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RESUMO

O cultivo de cogumelos comestiveis vem ganhando destaque devido as suas propriedades
nutricionais e medicinais. O género Pleurotus se destaca porque possui habilidades de degradar
residuos lignoceluldsicos muito comuns em residuos agricolas. O material resultante do cultivo
de cogumelos é conhecido por substrato gasto ou Spent Mushroom Substrate (SMS), o qual
pode ser util do ponto de vista biotecnolégico. A busca por produtos antifingicos para o
controle de Aspergillus flavus e o reaproveitamento do SMS representa uma associacdo
biotecnolégica que ainda ndo foi devidamente explorada. Assim, objetivou-se produzir,
caracterizar quimicamente e avaliar o potencial antifingico de extratos do substrato gasto em
100% de folhas de bananeiras resultante do cultivo de cogumelos P. djamor (SGPd) e P.
ostreatus (SGPo). Os extratos hidroalcdolicos de SGPd e SGPo foram produzidos com 2g do
substrato com 50 mL de solugdo etanol/dgua (70:30 v/v). A composi¢do de produtos naturais
dos extratos foi realizada para detectar fendlicos e flavonoides totais. A atividade antifingica
foi realizada contra cepas produtoras de micotoxinas oriundas da micoteca “Coleccion de
Cultivos de Microorganismos de la Universidad Nacional de Asuncion” — Paraguai.
Determinou-se a menor CIM, CFM, relagao CIM/CFM, inibicao da germina¢do de conidios em
caldo e crescimento micelial em meio sélido (crescimento radial). Utilizou-se o Carboxin
(CBX) como controle positivo. Os valores de fendlicos totais nos extratos variaram de 12,04
ug EAG/mL a 24,60 ng EAG/mL, respectivamente em SGPd e SGPo. Quanto aos flavonoides
totais, os resultados de SGPd e SGPo obtidos variaram de 5,67 pg EQ/mL a 6,55 ug EQ/mL,
respectivamente. As drogas em estudo apresentaram atividade antifingica contra A. flavus,
evidenciando efeitos a partir de 1024 pg/mL. O SGPo se mostrou mais promissor, visto que,
das 6 cepas testadas, 5 foram inibidas em 1024 pg/mL. SGPd, SGPo e CBX inibiram a
germinagdo dos conidios de Aspergillus 35 (p<0,05). Considerando o tempo e as diferengas de
eficacia das drogas-teste, SGPd, SGPo e CBX foram capazes de reduzir o crescimento micelial
das cepas AS35 e Aspergillus 118. Portanto, o uso do SGPd e SGPo para controle do
crescimento de fungos e na conservagdo de alimentos € uma alternativa sustentdvel promissora.
No presente trabalho, SGPd e SGPo revelaram seu potencial antiftiingico frente as cepas de A.

flavus testadas.

Palavras-chave: shimeji; residuos agricolas; spent mushroom substrate; antifungico.



ABSTRACT

The cultivation of edible mushrooms has gained prominence due to their nutritional and
medicinal properties. The genus Pleurotus stands out because it has the ability to degrade
lignocellulosic residues that are very common in agricultural waste. The material resulting from
mushroom cultivation is known as spent post-mushroom cultivation substrate or Spent
Mushroom Substrate (SMS), which can be useful from a biotechnological point of view. The
search for antifungal products to control Aspergillus flavus and the reuse of SMS represents a
biotechnological association that has not yet been properly explored. Thus, the objective was
to produce, chemically characterize and evaluate the antifungal potential of extracts from the
substrate spent on 100% banana leaves resulting from the cultivation of P. djamor (SGPd) and
P. ostreatus (SGPo) mushrooms. The hydroalcoholic extracts of SGPd and SGPo were
produced with 2g of substrate with 50 mL of ethanol/water solution (70:30 v/v). Natural product
composition of the extracts was performed to detect total phenolics and flavonoids. The
antifungal activity was carried out against mycotoxin-producing strains from the mycotheque
“Coleccion de Cultivos de Microorganismos de la Universidad Nacional de Asuncion” —
Paraguay. The lowest MIC, CFM, MIC/CEFM ratio, inhibition of conidial germination in broth
and mycelial growth on solid media (radial growth) were determined. Carboxin (CBX) was
used as a positive control. Total phenolic values in the extracts ranged from 12.04 ug EAG/mL
to 24.60 ng EAG/mL, respectively in SGPd and SGPo. As for total flavonoids, the SGPd and
SGPo results obtained ranged from 5.67 pg EQ/mL to 6.55 ng EQ/mL, respectively. The drugs
under study showed antifungal activity against A. flavus, showing effects from 1024 pg/mL.
The SGPo proved to be more promising, since, of the 6 strains tested, 5 were inhibited at 1024
ug/mL. SGPd, SGPo and CBX inhibited the germination of AS35 conidia (p<0.05).
Considering the time and differences in efficacy of the test drugs, SGPd, SGPo and CBX were
able to reduce the mycelial growth of strains AS35 and AS118. Therefore, the use of SGPd and
SGPo to control fungal growth and food preservation is a promising sustainable alternative. In
the present work, SGPd and SGPo revealed their antifungal potential against the A. flavus

strains tested.

Key words: shimeji; agricultural waste; spent mushroom substrate; antifungal.
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1 INTRODUCAO

A produgdo de cogumelos comestiveis tem aumentado globalmente, inclusive no Brasil.
Estima-se que a producdo anual de cogumelos comestiveis no pais esteja em torno de 15.696
toneladas, com o género Pleurotus spp. ocupando posicdo de destaque entre os principais
cultivados (Royse; Baars; Tan, 2017; Sanchez et al., 2018). Estes cogumelos possuem
habilidades de degradar substratos lignocelulésicos muito comuns em residuos agricolas, como
as folhas de bananeira e bagaco de cana-de-agicar (Raman et al., 2021).

Apesar da gerag@o de produtos com alto valor nutricional e medicinal, o crescimento da
cadeia produtiva de cogumelos resulta também na geracdo de grandes quantidades de substrato
gasto pos-cultivo de cogumelos, do inglés Spent Mushroom Substrate (SMS), que € um residuo
de origem vegetal, colonizado e degradado pelo micélio do fungo cultivado. Em média, para
cada l1kg de cogumelo produzido, Skg de substrato gasto pds-cultivo de cogumelos sdo gerados.
Assim, um dos maiores desafios da producdo de cogumelos consiste no descarte desse grande
volume de residuo, pois envolve alto custo e requer um local de descarte apropriado, uma vez
que o destino inadequado pode ocasionar sérios problemas ambientais, como contamina¢do do
solo e polui¢do do ar e da agua, representando uma ameaca assoladora ao planeta (Fujita et al.,
2021; Ahmad Zikil et al., 2022).

Para mitigar isso, é imperativo agregar valor ao substrato gasto pds-cultivo. A vista
disso, torna-se promissor analisar quimicamente a composicdo do substrato pds-cultivo de
outros cogumelos comestiveis (como o Pleurotus) e verificar seu potencial antiftingico, a fim
de suprir a constante demanda por novos produtos para o controle de fungos deteriorantes de
alimentos, uma vez que contaminacdes em commodities agricolas estd cada vez mais
preocupante (Hu et al., 2021).

Para além da agricultura, esse problema se expande ao setor saude, tendo em vista que
alimentos contaminados com fungos podem causar sérios danos a saide humana devido a
producdo de micotoxinas por determinadas espécies. Aspergillus flavus € uma das mais
reconhecidas produtoras de micotoxinas altamente toxigénicas, a exemplo da aflatoxina B1,
que possui efeitos carcinogénicos, mutagénicos, hepatotdxicos e imunossupressores (Oliveira
et al., 2020).

