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RESUMO

A torta da semente do pinhdo-manso (TSPM) e a torta do carogo de algodéao
(TCA) sao dois residuos da cadeia do biodiesel que possuem alto teor proteico, tendo
seu uso limitado na alimentagdo animal devido a presenca de ésteres de forbol em
TSPM (composto toxico promotor de tumor) e gossipol em TCA (composto tdxico
capaz de causar infertilidade). A casca de coco verde (CCV) e a torta de macauba
(TM) sao residuos agroindustriais lignocelulésicos de baixo teor proteico. A
colonizagdo de fungos basidiomicetos podem ser uma alternativa para o
aproveitamento destas biomassas, podendo biodestoxificar as tortas e indicando um
novo aproveitamento para residuos agroindustriais proteicos e lignoceluldsicos e
produzir substratos gastos (SMS) com finalidade de nutricdo animal. Além disto,
basidiomicetos sao produtores de cogumelos e moléculas bioativas com propriedades
farmacéuticas e funcionais. Em face ao exposto, no presente estudo uma triagem, em
busca de um fungo para cada uma das biomassas proteicas, entre sete
basidiomicetos colonizados em TSPM e TCA adicionados de CCV e TM, foi realizada
analisando-se suas capacidades de degradacdo de compostos toxicos, atividade
antioxidante, teor de proteina bruta e ganho de biomoléculas. Pleurotus pulmonarius
(EF88) em TSPM e Panus lecomtei (CC40) em TCA em diferentes concentracdes
(20%, 50% e 80%) com CCV foram escolhidos para serem produzidos colonizados e
SMS. A partir dai foram produzidos extratos aquosos e metandlicos para serem
testadas atividades antioxidantes, antimicrobianas, prebiéticas e quantificacao de -
glucanas. Além disso, foi realizada a composi¢do centesimal e a dosagem dos
compostos toxicos nos colonizados e SMS. Extratos metandlicos de colonizados de
EF88 em TSPM20% e TSPM80% e de P. lecomtei (CC40) em TCA80% apresentaram
atividade antimicrobiana contra S. aureus (ATCC 27154) de 500 ug/mL. Extratos
aquosos de colonizados de P. pulmonarius (EF88) em TSPM20% e P. lecomtei
(CC40) em TCAS50% apresentaram teores de B-glucanas de 6,2 + 0,0 e 14,8 + 2,7
g/100g de extrato, respectivamente, favorecendo a sua atividade prebidtica. Os
achados neste trabalho indicam beneficios na colonizagdo de basidiomicetos em
residuos agroindustriais com a finalidade de alimentagao animal. Neste trabalho foi
possivel identificar biodestoxificagdo, aumento no teor de proteina, atividade

antioxidante, antimicrobiana e prebiodtica nos extratos destes colonizados, indicando



sobretudo uma alternativa na alimentagdo animal ao uso de antibiéticos que geram

danos ao meio ambiente e a saude humana.

Palavras-chave: Biodestoxificacdo; Pleurotus pulmonarius; Panus lecomtei; Atividade

antimicrobiana; Atividade prebidtica.



ABSTRACT

Jatropha curcas seed cake (JCSC) and cottonseed cake (CSC) are agroindustrial
residues from biodiesel chain that have high protein content, however their use as
animal feed is limited by the presence of phorbol esters in JCSC (a toxic compound
tumor promoting) and gossypol in CSC (a toxic compound that causes infertility).
Coconut husks (CH) and macauba (Acronomia aculeata) cake (MC) are lignocellulosic
agroindustrial restudies that have low protein content. Colonization of basidiomycete
fungi can be an alternative for these proteic and lignocellulosic biomasses utilization
and to produce spent mushroom substrate (SMS) for animal feed. Furthermore,
basidiomycetes produce mushrooms and bioactive molecules with pharmaceutical and
functional properties. In view of this, at the present study a screening of seven
basidiomycetes colonized in JCSC and CSC with the addition of CH and MC was
performed and their ability of toxic compounds degradation, antioxidant activity, crude
protein content and gain of biomolecules, in search of a fungi for each one of the proteic
biomasses. Pleurotus pulmonarius (EF88) in JCSC and Panus lecomtei (CC40) in
CSC in different concentrations (20%, 50% and 80%) with CH were chosen for the
production of colonizes and SMS. Aqueous and methanolic extracts were obtained
from these cultures for dosing antioxidant, antimicrobial and prebiotic activities and
quantification of B-glucans. Centesimal composition and toxic compound content was
performed in colonizes and SMS. P. pulmonarius (EF88) in JCSC20%, JCSC80% and
CC50 CSC80% methanolic extracts showed antimicrobial activity against S. aureus
(ATCC 27154) of 500 pug/mL. P. pulmonarius (EF88) in JCSC20% and P. lecomtei
(CC40) in CSC50% aqueous extracts presented -glucan content of 6.2 + 0.0 and 14.8
* 2.7 g/100g of extract, respectively, promoting prebiotic activity. Findings in this work
indicate benefits from basidiomycetes colonization in agroindustrial residues for animal
feed. In this work, it was able to identify the ability of basidiomycetes to degrade toxic
compounds, increase protein content and antioxidant, antimicrobial and prebiotic
activity of colonizes extracts, indicating an alternative in animal feed to the usage of

antibiotics that promotes environment and human health damage.

Keywords: Bio-detoxification; Pleurotus pulmonarius; Panus lecomtei; Antimicrobial

activity; Prebiotic activity.
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I. INTRODUGAO

Os biocombustiveis surgiram como alternativas energéticas de menor impacto
ambiental, além disso, a cadeia de produg¢ao de biocombustiveis gera residuos que
possuem diversas aplicagdes como: racdo animal, combustiveis para caldeiras,
polimeros, condicionadores de solo, forragem para animais, fertilizantes, adubo, além
de também servirem como substratos para industria téxtil e automobilistica (COSTA,
CAVA, et al., 2014). As utilizagbes dos residuos agroindustriais sdo alternativas para
o problema de estocagem que sao capazes de gerar poluigdo ambiental (COSTA,
CAVA, et al., 2014).

Estes residuos geralmente sao substratos lignocelulésicos e compostos
majoritariamente de trés diferentes polimeros: celulose, hemicelulose e lignina. A
celulose é formada na cadeia da glicose, a hemicelulose € composta por agucares de
cinco a seis carbonos e a lignina estad associada a parede vegetal da planta e é
responsavel pela resisténcia e rigidez do tecido vegetal (FENGEL e WEGENER,
1984). A quantidade de cada um destes polimeros varia conforme espécie, idade e
parte da planta. Em média, biomassas lignoceluldsicas consistem em 45% de
celulose, 30% de hemicelulose e 25% de lignina (GLAZER e NIKAIDO, 2007).

Os fungos basidiomicetos s&o eficientes colonizadores e degradadores de
lignoceluloses, e podem ser cultivados em palha de arroz, trigo, espigas de milho,
bagaco de cana-de-agucar, bem como nos substratos lignocelulésicos oriundos da
industria do biodiesel (KOHARI, AMAZONAS e CARVALHO, 1997). Estes
macrofungos sdo capazes de sintetizar enzimas, compostos bioativos, além de seus
basidiomas serem comestiveis e possuirem propriedades funcionais (ROUPAS,
KEOGH, et al., 2012). Dentre as biomassas alternativas que vem sendo estudadas
para a producdo de 6leo para sintese de biodiesel e cujos residuos poderiam ser
utilizados no cultivo de macrofungos, as que apresentam maior potencial na regiao
Centro-Oeste sdo a macauba (Acronomia aculeata Jacq. Lodd), o pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.) e o algodao (Gossypium hirsutum), entretanto as tortas de
algodéao e pinhdo-manso possuem toxicidade, o que pode limitar a utilizagcdo da torta
para a nutricdo humana ou animal.

O pinh&o-manso possui alto rendimento de dleo por hectare, porém além de
existir pouco conhecimento cientifico agronédmico sobre a planta, também possui alta
toxicidade devido aos ésteres de forbol (LAVIOLA e ALVES, 2011).
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O algodoeiro, nativo de climas tropicais da Africa, Asia e América, possui
importancia econémica na industria téxtil. Seu carogco também é utilizado na extracao
de 6leo vegetal ou para a alimentagdo animal na forma de carogo integro, torta e
farelo, e possui moderado nivel proteico (20%) e elevado teor de gordura, fibra e
carboidratos (EZEQUIEL, 2001; EZEQUIEL, 2002). No entanto, esta inclusdo na
nutricdo animal € limitada devido aos efeitos toxicos ao figado, sistema imune e
reprodutor, mesmo em baixas concentragbes (menos de 0,1% de gossipol livre na
racao animal) (GADELHA, FONSECA, et al., 2014). Esta toxicidade desta matéria-
prima ocorre devido a presenga do gossipol, um composto polifendlico de coloragao
amarelada, que na planta possui finalidade de protege-la de ataques de insetos
(LANA, 2002; KONG, DAUD e ZHU, 2010).

Pesquisas recentes (CUNHA, 2017; GOMES, 2015; SANTANA, 2016)
demonstraram que a utilizacdo de tortas de semente de algodao ou pinhdo-manso
como meio de cultivo de macrofungos do género Pleurotus spp. (Cogumelos-Ostra)
levaram a diminuicdo da toxicidade em 80% a 100%. O material pés-cultivo é
denominado SMS (do inglés, Spent Mushroom Substrate), contém de 5% a 10% de
micélio e é fonte de extracdo de enzimas e substancias quimicas de interesse. Sabe-
se que durante a degradacao da lignocelulose, os basidiomicetos sdo capazes de
sintetizar simultaneamente enzimas hidroliticas e oxidativas, como celulases, (-
glicosidases, xilanases, lacases, manganés peroxidases e lignina peroxidases
(QINNGHE, XIAOYU, et al., 2003; PALMIERI, GIARDINA, et al., 2000). Tais enzimas
convertem os polimeros em moléculas menores que podem ser utilizadas como
nutrientes (DE MENEZES e BARRETO, 2015).

Cogumelos possuem uma série de substancias bioativas que possibilitam seu
uso como alimento funcional. Dentre elas, se destacam as fibras, os polissacarideos
(B-glucanas e quitina), os compostos fendlicos, os terpenoides, os esterois, as
vitaminas, aminoacidos e proteinas. Estes compostos possuem atividades
antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana, anti-tumorais, antivirais,
imunomoduladoras, hipocolesterolemiante, reguladores de niveis glicémicos, dentre
outras. Além disso, os polissacarideos dos cogumelos ja s&o utilizados como
prebioticos (MATTILA, MARNILA e PIHLANTO, 2017).

Portanto, a colonizagdo de macrofungos em residuos agroindustriais oferece
uma alternativa para seu aproveitamento e enriquecimento, devido suas capacidades

de destoxificacdo nas biomassas toxicas (torta de pinhao-manso e torta de carogo de
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algodao). Além disso, cogumelos produzem compostos bioativos com possiveis
atividades antimicrobiana e prebidtica, que enriquecem o SMS para uso na nutricdo
de animais monogastricos; existindo a possibilidade de serem utilizados como
promotores de crescimento na alimentacdo animal, substituindo o mau uso de
antibidticos que é um dos responsaveis pela resisténcia antimicrobiana em humanos.

Sendo assim, o cultivo de cogumelos comestiveis em residuos agroindustriais
pode ser promissor do ponto de vista econdmico, ambiental, nutritivo e farmacéutico.

Neste trabalho, a biodestoxificagdo, os teores de B-glucanas, a composi¢cao
centesimal, as atividades antioxidantes, antimicrobianas e prebioticas de colonizados
e SMS com basidiomicetos sera avaliada com vista a formulacado de aditivos para a

nutricdo animal.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Cogumelos comestiveis

Cogumelos podem ser definidos como macrofungos, do filo basidiomiceto, com
basidiomas vistos a olho nu ou coletados com a mao (MILES e CHANG, 1997).
Existem mais de 2 mil espécies de cogumelos encontrados e descritos na natureza,
entretanto cerca de apenas 25% sao espécies comestiveis e poucas sao cultivadas
comercialmente (VALVERDE, HERNANDEZ-PEREZ e PAREDES-LOPEZ, 2015).
Apesar disso, o valor comercial dos cogumelos comestiveis € bastante significativo
devido sua composic¢ao nutricional balanceada e por serem considerados uma fonte
alternativa de proteina de alta qualidade e de aminoacidos nao-essenciais (RASHIDI
e YANG, 2016; BACH, HELM, et al., 2017). De acordo com a Food and Agriculture
Organization of the United Nations — FAO/ONU, no ano de 2016 houve produgao
mundial de mais de 10 milhdes de toneladas de cogumelos comestiveis, sendo a
China o maior produtor, o qual sua producido foi de 7,78 milhdes de toneladas
(FAOSTAT, 2016).

Tradicionalmente, os cogumelos sdo consumidos por povos de diversas culturas,
tanto por suas caracteristicas gastrondmicas, quanto medicinais. Entretanto, seu
consumo e presenca na medicina tradicional é notério nas culturas orientais,
especialmente na cultura chinesa, tendo registros das suas utilizagdes de milhares de
anos atras (DA SILVA e JORGE, 2011). O Brasil possui consumo per capita bastante
baixo (160 g/ano) comparado com paises europeus como Franga, Italia e Alemanha
(2 kg/ano), ou China e Coreia do Sul (8 kg/ano), por nao possuir consumo tradicional
de cogumelos comestiveis, sendo este introduzido com a chegada dos japoneses em
Sao Paulo na primeira metade do século XX (ANPC, 2018). Entretanto, ha estudos
dos anos 60 e 70 com relatos de consumo tradicional por grupos indigenas
Yanomami, Ticano, Nambiquara, Caibi, TxicAo e Txucurramde, na Amazénia
(VARGAS-ISLA, ISHIKAWA e PY-DANIEL, 2013).

Na industria de cogumelos existem trés principais segmentos: cogumelos
comestiveis, cogumelos medicinais e cogumelos selvagens (CHANG, 2008). Existem
aproximadamente 200 espécies de cogumelos comestiveis espalhados pelo mundo,
35 sao cultivadas comercialmente, sendo que 20 espécies sao cultivadas em escala
industrial. Destas, existem 5 as quais dominam o mercado dos cogumelos destacam-

se: Agaricus bisporus (conhecido como cogumelo de paris, champignon, Portobello),
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Lentinula edodes (shiitake), Pleutotus spp. (cogumelos ostra, shiimeji) e Flammulina
velutipes (enokitake, popular na Asia). Os cogumelos medicinais incluem tanto as
espécies selvagens quanto as cultivadas comercialmente (MATTILA, MARNILA e
PIHLANTO, 2017).

Apesar dos cogumelos comestiveis serem fontes pobres de energia, eles
possuem uma série de nutrientes, possuem consideravel quantidade de proteina,
polissacarideos e fibra, além de uma série de micronutrientes e metabdlitos
secundarios com potencial farmacéutico, como B-glucanas, compostos fendlicos,
esterois e triterpenos (MATTILA, MARNILA e PIHLANTO, 2017). Assim, cogumelos
comestiveis podem ser caracterizados como alimentos funcionais. Um exemplo é o
Cogumelo Do Sol (Agaricus blazei) que € comercializado no Brasil em forma de p6. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) indica que cogumelos consumidos
nas formas dessecadas, inteiras fragmentadas, moidas ou em conserva sao
considerados alimentos (Resolugdo ANVS/MS n° 272/2005), enquanto cogumelos
comercializados em forma de po, capsulas e comprimidos sdo considerados como
suplementos alimentares, conforme a RDC 243/2018. Para ambos os casos, ndo sao
permitidas alegacgdes terapéuticas ou medicamentosas, como prevengéao, tratamento
ou cura de qualquer doenga, apenas a manuteng¢ao da saude (ANVISA, 2018).

Como os cogumelos perdem agua muito facilmente, diminuem tamanho e peso,
em até 90%, quando desidratados. A desidratagdo a vacuo em baixa temperatura e
protegida de luz é a mais eficaz para preservar as substancias bioativas e manter sua
atividade antioxidante (DA SILVA e JORGE, 2011). Além disso, € importante observar
que diferengas de substrato, praticas de cultivo, estagio de desenvolvimento,
condicbes de armazenamento e processamento, além de praticas de cozimento,
podem influenciar na composi¢do quimica e no valor nutricional dos cogumelos
(VALVERDE, HERNANDEZ-PEREZ e PAREDES-LOPEZ, 2015).

No Brasil, a produ¢cado de cogumelos se destaca nos estados de Sao Paulo e
Parana, além de producdes menores nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro,
sul da Bahia, Pernambuco, Brasilia e Rio Grande do Sul. No Brasil, os principais
cultivos de cogumelos sdao das espécies de A. bisporus e L. edodes, que foram
introduzidos no inicio dos anos 90. Das espécies nacionais, destaca-se o Agaricus
subrufescens Peck (sinonimia. Agaricus blazei Murrill sensu Heinemann, = Agaricus

brasiliensis. Wasser, Diduck, conhecido como Cogumelo Do Sol. O Estado de Sao
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Paulo se destaca na produgao, sendo seu cultivo realizado nas épocas de primavera
e verao (DA SILVA e JORGE, 2011).

Na FAO nao ha dados sobre a produ¢ao de cogumelos no Brasil, e estes sao
dados dificeis de serem coletados. Entretanto, em 2016 foi realizado um censo em
Sao Paulo informando que neste Estado ha mais de 500 produtores responsaveis por
produzir um total de 12745 toneladas de cogumelos/ano (GOMES, AKAMATSU, et
al., 2016). Esta produgéo ainda € muito abaixo que a produg¢ao anual na China (cerca
de 7,78 milhdes de toneladas). E apesar de recentes melhorias tecnoldgicas terem
permitido um ganho de produtividade por parte dos fungicultores nacionais, existe
ainda uma parcela significativa dos produtores que sofrem com a concorréncia de
produtos importados, em especial da China, de cogumelos em conserva. Em fungao
disso, na ultima década, observou-se uma reducdo no numero de produtores e na
produgao de cogumelos em conserva, havendo atualmente uma concentragao dos
produtores do aumento da produgcdo de cogumelos frescos (ANPC, 2018). A
disseminagao do produto in natura vem causando um rapido desenvolvimento na
fungicultura nacional devido os cogumelos frescos possuirem alto valor agregado,
caracteristicas funcionais e gastronémicas (GOMES, AKAMATSU, et al., 2016).

1.1. Agaricus subrufescens (Cogumelo do Sol)

Também conhecido como “cogumelo améndoa” devido seu sabor amendoado,
Agaricus subrufescens Peck (sinonimia. Agaricus blazei Murrill sensu Heinemann, =
Agaricus brasiliensis. Wasser, Diduck (Figura 1), € um fungo pertencente a familia
Agaricaceae, da ordem Agaricales, do filo Basidiomycota (FIRENZUOLI, GORI e
LOMBARDO, 2008). Existem registros de cultivo e consumo no litoral atlantico dos
Estados Unidos a partir de meados do século XIX ao inicio do século XX (KERRIGAN,
2005). Em 1960 o cogumelo foi novamente descoberto no Brasil, e chamado
inicialmente de “cogumelo Piedade”, por ter sido encontrado no municipio de mesmo
nome no Estado de Sao Paulo. Foi coletado pela primeira vez no Brasil por T.
Furumoto que enviou o cogumelo para o Japao a fim de suas propriedades medicinais
serem estudadas. O cogumelo foi inicialmente identificado como Agaricus blazei pelo
botanico belga P. Heinemann em 1967, posteriormente foi identificado como A.
brasiliensis, Psalliota subrufescens, A. rufotegulis e A. subrufescens, tendo mantido o
ultimo nome devido os taxonomistas considerarem as outras nomenclaturas erréneas
(WISITRASSANEEWONG, KARUNARATHNA, et al., 2012). No Brasil popularizou-se
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pelo nome de Cogumelo do Sol e devido suas propriedades medicinais tem sido
altamente comercializado (DIAS, ABE e SCHWAN, 2004).

Figura 1. Basidiomas de Agaricus subrufescens.

Fonte: (WISITRASSANEEWONG, KARUNARATHNA, et al., 2012)

Os basidiomas de A. subrufescens contem altos niveis de minerais (potassio,
fésforo, calcio, magnésio e zinco), além de uma série de compostos bioativos com
potencial uso no tratamento de algumas de doencgas (FIRENZUOLI, GORI e
LOMBARDO, 2008). Suas principais propriedades funcionais estdo relacionadas a
prevencao do cancer, diabetes, arteriosclerose, hepatite crénica, além de suas acdes
anti-tumor, antioxidantes e como modulador do sistema imunoloégico (HETLAND,
JOHNSON, et al., 2008).

1.2. Schizophyllum commune

S. commume (Figura 2) € um dos fungos mais comumente encontrado na
natureza, presente em todos os continentes, exceto na Antartica pertencente a familia
Agaricaceae, da ordem Agaricales, do filo Basidiomycota (HIBBETT, BINDER, et al.,
2007). E normalmente encontrado na natureza em materiais organicos em
decomposigao, especialmente em madeira de arvores apodrecida (CHOWDHARY,
RANDHAWA, et al., 2013; OHM, DE JONG, et al., 2010).

Apesar de ser listado como um cogumelo ndo comestivel pelos guias da Europa
e dos Estados Unidos, devido sua consisténcia e textura fibrosa, € amplamente
consumido do México e préximo aos tropicos (RUAN-SOTO, GARIBAY-ORIJEL e
CIFUENTES, 2006).
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Este cogumelo é de grande importancia farmacéutica, principalmente devido a
producao de seu derivado polissacarideo, Schizophyllan, que possui consideravel
atividade anticancer (QUI e LUI, 2000).

Figura 2. Crescimento aéreo de Schizophyllum commune.

Fonte: (SMITH, 2018)

1.3. Lentinula edodes (Shiitake)

L. edodes, conhecido popularmente no Brasil como Shiitake, € nativo do leste da
Asia e é o segundo cogumelo comestivel mais popular do mundo. Pode ser
encontrado naturalmente em florestas asiaticas, em arvores mortas. E um fungo
aerobio, decompositor de madeira, que degrada celulose e lignina para obter energia
(XU e ZHANG, 2015).

O Shiitake (Figura 3) é nutritivo, possuindo cerca de 17,5% de proteinas em
relacdo a matéria seca, com nove aminoacidos essenciais. Além disso, € um
cogumelo com importancia medicinal, com uma série de propriedades ja identificadas
como: redugao do colesterol, controle da pressao arterial, fortalecimento do sistema
imunoldgico, propriedades anti-inflamatdrias e anticancerigenas, além de atividades
antimicrobianas (BISEN, BAGHEL, et al., 2010).
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Figura 3. Basidiomas de Lentinula edodes (Shiitake).

Fonte: (ISLAM, 2015)

1.4. Pleurotus pulmonarius (Cogumelo-Ostra Marrom)

O género Pleurotus, pertencente a familia Pleurotaceae, que inclui um dos
cogumelos mais amplamente consumidos, como o shimeji-preto (Brasil) ou cogumelo-
ostra marrom, sendo P. ostreatus a espécie mais conhecida e mais consumida. A
palavra Pleurotus é derivada do grego e significa “orelha de lado” (pleure: lado; otos:
orelha), devido ao formato do pileo, que é em forma de orelha ou concha. Ainda sao
conhecidos como cogumelos ostra, abalone, cogumelo-do-cardo, tamogitake ou
cogumelos de arvores, dependendo da espécie. A coloragcdo do basidioma do
Pleurotus spp. Esta relacionada com a intensidade de luz, podendo variar do branco,
amarelo, rosa, salmao e marrom, até o azul-escuro e cinza-escuro (CHANG e MILES,
2004).

P. pulmonarius (Figura 4) € um fungo saprdfita, ou seja, incapaz de sintetizar seu
proprio alimento, e parasita de arvores. Podem ser cultivados em varios tipos de
residuos lignoceluldsicos como serragem, palha de arroz, bagaco, farinha de milho,
residuos de algodéo, talos e folhas de bananas. Os cogumelos sao ricos em proteinas
e fibras soluveis, além de vitaminas (do complexo B e A) e minerais (potassio e
selénio), contém pouca quantidade de carboidratos livres e lipideos, sendo que sua

composicao é variavel e dependente da regido de cultivo e substrato utilizado
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(SYNYTSYA, MICKOVA, et al., 2008). O selénio, em especial, é um nutriente
essencial para atividade catalitica de proteinas, aumento de fungdes do sistema imune
e reducao do risco de cancer, além de ser o componente essencial da enzima

antioxidante glutationa peroxidase (SILVA, 2009).

Figura 4. Basidiomas de P. pulmonarius

Fonte: (KUO, 2017)

Além das propriedades alimenticias, os fungos do género Pleurotus possuem
atividades  anticancer, anti-hipertensiva,  anti-inflamatéria, intimicrobiana,
antinociceptiva, antioxidante, antiviral, hipolipidémico, imunomudoladoa, citoprotetiva,
neuritogénico, antiangica e anticataratogénico (CARRASCO-GONZALEZ, SERNA-
SALDIVAR e GUTIERREZ-URIBE, 2017). Os principais compostos bioativos
relacionados a estas atividades sdo os polissacarideos, peptideos, proteinas,
triterpenos, policetideos e nucleotideos (DEEPALAKSHMI e MIRUNALINI, 2014).

1.5. Fistulina hepatica
Popularmente conhecido como lingua de boi ou cogumelo bife, F. hepatica

(Figura 5) € um fungo saprofita, ocasionalmente parasita, que vive nas bases de



31

arvores, especialmente carvalhos e castanheiras, capaz de crescer sozinho em
pequenos grupos, sendo seu periodo de frutificagdo durante o verdo e o outono
europeu. Este cogumelo se assemelha a carne crua e ja foi utilizado no passado como
substituto para a carne. E vendido comumente em feiras e pode ser consumido cru na
salada ou cozido (RIBEIRO, VALENTAO, et al., 2007). Sua consisténcia é rigida e
sabor ligeiramente agriamargo, sendo que sua forma lembra os cogumelos orelha-de-
pau, sendo de textura aspera e coloragao variante entre o vermelho claro e marrom
avermelhado, que quando cortado exsuda um liquido vermelho (KNUDSEN e
VESTERHOLD, 2008; PALAZZOLO, LETIZIA GARGANO e VENTURELLA, 2012).

Existe pouca informagao na literatura sobre o valor nutricional de F. hepatica.
Estudos antigos com foco na sua atividade antimicrobiana ja caracterizaram
compostos acetilénicos, os principais compostos volateis, acido clorogénico,
aminoacidos, arabitol e polissacarideos com atividade bioldgica (TSUGE, MORI, et
al., 1999; WU, KRINGS, et al, 2005; PARIS, DURAND e BONNET, 1960;
CASALICCHIO, PAOLETTI, et al., 1975; FREREJACQUE, 1939; NANO, BINELLO, et
al., 2002).

Figura 5. Basidiomas de Fistulina hepatica

Fonte: (FIRST-NATURE.COM, 2018)

Além disso, estudos recentes tém identificado atividades antimicrobianas e
antinematicidas, além de atividade antioxidante relacionada as substéncias fendlicas
presentes (ALVES, FERREIRA, et al., 2014; DONG, LI, et al., 2006; LIKTOR-BUSA,
KOVACS, et al., 2016; RIBEIRO, VALENTAO, et al., 2007).
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De acordo com RIBEIRO, VALENTAO, et al., (2007), o teor de substancias
fendlicas encontradas em F. hepatica variaram de 367 a 548 mg/kg, sendo o acido
elagico o componente mais abundante, totalizando em média 49% do teor total de
fendlicos. Também foi encontrado em porcentagens menores acido cafeico e acido p-

cumarinico, de 24% e 26% respectivamente.

1.6. Panus lecomtei

P. lecomtei € um macrofungo pertencente a familia Polyporaceae, com
caracteristicas morfolégicas bastante similares ao fungo Panus strigellus. As duas
espécies ocorrem naturalmente nas Américas no mesmo habitat, sob vegetagao
densa e em areas abertas (PEGLER, 1983). Devido suas similaridades morfoldgicas,
pode-se haver confusdo na identificacdo das espécies P. lecomtei e P. strigellus, e
Pegler (1983) que primeiro identificou as duas espécies como sendo distintas
(VARGAS-ISLA, CAPELARI, et al., 2015).

P. lecomtei (Figura 6) € consumido tradicionalmente no Brasil, em Roraima, nas
aldeias Yanomamis de Uauris e Xitei/Xideia, onde o cogumelo € conhecido como
Shio-koni-amo e Kasikoirima. Também ¢é consumido no Jap&do, com o nome de
Aragekawakitak (VARGAS-ISLA, ISHIKAWA e PY-DANIEL, 2013).

