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RESUMO

A perda de alimentos ¢ uma preocupacdo global critica, impactando diretamente a seguranca
alimentar e a sustentabilidade da producdo agricola. Aspergillus flavus desempenha um papel
central nesse problema, pois contamina plantagdes de milho com aflatoxinas, representando
riscos a saude publica e a economia agricola. O fungicida agricola carboxin (CBX) enfrenta
desafios significativos devido ao surgimento de cepas flngicas resistentes, exigindo
alternativas mais sustentaveis e eficazes. Este estudo buscou investigar a eficdcia antifingica
de substratos de cogumelos usados (Spent Mushroom Substrate — SMS) de Pleurotus
ostreatus (SGPo) e P. djamor (SGPd), cultivados em folhas de bananeira, quando combinados
com CBX no combate a cepas de A. flavus isoladas de milho. O estudo envolveu a obtencao e
preparo de substratos a base de folhas de bananeira para cultivo dos cogumelos P. ostreatus e
P. djamor. Os cogumelos foram cultivados em condigdes controladas e seus extratos foram
obtidos por maceragdo em solu¢do hidroalcodlica. O perfil quimico dos extratos foi analisado
por Ressonancia Magnética Nuclear de '"H (RMN de 'H), enquanto a presenca de aminas
biogénicas foi avaliada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para analise
da atividade antifingica, os extratos foram testados contra diferentes cepas de A4. flavus,
isoladamente e em associagdo com Carboxin, utilizando testes de microdiluicdo para
determinagdo da Concentracdao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM). Estudos adicionais avaliaram o efeito dos extratos na germinagdo de conidios,
crescimento micelial e potencial irritante por meio do teste HET-CAM. Os extratos de SGPo
e SGPd apresentaram baixos niveis de aminas biogénicas e um perfil global analisado por
RMN de 'H, evidenciando a presenca de Oleos volateis, acidos graxos insaturados,
polissacarideos, oligossacarideos, taninos e flavonoides. As cepas de 4. flavus analisadas
demonstraram resisténcia a anfotericina B e ao itraconazol. No entanto, SGPo ¢ SGPd
exibiram atividade fungicida contra todas as cepas testadas, com valores de Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) variando de 1024 a 2048 mg/L. CBX também demonstrou atividade
fungicida, com valores de CIM entre 32 e 512 mg/L. Nenhum antagonismo foi observado
entre as combinagdes CBX+SGPd e CBX+SGPo. Além disso, SGPo ¢ SGPd inibiram
significativamente a germinacdo de conidios e o crescimento micelial, sendo que as
combinacdes CBX+SGPd e CBX+SGPo foram mais eficazes do que os agentes testados
individualmente (p < 0,05). A reducdo na germinacao de conidios e no crescimento micelial
ultrapassou 70% quando os substratos foram aplicados. O potencial de irritacdo dos agentes
foi avaliado por meio do modelo HET-CAM, classificando SGPo ¢ SGPd como irritantes
moderados. Os achados deste estudo indicam que SGPo e SGPd podem contribuir para a
reducdo das dosagens e da frequéncia de aplicagdo de CBX, promovendo um tratamento
antifingico mais sustentavel, com menores riscos ambientais e menor pressao seletiva para o
desenvolvimento de resisténcia. Esses resultados estdo alinhados com a abordagem de saude
unica, que busca solugdes integradas para saude humana, animal e ambiental.

PALAVRAS-CHAVE: atividade antifiingica, resisténcia antifungica, saude tnica.



ABSTRACT

Food loss is a critical global concern, directly impacting food security and the sustainability
of agricultural production. Aspergillus flavus plays a central role in this issue by
contaminating maize crops with aflatoxins, posing risks to public health and the agricultural
economy. The agricultural fungicide carboxin (CBX) faces significant challenges due to the
emergence of resistant fungal strains, highlighting the need for more sustainable and effective
alternatives. This study investigates the antifungal efficacy of spent mushroom substrates
(Spent Mushroom Substrate — SMS) from Pleurotus ostreatus (SPoS) and P. djamor (SPdS),
cultivated on banana leaves, when combined with CBX against A. flavus strains isolated from
maize. The study involved the preparation of banana leaf-based substrates for the cultivation
of P. ostreatus and P. djamor mushrooms. The mushrooms were grown under controlled
conditions, and their extracts were obtained through maceration in a hydroalcoholic solution.
The chemical profile of the extracts was analyzed by Proton Nuclear Magnetic Resonance
("H NMR), while the presence of biogenic amines was assessed using High-Performance
Liquid Chromatography (HPLC). For the antifungal activity analysis, the extracts were tested
against different A. flavus strains, both individually and in combination with Carboxin, using
microdilution assays to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Fungicidal Concentration (MFC). Additional studies evaluated the effect of the
extracts on conidial germination, mycelial growth, and their irritant potential through the
HET-CAM test. SPoS and SPdS extracts exhibited low levels of biogenic amines and a global
profile analyzed by '"H NMR, revealing the presence of volatile oils, unsaturated fatty acids,
polysaccharides, oligosaccharides, tannins, and flavonoids. The analyzed 4. flavus strains
showed resistance to amphotericin B and itraconazole. However, SPoS and SPdS
demonstrated fungicidal activity against all tested strains, with Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) values ranging from 1024 to 2048 mg/L. CBX also exhibited fungicidal
activity, with MIC values between 32 and 512 mg/L. No antagonism was observed between
CBX+SPdS and CBX+SPoS combinations. Moreover, SPoS and SPdS significantly inhibited
conidial germination and mycelial growth, with CBX+SPdS and CBX+SPoS proving to be
more effective than individual agents (p < 0.05). The reduction in conidial germination and
mycelial growth exceeded 70% when substrates were applied. The irritation potential of these
agents was assessed using the HET-CAM model, classifying SPoS and SPdS as moderate
irritants. The findings of this study suggest that SPoS and SPdS could contribute to reducing
CBX dosages and application frequency, promoting a more sustainable antifungal treatment
with lower environmental risks and reduced selective pressure for resistance development.
These results align with the One-Health approach, which seeks integrated solutions for
human, animal, and environmental health.

KEYWORDS: antifungal activity; antifungal resistance, One-Health.
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1 INTRODUCAO

A perda de alimentos ¢ uma preocupacdo global urgente que demanda atengdo e agdo
imediata. A Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacao estima que 1,3
bilhdo de toneladas de alimentos sdao perdidas ou desperdigadas a cada ano, sendo cerca de
13% dos alimentos produzidos perdidos entre a colheita e o varejo. Os fungos na agricultura
sdo considerados uma das principais ameagas bidticas a perda global de alimentos,
particularmente em culturas essenciais de calorias e commodities. (Fones ef al., 2020; Gai;
Wang, 2024).

As espécies de Aspergillus, sdo uma parte significativa desse problema. A sua
capacidade de impactar a qualidade sensorial e nutricional dos produtos alimenticios, estdo a
mercé visto sua capacidade de prosperar em qualquer ponto da cadeia alimentar e em diversas
condi¢des. Aspergillus flavus ¢ um patégeno oportunista que pode infectar uma variedade de
graos, incluindo milho, amendoim, arroz e nozes. (Abbas et al., 2009). Juntamente a isso, sua
capacidade de produzir aflatoxinas resistentes a varias etapas do processamento de alimentos,
representando uma grave preocupacdo com a seguranca alimentar. Dentre seus compostos
toxicos, destacam-se muitos analogos e derivados de aflatoxinas, sendo as aflatoxinas B1, B2,
G1, G2 e M1 as que representam maior risco alimentar devido aos seus efeitos mutagénicos e
cancerigenos. (Ayofemi Olalekan Adeyeye, 2020; Jallow et al., 2021).

Virias estratégias sdo empregadas para minimizar a contaminagdo por aflatoxinas,
incluindo a utilizagdo de sistemas alternativos de cultivo e agroquimicos (fungicidas), sendo
estes a principal ferramenta para controlar populacdes fingicas e reduzir a densidade do
indculo, o que justifica sua utilizacdo no manejo de A. flavus na agricultura (Abbas et al.,
2009; Gibellato et al., 2021).

Nessa perspectiva, o Carboxin (5,6-diidro-2-metil-1,4-oxatiina-3-carboxanilida) ¢ um
fungicida agricola heterociclico comumente utilizado contra Fusarium, Penicillium e
Aspergillus pela disfun¢ao da succinato desidrogenase e da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial em células fungicas (Yang et al., 2011). Embora o carboxin (CBX) tenha
atividade de amplo espectro, ele apresenta um risco médio-alto de surgimento de cepas
resistentes. O uso extensivo de fungicidas na agricultura, incluindo CBX, ftalimidas,
Qols/estrobilurinas, imidazdis e triazdis, expde fungos ambientais a agentes antiflingicos,

promovendo a evolucao e o desenvolvimento de resisténcia (Fisher et al., 2022).
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Em consequéncia, os consumidores ficam expostos a um risco significativo de ingerir
vestigios de residuos de fungicidas, além de organismos resistentes a medicamentos, o que
pode afetar diretamente os tratamentos clinicos, tornando-os ineficazes e representando uma
grave ameaga a saude publica (Verweij et al., 2022). O aumento de microrganismos
resistentes ¢ um componente essencial da abordagem de satde unica, principalmente
considerando a relagdo entre o uso de fungicidas na agricultura e o surgimento de cepas
resistentes a antifungicos que afetam animais e humanos. As infec¢des causadas por espécies
de Aspergillus resistentes a azolicos podem ser intrataveis com os medicamentos disponiveis
atualmente, resultando em taxas elevadas de morbidade e mortalidade. (Jorgensen et al.,
2021; Sen et al., 2022). A vista disso, visando alcangar uma abordagem de satide tnica, vé-se
a aplicagdo de produtos sustentaveis e naturais para controlar a infeccdo por 4. flavus: o
substrato gasto de cogumelo (SMS) de Pleurotus ostreatus (SGPo) e P. djamor (SGPd)
cultivados em folhas de bananeira.