Diante disso, o uso de antifingicos sintéticos tem contribuido na inibicdo desse
microrganismo, a exemplo do Carboxin, diante de cendrios de infec¢des fliingicas na producao
de alimentos. No entanto, muitos autores tém relatado alta incidéncia de resisténcia fungica
frente a estes antimicrobianos e consequentes reflexos na saide populacional (Abbaszadeh et

al., 2014; Cowen et al., 2015).
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Nesse contexto, a busca por produtos alternativos, econdmicos e sustentdveis para o
controle de A. flavus aliado a necessidade de reaproveitamento do grande volume do substrato
gasto pds-cultivo gerado pela producdo de cogumelos Pleurotus, representa uma associagao
biotecnolégica em potencial, a qual ainda ndo foi devidamente explorada, justificando a

relevancia desse projeto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir, caracterizar quimicamente e avaliar o potencial antifingico de extratos do
substrato gasto em 100% de folhas de bananeiras resultante do cultivo de cogumelos P. djamor

e P. ostreatus.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter os extratos hidroalcoolicos das amostras do substrato gasto de P. djamor e P.
ostreatus cultivados em substratos com teor de 100% folhas de bananeiras;

e Identificar qualitativamente e estimar quantitativamente as classes de metabdlitos
secundérios presentes nos extratos; e

e Avaliar a atividade antifungica dos extratos contra A. flavus sobre o crescimento flingico

e germinacao de conidios.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 COGUMELOS COMESTIVEIS E Pleurotus spp.

Cogumelos sdo classificados como macrofungos dos quais possuem corpos de
frutificacdo, ou esporocarpos, consideravelmente grandes, podendo ser vistos a olho nu e
colhidos a mao (El Sheikha; Hu, 2018). H4 uma variedade de formas, de modo que os
esporocarpos podem ser originados acima do solo (Agaricus spp.) e abaixo do solo (Tuper spp.).
O consumo de cogumelos teve inicio pela sociedade da pré-histéria. Desse modo, eles eram
usados como alimentos, como uso terapéutico e em cerimodnias religiosas (Li; Castafieda-Ruiz;
Lamondia, 2016; O’Regan; Lamb; Wilkinson, 2016).

Os cogumelos sdo comumente utilizados para fins medicinal e alimentar, os quais
podem ser colhidos na natureza ou cultivados. Mundialmente, mais de 200 espécies de
cogumelos sdo utilizadas como alimentos (Atallah et al., 2021). Na atualidade, o cultivo de
cogumelos comestiveis estd em expansdao em todo o mundo. Segundo as estatisticas, a producao
global de fungos comestiveis aumentou mais de 30 vezes entre 1978 e 2013. A produgao global
em 2018 foi de aproximadamente 12,74 milhdes de toneladas e esté projetado para atingir 20,84
milhdes de toneladas até 2026 (Royse; Baars; Tan, 2017; Atallah et al., 2021).

De modo paralelo, o contexto de produgdo de cogumelos no Brasil vem se estruturando
e tomando espacgo. Estima-se que a cadeia produtiva anual de cogumelos comestiveis no pais
esteja em torno de 15.696 toneladas, sendo 33% do total produzido pertencente a Agaricus
bisporus, 13% por Lentinula edodes € 6% por cogumelos exoticos, como A. subrufescens
(Sanchez et al., 2018). Além dessas espécies, tanto mundialmente, quanto em termos de Brasil,
o género Pleurotus spp. ocupa posicdo de destaque entre os principais cogumelos cultivados,
representando mais de 48% e 19% da produgdo nacional e mundial, respectivamente (Royse,
Baars, Tan, 2017; Sanchez et al., 2018).

Pleurotus spp. sao fungos saproéfitos, produzem micélio branco, ndo apresentam esporo,
sdo comestiveis e dispdoem de vdérios efeitos bioldgicos, uma vez que sdo constituidos por
moléculas bioativas importantes (Bellettini et al., 2019; Raman et al., 2021). O sucesso do
cultivo desse género estd diretamente ligado a versatilidade de substratos que podem ser
utilizados para o seu cultivo, podendo ser realizado em uma grande variedade de residuos
agricolas (Zarate-Salazar et al., 2020).

Diversos tipos de Pleurotus sao cultivados em substratos lignoceluldsicos nao
compostados, incluindo P. ostreatus (cogumelo ostra) e P. djamor (cogumelo ostra rosa)

(Figura 1). Os cogumelos produzem enzimas lignocelulésicas e degradam os substratos
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lignocelulédsicos, pois cliva celulose, hemicelulose e lignina. Assim, extrai os nutrientes do
substrato por meio do seu micélio adquirindo as substincias indispensdveis para o seu
desenvolvimento (como vitaminas, minerais, carbono e nitrogénio) e producdo de corpos

frutiferos (Loss et al., 2009; Bellettini et al., 2019; Kumla et al., 2020).

Figura 1- Representagdo de Pleurotus spp. cultivadas em SMS. a) Cultivo de Pleurotus ostreatus (ou cogumelo
ostra) b) Pleurotus djamor (cogumelo ostra rosa).

Fonte: Adaptado de Raman, 2021.

Pleurotus € um fungo com ampla diversidade relacionada a efeitos medicinais e
composi¢do da estrutura quimica. Além disso, o alto rendimento, a capacidade de crescimento
em uma ampla variedade de materiais organicos, o elevado aproveitamento do substrato, o
menor tempo de crescimento quando comparado a outros cogumelos comestiveis sao
importantes diferenciais para o aumento da producdo deste género. Desse modo, possui
relevante valor econdmico e interesse comercial crescente pelo cultivo (lossi et al., 2018;
Bellettini et al., 2019; Sharma; Sharma; Tripathi, 2021).

Cogumelos comestiveis sao uma fonte abundante de nutrientes, como alto teor de
proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais. S3o constituidos por compostos fendlicos,
terpenos, esterdides e polissacarideos, os quais sdo biomoléculas que apresentam inimeras
atividades bioldgicas. A vista disso, o consumo de cogumelos pode contribuir para a promogio
de saide, mediante compostos com atividade antifingica, antigenotoxicidade, antiproliferativa,
antioxidante, entre outras propriedades bioldgicas (Loss et al., 2009; Bellettini et al., 2019)

A nivel global, o cultivo de Pleurotus spp. representa 27% da producio de cogumelos
comestiveis. Em vista disso, sdo produzidos anualmente cerca de 998 milhdes de toneladas de
residuos agricolas, incluindo trigo, palhas de cereais, folhas de bananeira e bagagos de cana-de-
acucar. Desse modo, a utilizacdo de residuos lignoceluldsicos para o cultivo do Pleurotus spp.
corresponde a um processo de reciclagem organica mais vidvel e econdmica (Kalmis et al.,

2008; Raman et al., 2021).



19

No Brasil, a producdo de cogumelos comestiveis utiliza uma variedade de substratos
derivados de residuos agricolas, cuja escolha provém do acesso e quantidade de residuo agricola
produzido na regidao. Comumente, no Brasil, se utilizam os seguintes residuos para o cultivo de
cogumelos: folhas de bananeira (Carvalho et al., 2012), palhas de arroz e milho (Zarate-Salazar
et al., 2020), casca de eucalipto e serragem de peroba do norte (Goupia glabra) (Viriato et al.,
2022), capim decumbens, capim brizantha e palha de cana-de-acicar (Vieira; Andrade, 2016)
e até residuos urbanos como a borra de café (Carrasco-Cabrera; Bell; Kertesz, 2019).

O cultivo de Pleurotus spp. se dd em diversos tipos de residuos agricolas. Segundo dados
do IBGE (2017), o estado da Paraiba produz 39.015 toneladas de bananas por ano e,
consequentemente, acarreta na elevada geracdo de residuos agricolas, com destaque para a
cidade de Areia. Desse modo, o estado apresenta um 6timo recurso para o desenvolvimento
econOmico sustentdvel na utilizacdo dos residuos agricolas para o cultivo de cogumelos
comestiveis.

O crescimento de Pleurotus spp. € desencadeado pela sua atividade de secretar enzimas
extracelulares que digerem os materiais organicos circundantes para obter sua nutri¢do. Posto
1ss0, a ndo especificidade destas enzimas pode elucidar o potencial de biodegradar um amplo
espectro de residuos ambientais. Contudo, é imprescindivel conhecer as propriedades fisicas,
quimicas, bioldgicas e enzimdticas deste género de cogumelo (Kalmis ez al., 2008; Bellettini e?
al., 2019; Raman et al., 2021).