Figura 6. Basidioma de Panus lecomtei

Fonte: (CENBRAM, 2012)
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Possui coloragao levemente rosa ao roxo, podendo chegar ao marrom, mudando
conforme o estagio de maturacgao. O basidioma é resistente, esbranquigado e suave,
de sabor levemente amargo (ARORA, 2003; KIRK, CANNON, et al., 2008). Existem
poucos dados na literatura sobre P. lecomtei e suas atividades bioldgicas, sendo as
principais relatadas sendo quimioterapicas e antimicrobianas (VARGAS-ISLA,
CAPELARI, et al., 2015; ZMITROVICH e KOVALENKO, 2016)

1.7. Ganoderma lucidum

G. lucidum é um cogumelo pertencente ao filo dos basidiomicetos, da familia
Ganodermaceae, da ordem dos Aphyllophorals. E conhecido no Japao como Reishi e
na China como Lingzhi (COR, KNEZ e HRNCIC, 2018). E encontrado na natureza
normalmente na madeira de espécies caducifdlias vivas ou mortas, em ambientes de
facultativa encontrada em regides subtropicais e temperadas, em florestas da Asia,
Europa e Américas do Sul e do Norte (DINESH BADU e SUBHASREE, 2008;
SIWULSKI, SOBIERALSKI, et al., 2015).

Figura 7. Basidiomas de G. lucidum

Fonte: (MARIMUTHU e MAHENDRAN, 2019)

Na medicina tradicional Chinesa, G. lucidum é usado milenarmente na promog¢ao
da saude, longevidade e crescimento espiritual, sendo o nome Reishi reconhecido ha
mais de 2400 anos, classificada como “erva superior” (YUEN e GOHEL, 2005). Seus

principais usos tradicionais sao na prevencgao e no tratamento de varias doengcas como
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hepatite, nefrite, hipertensdo e bronquite, além de ser um potente estimulante do
sistema imune (COR, BOTIC, et al., 2014).

G. lucidum ja foi reportado como o “cogumelo da imortalidade”, contendo mais
de 400 compostos bioativos incluindo triterpenoides, polissacarideos, nucleotideos,
esterois, acidos graxos e peptideos/proteinas com uma variedade de properoedades
medicinais com atividades antitumoral, antimicrobianas, anti-aterosclerética, anti-
inflamatdria, hipolipidémica, antidiabética, antioxidante, anti-idade, antifungica e
antiviral, além de melhorar o sistema imune (SANODIYA, THAKUR, et al., 2009; KAO,
JESUTHASAN, et al., 2013; KARWA e RAI, 2012; LI, VASIL'EV, et al., 1989; CHEN,
LUO, et al.,, 2005; CHERIAN, SUDHEESH, et al., 2011). As principais atividades
farmacolégicas estdo nos triterpenoides e nos polissacarideos (BOH, BEROVIC, et
al., 2007).

2. Cultivo de cogumelos em residuos agroindustriais e o SMS (Spent
Mushroom Substrate)

O cultivo de cogumelos € um processo biotecnoldgico para a reciclagem de
residuos organicos. Cogumelos possuem a capacidade de degradar uma variedade
de substratos lignoceluldsicos e podem ser cultivados em materiais naturais oriundos
da agricultura, industria téxtil, pecuaria a industria manufatureira (SANCHEZ, 2010).

O aporte energético para as reagdes quimicas e estruturais das células fungicas
durante o cultivo em estado soélido (CES) ocorre a partir de fontes de carbono e
nitrogénio de tais substratos. Os macrofungos secretam durante o CES uma série de
enzimas lignoceluloliticas, que por sua vez descontroem as macroestruturas
(celulose, hemicelulose, lignina, proteina e lipideos), liberando monémeros ou fragcbes
que o fungo possa metabolizar.

O nitrogénio é essencial para a sintese de proteinas e outras substancias
nitrogenadas e quando dosado corretamente pode aumentar o rendimento da
producao de cogumelos, porém, em altas dosagens pode ocorrer o efeito contrario
(CHANG e MILES, 2004), ou seja, podendo ocorrer a miceliagdo sobre o substrato,
porém sem frutificacdo de cogumelos. A faixa ideal de pH para o crescimento e
desenvolvimento fungico varia de 4,0 a 7,0. A temperatura de colonizagao influencia
o metabolismo das células dos organismos vivos, afetando a atividade enzimatica. A
faixa de temperatura favoravel a etapa de frutificagdo do cogumelo varia de 10 a 28°C,
a depender da espécie (ROYSE & SANCHEZ-VAZQUEZ, 2001). O teor de umidade
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€ responsavel por afetar a disponibilidade de nutrientes. A umidade relativa do
ambiente ideal é de 90% e a umidade ideal do substrato é de 50 a 75%. Substratos
com umidades abaixo do recomendado interferem no desenvolvimento do fungo, ao
passo que teores elevados de umidade afetam negativamente na disponibilidade de
oxigénio, além de favorecer o desenvolvimento de contaminantes (CHANG & MILES,
2004).

A relagdo C/N é essencial para o sucesso da colonizagdo (colonizado) e
frutificacdo (cogumelos), assim os substratos sdo preparados com porgées maiores
de material lignoceluldésico e menores de proteina, variando para cada espécie. Os
substratos mais utilizados em formulagbes séo: serragem de madeira (eucalipto ou
pinus), palha de arroz, bagaco de cana, cacho vazio de dendé, palha de trigo, feno
(forrageiras), esterco de galinha, sabugos de milho, farelo de algodao, farelo de trigo,
cascas de cacau, e outros residuos agricolas (JORDAN, MULLEN e MURPHY, 2008).
No Brasil o substrato mais utilizado é a serragem de eucalipto, devido sua alta
disponibilidade e baixo custo (SILVEIRA RUEGGER, TORNISIELO, et al., 2001).

O pinhdo-manso (Jatropha curcas) € uma espécie oleaginosa ainda nao
domesticada originaria das Américas Central. O 6leo da semente vem sendo estudado
nas ultimas décadas no Brasil como potencial produtor de biodiesel (Mendonga, et al.,
2019). Esta espécie possui potenciais para uso no biodiesel devido sua alta
capacidade produtiva, sua adaptabilidade em areas nao aptas a cultivos alimentares,
forte resisténcia a variacdes do solo e do clima, facil cultivo e alta produtividade do
6leo (LAVIOLA e DIAS, 2008; ARRUDA, BELTRAO, et al., 2004).

A torta de pinhdo-manso (residuo apés a prensagem do 6leo) possui alto teor de
proteina, sua composic¢ao ja foi comparada com a de soja e demonstrou ter bom
balanceamento de aminoacidos essenciais, tornando sua utilizacdo como alimentacao
animal uma alternativa (MAKKAR, ADERIBIGBE e BECKER, 1998). Entretanto, a
presenca de ésteres de diterpenos do grupo tigliano denominadas ésteres de forbol
inviabilizam a utilizagao da torta de pinhao-manso como alimentagcéo animal (EVANS,
1986; DA LUZ, PAES, et al., 2013). A ingestdo de ésteres de forbol em animais ja
demonstrou causar desidratagdo, hemorragia retal, nefrotoxicidade, hemorragia
pulmonar, ascite, aumento na concentracado de uréia e reducdo na concentragao de
albumina e proteina total, além de provocar anemia e leucopenia, dentre outros
sintomas (ABDELGADIR, ONSA, et al., 2003).
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O mecanismo de agao dos ésteres de forbol (Figura 8) esta ligada a duas rotas,
uma relacionada a inflamagao que é a ativacdo da rota do acido araquidbnico e
sintese de prostaglandinas e a outra na mimetizagéo estrutural do diacilglicerol, um
ativador da proteina quinase C, que regula uma série de vias metabdlitas
intracelulares ligadas a ao crescimento e replicagao celular (GOEL, MAKKAR, et al.,
2007). Por isso os ésteres de forbol sdo fatores pro-carcinogénicos, além de serem
capazes de ativar o ciclo litico do virus Epstein-Barr (herpes) quando esta em laténcia
(HIROTA, SUTTAJIT, et al., 1988; MACNEIL, SUMBA, et al., 2003). Além dos ésteres
de forbol, a presenca de acido fitico, inibidor de tripsina e lectinas também sao fatores
antinutricionais. O acido fitico reduz a absorgao de proteinas e minerais no trato

gastrointestinal dos animais.

Figura 8. Estrutura quimica do éster de forbol (C20H250s).

O algodoeiro (Gossypium hirsutum) é bastante cultivado no Brasil, nas regides
centro-oeste e nordeste do Brasil. O carogo de algodao € muito utilizado pelas
industrias para a producgao de 6leos. O subproduto gerado pela produgao de algodéo,
a torta do carogo de algodéao, possui mais de 20% no teor de proteina, podendo ser
potencialmente utilizada como alimentagdo animal (KWAK, JUNG e KIM, 2008). A
torta de carogo de algodao possui elevado teor de lipideos e a presenga de gossipol,
um pigmento polifendlico antinutricional e toxico. O gossipol além de ter demonstrado

ser hepatotdxico, provocar alteragdo no transporte de oxigénio sanguineo, além de
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estar relacionado com baixa fertilidade e morte subita em diferentes espécies animais
(MANABE, NUBER e LIN, 1991; ZHANG, XU, et al., 2007; GU, LIN e RIKIHISA, 1990;
HOLMBERG, WEAVER, et al., 1988). Apesar das possiveis vantagens econdmicas
e nutricionais da utilizacdo dos subprodutos do carogo do algodéao na alimentagao
animal, ainda nédo foram estabelecidos no Brasil os niveis maximos de gossipol
permitidos para seu uso seguro. A Diretriz 2002/32 da Unido Europeia determinou que
a maior concentragdo de gossipol para torta de carogo de algodao como aditivo na
nutricdo animal é de 20 ppm para frangos e leitdes, 60 ppm para porcos, 100 ppm
para aves e bezerros e 500 ppm para gado, ovelhas e cabras. Devido tais niveis, foi
determinado entdo que as tortas de carogo de algodédo precisam ser
processadas/tratadas para promover uma redugao nos niveis de gossipol para a
utilizagao da torta na alimentagao animal (CONCEICAO, et al., 2018).
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Figura 9. Estrutura quimica do gossipol (C3oH300s).

Pesquisas recentes (CUNHA, 2017; GOMES, 2015; SANTANA, 2016)
mostraram que a utilizagéo de tortas de semente de algodao ou pinhdo-manso como
meio de cultivo de macrofungos do género Pleurotus spp. (Shiimeji) levaram a
diminui¢cao da toxicidade em 80% a 100%, a depender da espécie. Além disso, esses
macrofungos produzem enzimas extracelular que atuam na degradacgéo das tortas e
podem reduzir os fatores nutricionais como o acido fitico, através da fitase que catalisa
a hidrodlise do acido fitico, liberando assim o fosfato que € um nutriente aproveitado
pelos animais (DA LUZ, PAES, et al., 2013).
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A producgéao de cogumelos gera uma significante quantidade de material residual.
Para cada kg de cogumelos produzidos, sdo gerados 5-6 kg de residuo (MA, et al.,
2014). O subproduto pés-cultivo de cogumelos, obtido apés uma ou algumas
colheitas, € denominado SMS (do inglés, Spent Mushroom Substrate) e algumas das
estratégias de descarte do SMS, por exemplo, incluem incineragao, espalhamento em
terra, compostagem com esterco animal ou aterramento, e devido a grande
quantidade de residuo gerada pelo cultivo de cogumelos, isso poderia gerar
problemas ambientais (PHAN e SABARATNAM, 2012).

Por outro lado, o SMS ainda contém de 5% a 10% de micélio, além de possuir
uma série de enzimas hidroliticas e oxidativas que sao sintetizadas durante a
degradagdo do material lignocelulésico, como celulases, R-glicosidases, xilanases,
lacases, manganés peroxidases e lignina peroxidases, além de incorporar novos
componentes como polissacarideos, vitaminas e alguns oligoelementos como Fe, Ca,
Zn e Mg (QINNGHE, XIAOYU, et al., 2003; PALMIERI, GIARDINA, et al., 2000).

O colonizado (substrato vegetal miceliado) e o SMS (biomassa vegetal miceliada
apos a colheita dos cogumelos) podem ser considerados produtos de um processo de
pré-tratamento biolégico junto aos substratos lignocelulésicos, uma vez que que os
fungos descontroem e consumem parte das estruturas vegetais, mudando de forma
significativa a arquitetura e estruturas de tais substratos. Nos fermentados e SMS
podem ocorrer o aumento da concentragao de proteina bruta, em fung¢ao da conversao
de biomassa vegetal em biomassa microbiana. Os basidiomicetos ndo sao capazes
de fixar nitrogénio, este aumento ocorre devido a uma redugao da lignina e na celulose
e no teor de lipideos, induzindo a um aumento proporcional no teor de proteina. Como
ocorre a degradacao da lignina e celulose e um aumento no teor de proteina bruta,
este substrato torna-se mais facilmente digerivel por animais (NAYAN,
SONNENBERG, et al., 2018).

Devido a presenga dessas enzimas lignoceluloliticas presentes no subproduto
pos-cultivo, o0 SMS pode ser utilizado na bioremediacdo de poluentes, além de ser
fonte de isolamento destas enzimas do SMS por recuperagao enzimatica (PHAN e
SABARATNAM, 2012; EGGEN e SASEK, 2002). Outros aproveitamentos do SMS
estdo demonstrados na Figura 10.

Devido a presenca de substincias e metabdlitos bioativos, com diversas
propriedades medicinais, SMS tem se tornado alvo para a producéo de extratos com

propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas, além de poder ser
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utilizado como aditivo na alimentagao animal (HE, LI, et al., 2016; RIVERO-PEREZ,
AYALA-MARTINEZ, et al., 2016; ZHU, SHENG, et al., 2012).

Substrato do cogumelo Serragem de madeira,
fibras ou residuos de
plantas, residuos
enriquecidos com

Inoculagio do cogumelo — ‘ nitrogénio (farelo de

arroz) ou carboidratos.

Colonizagéo Palha ou feno,
enriquecidos com adubo
animal ou gesso.

‘ Troncos naturais
(carvalho) ou troncos

“sintéticos” (serragem,
palha, espigas de milho).

Submetido a condigdes
para a indugdo e
maturagdo de corpos de
frutificagdo

Produgdo de enzimas

Biorremediagao ‘

Colheita dos cogumelos

Alimentagéo animal

Spent
Mushroom 4
Produgao de culturas Substrate (SMS, |
para colheita substrato gasto -
do cogumelo) Incineragéo ou

eliminagdo em terrenos

Energia renovavel

Figura 10. Ciclo de produgao de cogumelos e utilizagdes do SMS

Adaptado de PHAN e SABARATNAM, 2012.

3. Propriedades funcionais de cogumelos comestiveis

Cogumelos tém sido utilizados ha centenas de anos, em diferentes paises, como
alimento e aditivo medicinal (DU, ZHU e XU, 2018). Como cogumelos adaptam e
desenvolvem seu metabolismo num habitat para sobreviver e competir com outros
organismos, existem uma série de metabdlitos secundarios produzidos no seu ciclo
de vida que possuem fungdes antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatdrias
(ZJAWIONY, 2004; SHEN, SHAO, et al., 2017).

Os cogumelos sao ricos em compostos bioativos como fibras, lectinas,
polissacarideos, compostos fendlicos e polifendlicos, terpenoides, e compostos
organicos volateis, além de micro e macronutrientes como minerais, proteinas,
vitaminas, aminoacidos, dentre outros (EL ENSHASY e HATTIKAUL, 2013; KALAC,
2013). Portanto, cogumelos sdo uma fonte biolégica de compostos ativos com

potencial medicinal, como por exemplo das B-glucanas (DU, LIN, et al., 2015).
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3.1. Atividade antioxidante

Radicais livres podem ser caracterizados como moléculas ou fragmentos
moleculares que possuem um ou mais elétrons nado emparelhados nos orbitais
moleculares. Os radicais livres derivados do oxigénio sdo conhecidos como ERO
(espécies reativas de oxigénio) e representam a principal classe de espécies radicais
geradas por organismos vivos. As ERO incluem ndo apenas os radicais livres como
também moléculas como peréxido de hidrogénio, singleto de oxigénio e ozdnio
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A superproducao de ERO resulta no stress oxidativo. Altas concentracdes de
ERO podem causar danos na estrutura celular, nos acidos nucleicos, lipideos e
proteinas. A membrana lipidica mitocondrial é facilmente atacada por ERO, resultando
na peroxidacgao lipidica. O dano no DNA induzido por ERO envolve quebras na cadeia
do DNA, modificagdes na purina, pirimidina e desoxirribose e no cross-link. Radicais
hidroxil podem causar lesdo no DNA pela formacdo de 8-OH-G, um potencial
marcador de carcinogénese. Além disso, ERO sao capazes de oxidar cadeias laterais
de todos os aminoacidos. Uma série de doencas estao relacionadas a producao nao
controlada de radicais livres. Aterosclerose, doencas cardiovasculares, cancer,
cirrose, diabetes, doengas pulmonares, doengas neurolégicas (doenga de Alzheimer,
doencas de Creutzfeldt-Jacob, meningoencefalite), doenga de Parkinson, dentre
outras mais de 100 (FERREIRA, BARROS e ABREU, 2009; KHATUA, PAUL e
ACHARYA, 2013).

Os principais compostos presentes em cogumelos ou micélios que possuem
atividades antioxidantes sdo os compostos fendlicos, tocoferois, vitamina E e
polissacarideos.

Os compostos fendlicos sdo compostos aromaticos hidroxilados que possuem
anéis aromaticos com um ou mais grupos hidroxila. Os polifenois podem agir como
antioxidantes por reagirem como doadores de elétrons, estabilizando reagdes de
quebra de cadeias. Os principais compostos fendlicos encontrados em cogumelos sao
o acido galico, acido cafeico, quercetina, rutina e vanilina. Os flavonoides, grupo de
compostos fendlicos conhecidos por possuirem atividade antioxidante, sao
produzidos por poucas espécies de cogumelos (APAK, 2007; RICE-EVANS, MILLER
e PAGANGA, 1997; BARROS, BAPTISTA e FERREIRA, 2007).

Os tocorenrois e tocotrienois sdo compostos bioldgicos essenciais presentes na

membrana. Existem quatro isémeros dos tocoferois e tocotrienois (a-, B-, y-, 8-), sendo
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a-tocoferol o que possui a maior atividade antioxidante de todos os tocoferois. Seus
mecanismos consistem em quelar fisicamente o singleto de oxigénio (KAGAN, 1989;
KAMAL-ELDIN e APPELQVIST, 1996).

A vitamina E é um antioxidante de quebra de cadeia oxidativa. Durante a
peroxidagao lipidica sdo formados radicais peroxil a partir dos acidos graxos
poliinsaturados na membrana fosfolipidica. A vitamina E doa um atomo de oxigénio
aos radicais peroxil, formando um hidroperdxido e um radical tocoferoxil, que sdo mais
estaveis (LAMPI, 1999).

Na ultima década, os polissacarideos obtidos a partir dos cogumelos ou micélios
(colonizados) ganharam destaque devido seu amplo espectro de propriedades
terapéuticas incluindo imunoestimulacao, atividades antitumorais, anti-inflamatarias,
antifungicas e antioxidantes. Os principais polissacarideos com atividades
terapéuticas séo as B-glucanas. Seu mecanismo de acgao, que ja foi demonstrado em
modelos animais, demonstra que as glucanas e glicoproteinas de origem fungica
protegem os macréfagos de danos causados pelo acumulo de lipoperoxidos,
principalmente ativando a transcrigao de genes relacionados ao sistema antioxidante
dos macrofagos (SLAMEROVA, LABAJ, et al., 2003; YUAN, MEI, et al., 1996) .

3.2. Atividade antimicrobiana

Como citado previamente, das 2000 espécies de cogumelos conhecidas no
mundo, aproximadamente 25% sao consideradas seguras para o consumo humano.
O total de 148 destas espécies conhecidas possuem efeito antimicrobiano conhecido,
de 88 géneros diferentes (BALAKUMAR, SIVAPRAKASAM, et al., 2011).

Os compostos oriundos de cogumelos com atividades antibacterianas podem
ser metabdlitos intra ou extracelulares. Extratos obtidos a partir de culturas liquidas e
a partir de basidiomas (cogumelos) podem ter diferentes atividades antibacterianas.
Normalmente, os extratos a partir dos basidiomas possuem maiores atividades
antibacterianas que os extratos miceliais. As propriedades antibacterianas também
podem variar conforme a maturagao dos basidiomas, a depender da espécie. Além
disso, as atividades antimicrobianas dos cogumelos indicam que a maioria das
espécies possui atividade contra bactérias gram-positivas, enquanto menos espécies
apresentam atividade contra gram-negativas (SHEN, SHAO, et al, 2017,
GERASIMENYA, EFREMENKOVA, et al., 2002; YAMAC e BILGILI, 2006).
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Os metabdlitos presentes em cogumelos responsaveis por atividade
antimicrobiana sao os compostos fendlicos, as p-glucanas, os terpenoides,
sesquiterpenoides e triterpenoides, esterois, acidos graxos, proteinas e enzimas
(SHEN, SHAO, et al.,, 2017). Como sdo compostos de polaridades diferentes, a
extragao € um ponto crucial na identificacdo de extratos de cogumelos com potencial
atividade antimicrobiana. A escolha do solvente usado para a extracdo determina n&o
apenas os compostos especificos que serao extraidos, mas também pode interferir
na qualidade, quantidade e seguranga do extrato.

Os principais solventes utilizados na extragao de compostos antimicrobianos em
cogumelos sdo agua e metanol (ou etanol) (YAMAC e BILGILI, 2006; VENTURINI,
RIVERA, et al., 2008). A agua é capaz de extrair os compostos de maior polaridade,
como compostos fendlicos de baixo peso molecular, sacarideos e polissacarideos. A
temperatura da agua é um fator importante, pois aumenta a eficiéncia da extragao,
mas também pode resultar na degradacdo de compostos sensiveis a temperaturas
altas. Entretanto, a extragcado de B-glucanas, uma das moléculas alvo deste trabalho,
s6 é possivel com altas temperaturas. Em um estudo prévio, extratos de agua quente
(fervidos durante 4 h) de Russula vesca e Pleurotus squarrosulus apresentaram
maiores atividades antibacterianas do que os extratos das mesmas espécies em agua
morna (temperatura ambiente, 28°C durante 26 h) (NWACHUKWU e UZOETO, 2010).

O metanol também é um solvente comumente utilizado para a extracdo dos
compostos fendlicos presentes em cogumelos. Em um estudo que avaliou as
propriedades antimicrobianas de extratos metandlicos de Lycoperdon perlatum,
Clavaria vermicularis, Marasmius oreades e Pleurotus pulmonarius, os compostos
fendlicos foram indicados como influéncias diretas nessa atividade (RAMESH e
PATTAR, 2010). Outro estudo demonstrou que a porgao fendlica e/ou de flavonoides
dos extratos metandlicos de Lactarius deliciosus, Sarcodon imbricatus e Tricholoma
portentosum foram positivamente associadas com a atividade antimicrobiana
(BARROS, CALHELHA, et al., 2007). A temperatura também pode interferir na
eficiéncia da extracdo dos compostos fendlicos, entretanto, a atividade antimicrobiana
de extratos metandlicos em temperatura ambiente ja mostraram ser maior do que se
realizada a altas temperaturas (JAGADISH, KRISHNAN, et al., 2009).
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3.3. Atividade prebiética

Prebidticos sao definidos como “alimentos nao-digestiveis que afetam
beneficamente o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade
de uma ou um numero limitado de espécies bacterianas que vivem no colon e
consequentemente melhoram a saude” (GIBSON e ROBERFROID, 1995). Além
disso, os prebidticos inibem o crescimento de microrganismos patogénicos
endbégenos do trato gastrointestinal aumentando a capacidade do sistema
imunoldgico de resistir a patdgenos exoégenos (DE SOUSA, DOS SANTOS e
SGARBIERI, 2011). Os principais constituintes dos prebidticos sao os
oligossacarideos e polissacarideos.

Os estudos recentes do ramo da ciéncia e tecnologia alimentar tem focado na
associacao de prebidticos para modular a microbiota intestinal dos seres humanos e
atenuar uma série de condicbes como diabetes, obesidade e cancer
(JAYACHANDRAN, XIAO e XU, 2017).

Na alimentagao animal, o uso de prebidticos € uma alternativa para o uso de
antibioticos como moduladores da microbiota intestinal. Antibidticos sdo amplamente
utilizados na alimentag&o animal e ja foi comprovado que seu uso a longo prazo induz
a resisténcia microbiana, sendo entdo uma ameaca a saude dos consumidores e ao
meio ambiente (OMS, 2017). Desde 2006, a Unido Europeia baniu o uso de
antibioticos como promotores de crescimento na alimentacdo animal. Entretanto, em
varios paises do mundo, incluindo o Brasil, 0 uso de antimicrobianos ainda é permitido,
mesmo apods as recomendagdes da Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2017).

Dentre os compostos bioativos presentes em cogumelos e micélios, o0s
polissacarideos sdo os que se destacam na atividade prebiodtica. Os principais
polissacarideos encontrados nos cogumelos sao quitina, a- e B-glucanas. Um atributo
necessario dessas moléculas é sua resisténcia a digestdo do trato gastrointestinal
superior, chegando ao coélon sem serem digeridas. Uma vez no cdélon, as bactérias
probidticas, como lactobacilos e bifidobactérias, sdao capazes de fermentar
seletivamente os prebidticos (GIBSON, PROBERT, et al., 2004).

A fermentacao das bactérias benéficas leva a um aumento da expressao de
acidos graxos de cadeia curta (SCFA, do ingles short-chain fatty acids), sendo
indicado por uma redugao amena do pH do lumen do cdélon, aumento do bolo fecal,
uma redugao de produtos com nitrogénio terminal e enzimas redutivas, um aumento

na expressao de proteinas de ligagdo ou carreadores associados com a absorgao
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mineral e a modulagdo do sistema imune, além da supressao de microrganismos
patogénicos (Figura 11). (DOUGLAS e SANDERS, 2008).

crescimento de

Supressdo do Bactéria patogénica

microrganismos
patogénicos

prebidtica

- [ ®
‘ . . | Absorg¢do de minerais (Ca**)
. ce’ § Aumento da densidade
Redugdo do pH (s mem =em .
. L L . 6ssea
enterostatico
Estimulo do »f .
crescimento de { -
bactérias benéficas =
er e SCFA o e B S t Manutengio dos
y AN \ Gpré1 i niveis apropriados de
% - = ® »1 insulina
0 GLP-1 ®
~
Uso dos produtos da ‘
fermentacdo 000 - - - . L, w— B F

Epitélio intestinal

Figura 11. Mecanismo de agao dos prebiodticos.

Efeitos constitucionais

SCFA: acidos graxos de cadeia curta; GLP-1: peptideo semelhante a glucagon-1; Gpr41: receptor

acoplado & proteina G sensivel ao metabolismo microbiano. Adaptado de LIZEWSKA,

KAPUSNIAK, et al., 2012.

Considerando a variedade de moléculas bioativas e atividades antioxidante,

antimicrobiana e prebidtica presentes em basidiomicetos, além da capacidade de

biodestoxificacdo de ésteres de forbol e gossipol, o estudo do o cultivo em estado

sélido de basidiomicetos em tortas oleaginosas tdéxicas com vista a formulagéo de

aditivos para a alimentagdo animal pode ser uma alternativa para o mau uso de

antibidticos na alimentagao animal.
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lll. OBJETIVOS

1. Geral

Avaliar a biodestoxificar das tortas de sementes oleaginosas toxicas utilizando
macrofungos, e simultaneamente enriquecé-las de substancias bioativas e
nutritivas provenientes do metabolismo dos macrofungos, com vista a obtengao

de aditivos e bioprodutos para nutricdo animal.

Especificos

Selecionar dentre sete macrofungos, cultivados em meio sélido contendo torta
de pinhdo-manso ou torta de caro¢o de algodao, os que melhor crescem,
degradam compostos tdxicos (ésteres de forbol e gossipol), e destacam-se pela
atividade antioxidante, teor fendlicos totais, ergosterol, proteina bruta e
atividade de proteases;

Avaliar qual a melhor combinacéao de torta de pinhdo-manso ou torta de carogo
de algodéao, com outras biomassas lignoceluldsicas (torta de macauba ou casca
de coco) que favoregcam o crescimento dos macrofungos, a destoxificagao, a
atividade antioxidante e a producao de moléculas bioativas;

Avaliar a capacidade do tratamento selecionado na degradagdo de compostos
toxicos e alteragdes na composicdo centesimal (reducéo do teor de fibra e
aumento no teor de proteina) presentes nos substratos;

Determinar os ganhos em B-glucanas e alteragées na composigao (redugao do
teor de fibra e aumento no teor de proteina) nos substratos pés-cultivo;
Determinar a atividade antioxidante, atividade prebidtica e antimicrobiana dos

extratos dos substratos pds-cultivo selecionados.
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IV. MATERIAL E METODOS

1. Origem dos residuos agroindustriais lignocelulésicos

O Pinhdao-manso: as sementes de pinhdo-manso foram fornecidas pela area
experimental da Embrapa Agroenergia / Embrapa Cerrados, localizada em Planaltina-
DF. A torta foi produzida por meio da extracdo de 6leo em prensa Scoft Tech apos
secagem dos graos em secadora rotativa a 100 °C por 30 minutos. A torta de carogo
de algodao: fornecida pela empresa Farmotec, localizada em Buritis — MG.