O substrato gasto de cogumelo (SMS) ¢ um subproduto do cultivo de cogumelos
comestiveis, cuja sua composi¢do pode variar, podendo ser a base de residuos agrondmicos,
como folhas de bananeira, bagaco de cana-de-actcar, palha de arroz, restolho de milho, borra
de café, etc. (Caballero et al., 2024; Carrasco-Cabrera; Bell; Kertesz, 2019). Grandes
quantidades de subprodutos de SMS podem ser geradas, € o seu descarte inadequado pode
levar a problemas ambientais, como contaminagdo do solo, poluicdo do ar e da agua,
ressaltando a importancia de métodos de descarte adequados (Mohd Hanafi ef al., 2018).

No presente, o cultivo de cogumelos, quando inserido em um sistema de economia
circular, busca ofertar alternativas plausiveis de uso que busquem minimizar os impactos
ambientais. (Cunha Zied ef al., 2020; El-Ramady ef al., 2022). Juntamente a isto, para atingir
uma abordagem de saude uUnica, busca-se apresentar pela primeira vez a aplicagdo de
produtos sustentaveis e naturais para controlar a infeccdo por A. flavus: o substrato de
cogumelo gasto (SMS) de Pleurotus ostreatus (SGPo) e P. djamor (SGPd) cultivados em
folhas de bananeira, o qual sua aplicacdo biotecnologica como agente antifingico ainda ndo

foi amplamente estudada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo antifungica dos extratos de substratos gastos de cogumelos comestiveis

(SMS) P ostreatus e P. djamor, assim como seu potencial efeito modulador frente ao

carboxin contra Aspergillus flavus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter os extratos hidroalcoolicos das amostras de substratos gastos de P. ostreatus e P.
djamor cultivados em substratos feitos de folhas de bananeira;

Caracterizar quimicamente os extratos de SGPo e SGPd;

Mensurar o potencial irritante dos extratos de SGPo e SGPd;

Avaliar a associagdo dos SGPo ¢ SGPd com Carboxin;

Avaliar a atividade antifungica dos extratos de SGPo e SGPd contra Aspergillus

flavus.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ONE-HEALTH

O termo One-Health tem sido difundido através dos anos e se refere a
interconectividade entre a satide ambiental, animal e humana, sendo uma abordagem
colaborativa, multissetorial e interdisciplinar para definir e enfrentar problemas globais
(Jeleff et al., 2022), como mostrado na Figura 4. Tais problemas estdo associados a doengas
emergentes e reemergentes influenciadas pelas perturbacdes climaticas e pelo aumento na
variedade de hospedeiros, como doengas tdpicas negligenciadas e doengas vetoriais,
impactando a seguranca alimentar global, como também a saide do meio ambiente

compartilhado.

Figura 1 - Representacao do One Health.

Fonte: Adaptado de Woods; Mcalister; Geddes-Mcalister, 2023.

Animais significativos para a agricultura, como bovinos, suinos e aves, também estao
propensos a infecgdes fungicas pelo fato da exposi¢ao a reservatorios de solo que abrigam
componentes fungicos. O ar dos cultivos contém concentragdes aumentadas de esporos
fingicos, colocando tanto os trabalhadores como os animais em risco de infec¢do (White et
al., 2021). Nestes casos, as infeccdes fungicas sdo comumente tratadas com polienos e

antifingicos azolicos havendo a necessidade de esquemas terap€uticos prolongados



19

combinados com a natureza fungistitica do antifingico, representando um fator ao
desenvolvimento de resisténcia (Bermas; Geddes-mcalister, 2020).

A eficacia dos medicamentos antifungicos ¢ ativamente prejudicada pelo
desenvolvimento de resisténcia dentro dos patdogenos fungicos (Woods; Mcalister;
Geddes-Mcalister, 2023). Visto que o ambiente representa o maior risco de exposi¢ao para os
humanos a fungicos invasivos, onde a dissemina¢do das células fungicas ocorre por todo o
corpo, levando a infecgdes sistémicas e doengas fatais. Tais tendéncias demonstram a vasta
transi¢do de cepas antifungicas suscetiveis para cepas antifungicas resistentes na clinica, que
apresentam obstaculos para o tratamento eficaz de infec¢des, o que fornece uma base para
explorar a relacdo entre o ambiente, como ¢ o exemplo das culturas agricolas tratadas com
fungicidas e a saude das 4guas residuais contaminadas com antifingicos comerciais

(Stevenson et al., 2022).

3.2 FUNGOS CONTAMINANTES DE ALIMENTOS

Os fungos sdo o segundo grupo de organismos mais rico em espécies e desempenham
papéis importantes nos ecossistemas como decompositores, mutualistas e patogenos (Wu et
al., 2019). Compreendem um reino morfologicamente, metabolicamente e ecologicamente
diverso, sendo essenciais para a saide ambiental, assim como exercem fun¢des bioquimicas
primordiais no cultivo e producdo de alimentos e bebidas, ao mesmo passo, os fungos
também representam sérias ameagas a saude ambiental e a seguranca alimentar
(Horianopoulos ef al., 2021).

A ocorréncia de doengas fungicas em cultivos agricolas t€ém efeitos diretos e indiretos
na saude humana e na produtividade de alimentos, visto que os fungos patogénicos sdo
responsaveis por epidemias que reduzem o rendimento de grandes culturas, como arroz, trigo
e milho, que alimentam bilhdes de pessoas (Woods; Mcalister; Geddes-Mcalister, 2023). O
desequilibrio ecologico causado pelas infecgdes fingicas na saude animal também ocasiona
crises agricolas, onde muitas dessas dependem de animais polinizadores para sua mediacao
(Almeida; Rodrigues; Coelho, 2019).

As infecgOes fungicas na agricultura resultam da produciao de metabolitos toxicos, os
quais contaminam graos usados para ragdao animal, impactando a saude e o bem-estar do gado
bem como a contaminagdo de alimentos processados para consumo humano (Woods;

Mcalister; Geddes-Mcalister, 2023). Essa contaminacdo ocorre porque uma grande variedade
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de fungos produz micotoxinas, que sdo utilizadas como mecanismos de defesa em diferentes
condigdes ambientais. (Eskola et al., 2020).

As micotoxinas podem estar presentes na mais variada gama de produtos agricolas e
alimenticios, sendo mais comum os humanos estarem expostos a alimentos como cereais,
produtos a base de cereais e alimentos produzidos por animais expostos a estas micotoxinas
(Kochiieru et al., 2020). Entretanto, a contaminagdo pode ocorrer desde os estagios
pré-colheita até os pos-colheita ao longo da cadeia de manejo alimentar, onde estima-se que
cerca de 25% das matérias-primas produzidas pela agricultura em todo o mundo estejam

contaminadas por fungos e micotoxinas (Leyva Salas et al., 2017).

3.2.1 Aspergillus flavus

O género Aspergillus inclui centenas de espécies as quais podem ser encontradas em
ambientes internos e externos, sendo os patdgenos clinicamente mais relevantes causadores
de infec¢des fungicas e producdo de micotoxinas (Cadavell et al., 2019; Arastehfar et al,
2020). Destaca-se o Aspergillus flavus, por ser um patdgeno oportunista que prospera
principalmente em culturas de sementes oleaginosas, incluindo nozes, algoddo, amendoim e
milho, destacando-se como um dos maiores produtores de aflatoxinas (Hamad et al., 2022),

mostrados na Figura 2.

Figura 2 - Aspergillus flavus cultivado em placa de Agar Sabouraud.

Fonte: Autoria propria.
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As aflatoxinas sdo compostos que podem causar toxicidade aguda, demonstrando ser
imunossupressores, mutagénicos, teratogénicos e cancerigenos (Van Egmond; Schothorst;
Jonker, 2007). Com isso, a exposicdo a aflatoxinas pode causar mutagdes (mutagénese) e
canceres (carcinogénese), especialmente carcinoma hepatocelular. Os impactos oriundos da
ingestdo de toxinas, como imunossupressdao e interferéncia nutricional, estdo atrelados ao
impacto da exposi¢do a baixas doses de aflatoxinas por longos periodos de tempo (Ahmed;

Bacha; Alhazari, 2019), cujas suas estruturas quimicas podem ser visualizadas nas Figuras 3.

Figura 3 - Estruturas quimicas das aflatoxinas .

Aflatoxma G1 Aflatoxina G2

Fonte: Autoria propria.
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A composi¢do das aflatoxinas englobam vinte estruturas policiclicas relacionadas
pertencentes a uma classe de compostos conhecidos como furanocumarinas, dentre estas,
destacam-se a AFB1 que ¢ uma micotoxina hepatocarcinogénica forte, sendo detectada
principalmente em cereais, nozes, graos e ragdes, tendo como precursora a esterigmatocistina,
a qual € um metabolito toxico pertencente a poliquetideos fungicos (Nevale ef al. 2021).