Embora o género Pleurotus spp. nao requeira condigdes ambientais de controle
especifico, sdo necessdrios diversos fatores ambientais para o cultivo correto, sendo:
temperatura, umidade, luminosidade, ar circundante no substrato e nutrientes os principais.
Assim, o entendimento e a consequente otimizac¢do do cultivo de cogumelos trazem elevada
producdo e baixo custo. Com isso, vé-se que o aproveitamento dos residuos de produgdo
agricola pode contribuir para aliviar o impacto ecologico (Mintesnot; Ayalew; Kebede, 2014;
Bellettini et al., 2019; Raman et al., 2021).

Portanto, a fim de evitar que os residuos agricolas contaminem o meio ambiente, o
cultivo de cogumelos mediante utilizacdo da biomassa vegetal pode favorecer ao crescimento
econOmico e resgate do ecossistema florestal (Obodai; Cleland-Okine; Vowotor, 2003;

Mintesnot; Ayalew; Kebede, 2014; Raman et al., 2021).
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3.2 SUBSTRATO GASTO DE COGUMELO E APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

O avango da inddstria mundial de cogumelos comestiveis desencadeou a geracio de
mais de 60 milhdes de toneladas de Spent Mushroom Substrate (SMS), ou Substrato Gasto
(SG), anualmente. O SMS ¢é um residuo orginico resultante do processo de cultivo de
cogumelos, o qual é composto por biomassa microbiana (micélio fingico residual) e biomassa
vegetal (substratos utilizados no cultivo do cogumelo) (Seekram; Thammasittirong;
Thammasittirong, 2021; Leong et al., 2022a).

A composi¢do do SG é determinada a depender da espécie de cogumelo cultivada,
localizacdo e fatores provenientes dos substratos vegetais (bagaco de cana-de-agucar, serragens,
folha de bananeira, sabugo de milho, entre outros) (Figura 2 e 3). Contudo, em geral, o SG ¢é
composto por micélio fungico residual com uma elevada variedade de biomassa lignoceluldsica
desintegrada, emendas (como o gesso), nutrientes, assim como alto teor de matéria organica e

enzimas (Leong et al., 2022b).

Figura 2 — Cultivo de Pleurotus djamor em substrato vegetal (folhas de bananeira, farelo de trigo e serragem de
madeira).

Fonte: Autoria prépria, 2023.
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Figura 3 — Substrato Gasto de Pleurotus ostreatus cultivados em restolhos da plantacio de milho.

i

Fonte: Zarate-Salazar, 2015.

Estima-se que, para cada 1 kg de cogumelo fresco produzido, sdo gerados 5 kg de SG.
Diante disso, o descarte insustentdvel destas grandes quantidades de SG representa um
problema relevante para a industria em ascenso, visto que demanda alto custo e requer local
de descarte especifico. O destino inadequado pode provocar problemas ambientais, como
contaminag¢do do solo e polui¢do do ar e da dgua (Fujita et al., 2021; Ahmad Zakil et al., 2022;
Leong et al., 2022).

A fim de minimizar tais impactos ambientais, cientistas buscam estratégias para o
desenvolvimento sustentdvel da industria de cogumelos através da producdo de produtos de
valor agregado. Nesse sentido, € sabido que espécies de cogumelos comestiveis contém
determinados compostos bioativos com vasta propriedades antimicrobianas, os quais sdo
excretados no substrato residual. Assim, o potencial uso do SG evidencia vantagem sobre
substratos comerciais (Moraes et al., 2020; Leong et al., 2022b).

Os residuos agroindustriais podem ser convertidos em uma variedade de produtos de
elevado valor, além de ser fonte de nutrientes necessarios ao cultivo de cogumelos e a produgdo
de enzimas que degradam a lignocelulose no estado sélido. Dentre os diversos produtos
potenciais neste processo biotecnoldgico, incluem-se biocombustiveis, produtos quimicos finos
de valor agregado e fontes de energia de baixo custo para fermenta¢do microbiana e producio
de enzimas (Kumla et al., 2020).

A busca por alternativas para a reutilizacao de residuos agricolas € um tema que estd em
atencao dos especialistas acerca da sustentabilidade. O fomento a Economia Circular (EC), a

qual engloba acdes de reciclagem, reuso, logistica reversa e prolongamento do ciclo de
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utilizacdo de matérias-primas, objetiva o seu desenvolvimento como alternativa ao problema
da escassez de recursos e sustentabilidade ambiental (Loyola Gonzales, 2022).

A EC ¢ definida como um modelo econdmico de conversdo de recursos naturais em
residuos, de modo que objetiva o uso eficiente dos recursos, mediante minimo desperdicio,
reducio de recursos primdrios e valor agregado a longo prazo. A vista disso, os residuos
agroindustriais € o0 SG consistem em substratos relevantes na EC, pois podem agregar valor a
produtos de baixo custo e, consequentemente, reduzir problemas ambientais (Bellettini et al.,
2019; Martin Carretero, 2019; Loyola Gonzales, 2022).

O descarte dos residuos agricolas frequentemente acontece em aterros, incineragao ou
queima a céu aberto, representando um importante desafio. Uma vez que o descarte inadequado
acarreta em contaminacao do solo e poluicdo do ar, é necessdrio promover alternativas de
incentivo a utilizacdo eficaz e eficiente dos substratos. Desse modo, tem-se melhoria na
conservagdo ambiental, na reutilizagdo de residuos e no desenvolvimento sustentdvel da
inddstria de cogumelos (Leong et al., 2022).

Com isso, para a definitiva contribui¢do no desenvolvimento ambiental, € necessério a
criacdo de estratégias para a implementacdo da EC, a partir de acdes inovadoras para o ciclo de
reutilizagdo de substratos. Desse modo, o SG € um recurso econdmico vidvel para o descarte
ecoldgico dos residuos, frente a industria de cogumelos (Kalmis et al., 2008; Martin Marretero,

2019; Silva et al., 2021).

Figura 4 — Processo da utilizagdo de residuos lignoceluldsicos pela indistria de cogumelos e seu potencial de
reutilizacao.

Substrato para cultivo
de cogumelos

Residuos Economla Substrato pés-cultivo
agricolas circular de cogumelos

Usos potenciais

* Alimentagao animal
* Fertilizantes

« Energia

Fonte: Autoria prépria, 2023.
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3.3 Aspergillus flavus

Uma variedade de alimentos pode sofrer deterioracdo durante o cultivo devido o
aparecimento de fungos. Os fungos contribuem para a contaminagdo de diversos tipos de
alimentos, resultando em deterioragao de cerca de 30% do rendimento das culturas (Taheur et
al., 2019). Esse problema encontra terra fértil no Brasil, uma vez que altas temperaturas e
umidade favorecem o crescimento desses microrganismos, de modo que os paises que
apresentam essas condi¢des climdticas, geralmente sofrem maior contaminag¢do (Rushing;
Selim, 2019).

Adicionalmente, muitas espécies fungicas sdo capazes de produzir micotoxinas.
Micotoxinas s@o metabdlitos toxicos secunddrios de baixo peso molecular, os quais, em sua
generalidade, apresentam alta toxicidade, podendo causar sérios danos a saide humana. Dentre
os principais géneros produtores de micotoxinas em alimentos, destaca-se o Aspergillus, pois
produz uma micotoxina denominada aflatoxina (Abbaszadeh et al., 2014).

Aspergillus tem ampla distribui¢do e crescem na maioria dos substratos imidos, assim,
trazem ameaga a saide publica. As principais espécies de Aspergillus produtoras de aflatoxinas
sdo A. flavus e A. parasiticus, as quais representam ameaca a saide humana e saide do gado
(Navale et al., 2021). A. flavus é a espécie fingica mais amplamente difundida do género
(Figura 5), com ocorréncia mundial em importantes commodities agricolas, como arroz, milho,
amendoim e outros. Apds estabelecer essas fontes de alimento como hospedeiro, esse fungo
produz micotoxinas, principalmente aflatoxinas, que contaminam o suprimento de alimentos
(Rushing; Selim, 2019).

