinflamatoérias em varios sistemas biologicos. A influéncia desses compostos no
crescimento bacteriano e metabolismo depende da estrutura do polifenol, da
dosagem ensaiada e da cepa do microrganismo devido a diferencas encontradas na
composicao da parede celular microbiana.

Os polifendis podem ligar-se a membranas de células bacterianas de uma
forma dependente da dose, perturbando assim a funcdo da membrana e
ocasionando a inibicdo do crescimento das células. O conteudo de polifenéis de cha
€ atribuido principalmente a flavondides, mais especificamente ao grupo das
catequinas (Figura 22): epicatequina (EC), epigalatocatequina (ECG),
epigalocatequina (EGC), e (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG); e entre estes, 0
composto mais abundante e ativo € o EGCG. As catequinas, dependendo da sua
estrutura e condicdo agregada, atuam em diferentes espécies de bactérias (E. coli,
Bordetella bronchiseptica, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
choleraesis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis)
através da geracdo de peroxido de hidrogénio, ligacdes de hidrogénio de seus
grupos hidroxila com bicamadas lipidicas das membranas celulares e alteracdo da
permeabilidade da membrana microbiana (CARDONA et al., 2013; JAIN et al.,
2013).
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Figura 22. Estrutura quimica das catequinas presentes no Cha preto.
Fonte: Lamaréao e Fialho (2009).

Como o antibidtico Cefalexina utilizado para controle positivo foi na
concentracdo de 300 mg\L, realizou-se sinergismo dos extratos com a Cefalexina
nessa concentracao final. O resultado esta apresentado na Tabela 9 e na Figura 23.
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Figura 23. Resultado do sinergismo de antibiotico e extrato nos teste antimicrobianos de
difusdo em agar com perfuragéo de pocos.

Tabela 9. Didmetros em mm dos halos de inibicdo do sinergismo de antibiético e extrato nos
teste antimicrobianos de difusdo em 4gar com perfuracéo de pocos.

CEPA: Escherichia coli ATCC 25922

Amostras Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext. Ext.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Extrato+Cefalexina
300 mg\L 21 23 27 22 22,5 18 18,8 195 17,8 19

O antibiético com concentracdo de 300 mg\L quando misturado com o
extrato possui um efeito de inibicdo consideravelmente maior do que ele sozinho
nessa concentracdo, resultado que permite afirmar que houve potenciacdo. A
associacdo de um composto bioativo com antibioticos existentes pode apresentar
grandes beneficios que sé&o justificados por varios autores, a nova solugcdo pode
apresentar melhores resultados de solubilidade, absorcéo, seguranca, estabilidade,
entre outros, fazendo com que o sinergismo, além do efeito da potenciacéo, possa

reduzir os possiveis efeitos secundarios adversos; o novo potencial pode exibir uma
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sinergia ao bloquear um ou mais dos outros alvos no caminho metabdlico. Essa
associacdo pode reduzir efeitos secundarios indesejaveis dos antibiéticos sobre a
saude humana e animal pela substituicdo de, pelo menos em parte, das substancias
sintéticas, por compostos antimicrobianos altamente especificos e néo toxicos.
(ABREU et al., 2014; HEMAISWARYA et al., 2008).

Sabe-se que as bactérias possuem mecanismos de defesas contra o0s
antibioticos (intrinsecos ou adquiridos), como inativacdo do antibidtico pela
destruicdo ou modificacdo deste por enzimas produzidas pelo organismo; prevencao
de acesso ao alvo; e alteracao do sitio de ligacdo do antibidtico, esses mecanismos
fazem com que o uso indiscriminado ou inadequado de antibiéticos gerem cepas
resistentes, que consequentemente causam aumento da morbidade, mortalidade e
custos dos cuidados de saude. Como o sistema biolégico é menos capaz de
compensar a acao de duas ou mais drogas simultaneamente, o desenvolvimento de
compostos ativos em conjugacdo com os antibiticos existentes provavelmente
poderiam evitar a emergéncia de variantes resistentes que poderiam surgir durante o
tratamento, aprimorando a biodisponibilidade do principio e causando um efeito de
modificacdo da resisténcia (ABREU et al., 2014; MANDRAGON et al., 2014 e
VIKSVEEN, 2003).

A combinacdo de antibiético com ch& preto é promissora, uma vez que o
EGCG, o principal constituinte do cha, demonstrou um comportamento sinérgico
com antibioéticos em outros estudos, destruindo a atividade B-lactamase, e atuando
também nos peptidoglicanos da parede celular. A elevada biodisponibilidade do
EGCG, uma vez que ele é absorvido através do trato digestivo e distribuido para
varios 6rgdos dos animais e seres humanos, poderia aumentar a atividade do
antibiético sob condic¢fes in vivo. Como o cha ja é consumido por milhares de anos,
tem-se a indicacdo de que sua toxidade é baixa (HEMAISWARYA et al., 2008).

A busca dessas associacdes sinérgicas se faz necessaria, além dos fatores

ja citados, pelo fato de que a industria farmacéutica, as grandes instituicoes
académicas ou o governo ndo estdo investindo 0S recursos necessarios para
produzir a proxima geracdo de medicamentos antimicrobianos eficazes e
seguros, em muitos casos por questdes financeiras; o custo de desenvolvimento de
um novo antimicrobiano € maior em relagéo ao custo de encontrar uma combinacao

entre os conhecidos; o crescente aumento na resisténcia aos antibiéticos entre as
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bactérias patogénicas fez com que os novos tipos de antibiéticos criados nos ultimos
tempos fossem ineficientes para tratar a doenca; novos antibiéticos demandam
tempo, devem ser utilizados judiciosamente por causa dos efeitos secundarios e nao
sdo susceptiveis de melhorar os problemas de resisténcia (ABREU et al., 2014;
ALANIS, 2005; VIKSVEEN, 2003).