AFB1 e AFB2 podem ser convertidas (0,5 - 5%) em AFMI1 e AFM2, através da
hidroxilagdo do carbono tercidrio do anel de difuranocumarina, com isso, o grupo hidroxila
(-OH) promove o aumento da solubilidade em agua, acarretando a facil excre¢ao através do
leite, apds a ingestdo por animais de ragdo contaminada. (Hamad et al., 2023; Awuchi et al.,

2021; Nevale et al. 2021; Becker-Algeri et al., 2016).

3.3 CONTROLE DAS INFECCOES FUNGICAS NOS ALIMENTOS

A importancia de buscar reduzir ao méaximo as perdas de alimentos através do
controle da contaminacdo fingica em todas as etapas das cadeias de processamento de
alimentos ¢ cada vez mais necessaria (Leyva Salas ef al., 2017). Dentre as distintas classes
de pesticidas, os fungicidas incluem tanto agentes fisicos, como quimicos e/ou biologicos
destinados a combater microrganismos fingicos em manejos de culturas, além de utilizar
outras técnicas como rotacdo de culturas, uso de cultivares resistentes e preparo do solo
(Krupinsky et al., 2002; James, 2015).

O uso de fungicidas contra doengas fungicas de plantas melhora o rendimento, a
qualidade e a vida util das culturas (Lucas; Hawkins; Fraaije, 2015). Como principais agentes
antifungicos utilizados na agricultura podem ser citados benzimidazois, ditiocarbamatos,
estrobilurinas e especialmente triazdis (E Ribas, 2016; Hof 2001). Os triaz6is sdo absorvidos
e translocados na planta, onde agem preventivamente (antes da infec¢do) ou curativamente
(na presenca de sintomas) afetando diretamente no crescimento micelial, inibindo a
biossintese do ergosterol, um componente fundamental da membrana celular dos fungos, o
que interfere no seu crescimento e reproducao (Buchenauer, 1987).

Fungicidas da classe do Ditiocarbamato, diferentemente dos triazdis, consistem em
pesticidas ndo sistémicos os quais possuem mecanismo de acdo através do contato, onde
acabam por interferir no metabolismo celular dos fungos (Fanjul-Bolado ef al., 2020). Além
destes, os fungicidas de estrobilurina se ligam especificamente ao sitio de oxidacao do quinol
(Qo) do Citocromo B bloqueando a transferéncia de elétrons e, consequentemente, impedindo

a producdo de energia necessaria para o crescimento do microrganismo (Feng et al., 2020).
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O tratamento com fungicidas sistémicos ¢ uma pratica de manejo integrado de
diversas culturas agricolas (Ayesha et al., 2021). O Carboxin
(5,6-di-hidro-2-metil-1,4-oxatiina-3-carboxanilida), mostrado na Figura 4, foi o primeiro
fungicida desta classe, sendo um fungicida sist€émico heterociclico, o qual foi introduzido no
mercado em 1966 para prevenir e controlar as doengas das plantas (Brauer et al., 2019). O
Carboxin possui mecanismo de acdo o qual causa disfuncdo da succinato desidrogenase
(SDH) no ciclo tricarboxilico e na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, inibindo

assim a respiracao celular nas células fungicas (Yang et al., 2011).

Figura 4 - Estrutura quimica do Carboxin.

Fonte: Autoria propria.

O Carboxin pertence a uma classe de drogas que possuem uma atividade de amplo
espectro, sendo amplamente utilizado no controle de diversas doengas fingicas que afetam
culturas agricolas. No entanto, essa caracteristica também o torna suscetivel ao
desenvolvimento de resisténcia por parte dos patdogenos, uma vez que sua acao se baseia em
inibidores que atuam em um Unico local, tornando-o classificado como um fungicida de risco
médio-alto para o surgimento de cepas resistentes (Brauer ef al., 2019). Diante disso, a
aquisi¢do e o surgimento de resisténcia aos antifingicos ndo sdo eventos isolados, mas sim
uma resposta evolutiva direta a pressdo seletiva imposta pelo uso continuo do medicamento.
Isso ocorre porque os fungos que apresentam mutagdes vantajosas conseguem sobreviver a

acdo do fungicida, proliferando e tornando-se predominantes na populagdo. (Fisher et al.,

2022).
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3.4 SUBSTRATO GASTO DE COGUMELO (SMS)

Apo6s a producdo do cogumelo, o substrato gasto do cogumelo (SMS) ¢ o principal
subproduto do setor da fungicultura. (Cunha Zied et al., 2020; He et al., 2016). O SMS, em
parte dos paises, ¢ descartado como um residuo apos a colheita do cogumelo. O descarte de
grandes quantidades da biomassa pos-cultivo ¢ problematico e insustentavel, visto o dilema
de poder resultar em impactos ambientais através da contaminacdo do solo, poluicdo do ar e
da agua, representando um desafio significativo para a industria de cogumelos, pois envolve
alto custo e requer um local de descarte apropriado (Zakil et al., 2022).

A composi¢ao do substrato gasto consiste principalmente de micélio fungico residual,
uma grande variedade de biomassa lignoceluldsica desintegrada, a exemplo da serragem,
sabugo de milho, casca de semente de algoddo, cama de gado e esterco, palha, cavacos de
madeira, ¢ aditivos como gesso, turfa e cal, além de nutrientes, bem como alto nivel de
matéria organica e enzimas (Najafi ef al., 2019). Tal composi¢ao propicia uma variada gama
de aplicagdes biotecnologicas, como a alternativa para fertilizantes e corretivos de solo,
alimentos para animais e em vermicompostagem (Pérez-Chavez; Mayer; Alberto, 2019).

Além disso, o SMS pode ser empregado como matéria-prima para a producdo de
biocombustiveis, no controle da poluicao por ser capaz de biorremediar o solo poluido por
contaminantes, como também melhorar a satide do solo, auxiliando assim na recuperacao de
terrenos e na revegetagdo (Ahlawa; Gupta; Kumar, 2007). Devido & sua capacidade de
degradar compostos semelhantes a lignina, o SMS também provou ser um agente de
biorremediacdo adequado para corantes, metais pesados, hidrocarbonetos (especialmente
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos), pesticidas, contaminantes emergentes (ECs) e
outros (Leong et al., 2022).

Diante disso, o micélio fingico excreta varias substincias uteis para o seu
desenvolvimento e, por isso, € provavel que esses compostos também estejam presentes no
SMS. A exemplo do P. ostreatus, segundo maior cogumelo comestivel cultivado mais
importantes, o qual apresenta uma enzima que suprime o crescimento do micélio aéreo,
impedindo o desenvolvimento de diversos fungos patogénicos (Ocimati et al., 2021; Sanchez,
2010). A biomassa resultante do cultivo de P. ostreatus também demonstrou um alto
potencial em suprimir o impacto da infec¢do por Fusarium na bananeira, nao somente de
forma competitiva, mas também através de mecanismos de antibiose e predacdo (Ocimati et

al., 2021)
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Esses achados indicam que os extratos de SGPo e SGPd podem ser uma fonte
promissora para o controle de fungos deteriorantes de alimentos, oferecendo uma alternativa
mais segura em comparagao com fungicidas quimicos encontrados no mercado. Contudo, ndo
foram encontrados estudos sobre a atividade antifungica do SMS de P. djamor e P. ostreatus

contra Aspergillus flavus.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DO SGPo E SGPd

Inicialmente, os substratos foram preparados com folhas de bananeira (Musa X
Paradisiaca) com suplementos (10% de serragem e 10% de farelo de trigo) conforme
descrito por Medeiros et al. (2024), obtidas de produtores locais da cidade de Areia-PB. Eles
foram separadamente colhidos, secos a temperatura ambiente até atingirem o estigio
quebradico, triturados em forrageira, peneirados em tela de 2 mm e embalados em sacos de
nylon proprio para alimentos. A producdo dos cogumelos P. ostreatus e P. djamor ocorreu em
colaboracdo com o Grupo de Pesquisa Produgdo de Cogumelos Comestiveis da UFPB
(Campus II - Areia-PB). O processo de producdo ocorreu nas seguintes condi¢des: as
unidades produtivas com os substratos foram inoculados com o micélio fungico em camara
de fluxo laminar. Em seguida, permaneceram na sala de colonizagdo, sob auséncia de luz, por
15 dias. Apos a completa colonizagdo micelial, as unidades produtivas foram transferidas
para area de indugao/frutificag¢do, para ativar o crescimento dos cogumelos. O tempo total de
colheita foi de 120 dias, com temperatura (28 °C), UR (£92%) e luminosidade (8,5 lumens)
(Zarate-Salazar et al., 2020). O material resultante desta etapa de cultivo resultou nos SGPo e

SGPd.