Figura 5 — Representacdo morfolégica do Aspergillus flavus. a) Coldnia granulosa de cor verde b) Hifas hialinas,
ramificadas e septadas e hifas reprodutivas (aumento 400x).

Fonte: Autoria prépria, 2023.
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Aflatoxinas s@o as micotoxinas mais téxicas e comuns em alimentos, ocupando o sexto
lugar entre os dez riscos a saide mais importantes (Hu et al., 2021). Sdo um grupo de
policetideos derivados de furanocumarinas, as quais representam as micotoxinas mais toxicas
e cancerigenas (Navale et al., 2021). Em especial, a aflatoxina B1 produzida por A. flavus € de
particular importancia, pois € reconhecida por possuir efeitos micotoxigénicos (Oliveira et al.,
2020).

Aflatoxinas B1 sdo relevantes na contaminacdo de produtos agricolas, pois exibe
maiores efeitos carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos quando comparado com outras

toxinas. Esse tipo de aflatoxinas pertence ao grupo azul fluorescente, no qual o anel lactona da

por¢do cumarina estd aderido ao anel ciclopentenona (Figura 6) (Navale et al., 2021).

Figura 6 — Férmula estrutural da Aflatoxina B1.

Fonte: PubChem, 2023.

Um dos problemas de saude publica que requer o controle efetivo de patogenos,
mediante o uso de tecnologias de preservacao industrial em toda a produgao de alimentos, sao
as doengas disseminadas por alimentos. A producdo de aflatoxinas por certas espécies de
Aspergillus causam sérias preocupacdes em varias culturas agricolas, em especial no amendoim
e no milho, visto que t€ém papel fundamental na alimentacio mundial (Hyldgaard; Mygind;
Meyer, 2012; Battilani et al., 2016).

Diante disso, uma das estratégias mais eficazes para reduzir a contaminacdo por
micotoxinas em alimentos € prevenir o desenvolvimento dos fungos produtores de tais

metabodlitos (Oliveira et al., 2020). Nesse sentido, o uso de conservantes sintéticos tem
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contribuido na inibi¢do desses microrganismos, a exemplo do 4cido propidnico, propionato de
sddio, dentre outros dcidos e sais. Entretanto, o uso desses compostos estd sendo desencorajado
por razdes econdmicas e devido a crescente preocupagcdao com questdes ambientais e de
seguranga alimentar. A resisténcia a fungicidas quimicos também se tornou um problema
significativo e aumentou a necessidade de desenvolvimento de novas alternativas (Abbaszadeh
etal.,2014).

Os praguicidas agricolas sdo substincias quimicas sintéticas utilizadas para matar
pragas de culturas ou para inibir o crescimento ou efeitos maléficos desses organismos. Os
fungicidas compreendem agentes fisicos, quimicos ou biolégicos cujo uso € combater fungos
para controlar doencas e manter o rendimento e a qualidade das culturas (Brauer et al., 2019).
Desse modo, o tratamento com fungicida sistémico € uma estratégia necessdria no manejo de
controle de pragas e doencas de plantas ao redor do mundo (Ayesha et al., 2021).

O Carboxin (5,6-di-hidro-2-metil-1,4-oxatiina-3-carboxanilida) € um fungicida agricola
sist€émico e agente de tratamento de sementes. Denominado comercialmente como Vitavax®,
€ um fungicida heterociclico, caracterizado como cristal de cor esbranquicada e contém
produtos de transformag¢do ambiental, sendo o sulf6xido de amida de oxatiina, o oxicarboxina,
o sulfona de amida de oxatiina e o sulféxido de carboxina (PubChem, 2004).

Considerado o primeiro fungicida da classe dos inibidores da succinato desidrogenase
(SDHI) (Brauer et al., 2019), o Carboxin promove disfun¢do da succinato desidrogenase (SDH)
no tricarboxilico e na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e, consequentemente, inibe
a respiracdo celular das células fungicas (Yang et al., 2021). A classe dos SDHI apresenta risco
de médio a alto para o surgimento de cepas resistentes, devido exercer atividade inibitéria em
um local especifico (Brauer et al., 2019).

Embora a literatura relate que este fungicida seja eficiente no controle de fungos
oportunistas, como Aspergillus spp., Penicillium spp. € Fusarium moniliforme (Plazas, 2002),
ha registros de resisténcia a esta droga contra os seguintes fungos: Botrytis cinerea, Alternaria
alternate, Didymella brioniae, Podosphaeera xanthii e Corynespora cassiicola. Com 1isso,
devido ser um fungicida com atividade de amplo espectro, quando utilizada de maneira
exacerbada pode culminar no desenvolvimento de cepas de agentes patogé€nicos resistentes
(Brauer et al., 2019). Portanto, a busca por novos antifiingicos que possam modular a acdo de

fungicidas utilizados na agricultura pode contribuir para mitigar esses desafios.
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4 METODOLOGIA

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica, Microbiologia e
Farmacognosia do Centro de Educacdo e Satide (UFCG) e do Grupo de Pesquisa e Producao
de Cogumelos Comestiveis da UFPB (GPEC-Campus Areia-PB).

4.1 OBTENCAO DO SUBSTRATO GASTO

Esta etapa ocorreu em colaboracdo com o Grupo de Pesquisa & Producdo de Cogumelos
Comestiveis da UFPB (Campus II - Areia-PB). Os cogumelos foram inoculados nos substratos
previamente esterilizados em autoclave. O substrato para a inoculagdo do micélio foi composto
por 100% de folhas de bananeira secas, trituradas e peneiradas; com adi¢do de suplementos:
10% de serragem de madeira secas e peneiradas e 10% de farelo de trigo.

O substrato colonizado permaneceu aproximadamente 15 dias para seu completo
desenvolvimento, na sala de frutificagdo. A sala possuiu controle de temperatura e umidade
relativa (UR) feita por umidificador de ar e exaustor, para que o ambiente ficasse em condi¢des
ideais, sendo UR na faixa de 85% a 90%; além de possuir controle de luz, em que as luzes de
led ficaram ligadas no intervalo de 6h00 as 18h00 (Zarate-Salazar et al., 2020). O material

resultante desta etapa de cultivo foi o SGPd e SGPo.

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS DO SUBSTRATO GASTO

Resumidamente, 2 g de amostras SGPd e SGPo frescas foi extraida por maceracao com
50 mL de solugdo etanol/agua (70:30 v/v). O processo de extracdo aconteceu em temperatura
ambiente por 5 dias. Posteriormente, os extratos foram submetidos a filtracdo simples usando
papel de filtro qualitativo e armazenados sob abrigo de luz e refrigeracdo (Sardar et al., 2017).
Os extratos hidroalcéolicos de SGPd e SGPo foram concentrados em rota evaporador
(Evaporador Rotativo SL-126), acoplado a bomba de vacuo (Exipump), para evaporacdo do

solvente por 7h na temperatura de 50°C até obtengao do extrato hidroalcodlico bruto.

4.3 PROSPECCAO QUIMICA DOS EXTRATOS

A composi¢cdo do substrato gastos de cogumelos frescos foi determinada através de
métodos espectroscopicos (Tambe; Bhambar, 2014), utilizando espectrofotometro. Realizamos
a estimativa quantitativa do teor de algumas classes de compostos. A estimativa do teor
polifendis totais foi analisada usando o reagente Folin-Ciocalteu (Sharif et al., 2017), utilizando

espectrofotometro a 765 nm. O teor de fendlicos total foi determinado a partir de uma curva



27

padrdao de equivalentes de dcido gélico, como componente padrdo. A estimativa do teor de
flavonoides total foi determinada de acordo com Sharif ef al. (2017). A absorbancia da amostra
foi analisada a 510 nm em um espectrofotometro. O teor de flavonoide total foi determinado a

partir de uma curva padrao de equivalentes de quercetina, como componente padrao.