As biomassas lignocelulésicas (residuos agroindustriais), pobres em proteina,
que comporam as formulag¢des juntamente com tortas descritas acima, foram: a casca
de coco verde (obtida no CEASA — DF), triturada em triturador de facas para cocos
(TRC 40, TRAPP, Jaragua do Sul — SC, Brasil) e secas a 60°C durante 72 h; e torta
de macauba (teor de proteina em torno de 8%). Os frutos de macauba foram
fornecidos por empresa Acrotech/Solea, localizada em Joao Pinheiro-MG. O
despolpamento foi realizado em equipamento desenvolvido especificamente para
macauba localizado na Embrapa Agroenergia, a extracdo do 6leo da polpa foi

realizada em prensa Scott Tech helicoidal e a secagem foi feita a 60°C durante 72 h.

2. Manutencgao e conservagao dos macrofungos

Os macrofungos utilizados neste trabalho fazem parte da Colegao de
Microrganismos e Microalgas aplicados a biorrefinaria da Embrapa Agronergia,
Brasilia, Distrito Federal. As linhagens de macrofungos pertencentes a cole¢ao da
Embrapa Agroenergia foram: Agaricus subrufescens (CC414), Schizophyllum
commune (FPB117), Lentinula edodes (FPB128), Pleurotus pulmonarius (EF88),
Fistulina hepatica (CC102), Panus lecomtei (CC40), Ganoderma lucidum (CC351).

Para a manutencgao do inéculo, as linhagens foram mantidas em meio agar batata

a 4 °C e transferidas para novas placas a 28 °C para recuperagao do vigor micelial.

3. Teor de umidade das biomassas

Para preparar os meios de cultivo, foi determinado o teor de umidade das
biomassas. Em cadinhos de porcelanas previamente tarados (estufa a 105°C/2 h),
foram pesados 1g de cada biomassa e secos em estufa a 60°C por 24 h e
posteriormente em estufa a 105°C por 24 h. Apds resfriamento, foi realizada a

pesagem e determinada a umidade de acordo com a perda de peso calculada. Os
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resultados foram expressos em porcentagem e as analises foram realizadas em

triplicata.

4. Triagem dos macrofungos

Crescimento em placas

Foram preparados os meios de cultivo com 10% meio, sendo de 5% de biomassa
proteica (torta de pinhdo-manso ou torta de carog¢o de algodao) e 5% de biomassa
lignocelulésica (torta de macauba ou casca de coco verde), 2% de agar em agua
destilada e autoclavados a (121°C) por 1 h. As combinagdes de meio foram: torta de
pinhdo-manso e torta de polpa de macauba; torta de pinhdo-manso e casca de coco;
torta de carogo de algodéo e torta de polpa de macauba; torta de carogo de algodao
e casca de coco. Os meios foram vertidos em placas de 90 mm em Capela de Fluxo
Laminar (Airstream® Class Il Biological Safety Cabinets, AC2-4E3, Esco Global,
Singapura). Os fungos foram inoculados a partir de placas em meio Batata Agar
Dextrose (BDA). Para cada um dos 7 macrofungos foi transferido um disco de 8 mm
de didmetro e posicionado no centro de cada placa contendo uma das diferentes
composi¢des de meio. Cada fungo foi cultivado em triplicata em cada meio. O controle
foi o cultivo dos fungos em placas em meio BDA (Sigma-Aldrich), esterilizado em
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Todos as condi¢cdes foram preparadas em
triplicatas bioldgicas. As placas foram incubadas em estufa incubadora com circulagéo
de ar forcado de bancada (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Sdo Paulo, Brasil) a

28°C por 15 dias.
Foram tiradas fotos de cada placa a cada 3 dias e as imagens foram analisadas
pelo software Imajed (Imaged, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,

USA). Os resultados foram obtidos em cm?/dia.

4.2. Velocidade de crescimento em frascos (cultivo em estado sélido)

O cultivo em meio sélido foi realizado utilizando 30 g de biomassa em frascos de
vidro, lacrados com tampa com uma abertura com fita microporosa. As misturas das
biomassas lignoceluldsicas foram preparadas na proporgao de 1:1, em relagdo as
biomassas proteicas. O teor de umidade do meio foi ajustado em 65% e foi
autoclavado (121°C) por 1 h. Os meios foram inoculados em Capela de Fluxo Laminar
(Airstream® Class Il Biological Safety Cabinets, AC2-4E3, Esco Global, Singapura)
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utilizando-se quatro discos de 8 mm de didmetro de cada fungo em cada meio. Foram
preparadas ftriplicatas biolégicas de cada fungo, além de terem sido preparados
também frascos contendo apenas as biomassas, sem inéculo, que representaram os
controles das biomassas. Os frascos foram incubados em estufa incubadora de
bancada (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., S&do Paulo, Brasil) a 28°C por 15 dias.
Durante o periodo de incubacéo, a cada 3 dias, os frascos de vidro foram demarcados
com caneta permanente para se medir o crescimento dos fungos. Os resultados
obtidos acerca da velocidade de crescimento foram expressos em cm/dia.

Ao final do tempo de incubagéao, aproximadamente 1g dos cultivos foram retirados
para a producdo de extrato enzimatico descrito no item 4.7., o restante dos cultivos e
dos controles foi seco em estufa a 40°C durante 48 h e triturado em moinho manual
(Basic Analytical Mill, IKA®, Staufen, Alemanha), para realizagdo das analises de
quantificacdo de compostos téxicos, ergosterol, atividade antioxidante, fenois totais e

teor de proteina bruta.

4.3. Quantificagao de ésteres de forbol - torta de semente de pinhao-manso

Este método foi adaptado a partir pelo método descrito por MAKKAR, BECKER,

et al.,, 1997. Os ésteres de forbol foram extraidos sob banho de gelo com metanol e
com auxilio de banho ultrassénico. Foram pesados em tubo Falcon (50 mL), 3 g dos
cultivos e do controle secos e triturados e adicionados 15 mL de metanol. O conteudo
foi triturado com bastao de teflon e ultrassonicado por 3 minutos em banho de gelo.
Os tubos foram centrifugados a 4000 g por 8 minutos e o sobrenadante foi transferido
para balao de fundo redondo de 10 mL. O procedimento de extracao foi realizado 3x.
O metanol foi evaporador em rotavapor (Rotavapor R210/215, Blchi Labortechnik,
Flawil, Suica). Foram entdo adicionados 2,5 mL de metanol e ultrassonicados por 3
minutos e transferidos para baldo volumétrico de 5 mL. O procedimento foi repetido
mais uma vez e o volume do baldo foi completado com metanol. Foram transferidos
1,2 mL do extrato metandlico para microtubo Eppendorf de 1,5 mL e centrifugado a
14000 rpm por 10 minutos a 8°C. Aproximadamente 1 mL do sobrenadante foi
transferido para vial de 2mL e injetado no sistema cromatografico liquido de ultra
eficiéncia (Acquity UPLC H-Class System, Waters, Massachusetts, EUA) com
detector de PDA em coluna de fase reversa Waters, modelo Acquity UPLC HSS-T3
(150 x 2,1 mm x 1,8 ym), com pré-coluna modelo VanGuard HSS-T3 (5 x 2,1 mm X
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1,8 um), mantidas a 45°C. Foi empregado um gradiente de eluigdo e o detector para
aquisi¢ao 2D foi ajustado em 280 nm e 3D na faixa de 210 a 400 nm.

Para a quantificagao dos ésteres de forbol, foi feita curva de calibragcdo com uma
solugdo estoque (10 mg/mL) de PMA (12-O-tetradecanoiforbol-13-acetato) (CAS n°
16561-29-8, Sigma-Aldrich) e injetando os volumes de 0,2, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 3,0 pL,
correspondendo a 0,1, 0,25, 0,75, 1,0 e 1,5 ug de PMA.

4.4. Quantificagado de gossipol - torta de carogo de algodéao

A extracdo e quantificacdo foi realizada conforme método descrito por
CONCEICAO, NETO, et al., 2018. Para a extragdo do gossipol, foi-se pesado
aproximadamente 1g das biomassas secas (cultivos e controles) em tubo Falcon de
15mL. Foi adicionado 3mL de agua Mili-Q, agitado o tubo e ultrassonicado por 5
minutos sob banho de gelo. Depois, foi adicionado 7 mL de acetona, agitado
novamente e ultrassonicado novamente por 5 minutos sob banho de gelo. Foi entao
centrifugado a 9000 rpm por 5 minutos a 8°C e aproximadamente 1 mL do
sobrenadante foi transferido para vials de 2 mL para ser injetado no sistema de
cromatografia liquido de ultra eficiéncia (Acquity UPLC H-Class System, Waters,
Massachusetts, EUA) com detector de PDA em coluna de fase reversa Kinetex (100
x 2,1 mm x 2,6 ym), com pré-coluna mantidas a 35°C. O detector PDA para aquisi¢ao
2D foi ajustado em 254nm, e o 3D na faixa de 210 a 400 nm. Foi empregado um
gradiente de eluicdo e o tempo total da corrida foi de 14 minutos.

Para a quantificacéo foi realizada curva de calibracéo a partir de solugcao estoque
(5 mg/mL) de padrao de gossipol (CAS n° 303-45-7, Sigma-Aldrich) com cloroférmio.
Foram injetadas as concentragdes do padréao de 0,1, 1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pug/mL.

4.5. Atividade Antioxidante

4.5.1. Obtencao dos extratos

O extrato etandlico 80% foi obtido de acordo com KWAK, MIN, et al., 2015 e
FARASATA, KHAVARI-NEJADA, et al., 2014 com modificagdes. Foi-se pesado 1 g de
cada amostra em tubo cénico e adicionado 20 mL da solugao alcodlica. Os tubos
foram colocados em banho ultrassénico (USC480A, Unique, SP, BRA) por 20 minutos,
agitados em shaker (Benchtop Shaking Incubator, 222-DS, LabNet International, Inc)

por 10 minutos e centrifugados (Centrifuga, Universal 230, Hettich Lab Technology,
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TUT, Alemanha) por 10 minutos a 2000 g. O sobrenadante foi recolhido e armazenado
sobre abrigo de luz. Essa extragao foi realizada em triplicata. A solugéao extraida foi
filtrada em papel filtro Whatman no. 41, posteriormente excesso de solvente foi
retirado por rotaevaporador a vacuo (Rotavapor R210/215, Blchi Labortechnik, Flawil,
Suiga) com temperatura do banho de 40°C. O residuo foi liofilizado (Liofilizador
Modelo K120, Liotop, Sdo Carlos, SP, BRA) e as solugdes de extratos foram

armazenadas com concentragcdo de 1 mg/ml a -20°C sob protecao de luz.

4.5.2. Atividade Antioxidante por atividade sequestrante do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)

Para esta analise, os extratos foram solubilizados em metanol, na concentracéo
de 5 mg/mL.

Este ensaio foi realizado em microplaca, conforme metodologia de PIRES e AL.,
2017, com modificacbes. A curva de calibragdo foi feita com 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox/Sigma-Aldrich) 0,5 mg/mL, nas
concentragdes de 80, 160, 240, 320, 400 e 480 ug/mL. A reacéo foi realizada com
solugdo de DPPH (Sigma-Aldrich) a 150 pmol/L. Foram pipetados 22 uL de amostra
em cada poco, e adicionados 200 pL da solugcao de DPPH. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (Molecular Devices, Spectramax 190, Californa, EUA) a 520 nm de

comprimento de onda.

4.5.3. Atividade Antioxidante por atividade sequestrante do radical 2,2’-
azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS™)
Para esta analise, os extratos foram solubilizados em metanol na concentragao
de 5 mg/mL.
Este ensaio foi realizado conforme metodologias de SILVA, SOUZA, et al., 2007
e HORSZWALD e ANDLAUER, 2011, com modificacdes. A curva de calibracéo foi
feita com 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox / Sigma-
Aldrich) a 0,5 mg/mL nas concentragdes: 20, 100, 170, 250, 320, 400, 470, 550 e 600
pg/mL. Para o preparo da solugao do radical ABTS*, foi preparada uma solugao de
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS / Sigma-Aldrich) 7 mmol/L. A
solugao foi mantida em frasco &mbar em geladeira. A solugao foi estocada em frasco

ambar, em temperatura ambiente. Para o preparo do radical ABTS*™", 5 mL da solucéo
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estoque de ABTS 7 mmol/L foram transferidos para tubo cénico (coberto com papel
aluminio) e 88 pyL da solugdo de perssulfato de potassio (140 mmol/L) foram
adicionados. A solucéo foi preparada e mantida em ambiente escuro, em temperatura
ambiente, por 16 h. Em seguida, 1 mL dessa mistura foi diluida em metanol até obter-
se uma absorbancia de aproximadamente 0,70 a 724 nm de comprimento de onda.
Esta solucao foi usada apenas no dia da analise.

A analise foi realizada em microplaca de 96 pocgos, em ftriplicata. Foram pipetados
10 uL de amostra em cada poco, e adicionados 290 uL de radical ABTS*. A reacao
foi feita a 30°C, no escuro, durante 6 minutos. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (Molecular Devices, Spectramax 190, Californa, EUA) a 734 nm de

comprimento de onda.

4.6. Fenois Totais

Este ensaio foi realizado conforme metodologia de (Waterhouse, 2002). Os
extratos foram solubilizados em etanol 80% numa concentragdo de 3 mg/mL. A curva
de calibracdo com Acido Galico (Sigma-Aldrich) 0,5 mg/mL foi feita em triplicata, com
os pontos com as concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 yL. Em tubos de
ensaio foram adicionados 100 uL de amostra, em seguida 7 mL de agua destilada e
500 yL do reagente Folin-Ciocalteau (FC) (Sigma-Aldrich). Os tubos foram agitados
em vortex e incubados de 1 a 8 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado 1,5 mL de solu¢do de Na2CO3 20% (m/v) o volume para 10 mL com agua
destilada (900 uL). Os tubos foram entédo agitados e incubados por 2 horas sob abrigo
de luz. As absorbancias foram lidas em espectrofotobmetro (Agilent, Cary 60,

California, EUA) em cubetas no comprimento de onda de 765 nm.

4.7. Quantificagédo do Ergosterol

Esta metodologia foi adaptada de STEUDLER e BLEY, 2015. Aproximadamente
400mg de colonizado seco e triturado foram pesados em tubo cdénico e adicionados
2g de KOH (Synth). Posteriormente foram adicionados 10 mL de metanol e 5 mL de
etanol. A saponificacao foi realizada em banho-maria a 70°C durante 30 minutos. As
amostras foram entao resfriadas em temperatura ambiente, por aproximadamente 15
minutos. Foram adicionados 5 mL de agua destilada e 10 mL de hexano. As amostras

foram ultrassonicadas (USC480A, Unique, SP, BRA) durante 1 minuto e o
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sobrenadante foi coletado. A extragao foi realizada novamente mais duas vezes,
adicionando-se 5 mL de hexano por vez, totalizando 20 mL de hexano. O pool de
extratos foi filtrado para tubo de vidro com sulfato de sédio anidro em funil com 1a de
vidro. Este procedimento foi realizado em sala escura, pois apesar de ser termoestavel
¢é fotossensivel.

O pool de extratos foi evaporado em rotaevaporador multivapor (Multivapor Buchi,
Flawil, Suigca), com a temperatura de banho-maria a 40°C. O extrato foi entédo
ressuspendido em 2 mL de metanol, e ultrassonicado por 1 minuto. 1 mL da mistura
foi transferido para tubo Eppendorf de 2 mL e centrifugado durante 5 minutos a 8000
g. O sobrenadante foi transferido para vial ambar e armazenado em ultrafreezer até o
momento da injecdo em cromatdgrafo a liquido de ultra eficiéncia (Acquity UPLC H-
Class System, Waters, Massachusetts, EUA) com detector de PDA em coluna Kinetex
2,6 um C18.

Para a quantificacdo, foi realizada curva de calibragdo com um padrdo de
ergosterol (CAS n° 57-87-4, Sigma-Aldrich) nas concentragdes de 0,05; 0,1; 0,9; 1,8;
2,8; 3,7; 4,6; 9,2; 46,0; 92,0; 367,3 ug/mL. Os resultados finais foram expressos em
Mg/g apos dividir o resultado pelo volume de metanol no qual pool de extratos foi
ressuspendido, e em seguida dividindo-se o valor pela massa pesada de colonizado

seco para a extragao (aproximadamente 400mg).

4.8. Proteina Bruta
Para a analise de teor de nitrogénio, as amostras foram secas previamente em
estufa a 105°C durante 24 h. Em seguida, foram pesados entre 2-3 mg de biomassa
em ultramicrobalanga (AD 6000 Ultramicrobalance, PerkinElmer, Massachusetts,
EUA) e calculado com analisador elementar (2400 CHNS/O Series Il, PerkinElmer,
Massachusetts, EUA). O teor de nitrogénio foi multiplicado pelo fator geral de
conversao de nitrogénio para proteina de 6,25 e o teor de proteina expresso em

g/100g de biomassa.

4.9. Atividade de proteases
Os extratos enzimaticos foram obtidos por meio da pesagem de aproximadamente
2g de colonizado umido e adicionados 10 mL de agua destilada gelada (proporgao de

1:5). Os Erlenmeyers foram agitados em shaker com refrigeragao (MaxQ 500, Thermo
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Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) a 5°C durante 40 minutos a 180 rpm. Os
extratos foram filtrados com gaze e transferidos para tubo Falcon de 15 mL e mantidos
em geladeira (4°C) até o momento das analises.

Este ensaio foi realizado utilizando azocaseina como substrato, conforme
metodologia de (SHIMOGAKI, et al., 1991) com modificagdes. Foi preparada uma
solugdo de Azocaseina (Sigma-Aldrich) 0,5% com pH=5. O preparo da amostra, do
branco da amostra e do branco do substrato foi realizado em microplaca de PCR de
96 pocos. Para o preparo da amostra, foram adicionados 100 uL do extrato enzimatico
e 100 pL da solugao de 0,5% de azocaseina. Depois, as amostras foram incubadas
em termociclador (Veriti Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) durante 40 minutos a 37°C. Em seguida, foram adicionados 100 uL de solugao
de TCA (acido tricloroacético) a 10%. Para o preparo do branco da amostra, foram
adicionados 100 pL do extrato enzimatico, 100 uL de azocaseina 0,5% e 100 uL de
solugédo de TCA 10%. Posteriormente a placa foi incubada em termociclador durante
40 minutos a 37°C. Para o preparo do branco do substrato, foram adicionados 100 pL
de azocaseina 0,5%, 100 uL de tampao acetato de sddio. Posteriormente foi incubado
em termociclador durante 40 minutos a 37°C. Ao final, foram adicionados 100 uL de
solugédo de TCA a 10%.

ApoOs estes procedimentos, todas as amostras foram centrifugadas (Megafuge
40R, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) durante 15 minutos a 1000 g. O
volume de 150 uL do sobrenadante foi recolhido e transferido para microplaca de Elisa
de 96 pocos, e 150 pL de solucdo de KOH a 0,5 mol/L foram adicionados. A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Molecular Devices, Spectramax 190, Californa, EUA)
a 430 nm.

O resultado foi obtido conforme equacgao seguir:

(0,(;401)X (V.total)

T.incub X V.amostra X V.ens.color.

U/mL =

No qual, A = diferenca entre leitura da amostra e do branco da amostra; Volume
total = 300 pL; tempo de incubagao = 40 minutos; volume da amostra = 100 uL; volume

do ensaio colorimétrico = 150 pL.
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5. Cultivo de cogumelos: colonizados, cogumelos e SMS

A selecdo dos macrofungos para cultivo de cogumelos em formulagdes de
substratos a base TSPM e TCA levou-se em consideracgao: velocidade de crescimento
nos meios de cultivo em placas de petri e frascos de vidros, capacidade de
degradagao dos componentes toxicos (ésteres de forbol e gossipol), concentragao de
ergosterol, atividade antioxidante em DPPH e ABTS, fenois totais, teor de proteina
bruta, atividade de proteases. Em caso de empate foi levado em consideragao se o
macrofungo é utilizando na fungicultira para producédo de cogumelos comerciais. A
velocidade de crescimento foi um fator eliminatério para a triagem. O segundo fator a
ser considerado foi a capacidade de degradagao dos componentes toxicos.

Apods a selegao de uma espécie de macrofungo para cada base proteica (torta
de pinhdo-manso e torta de carogo de algodao), na etapa de triagem, foram realizados
0s ensaios de cultivo completo em duas fases (colonizagéao e frutificacdo) destes
cogumelos em substratos composto pela torta proteica e material lignocelulésico
escolhido, nas proporgdes 20%, 50% e 80%. Para o cultivo dos cogumelos nas
biomassas selecionadas, foram preparadas inicialmente os indculos (spawn) de cada
fungo.

Os in6culos foram preparados com aproximadamente 5 kg de trigo foi deixado
de molho em agua por 24 h, apds esse periodo o trigo foi coado e deixado em estufa
em circulagao de ar a 60°C por cerca de 6 h para se retirar o excesso de agua. Em
frascos de vidro, foi pesado aproximadamente 300 g de trigo umido e autoclavado a
121°C por 2 h. Apds 24 h foi autoclavado a 121°C por 1 h novamente. Apds o
resfriamento dos frascos, em capela de fluxo laminar, foi inoculado o equivalente a
uma placa de 90 mm de micélio em BDA em cada frasco. Os fracos foram mantidos
em incubadora a 28°C até o crescimento total do frasco, entre 20 — 30 dias, a depender
da espécie.

Para o preparo de cada tratamento com as diferentes proporcdes de biomassas
para a colonizagdo com as sementes (spawn), foi-se pesado 5kg de cada mistura e
adicionado em betoneira para completa mistura. Foi adicionado o equivalente a 1%
de cal, com a finalidade de ajustar o pH, e a umidade foi ajustada em
aproximadamente 50%. Uma aliquota de cada condigao foi retirada para calcular o
teor de umidade. 500 g de cada mistura foi acondicionada em sacos de
polipropiletileno resistentes a autoclavagem. Todos os sacos foram autoclavados no

mesmo dia, durante 2 h a 121°C, resfriados e apds 24 h autoclavados novamente a
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121°C por 1 h. Apods o resfriamento, em capela de fluxo laminar, foi inoculado com o
auxilio de um béquer estéril, aproximadamente 30 g de semente em cada saco. Os
sacos foram mantidos em ambiente sem controle de temperatura até a colonizacao
total dos sacos (aproximadamente 30 dias). Amostras dos colonizados (sacos) -
substratos totalmente colonizados pelos macrofungos - foram separados em dois
grupos, onde (i) fermentados — retirados e armazenados para ensaios; e, (ii) cultivo
dos cogumelos — por meio da abertura dos sacos para frutificagdo (cogumelos). A
frutificacao (ii) foi feito em ambiente sem controle de temperatura, com umidade acima
de 80% e circulacdo de ar (n&o filtrado), com ciclo de 12 h de iluminagéo artificial. Os
substratos-tratamentos que foram capazes de frutificar, apresentaram cogumelos
aproximadamente ap6s 15 dias, repetindo o fluxo pelo menos mais uma vez (nos
proximos 15 dias). Os cogumelos gerados em tais substratos-tratamentos foram
colhidos e armazenados para ensaios bioquimicos. A biomassa poés-colheita dos
cogumelos — aqui denominada por SMS — também foi armazenadas para os ensaios.

As amostras foram secas em estufa a 40°C por 48 h e trituradas em moinho
manual (Basic Analytical Mill, IKA®, Staufen, Alemanha) para todas as analises,
exceto a composicao centesimal. No caso de ter sido selecionado o tratamento apos
a primeira fase de crescimento, a amostra foi chamada de colonizado. Caso tenha
sido selecionado o tratamento apds os dois ciclos de tratamento, a amostra foi
chamada de SMS.

6. Analise quimica
6.1. Analise centesimal

6.1.1. Teor de matéria seca, teor de umidade e teor de cinzas

A determinagdao do teor de matéria seca é feita a partir de um método
gravimétrico baseado na evaporagao da agua presente na amostra pela agao do calor.

Inicialmente, pesou-se cadinhos de porcelanas previamente secos em estufa a
105°C por no minimo 2 h e anotando os valores dos cadinhos vazios. Depois, pesa-
se aproximadamente 1 g da amostra umida em cada cadinho. Os cadinhos com as
amostras foram entdo secos em estufa a 105°C durante 24 h. Depois de resfriados
em dessecador até temperatura ambiente, foram pesados novamente e o resultado é
obtido pela diferenga entre a massa final dos cadinhos com a amostra apds a

secagem, menos o0 peso do cadinho, dividido pela massa da amostra. Multiplicou-se



56

o resultado por 100 e, obtendo-se a porcentagem de matéria seca. Para a obtengao
do teor de umidade, subtraiu-se 100 do valor de matéria seca.

Para a obtencdo do teor de cinzas foi utilizada as amostras obtidas pds-secagem
a 105°C durante 24 h. As amostras nos cadinhos foram calcinadas em mufla usando
uma programacgao de rampa de aquecimento, conforme descrito:

- Elevar a temperatura a 105 °C e manté-la por 15 minutos;

- Elevar para 300 °C a 10°C/min;

- Manter a 300°C por 60 minutos;

- Elevar para 600°C a 5°C/min;

- Manter a 600°C por 240 minutos (4 horas);

- Permitir que a temperatura desca para 105°C;

- Manter a 105°C até que as amostras sejam retiradas.

ApOs este periodo, os cadinhos foram resfriados em dessecador até atingirem
temperatura ambiente, pesados e seus pesos anotados. O teor de cinzas é calculado
conforme equacéao a seguir:

(Cadinhocinzas — Cadinhoinicial) X 100
Massaamostra

% de cinzas =

Os resultados foram expressos em base seca (Xps), tendo como base de
correcao o valor de matéria seca, determinado previamente. Foi multiplicado o

resultado por 100 e dividido pelo resultado de matéria seca.

6.1.2. Teor de extrato etéreo

Foi utilizado o método para determinar o teor de gordura bruta por extragao
com solvente em extrator de 6leo ANKOM (ANKOM XT15 Extractor, ANKOM
Technology, Macedon, EUA), descrito método oficial AOCS AM 5-04 (AOCS, 1998).

Em saquinhos quimicamente inertes e resistentes a calor (XT4 Filter Bags,
ANKOM Technology, Macedon, EUA), pesou-se aproximadamente 1g da amostra e
anotou-se o peso (M1). Cada saquinho foi fechado em seladora (Sealing Filter Bags
#1915, ANKOM Technology, Macedon, EUA). Os saquinhos foram colocados em
estufa a 105°C por 3 h, apds esse periodo as amostras secas foram resfriadas em
saco dessecador com silica até atingir temperatura ambiente e anotar o peso das
amostras (M2). Entdo, as amostras foram inseridas no extrator de éleo. O solvente

utilizado foi éter de petroleo, o tempo de extragao foi de 60 minutos e a temperatura
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de 90°C. Apds o término da extracdo, os saquinhos foram postos em estufa a 105°C
por 30 minutos, para a evaporacao do solvente residual. As amostras foram resfriadas
em saco dessecador até temperatura ambiente, foram pesadas e anotadas o peso

das amostras (M3). O teor de extrato etéreo é calculado conforme equagéao a seguir:

(M2 —M3) x 100

% de Extrato Etéreo = M1

6.1.3. Fibra em detergente neutro, fibra em detergente acido e lignina em
detergente acido

A partir do método proposto por VAN SOEST, 1963, a determinacao das fibras
em detergente neutro (FDN), acido (FDA) e lignina em detergente acido (LDA) propicia
determinar a celulose (CEL), hemicelulose (HEM), celulose (CEL).

Por meio de uma digestdo em detergente neutro, o conteudo celular (compostos
soluveis em detergente neutro) constituido, principalmente de proteinas, gorduras,
carboidratos soluveis, pectina e outros constituintes soluveis em agua, é separado da
parede celular (compostos insoluveis em detergente neutro). Essa fragao, insoluvel
em detergente neutro (FDN), é constituida, basicamente, de celulose, hemicelulose,
lignina e proteina lignificada. Esta fracdo €& extraida a quente, com solugdo de
detergente acido, restando principalmente a lignina insoluvel, a celulose, o nitrogénio
lignificado e a silica, que constituem a fibra em detergente acido (FDA). As extracdes
de FDN e FDA foram realizadas em analisador de fiboras ANKON (ANKOM 200 Fiber
Analyzer, ANKOM Technology, Macedon, EUA). O tratamento do residuo de fibra em
detergente acido com solugdo de acido sulfurico 72% resulta na hidrélise e
solubilizagdo da celulose e lignina soluvel, tendo como residuo a lignina e cinzas
insoluveis em acido. A lignina é posteriormente foi determinada por meio da
calcinacdo da amostra, tendo como residuo as cinzas insoluveis. O valor de
hemicelulose (HEM) foi calculado subtraindo-se FDA-FDN, e de celulose (CEL)
subtraindo-se Lignina — FDA (NOGUEIRA, 2005) (ANKOM TECHNOLOGY, 2006)
(ANKOM TECHNOLOGY, 2006).