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS DE SGPo E SGPd

Amostras de 2g de SGPo e SGPd frescos foram extraidas por maceragdo com 50 mL
de solucao etanol/agua (70:30 v/v). O processo de extragdo aconteceu em temperatura
ambiente por 5 dias. Em seguida, os extratos foram submetidos a filtracao simples com papel
de filtro qualitativo, seguido de filtragdo com filtro de seringa modelo Nylon 0,45um, e
armazenados sob refrigeracdo sob abrigo de luz. Os extratos hidroalcéolicos de SGPd e SGPo
foram concentrados em rota evaporador (Evaporador Rotativo SL-126), acoplado a bomba de
vacuo (Exipump), para evaporagao do solvente por 7h na temperatura de 50 °C até obtengao

do extrato hidroalcoolico bruto (Martinez-Flores; Contreras-Chavez; Garnica-Romo, 2021).
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Figura 5 - Esquema ilustrativo do procedimento de preparagdo dos extratos.

2g -

5 dias @

=

Filtragdo com
filtro de seringa
45 pm

50 mL de Solugdo
Etano/Agua

Fonte: Autoria propria.

4.3 PERFIL QUIMICO GLOBAL DE EXTRATOS DE SGPd E SGPo

A analise foi realizada no Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo ¢ Analise
(LMCA - UFPB), por Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de '"H (RMN de
'H), de acordo com o método proposto por (Medeiros et al., 2024). Trés aliquotas de cerca de
30 mg de cada extrato foram pesadas e solubilizadas com 550 pL de dimetilsulféxido
(DMSO-d6, 99,96 atomos % D, contém 0,03% (v/v) TMS). A solucao foi transferida para um
tubo de RMN (diametro interno: 5 mm, comprimento: 7 polegadas) para analise espectral de
RMN de 'H. Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em um espectrometro Bruker
ASCEND 500 MHz (Bruker, Coventry, Reino Unido) usando os seguintes parametros:
nimero de varreduras (8), ganho (101,0), atraso de relaxamento (4,6100), taxa de pulso
(8,0000), frequéncia de pré-saturacao (3,36150), tempo de aquisicdo (3,2768). Os
deslocamentos quimicos para todas as amostras foram referenciados ao sinal do solvente
DMSO-d6, 2,50 ppm. Os espectros foram processados usando o software MestReNova®
(MNova) versdo 14.2.0. Os espectros de RMN de 'H foram pré-processados usando os
seguintes procedimentos: referenciamento pelo sinal do solvente, corre¢do da linha de base,
correcdo de fase, alinhamento, normalizacao pela area total do espectro e remog¢ao do sinal do

solvente.

4.4 ANALISE DE AMINAS BIOGENICAS

A principio, a extragdo de aminas de SGPd e SGPo frescos foi realizada usando 4cido

tricloroacético a 5%. (Cirilo et al., 2003; Vale; Gloria, 1997). A separagdo das aminas foi
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conduzida via cromatografia de par i6nico em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e quantificagdo pds-coluna com o-ftalaldeido, seguida de detec¢do de fluorescéncia
em excitagdo de 340 nm e emissdo de 450 nm. A andlise foi realizada em parceria com a
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e foram analisadas a presenca de dez aminas
biogénicas livres: espermina, espermidina, agmatina, putrescina, cadaverina, tiramina,
triptamina, feniletilamina, histamina e serotonina. Todos os firmacos padrdes serdo obtidos

da Sigma-Aldrich® (Brasil).

4.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.5.1 DROGAS

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizados os seguintes antifungicos: Carboxin,
Anfotericina B, Ciclopirox, Griseofulvina, Terbinafina, Fluconazol, Cetoconazol, Itraconazol
e Miconazol, sendo todos os antifingicos obtidos da Sigma-Aldrich® (Brasil). Os
antifingicos convencionais e os extratos de SGPd e SGPo foram diluidos no momento do
teste, dissolvendo-os primeiramente em 100 uLL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 4gua destilada
estéril para obter uma concentra¢do inicial de 4096 mg/L (SPdS e SPoS) e 512 mg/L
(antifungicos convencionais). Em seguida, foram feitas diluigdes seriadas em meio RPMI

1640 a partir desta concentragdo para atingir concentragcdes menores.

4.5.2 INOCULO FUNGICO

Para os ensaios de atividade antifiingica, foram utilizadas as seguintes cepas fungicas:
A. flavus AS27, A. flavus AS29, A. flavus AS35, A. flavus AS101, A. flavus AS103 e A. flavus
AS118. Essas cepas foram obtidas da “Coleccion de Cultivos de Microorganismos de la
Universidad Nacional de Asuncion” (CCM-UNA, Paraguai). A caracterizacdo e o perfil
micotoxigénico das cepas estdo descritos na Tabela 1 (Moura-Mendes et al., 2023). As cepas
fungicas foram mantidas em agar batata dextrose (Difco®) a 35 °C por cinco dias. Colonias
fingicas frescas foram cobertas com solugdo salina estéril (0,9% NaCl) contendo 0,1% de
Tween 20® e agitadas suavemente. A separacdo das estruturas fungicas (hifas e conidios) foi
obtida por meio de sedimentagdo por 15 minutos, € a parte superior da suspensao foi usada
para testes de suscetibilidade. Os indculos foram ajustados com 4gua destilada estéril para 2-5
x 10° conidios/mL usando um espectrofotdmetro a 625 nm com transmitincia variando de 70

a 80% e absorbancia de 0,08 a 0,13. (Arendrup et al., 2020b).



Tabela 1 - Caracteristicas das cepas de Aspergillus flavus utilizadas neste estudo.
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Espécie
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avati-m
oroti

Graos
de
milho
avati-m

AS 27

AS29

AS35

AS84

AS96

AS101

AS103

Paraguai

Paraguai

Paraguai

Paraguai
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ND: ndo detectado. AFB: Aflatoxina B. AFG: Aflatoxina G.
Fonte: Moura-Mendes et al., 2023.

Figura 6 - Esquema ilustrativo do procedimento de preparacao do indculo fiingico.

i
Agar Batata Glicose Solugdo Salina Estéril Espectrofotdmetro a 625 nm
35°C NaCl (0,9%) T:70-80%,A:0,08-0,13

2 -5 x 10%conidios/mL

Fonte: Autoria propria.

4.5.3 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacdo da CIM das drogas-teste, sendo elas isoladas CBX, SGPo, SGPd, ¢
em associacdo SGPo + CBX e SGPd + CBX, onde foi realizada a técnica de microdiluicao
(Arendrup et al., 2020b). A suspensdo foi entdo diluida 1:10 em RPMI 1640 para obter a
concentragdo de trabalho do indculo 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 pL do inéculo previamente preparado. Um
controle negativo (RPMI 1640 + in6culo), um controle com DMSO (DMSO + indculo +
RPMI 1640) foram realizados. As placas foram seladas e incubadas a 36 °C por até 48 horas
para a realizagdo da leitura. A CIM ¢ definida como a menor concentragdo das drogas capaz

de inibir completamente o crescimento fungico quando comparadas as cavidades do controle.
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Figura 7 - Esquema ilustrativo do procedimento da determinag@o da concentrago inibitéria minima (CIM).

100 pL RPMI 100 pL Inéculo Fungico
100 pL Droga 2-5x10°UFC/mL
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Fonte: Autoria propria.

4.5.4 CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Para obter a CFM, volumes de 10 pL foram retirados de cada pogo sem crescimento
fingico (concentragdes maiores que a CIM) em placas de agar Sabouraud glicose (ASG). As
coldnias de fungos foram contadas apo6s incubagao das placas a 28 °C até 7 dias. A CFM foi a
concentracdo de droga mais baixa que resultou em nenhum crescimento ou em menos de trés
coldnias (99,9% de morte) (De Quadros ef al., 2011). A droga possuird a¢do fungicida se a
propor¢cao de CFM/CIM nao exceder um valor de 4, enquanto serd considerada fungistatica
quando CFM/CIM for maior que 4 (Rocha et al., 2024). Os extratos com maior atividade

nesta etapa foram usados nas etapas posteriores.

Figura 8 - Esquema ilustrativo do procedimento da determinag@o da concentrag@o fungicida minima (CFM).

10uL

/\

Placa de Microdiluicdo Agar Sabouraud

Fonte: Autoria propria.
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4.5.5 ESTUDO DE ASSOCIACAO

Etapa realizada conforme descrito por Doern, 2014. Diluigdes das solucdes das
drogas-teste (8xCIM, 4xCIM, 2xCIM, CIM, 1/2CIM, 1/4CIM e 1/8CIM) foram feitas em
RPMI 1640, com as associagdes de SGPo + CBX e SGPd + CBX. Apds isto, uma aliquota de
50 pL de um dos extratos foi adicionada nos pogos da placa no sentido vertical e, em seguida,
50 pL de carboxin foram adicionados no sentido horizontal da placa. Por fim, foram
adicionados 100 pL do indculo. Desta maneira, foram obtidas misturas de diversas
concentragdes de ambas as drogas. As placas foram seladas e incubadas a 36°C por 48 horas
para determinar a CIM. O indice da concentragdo inibitdria fracionada (ICIF) foi calculado
através da soma: CIF* + CIF®, onde A representa o extrato ¢ B o Carboxin. O CIF* =
CIM*combinado/CIM*sozinho, enquanto que CIF® = CIMPcombinado/CIM®sozinho. O ICIF
foi interpretado da seguinte maneira: Sinergismo (< 0,5), Aditividade (0,5-1,0), Indiferenca
(> 1,0 e < 4,0) ou Antagonismo (> 4,0) (Doern, 2014). As menores CIM das drogas

associadas foram utilizadas para os ensaios subsequentes.

Figura 9 - Esquema ilustrativo do procedimento de estudo de associagao.
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Fonte: Autoria propria.