4.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA
4.4.1INOCULO

Para os ensaios da atividade antiftingica, foram utilizadas as seguintes cepas produtoras
de micotoxinas: Aspergillus flavus AS27, A. flavus AS29, A. flavus AS35, A. flavus AS101, A.
Sflavus AS103 e A. flavus AS118, sendo todas isoladas de milho avati moroti e obtidas da
“Coleccion de Cultivos de Microorganismos de la Universidad Nacional de Asuncion” -
Paraguai. As cepas flingicas foram mantidas em agar batata glicose (Difco®) a 35°C por até 5
dias. As recentes coldnias flingicas foram cobertas com solugdo salina estéril (NaCl 0,9 %) e
0,1% de Tween 20 e agitadas levemente. A separacao das estruturas fungicas (hifas e conidios)
sucederd por meio de sedimentagdo por 15-20 minutos, € 0 uso da parte superior da suspensao
para teste de susceptibilidade. As densidades das suspensdes de cada cepa foram ajustadas com
salina estéril em espectrofotdmetro a 625 nm para um valor de 70-80% de transmitancia, a qual
corresponde a um inéculo de 2-5 x 10° conidios/mL. A suspensdo foi entdo diluida 1:10 em
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, Brasil) para obter a concentracdo de trabalho do in6culo de 2-5
x 10° UFC/mL (Arendrup et al., 2020).

4.4.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacdo da CIM das drogas-teste foi realizada pela técnica de microdilui¢do
(Arendrup et al., 2020). A suspensdo foi entdo diluida 1:10 em RPMI 1640 para obter a
concentracdo de trabalho do inéculo de 2-5 x 10° UFC/mL. Em cada linha da placa, foram
adicionados 100 pL das drogas-teste duplamente concentradas e diluidas em RPMI 1640. Em
cada cavidade da placa, foram adicionados 100 uL do in6culo previamente preparado. Um
controle negativo (RPMI 1640 + in6culo), um controle com DMSO (DMSO + inéculo + RPMI
1640) foram realizados. As placas foram seladas e incubadas a 36°C por até 48 horas para a
realizacdo da leitura. A CIM foi definida como a menor concentracio das drogas capaz de inibir
completamente o crescimento fungico quando comparadas as cavidades do controle. CIM

acima de 1024 pg/mL representa auséncia de atividade antifingica.
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4.4.3 CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Para obter a Concentragdo Fungicida Minima (CFM), volumes de 10 pL foram retirados
de cada poco sem crescimento fiingico (concentracdes maiores que a CIM) em placas de Agar
Sabouraud Glicose (ASG). As coldnias de fungos foram contadas apds incubacdo das placas a
28° até 7 dias. A CFM foi a concentragdo de droga mais baixa que resultou em nenhum
crescimento ou em menos de trés colonias (99,9% de morte) (Quadros et al., 2011). A droga
possuiu acdo fungicida se a propor¢cdo de CFM/CIM nao excedeu um valor de 4, enquanto que
foi considerada fungistatica quando CFM/CIM foi maior que 4 (Hazen, 1998). Os extratos com

maior atividade nesta etapa foram usados nas etapas posteriores.

4.4.4 GERMINACAO DE CONIDIOS

Para os testes de germinagdo de conidios, tubos eppendorf estéreis com 0,5 mL de RPMI
1640 foram misturados com as drogas-teste (multiplos de CIM). Apéds, 100 uL. do inéculo foi
adicionado aos tubos e homogeneizados. Os tubos foram incubados a 28°C por 24 horas. Um
experimento controle sem adi¢do das drogas foi realizado. As quantidades de conidios
germinados e conidios ndo germinados foram determinadas usando um hemocitometro. A taxa
de germinacdo foi calculada para cada grupo testado (Oliveira Pereira; Mendes; Oliveira Lima,

2013) conforme férmula abaixo.

Taxa de germinacdo de conidios: N° de germinados X 100
N° de geminados e ndo germinados

4.4.5 CRESCIMENTO MICELIAL

O crescimento foi analisado pela técnica de crescimento micelial radial em meio sélido
(Oliveira Lima et al., 2017). Em placas de Petri com 10 mL de ASG fundido em
aproximadamente 35°C, foram adicionadas as drogas-teste (multiplos de CIM). Apos
solidificacdo do meio, colOnias recém cultivadas em ASG (5 mm de didmetro) foram colocadas
na superficie do meio. Um experimento controle sem adi¢ao das drogas foi realizado. As placas
foram incubadas a 36°C por até 5 dias e o didmetro do crescimento radial dos fungos foi
registrado diariamente. Os resultados foram expressos em diametro da colénia (mm) em fungdo

do tempo de incubacdo.
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4.5 CARBOXIN

O Carboxin (C12H13NO>S) é um fungicida utilizado na agricultura para o tratamento de
sementes (Figura 7). Foi adquirido pela Sigma-Aldrich®. A droga-teste foi dissolvida em
dimetilsulféxido (DMSO) na concentragdo de 0,5%. Em seguida, ocorreu dilui¢do em meio a
fim de obter a concentragdo inicial de 1024 pg/mL. A contar desta concentragdo, foram feitas
diluicdes seriadas em meio RPMI — 1640 (Sigma-Aldrich®) para obter concentracdes
inferiores. O carboxin (CBX) foi utilizado como controle positivo nos testes de atividade

antifingica contra o A. flavus.

Figura 7 - Estrutura quimica do Carboxin.

Fonte: PubChem, 2004.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores de CIM e CFM foram
expressos como moda, e os resultados da taxa de germinagdo de conidios e crescimento micelial
foram expressos como média + desvio padrao (DP). As diferencas entre os perfis micoquimicos
dos extratos SGPd e SGPo foram analisadas pelo teste T. Realizamos ANOVA de uma via com
teste post-hoc de Tukey para ensaio de germinagdo de conidios para determinar diferencas
significativas entre os tratamentos. Para o ensaio de crescimento micelial, realizaremos
ANOVA mista com correcdo do teste de Bonferroni. Consideramos que houve diferenca
estatistica quando p<0,05. O intervalo de confianca foi de 95%. O tratamento dos dados foi
realizado em R 4.1.0 na interface RStudio, e foi utilizado o pacote ggplot2 para visualizagio

dos dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, avaliou-se a presenca de compostos secundarios, os fendlicos totais e
flavonoides totais, a fim de fundamentar a presenca de substincias com atividade antifingica
nos extratos em estudo. A prospeccao quimica dos extratos foi definida a partir da determinagdo
de metabdlitos secunddrios presentes nos extratos de SGPd e SGPo. Respectivamente, a Figura
8 e a Figura 9 apresentam os teores encontrados de fendlicos totais e flavonoides totais, dos
extratos hidroalcéolicos de SGPd e SGPo.

A determinacio do teor de fendlicos totais dos extratos foi evidenciada em microgramas
de EAG (Equivalentes de Acido Galico) por mililitro (mL) de extrato. Observou-se que o maior
teor de fendlicos totais foi encontrado em SGPo com média de 24,60 ug EAG/mL e desvio
padrao (DP) de £+ 0,72 em oposi¢do a 12,04 ug EAG/mL e desvio padrio (DP) de + 1,41

presentes em SGPd (Figura 8). Comparativamente, obteve-se relevancia estatistica (p<0,05).

Figura 8 — Teor de fendlicos totais dos extratos hidroalcéolicos de SGPd e SGPo.
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Fonte: Autoria prépria, 2023.
Houve diferenca significativa (p <0,05) quando comparado SGPd e SGPo (a). SGPd: Substrato Gasto de Pleurotus
djamor; SGPo: Substrato Gasto de Pleurotus ostreatus; EAG: Equivalentes de Acido Galico.

No tocante aos flavonoides totais, os resultados encontrados foram expressos em
microgramas de EQ (Equivalentes de Quercetina) por mililitro (mL) de extrato. Os resultados
de SGPd e SGPo obtidos variaram, respectivamente, de 5,67 ug EQ/mL a 6,55 ug EQ/mL

(Figura 9). Constatou-se que os resultados obtidos s@o estatisticamente significativos (p<0,05).
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Figura 9 — Teor de flavonoides totais dos extratos hidroalcéolicos de SGPd e SGPo.
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Fonte: Autoria prépria, 2023.
Houve diferenca significativa (p < 0,05) quando comparado SGPd e SGPo (a). SGPd: Substrato Gasto de Pleurotus
djamor; SGPo: Substrato Gasto de Pleurotus ostreatus; EQ: Equivalentes de Quercetina.