6.2. Compostos toxicos, ergosterol, proteina bruta e atividade de proteases
A quantificacdo de ésteres de forbol em colonizados em torta de semente de

pinhdo-manso e de gossipol em colonizados em torta de carogco de algodao foi
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realizada conforme descrito anteriormente, nos itens 4.3 e 4.4. Assim como a
quantificacdo do teor de ergosterol (item 4.7), proteina bruta (item 4.8) e a atividade

de proteases (item 4.9).

7. Teor de B-glucanas, atividade antioxidante, antimicrobiana e prebiodtica

7.1. Extragao dos colonizados e SMS

Foram realizadas duas extragdes distintas dos colonizados e SMS's, a fim de se
extrair compostos de diferentes polaridades. A extracdo metandlica, com finalidade de
extrair compostos apolares e a extragao aquosa (em agua quente), a fim de se extrair
compostos polares.

A extragao metandlica foi realizada pesando-se 10 g de biomassa previamente
seca e moida e adicionado 200 mL de metanol em Erlenmeyer (LIU, ZHAO, et al.,
2008). A extracao foi realizada protegida de luz, em shaker a 180 rpm durante 24 h.
Os extratos foram filtrados em papel Whatman #41 e o excesso de solvente foi
evaporado em rotaevaporador, com a temperatura do banho de 40°C. Os extratos
foram transferidos para tubo Falcon de 15 mL e o residuo final de metanol foi
concentrado em CentriVap (Centrivap, Labconco, Kansas City, MO, EUA) a 40°C, sob
pressao reduzida por 24 h. Apds, os extratos foram congelados em freezer -80°C, e
posteriormente liofilizados. Os extratos foram armazenados em freezer -20°C,
protegido de luz até o momento das analises. Estes extratos foram utilizados tanto
para a atividade antioxidante, antimicrobiana e atividade prebidtica.

A extracdo aquosa foi realizada conforme metodologia descrita por
PALANISAMY, ALDARS-GARCIA, et al., (2014), em Extrator de Solvente Acelerado
(Dionex Corporation, ASE 350, Sunyvale, CA) na condi¢gado 6tima de 200°C, 5 ciclos
de 5 minutos e 150% de rinse volume. Os extratos foram transferidos para tubo Falcon
de 50 mL, congelados a -80°C e liofilizados. Os extratos foram armazenados em
freezer a -20°C até o momento das analises. Estes extratos foram utilizados para

atividade antimicrobiana, atividade prebittica e dosagem do teor de B-glucanas.

7.2. Atividade antioxidante e fenélicos totais
As atividades antioxidantes em DPPH e ABTS, e o teor de fendlicos totais foram

realizadas conforme descrito nas sessoes 4.5 e 4.6.
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7.2.1. FRAP

O ensaio antioxidante de determinagao do poder de redugao do ion ferro (FRAP)
consiste na redugdo do ion Fe®* encontrado no complexo 2,4,6- tripiridil-s-triazina
(TPTZ) resultando em ions de Fe?*. No momento em que a redug&o acontece, a
tonalidade do complexo TPTZ se altera, mudando de azul claro para intenso. Em
adicdo, quanto maior a absorbancia, maior sera o potencial antioxidante.

Este método foi adaptado a partir do método de (BENZIE e STRAIN, 1996)
visando reduzir a quantidade de solventes utilizados. A curva é preparada a partir de
uma solugao de Trolox nas concentragdes de 400, 200, 100, 50 e 25 ug/mL reagindo
com o FRAP. O tempo de incubacio da reacgao foi de 30 minutos e a leitura foi feita

em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 496 nm.

7.3. B-glucanas

O método utilizado para quantificar as B-glucanas foi o0 método de McCleary
(MCCLEARY e CODD, 1991) que se baseia na hidrélise enzimatica e quantificagao
dos agucares livres liberados. A determinacdo foi realizada conforme instrucdes do
Beta-Glucan Assay Kit (Megazyme, Bray, County Wicklow, Irlanda), quantificando-se
as glucanas totais e as a-glucanas, com adaptag¢des para realizagdo de analises em
microplacas. O resultado de B-glucanas se da pela diferenga entre as glucanas totais

e as a-glucanas. As analises foram realizadas nos extratos aquosos em duplicata.

7.4. Atividade prebiética

7.4.1. Microrganismos probiéticos selecionados

Foram selecionados os microrganismos Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus e Bifidobacterium lactis. Os microrganismos
foram doados pela Farmacotécnica (Brasilia — DF), mantidos em glicerol a -20°C e
reativados em meio de cultivo anaerdbio em caldo Lactobacilli MRS (MRS Broth,
Acumedia, Lansing, MI, USA), com adicdo de 0,05% de L-cisteina, como agente

redutor de oxigénio.

7.4.2 Teste de atividade prebiodtica
Os microrganismos foram cultivados a 37°C por 48 h em caldo MRS, com

agitacao e transferidos para agar MRS com glicose (com adi¢ao de 0,05% cisteina).
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Apds 24 h, aproximadamente 3 col6nias foram transferidas para 3 mL de solugao
salina a 0,085% e este indculo foi ajustado para o nivel 0,5 da escala de McFarland,
equivalente a 108 UFC/mL.

Em tubo Eppendorf, foram transferidos 1 mL de caldo MRS isento de glicose
(MRS(-C)), 1 mL de extrato (a 20 mg/mL, previamente filtrados em filtro hidrofilico 0,22
uM) e 5 uL de indculo, totalizando 108 UFC/mL por tubo. Apds agitagdo, foram
transferidos 200 pL de cada cultura para um pogo em placa de 96 pogos, em triplicata.
A placa foi selada com membrana (PCR-TS, Axygen, Corning INC, NY, EUA),
incubada a 37°C e mantida em agitacéo a 180 rpom. Foram realizadas leituras a cada
hora, nas primeiras 12 h, e em seguida foram realizadas leituras a cada 3 h. Nos
pontos 12 h, 24 h e 48 h foram retiradas aliquotas das culturas para realizacao de
contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) por diluicdo, assim como a
contagem do indculo inicial. Como controle negativo, foi usada H2O estéril em caldo
MRS(-C). Como controles positivos foram utilizados glicose (Sigma-Aldrich), FOS
(frutooligossacarideos, com 90% de pureza) (Newnutrition, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
e inulina de chicéria (FiberBem, Holanda) comerciais, este ultimo é composto de 92%
de inulina e 8% de (glicose, frutose e sacarose).

Além das leituras de densidade 6ptica, foram calculadas as UFC/mL das culturas
por diluicdo, nos tempos 12 h, 24 h e 48 h.

Apos as leituras, as culturas foram centrifugadas a 8000 g durante 15 minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram coletados para serem realizadas posteriormente
ensaios de atividade antimicrobiana (metodologia descrita no item 7.5) dos extratos
que apresentaram maiores atividades prebidticas (SAWANGWAN, WANSANIT, et al.,
2018).

7.5. Atividade antimicrobiana

7.5.1. Microrganismos patogénicos selecionados

Os microrganismos enteropatogénicos selecionados foram Escherichia coli
(ATCC 25922), Salmonella enterica subsp. Enterica serovar Typhimurium (ATCC
14028) e Staphylococcus aureus (ATCC 27154, cepa produtora de enterotoxina). Os
microrganismos foram armazenados em glicerol a -20°C e semeados em Agar Mueller
Hinton (MHA, Acumedia, Neogen, Lansing, MI, USA) e posteriormente submetidos

aos ensaios.



61

7.3.2. Teste de difusao de disco

Para a realizagdao da atividade antimicrobiana, os extratos metandlicos foram
suspendidos em DMSO 20% em agua destilada na concentragdo padrdao de 100
mg/mL. Os extratos aquosos foram solubilizados em agua destilada estéril. Foram
feitas diluicbes nas concentragdes 10 mg/mL, 1 mg/mL e 0,1 mg/mL. Para os
sobrenadantes das culturas com os probidéticos nao foi realizada nenhuma diluigao.

Para o teste de difusdo de disco, 20 uL de cada diluicdo e da solugao padrao
foram impregnados em discos de papel filtro de 6,0 mm de didmetro, previamente
esterilizados. Portanto, a quantidade de extrato em cada disco foi respectivamente de:
2000 pg/disco; 200 ug/disco; 20 ug/disco e 2 ug/disco. A secagem dos discos foi feita
em placa petri de 90 mm esterilizada, em capela de fluxo laminar durante 2 h. Discos
contendo DMSO 20% foram utilizados como controle negativo para os extratos
metandlicos, discos com agua foram utilizados como controle negativo para os
extratos aquosos e discos de amoxicilina (10 ug) (Laborclin, Interlab, Sao Paulo, SP,
Brasil) foram utilizados como controle positivo.

Para a padronizagcao do indculo bacteriano, as bactérias foram reativadas em
caldo Mueller Hinton (MHB — Mueller Hinton Broth) durante 24 h a 35°C e transferidas
posteriormente para placas contendo MHA, incubando-se novamente por 24 h a 35°C.
Em seguida, foi feita uma suspensao de colbnias transferindo entre 3 a 4 colénias em
4 mL de solucgéo salina 0,85% estéril, sequida da padronizagdao em espectrofotdmetro
a 600 nm até alcancar a turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland,
correspondendo aproximadamente a 108 UFC/mL. Essa suspensao foi diluida em
1:100 para atingir a concentragdo desejada de 108 UFC/mL. A suspensio foi
transferida para placas de MHA por swab e os discos previamente secos foram
depositados nas placas. As placas foram entdo incubadas a 32°C durante 24 h.
Decorrido o tempo de incubagao, os didmetros dos halos de inibicao foram medidos.

Este ensaio foi realizado em triplicada.

7.3.3. Teste de microdiluigao de caldo

O método de microdiluicdo de caldo procedeu-se conforme metodologia descrita
nos documentos M7-A6 do National Committee for Clinical Laboratory Standards,
M100-S15 e M100-S17 (NCCLS, 2003), em que cada orificio da placa de 96 pogos
recebeu 90 uL de MHB (Mueller Hinton Broth), 20 uL dos extratos ou suas diluicbes e
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10 uL da suspenséo bacteriana testada a aproximadamente 108 UFC/mL. Este ensaio
foi realizado apenas nos extratos que apresentaram halos de inibicado maiores que 10
mm no antibiograma.

As diluigdes dos extratos foram feitas a partir de solugdes de extrato a 10 mg/mL
e 1 mg/mL, de modos que foram testadas as diluicdes nas concentragdes de 8, 16,
32, 64, 128, 250, 500 e 1000 u/mL. Para controle positivo foi feita uma solugéo de
ampicilina a 512 ug/mL, pesando-se 5120 ug de ampicilina (Sigma-Aldrich), o qual foi
homogeneizado com 1 mL de tampao fosfato pH 8 (0,1 mol/L), e em seguida diluido
com 9 mL do diluente tampéo fosfato pH 6 (0,1 mol/L), conforme documento M100-17
(CLSI, 2007). DMSO 20% foi usado como controle negativo. Além disso, foram
incluidos controles de esterilidade (120 uL de MHB) e de crescimento (110 uL de MHB
e 10uL da suspenséao bacteriana).

As placas foram incubadas a 35°C durante 24 h. Cumprido o tempo de
incubagédo, foram adicionados 30 uL de resazurina (Sigma-Aldrich) a 0,01% e apos 4
h de reincubacéao, foi realizada a leitura visualmente. A presenca ou auséncia de
crescimento microbiano foi revelada por meio da técnica de coloragao com resazurina,
sendo a coloracao azul indicativo de resposta positiva de atividade antimicrobiana,
pois indica a auséncia de células viaveis. A resposta negativa de atividade
antimicrobiana foi observada por meio da coloragao rosa, que indica a presenca de
células viaveis. Desta forma, conforme ALVES, VINHOLIS e CASEMIRO, 2008, a
concentragéo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor concentragao de
extrato de colonizado ou de SMS capaz de inibir o crescimento de microrganismos no

caldo. Cada teste foi realizado em triplicata.

9. Andlise estatistica

Como todos os ensaios foram realizados em triplicata, as médias foram
submetidas ao teste de normalidade Shapiro-Willk, e as médias apresentaram
distribuicado normal. No caso de comparagao entre duas médias, foi realizado o teste
t, e para comparacao entre mais de duas médias foi realizada analise de variancia
(ANOVA). Em caso de p<0,05, os dados foram submetidos a pds-teste de Tukey. As
analises de estatistica foram realizadas com software Rstudio (R CORE TEAM, 2018)
e os graficos foram realizados com o software GraphPrism 7 (GraphPad Software, La
Jolla, California, EUA).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Triagem dos Macrofungos
1.1. Velocidade de crescimento

1.1.1. Em torta de pinhao-manso e misturas

As velocidades de crescimento dos fungos em estudo foram avaliadas conforme
descrito na metodologia e nesta avaliagdo a espécie P. lecomtei (CC40) teve seu
crescimento micelial capaz de recobrir toda a area da placa em menos tempo, 6 dias,
em agar-TSPM (Figura 12A). Em 9 dias, seu crescimento foi completo em todos os
meios, incluindo o controle (BDA).

O fungo G. lucidum (CC351) em BDA também foi capaz de ter seu crescimento
micelial total na placa em 6 dias, entretanto nos meios de agar-TSPM, agar-TSPM +
CCV (torta de semente de pinhdo-manso + casca de coco verde 1:1) e agar-TSPM +
TM (torta de semente de pinhdo-manso + torta de macauba 1:1) seu crescimento total
foi em 9 dias.

O S. commune (FPB117) teve seu crescimento em BDA mais lento do que nos
outros meios. No nono houve crescimento total em agar-TSPM + CCV, porém nos
outros meios nao houve diferenga estatistica entre si. Seu crescimento em BDA
permaneceu menor em todos os tempos.

O crescimento do P. pulmonarius (EF88) teve comportamento semelhante do S.
commune (FPB117). Este fungo apresentou maior afinidade para crescimento nos
meios contendo TSPM e suas misturas, em relagdo ao meio de BDA. O crescimento
total da area da placa foi observado no dia 12 (Figura 12B). No dia 15 todos os meios,
incluindo o de BDA estavam com seu crescimento total.

O crescimento do F. hepatica (CC102) demonstrou ser mais rapido em TSPM
com misturas do que em agar-TSPM puro e em BDA. Em agar-TSPM + CCV o
crescimento total foi no dia 9 (Figura 12C), em agar-TSPM foi no dia 12, em agar-
TSPM + TM foi no dia 15, e em BDA nao houve crescimento total na placa até o ultimo
dia de avaliacio.

O crescimento de L. edodes (FPB128) demonstrou ser lento em todos os meios,
comparado com o crescimento dos fungos descritos anteriormente. Com excegao do

dia 3, em que o crescimento em BDA havia sido maior, nos outros dias ndo houve
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diferenca de crescimento entre os diferentes meios, € em nenhum meio houve
crescimento micelial total na placa.

O crescimento do A. subrufescens (CC414) também foi lento, comparando-se
com os outros fungos, e até 15 dias ndo houve seu crescimento total na placa em
nenhuma condig&o. A partir do dia 9 em agar-TSPM + TM o crescimento foi maior que
nos outros meios, seguido em BDA e agar-TSPM + CCV. Até o ultimo dia o meio com
maior crescimento foi em agar-TSPM + TM. Nao houve crescimento total na placa em

nenhum dia observado (Figura 12D).

Figura 12. Crescimento micelial em placas de petri de P. lecomtei (CC40) em agar-
TSPM a 6 dias (A). Crescimento de S. commune (FPB117) em agar-TSPM a 12 dias
(B). F. hepatica (CC102) em agar-TSPM + CCV a 9 dias (B). CC414 em agar-TSPM
+ TM a 15 dias (D).

No cultivo em estado sélido, os resultados sobre o crescimento foram
semelhantes (Figura 13). A. subrufescens (CC414) e L. edodes (FPB128) tiveram as

menores velocidades de crescimento em todos as misturas, sendo os Unicos a nao
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alcangarem o crescimento total do frasco. A. subrufescens (CC414) nao apresentou
crescimento em nenhuma condigao, e L. edodes (FPB128) teve a menor velocidade
de crescimento nas condicdes, e nao teve seu crescimento completo no frasco. P.
lecomtei (CC40) foi a espécie que apresentou a maior velocidade. Em TSPM + CCV
(Figura 13B), L. edodes (FPB128), P. pulmonarius (EF88) e G. lucidum (CC351)
tiveram as menores velocidades de crescimento. Em TSPM + TM (Figura 13C) e P.
lecomtei (CC40) apresentou a maior velocidade de crescimento.

Comparando-se os meios entre 0 mesmo fungo, S. commune (FPB117) teve
crescimento mais lento em TSPM (Figura 13A); P. pulmonarius (EF88) teve
crescimento mais rapido em TSPM; F. hepatica (CC102) n&o diferiu a velocidade de
crescimento entre as misturas; P. lecomtei (CC40) teve crescimento mais lento em
TSPM + CCV; e G. lucidum (CC351) teve crescimento mais rapido em TSPM + TM,
seguido de TSPM.
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Figura 13. Velocidade de crescimento fungico (cm/dia) do cultivo em estado
sélido em de CC414, FPB128, FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de
pinhdo-manso (100%), torta de pinhdo-manso (50%) + casca de coco verde (50%) e
torta de pinhdo-manso (50%) + torta de macauba (50%).

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). TSPM:
torta de semente de pinhdo-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba;
CC414: A. subrufescens; FPB128: L. edodes; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius;
CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

1.1.2. Em torta de caro¢o de algodao e misturas
Assim como ocorrido em torta de semente de pinhdo-manso, L. edodes
(FPB128) obteve os crescimentos miceliais mais lentos nas placas de petri. A.

subrufescens (CC414) nao apresentou nenhum crescimento em agar-TCA e misturas,
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ao longo dos 15 dias (Figura 14A). P. lecomtei (CC40) e G. lucidum (CC351)
apresentaram crescimentos completos da placa em todos os meios em apenas 6 dias,
sendo os que possuiram maior velocidade de crescimento (Figura 14B). F. hepatica
(CC102) apresentou maior velocidade de crescimento nas misturas do que em agar-
TCA pura, sendo que nesta condigdo, em 9 dias foi alcangado o crescimento total da
placa, enquanto nas misturas foi em 6 dias, todas sendo superiores do que o
crescimento em BDA (controle) (Figura 14C). S. commune (FPB117) apresentou o
crescimento micelial total nas placas em até 9 dias em agar-TCA e misturas, enquanto
em BDA nao houve crescimento total na placa em 15 dias (Figura 14D). O meio que

favoreceu o crescimento de P. pulmonarius (EF88) foi agar-TCA + CCV.

Figura 14. Crescimento micelial em placa de petri de CC414 em agar-TCA + CCV em
15 dias (A). Crescimento de G. lucidum (CC351) em agar-TCA + TM em 6 dias (B).
Crescimento de F. hepatica (CC102) em agar-TCA + CCV em 6 dias (C). Crescimento
de FPB 117 em BDA a 15 dias (D).
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Em relacdo ao crescimento micelial em cultivo em estado soélido, assim como
ocorrido em TSPM, A. subrufescens (CC414) nao apresentou nenhum crescimento.
FPB128 em TCA + CCV também n&o apresentou nenhum crescimento, e nos outros
substratos apresentou crescimento bastante inferior aos crescimentos dos outros
fungos. Em TCA, S. commune (FPB117) se destacou em relagdo ao seu crescimento,
sendo em média de 0,68 cm/dia, velocidade que nao foi atingida por nenhum outro
fungo em TCA e mistura (Figura 15A). O crescimento deste fungo foi total no frasco
em 7 dias, em TCA e TCA + TM. Em TCA + CCV foi em 9 dias. Todos os tratamentos
foram capazes de crescer em todo o frasco em até 15 dias, excetuando P. pulmonarius
(EF88) em TCA + CCV e G. lucidum (CC351) em TCA + TM. P. lecomtei (CC40) teve
a maior velocidade de crescimento em TCA + CCV e TCA + TM, tendo seu

crescimento total no frasco em 9 dias (Figura 15B e C).
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Figura 15. Velocidade de crescimento fungico (cm/dia) do cultivo em estado
sélido em de CC414, FPB128, FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de
caroco de algodao (100%), torta de carogo de algodéo (50%) + casca de coco verde
(50%) e torta de carogo de algodao (50%) + torta de macauba (50%).

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). TCA:
torta de carogo de algodao; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; CC414: A.
subrufescens; FPB128: L. edodes; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F.
hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

Frente a estes resultados, A. subrufescens (CC414) e L. edodes (FPB128) foram
retirados das proximas analises devido seu lento ou nenhum crescimento nas
biomassas de TCA e TSPM, e respectivas misturas. A respeito do crescimento
micelial, os resultados de teores de ergosterol sdo um melhor indicativo (descrito no

item 1.3). Portanto, a velocidade de crescimento foi o primeiro critério a ser avaliado
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na triagem, eliminando os fungos que nao foram capazes de crescer nas biomassas

ou tiveram um crescimento muito lento comparado aos outros.

1.2. Degradacao de compostos toxicos

A presencga de compostos toxicos nas tortas foi um fator eliminatério na triagem
dos macrofungos. Foram considerados bons degradadores de compostos toxicos
aqueles tratamentos com macrofungos que possuiram teor de degradagao acima de
90%, tanto para ésteres de forbol em torta de semente de pinhdo-manso quanto para
gossipol em torta de carogo de algodao. Os testes foram realizados na biomassa apés

15 dias de cultivo em frasco.

1.2.1. Esteres de forbol em torta da semente do pinhdo-manso

Os ésteres de forbol foram quantificados em mg de ésteres por g de biomassa
seca. As concentragdes dos ésteres de forbol nos controles foram 1,159 + 0,05 mg/g
em TSPM; 0,418 + 0,04 mg/g em TSPM + CCV e 0,469 + 0,08 mg/g em TSPM + TM
(Tabela 1). As concentragdes de ésteres de forbol nas misturas foram naturalmente
menores, devido a propor¢ao das misturas (casca de coco verde e torta de macauba)
presentes serem de 1:1, e as misturas nao possuem ésteres de forbol. Em um estudo
prévio, foi quantificado 1,072 mg/g de éster de forbol em torta de semente de pinhao-
manso (BOSE e KEHARIA, 2014).

Tabela 1. Concentragao de ésteres de forbol (mg/g) (média e desvio padrao) em torta
de semente de pinhdo-manso (100%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) +
casca de coco verde (50%) e torta de semente de pinhdo-manso (50%) + torta de
macauba (50%).

Tratamento TSPM (mg/g) TSPM + CCV TSPM + TM
(mg/g) (mg/g)

Controle 1,159 + 0,052 0,418 £0,0392 0,469 + 0,0822
FPB117 0,193 + 0,022° 0,082 + 0,006° 0,064 +0,012°
EF88 0,091 £ 0,027° 0,021 £ 0,005¢ 0,010 + 0,002°
CC102 0,062 + 0,040° 0,103 £ 0,029¢ 0,061 +0,032°
CC40 0,021 + 0,005° 0,023 £ 0,003¢ 0,013 +0,002°
CC351 0,131 £ 0,026° 0,243 + 0,080° 0,049 + 0,030°

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna, nao diferem entre si dentre 0 mesmo

meio pelo teste de Tukey (p<0,05). Controle: substratos ndo colonizados; TSPM: torta de
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semente de pinhdo-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S.
commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

Considerando que as concentracoes de ésteres de forbol dos controles
representam 100% de ésteres para cada biomassa, foi calculado o percentual de
degradacgao de cada tratamento (Figura 16). Todos os tratamentos reduziram de forma
significativa o teor de ésteres de forbol em relagdo a concentragdo encontrada no
controle. Houve diferenga estatistica apenas em G. lucidum (CC351) em TSPM +
CCV. Em TSPM, a porcentagem de degradacéao de ésteres de forbol variou entre 98,4
— 83,4%, sendo valores e P. lecomtei (CC40) e S. commune (FPB117)
respectivamente. Em TSPM + CCV, a degradagao variou entre 95,6 — 41,9%, sendo
de P. pulmonarius (EF88) e P. lecomtei (CC40) proporcionaram os maiores valores
de degradagao enquanto que o G. lucidum (CC351) representou a menor degradacgao.
Em TSPM + TM, variou entre 98,2 — 88,4%, sendo de P. pulmonarius (EF88) e S.
commune (FPB117), respectivamente.

Na literatura, é conhecido que basidiomicetos sdo capazes de degradar ésteres
de forbol (GOMES, et al., 2018). Um estudo demonstrou que apds o cultivo de 20 dias
de G. lucidum em torta de pinhdo-manso levou a niveis indetectaveis de ésteres de
forbol. Uma série de estudos ja demonstrou a capacidade de degradacgao dos ésteres
de forbol com fungos do género Pleurotus de até 99% (DA LUZ, PAES, et al., 2013;
GOMES, 2019; KASUYA, DA LUZ, et al., 2012; BOSE e KEHARIA, 2014).
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Figura 16. Percentual de degradagao de ésteres de forbol por cultivo em estado sélido
de FPB117, EF88, CC102 e CC351 em torta de pinhdo-manso (100%), torta de
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pinhdo-manso (50%) + coco verde (50%) e torta de pinhdo-manso (50%) + torta de
macauba (50%).

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). TSPM:
torta de semente de pinhdo-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba;
FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351:
G. lucidum.

Conforme Figura 16, P. pulmonarius (EF88) foi capaz de degradar 92,1% em
TSPM, 94,9% em TSPM + CCV e 93,6% em TSPM + TM. G. lucidum (CC351) foi
capaz de degradar 94,7% em TSPM, 57,1% em TSPM + CCV e 89,6% em TSPM +
TM. Dados na literatura sobre degradacao de ésteres de forbol pelas espécies S.
commune, F. hepatica e P. lecomtei sdo escassos. Neste trabalho, S. commune
(FPB117) demonstrou ser capaz de degradar entre 80,5 — 89,6% dos ésteres de forbol
presentes na biomassa, o F. hepatica (CC102) entre 75,3 — 94,7% e P. lecomtei
(CC40) entre 94,5 — 98,2 %, sendo o tratamento que se destacou, tanto pela alta
degradacgao de ésteres de forbol quanto pela velocidade de crescimento em TSPM e

misturas.

1.2.2. Gossipol em torta de caro¢o de algodao e misturas
O gossipol foi quantificado em ug por g de biomassa seca. As concentragdes de
gossipol nos controles foi de 2,171 ug/g em TCA, 0,789 ug/g em TCA + CCV e 0,352
Mg/g em TCA + TM (Tabela 2). S. commune (FPB117) apresentou as maiores
concentragdes de gossipol em todos os meios, indicando que é possivelmente um

mau degradador de gossipol.

Tabela 2. Concentragcdo média de gossipol (ug/g) e desvio padrdo, em cada
tratamento com macrofungos em torta de carogo de algodao (100%), torta de carogo
de algodao (50%) + casca de coco verde (50%) e torta de carocgo de algodéo (50%) +
torta de macauba (50%).

Tratamento TCA (pg/g) TCA + CCV TCA+TM
(na/g) (na/g)

Controle 2,171 + 0,0072 0,789 + 0,0102 0,607 + 0,0102
FPB117 0,423 + 0,094P 0,352 + 0,022P 0,421 + 0,1602
EF88 0,059 + 0,001¢ 0,345 + 0,102P 0,024 + 0,041P
CC102 0,111 £ 0,090° 0,071 + 0,065° 0,007 + 0,011
CC40 0,099 + 0,016° 0,102 + 0,045° 0,010 + 0,007°
CC351

0,207 + 0,066°

0,239 + 0,041

0,037 £ 0,017°
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Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si, dentre 0 mesmo
meio, pelo teste de Tukey (p<0,05). Controle: substratos ndo colonizados; TCA: torta de
caroco de algodao; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune;
EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

Calculando-se a capacidade de degradagao de gossipol de cada tratamento
(Figura 17), S. commune (FPB117) foi o que produziu menor degradagéo em todos
0s meios, sendo de 80,6% em TCA, 54,3% em TCA + CCV e 43,0% em TCA + TM.
Em TCA, todos os outros tratamentos ficaram acima de 90% de degradacgao, sendo o
P. pulmonarius (EF88) o que possuiu maior capacidade de degradagao (97,3%). Em
TCA + CCV, apenas F. hepatica (CC102) e P. lecomtei (CC40) que foram capazes de
degradar mais de 90% do gossipol, sendo 91,0% e 91,3% suas capacidades de
degradagao, respectivamente. Em TCA + TM, apenas S. commune (FPB117) teve
degradacao menor que 90%. P. lecomtei (CC40), o com maior degradagéo, foi capaz
de degradar 99,4% e F. hepatica (CC102), o com a segunda menor degradacao, foi

capaz de degradar 93,8% (Figura 17).
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Figura 17. Percentual de degradagao degossipol por cultivo em estado soélido de
FPB117, EF88, CC102 e CC351 em torta de carogo de algodédo (100%), torta de
caroco de algodao (50%) + coco verde (50%) e torta de carogo de algodao (50%) +
torta de macauba (50%).