4.5.6 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 associadas. Apods, 100 uL do in6culo foi
adicionado aos tubos e homogeneizados. Os tubos foram incubados a 36°C por 24 horas. Um

experimento controle sem adicdo das drogas foi realizado. As quantidades de conidios
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germinados e conidios ndo germinados foram determinados usando um hemocitometro. A
taxa de germinagdo foi calculada para cada grupo testado (De Oliveira Pereira; Mendes; De

Oliveira Lima, 2013).

Nede G inad
e Germinados x 100

Taxa de Germmagao de Conidios = N¢ de Germinados e Nao Germinados

Figura 10 - Esquema ilustrativo do procedimento de estudo de germinagdo de conidios.
‘ \\‘_
P /a-—'

|

36°C
24 horas

e

500 pL RPMI 1640
Droga (CIM)
100 pL do inéculo

Fonte: Autoria propria.

4.5.7 CRESCIMENTO MICELIAL

O crescimento foi analisado pela técnica de crescimento micelial radial em meio
solido (de Oliveira Lima et al., 2017). Em placas de Petri com 10 mL de ASG fundido em
aproximadamente 35 °C, foram adicionadas as drogas associadas. Apos solidificagdo do
meio, colonias recém cultivadas em ASG (4 mm de didmetro) foram colocadas na superficie
do meio. Um experimento controle sem adi¢do 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 didmetro da colonia (mm) em funcdo do

tempo de incubagao.
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Figura 11 - Esquema ilustrativo do procedimento de estudo de crescimento micelial.
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36°C
5 dias

Fonte: Autoria propria.

4.5.8 AVALIACAO DO POTENCIAL IRRITANTE

A avalia¢do do potencial irritante foi conduzida de acordo com o método do teste do
ovo de galinha na membrana corioalantdica (HET-CAM), conforme descrito por Luepke
(1985), com pequenas modificacdes. Ovos fertilizados e livres de patdogenos de Gallus gallus
domesticus foram adquiridos, higienizados individualmente com etanol 70% e mantidos
horizontalmente em uma incubadora com sistema de rotagdo automatica (Chocadeiras
Golden®, Brasil) a 37,5 £ 0,5 °C e 50 £ 1% de umidade relativa. Apds 9 dias de incubagao, a
rotacdo foi interrompida e os ovos foram removidos da incubadora e inspecionados usando
ovoscopia para selecionar os ovos fertilizados. Os ovos vidveis foram entdo reinseridos na
incubadora verticalmente, com a cdmara de ar voltada para cima. No 10° dia de incubagao,
uma abertura circular foi feita na casca do ovo na regido da camara de ar; a membrana da
casca do ovo foi umedecida com 1 mL de NaCl (0,9%) e cuidadosamente removida para
expor a membrana corioalantéica completamente.

Aliquotas de 300 pL das drogas foram aplicadas na superficie da membrana
corioalantdica da seguinte forma: SGPd (CIM), SGPo (CIM), CBX (CIM), CBX+SGPd
(12CIM + 1/2CIM), CBX+SGPo (1/2CIM + 1/2CIM). Apds 20 segundos de exposigado, a
membrana corioalantdica foi enxaguada com 5 mL de NaCl (0,9%), e a ocorréncia de
fendomenos vasculares como hemorragia (He), hiperemia (Hi) e coagulagdo (opacidade e/ou
trombose) (Co) foi monitorada por 5 minutos. NaOH (0,1N) foi usado como controle

positivo, e NaCl (0,9%) como controle negativo. Cada evento vascular detectado foi
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classificado com base em seu tempo de aparecimento, conforme indicado na Tabela 2,
adaptada de Franca (1996). A equacdo a seguir calcula o escore médio de irritacdo (MIS). Os
subscritos indicam a réplica avaliada. Hi denota hiperemia, He denota hemorragia ¢ Co

denota coagulagao.

(Hel + Hil + Col) + (He2 + Hi2 + Co2) + (He3 + Hi3 + Co3) + (He4 + Hi4 + Co4)

MIS = )

Tabela 2 - Graus de fendmenos vasculares observados na membrana corioalantoica

até o momento do aparecimento.

Fenomenos Tempo
Vasculares T <30 seg 30seg<T<2min  2min<T<5min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao
(opacidade e/ou 9 7 5
trombose)

Fonte: Adaptada de Franga (1996).

O grau final dos medicamentos foi determinado com base na média aritmética dos
escores de irritagdo obtidos, conforme descrito na Tabela 3, adaptada de Luepke (1985).
Todos os embrides foram sacrificados seguindo as Diretrizes da AVMA para a Eutanésia de
Animais (Underwood; Anthony, 2020). Isso foi obtido congelando todos os 6vulos a -20 °C,

seguido de descarte apropriado.

Tabela 3 - Grau final segundo o potencial de irritabilidade no método HET-CAM.

Escore de Irritagao Grau Final
0,0-0,9 Praticamente nao irritante
1,0-49 Irritante leve
5,0-38,9 Irritante moderado

9,0-21,0 Irritante grave

Fonte: Adaptada de Luepke (1985).
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Figura 12 - Esquema ilustrativo do procedimento de anélise do potencial irritante.

)

1 mL de NaCl (0,9%)
300 plL das drogas

Fonte: Autoria propria.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em trés experimentos independentes. Os valores de
CIM e CFM foram expressos como moda, e os resultados da taxa de germinac¢ao de conidios
e crescimento micelial foram expressos como média + DP (desvio padrdo). Inicialmente, foi
aplicado o teste de Shapiro-Wilk para normalidade e o teste de Lavene para homogeneidade
de varidncia como pressupostos. Foi realizado ANOVA unidirecional com teste de Tukey
post hoc para ensaio de germinacdo de conidios para determinar diferencas significativas
entre os tratamentos. Foi feito ANOVA mista com correcao do teste de Bonferroni para o
ensaio de crescimento micelial. Foi considerado que houve diferenga estatistica quando p <
0,05. O intervalo de confianga foi de 95%. O tratamento dos dados foi realizado no R 4.1.0 na

interface RStudio, e usamos o pacote ggplot2 para visualiza¢ao dos dados.
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S RESULTADOS

Inicialmente, os extratos de SGPd e SGPo foram caracterizados quimicamente por seu
perfil quimico global (Figuras 13, 14 e 15) e aminas biogénicas (Tabela 4). Regides nio uteis
dos espectros de RMN de 'H de SGPd e SGPo foram removidas para evitar interferéncia na
analise de dados. Nenhuma distor¢ao dos sinais espectrais foi observada apds o alinhamento
dos espectros no novo conjunto de dados, demonstrando que os deslocamentos de pico foram
corrigidos satisfatoriamente (Figura 13A). Os espectros foram divididos em quatro regides:
R1, R2, R3 ¢ R4 (Figuras 14 e 15). Cabe salientar que os espectros apresentaram uma
similaridade visual. Foi observada a presenca de sinais intensos entre 0,5-1,7 ppm (R1),
correspondendo a presenca de protons alquil de grupos metil (CHs) ou metileno (CH:), ndo
ligados a anéis aromaticos ou grupos carboxilicos (Figuras 14 e 15; Tabela 4). Observou-se a
presenca de sinais na regido entre 1,8-2,9 ppm (Figuras 14 e 15; R2), estando relacionados a
protons ligados a carbonos ligados a anéis aromaticos e/ou grupos funcionais, como
carbonilas de 4cidos graxos, por exemplo (Figuras 14 e 15; Tabela 4). Houve uma
sobreposi¢do significativa de sinais na regido entre 3,0-5,5 ppm (R3) e sinais entre 5,6-8,5
ppm (R4) (Figuras 14 e 15; Tabela 4). Esses sinais sdo caracteristicos de protons de alcoois,
¢teres ligados a carbonos oxigenados, protons anomeéricos e protons pertencentes a unidades
glicosidicas. Por fim, taninos e flavonoides mostram sinais ressonantes nessas regides de
espectros mais desprotegidas. Dentre as aminas analisadas, somente putrescina, cadaverina e
agmatina foram detectadas. A agmatina foi a mais abundante em SGPd e SGPo, com valores

de 9,55 mg/kg e 0,81 mg/kg, respectivamente.
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Figura 13 - Espectros de RMN de 'H de (A) Substrato Gasto de Pleurotus djamor (SGPd) ¢ (B) Substrato Gasto

de Pleurotus ostreatus (SGPo) cultivados em substratos de folhas de bananeira.
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Fonte: Autoria propria.



Figura 14 - Espectros de RMN de 'H do Substrato Gasto Pleurotus djamor (SGPd). R1. Regido entre 0,5-1,7

ppm. R2. Regido entre 1,8-2,9 ppm. R3. Regido entre 3,0-5,5 ppm. R4. Regido entre 5,6-8,5 ppm
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Figura 15 - Espectros de RMN de 'H do Substrato Gasto Pleurotus ostreatus (SGPo). R1. Regido entre 0,5-1,7
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Tabela 4 - Conteudo de aminas biogénicas nos Substratos Gastos de Pleurotus djamor (SGPd), Substratos
Gastos de Pleurotus ostreatus (SGPo).