6.3.2 Concentracao Inibitéria Minima (MIC)

A concentracdo inibitéria minima é a concentracdo mais baixa que inibe o
crescimento bacteriano visivel. Frequentemente é expresso como MIC so, que é 0
MIC que inibe 50% das bactérias A MIC ndo é uma medida de eficacia, é uma
medida in vitro da atividade do medicamento e susceptibilidade bacteriana. Quanto
mais baixo o valor de MIC, mais susceptivel o microrganismo é a droga (PAPICH,
2013).

Os valores de MIC foram determinados apenas para 0s principais extratos
que apresentaram atividade antibacteriana positiva através da técnica de difusdo em
agar com perfuracdo de pocos, ou seja, com o extrato 1, contendo apenas Shiitake;
e com o extrato 3, contendo apenas cha preto. O teste foi realizado para apenas
uma cepa, a E.coli, uma vez que foi a que se mostrou mais suscetivel aos extratos.
Para determinar a MIC do sinergismo da mistura de antibiético com extrato, foi
determinado o MIC do antibidtico Cefalexina e o MIC deste com a mistura com o
extrato 1 e o extrato 3.

O resultado da concentracdo inibitéria minima que inibe o crescimento

bacteriano pode ser encontrado nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10. Concentracdo inibitéria minima dos extratos e antibiético analisados frente a E. coli
ATCC 25922 (n=2).

(Continua)
Amostras MIC (mg\L)
Extrato 1 1250
Extrato 3 1250

Cefalexina 8
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Tabela 11. Concentracdo inibitéria minima das misturas entre os extratos e a cefalexina
analisadas frente a E. coli ATCC 25922 (n=2).
(Concluséo)

Concentragéo Concentragé&o do

Amostras do Extrato Antibiotico (mg\L) MIC (mg\L)
(mg/L)

Extrato 1 + 312,5 4 316,5

Cefalexina

Extrato 3 + 312,5 4 316,5

Cefalexina

O controle de atividade antibacteriana feito com a cepa padrao E. coli ATCC
25922 frente a Cefalexina apresentou MIC de 8 mg\L, o mesmo valor estabelecido
por Andrews (2001).

A partir do valor do MIC pode-se classificar os inibidores em: fortes, MIC até
500 mg\L; moderados, MIC entre 600 e 1500 mg\L; e fracos, MIC acima de 1600
mg\L (ALIGIANNIS et al., 2001). De acordo com essa classificagdo a Cefalexina foi
considerada um inibidor forte, juntamente com as misturas dos extratos com a
Cefalexina; e os dois extratos foram determinados como inibidores moderados.

Com esse teste pode-se visualizar o potencial antimicrobiano da mistura do
antibiético com os extratos testados, uma vez que foram classificados como
inibidores fortes. Além disso, a mistura entre os extratos e a cefalexina possibilitou a
inibicdo do crescimento da E. coli com concentracbes menores do extrato (4 vezes
menor) e do antibiético (2 vezes menor), em comparacdo com os valores de MIC

obtidos na avaliagéo individual de cada amostra (Tabela 10).
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7 CONCLUSAO

Este estudo em pequena escala apresentou resultados que comprovam a
presenca de compostos fendlicos nas amostras, 0s valores encontrados variaram de
6,02 a 230,70 mg GAE\g, sendo que quanto maior a quantidade de ch& preto
presente na amostra, maior a quantidade de compostos fendlicos. Pelos resultados
obtidos pode-se relacionar a atividade antioxidante com a presenca de fendlicos,
uma vez que as amostras que apresentaram maior atividade antioxidante total foram
as cinco amostras que apresentaram maior quantidade de compostos fendlicos. O
efeito sinergistico ndo foi encontrado nesse caso.

Os resultados nos teste antimicrobianos detectaram a inibicdo das cepas
Escherichia coli ATTC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 por alguns
extratos e pela interacdo entre os extratos e a cefalexina.

Em relacdo as outras amostras, é importante considerar que os extratos sao
compostos por uma mistura de substancias e que a substancia ativa pode estar em
guantidades pequenas. Portanto, a auséncia de atividade antimicrobiana em
extratos brutos néo deve ser considerada como um resultado negativo absoluto.

Ao término da pesquisa foi vista a importancia da busca de novos potenciais
bioativos, frente as propriedades que apresentam como citadas na literatura, e
também como a associacdo de medicamentos e compostos bioativos naturais
podem potencializar as ac¢des benéficas que ja apresentam, permitindo assim uma
contribuicdo significativa com esse trabalho para o desenvolvimento de novas

pesquisas nesse caminho.
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8 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Para futuros trabalhos, sugere-se o desenvolvimento de estudos para isolar
e identificar os compostos ativos responsaveis pelas atividades antioxidante e
antimicrobiana, a fim de que os 6rgaos responsaveis pelo desenvolvimento de novos
medicamentos e pelos testes destes possam preparar extratos concentrados
contendo 0os compostos ativos, para permitir desenvolvimento de medicamentos em
uma melhor forma, ao invés da ingestdo da matéria-prima bruta, de forma que a sua

ingestéo possa ser controlada e ainda mais eficaz.
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