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). TCA:
torta de carogo de algodao; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S.
commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

RAJARATHNAM, SHASHIREKHA e BANO (2001) demonstratam que

basidiomicetos foram capazes de destoxificar até 100% de gossipol, quando
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adicionados no meio. Além disso, o tratamento com basidiomicetos para a degradagao
de gossipol em tortas de carogo de algodao também indicam um aumento no ganho
do substrato, com aumento nas proteinas e aminoacidos (ZHANG, XU, et al., 2006).
Excetuando S. commune (FPB117), todos os outros tratamentos apresentaram
reducao de 90%, sendo indicativos de alta destoxificagdo nas tortas de gossipol e

suas misturas.

1.3. Teor de Ergosterol

O ergosterol (precursor da vitamina D2) é encontrado em inuUmeras espécies de
cogumelos. Em humanos sua deficiéncia esta relacionada com o desenvolvimento de
sindrome metabdlica, diabetes, hipertensao, inflamacgao intestinal e alguns tipos de
cancer (CORREA, PERALTA, et al., 2017). Além disso, o ergosterol é um esterol
presente na membrana celular fungica, usado também como um marcador e um
indicativo de crescimento fungico, por este motivo € importante ressaltar que cada
espécie apresenta um teor de ergosterol caracteristico, independente do meio e do
tempo de cultivo (KLAMER e BAATH, 2004). Os resultados da quantificacdo do teor
de ergosterol nas biomassas secas foram expressos em g de ergosterol por g de

biomassa colonizada.

1.3.1. Em torta de pinhao-manso e misturas

Conforme disposto Tabela 3, em TSPM os resultados variaram entre 52,5 ug/g
e 476,2 ug/g, correspondendo aos teores de ergosterol do controle e de P.
pulmonarius (EF88) respectivamente. Em TSPM + CCV, os resultados variaram entre
40,9 ug/g e 1261,4 ug/g, correspondendo ao controle e a S. commune (FPB117)
respectivamente. Em TSPM + TM, os resultados variaram entre 35,3 ug/g e 1268,7
Mg/g, correspondendo ao controle e a S. commune (FPB117) respetivamente.

Comparando-se os resultados dos teores de ergosterol de cada tratamento entre
os diferentes meios (Tabela 3), é possivel verificar que meio contendo misturas
lignoceluldsicas foram superiores em teor de ergosterol que aqueles que tinham a
TSPM pura, com aumento do TSPM + CCV em relagao ao TSPM+TM em F. hepatica
(CC102), P. lecomtei (CC40) e G. lucidum (CC351). Sendo estes os maiores teores
de ergosterol entre os tratamentos, podendo indicar que este substrato

lignoceluldsicos auxilia no crescimento micelial dos tratamentos fungicos.
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Tabela 3. Concentracdo média de ergosterol (ug/g) e desvio padrao em dos cultivos
em estado sélido de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de semente de
pinhdo-manso (100%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca de coco
verde (50%) e torta de semente de pinhdo-manso (50%) + torta de macauba (50%).

Tratamento TSPM (ng/g) TSPM + CCV TSPM + TM
(na/g) (na/g)
Controle 52,5 + 10,92 40,9 + 2,02 35,3 +0,72
FPB117 341,9 + 54,2° 1261,4 + 136,72 1268,7 + 140,02
EF88 476,2 + 96,22 763,1 + 297,22 694,1 + 137,62
CC102 289,9 + 45,45 588,2 + 112,12 198,2 + 46,4°
CC40 382,0 + 19,13 675,8 + 184,32 309,5 + 32,4b
CC351 348,6 + 19,8 845,1 + 243,42 163,9 + 30,6°

Médias seguidas pela mesma letra, na mesma linha, nao diferem entre si, dentro do mesmo
tratamento, pelo teste de Tukey (p<0,05). Controle: substratos nao colonizados; TSPM: torta
de semente de pinhdo-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117:
S. commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G.

lucidum.

Os substratos autoclavados sao preparados para eliminar os fungos e bactérias
que podem contaminar (concorrer pelo substratos com os macrofungos). Porém, a
biomassa microbiana (fungos, leveduras) que foram esterilizados no meios de cultura,
permanece junto as substratos, enriquecendo os meios. A presenca de ergosterol nos
controles comprova que havia uma comunidade fungica no substratos no momento
inicial (inoculacéo), podendo ou nao ter algum crescimento (por vezes nao perceptivel
— contaminagao), durante o periodo de incubagdo dos controles em conjunto os
substratos inoculados com os macrofungos, aqui chamados de fermentados.

Os colonizados de S. commune (FPB117) apresentaram as maiores
concentragdes de ergosterol em todos os meios (Figura 18B e Figura 18C), enquanto
P. pulmonarius (EF88) levou a maior concentragao de ergosterol em torta de pinhao-
manso pura, em comparagao com os outros fungos (Figura 18A). Em TSPM, apenas
P. pulmonarius (EF88) e P. lecomtei (CC40) apresentaram concentragdes de
ergosterol superiores as do controle. Em TSPM + CCV todas os tratamentos
apresentaram concentracdes maiores que dos controles, e em TSPM + TM, S.
commune (FPB117) e P. pulmonarius (EF88) foram os tratamentos que apresentaram

0s maiores teores de ergosterol.
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Figura 18. Teor de ergosterol (ug/g) dos cultivos em estado solido de FPB117, EF88,
CC102, CC40 e CC351, e do controle, em em torta de semente de pinhdo-manso
(100%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca de coco verde (50%) e
torta de semente de pinhdo-manso (50%) + torta de macauba (50%).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Controle: substratos ndo colonizados; TSPM: torta de semente de pinhdo-manso; CCV: casca
de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius; CC102:
F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

1.3.2. Em torta de carogo de algodao e misturas

As concentragdes de ergosterol nos tratamentos com basidiomicetos em TCA
pura variaram entre 621,7 ug/g e 1665,6 ug/g, correspondendo a F. hepatica (CC102)
e a S. commune (FPB117), respectivamente. As concentragdes de ergosterol em TCA
+ CCV variaram entre 676,7 pg/g e 1291,0 ug/g, correspondendo a F. hepatica
(CC102) e P. lecomtei (CC40), respectivamente; e as concentragdes em TCA + TM
variaram entre 769,6 ug/g e 2321,0 ug/g, correspondendo a P. lecomtei (CC40) e S.
commune (FPB117), respectivamente (Tabela 4). A concentragao de ergosterol em
TCA + TM tratado com S. commune (FPB117) foi a maior concentragdo encontrada
de ergosterol, comparando-se com os valores encontrados em torta de pinhdo-manso

e misturas.

Tabela 4. Concentracdo média de ergosterol (ug/g) e desvio padrao em dos cultivos
em estado sdlido de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de caroco de
algodéo (100%), torta de caroco de algodao (50%) + casca de coco verde (50%) e
torta de carogo de algodao (50%) + torta de macauba (50%).

Tratamento TCA (pg/g) TCA + CCV TCA+TM
(na/g) (na/g)
Controle 47,3 £1,6° 37,7+0,0° 51,7 + 10,72

FPB117 1665,6 + 222,3° 1132,0 + 103,5° 2321,0 £ 99,02
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EF88 808,2 + 23,7° 1111,9 + 203,52 1267,5 + 95,92
CC102 621,7 + 25,82 676,7 + 33,72 844,7 + 200,6°
CC40 819,7 + 234,82 1291,0 + 120,12 769,6 + 21,52
CC351 1234,6 + 176,32 871,9 + 25,52 869,3 + 20,52

Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha nao diferem entre si, dentro do mesmo
tratamento, pelo teste de Tukey (p<0,05). Controle: substratos ndo colonizados; TCA: torta de
caroco de algodao; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune;
EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

A adicédo de torta de macauba (substrato lignocelulésico) proporcionou maior
crescimento fungico da mistura contendo FPB 117. No tratamento com outros fungos
observa-se a mesma tendéncia de aumento (embora nao estatisticamente diferente)
quando em presencga de outro material lignoceluldsico, com excegao do tratamento
com G. lucidum (CC351) (Tabela 4).

S. commune (FPB117) foi o tratamento com a maior concentragéo de ergosterol
em TCA e TCA + TM; e em TCA + CCV, P. lecomtei (CC40) foi o maior (Figura 19).
F. hepatica (CC102) foi o tratamento com as menores concentragdes de ergosterol

em todos os meios de TCA.
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Figura 19. Teor de ergosterol (ug/g) dos cultivos em estado sélido de FPB117, EF88,
CC102, CC40 e CC351, e do controle, em em torta de caro¢o de algodao (100%),
torta de carogo de algodéo (50%) + casca de coco verde (50%) e torta caroco de
algodéo (50%) + torta de macauba (50%).

Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Controle: substratos nao colonizados; TCA: torta de carogo de algodao; CCV: casca de coco
verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius;, CC102: F.

hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.
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1.4. Teor de proteina bruta

E sabido que fungos ndo sdo capazes de fixar nitrogénio, entretanto sua adicdo
em substratos ja foi capaz de demonstrar que ha um ganho no teor de proteinas e de
aminoacidos (ZHANG, XU, et al., 2006). Este aumento no teor da proteina bruta ocorre
devido ao consumo de outros nutrientes do substrato durante o metabolismo fungico.
O nitrogénio da biomassa lignocelulésica é incorporada as proteinas e os carboidratos
sdo degradados e convertidos em biomassa fungica e COo, levando a proteina bruta
a se concentrar nesta biomassa. Portanto, o aumento no teor de proteina bruta € um
efeito de concentracédo (VAN KUIJK, SONNENBERG, et al., 2015; NAYAN,
SONNENBERG, et al., 2018). Isso pode ser melhor acompanhado pesando a massa
seca do substrato antes e depois do processo de colonizagédo, anotando a perda de
massa.

Apesar de ser um aumento aparente, calcular o aumento de concentragao de
proteina bruta também é uma forma de avaliar a bioconversdo promovida por esses
macrofungos nas tortas lignoceluldsicas. Para nutricdo animal, este efeito de
concentracdo de proteina é positivo. Portanto, nestes resultados foram considerados

os ganhos ou perdas de proteina em relagéo ao controle da biomassa.

1.4.1. Em torta de pinhao-manso e suas misturas

Conforme Tabela 5, é possivel visualizar que o teor de proteina bruta foi em geral
maior em TSPM pura. O teor da torta ndo tratada foi de 27,9 g/100g, na literatura
normalmente os valores encontrados variam entre 28,87 — 37,82% (OMOJASOLA e
BENU, 2016). Os valores de proteina bruta foram maiores na torta pura devido ao
alto teor proteico da torta de semente de pinhdo-manso, e pelos baixos teores de
proteina encontrados na casca de coco verde (3,72%) e na torta de macauba (5,57%)
(FROTA e ALVES, 2015; PEREIRA, 2013).

Em TSPM os teores de proteina bruta nos tratamentos variaram entre 20,8
g/100g (P. pulmonarius EF88) e 30,1 g/100g (G. lucidum CC351). Em TSPM + CCV
os teores variaram entre 16,9 g/100g (P. lecomtei CC40) e 19,7 g/100g (F. hepatica
CC102). Em TSPM + TM, variaram entre 18,7 g/100g (P. pulmonarius EF88) e 22,5
g/100g (F. hepatica CC102).

Tortas de semente de pinhdo-manso, com teores de proteina bruta de 45,95
g/100g, foram tratadas com diferentes ascomicetos (Trichoderma longibrachiatum,

Trichoderma harzanium e Aspergillus niger) durante 10 dias de cultivo obtiveram
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teores de proteina bruta de 36,46 a 36,75 g/100g (BELEWU, AHMED e IBRAHIM,
2011). Em outro estudo com o cultivo em estado sdlido de A. niger em tortas de
semente de pinhdo-manso durante 72 h, o teor de proteina bruta variou entre 32,75
g/100g e 39,45 g/100g, partindo de tortas com tortas com teores entre 30,0-35,0
g/100g (OJEDIRAN, OGUNMOLA, et al., 2016).

Tabela 5. Teor de proteina bruta (N x 6,25) em g/100g de biomassa seca em torta de
semente de pinhdo-manso (100%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca
de coco verde (50%) e torta de semente de pinhdo-manso (50%) + torta de macauba
(50%) colonizadas com FPB117, EF88, CC102, CC40, CC351 e das tortas ndo
colonizadas.

Tratamento TSPM (g/100g) TSPM + CCV TSPM + TM
(9/1009) (9/1009)

Controle 27,9 £ 1,28b 11,4 £ 0,4° 16,9 + 1,6¢
FPB117 23,3 + 4,50 17,3+ 1,22 20,0 + 2,8abc
EF88 20,8 + 3,4¢ 17,9 + 2,42 18,7 + 1,60¢
CC102 30,0 + 3,92 19,7 + 1,42 22,5+2,12
CC40 28,3+ 1,5% 16,9 + 2,32 19,6 + 3,2abc
CC351 30,1 + 4,22 19,1 + 2,82 20,3 + 2,22

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si, dentro do mesmo
meio, pelo teste de Tukey (p<0,05). Controle: substratos ndo colonizados; TSPM: torta de
semente de pinhdo-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S.
commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

Na Figura 20, fica evidente que o houve aumento no teor de proteina bruta em
todos os tratamentos de TSPM com misturas. Em TSPM + CCV, o tratamento com S.
commune (FPB117) houve aumento de 51,5% no teor de proteina, em relagéo ao
controle. Com P. pulmonarius (EF88) o aumento foi de 56,6%, com F. hepatica
(CC102) foi de 72,0%, com P. lecomtei (CC40) foi de 47,5% e com G. lucidum (CC351)
foi de 66,5%. Embora isto poderia aparentar uma diferenca no aumento na
concentragao de proteina entre os tratamentos, devido a grande variabilidade entre
as repeticoes, as diferengas ndo se mostraram estatisticamente significativas. Em
TSPM, F. hepatica (CC102) e G. lucidum (CC351) apresentaram aumento significativo
em relacdo ao controle, de 7,6% e de 7,8% respectivamente. Neste mesmo
tratamento, S. commune (FPB117) e P. pulmonarius (EF88) apresentaram redugdes
no teor de proteina bruta em relagdo ao controle, sendo de -16,9% e -25,7%,

respectivamente. Em TSPM + TM, o aumento mais notavel (33,7%) em relagdo ao
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controle foi no tratamento com F. hepatica (CC102), enquanto que o tratamento com
P. pulmonarius (EF88) teve o pior desempenho. Em um estudo prévio, tortas de
semente de pinhdo-manso tratadas com os fungos Absidia spinosa e Mucor rouxii
apresentaram aumentos de até 8% no teor de proteina bruta (SANUSI, BELEWU, et
al., 2013).

A adicao de material lignoceluldsico propicia melhor equilibrio na relagéao
carbono e nitrogénio ideal para o crescimento fungico. No entanto, em termos de
nutricdo animal, tem-se um substrato menos rico em proteinas. A adicido de CCV e
TM reduziu em 59,1% e 39,4% respectivamente o teor de proteina na biomassa pos-
cultivo, por efeito de diluicdo. Apds o crescimento fungico, parte desta concentragao
de proteina pode ser recuperada. O tratamento que atingiu melhor esta recuperagao,
foi o tratamento com F. hepatica (CC102) na mistura TSPM+TM, que com o efeito de

concentragao pode atingir 80% do teor de proteina presente da torta pura.
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Figura 20. Diferenca no teor de proteina bruta (%) em base seca dos colonizados de
FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de semente de pinhdao-manso
(100%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca de coco verde (50%) e
torta de semente de pinhdo-manso (50%) + torta de macauba (50%).

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). TSPM:
torta de semente de pinhdo-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba;
FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351:
G. lucidum

Como mencionado anteriormente a respeito do aumento aparente do teor de
proteinas brutas, devido ao efeito da bioconversdo promovida pelo tratamento
biolégico com macrofungos, foi possivel observar que P. pulmonarius (EF88) e S.

commune (FPB117) em TSPM néao foram capazes de concentrar de proteinas, apesar
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de terem relativamente altos teores de ergosterol (Figura 18), indicativo de bom
crescimento micelial, podendo té-las utilizado em seu metabolismo quando estdo em

excesso na biomassa.

1.4.2. Em torta de carogo de algodao e misturas

Os teores de proteina bruta em TCA puro também foram maiores, como ocorreu
com TSPM puro (Tabela 6). Os valores de TCA puro foram semelhantes aos de TSPM
puro, indicando teores proteicos similares. Os teores de proteina bruta nos
tratamentos com fungo em TCA, variaram entre 30,4 g/100g (P. pulmonarius EF88) e
32,4 g/100g (F. hepatica CC102). Em TCA + CCV, variaram entre 14,0 g/100g (G.
lucidum CC351) e 16,8 g/100g (S. commune FPB117). Em TCA + TM, variaram entre
18,8 g/100g (P. pulmonarius EF88) e 21,9 g/100g (F. hepatica CC102).

Tabela 6. Teor de proteina bruta (N x 6,25) em g/100g de biomassa seca em torta de
caroco de algodao (100%), torta carogco de algodéo (50%) + casca de coco verde
(50%) e torta de caroco de algodao (50%) + torta de macauba (50%) colonizadas com
FPB117, EF88, CC102, CC40, CC351 e das tortas ndo colonizadas.

Tratamento TCA (g/100g) TCA + CCV TCA+TM
(9/1009) (9/1009)
Controle 27,6 £ 2,40 12,3+ 1,1¢ 15,1+ 2,5
FPB117 30,9 + 1,48 16,8 + 1,52 20,3 + 0,82
EF88 30,4 + 2,6 16,7 + 1,92 18,8 + 2,82
CcC102 32,4 +2,32 16,5 + 2,12 21,9+ 1,62
CC40 31,7+ 1,82 15,3 + 1,23 21,4 + 3,52
CC351 30,9 + 4,12b 14,0 + 1,0 20,8 + 2,32

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si, dentro do mesmo
meio, pelo teste de Tukey (p<0,05). Controle: substratos nao colonizados; TCA: torta de
carogo de algodao; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune;
EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

Em relacdo ao aumento de concentracdo de proteina bruta, em todos os
tratamentos com fungo e em todos os meios houve aumento no teor (Figura 21),
mesmo em meios mais ricos em proteina como no TCA puro, em que os valores
variaram de 9,9% (P. pulmonarius EF88) e 17,0% (F. hepatica CC102). Em TCA +
CCV, os aumentos variaram entre 13,5% (G. lucidum CC351) e 36,5% (S. commune
FPB117). Em TCA + TM, os aumentos ficaram entre 24,5% (P. pulmonarius EF88) e

37,6% (G. lucidum CC351). As misturas com casca de coco verde e torta de macauba
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propiciaram um aumento no teor de proteina, em relagéo a torta de carogo de algodao
pura, pois partram de um meio mais diluido em proteina, tendo assim, os
basidiomicetos, maior preferéncia a degradacédo de materiais lignoceluldsicos. Assim
como ocorreu com a torta de semente de pinhdo-manso. Assim, ao consumir 0
material lignoceluldsico, existe uma concentragao da proteina que nao foi consumida

no crescimento fungico.
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Figura 21. Diferenca no teor de proteina bruta (%) em base seca dos colonizados de
FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de carogo de algodao (100%), torta
de caroco de algodao (50%) + casca de coco verde (50%) e torta de carogo de algodao
(50%) + torta de macauba (50%).

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). TCA:
torta de carogo de algodao; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S.
commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum

ZHANG, XU e colaboradores (2006) demonstraram em um trabalho que a
colonizagdo de fungos (Candida capsuligena, Candida tropicalis, Saccharomyces
cerevisae, Aspergillus oryzae e Aspergillus niger) em torta de carogo de algodao
promoveu um aumento aparente no teor de proteina bruta variando de 8,95% (C.

capsuligena) até 22,24% (A. niger).

1.5. Atividade antioxidante e fendlicos totais
A atividade antioxidante foi medida pela atividade sequestrante dos radicais
livres DPPH* e ABTS* em capacidade equivalente de trolox (TEAC, trolox equivalente
antioxidant capacity, do inglés). Os dois métodos séo rapidos e econébmicos. DPPH
€ conhecido como sendo um radical livre de cor purpura, € estavel, porém sensivel a

luz, oxigénio, pH e o tipo de solvente utilizado. Apds este radical receber um atomo



81

de hidrogénio dos compostos oxidantes é reduzido e adquire coloragdo amarela
(BRAND-WILLIAMS, et al., 1995)

O método baseado na no radical ABTS*, gerado pela oxidagao do ABTS com
persulfato de potassio, ocorre a captura do hidrogénio, doador de elétrons da
substancia antioxidante, pelo radical, promovendo a descoloragao da solugdo. O grau
de descoloragao é utilizado para avaliar a atividade antioxidante. O ensaio realizado
com o radical ABTS* apresenta vantagens sobre o ensaio com radical de DPPH",
como o fato dar cor dos extratos nao interferir na analise além de que este o reagente
ABTS é soluvel em solventes polares e apolares (Alam, et al., 2013).

Os compostos fendlicos sdo um dos principais componentes em extratos de
espécies de cogumelos responsaveis por atividade antioxidante. Para a quantificagao
de compostos fendlicos, foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu em equivalentes de
acido galico (AG). Este método nao é seletivo, pelo fato do reagente interagir com
outros compostos nao fendlicos como o acido ascorbico, agucares, aminoacidos e Cu
(I), entretanto, é utilizado como um indicativo no teor de compostos fendlicos
presentes numa amostra, como uma triagem para analises superiores acerca da
atividade antioxidante. O método € baseado numa reacdo colorimétrica a qual o
numero de grupos hidroxila ou de grupos potencialmente oxidaveis controla a
quantidade de cor formada (GEORGE, BRAT, et al., 2005; SHAHIDI e NACZK, 1995;
CHYE, WONG e LEE, 2008).

Foi observado, em todos os tratamentos, reducéo na atividade antioxidante. Isso
ocorre provavelmente, devido a producdo de enzimas oxidativas pelos
basidiomicetos. As enzimas oxidativas extracelulares estéo relacionadas ao processo
de despolimerizagao da lignina, causada principalmente por oxidases e peroxidases.
Estas enzimas sao responsaveis por gerar radicais livres que afetam a degradagao
da lignina (KERSTEN & CULLEN, 2007).

1.5.1. Em torta de semente de pinhao-manso
Como esperado, houve reducdo na atividade antioxidante de todos os
tratamentos em relagdo ao controle, em todos as misturas e nas duas metodologias
de atividade sequestrante dos radicais livres. Além disso, a torta de pinhao-manso por
si sO possui alta atividade antioxidante (NITHIYANANTHAM, et al., 2012), fato
comprovado em ambos os ensaios (Figura 22A). Portanto, nesta etapa foi avaliado

qual tratamento apresentou a menor perda na capacidade de reagir com os radicais



82

livres DPPH" e ABTS*. No ensaio de DPPH" (Figura 22), os valores de TEAC em
TSPM variaram entre 3,4 ug (P. lecomtei CC40) e 109,4 ug (Controle). Em TSPM +
CCV, entre 12,8 ug (P. lecomtei CC40) e 77,3 ug (Controle). Em TSPM + TM, entre
16,6 ug (P. pulmonarius EF88) e 80,8 ug (Controle).

P. pulmonarius (EF88) e G. lucidum (CC351) em TSPM + CCV apresentaram os
maiores valores de TEAC no extrato, comparando-se aos outros tratamentos. P.
lecomtei (CC40) apresentou os menores valores de TEAC por extrato em TSPM e em
TSPM + CCV, e em TSPM + TM, o tratamento com P. pulmonarius (EF88) apresentou

o menor. Os outros tratamentos foram todos iguais.
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Figura 22. TEAC (ug de trolox/mg de extrato) pelo ensaio de DPPH* de extratos de
colonizados de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de semente de
pinhdo-manso (100%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca de coco
verde (50%) e torta de semente de pinhdo-manso (50%) + torta de macauba (50%)
colonizadas com FPB117, EF88, CC102, CC40, CC351 e das tortas ndo colonizadas.

Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Controle: substratos ndo colonizados; TSPM: torta de semente de pinhdo-manso; CCV: casca
de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius; CC102:
F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

Pelo ensaio de ABTS™ (Figura 23), em TSPM, G. lucidum (CC351) aparentou os
maiores valores de atividade antioxidante o P. pulmonarius (EF88) os menores
valores, entretanto ndo houve diferenca estatistica entre nenhum tratamento, exceto
em relagdo ao controle, pois houve uma grande variabilidade entre replicatas
biolégica. P. lecomtei (CC40) apresentou os menores valores de atividade
antioxidante nas misturas. Os valores de TEAC em TSPM variaram entre 18,4 ug (P.
pulmonarius EF88) e 147,9 ug (Controle). Em TSPM + CCV, entre 23,2 ug (P. lecomtei
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CC40) e 202,9 ug (Controle). Em TSPM + TM, entre 6,4 ug (P. lecomtei CC40) e
117,6 ug (Controle). Em TSPM + CCV, P. pulmonarius (EF88) se destacou quanto ao
valor de TEAC, mas nao diferiu dos outros tratamentos, exceto o P. lecomtei (CC40)
que foi menor. Em TSPM + TM, F. hepatica (CC102) apresentou maior valor de TEAC.
No ensaio do radical de ABTS™, os controles das misturas com CCV e TM
apresentaram maiores valores que o extrato do controle de TSPM pura, 0 mesmo nao
ocorreu no ensaio de DPPH". Diferencas nos resultados entre os testes TEAC e DPPH
podem ocorrer, pois alguns antioxidantes reagem rapidamente com o radical peroxil
(método ABTS) enquanto que reagem muito lentamente ou até séo inertes ao DPPH",
além de que sua perda de colorizagdo pode ocorrer também por agentes redutores,
contribuindo assim a resultados imprecisos (PRIOR, WU e SCHAICH, 2005).
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Figura 23. TEAC (ug de trolox/mg de extrato) pelo ensaio de ABTS* de extratos de
colonizados de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de semente de
pinhdo-manso (100%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca de coco
verde (50%) e torta de semente de pinhdo-manso (50%) + torta de macauba (50%)
colonizadas com FPB117, EF88, CC102, CC40, CC351 e das tortas ndo colonizadas.

Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Controle: substratos ndo colonizados; TSPM: torta de semente de pinhdo-manso; CCV: casca
de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius; CC102:
F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

Assim como nos ensaios de atividade antioxidante, o teor de fendlicos totais dos
tratamentos também apresentou valores menores do que no controle. Isto ocorre
possivelmente devido a presenta de polifenol oxidases presentes em basidiomicetos,
que utilizam compostos fendlicos e flavonoides como substrato (KIM, KIM, et al.,
2019).
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P. lecomtei (CC40) em TSPM e em TSPM + TM né&o obteve nenhum resultado
de concentragao de acido galico, bem como P. pulmonarius (EF88) em TSPM + TM.
Em TSPM, excetuando o teor de P. lecomtei (CC40) que nao apresentou fenois totais,
os valores dos tratamentos variaram entre 4,0 ug de EAG (F. hepatica CC102) e 49,4
Mg de EAG (Controle), e FPB 117 e G. lucidum (CC351) foram os melhores
tratamentos (Figura 24). Em TSPM + CCV, os valores de EAG (equivalentes de acido
galico) variaram entre 6,2 ug (S. commune FPB117) e 36,7 ug (Controle). Nesta
condigao, G. lucidum (CC351) apresentou resultado de 33,4 ug de EAG, sendo o unico
valor de compostos fendlicos superior aos outros tratamentos com fungo. Em TSPM
+ TM, os valores de EAG variaram entre 4,0 pg (G. lucidum CC351) e 30,8 ug
(Controle), excetuando P. pulmonarius (EF88) e P. lecomtei (CC40) que nao
apresentaram valores. F. hepatica (CC102) apresentou concentracédo de 5,5 ug de
EAG e foi o tratamento com fungo com maior teor de fenois totais nesta condi¢do. G.
lucidum (CC351) é conhecido pela sua alta produgdo de compostos fendlicos, que
pode ser observado em TSPM + CCV (BOH, BEROVIC, et al., 2007).