Aminas Concentracao (mg/kg)
SGPo SGPd

Putrescina 0,40 ND
Cadaverina 1,58 ND
Tiramina ND ND
Histamina ND ND
Serotonina ND ND
Agmatina 9,55 0,81
Espermidina ND ND
Feniletilamina ND ND
Espermina ND ND
Triptamina ND ND

ND: Nao detectado (Limite de detecgdo: 0,4 mg/kg).
Fonte: Autoria propria.

A Tabela 5 apresenta o perfil de sensibilidade das cepas de A. flavus testadas.
Griseofulvina e fluconazol nio inibiram as cepas nas concentragdes testadas. Cetoconazol e
miconazol inibiram 100% das cepas a 8 mg/L e 16 mg/L, respectivamente. As cepas
apresentaram maior sensibilidade ao itraconazol, com uma CIM de 4 mg/L para 4 das
testadas. A anfotericina B inibiu a maioria das cepas a 2 mg/L. O ciclopirox apresentou uma
CIM de 16 mg/L para todas as cepas. Terbinafina apresentou os menores valores de CIM (0,5

mg/L).

Tabela 5 - Perfil de sensibilidade de antifungicos convencionais usados na pratica clinica contra Aspergillus

flavus.
Cepas
Antifingico
AS 27 AS 29 AS35 AS101 AS103 AS118
CIM 8 8 4 4 4 4
Cetoconazol CFM 16 8 8 4 4 8
CFM/CIM 2 1 2 1 1 2

fungicida  fungicida fungicida fungicida fungicida fungicida
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CIM 16 16 16 16 16 16
. CFM 32 16 16 16 16 16
Miconazol
CFM/CIM 2 1 1 1 1 1
fungicida fungicida fungicida fungicida fungicida fungicida
CIM N/D N/D N/D N/D N/D N/D
Fluconazol CFM
CFM/CIM
CIM 4 4 4 4 32 8
CFM 4 4 4 4 32 8
Itraconazol
CFM/CIM 1 1 1 1 1 1
fungicida fungicida fungicida fungicida fungicida fungicida
CIM 4 2 2 2 2 2
Anfotericina B CFM 4 4 8 8 2 4
CFM/CIM 1 2 4 4 1 2
fungicida fungicida fungicida fungicida fungicida fungicida
CIM 16 16 16 16 16 16
CFM 16 16 32 128 64 32
Ciclopirox
CFM/CIM 1 1 2 8 4 2
fungicida fungicida fungicida fungistati fungicida fungicida
ca
CIM N/D N/D N/D N/D N/D N/D
Griseofulvina CFM
CFM/CIM
CIM 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Terbinafina CFM 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
CFM/CIM 1 1 1 1 1 1
fungicida fungicida fungicida fungicida fungicida fungicida

AS: Aspergillus flavus; CIM: Concentragdo Inibitoria Minima; CFM: Concentra¢do Fungicida Minima; N/D:

Niéo Detectado.

Fonte: Autoria propria.
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A Tabela 6 apresenta os valores de CIM e CFM de SGPo e SGPd. Os substratos

exibiram atividade fungicida contra todas as cepas testadas, com valores de CIM variando de

1024 a 2048 mg/L. CBX demonstrou atividade fungicida e teve o efeito inibitério mais

potente contra as cepas, com valores de CIM variando de 32 a 512 mg/L.

Tabela 6 - Valores de CIM e CFM (mg/L) do Substrato Gasto de Pleurotus djamor (SGPd), Substrato Gasto de
Pleurotus ostreatus (SGPo) e Carboxin (CBX) contra Aspergillus flavus.

Cepas

AS27

AS29

AS35

AS101

AS103

AS118

SGPo SGPd CBX
CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM
2048 2048 1 (fungicida) 1024 2048 2 (fungicida) 32 32 1 (fungicida)
1024 4096 4 (fungicida) 1024 2048 2 (fungicida) 32 32 1 (fungicida)
1024 4096 4 (fungicida) 1024 1024 1 (fungicida) 32 64 2 (fungicida)
1024 4096 4 (fungicida) 1024 1024 1 (fungicida) 512 2048 4 (fungicida)
2048 2048 1 (fungicida) 1024 1024 1 (fungicida) 512 2048 4 (fungicida)
2048 4096 2 (fungicida) 2048 2048 1 (fungicida) 512 2048 4 (fungicida)

CIM: Concentragdo Inibitoria Minima; CFM: Concentragao Fungicida Minima.

Fonte: Autoria propria.

Considerando o perfil de sensibilidade das cepas aos extratos, conduzimos um estudo

sobre a combinagdo de SGPo ¢ SGPd com CBX. Com base nos resultados, foi calculado o

Indice de Concentragio Inibitoria Fracionada (ICIF) e determinado o efeito da combinagio de

CBX com SGPo e SGPd. Os valores de CIM para as drogas sozinhas, em combinagdo e o

ICIF podem ser vistos na Tabela 7. Os efeitos inibitorios das drogas combinadas foram

maiores do que os das drogas individuais para 83,3% das cepas. Aditividade foi observada

em 4 cepas (66,7%), enquanto sinergismo foi observado em 2 cepas (33,3%). Nenhum

antagonismo foi observado entre as drogas. Selecionou-se as cepas AS27 e AS118 para

estagios subsequentes porque elas mostraram sinergismo em pelo menos uma das

combinacdes.
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Tabela 7 - Estudo de associag@o do Substrato Gasto de Pleurotus djamor (SGPd) ou Substrato Gasto de
Pleurotus ostreatus (SGPo) com Carboxin (CBX) contra Aspergillus flavus.

Cepas

AS27

AS29

AS35

AS101

AS103

AS118

CIM sozinho (g/L) CIM em combinagdo (g/LL) CIM em combinacao (g/L)

SGPd SGPo Carboxin SGPd Carboxin ICIF SGPo Carboxin ICIF
(interagdo) (interagdo)

2048 1024 32 256 8 0,38 512 16 1,00
(sinergismo) (aditividade)

1024 1024 32 128 16 0,63 256 16 0,75
(aditividade) (aditividade)

2048 1024 32 512 16 0,75 128 64 2,13
(aditividade) (indiferenga)

1024 1024 512 256 128 0,50 1024 512 2,00
(aditividade) (indiferenga)

2048 1024 512 1024 512 1,50 1024 512 2,00
(indiferenca) (indiferenca)

2048 2048 512 256 128 0,38 256 128 0,38

(sinergismo)

(sinergismo)

CIM: Concentragio Inibitoria Minima; ICIF: Indice da Concentragio Inibitoria Fracionada.
Fonte: Autoria propria.

O efeito antifungico de CBX, SGPo, SGPd, CBX+SGPd ¢ CBX+SGPo foi avaliado

por meio de ensaios de germinacao de conidios e crescimento micelial de AS27 (Figuras 16A

e 17A) e AS118 (Figuras 16B e 17B). Todos os farmacos, individualmente e em combinagao,

inibiram significativamente a germinacao de conidios AS27 ¢ AS118 (p<0,05). Além disso,

CBX+SGPd e CBX+SGPo foram mais potentes do que as drogas individuais (p<0,05). Em

média, as drogas isoladas inibiram a germina¢do de conidios AS27 em 71,40%, enquanto a

combinagdo das drogas atingiu 86,49%. As drogas isoladas e combinadas inibiram a

germinagdo de conidios AS118 em uma média de 71,37% e 88,36%, respectivamente.
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Figura 16 - Efeitos do Substrato Gasto de Pleurotus djamor (SGPd), Substrato Gasto de Pleurotus ostreatus

(SGPo), Carboxin (CBX) e combinag¢des na taxa de germinacao de conidios de Aspergillus flavus AS27 (A) e
Aspergillus flavus AS118 (B).
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SGPd (CIM), SGPo (CIM), CBX (CIM), CBX+SGPd (1/2CIM + 1/2CIM), CBX+SGPo (1/2CIM + 1/2CIM).
Os resultados sdo as médias +DP de trés experimentos independentes. Diferenga significativa (p<<0,05) quando
comparado ao controle de crescimento sem drogas (a) e as drogas sozinhas (b).

Fonte: Autoria propria.

Uma ANOVA mista usada no ensaio de crescimento micelial revelou efeitos
significativos do tempo (p<0,05) e uma interacdo entre tratamento e tempo (p<0,05) nos
ensaios de crescimento micelial (Figuras 17A e B). Comparagdes pareadas subsequentes
indicaram mudancgas no crescimento micelial de AS27 e AS118 no grupo controle ao longo
do tempo. O grupo controle mostrou crescimento progressivo a partir do dia 2 (p<0,05). Em
sua maioria, o micélio fungico apresenta desenvolvimento significativo apds dois dias de
incubagdo na presenga de SGPd e SGPo (p<0,05). Na presenga de CBX e drogas associadas,
esse efeito foi observado apenas ap6s 4 dias de incubagdo. Ao final do tempo de incubagdo,
houve diferencas nos resultados com as drogas em comparagdo ao controle (p<0,05).
CBX+SGPd e CBX+SGPo apresentaram maior eficiéncia do que as drogas isoladas (p<0,05).
Em média, as drogas isoladas reduziram o crescimento micelial do AS27 em 48,56%,
enquanto as drogas associadas atingiram 71,23%. As drogas isoladas e associadas reduziram

o crescimento micelial do AS118 em uma média de 76,20% e 85,03%, respectivamente.
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Figura 17 - Efeitos do Substrato Gasto de Pleurotus djamor (SGPd), Substrato Gasto de Pleurotus ostreatus
(SGPo), Carboxin (CBX) e combinagdes no crescimento radial micelial de Aspergillus flavus AS27 (A) e
Aspergillus flavus AS118 (B).
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Os resultados referentes ao potencial irritante de SGPd, SGPo e CBX isolados e
combinados sdo apresentados na Tabela 8. Os dados indicam que NaCl (0,9%) apresentou
leve coagulacdo e foi classificado como praticamente nao irritante (MIS = 0,6 = 1,1). Por
outro lado, a aplicacdo de NaOH (0,1 N) na membrana corioalantdica causou intensas reagdes
vasculares irritantes, classificadas como irritantes graves (MIS = 18,0 £ 1,0). CBX, SGPd,
CBX+SGPd e CBX+SGPo induziram hiperemia, hemorragia e reagdes de coagulacdo na
membrana corioalantdica e foram classificados como irritantes moderados. SGPd causou
eventos vasculares intensos. Embora SGPd (MIS = 9,8 + 1,6) tenha apresentado valores de
MIS menores que NaOH (controle positivo), foi classificado como irritante grave devido as

intensas reagoes vasculares observadas nos ensaios.

