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1. Introducdo

A primeira grande investigacdo do potencial de fungos do filo Basidiomycota como agentes
produtores de antimicrobianos foi realizada na década de 40, e observam a atividade
antimicrobiana de extratos de basidiomas e culturas de micélios de aproximadamente 2000
espécies desse filo (Rosa et al., 2003). A espécie Flammulina velutipes (Curtis) Singer, produz
diversos compostos com propriedades medicinais (Badalyan et al., 2006). Em 2000 e 2001,
Ishikawa e colaboradores isolaram e elucidaram a estrutura quimica de quatro compostos
antimicrobianos acumulados na cultura micelial de F. velutipes, descobrindo assim um novo grupo
de antimicrobianos, chamados Enokipodins A, B, C e D. Em 2005 Ishikawa et al. observaram a
produgdo destes compostos a partir de 30 dias de incubacdo utilizando o meio Caldo de Malte e
Peptona. Enokipodins A, B, C e D apresentam interessante configuragdo quimica que levou varios
grupos a sintetiza-los (Kuwahara & Saito, 2004; Srikrishna & Rao, 2004; Secci et al., 2007). Por
outro lado em pesquisas de biossintese relata-se a influéncia da composicdo do meio, condigdes
ambientais e variabilidade genética (Ishikawa et al., 2005; Melo et al., 2009). Em experimento
anterior, Melo et al. (2009), observaram o aumento da producdo de metabdlitos antimicrobianos
por F. velutipes no Meio Completoc de Pontecorvo (Pontecorvo et al., 1953), embora a producédo de
biomassa tenha sido inferior neste meio quando comparado ac obtido em outros meios de cultura.
Este resultado gerou questionamentos quanto ao papel de cada componente deste meio de cultura.
Sabe-se que a presenga de vitaminas € requerida em pequenas quantidades e sdo fundamentais
para o desenvolvimento e regulagdo da sintese de metabdlitos secundarios.

Deste modo este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da exclusdo de vitaminas do Meio
Compileto de Pontecorvo (MC) na biossintese dos metabdlitos antimicrobianos produzidos pela
cultura micelial de F. velutipes.

2. Material e métodos
O micélio da cultura estoque de F. velutipes foi cultivado a 25 °C em placa de Petri contendo meio
Batata Dextrose Agar (BDA), ap6s 7 dias foram retirados discos de micélio (9 mm de didametro) e
usados como indculo dos experimentos. O MC foi utilizado como controle.

Tabela 1. Meio Completo de Pontecorvo et al. (1953).

Reagentes Quantidade
NaNO; 6 g
KH,PO, 1,59
KCl 0,5¢g
MgSO4 7H-,0 0,5 g
FeSO, 0,01g
ZnS0, 0,01g
Glicose 10 g
Agar i5¢
Agua destilada 1000 mL
Peptona 2g
Caseina hidrolisada 1,5¢g
Extrato de levedura 0,59
Solugdo de vitaminas* 1 mL
*Solugdo de vitaminas  Ac. nitotinico 100 mg
Ac. P-aminobenzoico 10 mg
Biotina 0,2 mg
Piridoxina 50 mg
Riboflavina 100 mg
Tiamina 50 mg
H,O destilada 100 mL
esterilizada
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** A solugdo de vitaminas esterilizada por filtragdo com membranas com poros de 0,22 pm foi acrescentado no
momento do uso.

Os tratamentos foram MC com exclusdo das vitaminas. Os respectivos tratamentos foram
distribuidos em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL cada. Em seguida foram
colocados trés discos de inéculo de F. velutipes nos frascos. As condicdes de incubagdo foram a 25
°C, sem luz, por 15 dias, sem agitagdo. Apds este periodo, separou-se a biomassa fungica do meio
de cuitura por filtracdo. A massa micelial foi desidratada a 65 °C e depois a 105 °C até peso
constante. Os filtrados adquiridos foram submetidos a avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo
método de difusdo em Agar, com base na técnica do pocinho, contra Bacillus subtilis. A atividade
antibacteriana do filtrado da cultura micelial foi determinada pela formagdo da zona de inibigédo do
crescimento bacteriano, utilizando uma classificagdo de trés niveis.

{++) Halo entre0,41a (+++)Halo=20,61
0,6

(-) Ausénciade halo  (+)Halo £ 0,4

Figura 1. Classificagdo da zona de inibicdo obtida pelo teste de atividade antimicrobiana pelo
método de difusdo em Agar com base na técnica do pogo.

3. Resultados e discussao

A produgdo de biomassa micelial obtida no controle (MC) foi semelhante ao resultado de estudos
anteriores (0,15 g/frasco). Houve crescimento micelial em todos os tratamentos, indicando que a
exclusdo das vitaminas ndo interferiu no desenvolvimento micelial de F. velutipes.

Tabela 2. Efeito da exclusdo de vitaminas do Meio completo de Pontecorvo (MC) no crescimento
micelial e producdo de metabdlitos antimicrobianos por Flammulina velutipes.

Massa micelial Formagdo de zona de
Tratamentos _(g/frasco) inibicdo*
MC
. 0, 16050 + 0.03 a +
mg == Sé?;'”a Ac _0,14053£0,07a  +
: i : P~ 0,14783+0,03a  ++
aminobenzdico
MC sem Acido nicotinico 0,.15857 0,04 3 +t
MC sem Tiamina 0, 16030 = 0,08 a +++
0, 12020 £ 0,03 a +++

MC sem Riboflavina
MC sem Piridoxina

0, 14007 + 0,05 a

* (+) média da zona de inibicdo <1 mm; (++) média da zona de inibigdo >1 mm.

(média de 3 repetigbes)

Os filtrados obtidos dos tratamentos com exclusdo de Tiamina, Riboflavina, Ac. P-aminobenzdico e
Ac. Nicotinico apresentaram maior atividade antimicrobiana contra B. subtilis em relagdo ao
controle. Por outro lado, o filtrado do tratamento com a exclusdo de Piridoxina apresentou resultado
negativo no teste de atividade antimicrobiana e a exclusdo de Biotina apresentou resultado similar
ao obtido no controle. Estes resultados sugerem que a presenga das diferentes vitaminas pode
estar atuando como o inibidor ou ativador da via biossintética de compostos antimicrobianos como
os enokipodins A-D.
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Os resultados obtidos foram comparados aos de Ishikawa et al. (2005), que avaliaram o tempo de
crescimento micelial e a atividade antibacteriana durante 70 dias de cultivo e verificaram o inicio da
atividade de F. velutipes a partir de 30 dias em Meio Caldo de Malte e Peptona. Em estudos
posteriores Melo et al. (2009), detectaram a producdo destes metabdlitos a partir de 20 dias de
incubagdo em Meio Completo de Pontecorvo(MC). Os dados obtidos neste trabalho apresentam o
inicio da atividade antimicrobiana por F.velutipes a partir de 15 dias.

Figura 2. Enokipodins A, B, C e D.

4. Conclusao

A biossintese dos metabdlitos antimicrobianos por Flammulina velutipes é influenciada pela
presenca ou auséncia de vitaminas no Meio Completo de Pontecorvo, embora a produgdo de
biomassa nao ¢é afetada significativamente.
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