Em conclusao, a mistura TSPM + CCV é a que apresenta maior disponibilidade
de atividade antioxidante, e todos os materiais tratados com fungos reduziram
drasticamente esta propriedade. Este fato pode ser explicado pela queda no teor de
fendlicos totais, com excec¢ao do tratamento TSPM + CCV tratado com G. lucidum
(CC351).
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Figura 24. Mg de EAG por mg de extrato pelo ensaio de fenois totais de extratos de
colonizados de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de semente de
pinhdo-manso (100%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca de coco
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verde (50%) e torta de semente de pinhdo-manso (50%) + torta de macauba (50%)
colonizadas com FPB117, EF88, CC102, CC40, CC351 e das tortas nao colonizadas

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Controle: substratos n&o colonizados; TSPM: torta de semente de pinhdo-manso; CCV: casca
de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius; CC102:
F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

1.1.1. Em torta de carogo de algodao e misturas

Assim como ocorreu nos extratos torta de semente de pinhdo-manso, os
controles obtiveram valores de TEAC superiores aos tratamentos nos dois ensaios
(Figura 25 e Figura 26). Também foi possivel observar que nos dois ensaios 0s
extratos dos controles de TSPM foram superiores aos de TCA. Como foi explicado
anteriormente, a torta de semente de pinhdo-manso possui alta atividade antioxidante.
Apesar disso, ja foi demonstrado que peptideos extraidos da torta de carogo de
algodao possuem atividade antioxidante, capazes de reduzir a oxidagao da catequina
(KHASANOV, DAVRANOQV e HASANOV, 2017).
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Figura 25. TEAC (ug Trolox/mg de extrato) pelo ensaio de DPPH' extratos de
colonizados de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de carogo de algodao
(100%), torta de carogo de algodao (50%) + casca de coco verde (50%) e torta de
caroco de algodao (50%) + torta de macauba (50%) colonizadas com FPB117, EF88,
CC102, CC40, CC351 e das tortas nao colonizadas.

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Controle: substratos n&o colonizados; TCA: torta de carogo de algodao; CCV: casca de coco
verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius;, CC102: F.

hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.
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Pelo ensaio da captura do radical de DPPH*, em TCA, os valores de TEAC
variaram entre 4,2 — 53,5 ug, correspondendo a P. lecomtei (CC40) e ao controle,
respectivamente. Em TCA + CCV, os teores variaram entre 11,0 — 34,6 ug,
correspondendo a P. pulmonarius (EF88) e ao controle, respectivamente. Em TCA +
TM variaram entre 15,9 — 48,3 ug correspondendo ao S. commune (FPB117) e ao
controle, respectivamente. Dentre os tratamentos em TCA, G. lucidum (CC351)
apresentou a maior atividade antioxidante, em TCA + CCV apenas P. pulmonarius
(EF88) teve uma atividade antioxidante inferior a dos outros tratamentos, e em TCA +
TM, ndo houve diferencga estatistica entre os tratamentos.

No ensaio pelo radical de ABTS*™, os valores de TEAC variaram em TCA entre
15,3-122,1 ug, correspondendo a P. lecomtei (CC40) e ao controle, respectivamente.
Em TCA + CCV TEAC variou entre 24,6 — 125,9 ug, correspondendo a P. lecomtei
(CC40) e ao controle, respectivamente. E em TCA + TM, TEAC variou entre 13,8 —
147,9 ug, correspondendo a P. lecomtei (CC40) e ao controle, respectivamente
(Figura 26). Assim como ocorreu na torta de semente de pinhdo-manso, os extratos
apresentaram maiores valores de TEAC pelo ensaio do radical ABTS™ do que pelo
ensaio de captura do radical de DPPH®, isso ocorre pelos mesmos motivos relatados
sobre os resultados em TSPM.

Foi possivel observar que as atividades antioxidantes dos extratos dos cultivos
em carogo de algodao foram menores que as atividades dos extratos de torta de
semente de pinhdo-manso. O controle de TCA + TM pelo ensaio de ABTS possuiu a
maior atividade antioxidante, e pelo ensaio de DPPH foi o controle de TCA, com um

poder antioxidante menor, no entanto, em termos absolutos.
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Figura 26. TEAC (ug Trolox/mg de extrato) pelo ensaio de ABTS* de extratos de
colonizados de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de carogo de algodao
(100%), torta de carogo de algodao (50%) + casca de coco verde (50%) e torta de
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caroco de algodao (50%) + torta de macauba (50%) colonizadas com FPB117, EF88,
CC102, CC40, CC351 e das tortas nao colonizadas.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Controle: substratos n&o colonizados; TCA: torta de carogo de algodao; CCV: casca de coco
verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius;, CC102: F.
hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

Os resultados de EAG em TCA variaram entre 1,7 — 21,4 ug, correspondendo a
P. lecomtei (CC40) e ao controle, respetivamente. Em TCA + CCV variaram entre 2,3
— 24,4 ug, correspondendo a P. lecomtei (CC40) ao controle, respectivamente, e em
TCA + TM, G. lucidum (CC351), P. lecomtei (CC40), P. pulmonarius (EF88) e S.
commune (FPB117) ndo apresentaram nenhuma concentragdo de EAG, F. hepatica
(CC102) foi de 17,0 ug e o controle foi de 16,0 ug (Figura 27). Assim como ocorreu
em torta de semente de pinhdo-manso, os equivalentes de acido galico foram
menores nas misturas com torta de macauba. Ainda comparando com os resultados
dos extratos de torta de pinhdo-manso, os valores de EAG dos controles foram

menores dos extratos de torta de carog¢o de algodao.
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Figura 27. Mg de EAG por mg de extrato pelo ensaio de fenois totais em extratos de
colonizados de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de carogo de algodao
(100%), torta de carogo de algodao (50%) + casca de coco verde (50%) e torta de
caroco de algodao (50%) + torta de macauba (50%) colonizadas com FPB117, EF88,
CC102, CC40, CC351 e das tortas nao colonizadas.

Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
Controle: substratos n&o colonizados; TCA: torta de carogo de algodao; CCV: casca de coco
verde; TM: torta de macauba; FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius;, CC102: F.

hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.
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A presenca de compostos fendlicos, como o acido galico, € apenas um dos
compostos que possuem atividade antioxidante. Foi observado que possivelmente
existam outros compostos presentes nos extratos capazes de influenciar na atividade
antioxidante, devido a presenca de atividade antioxidante em extratos que né&o
apresentam equivalentes de acido galico, carotenoides e vitaminas C e E, que ja foram
encontrados previamente em basidiomicetos (ZHAI, WANG e HAN, 2015).

Todos os fungos reduziram a atividade antioxidante; quanto ao teor de fendlicos
totais nos materiais tratados, o tratamento TCA + TM com F. hepatica (CC102) foi o

que permaneceu manteve o teor mais semelhante ao seu controle.

1.2. Atividade enzimatica de proteases

Proteases sdo enzimas que catalisam a quebra das ligagdes peptidicas em
proteinas, liberando aminoacidos livres ou peptideos (LOPEZ-OTIN & OVERALL,
2002). Na nomenclatura internacional de classificagdo de enzimas (EC), as proteases
pertencem a classe 3 (hidrolases) e subclasse 3.4 (peptideo-hidrolases ou
peptidases). As proteases podem ser classificadas quanto a natureza quimica do sitio
catalitico/mecanismo de acdo, sendo elas: serina proteases, cisteina proteases,
aspartatico proteases, treonina proteases e metaloproteases.

As proteases sdo encontradas em varios microrganismos, como virus, bactérias,
protozoarios, leveduras e fungos. Podem ser intra ou extracelulares, ligadas ou ndo a
membrana. As proteases de origem microbiana representam aproximadamente 40%
das enzimas comercializadas. Proteases de origem microbiana séo preferidas as de
origem animal e vegetal por possuirem maior quantidade de caracteristicas desejaveis
para sua aplicagao biotecnoldgica, além de seu custo de produg¢ao ser menor do que
das enzimas de origem animal e vegetal (Fedatto, 2004).

As proteases em humanos, apresentam papéis importantes em doencas como
cancer e disturbios inflamatérios e trombdéticos (Cheronis & & Repine, 1993). Sabendo
isto, as proteases estdo envolvidas na patogénese de varias doengas e podem ser
alvos terapéuticos juntamente com seus inibidores (Safavi & Rostami, 2012).

Em TSPM (Figura 28), ndo houve diferenga estatistica entre nenhum tratamento
dentro da mesma biomassa de cultivo, tendo os valores em média em torno de 0,4

U/mL de extrato.
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Figura 28. Atividade enzimatica de proteases (U/mL) (pH 5,5) de extratos enzimaticos
dos colonizados de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de semente de

pinhdo-manso (100%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca de coco
verde (50%) e torta de semente de pinhdo-manso (50%) + torta de macauba (50%).

U/mL

TSPM: torta de semente de pinhao-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba;
FPB117: S. commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351:

G. lucidum.

Nos extratos enzimaticos de TCA, foi possivel observar que em TCA + TM
houve quantidades muito baixas de proteases (Figura 29). Em TCA e TCA + TCCV,
houve diferenca na presenca de enzima nos extratos dos diferentes tratamentos. Em
TCA S. commune (FPB117) e F. hepatica (CC102) apresentaram os maiores valores,
de 0,44 e 0,37 U/mL, respectivamente. Em TCA + TCCV os maiores valores
encontrados foram em G. lucidum (CC351) (0,46 U/mL), seguido de P. pulmonarius
(EF88) (0,42 U/mL).

A TCA B TCA + CCV C TCA+TM
0.6
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Figura 29. Atividade enzimatica de proteases (U/mL) (pH 5,5) de extratos
enzimaticos dos colonizados de FPB117, EF88, CC102, CC40 e CC351 em torta de
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caroco de algodéao (100%), torta de carogo de algodéo (50%) + casca de coco verde
(50%) e torta de carogo de algodao (50%) + torta de macauba (50%).

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). TCA:
torta de carogo de algodao; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba; FPB117: S.
commune; EF88: P. pulmonarius; CC102: F. hepatica; CC40: P. lecomtei; CC351: G. lucidum.

Ensaios de atividade enzimatica de protease de extratos brutos de
basidiomicetos (P. pulmonarius, G. lucidum e Trametes sp.) apresentaram valores
acima de 160 U/mL, portanto, os valores encontrados nos extratos dos colonizados
sao valores ainda bastante baixos comparados dos encontrados em extratos de
cogumelos (Inacio, et al., 2013). Entretanto, fatores como pH, concentragdo de
contaminantes ou substrato, meio de cultivo, agitagdo e temperatura podem alterar a
produtividade enzimatica por microrganismos (KAUSHIK & MALIK, 2009). Sendo
assim, é possivel afirmar que microrganismos produtores de baixas quantidades de
enzimas podem aumentar seu rendimento enzimatico através de alteracbes nos
parametros acima citados (KUMAR & TAKAGI, 1999).

1.3. Cultivo de cogumelos: escolha do macrofungo e dos substratos

A escolha de duas espécies de macrofungo para ir adiante, fase de cultivo dos
cogumelos, ensaios de atividade antimicrobiana e prebidtica foram feitos por meio das
analises dos ensaios feitos até entdo com os fermentados dos macrofungos nas
diferentes formulagcdes de substrato com TSPM ou TCA.

O primeiro critério utilizado na triagem dos macrofungos foi o crescimento nos
substratos. A. subrufescens (CC414) e FPB128 foram eliminados da triagem nesta
primeira etapa pois apresentaram nenhum ou baixo crescimento no cultivo das placas
e no cultivo em estado sélido durante 15 dias. As velocidades de crescimento nao
foram utilizadas como um critério de eliminagcdo, mas apenas para verificar se houve
crescimento ou ndo. Em relagao ao crescimento fungico, o teor de ergosterol foi usado
como um indicativo, devido sua presenga na membrana celular fungica. Conforme
discutido nos resultados do item 1.3.1., foi observado (Tabela 3) que a adicdo de
casca de coco verde favoreceu o crescimento micelial dos basidiomicetos em TSPM.

O segundo critério, eliminatério, foi a capacidade de destoxificagdo dos
basidiomicetos. Tratamentos com capacidades de degradagdo menores que 90%

foram consideradas baixas, quais foram: S. commune (FPB117) em todos os
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substratos, F. hepatica (CC102) em TSPM + CCV e TSPM + TM e G. lucidum (CC351)

em todos os substratos (Tabela 7).

Tabela 7. Comparagao dos resultados de velocidade de crescimento, degradagao de
ésteres de forbol, teor de ergosterol e atividade de proteases em TSPM e misturas.

Tratamento Meio V. de cresc. Degradacgao de Ergosterol Proteases
(cm/dia) ésteres (%) (ug/g) (u/mL)
TSPM N. A. N. A. 52,5+ 7,782 N. A.
Controle TSPM+CCV N. A. N. A. 40,9 + 1,408 N. A.
TSPM+TM N. A. N. A, 353 + 0,7C8 N. A.
S. commune TSPM 0,35 + 0,0°° 59,3 £29,4% 2437+ 138,90b 0,39+ 0,0%
(FPB117) TSPM+CCV 0,56 + 0,0% 83,1+ 1,4 15514413670 044%0,1%
TSPM+TM 0,57 + 0,07 88,4 6,0 12687+ 140,0~ 0,50+ 0,0%
P. pulmonarius TSPM 0,52 + 0,082 92,8 + 7,47 4762 +96,2%a  0,35+0,1%
(EF88) TSPM+CCV 0,31 £ 0,08 955+ 1,7 7631420720 0,48 £ 0,0%
TSPM+TM 0,37 £ 0,0% 98,18+ 04" g4 1+137,6% 0,49 %0,0%
F. hepatica TSPM 0,31 + 0,08¢2 91,3+6,3* 0899445440 0,37 £0,0%
(CC102) TSPM+CCV 0,31 + 0,04 87,8+82% 5gg2i1121%  0,43+0,0%
TSPM+TM 0,39 £ 0,0% 889+72%  19824464%  041%0,1%
P. lecomtei TSPM 0,66 + 0,0 98,4 +0,4% 3800419 1A®d 0,48 £0,0%
(CCc40) TSPM+CCV 0,46 + 0,07 94,3+0,6" 758 +184,3%8 0,430,117
TSPM+TM 0,59 £ 0,0 97,7+0,3%  30954324%  042+0,1
G. lucidum TSPM 0,35 + 0,0% 89,7+2,0  3487+198% 04100~
(CC351) TSPM+CCV 0,27 + 0,08 394+20% 845140243488 0,43 +0,14
TSPM+TM 0,44 £ 0,0% 89,3+1,8  15394+306% 0,40 0,0%

N.A. = ndo se aplica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Letras mailsculas representam diferengas entre tratamentos e as letras minusculas
representam as diferengas entre os substratos. Controle: biomassa nao colonizada; TSPM: torta de

semente de pinhdao-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba.

Um outro critério foi a atividade antioxidante. Como houve reducéo na atividade
antioxidante e no teor de fendlicos totais em relacdo aos controles em todos os
tratamentos, foi avaliado quais se destacaram dentre os tratamentos com fungo. Pelo
ensaio de DPPH’, em TSPM todos os tratamentos apresentaram reducdo de TEAC
em relagdo ao controle, de aproximadamente 90%. Pelo ensaio de ABTS*, os
tratamentos que tiveram menor queda na atividade antioxidante foram S. commune
(FPB117) e P. pulmonarius (EF88) em TSPM + CCV e G. lucidum (CC351) em TSPM.

Dentre estes, apenas o P. pulmonarius (EF88) alcangou destoxificacdo satisfatoria.



92

Tabela 8. Comparacao dos resultados de atividade antioxidante, teor de fendlicos
totais e a diferenca de proteina em TSPM e misturas.

Tratamento Meio DPPH’ (ug ABTS* (ug Fenois Totais Diferenca de
Trolox/mg Trolox/mg (ug AG/mg proteina (%)
extrato) extrato) extrato)
TSPM 109,4 + 1,04 147,9 + 9,3 49,3 + 4,5% NA.
Controle TSPM+CCV 77,3 +3,1%0 202,9 + 0,8 36,7 + 1,7% N.A.
TSPM+TM 80,8 + 2,58 176,4 + 5,5 30,8 + 3,240 N.A.
S.commune  TSPM 31,0 + 13,78 40,4 + 12,55 20,5+0,3%  -16,9 + 16,35
(FPB117) TSPM+CCV 15,0 + 4,76 64,5 + 7,950 6,8+128 5154108
TSPM+TM 17,8 + 1,686 19,5 + 9,50 7.7+ 1,580 185 + 16,740
P. TSPM 17,9 + 4,18Ca 18,5 + 8,88 10,5+1,7% 257 + 12,2
fé’é’:;"a"'us TSPM+CCV 56,0 + 5,58 97,2 + 23,68 87+25% 566 +20,8%
TSPM+TM 15,9 + 3,60 27,0 + 13,65 00+0,0°%®  10,8+9,3%
F. hepatica TSPM 8,0 + 3,98Ca 29,3 + 8,38 40+£23%  7.6+138
(CC102) TSPM+CCV 14,5 + 2,6% 43,7 + 8,180 10,2 £1,7%2 72,0+ 12,2
TSPM+TM 27,8 + 5,08 55,1 + 6,3 92+2,78 337 +12,6%
P. lecomtei TSPM 2.4 + 0,260 42,1 + 3,78 0,0 + 0,0 1,2 + 5,3A00
(CC40) TSPM+CCV 12,3 + 4,45 23,2 + 3,2 14,0+ 0,78 47,5+ 19,9
TSPM+TM 23,6 + 1,18C 6,4 + 0,9 0,0+0,0% 16,4 + 19,240
G. lucidum TSPM 19,1 + 6,28¢a 62,4 + 13,65 17,3+ 3,08 7,8+ 15140
(CC351) TSPM+CCV 54,3 + 1,78 48,7 + 8,75 31,8+6,84 66,6243
TSPM+TM 26,5 + 5,280 35,3 + 9,50 4,0 £0,35% 20,6 + 13,30

N.A. = ndo se aplica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Letras mailsculas representam diferengas entre tratamentos e as letras minusculas
representam as diferengas entre os substratos. Controle: biomassa nao colonizada; TSPM: torta de

semente de pinhdao-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba.

Outro importante fator, foi o efeito de aumento de concentragao de proteina nos
substratos, e isto foi percebido em todos os tratamentos que continham a mistura
TSPM+ CCV.

Todos estes resultados combinados, conclui-se que a mistura com a casca de
coco verde foi considerada a melhor condic&o a ser utilizada. A partir dos resultados
de ergosterol, foi possivel verificar que a adigdo de casca de coco verde na torta de
semente de pinhdo-manso propiciou o crescimento fungico em todos os tratamentos
(Tabela 7). Em relagdo a atividade antioxidante e fenois totais, a maioria dos
tratamentos apresentaram maiores valores de TEAC quando nas misturas de TSPM
+ CCV do que no TSPM puro e nas misturas com TM (Tabela 8). E nas diferencas de

proteina bruta em relacdo aos substratos n&o colonizados, a adicdo de CCV
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proporcionou aumentos no teor de proteina bruta em todos os tratamentos, atingindo
um aumento de até 72% (F. hepatica CC102).

O tratamento em TSPM + CCV observado que possuiu 0 maior potencial para
estudo, combinando aumento de proteina e atividade antioxidante foi o P. pulmonarius
(EF88). Este foi o tratamento com as maiores atividades antioxidantes, apesar de nao
ser 0 que apresentou as maiores concentragdes de fendlicos totais, visto que ha
outros compostos que podem estar promovendo a atividade antioxidante. Além disso,
seu aumento no teor de proteina bruta foi de 56,6%, indicativo de bioconversao de
substratos lignoceluldsicos.

Cogumelos do género Pleurotus sao conhecidos por possuirem grande potencial
de atividades farmacéuticas além de algumas utilizagdes medicinais. Sdo conhecidos
pelas suas atividades antioxidantes, atividades anti-inflamatdrias, antimicrobianas e
prebiodticas (PATEL, 2012; AIDA, SHUHAIMI, et al., 2009). Os Pleutorus também ja
sdo conhecidos como degradadores de ésteres de forbol, além de seus SMS’s ja
serem estudados como potenciais na nutricdo animal (DA LUZ, et al., 2013).

Outro fator de grande importancia acerca do fungo escolhido foi que cogumelos
do género Pleurotus sdo cogumelos comestiveis com mercado crescente no Brasil,
especialmente por uma espécie que nao exigir grandes dificuldades para seu cultivo
e frutificacao, pois nao necessita controle de umidade e resiste a temperaturas de 25
a 30°C (da Silva, et al., 2019).

Em torta de carogo de algodao, A. subrufescens (CC414) e FPB128 também nao
apresentaram crescimento nas placas e nos cultivos em estado sdlido durante 15 dias
e foram eliminados das analises conseguintes. S. commune (FPB117) em TCA puro
se destacou em relagao a seu crescimento em estado solido. P. pulmonarius (EF88)
e G. lucidum (CC351) em TCA + CCV tiveram crescimentos baixos, comparados as
outras condicbes (Tabela 9). Em relagdo ao gossipol, foram considerados
biodestoxificadores os que apresentaram degradacao acima de 90%. Nesta etapa,
alguns tratamentos ndo atingiram a categoria de bons degradadores, quais séo: S.
commune (FPB117) em TCA e TCA+TM, P. pulmonarius (EF88) em TCA + CCV e G.
lucidum (CC351) em TCA + CCV (Tabela 9), sendo assim eliminados na triagem.

Em relagdo ao crescimento fungico na biomassa, S. commune (FPB117) em
TCA + TM obteve a maior concentragao de ergosterol. Em TCA, no geral, as misturas

com CCV e TM propiciaram um maior crescimento fungico.
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Tabela 9. Comparagao dos resultados de velocidade de crescimento, degradagao de
ésteres de forbol, teor de ergosterol e atividade de proteases em TCA e misturas.

Tratamento Meio V. de cresc. Degradacgéo Ergosterol (ug/g) Proteases
(cm/dia) gossipol (%) (u/mL)
TCA N. A. N. A. 47,3 +2,3% N. A.
Controle  1ca+cov N. A. N. A. 37,7+0,000 N. A.
TCA +TM N. A. N. A. 51,7 £10,7% N. A.
S. commune TCA 0,69 £ 0,142 78,5+3,4° 15933 +259,7%° 0,4 +0,14
(FPB117) TCA+CCV 0,38 % 0,170 98,1+2,68  1132,0+103,5°° 0,4 + 0,148
TCA +TM 0,57 + 0,072 430+19,3%  2321,0£99,0  0,0+0,0°
P. TCA 0,30 + 0,0C® 97,2 +0,0% 808,2 + 23,78 0,1 +0,0
fé’é’:;"a"'us TCA+CCV 0,20 +0,0° 70,9+ 4,08 1111,9 + 203,50 0,4 + 0,04
TCA +TM 0,37 + 0,082 1004 0,0  1267,5+96,0%2 0,0+ 0,0%
F. hepatica  TCA 0,40 + 0,18Ca 94,4 + 4,20 621,7+258% 0,4 10,0
(CC102) TCA+CCV 0,34 + 0,08¢a 95,4 + 4,87 676,7 +33,7% 0,2 + 0,08%
TCA +TM 0,39 + 0,082 98,9+ 1,9% 8447 +200,6°* 0,0+ 0,0%
P.lecomtei TCA 0,51 + 0,082 95,5+0,8°  819,7+234,8%C2 0,3+ 0,08
(CC40) TCA+CCV 0,49 +0,1% 91,3+£8,6°  1291,0+ 120,14 0,1 +0,0
TCA +TM 0,59 + 0,0 99,1+1,2%  899,8+208,95 0,0+ 0,0%
G. lucidum  TCA 0,29 + 0,0¢ 90,5 3,0  1090,6 £ 278,98 0,2 + 0,08
(CC351) TCA+CCV 0,24 + 0,00 69,4 + 13470  8719+2558Ca (50,14
TCA +TM 0,44 + 0,082 93,8+29%  869,35+20,55* 0,0+ 0,0%

N.A. = ndo se aplica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Letras mailsculas representam diferengas entre tratamentos e as letras minusculas
representam as diferencas entre os substratos. Controle: biomassa ndo colonizada; TCA: torta de

semente de pinhao-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba.

Em relacdo as substancias bioativas, as atividades antioxidantes e os fendlicos
totais em cada meio foram superiores nos controles, assim como foi observado em
torta de semente de pinhdo-manso. Isso é explicado pela produgdao de enzimas
oxidativas pelos basidiomicetos para degradar os compostos lignocelulésicos
presentes nas biomassas. Pelo ensaio de DPPH, os tratamentos com fungo
apresentaram valores de TEAC semelhantes, a maioria variando entre 4,0 — 20,0 nug
de Trolox/mg de extrato. Pelo ensaio de ABTS, a maioria dos resultados de TEAC
variaram entre 13,0 — 56,0 ug de Trolox/mg de extrato. E pelo ensaio de fenois totais,
os resultados de EAG foram no geral mais baixos que os resultados em TSPM,
variando no geral entre 0,0 — 17,0 ug de AG/mg de extrato, indicando que
possivelmente existam outros compostos responsaveis pela atividade antioxidante

dos extratos. Além disso, é possivel observar que pelo ensaio de ABTS, as misturas
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de TCA + CCV tratadas com P. pulmonarius (EF88) e F. hepatica (CC102)
apresentaram os maiores valores (Tabela 10).

Quanto a capacidade de bioconversdo a partir dos basidiomicetos, sendo
indicada pela diferenca do teor de proteina dos cultivos em relagdo ao controle,
nenhum tratamento apresentou queda de teor (Tabela 10). Embora perceba-se uma
tendéncia de aumento na concentragdo de proteina para alguns tratamentos,
especialmente nos materiais tratados com F. hepatica (CC102) e P. lecomtei (CC40),
a grande variabilidade nas repeti¢des nao permitiu detectar diferenga significativa nos
materiais colonizados. O tratamento de F. hepatica (CC102) em TCA + TM teve
incremento de 44,7% na concentragcédo de proteina em relagdo ao seu controle.

A partir dos resultados obtidos, as misturas de TCA + CCV e TCA + TM
apresentaram algumas vantagens em relagdo a TCA pura, como maior crescimento
fungico, devido aos maiores teores de ergosterol, maiores atividades antioxidantes,
maiores teores de fenois totais e maiores aumentos nos teores de proteina. A casca
de coco foi escolhida como mistura para TCA devido aos ligeiramente maiores teores
de TEAC observados pelo ensaio de ABTS (Tabela 10) e pela presencga de atividade
de proteases com esta mistura, fator ndo observado em nenhum tratamento com torta

de macauba (Tabela 9).

Tabela 10. Comparacao dos resultados de atividade antioxidante, teor de fendlicos
totais e a diferenga de proteina em TCA e misturas.

Tratamento Meio DPPH’ (ug ABTS* (ug Fenois Diferenca de
Trolox/mg Trolox/mg extrato) Totais (ug proteina (%)
extrato) AG/mg
extrato)
TCA 53,5+ 1,0/ 122,1£7,6° 213+1.2% NA.
Controle TCA + CCV 34,6 + 3,7A 1259+3,3% 24,3 +1,0% N.A.
TCA +TM 42,3 + 3,35 147,9+£7,0% 16,022/ N.A.
S. commune TCA 14,1 £9,1% 37,2£2265% 12,0378 11,7 +5,1%
(FPB117) TCA + CCV 19,5 + 2,98¢a 562+7,3%  93+338 365+ 12.20
TCA +TM 16,0 + 1,288 482+7,8%  0,0£0,0% 185+ 16,77
P. TCA 12,3 + 2,98¢a 231+7,0% 58075 343155
fé’é’:;"a"'us TCA + CCV 11,0 £ 2,4Cs 349+65%  92+09% 36011574
TCA +TM 18,7 + 10,452 15,3 £ 0,9% 0,0£0,0% 10,8 +9,3%
F. hepatica  TCA 4,8 + 4,65 231708 128+£20% 17,0+ 84
(CC102) TCA + CCV 20,2 + 0,65 52,646,459  145+37% 34,01 16,7
TCA +TM 18,9 + 0,68 30,842,480  17,0£2,3% 447 £10,7%
P. lecomtei  TCA 4,2 + 3,78¢a 15,3 + 6,28¢a 1,7£0,2% 14,8 +6,5%
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(CC40) TCA+CCV 15,4 + 555 246+350  23+18% 2401 98%®
TCA +TM 21,3 + 9,98 13,8+2,6%  0,0+0,08 41,6+ 23,14
G. lucidum  TCA 13,1 + 6,55 345+6,88 140+53% 117147
(CC351) TCA + CCV 19,5 + 3,38Cs 56,6+ 18,2C  72+458 13580
TCA +TM 19,5 + 10,88 341+475C  0,0+0,08 7.7 + 3,00

N.A. = ndo se aplica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05). Letras mailsculas representam diferengas entre tratamentos e as letras minusculas
representam as diferengas entre os substratos. Controle: biomassa n&o colonizada; TCA: torta de
semente de pinhdao-manso; CCV: casca de coco verde; TM: torta de macauba.

Na mistura de casca de coco verde com a TCA, S. commune (FPB117), P.
lecomtei (CC40) e F. hepatica (CC102) foram capazes de crescer nas tortas, degradar
acima de 90% o gossipol presente no substrato, possuir atividades antioxidantes
semelhantes estatisticamente entre si (apenas S. commune (FPB117) pelo ensaio de
ABTS apresentou valor maior), aumento proporcional na concentragao de proteina,
indicando serem bioconversores. P. lecomtei (CC40) e S. commune (FPB117)
obtiveram resultados de teores de ergosterol quase o dobro do teor de F. hepatica
(CC102) (1291,0 e 1132,0 ug/g; contra 676,7 ug/g). Em relagcdo a atividade
antioxidante, pelo ensaio de DPPH, F. hepatica (CC102) apresentou o maior valor de
TEAC e pelo ensaio de ABTS, S. commune (FPB117) que apresentou o maior valor.
Entretanto, os trés tratamentos apresentaram valores proximos nos dois ensaios
(Tabela 10). Em relagcdo ao aumento aparente de proteina bruta, S. commune
(FPB117) apresentou 36,2%, F. hepatica (CC102) 34% e P. lecomtei (CC40)
apresentou 24,0%.