Tabela 8 - Potencial irritante do Substrato Gasto de Pleurotus djamor (SGPd), Substrato Gasto de Pleurotus

ostreatus (SGPo) e Carboxin (CBX) sozinhos € em combinagao.

Droga Escore de Irritagao Grau Final
Hiperemia Hemorragia Coagulacao MIS

SGPd 20+1.2 27+25 52+£26 9.8 Irritante grave
SGPo 1.6+13 0.8+1.9 49+3.0 7.3 Irritante moderado
CBX 1.5+1.2 2.1+2.6 33+35 6.9 Irritante moderado
CBX + SGPd 1.7+1.2 1.5+23 5.6+2.0 8.7 Irritante moderado
CBX + SGPo 1.1+1.2 04+14 5.0+£25 6.5 Irritante moderado
NaCl 0,9% 0.1+£0.3 0.0+£0.0 0.6+£2.0 0.6 Praticamente ndo

irritante
NaOH 0,IN 5.0+0.0 7.0+£0.0 63+1.0 18.0 Irritante grave

Os resultados sdo expressos como média = DP (n = 4). MIS (pontuagdo média de irritacdo).

Fonte: Autoria propria.
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6 DISCUSSAO

Pesquisas sobre novos antifingicos podem representar um avango promissor na
protecdo alimentar ¢ na saide humana nos proximos anos. Embora os fungicidas sejam
essenciais na agricultura e na conservagao de graos de milho, seu uso excessivo traz desafios,
como (1) a aplicagdo em larga escala na produgdo de alimentos, (2) a toxicidade residual
resultante de altos niveis desses compostos nos alimentos consumidos e (3) o surgimento de
cepas fingicas resistentes no ambiente. Sob a perspectiva de satde unica, esses fatores
impactam negativamente a saude de animais, humanos e o ambiente compartilhado. Os
resultados demonstraram que SGPo e SGPd apresentam atividade antifingica contra cepas de
Aspergillus flavus produtoras de aflatoxinas, atuando como fungicidas. Além disso, esses
compostos potencializaram a atividade antifungica da CBX in vitro, reduzindo sua
concentracao efetiva. Por fim, os testes HET-CAM classificaram SGPd, SGPo ¢ CBX como
irritantes moderados quando combinados, sugerindo que sua aplicagao futura na protecao de
alimentos pode ser viavel e relativamente segura.

Recentemente, o EUCAST revisou os pontos de interrup¢do antifingicos para
espécies de Aspergillus e Candida (Arendrup, et al., 2020a). No caso de Aspergillus, foram
estabelecidos os pontos de interrupgao e as categorias de suscetibilidade para os antifungicos
anfotericina B, isavuconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol. Neste estudo, testamos
a suscetibilidade a medicamentos de diferentes classes, incluindo anfotericina B e
itraconazol, ambos analisados pelo EUCAST. Os resultados indicaram que as cepas de A.
flavus nao eram suscetiveis a esses farmacos, que sdo aprovados para o tratamento de
infecgdes sistémicas ou graves por Aspergillus. Observou-se também crescimento fingico na
presenga de fluconazol e griseofulvina nas concentracdes testadas (Tabela 5). Esses achados
sdo preocupantes, pois o perfil de resisténcia das cepas analisadas refor¢a a gravidade da
resisténcia aos azdis em Aspergillus, condicdo associada a um aumento significativo na
mortalidade (Berman & Krysan, 2020; Sabino, 2022).

Até o momento, ndo ha relatos sobre o grau de exposi¢do das cepas a carboxin nem
sobre como essa pressdao antifungica pode ter contribuido para o surgimento de cepas com
esse perfil de sensibilidade. No entanto, a literatura destaca dois aspectos fundamentais que
reforcam a preocupacao levantada no estudo. Primeiramente, o CBX ¢ amplamente utilizado
na agricultura como fungicida no cultivo de milho e outros grdos em diversas regides do
mundo (Brauer ef al., 2019). Em segundo lugar, os fungos podem desenvolver resisténcia ou

tolerancia a antiflingicos devido ao uso extensivo de compostos da mesma classe ou de
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classes diferentes, um fenomeno conhecido como resisténcia cruzada (Bastos et al., 2021). Os
impactos da exposi¢do a fungicidas na resisténcia fingica a azois ja foram estudados em
Aspergillus fumigatus, especialmente em relagdo a presenga de residuos de azdis na
agricultura. Contudo, pesquisas indicam o surgimento de cepas resistentes a CBX devido a
mutacoes nos genes que codificam subunidades do complexo succinato desidrogenase (Cao
et al.,2021; Shima et al., 2009).

Visando garantir a qualidade e a seguranca dos alimentos, agéncias reguladoras
estabeleceram limites especificos para o uso do CBX. A Autoridade Europeia para a
Seguranca Alimentar, por exemplo, determina um limite maximo de 0,03 mg/kg para vegetais
(EFSA, 2017), enquanto no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria permite um
maximo de 0,05 mg/kg em graos de milho (ANVISA, 2023). Devido ao seu uso na
agricultura, o CBX pode se acumular no solo, resultando na formacao de residuos toxicos que
afetam negativamente a saude e¢ a diversidade microbiana do ambiente (Li et al., 2024).
Estudos indicam que o carboxin pode causar toxicidade significativa no desenvolvimento e
cardiotoxicidade em embrides de peixe-zebra, reforcando as preocupagdes com a seguranga
alimentar e ambiental (Huang et al., 2022). Diante desse cenario, torna-se essencial adotar
uma abordagem de saude unica, focada na busca por doses eficazes mais baixas de fungicidas
como a CBX na producdo de alimentos. Essa estratégia pode contribuir para reduzir a pressao
seletiva e minimizar o risco de desenvolvimento de resisténcia em campos agricolas.

A abordagem de satide Unica busca utilizar fontes naturais no controle de doengas
fingicas agricolas e micotoxicose, reduzindo, ao mesmo tempo, a selecdo para resisténcia
induzida pela pressdo antifungica (Woods; Mcalister; Geddes-Mcalister, 2023). Com base
nesse conceito, direcionou-se o estudo para avaliar as propriedades antifungicas de produtos
naturais, devido ao seu potencial preventivo na inibi¢do de Aspergillus flavus. O potencial
antifingico do SMS de cogumelos comestiveis ¢ raramente explorado na literatura, apesar de
ser um produto complexo, promissor e sustentavel. A partir dessa perspectiva, foram
produzidos extratos de SGPo e SGPd, que demonstraram capacidade moduladora na
atividade antifungica do CBX contra cepas micotoxigénicas de A. flavus. Os resultados
indicaram que a combinacao de SGPo e SGPd com CBX apresentou efeitos mais promissores
do que os compostos testados isoladamente (Tabela 4). Esses efeitos podem ser classificados
como sinérgicos, quando uma droga potencializa a acdo da outra, tornando a combinacao
mais eficaz do que os agentes separados, ou aditivos, quando os efeitos individuais de cada
composto sdao simplesmente somados. A combinagdo de antifungicos ¢ uma estratégia

inovadora no combate a resisténcia antifingica, e os produtos naturais representam uma fonte
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promissora para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (Fuentefria et al., 2018;
Roberts, Gibbs, 2018).

Para dar suporte a essa avaliagdo, foram utilizados modelos in vitro para analisar o
desenvolvimento fungico em dois estagios principais de crescimento: germinagao de conidios
e formacdo micelial (Figuras 8 ¢ 9). Esses modelos, amplamente empregados na pesquisa,
simulam condig¢des controladas de crescimento fungico e permitem avaliar os efeitos de
diferentes substincias nesse processo. Os fungos, especialmente na forma de conidios
dispersos pelo ar, podem se estabelecer e proliferar no campo, no periodo pds-colheita,
durante o processamento, armazenamento € o manuseio dos alimentos pelo produtor,
atacadista, varejista e consumidor (Leyva Salas ef al., 2017). Assim, a inibi¢do da germinagdo
de conidios ou do desenvolvimento micelial de 4. flavus representa um efeito promissor dos
extratos de SGPo e SGPd, especialmente quando combinados com CBX. Essa abordagem
abre perspectivas para a reducdo do uso de fungicidas na agricultura, contribuindo para um
modelo de produgdo mais sustentavel e ambientalmente responsavel.