A resisténcia microbiana vem sendo um problema crescente de sadde. A partir disso, ha
o carecimento de novas classes de farmacos, sobretudo de fontes naturais. No uso de plantas
como terapia antimicrobiana, os microrganismos tem baixa capacidade de adaptacdo ao
mecanismo de agdo contra os microrganismos. Tal fato pode ser evidenciado pela acdo de
metabolitos secunddrios produzidos pelas plantas como defesa do seu préprio metabolismo.
Assim, a eficécia das plantas contra agentes infecciosos demonstra vantagens expressa na boa
aceitacdo, na economia e na reducdo de efeitos colaterais (Kowalski et al., 2020). Portanto, por
ter em sua composi¢do compostos secunddrios € micélios fungicos, o SG se configura como
um potencial antifiingico.

De modo geral, o SG possui micélios de cogumelos e contém niveis elevados de
compostos bioativos, dentre os quais se encontram os fendlicos e flavonoides (He et al., 2016).
E sabido que esses compostos secunddrios exercem atividade fundamental na inducdo de
mecanismos de defesa planta-patégeno, devido seus efeitos antimicrobianos (Bonaldo et al.,
2007). Estudos demonstram que os compostos fendlicos desempenham mecanismo de a¢ao nas
membranas celulares (Rahma et al., 2014).

Compostos fendlicos apresentam em sua estrutura quimica hidroxilas e anéis
aromdticos, os quais atuam na sintese de moléculas antioxidantes endégenas nas células.

Observou-se que os compostos fendlicos estdo presentes em todos os cogumelos, em
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concentracdes de 6,25 a 3,62 mg/mL de compostos fendlicos (Sdnchez, 2017). A partir disto,
notou-se que estes compostos possuem multiplas func¢des terapéuticas para a saide humana,
dentre elas a acdo antiftingica (Rahma et al., 2014).

Neste sentido, a estimativa de compostos fendlicos dos extratos em estudo foi coerente
com investigagdes existentes sobre a presenca de atividade antimicrobiana de extratos do
cultivo de cogumelos Pleurotus spp. (Flores et al., 2022). Um estudo que determinou a presenca
de compostos secunddrios em extratos aquoso e etandlico de propolis de Apis melifera,
constatou que os valores de flavonoides totais sdo inferiores aos de fendlicos totais (Alves;
Kubota, 2013). Demonstrando que os valores encontrados neste trabalho estdo dentro dos
padrdes encontrados por outros autores.

Foi relatado na literatura a presenca de compostos fendlicos totais em Pleurotus spp.,
com concentragdes variando de 6,76 a 16,92 mg de EAG/100g (Corréa et al., 2016). Desse
modo, tem-se que o extrato de SGPd se manteve dentro dos valores relatados na literatura, o
SGPo apresentou valor superior.

Os metabdlitos secunddrios bioativos modulam a criagdo de novos agentes
farmaceéuticos. Os compostos secundarios podem ser utilizados na agricultura e industrias
farmacéuticas e manufatureiras. Dessa maneira, podem demonstrar eficicia como agentes
antibacterianos e inseticidas, por exemplo (Daley et al., 2017).

Dessa forma, a etapa seguinte do trabalho consistiu na determina¢do da CIM e da CFM
(Tabela 1) para avaliar a atividade antifingica dos extratos do SGPd e do SGPo contra
Aspergillus flavus. Observou-se que as drogas em estudo apresentaram atividade antifungica
contra A. flavus, evidenciando efeitos a partir de 1024 pug/mL. O SGPo se mostrou mais
promissor, visto que, das 6 cepas testadas, 5 foram inibidas em 1024 pg/mL. Por outro lado,
em SGPd apenas AS29, AS35 e AS101 foram inibidas em 1024 pg/mL, enquanto que as demais
cepas foram inibidas a partir de 2048 pg/mL.

O SGPd obteve agado fungicida, necessitando de CFM 4x maior que a CIM para as cepas
AS29, AS35 e AS101, 2x maior para a cepa AS118 e com a mesma concentragdo obteve tal
efeito nas cepas AS27 e AS103, quando comparado aos respectivos valores de CIM.
Semelhantemente, SGPo também apresentou acio fungicida contra todas as cepas testadas, com
1x CIM para as cepas AS35, AS101, AS103 e AS118; e 2x CIM para AS27 e AS29. O CBX se
mostrou mais eficaz que as drogas em estudo, apresentando a¢do fungicida, com CIM variando

entre 32 a 512 pg/mL.
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Tabela 1 — Concentragdo inibitéria minima e concentra¢éio fungicida minima (ug/mL) dos extratos de SGPd,
SGPo e CBX contra cepas de Aspergillus flavus.

Fungos SGPd SGPo CBX
CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CEM/CIM CIM CFM CFM/CIM
AS27 2048 2048 1 (Fungicida) 1024 2048 2 (Fungicida) 32 32 1 (Fungicida)

AS29 1024 4096 4 (Fungicida) 1024 2048 2 (Fungicida) 32 32 I(Fungicida)

AS35 1024 4096 4 (Fungicida) 1024 1024 1(Fungicida) 32 64 2 (Fungicida)

AS101 1024 4096 4 (Fungicida) 1024 1024 1 (Fungicida) 512 2048 4 (Fungicida)

AS103 2048 2048 1 (Fungicida)y 1024 1024 1 (Fungicida) 512 2048 4 (Fungicida)

AS118 2048 4096 2 (Fungicida)y 2048 2048 1 (Fungicida) 512 2048 4 (Fungicida)

AS: Aspergillus; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; CFM: Concentrag¢do Fungicida Minima; SGPd: Substrato
Gasto de Pleurotus djamor; SGPo: Substrato Gasto de Pleurotus ostreatus; CBX: Carboxin.
Fonte: Autoria prépria, 2023.

Semelhantemente a metodologia adotada nesta pesquisa, evidéncias na literatura
demonstram que o uso do SG € uma fonte promissora para o controle de fungos deteriorantes
de alimentos, pois apresenta potencial de inibi¢cdo. Isto sugere que as propriedades inibitérias
dos microrganismos inerentes ao SG sdo essenciais para a atividade antifungica (Ishihara et al.,
2018; Shanmugavelu; Sevugaperumal, 2021).

Estudo revelou que géneros de cogumelos como Pleurotus, Agaricus, Lactarius,
apresentam atividade antifingica contra Aspergillus spp., Penicillum spp. e Trichoderma spp.
(Shen et al., 2017). Observou-se atividade antifingica de Pleurotus spp. a partir de compostos
de acidos graxos insaturados em micélios e extratos liquidos (Owaid; Al-Saeedi; Al-Assaffii,
2017).

Angeline et al. (2021) observaram que hd acdo antimicrobiana em extratos do cultivo
de cogumelos Pleurotus spp. contra espécies fingicas de dermatoéfitos (Arthroderma crocatum,
A. currey, A. gypseum, A. quadrifidum, A. insingulare, A. quadrifidum, Trichophyton
mentagrophytes, T. mentagrophytes, T. rubrum e T. tonsurans). De modo que todos o0s testes
demonstraram inibicdo ativa do crescimento fingico, sendo A. currey a espécie flingica mais
sensivel aos extratos de cogumelos, com faixa de CIM entre 9,92 e 79,37 pg/mL. Flores e

colaboradores (2022) notaram a atividade antimicrobiana de extratos de micélios de Pleurotus
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em contragdo de 1,56 a 200 pg/mL, sendo Candida papapsilosis a cepa mais sensivel (CIM
entre 7,78 e 200 pg).

Confirmando isso, Ishihara et al. (2018) evidenciaram que o extrato aquoso de biomassa
pos-cultivo de Lentinula edodes contém 3 compostos fendlicos antimicrobianos.
Semelhantemente, Fujita et al. (2021) constataram que compostos voldteis emitidos pelo SG de
Hypsizygus marmoreus, Pholiota microspora, Lyophyllum decastes e Auricularia
polytrichaem, suprimem a formacgdo de lesdes em folhas induzidas pelo fungo Alternaria
brassicicola.