Devido os trés tratamentos apresentarem caracteristicas promissoras para as
finalidades propostas neste trabalho (atividade antioxidante e ganho de substancias
bioativas). Nenhuma destas espécies € comercializada, portanto foi utilizado como
critério de selecdo a espécie ser comestivel. Além disso, como o objetivo deste
trabalho é utilizar o SMS como fonte de bioativos, também foi avaliado qual
basidiomicetos tem mais facilidade para frutificar.

S. commune (FPB117) é considerado um cogumelo ndo comestivel, devido sua
consisténcia fibrosa, apesar de ser consumido em comunidades tradicionais do
México (RUAN-SOTO, et al., 2006). Seu cultivo é considerado facil, bem como da
obtencdo dos seus basidiomas, sua temperatura 6tima de crescimento é de 35°C
(DASANAYAKA & WIJEYARATNE, 2017).
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Os basidiomas de F. hepatica (CC102) sdo comestiveis, foi utilizado como
substituto no passado e hoje é encontrado apenas em alguns mercados na Franca. E
reportado que seu gosto € amargo e lembra o gosto de carne crua. Sua condigao
otima de frutificacdo € em temperatura de 15° a 20°C e 70% de umidade (Hattori &
Tanaka, 1997). Na maior parte do Brasil, portanto, sua frutificacdo € onerosa pois
requer a utilizacdo de camaras frias.

P. lecomtei (CC40) é uma espécie de basidiomiceto encontrado facilmente nas
florestas tropicais brasileiras e consumido comumente em comunidades indigenas
brasileiras e em algumas regides do Japao (VARGAS-ISLA, et al., 2013). Como seus
basidiomas sao facilmente encontrados em florestas tropicais, ndo é necessario o uso
camaras frias para sua frutificacao.

Entre S. commune (FPB117) e P. lecomtei (CC40), os que possuem maior
facilidade para sua frutificacdo pelo clima brasileiro, o critério de desempate usado
nesta etapa da triagem foi a velocidade de crescimento maior do P. lecomtei (CC40).
Além disto, a falta de conhecimento cientifico sobre o P. lecomtei (CC40), uma espécie
nativa brasileira, aponta a necessidade de aprofundar os estudos em suas
propriedades. As atividades antioxidantes, as -glucanas e atividades antitumorais de
S. commune (FPB117) sdo amplamente discutidas no mundo cientifico (KOMATSU,
1969; DU, 2017; ARBAAYAH, 2013; KLAUS, 2011). Entretanto, pouco se sabe sobre
P. lecomtei (CC40). Na base de dados Capes Periddicos, sdo encontradas 18
publicacdes sobre esta espécie e no Scopus apenas 2. Portanto, ha uma falta de
dados a respeito de suas possiveis utilizacdes farmacéuticas e medicinais. A partir
dos resultados obtidos na triagem deste estudo, é possivel identificar que P. lecomtei
(CC40) é uma espécie promissora para seu cultivo em substratos de torta de semente
de algodao. A investigagao da atividade antimicrobiana, antioxidante e prebidtica de
seus extratos podem ser de grande relevancia para enriquecimento do conhecimento

cientifico.

2. Producao dos colonizados, SMS e cogumelos e seus extratos
Nesta etapa foram obtidas as amostras conforme Figura 30. Nas condi¢des de
TSPM e TCA a 80% nao houve formacgao de basidiomas. Na condigdo de TCA 80%
obteve-se 0 SMS, porém por ter havido alto indice de contaminagdo com outros
microrganismos neste tratamento, a etapa de frutificagdo néo foi continuada sendo

assim, estas amostras foram desconsideradas dos ensaios posteriores.
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Figura 30. Esquema das amostras obtidas a partir da colonizagao de P. pulmonarius
(EF88) em torta de semente de pinhao-manso (TSPM) e P. lecomtei (CC40) em torta
de carogo de algodao (TCA), com diferentes propor¢des de casca de coco verde.

As biomassas néo colonizadas (misturas) e os colonizados de 30 dias foram

submetidos as analises de teor de compostos téxicos, composi¢cao centesimal, teor

de B-glucanas, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e atividade prebidtica.

As amostras foram nomeadas conforme Tabela 11.

Tabela 11. Codigos das amostras utilizadas nas analises de teor de compostos
téxicos, composicao centesimal e teor de B-glucanas.

Cédigo Amostra

TCAM20 Biomassa nao colonizada de TCA a 20%
TCAMS50 Biomassa nao colonizada de TCA a 50%
TCA M 80 Biomassa nao colonizada de TCA a 80%
TCAC 20 Colonizado (30 dias) de CC40 em TCA 20%
TCA C 50 Colonizado (30 dias) de CC40 em TCA 50%
TCA C 80 Colonizado (30 dias) de CC40 em TCA 80%
TSPM M 20 Biomassa nao colonizada de TSPM a 20%
TSPM M 50 Biomassa nao colonizada de TSPM a 50%
TSPM M 80 Biomassa nao colonizada de TSPM a 80%
TSPM C 20 Colonizado (30 dias) de EF88 em TCA 20%
TSPM C 50 Colonizado (30 dias) de EF88 em TCA 20%
TSPM C 80 Colonizado (30 dias) de EF88 em TCA 20%
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TCA: torta de carogo de algodao; TSPM: torta de semente de pinhdo manso; CC40: Panus lecomtei,

EF88: P. pulmonarius.

Devido a grande quantidade de amostras obtidas no experimento, para os
ensaios de atividade antioxidante, antimicrobiana e prebidtica foram utilizados apenas
os extratos das biomassas colonizadas por 30 dias. Devido a pequena quantidade de
cogumelos obtida, os mesmos nao foram utilizados em nenhuma analise. Os extratos

foram nomeados com cédigos descritos na Tabela 12.

Tabela 12. Descricdo dos cédigos dos extratos

Cédigo Extrato

MCC20 Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de CC40 em TCA a 20%
MCC50 Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de CC40 em TCA a 50%
MCC80 Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de CC40 em TCA a 80%
MEF20 | Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de EF88 em TSPM a 20%
MEF50 | Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de EF88 em TSPM a 50%
MEF80 | Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de EF88 em TSPM a 80%
ACC20 Extrato aquoso do colonizado de 30 dias de CC40 em TCA a 20%
ACC50 Extrato aquoso do colonizado de 30 dias de CC40 em TCA a 50%
ACC80 Extrato aquoso do colonizado de 30 dias de CC40 em TCA a 80%
AEF20 Extrato aquoso do colonizado de 30 dias de EF88 em TSPM a 20%
AEF50 Extrato aquoso do colonizado de 30 dias de EF88 em TSPM a 50%
AEF80 Extrato aquoso do colonizado de 30 dias de EF88 em TSPM a 80%

TCA: torta de carogo de algodao; TSPM: torta de semente de pinhdo manso; CC40: Panus lecomtei,

EF88: P. pulmonarius.

2.1. Compostos toxicos

De acordo com a Diretoria Geral De Saude e Seguranga Alimentar Europeia (DG
SANTE, em inglés), sdo considerados seguros os niveis de 3ppm de ésteres de forbol
para nutricido animal, e para humanos ainda nao existem dados suficientes para

afirmar um consumo seguro de ésteres de forbol (DG SANTE, 2016).

Tabela 13. Concentracédo de ésteres de forbol (ppm) nos colonizados e SMS de P.
pulmonarius (EF88) em torta de semente de pinhdo-manso (TSPM) em diferentes
concentracdes com coco verde.

Substrato Amostra ppm
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P. pulmonarius Mistura 237,7+0,2
(EF88) Colonizado 10,8 + 0,0
TSPM 20% SMS 1,6 £0,0
P. pulmonarius Mistura 601,8 £ 0,0
(EF88) Colonizado 55,0+£0,0
TSPM 50% SMS 57+0,0
P. pulmonarius Mistura 64,3 £ 0,1
(EF88) Colonizado 46,1 +0,0
TSPM 80% SMS 17,6 £ 0,0

Em TSPM, foi possivel observar que a concentragcdo de ésteres de forbol foi
maior que 3ppm em todas as condi¢des, exceto no SMS de TSPM 20% (Tabela 13).
Os colonizados de P. pulmonarius (EF88) em TSPM 50% e em TSPM 80% foram os
que apresentaram maiores concentragdes, sendo de 55,0 e 46,2 ppm de ésteres de
forbol em base seca, respectivamente. Estes teores foram maiores pelo fato da maior
concentragédo de TSPM nestas condi¢gdes. Em TSPM 20%, o colonizado continha 10,8
ppm de ésteres e no SMS possuiu concentragao de 1,6 ppm. A partir dos resultados
da tabela acima, é possivel indicar que o SMS de P. pulmonarius (EF88) em TSPM
20% foi a unica capaz de apresentar niveis de ésteres de forbol seguros para
alimentacgao, caso esta biomassa fosse a unica fonte nutricional do animal. Entretanto,
testes de toxicidade in vivo sao necessarios para comprovar a nao auséncia de

toxicidade.

Tabela 14. Concentracédo e gossipol (ppm) nos colonizados e SMS de P. lecomtei
(CC40) em torta de carogo de algodao (TCA) em diferentes concentragbes com coco
verde.

Substrato Amostra ppm
P. lecomtei Mistura 0,11 £ 0,01
(CC40) Colonizado 0,11 £ 0,01
TCA 20% SMS 0,09 + 0,01
P. lecomtei Mistura 0,32 + 0,04
(Cc40) Colonizado 0,19 + 0,01

TCA 50% SMS 0,09 + 0,01
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P. lecomtei Mistura 0,39 £ 0,07
(CC40) Colonizado 0,13+ 0,03
TCA 80% SMS -

Conforme Tabela 14, é possivel observar que as concentragdes de gossipol
variaram de 0,09 a 0,11 ppm de gossipol em base seca. Nas misturas os teores de
gossipol ja ficaram abaixo dos niveis seguros devido a adi¢ao prévia de cal nas
biomassas e ao processo de autoclavagem, necessarios para o ajuste do pH e
esterilizagdo da biomassa para a inoculagao do fungo, respectivamente. Niveis de
gossipol em TCA sem nenhum tipo de tratamento estdo em torno de 2446,93ppm
(Soares Neto, 2019). Nos SMS (de 20% e 50% de TCA) as concentragcdes de ésteres
foram de 0,09ppm. Nos colonizados, TCA 50% teve a maior concentragdo, de
0,19ppm; TCA 80% de 0,13 ppm e TCA 20% de 0,11 ppm. Testes in vivo sao
necessarios para comprovar sua nao toxicidade.

Em animais n&o ruminantes, niveis de gossipol a partir de 200 e 300 ppm
apresentam toxicidade. Em suinos, estudos demonstram que adultos n&o toleram
mais de 60 ppm de gossipol em TCA. Os ruminantes demonstraram tolerar niveis
maiores de gossipol, os niveis em cabras, 0os mais sensiveis, variam entre 350-500
mg/g de gossipol/TCA (SAUNDERS, 2017).

2.2. Composigao centesimal

De acordo com a Tabela 15, foi possivel observar que houve redug¢ao no teor de
matéria mineral no SMS nas trés diferentes concentracées de TSPM em relagao aos
colonizados e as misturas. Em relagdo as diferentes concentragbes, TSPM 80%
apresenta o maior teor de matéria mineral. E sabido que o substrato influencia na
composi¢cdo de minerais dos cogumelos, devido as hifas ficarem em contato direto
com este material, utilizando assim os elementos essenciais para o crescimento dos
basidiomas (KWAK, JUNG e KIM, 2008). Portanto, a redugdo no teor de matéria
mineral nos SMS, indica que os minerais presentes na biomassa foram possivelmente
consumidos pelos basidiomas para seu desenvolvimento. Por este motivo, o SMS de
TSPM 80% nao apresentou redugao no teor de MM pela ndo produgéo de cogumelos

nesta condicao.
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Em relagdo ao teor de lipideos (extrato etéreo), foi observada redugao nos
colonizados em relacdo as misturas, e reducdo nos SMS em relagao aos colonizados
(Tabela 15). Esta redugao ocorre devido a necessidade de consumo de lipideos para
o0 metabolismo dos basidiomicetos. A mistura de TSPM 80% apresentou o maior teor
de lipideos, sendo de 10,96%, enquanto de TSPM 20% e 50% foram de 6,82 e 7,45%.
Nos colonizados houve redugao nestes valores, e nos SMSs os teores de EE foram
ainda mais reduzidos, alcang¢ando de 0,30%, 0,53% e 1,32% em TSPM 20%, 50% e
80%, respectivamente. O conteudo de extrato etéreo de cogumelos comestiveis pode
variar de acordo com a espécie, entre 1-10%, sendo que a maior parte deste valor é
composta por acidos graxos insaturados. Em cogumelos do género Pleurotus spp., 0
acido linoleico é acido graxo encontrado em maior proporgdo (CASTRO, PAIVA, et
al., 2007). O acido linoleico € um acido graxo essencial, porém nao € produzido pelo
ser humano, sendo obtido a partir da alimentagdo. Seu consumo ajuda a prevenir
doencas cardiovasculares e cancer, além de modular as respostas inflamatdrias e
imunes, reduzir a gordura corporal e aumentar a massa 6ssea (DILZER e PARK,
2012).

Quanto a proteina bruta, nas concentragdes de TSPM de 50% e 80% foi
observado um aumento no teor nos SMS em relagdo aos colonizados e misturas
(Tabela 15). Como basidiomicetos ndo sdo capazes de fixar nitrogénio, este € um
indicativo de bioconversao do substrato por parte dos fungos. Em 20%, foi observada
reducdo no teor de proteina nos SMS em relacdo ao colonizado, indicando que
possivelmente os fungos precisaram degradar as proteinas para promover seu
crescimento. Considerando que a mistura de TSPM 50% possui 14,44% de PB e que
a mistura de TSPM 80% possui teor de 17,42%, é possivel concluir que em TSPM
50% houve um aumento maior de proteina bruta (aproximadamente 4,5% em relagao
a mistura) do que na concentragdo de 80% (aproximadamente 2% em relagdo a
mistura). Ja em relacdo ao SMS destas duas misturas, o aumento foi de 29,7% e

24,9% em relagao a mistura inicial.

Tabela 15. Matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e teor de proteina bruta (PB)
das misturas, colonizados e SMS obtidos a partir da colonizacdo de P. pulmonarius
em torta de semente de pinhdo-manso (TSPM) em diferentes concentragées com
coco verde.

Substrato Amostra MM (%) EE (%) PB (%)




Mistura 5563+0,3* 6,82+0,1%2 11,78 + 0,082°
TSPM 20% Colonizado 5,74 +0,5% 5,66 +0,2/° 12,69 + 0,282
SMS 2,34+0,3%° 0,30+0,1°¢ 11,53 + 0,48°
Mistura 5,56 + 0,0°* 7,45+ 0,652 14,44 + 1,87
TSPM 50% Colonizado 5,95+0,2% 4,19+0,17° 19,13 £ 1,240
SMS 2,64 +0,3%° 0,53 +0,08 23,96 +1,8%
Mistura 6,39+0,2%¢ 10,96 +0,2%¢ 17,42 + 1,2%°
TSPM 80% Colonizado 6,34 +0,1% 511 +0,28° 19,28 + 1,6%°
SMS 4,82+0,7% 1,32+0,8"° 23,19 +0,8%
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas representam diferengas entre uma mesma amostra em concentragdes diferentes e as letras

minusculas representam diferengas entre amostras diferentes de uma mesma concentragao.

Em TCA, o teor de matéria mineral se comportou diferente do que observado em
TSPM (Tabela 16). Houve aumento no teor de MM dos SMS em relagdo aos
colonizados e as misturas, indicando que os minerais se mantiveram em maior
concentragdo no micélio do que nos cogumelos. Vale ressaltar que a produgao de
cogumelos de P. lecomtei (CC40) foi muito abaixo que os produzidos por P.
pulmonarius (EF88), posto isso, a transferéncia dos minerais aos cogumelos nao fora
realizada. Assim, ocorreu com 0S minerais 0 mesmo que ocorre com a PB, uma
concentagdo em fungado da perda de massa (COy).

Como ocorrido em TSPM, também houve reducao no teor de extrato etéreo dos
colonizados em relacdo as misturas (Tabela 16). A mistura de TCA 50% foi a que
apresentou maior teor de lipideos (3,80%), seguida a de TCA 80% (2,87%) e de TCA
20% (1,98%). Assim como ocorrido com as amostras de TSPM, o colonizado/SMS a
partir da mistura com maior teor de lipideos também obteve maiores teores de
lipideos. Os teores de EE dos colonizados e sao semelhantes ao teor de lipideos
encontrado em um colonizado de Panus giganteus em palha de trigo (uma mistura
com 1,9% de teor de lipideos, sendo em sua maioria gorduras insaturadas,
importantes e benéficas para a alimentagdo (WONG, 2012). A mistura de TCA 20%
possui teor de 1,98%, enquanto seu colonizado possui teor de 1,56% e seu SMS de
1,10% (Tabela 16).

Em relacdo a proteina bruta, foi observado um aumento em todas as
concentragdes do colonizado em relagédo a mistura, exceto de TCA 80% (Tabela 16).
Em um estudo prévio de colonizagao de P. giganteus em palha de trigo que continha

10,9% de PB, foi encontrado no fermentado um teor de 11,3%, um aumento de
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aproximadamente 4% no teor de proteina bruta, semelhante ao aumento ocorrido no
colonizado de TCA 20% (8%) (WONG, 2012). O maior aumento de concentragdo de
proteina (17,8%) no colonizado se deu em TCA 50%. O SMS de TCA 20% foi o unico
que apresentou aumento em relagao ao colonizado, sendo de 68% maior que o teor
de proteina da mistura, enquanto o SMS de TCA 50% aumentou 17% em relagao ao
teor de proteina da mistura, ou seja, manteve a concentragdo de proteina do
colonizado. Este é um indicativo de que em TCA 20% houve maior bioconversao das
moléculas, aumentando assim a concentracdo de proteina bruta de forma

proporcional.

Tabela 16. Matéria mineral (MM), extrato etéreo (EE) e teor de proteina bruta (PB)
das misturas, colonizados e SMSs obtidos a partir da colonizacado de P. lecomtei em
torta de carogo de algodao (TCA) em diferentes concentragdes com coco verde.

Substrato Amostra MM (%) EE (%) PB (%)
Mistura 2,00 £0,08° 1,98 + 0,158 9,06 + 0,2¢°

TCA 20% Colonizado 1,78 +0,18° 1,56 +0,0%2 9,78 £ 0,2¢°
SMS 518+0,98 1,100,111 15,16 + 1,28
Mistura 2,32+0,0"° 3,80+0,3* 20,17 £ 1,180

TCA50% Colonizado 2,69+0,1"° 1,71 +0,0%° 23,75+ 0,282
SMS 6,33+0,8* 0,92+0,1%°] 23,58 +1,6"
Mistura 2,34 +0,1% 2,87 +0,282 25,66 + 1,6

TCA 80% Colonizado 1,96+0,282 2,54 +0,14 24,65 + 0,0%
SMS - - -

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas representam diferengas entre uma mesma amostra em concentragdes diferentes e as letras

minusculas representam diferengas entre amostras diferentes de uma mesma concentragao.

As analises de FDN e FDA visam calcular a porcentagem de fibras soluveis e
insoluveis de uma amostra. As principais fibras insoluveis sdo a celulose e a lignina,
enquanto a hemicelulose é a principal fibra soluvel. A FDN é a fragao nutricional
correspondente a soma da hemicelulose (HEM), celulose (CEL) e lignina (LIG). A
hemicelulose é de alta digestibilidade, a celulose tem digestibilidade variavel (é
afetada pela maturidade das plantas) e a lignina é praticamente indigerivel. A FDA
corresponde a soma de celulose e lignina. Quanto maior o teor de FDA, maior a
chance de haver altos teores de lignina, implicando numa digestibilidade reduzida.

Sendo assim, os teores de hemicelulose foram calculados pela diferenca entre FDA e
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FDN, e a celulose foi calculada pela diferenga entre lignina e a FDA (NOGUEIRA,
2005).

Conforme observado na Tabela 17, houve aumento no teor de lignina dos
colonizados e dos SMS em relacdo as misturas, nas trés concentracdes de TSPM.
Em TSPM 50%, ndo houve diferenga estatistica entre colonizado, SMS e mistura,
sendo de 9,79%, 10,94% e 9,54%, respectivamente. O menor teor de lignina nos SMS
foi de 9,95% (TSPM 80%) e o maior foi de 14,79% (TSPM 20%). Entretanto, nos SMS
foram observadas reducdes nos teores de hemicelulose em todas as concentracoes
de TSPM em relagao as suas respectivas biomassas, indicando que P. pulmonarius
(EF88) nestas condigbes degradou preferencialmente a hemicelulose. Além disso, no
SMS de TSPM 80% foi observada também um aumento no teor de lignina em relagéo
a mistura e ao colonizado, enquanto a celulose permaneceu igual ao longo de todas
as etapas.

Na concentragao de TSPM 20% houve aumento no teor de celulose em relagao
as misturas, isto pode ser explicado devido a semelhanca das fibras que compdem a
parede celular dos fungos com a celulose, como por exemplo a quitina, que é insoluvel
tanto em detergente neutro quanto em detergente acido (KUMAR, 2000). Outra
possibilidade é de que este fungo é capaz de degradar, em maior escala,
hemicelulose, e, em menor escala, lignina e celulose. Estas hipoteses, no entanto, s6
podem ser esclarecidas se analises especificas dos acucares que compdem o
material lignoceluldsicos, utilizando para isso técnicas cromatograficas, como a
metodologia NREL/TP-510-42618 (SLUITER, HAMES, et al., 2008).

Tabela 17. Teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), lignina (LIG), celulose (CEL) e hemicelulose (HEM) das misturas, colonizados
e SMS obtidos a partir da colonizacdo de P. pulmonarius em torta de semente de
pinhdo-manso (TSPM) em diferentes concentragées com coco verde.

Substrato  Amostra FDN (%) FDA (%) LIG (%) CEL(%) HEM (%)
Mistura 5570 £2,6%  4421+2,8% 935104~  3366+1,7% 1348+1,1%
TSPM 20% Colonizado 66,55+ 32" 51,00+5,1°® 12,38+ 0,4A® 4113 +2,8% 12,32+ 1,08
SMS 64,54 + 4,5 5307 +£3,8% 1479+2,9%  3828+14% 1147 +0,8%
Mistura 61,56+ 0,1  4535+0,3* 954+09%  3581+0,7% 16,22 + 0,6
TSPM50% Colonizado 68,57 +3,5" 4696 £3,0 9,79+1,08 37,17 £2,1%8 16,28 + 1,5
SMS 58,37 +3,1%8 4798 +£2,5% 10,94 +1,2%  37,03+1,6°8 10,40 + 0,8
rspmaoy, MStura 57,18 +0,3%82 4176+1,1% 6,71+0,1%  3505%1,0% 15421 0,92
Colonizado 55,80 +0,98% 42,58+0,4% 7,88+0,3%  3470+0,5% 1321 +0,68°
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SMS 51,66 +4,282  4275+3,7% 9,95+ 1,982 31,38+6,1%2 10,16 + 1,5%°

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas representam diferencas entre uma mesma amostra em concentragdes diferentes e as letras

minusculas representam diferengas entre amostras diferentes de uma mesma concentragao.

Ao contrario observado da colonizagao de P. pulmonarius (EF88) em TSPM, P.
lecomtei (CC40) em TCA demonstrou ser capaz de degradar tanto lignina, quanto
celulose e hemicelulose, em algumas condigbes (Tabela 18). Em TCA 20%, nao
houve reducdo no teor de lignina do colonizado (13,65%) e do SMS (12,53%) em
relacdo a mistura (12,93%). Porém, em TCA 50% houve reducdo do SMS (10,46%)
em relacdo a mistura (12,43%) e ao colonizado (13,69%). Em TCA 80% nao houve
diferenga entre o teor de lignina da mistura e do colonizado. Houve reducao de 19%
na concentracéo de hemicelulose no SMS de TCA 50% (12,93%) em relacao a mistura
(16,16%). Em TSPM 20% n&o houve diferenga entre os teores de hemicelulose do
SMS, colonizado e mistura, e em TCA 80% houve aumento de hemicelulose do
colonizado (14,68%) em relagcado a mistura (12,36%). Em relagéo a celulose, houve
reducao nos SMS de TCA 20% e do colonizado de TCA 80%, em relagado as suas
respectivas misturas. Apenas em TCA 50% que foi observado aumento na
concentracao de celulose.

A partir destes dados (Tabela 18), é possivel verificar que as misturas 50% e
80% de coco verde com TCA foram favoraveis a uma redugédo no teor de lignina,
enquanto em contrapartida em TCA 50% houve aumento de celulose e hemicelulose
e em TCA 80% houve redugao de celulose e aumento de hemicelulose. Em TCA 20%
houve reducdo de hemicelulose seletivamente, enquanto ndo houve mudanga nos

teores de lignina e celulose.

Tabela 18. Teores de fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), lignina (LIG), celulose (CEL) e hemicelulose (HEM) das misturas, colonizados
e SMS obtidos a partir da colonizagao de P. lecomtei em torta de carogo de algodao
(TCA) em diferentes concentragbes com coco verde.

Substrato Amostra FDN (%) FDA (%) LIG (%) CEL(%) HEM (%)
Mistura 56,52 + 1,228 4227+ 0,48 12,93+0,3%@ 2925+048 14,25+ 0,08
TCA20% Colonizado 63,46 +1,0  47,91+1,6° 1365+0,8" 3427+09% 1555 +0,6
SMS 536221  3942+32% 1253+14% 2689+2728 14,20 + 1,44
rcasgy,  Mistura 56,25+ 1,680 40,09+ 1,38 1243+1,1% 27,66+0,3%® 16,16+ 0,5
Colonizado 59,38 +0,73% 43,34 +1,0%8 1369+ 0,6° 29,65+ 1,68 16,04 + 0,8
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SMs 54,95+2,1%  4202+1,0% 10,47 £0,8%° 3155+ 1,4% 12,03+ 1,4
Mistura 66,8 £ 1,42  5444+10% 1272+17% 3244+0,7% 12,36 + 0,4

TCA80% Colonizado 54,16 +0,3%° 39,47 +0,6%® 11,38+1,08 26,37 +0,8% 14,68 + 0,6
SMs - - - - -

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
maiusculas representam diferengas entre uma mesma amostra em concentragdes diferentes e as letras

minusculas representam diferengas entre amostras diferentes de uma mesma concentragao.

Como a lignina € o componente que promove maior resisténcia na estrutura das
biomassas lignoceluldsicas, € o componente principal que dificulta a sua digestéo para
animais monogastricos e ruminantes. De acordo com KNUDSEN (1997), os niveis de
lignina de diferentes materiais para uso em ragdo animal variaram entre 0,4% de
lignina (farinha de milho) e 16,9% (capim e alfafa). De acordo com os resultados
dispostos acima (Tabela 18 e 19), todos os colonizados e SMS permaneceram com
valores de lignina dentro dessa faixa, sendo assim possiveis de serem utilizados para
a alimentagao animal. A degradacao de hemicelulose e celulose produzem agucares
livres, alvo de estudo para novas formas fontes de combustiveis, ndo sendo o objetivo
deste trabalho, entretanto indicando outros potenciais do cultivo em estado sélido
(CES) de basidiomicetos em biomassas lignocelulésicas (HOUFANI, ANDERS, et al.,
2020).

2.3. Atividade antioxidante

Como discutido anteriormente neste trabalho, nos extratos dos colonizados ha
reducao na atividade antioxidante em relacao aos extratos das misturas. Isso ocorre
devido a produgao de enzimas oxidativas responsaveis pela degradagao da lignina e
da celulose (oxidases, lacases, peroxidares) durante o crescimento fungico nas
biomassas lignocelulésicas (KERSTEN & CULLEN, 2007). Entretanto, sabe-se que
basidiomicetos s&o capazes de produzir compostos com atividade antioxidante
(compostos fendlicos, vitaminas, flavonoides e tocoferois), e ja sdo organismos
conhecidos pela sua atividade antioxidante (MATTILA, MARNILA e PIHLANTO,
2017). Desta forma, a avaliagdo da atividade antioxidante nesta etapa é sobre quais
colonizados houve menor reducao na atividade antioxidante em relagao a sua mistura
nao colonizada.

Nos extratos metandlicos dos materiais contendo TSPM, a partir dos resultados

obtidos pelo teste-t que compara o colonizado com sua respectiva mistura (Figura 31),
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foi possivel observar que nos ensaios de FRAP e DPPH, ndo houve diferenca entre a
mistura e o colonizado na concentragdo de 20%. Nesta mesma concentragao pelo
ensaio de ABTS, houve um aumento de atividade.