A andlise do perfil global de compostos realizada neste estudo revelou que SGPd e
SGPo contém uma variedade de compostos que contribuem para suas propriedades
antimicrobianas, em concordancia com dados ja descritos na literatura para espécies do
género Pleurotus (Martinez-Flores; Contreras-Chavez; Garnica-Romo, 2022). Os sinais
observados em R1 (Figuras 6 e 7) sdo caracteristicos de extratos de cogumelos, refletindo seu
alto teor de proteinas, gorduras, carotenoides, 0leos volateis, compostos fenolicos, tocoferois
e vitaminas, que também agregam valor nutricional significativo (Rathore; Prasad; Sharma,
2017). Substancias volateis como 1-Octen-3-ona e 1-Octen-3-ol, identificadas em P. ostreatus
e P. djamor, apresentam sinais ressonantes nessa regido e demonstram forte atividade
antimicrobiana contra bactérias relacionadas a alimentos e fungos patogénicos (Yin et al.,
2019). A presenca abundante de acidos graxos insaturados (Figuras 2 e 3, R2) nos extratos
liquidos de micélio e culturas de Pleurotus spp. tem sido associada a atividade antifingica
desses cogumelos (Owaid; Al-Saeedi; Al-Assaffii, 2016). Ja os sinais em R3 (Figuras 6 ¢ 7)
indicam uma alta concentra¢do de polissacarideos e oligossacarideos, corroborando estudos
anteriores sobre extratos de outras espécies de cogumelos (Medeiros et al., 2024). Os extratos
metanolicos e aquosos de P florida demonstram atividade antifingica, frequentemente
atribuida a presenca de flavonoides e taninos (Owaid; Al-Saeedi; Al-Assaftii, 2016).
Compostos organicos, como o p-anisaldeido, sdo produzidos por P ostreatus como

mecanismo de defesa contra outros organismos, enquanto bioativos como quitina (quitosana)
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e pleurotina apresentam sinais em regidoes aromaticas mais desprotegidas e sdo reconhecidos
por suas propriedades antifungicas e antibacterianas (T6rds et al., 2023).

Dessa forma, pode-se inferir que o SMS naturalmente contém compostos
antifingicos, uma vez que, durante o crescimento micelial, as células fungicas secretam
diversas substancias que inibem o desenvolvimento de outros organismos no substrato. Em
apoio a essa hipotese, verificou-se que o SMS de P. ostreatus cultivado em residuos de
sementes de algoddo apresentou alto potencial para inibir Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
tanto em ensaios in vitro quanto em plantas cultivadas em vasos (Ocimati et al., 2021). Da
mesma forma, extratos aquosos de Pleurotus eous cultivados em folhas de arroz foram
empregados em estudos sobre atividade antifingica contra Fusarium sp., Alternaria spp.,
Phytophthora spp. e Aspergillus spp., com testes de difusdo em meio s6lido demonstrando
inibicao do crescimento de Aspergillus spp., com zonas de inibi¢cdo entre 8,2 ¢ 16,6 mm. Os
compostos volateis emitidos por SMS de Hypsizygus marmoreus, Pholiota microspora,
Lyophyllum decastes e Auricularia polytricha demonstraram a capacidade de suprimir a
formagdo de lesdes foliares induzidas por Alternaria brassicicola (Fujita et al., 2021).
Também foram isolados do SMS de Lentinula edodes trés acidos fendlicos com
caracteristicas estruturais semelhantes ao acido salicilico e potencial antifiingico. No entanto,
o presente estudo representa a primeira evidéncia sobre o potencial do substrato gasto de
cogumelo de P. djamor e P. ostreatus no controle de 4. flavus micotoxigénico.

Estudos indicam que o SMS de espécies do género Pleurotus pode ser aproveitado
com seguranca para diversos fins. O SMS suplementado com farelo de trigo e farinha de soja
demonstrou alta eficiéncia de bioconversdo ao permitir um segundo ciclo de cultivo de P.
ostreatus € P. pulmonarius, sugerindo seu potencial como um recurso nutricionalmente rico
(Economou; Philippoussis; Diamantopoulou, 2020). O SMS dessas espécies também pode ser
utilizado como uma fonte segura e nutritiva na alimentacdo animal, especialmente para
ruminantes (Mhlongo; Mnisi; Mlambo, 2021). Por outro lado, quando empregado como
fertilizante organico, o SMS pode representar riscos a saude, uma vez que pode favorecer o
aumento da resisténcia a antibidticos e a presenga de genes relacionados a doengas humanas
(Zou et al., 2022). Esses achados ressaltam que, embora o SMS tenha aplicagdes promissoras
na agricultura e na producao de alimentos, ¢ essencial avaliar cuidadosamente sua seguranca
€ seus impactos ambientais.

Diante disso, avaliou-se o perfil de aminas biogénicas e o potencial de irritagdo de
SGPo e SGPd para investigar suas possiveis aplicagdes praticas. Os resultados indicaram

niveis insignificantes de aminas biogénicas nos extratos (Tabela 4). Observa-se que tanto
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SGPo quanto SGPd, isoladamente ou em combinagao com CBX, foram classificados como
irritantes moderados no modelo HET-CAM. Utilizamos o HET-CAM como um modelo
alternativo para prever a toxicidade de SGPo ¢ SGPd, bem como sua combinagdo com CBX,
que apresenta potencial promissor para aplicacdes alimenticias. Esse modelo tem sido
amplamente empregado em diversas areas, como desenvolvimento de medicamentos,
cosméticos e toxicologia alimentar, sendo uma ferramenta adequada para investigar o
potencial de irritagdo e toxicidade de substincias e formulagdes (Sandner et al., 2022).
Estudos anteriores demonstraram a aplicabilidade do HET-CAM na avaliacao da toxicidade
de diferentes produtos, incluindo um biossurfactante produzido por Saccharomyces cerevisiae
URMG6670 para biscoitos e muffins (Ribeiro et al., 2023), resina de goma Dorema
ammoniacum para a industria alimenticia (Tavakkoli et al., 2020) e B-glucano do cogumelo

Ganoderma lucidum (Vaithanomsat et al., 2022).
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7 CONCLUSAO

Este estudo destaca o potencial do substrato gasto de P. ostreatus e P. djamor no
aumento da a¢do do CBX como uma estratégia eficaz para controlar o crescimento de cepas
micotoxigénicas de A. flavus. A relevancia desses achados sugere que o SMS pode
desempenhar um papel essencial na mitigagdo de contaminagdes fungicas em ambientes
agricolas e alimentares. Para validar e expandir esses resultados, recomenda-se a realizacdo
de estudos de campo adicionais que explorem a interagdo do SMS com outros agentes
fingicos, bem como sua aplicabilidade em diferentes modelos de produgdo agricola e
conservacao de alimentos. Além disso, este trabalho representa uma contribuicao
significativa para a abordagem de saude Unica, uma vez que o SMS pode ser obtido de
maneira sustentavel a partir da producao de cogumelos P. ostreatus e P. djamor cultivados em
residuos agricolas. Esse aspecto reforca a viabilidade ambiental e econdmica do uso desses
substratos, promovendo praticas agricolas mais sustentdveis e alinhadas a principios de
economia circular. O estudo também abre caminho para novas aplica¢des biotecnoldgicas do
SMS, que podem beneficiar tanto pequenos produtores quanto grandes industrias do setor
alimenticio. Ao demonstrar a eficacia desse substrato na potencializacdo da atividade
antifingica do CBX, este trabalho sugere uma alternativa viavel para reduzir a dependéncia
de fungicidas sintéticos, melhorando a seguranga alimentar e diminuindo impactos

ambientais adversos.
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One-health approach to managing aflatoxin-producing Aspergillus flavus using spent
mushroom substrate of Pleurotus spp.

a0-2025-008586

Abstract

Food loss represents a critical global concern. Aspergillus flavus is central to this issue, contaminating maize crops with
aflatoxins. The agricultural fungicide carboxin presents significant challenges due to the rise of resistant fungal strains. This
study investigates the antifungal efficacy of spent mushroom substrates from Pleurotus ostreatus (SPoS) and P. djamor
(SPdS) cultivated on banana leaves, combined with carboxin (CBX) against A. flavus strains isolated from maize. The SPas
and SPdS extracts showed a low biogenic amine content and a global profile (1H NMR) of volatile oils, unsaturated fatty
acids, palysaccharides, oligosaccharides, tannins, and flavonoids. A. flavus strains were not susceptible to amphotericin B
and itraconazole. SGPo and SGPd exhibited fungicidal activity against all strains tested, with MIC values ranging from 1024
to 2048 mg/L. CBX demonstrated fungicidal activity with MIC values ranging from 32 to 512 mg/L. No antagonism between
CBX+5PdS and CBX+5PoS was observed. SPoS and SPdS showed significant inhibition of conidial germination and mycelial
growth, but CBX+5PdS and CBX+5PoS were more potent than individual agents (p<0.05). SPo5 and SPdS reduced conidial
germination and mycelial growth by more than 70%. The study also assessed the irritation potential of these agents using
the HET-CAM model, classifying them as moderate irritants. These findings support that SPdS and SPoS can potentially
reduce the required dosages and frequency of application of CBX. leading to more sustainable antifungal treatments with
minimized environmental and resistance risks, which aligns with a one-health approach.
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