O SG resultante do cultivo de P. ostreatus também demonstrou um alto potencial em
reduzir o impacto da murcha de Fusarium da bananeira (Ocimati et al., 2021). Esses achados
sugerem que o SG pode ser uma fonte promissora para o controle de fungos deteriorantes de
alimentos. Apesar disso, nada foi encontrado sobre a atividade antifungica do SG de P. djamor
contra o fungo Aspergillus flavus.

Em um estudo realizado por Shanmugavelu e Sevugaperumal (2021), em que utilizou
SG de Pleurotus cultivado em folhas de arroz, determinou-se que o SG inibiu o crescimento de
Aspergillus spp. em meio s6lido. As zonas de inibi¢do variaram de 8,2 a 16,6 mm.

A partir dos valores de CIM e CFM obtidos, escolheu-se duas cepas, com maior (AS35)
e menor (AS118) sensibilidade 2 SGPd e SGPo, com o objetivo de determinar o potencial de
inibi¢do da germinagdo de conidios e crescimento micelial.

A determinac¢do da taxa de germinagdo consiste em ensaios de germinacdo de conidios,
os quais almejam verificar se as drogas conseguem inibir o processo de germinagdo, sendo uma
etapa importante para o desenvolvimento fingico.

SGPd, SGPo e CBX inibiram a germinagao dos conidios de AS35 (p<0,05), conforme
pode ser visto na Figura 10. Nesta mesma cepa, SGPd e SGPo tiveram efeitos semelhantes,
contudo notou-se que as drogas-teste apresentaram efeito significativo na inibi¢do da
germinacdo quando feita a associacdo de CBX com SGPo (p<0,05). De modo contririo, em
AS118 a combinacdo das drogas-teste nao obteve dados estatisticamente relevantes, como

disposto na Figura 11.
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Figura 10 — Percentual de conidios germinados de Aspergillus flavus AS35 na auséncia (controle) e na presenca
de SGPd (CIM 1024 pg/mL), SGPo (CIM 1024 pg/mL) e CBX (CIM 32 pg/mL).
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Fonte: Autoria prépria, 2023.
Houve diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ao controle (a); quando comparado ao CBX com SGPo
(b). AS: Aspergillus; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; SGPd: Substrato Gasto de Pleurotus djamor; SGPo:
Substrato Gasto de Pleurotus ostreatus; CBX: Carboxin.

Figura 11 — Percentual de conidios germinados de Aspergillus flavus AS118 na auséncia (controle) e na presenca
de SGPd (CIM 2048 pg/mL), SGPo (CIM 2048 pg/mL) e CBX (CIM 512 pg/mL).

80
9
8%
o
(1]
£
£
-
S
o 401
o
m
>
(y]
'_

201

a a
= -
0 ]
Controle SGPD (CIM) SGPO (CIM) CBX (CIM)
Tratamentos

Fonte: Autoria prépria, 2023.
Houve diferencga significativa (p<0,05) quando comparado ao controle (a). AS: Aspergillus; CIM: Concentragdo

Inibitéria Minima; SGPd: Substrato Gasto de Pleurotus djamor; SGPo: Substrato Gasto de Pleurotus ostreatus;
CBX: Carboxin.
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Os conidios flingicos sdo estruturas assexuadas que originam as hifas. De modo que, no
decurso da germinacdo de conidios, hd o crescimento isotropico com posterior brotamento
celular, promovendo o desenvolvimento de hifas flingicas. A germinacdo de conidios ¢é
considerada a principal etapa para a disseminacgdo dos fungos (Michael et al., 1996; Anju et al.,
2015). Os principais fatores que contribuem para a facil dissemina¢do no meio sdo a baixa
atividade de dgua e a ampla faixa de temperatura (< 0°C a 40°C) (Moraes; Holanda, 2010).
Assim, é fundamental a busca por novas alternativas bloqueadores desta etapa a fim de evitar a
contaminagdo e consequente deterioragdao do alimento pelo fungo.

A germinacio de conidios em muitos fungos filamentosos necessita de sais inorganicos,
acucares e aminodcidos. Foi revelado na literatura que a via de sinalizagdo da proteina quinase
A (PKA) estd envolvida na germinagdo de conidios e € fundamental para a resposta contra
agentes danosos a parede celular no fungo. Desse modo, quando hé resposta negativa na
germinacio e uma parede celular hipersensivel, tem-se uma resposta ideal para a terapéutica. E
importante considerar que proteinas e enzimas presentes na parede celular sdo constituintes
relevantes para alvos antifiingicos. Dentre os reguladores de parede celular identificadas em A.
flavus, tem-se: 1,3- B-glucano, proteina bifuncional de biossintese de arginina, quitina sintase
classe I, dentre outras (Baltussen et al., 2019). Além disso, a germinacdo de conidios &
importante na determinagdo do prazo de validade de um alimento. Visto que o desenvolvimento
dos conidios varia de acordo com o pH, disponibilidade de dgua, temperatura e a modelagem
(Dijksterhuis, 2017).

Apesar de ndo haver relatos da acdo do extrato de SG do Pleurotus spp. na inibi¢ao da
germinacdo de conidios de A. flavus, ha estudos que corroboram com esta pesquisa. Em busca
na literatura, encontrou-se um estudo que observou a presenca de compostos antifiingicos no
extrato de SG de shiitake (Lentinula edodes) cultivados em folhas de arroz mediante ensaio de
inibicao da germinacao de conidios de Pyricularia oryzae. Dessa maneira, observaram que, na
solucdo contendo extrato de SG, a taxa de germinacdo foi de 4,1% contra 91,2% em &4gua
destilada, demonstrando o potencial antifingico do SG (Ishihara et al., 2018).

Gong e colaboradores (2019) isolaram uma bactéria (Alcaligenes faecalis N1-4) do solo
da rizosfera da planta de um ché e observaram que ela foi capaz de produzir compostos volateis
antiftingicos e inibir a germinacao de conidios de A. flavus. Notou-se que a taxa de inibi¢do de
N1-4 na germinagdo de conidios e no crescimento micelial foi de até 100% em comparagdao
com o controle.

Um estudo avaliou o potencial de producdo de compostos orginicos volateis

antifiingicos de leveduras isoladas de folhas de arroz, cana-de-actcar e milho contra A. flavus
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e observou que houve inibicio da germinacdo de conidios na taxa de 3,3% + 49,3%
(Jaibangyang; Nasanit, 2020). Assim, o SG é uma alternativa sustentdvel na busca de novos
agentes antifiingicos contra o Aspergillus. A inibicio da germinac¢do de conidios e do
crescimento micelial do A. flavus apontam como atividades de avalia¢do no controle da doenca
de plantas contaminadas pelo patdégeno. Dessa forma, sdo necessarios pesquisas com testes
fidedignos que garantam a eficacia do uso do SG no controle fungico.

Considerando o efeito inibidor de SGPd e SGPo sobre a germinac¢do de conidios,
realizou-se a avaliacdo do efeito inibitério das drogas sobre o crescimento micelial. Os
resultados estdo expostos nas Figuras 12 e 13.

A andlise do crescimento micelial das cepas AS35 e AS118 foram realizadas mediante
quantificacdo do didmetro de crescimento radial dos fungos, durante 5 dias. As Figuras 12 e 13
demonstram o crescimento micelial radial em placa Petri contendo ASG e as drogas-teste nas
concentracdes de CIM encontradas previamente. Observa-se que, considerando o tempo e as
diferencas de eficdcia das drogas-teste, SGPd, SGPo e CBX foram capazes de reduzir o
crescimento micelial das cepas AS35 e AS118. Além das drogas-teste, foi realizado uma placa
para fins de controle.

De acordo com o crescimento micelial da cepa AS35 (Figura 12), constatou-se que o
efeito do tempo foi estatisticamente significativo (p<0,05), bem como se observou interacao
entre tempo e tratamento (p<0,05). As comparagdes pareadas posteriores mostraram que o
crescimento micelial no grupo controle alterou no decorrer do tempo. Os controles cresceram
progressivamente a partir do dia 2 (p<0,05). De modo geral, o micélio fungico se desenvolveu
significativamente apds 2 dias de incubagdo na presenca de SGPd e SGPo (p<0,05). Na
presenca de CBX, a evidéncia do crescimento se deu apds 4 dias de incubacio.

Ao verificar os resultados entre os grupos de tratamento em cada dia de incubacdo, pode-
se dizer que CBX e SGPo diferem do controle a partir do dia 2 em diante, enquanto SGPd
apresenta o mesmo efeito a partir do dia 3 de incubagdo. A comecar do dia 2, o CBX foi mais
eficaz que o SGPd e o SGPo. No dia 4 em diante, o SGPd apresentou um efeito inibitério maior

do que o SGPo.
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Figura 12 — Crescimento micelial radial (mm) da cepa Aspergillus flavus AS35 na presenga e auséncia das drogas-
teste (SGPd, SGPo e CBX).
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Fonte: Autoria prépria, 2023.
AS: Aspergillus flavus; SGPd: Substrato Gasto de Pleurotus djamor; SGPo: Substrato Gasto de Pleurotus
ostreatus; CBX: Carboxin.

A cepa AS118 demonstrou relevancia estatistica (p<0,05) sobre o efeito do tempo no
crescimento micelial, bem como apresentou interacao entre tratamento e tempo (p<0,05). As
comparacdes posteriores apontam alteracdes no crescimento micelial do grupo controle durante
o periodo de teste, de modo que se observa influéncia do tempo e droga utilizada. Apds o dia 2
houve crescimento progressivo do controle (p<0,05). Em geral, na presenca das drogas-teste o
desenvolvimento significativo do micélio fungico se deu a partir de 4 dias de incubagio
(p<0,05).

Ao analisar os dados obtidos entre os grupos de tratamento por dia de incubacdo, é
possivel afirmar que o CBX, SGPd e SGPo divergiram do controle apds o dia 2 (p<0,05).
Observou-se que este comportamento teve predominio até o tltimo dia de incubagdo. De modo
geral, o CBX foi mais efetivo do que o SGPd e o SGPo apds 4 dias de incubagdo (p<0,05).
Embora o SGPd tenha manifestado efeito inibitério mais expressivo do que o SGPo no inicio

da incubag¢do, os mesmos finalizaram o tempo com igual efeito inibitério (p<0,05).
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Figura 13 — Crescimento micelial radial (mm) da cepa Aspergillus flavus AS118 na presenca e auséncia das
drogas-teste (SGPd, SGPo e CBX).
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Fonte: Autoria prépria, 2023.
AS: Aspergillus flavus; SGPd: Substrato Gasto de Pleurotus djamor; SGPo: Substrato Gasto de Pleurotus
ostreatus; CBX: Carboxin.

O conjunto de células que formam as hifas se denomina micélio. O crescimento fungico
compreende o transporte, absor¢ao de nutrientes e integracdo aos componentes intracelulares,
seguido de divisdo celular e consecutivo aumento da biomassa fungica (Lacaz et al., 1998;
Walker; White, 2005). Além disso, notou-se que a temperatura, pH € meio de cultura sdo uns
dos fatores que afetaram o crescimento micelial. Portanto, a interacdo entre tais fatores dentro
do substrato € imprescindivel (Owaid; Al-Saeedi; Al-Assaffii, 2017; Hamad et al., 2023).

Tian et al. (2012) observaram que h4 atividade antiftingica do 6leo essencial extraido da
casca de Cinnamomum jensenianum contra o A. flavus, os achados corroboram com esta
pesquisa, visto que houve reducio acentuada no crescimento micelial mediante aumento da
concentracao do 6leo essencial, o qual € um composto natural. No entanto, houve aumento com
o tempo de incubagdo.

Considerando a variavel tempo, um teste de atividade antifungica do 6leo essencial de
folhas de Hyptis suaveolens sobre o crescimento micelial radial de Aspergillus fumigatus e
Aspergillus parasiticus, em 14 dias de exposi¢do, demonstrou 100% de letalidade nas
concentracoes de 40 e 80 uL/mL. Contudo, em 20 puL/mL apresentou leve aumento no

crescimento micelial durante o mesmo periodo (Moreira et al., 2010).
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Observou-se reducdo do crescimento micelial de Exserohilum turcicum e
Colletotrichum sublineolum no uso do extrato aquoso de L. edodes (Piccinin; Di Piero;
Pascholati, 2010). Com isso, evidencia o potencial dos cogumelos no controle de fitopatégenos
e incentiva o desenvolvimento de novas pesquisas que objetivem a utilizacdo de compostos
com baixo impacto ambiental.

Patel, Naraian e Singh (2012) evidenciaram atividade inibit6ria no crescimento de C.
albicans, C. glabrata, espécies de Trichophyton e Epidermophyton ao utilizar o extrato
metanodlico da espécie Pleurotus. Além disso, foi constatado que, a partir de um peptideo
antifiingico de corpos de frutificacdo de Pleurotus eryngii, houve inibi¢do do crescimento
micelial de fungos patogénicos (Wang; Eryngin, 2004).

Destarte, antecedendo o uso sustentdvel do substrato de SGPd e SGPo, a acdo dos 6leos
era fundamentada, como expde Hamad e colaboradores (2023): o 6leo essencial de Origanum
majorana L. apresenta capacidade antifingica in vitro e in situ na inibicdo de aflatoxinas B1,
indicando potencial promissor como conservante alimentar contra micotoxinas.

Estd descrito na literatura que o uso de extratos naturais apresenta uma abordagem vital
na inibicdo do crescimento de fungos e na producdo de micotoxinas (Hamad et al., 2023).
Diante disso, foi evidenciado que P. ostreatus produz p-anisaldeido, o qual proporciona
atividade antibacteriana e antifingica sendo um possivel mecanismo de defesa contra
microrganismos (Parameswari; Chinnaswamy, 2011).

Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial do cogumelo Pleurotus spp.
para o controle de fitopatdgenos e encorajam a realizacdo de novas pesquisas buscando
compostos de baixo impacto ambiental que possam ser empregados no manejo integrado de
doencas de plantas.

Portanto, a extracdo dos componentes bioativos do SG pode ser uma alternativa
confidvel para o desenvolvimento sustentdvel da industria de cogumelos (He et al., 2016).
Dessa maneira, € relevante considerar a utilizacdo do extrato de SG de cogumelo Pleurotus spp.
como alternativa ao uso indiscriminado de agrotéxicos no controle do A. flavus. Tendo em vista
a minimiza¢do de intoxicacdo dos consumidores e o aparecimento de patégenos resistentes a

fungicidas.
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6 CONCLUSAO

O uso do SGPd e SGPo para controle do crescimento de fungos e na conservagdo de
alimentos € uma alternativa sustentavel promissora. Visto que os extratos hidroalcéolicos de
SGPd e SGPo apresentaram forte potencial de atividade antiftingica in vitro, além de apresentar
volatilidade e facilidade de obtencdo. No presente trabalho, SGPd e SGPo revelaram seu
potencial antiftingico frente as cepas de Aspergillus flavus: AS18, AS29, AS35, AS101, AS103
e AS118. O estudo realizado com a cepa AS35 mostrou maior eficicia do extrato de SGPd e
SGPo quando comparado com a utilizagao destes extratos frente a cepa AS118, indicando que
a eficécia antifingica pode variar a depender da cepa. Vale ressaltar que o SGPo teve melhor
eficacia do que o SGPd em ambas as cepas.

A crescente procura por estratégias inovadoras em produtos alimenticios com potencial
biotecnoldgico atrelado ao desenvolvimento econdmico, social e preservacao ambiental, no uso
de métodos sustentdveis, sdo uns dos fatores responsdveis pelo destaque destes extratos, os
quais podem ser uma alternativa aos fungicidas sintéticos. Reforca-se a importancia do
desenvolvimento de outros estudos para avaliar o mecanismo de a¢do dos extratos de SGPd e
SGPo frente a outras espécies de fungos contaminantes de alimentos e sua possivel
aplicabilidade na inddstria de alimentos como alternativa sustentdvel para reduzir o uso de

conservantes quimicos que tanto agridem o meio ambiente.
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