Na comparacao de Tukey (todos os tratamentos entre si) MEF20 apresentou
maior atividade antioxidante dentre os materiais colonizado, em relagdo as outras
concentragdes em todos os ensaios. Pelo teste-t, nas concentragdes de 50% e 80%
houve redugao na atividade antioxidante em todos os ensaios (exceto MEF20 pelo

ensaio de ABTS) dos colonizados em relagao as misturas.
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Figura 31. Atividade antioxidante (ug Trolox/mg extrato) pelos ensaios de ABTS,
DPPH e FRAP dos extratos metandlicos das misturas (ndo colonizadas) e dos
colonizados (30 dias) de P. pulmonarius (EF88) em torta de semente de pinhdo-manso
(20%) + casca de coco verde (80%), torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca
de coco verde (50%) e torta de semente de pinhdo-manso (80%) + casca de coco
verde (20%).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Mistura e
colonizado diferem entre si pelo Teste-t (niveis de significancia: *** = p<0,001, ** = p<0,01, * =

p<0,05). TSPM: torta de semente de pinhao-manso.

Em relacdo aos fermentados de TCA em diferentes concentragdes, foi
observada, pelo teste t, que a atividade antioxidante foi menor do que nas misturas,
como observado na triagem. No entanto, para a mistura contendo 80% de TCA nos
testes de FRAP e ABST a mistura e o colonizado foram iguais. E possivel verificar
pelo teste de Tukey (comparagao de todos os tratamentos entre si) que pelos ensaios
de FRAP e DPPH, a atividade antioxidante dos fermentados foi menor em MCC20

entre todos.
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Figura 32. Atividade antioxidante (ug Trolox/mg extrato) pelos ensaios de ABTS,
DPPH e FRAP dos extratos metandlicos das misturas (ndo colonizadas) e dos
colonizados (30 dias) de P. lecomtei (CC40) em torta de caroco de algodao (20%) +
casca de coco verde (80%), torta de carogo de algodao (50%) + casca de coco verde
(50%) e torta de semente de carogo de algodao (80%) + casca de coco verde (20%).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Mistura e
colonizado diferem entre si pelo Teste-t (niveis de significancia: *** = p<0,001, ** = p<0,01, * =
p<0,05). TCA: torta de carogo de algodao.

Em um estudo prévio, a atividade antioxidante de amostras secas de basidiomas
de P. pulmonarius pelo ensaio de captura do radical ABTS apresentou valores
variando entre 45,4 e 117,2 ug troloxmg de amostra seca, e outro estudo com P.
ostreatus apresentou atividade oxidante pelo ensaio de FRAP de 11,2 ug Fe?*/mg de
amostra seca. Em um estudo acerca da atividade antioxidante de extratos etanolicos
de colonizados em palha de trigo de Panus giganteus, TEAC pelo ensaio de ABTS foi
de 10,9 pmol trolox/mg de extrato e o resultado de FRAP foi de 20,7 pumol Fe?*/mg de
extrato (TAN, BASKARAN, et al., 2015; LAM e OKELLO, 2015), tais valores foram

semelhantes aos encontrados pelos mesmos ensaios (Figura 32) (WONG, 2012).

2.4. Teor de B-glucanas

As B-glucanas foram calculadas pela diferenca entre as concentragbes de
glucanas totais e a-glucanas nos extratos aquosos. A partir da quantificagcdo nos
extratos, considerando-se a recuperagao da extracdo aquosa, também foi possivel
quantificar as B-glucanas em base seca de colonizado/SMS.

Nos extratos aquosos dos colonizados e de P. pulmonarius (EF88) em TSPM,

nao houve diferenga estatistica na quantificagdo de pB-glucanas em relagdo a
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concentragdo de TSPM no substrato, o mesmo ocorreu com a quantificagdo de -
glucanas em base seca (Tabela 19). Em relagdo a colonizado e SMS, apenas na
quantificacdo em base seca de B-glucanas de P. pulmonarius (EF88) em TSPM 80%
houve uma diferenca estatistica, indicando que o SMS teve maior concentragao.

Um estudo realizado com 39 espécies de cogumelos comercializados mostrou
teores de B-glucanas/100g de matéria seca variando entre 7,8 e 60,8 (Xerocomellus
chrysenteron e Trametes versicolor (L.) Lloyd., respectivamente). Neste mesmo
estudo, basidiomas de P. pulmonarius continham em média 17,5 -glucanas/100g em
base seca (bs), sendo 19,4 g/100g bs de glucanas totais e 1,9 g/100g bs de a-
glucanas (Sari, et al., 2017). No extrato aquoso do SMS de P. pulmonarius (EF88) em
TSPM 80%, com a maior concentracao de p-glucanas (10,6 g/100g bs), é possivel
observar que ha um aumento na proporgao de a-glucanas comparada com valores
encontrados em cogumelos de P. pulmonarius (Tabela 19). Entretanto, foram
encontrados extratos com concentragdes proximas a menor concentracdo encontrada
nos cogumelos avaliados no estudo de SARI, PRANGE, et al. (2017) (7,8 g/100g bs)
no extrato aquoso do colonizado de P. pulmonarius (EF88) em TSPM 20% e TSPM
80% e no extrato aquoso do SMS de P. pulmonarius (EF88) em TSPM 80%.

Tabela 19. Quantificagdo de de glucanas totais, a-glucanas e B-glucanas nos extratos
aquosos e teores de p-glucanas em base seca de colonizados/SMS de P. pulmonarius
(EF88) em torta de semente de pinhdo-manso com coco verde em diferentes
concentracdes.

Glucanas a-Glucanas B-Glucanas B-Glucanas

Substrato Amostra totais (g/100g (9/100g (g/100 g de (9/100g de

extrato) extrato) extrato) colonizado)
EF88 Colonizado 9,8 +1,22 2,5+0,0 7,3+1,23 2,5+0,4°
TSPM 20% SMS 7,3+0,4° 1,2%0,1° 6,2 £ 0,02 2,3 +0,29
EF88 Colonizado 7,6 £0,5° 1,7+0,1° 59+0,5° 3,5+0,6°
TSPM 50% SMS 7,015 1,6 £0,4° 5,4 +0,4° 1,5£0,7°
EF88 Colonizado 9,3+1,0° 2,4+0,1° 6,9+ 1,02 2,7 +0,4°
TSPM 80% SMS 13,8 £1,22" 3,8+0,8° 10,6 £ 1,9° 4,4+0,1%

Letras minusculas representam diferengas entre uma mesma amostra em concentragdes diferentes,
pelo teste de Tukey (p<0,05). Colonizado e SMS diferem entre si pelo teste-t (niveis de significancia:
*** = p<0,001, ** = p<0,01, * = p<0,05). TSPM: torta de semente de pinhdo-manso.

Os extratos aquosos de P. lecomtei (CC40) em TCA, apresentaram algumas

concentragdes maiores que de P. pulmonarius (EF88) em TCA, sendo até de 15,24
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g/100g bs de extrato, no SMS em TCA a 20% (Tabela 20). Houve diferenga estatistica
entre as concentragdes de TCA, apenas na quantificagao de B-glucanas em base seca
do SMS, sendo este maior em TCA 20%. Os SMS da quantificagdo em extrato de TCA
20% e na quantificagcdo em base seca de TCA 20% e TCA 50% foram maiores
estatisticamente que dos colonizados. Os teores de p-glucanas nos extratos dos SMS
de P. lecomtei (CC40) em TCA (14,76 e 15,24 g/100g bs de extrato) foram superiores
aos teores encontrados em extratos aquosos por agua quente de basidiomas de
Panus giganteus (10,1 g/100g bs) (ELLAN, THAYAN, et al., 2019).

Tabela 20. Quantificagdo de glucanas totais, a-glucanas e B-glucanas nos extratos
aquosos e teores de B-glucanas em base seca de colonizado/SMS de P. lecomtei
(CC40) em torta de carogo de algodao em diferentes concentragées com coco verde.

Glucanas a-Glucanas B-Glucanas B-Glucanas

Substrato Amostra totais (g/100g (9/100g (g9/100 g de (9/100g de

extrato) extrato) extrato) colonizado)
cCc40 TCA Colonizado 10,6 + 1,82 2,8 £0,130™ 6,9+1,5° 3,5+0,12
20% SMS 16,7 +2,28" 1,5+0,3° 15,2 + 0,2¢" 8,6 +0,4%
cc40 TCA Colonizado 12,2 £ 0,92 3,0+ 0,2° 9,3+1,0° 4,2+0,5°
50% SMs 16,9 + 2,82 2,1+0,12 14,8 + 2,72 7,940,1°"
CC40 TCA Colonizado 6,5+ 1,3° 24+0,2° 4,0 +1,42 1,9+£0,42

80% SMS - - - -

Letras minusculas representam diferengas entre uma mesma amostra em concentragdes diferentes,
pelo teste de Tukey (p<0,05). Colonizado e SMS diferem entre si pelo Teste-t (niveis de

significancia: *** = p<0,001, ** = p<0,01, * = p<0,05). TCA: torta de carogo de algodao.

Como as p-glucanas sao componentes presentes na membrana celular fungica,
seu aumento numa biomassa indica maior crescimento fungico na mesma. Isto
corrobora com o fato de que tanto nos colonizados e SMS de P. lecomtei (CC40) e P.
pulmonarius (EF88) foram observados aumentos de B-glucanas nos SMS em relagéo
aos colonizados. Em TSPM, apenas no SMS de P. pulmonarius (EF88) em TSPM
80% foi observado um valor consideravel de -glucanas (10,6 g/100g bs). Os extratos
de SMS de P. lecomtei (CC40) em TCA apresentaram, no geral, maiores teores de 3-
glucanas que nos de P. pulmonarius (EF88) em TSPM. Além disso, teores de f3-
glucanas em base seca de colonizado dos SMS de TCA 20% e 50% de 7,9 e 8,6
g/100g bs serem maiores do que teores encontrados em cogumelos, que sao

conhecidos por serem ricos em B-glucanas (SARI, PRANGE, et al., 2017). Diante do
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exposto, os extratos aquosos de SMS de P. pulmonarius (EF88) em TSPM 80%, SMS
de P. lecomtei (CC40) em TCA 20% e 50% podem considerados fontes de p-glucanas.

2.5. Atividade antimicrobiana

Os principais microrganismos causadores de gastroenterites bacterianas sao
dos géneros Salmonella, Shigella, Escherichia, Staphylococcus, Aeromonas,
Plesiomonas, Yersinia e Campylobacter. Tais infec¢gdes sdo causadoras de sintomas
clinicos como diarreias, disenteria e febre e acometem grande parte da populagao
mundial. A estima OMS cerca de 2 bilhées de casos por ano, sendo a principal causa
de morbidade e mortalidade de origem infecciosa em criangas menores que cinco
anos (TORRES FILHO, 2013; WHO, 2017).

Escherichia coli, € uma bactéria gram-negativa e era inicialmente considerada
uma bactéria comensal do trato gastrointestinal, entretanto existem uma série de
cepas patogénicas associadas com gastroenterites, que sao de dificil diferenciagao.
Ruminantes sdo conhecidos como grandes “reservatorios” de cepas patogénicas de
E. coli, portanto o despejo dos dejetos destes animais em rios e pastos e o mal
controle do processamento da carne pode acarretar o consumo de produtos
contaminados, e enterites causadas por E. coli podendo rapidamente progredir para
colite hemorragica (HUMPHRIES e LINSCOTT, 2015).

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva de grande relevancia
clinica devido sua combinacao de viruléncia, invasividade e resisténcia bacteriana. O
espectro de infecgdes de S. aureus vai desde acne e furunculos, até sindrome do
choque toxico e sepsis. Sua viruléncia em intoxicacdo alimentar ocorre devido as
cepas produtoras de enterotoxinas e sintomas vao desde cdlicas, vémitos, enjoos,
diarreia e febre, tais cepas sdo normalmente encontradas em carnes mal
processadas. O mecanismo de acado das enterotoxinas envolve pirogénese,
imunossupressao e proliferagado de células T. A bactéria S. aureus (ATCC 27154),
isolada a partir de peito de peru € uma cepa produtora de enterotoxinas relacionadas
a intoxicagdes alimentares mais graves (LE LOIR, BARON e GAUTIER, 2003)

Salmonella enterica é uma bactéria gram-negativa presente no trato
gastrointestinal dos vertebrados e as suas infec¢gdes ocorrem principalmente pelo
consumo de alimentos mal higienizados ou pelo contato de seres humanos com
animais. Mundialmente s&o estimados 94 milhdes de caso por ano gastroenterites por

Salmonella spp., causando em torno de 155 mil mortes. A principal cepa causadora
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de infe¢des € de S. enterica Typhimurium, acarretando diarreia, febre, nauseas, dores
de cabega, quando presente no intestino delgado. Em caso de manifestagbes
extraintestinais, podem ocorrer sepses, infegdes urinarias e osteomielites
(MAJOWICZ, MUSTO, et al., 2010; HUMPHRIES e LINSCOTT, 2015).

Foram considerados sensiveis extratos que apresentaram halos de inibicdo
maiores de 10 mm, e resistentes quando nao houve formagao de halo, ou quando este
foi menor que 10 mm, conforme sugerido por alguns autores (SOUZA, HIGINO, et al.,
2007; OLIVEIRA, LIMA, et al., 2008; AGUIAR, COSTA, et al., 2008). Os extratos
metanolicos apresentaram halos de inibigao principalmente na concentragcao de 2000
ug/disco, alguns extratos apresentaram halos na concentragao de 200 ug/disco, e
nenhum apresentou nas concentragdes de 20 e 2 ug/disco (Tabela 21). Os extratos
aquosos nao apresentaram halos de inibicdo. Todos os extratos metandlicos
apresentaram halo de inibicdo contra S. aureus, e 0 menor halo contra esta bactéria
foi do extrato de MCC20 na concentragdo de 2000 ng/disco. Extratos considerados
sensiveis contra S. aureus (halos maiores que 10 mm), foram: MCC80, MEF20 e
MEF80, todos na concentragcdo de 2000 ug/disco. Contra S. enterica Typhi nenhum
extrato apresentou halo de inibicdo, e contra E. coli, MCC80 apresentou nas
concentragdes de 2000 e 200 ug/disco, entretanto os halos foram menores que 10

mm.

Tabela 21. Médias dos halos de inibicao dos extratos dos cultivos de 30 dias nas
diferentes concentragdes por disco contra S. aureus (ATCC 27154), S. enterica Typhi
(ATCC 14028) e E. coli (ATCC 25299).

Halo (mm)
Extrato Ccz:gledr:tslzg)a ° S. aureus S. _:_a;;«;:;ca E. coli
ATCC 27154 ATCC 14028 ATCC 25299

Amoxilina 10 35,7+0,6 36,0+0,0 206 £1,2
Controle (-) - - - -
MCC20 2000 7,0+0,0 - -

200 - - -
MCC50 2000 95+1,5 - -

200 8,7+0,7 - -
MCC80 2000 10,5+0,7 - 90+14

200 9,0+0,0 - 8,5+0,7
MEF20 2000 11,5+0,7 - -

200 8,5+£0,7 - -
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MEF50 2000 956+£0,7 - -
200 9,0+0,0 - -
MEF80 2000 11,56+£0,7 - -
200 9,0+0,0 - -

MCC20: Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de P. lecomtei em torta de carogo de algodao
(20%) + casca de coco verde (80%); MCC50: Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de P.
lecomtei em torta de caroco de algodao (50%) + casca de coco verde (50%); MCCB80: Extrato
metandlico do colonizado de 30 dias de P. lecomtei em torta de carogo de algodao (80%) + casca de
coco verde (20%); MEF20: Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de P. pulmonarius em torta de
semente de pinhdo-manso (20%) + casca de coco verde (80%); MEF50: Extrato metandlico do
colonizado de 30 dias de P. pulmonarius em torta de semente de pinhdo-manso (50%) + casca de coco
verde (50%); MEF80: Extrato metandlico do colonizado de 30 dias de P. pulmonarius em torta de

semente de pinhdo-manso (80%) + casca de coco verde (20%).

Os resultados da Tabela 21 demonstraram que os extratos apresentaram pouca
e/ou nenhuma atividade contra bactérias gram-negativas (E. coli e S. enterica). De
acordo com as revisées de SHEN, SHAO, et al. (2017), ALVES, FERREIRA, et al.
(2012) e VENTURINI, RIVERA, et al. (2008), a atividade antimicrobiana de cogumelos
ocorre principalmente contra bactérias gram-positivas. A auséncia de atividade
antimicrobiana dos extratos em bactérias gram-negativas pode ter ocorrido pela
presenca da membrana lipoproteica que pode atuar como uma barreira, dificultando
a entrada de compostos ativos de caracteristicas hidrofébicas e anfifilicas, sendo
permeaveis entdo apenas a compostos aquosos, que estdo presentes e baixas
quantidades em extratos metandlicos (VENTURINI, RIVERA, et al., 2008).

O ensaio de microdiluicdo de caldo foi realizado nos extratos que apresentaram
halo maior que 10 mm, sendo eles: MCC80, MEF20 e MEF80 contra S. aureus. As
diluicdes seriadas foram realizadas entre as concentragées de 8 e 1000 ug/mL. A
concentragéao inibitéria minima (CIM) foi de 500 ug/mL para todos os extratos, sendo
de 125 ug/mL para o controle positivo (amoxicilina). Conforme o documento M7-A6
do CLSI/NCCLS e os suplementos M100-S15 e 17, considera-se que CIM <100 ug/ml
como atividade antimicrobiana potencialmente positiva, CIM de 100 a 500 ug/ml como
atividade antimicrobiana moderada, CIM de 500 a 1000 pg/mL como atividade
antimicrobiana leve e CIM >1000 ug/mL como inativo, portanto, os extratos testados

neste ensaio apresentaram atividade antimicrobiana leve (NCCLS, 2003; CLSI, 2007).
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2.6. Atividade prebidtica

O intestino humano e animal possui mais de 400 espécies de bactérias em sua
microbiota intestinal, tornando-a um complexo sistema bacteriano. As bactérias
predominantes sdo dos géneros Bifidobacteria e Lactobacillus, no qual as
Bifidobacterias compdem mais de 25% do total de bactérias presentes no intestino
(AZMI, MUSTAFA, et al., 2012). Bifidobacterias e Lactobacillus sao bactérias gram-
positivas que fermentam carboidratos em acidos. Lactobacillus produzem
majoritariamente acido lactico, enquanto bifidobacterias produzem principalmente
acido lactico e acido acético (KLEEREBEZEM e VAUGHAN, 2009).

Bactérias que produzem apenas acido lactico na fermentagao sao referidas
como homofermentativas, e as que produzem além de acido lactico, CO2, perdxido de
hidrogénio, acido acético e/ou alcool sdo conhecidas como heterofermentativas. Além
disso, existem as bactérias heterofermentativas facultativas que séo capazes de
fermentar a glicose e produzir etanol, acido formico e acético, além de acido lactico.
As bactérias homofermentativas comumente utilizam glicose para serem fermentadas
em D e L-acidos lacticos, enquanto as heterofermentativas fermentam hexoses e
pentoses pela via da fosfoquetolase, obtendo-se além de acido lactico/acético, COz2 e
etanol (ANJUM, MAQSOQD, et al., 2014).

Bifidobacterias e Lactobacillus conhecidos pelos beneficios na saude. Devido
sua supressao no crescimento de bactérias patogénicas, reduz a incidéncia de
infeccbes gastro intestinais, melhorando a absorgao de alimentos e do funcionamento
do trato gastrointestinal. Além disso, sdo capazes de modular o sistema imune
(MITSUOKA, 1990; MITSUOKA, 1996). Recentemente, Bifidobacterias e
Lactobacillus vem sendo associadas a doengas neuropsicologicas, incluindo
depressao, e a saude bucal (AIZAWA, TSUJI, et al., 2016; ALANZI, HONKALA, et al.,
2018)

No presente estudo, a atividade prebidtica foi testada a partir dos extratos
aquosos dos colonizados de 30 dias, tanto P. pulmonarius (EF88) em TSPM quanto
de P. lecomtei (CC40) em TCA. A curva de crescimento a partir das leituras de
densidade o6ptica das culturas de crescimento € um importante indicativo para se
saber em qual momento o microrganismo alcangou sua fase estacionaria. Apds
alcancada a fase estacionaria, € comum verificar redu¢cao na densidade 6ptica celular
numa cultura, indicando que as fontes de carbono presentes na cultura sao limitantes

para ao crescimento celular, promovendo lise bacteriana (AZMI, MUSTAFA, et al.,
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2012). Por este motivo, foram realizadas coletas das culturas nos pontos 12 h, 24 h e
48 h e diluicbes, a fim de se saber os valores de UFC/mL nestes trés pontos, tendo
como uma cultura inicial de 108 UFC/mL.

Em complemento ao crescimento dos probidticos, os sobrenadantes foram
testados contra as bactérias patogénicas E. coli (ATCC 25922), S. enterica Typhi
(ATCC 14028) e S. aureus (ATCC 27154) (produtora de enterotoxina). Através da
medicdo dos halos de inibicdo de crescimento bacteriano, os sobrenadantes foram

considerados sensiveis quando houve halo maior de 10 mm.

2.6.1. Lactobacillus acidophilus

L. acidophilus é uma bactéria gram-positiva com morfologia de haste e
homofermentativa. E uma cepa termofilica, apresentando seu 6timo crescimento entre
30-45°C, e pH ideal entre 4-5, além de ser conhecida por produzir altos niveis de acido
lactico (ANJUM, MAQSOOQD, et al., 2014).

2.6.1.1. Extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88)

Através da curva da leitura da OD da curva de crescimento (Figura 33), é
possivel observar que o pico de crescimento, tanto com glicose quanto com os outros
extratos (incluindo controle negativo e positivos), foi entre 12-15 h. O mesmo
comportamento foi observado por MAZZEO, LIPPOLIS, et al. (2015). Apds este
tempo, as leituras mantiveram-se quase constantes, havendo oscilacbes leves.
Observando apenas a curva de crescimento por leitura optica, € observavel que
apenas a glicose manteve um alto crescimento de colénias. Por este motivo, foi
realizada também a contagem de UFC/mL, por plaqueamento de diluicbes das

culturas de cada ponto.
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Figura 33. Curva de crescimento de Lactobacillus acidophilus com o uso de extratos
aquosos de fermentados de P. pulmonarius (EF88) como fontes de carbono

A partir da contagem de UFC/mL (Figura 34), € possivel verificar que os extratos
aquosos promoveram o crescimento bacteriano por mais tempo do que nos controles
(glicose, FOS, inulina e o controle negativo), o que nao é possivel de observar através
da OD. Em 48 h, todos os extratos aquosos apresentaram contagens de UFC/mL
maiores que 10", sendo de AEF20 de aproximadamente 102, o dobro da quantidade

inicial de UFC, em contrapartida, todos os controles permaneceram com contagens

menores que 10'° no tempo de 48 h.
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Figura 34. Log UFC/mL dos extratos AEF20, AEF50 e AEF80 em L. acidophilus nos
tempos O h, 12 h, 24 h e 48 h.

Conforme Tabela 22, é possivel verificar que os sobrenadantes testados contra
bactérias patogénicas gram-negativas (E. coli e S. enterica Typhi) apenas o
sobrenadante da cultura com AEF80 apresentou atividade contra S. enterica, um halo
de média 13,4 mm. Contra S. aureus (ATCC 27154), os controles de glicose, FOS e
inulina apresentaram halos menores que 10 mm, sendo de em média 9,5, 9,0 e 7,0
mm, respectivamente. O sobrenadante da cultura de AEF20 apresentou um halo de

média 16 mm, um halo consideravel de atividade antimicrobiana contra esta cepa.

Tabela 22 Halos de inibicado dos sobrenadantes das culturas de L. acidophilus com
extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88) contra bactérias patogénicas.

Halo (mm)
Sobrenadante E. coli S. enterica Typhi S. aureus
ATCC 25299 ATCC 14028 ATCC 27154
Amoxicilina 206 £1,2 36,0t0 37,7+0,6
Glicose - - 95+0,7

FOS - - 9,0+0,0
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Inulina - - 7,0+0,0
Controle - - - -
AEF20 - - 16,0+ 1,4
AEF50 - - -
AEF80 - 13,4+0,7 -

2.6.1.2. Extratos aquosos de P. lecomtei (CC40)
Assim como observado com os extratos de P. pulmonarius (EF88), o pico de

crescimento foi entre 12-15 h com os extratos aquosos de P. lecomtei (CC40) (Figura

35).

2.50
2 @ @ o
2.00
— —
€ 1.50 b —0
S ——0—
) —e
L
8 1.00
<
0.50
0.00
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tempo (h)
—@— Glicose FOS Inulina Controle- ——ACC20 —e—ACC50 —@—ACC80

Figura 35. Curva de crescimento de Lactobacillus acidophilus com o uso de extratos
aquosos de fermentados de P. lecomtei (CC40) como fontes de carbono.

Em relagdo a contagem de UFC/mL, todos os extratos aquosos
apresentaram contagens de UFC/mL em 48 h maiores que glicose (Figura 36). O
extrato ACC50 apresentou o maior crescimento nas 48 h, sendo de aproximadamente
10'2 UFC/mL. ACC20 e ACCB80 também apresentaram altas contagens de UFC nas

48 h, sendo de aproximadamente de 10'° UFC/mL. A inulina se comportou de forma
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semelhante ao controle positivo, assim como FOS e glicose se comportaram de

formas semelhantes.
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Figura 36. Log UFC/mL dos extratos ACC20, ACC50 e ACC80 em Lactobacillus

acidophilus nos tempos 0 h, 12 h, 24 h e 48 h.

Conforme demonstrado na Tabela 23, nenhum sobrenadante apresentou

atividade antimicrobiana contra E. coli, exceto o ACC80. Contra S. enterica Typhi

apenas o sobrenadante de ACC50 apresentou atividade, tendo um halo de em média

12 mm. Contra S. aureus, exceto os sobrenadantes do controle negativo e de ACC80

apresentaram algum halo, no entanto apenas o ACC20 é considerado positivo para

atividade antimicrobiana.

Tabela 23. Halos de inibicao dos sobrenadantes das culturas de L. acidophilus com

extratos aquosos de P. lecomtei (CC40) contra bactérias patogénicas.

Halo (mm)

Sobrenadante

ATCC 25299

S. enterica Typhi

ATCC 14028

S. aureus
ATCC 27154
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Amoxicilina 206 £1,2 36,00 37,7+0,6
Glicose - - 95+0,7
FOS - - 9,0£0,0
Inulina - - 7,0+0,0
Controle - - - -

ACC20 - - 11,5+0,7
ACC50 - 12,0+0,0 8,5+0,7
ACC80 11,0+14 - -

A partir dos resultados dos extratos de P. pulmonarius (EF88) (Tabela 21), é
possivel verificar que a maioria desses extratos apresentou mais atividade
antimicrobiana contra a bactéria gram-positiva (S. aureus). AEF20 foi capaz de induzir
consideravelmente o crescimento de L. acidophilus e seu sobrenadante também foi
capaz de produzir atividade antimicrobiana contra a cepa enteropatogénica de S.
aureus. AEF80 também foi capaz de induzir o crescimento de L. acidophilus e inibir o
crescimento de S. enterica Thyphi com um halo maior que 10 mm (Tabela 22).

Para os resultados dos extratos de P. lecomtei (CC40), é possivel destacar
ACC50 em relagdao a atividade antimicrobiana (Figura 36). Este extrato também
propiciou um alto crescimento de L. acidophilus mesmo apds atingida a fase
estacionaria (Figura 36).

Portanto, AEF20, AEF80 e ACC50 demonstraram ser potenciais extratos com

atividade prebidtica e antimicrobiana associadas.

2.6.2. Bifidobacterium lactis

B. lactis (i.e., Bifidobacterium animalis subsp. lactis) € uma cepa originaria de B.
animalis, produzida a partir de leite fermentado, tendo como finalidade a obtencgao de
uma cepa aerotolerante para facilitar o estudo e a produgao de alimentos a partir de
uma espécie de bifidobactétia, uma vez que bactérias deste género sdo anaerdbias
estritas (MEILE, LUDWIG, et al., 1997). B. animalis e B. lactis possuem o mesmo perfil
fermentativo de glicose, produzindo majoritariamente acido latico, mas também &acido
acético e acido formico (MASCO, VENTURA, et al., 2004).

2.6.2.1. Extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88)
Conforme disposto na Figura 37, o pico de crescimento de B. lactis com todas

as fontes de carbono testadas foi entre 15-118 h, com glicose foi entre 18-21 h,
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coincidindo com resultados encontrados por CANDELA, CENTANNI, et al. (2010). Na
Figura 37 é possivel observar que o crescimento das primeiras 21 h foi maior com
glicose como fonte de carbono. Diferente dos resultados obtidos com L. acidophilus,
€ possivel observar diferenga de crescimento entre FOS, Inulina e o controle negativo.

Apenas observando a curva de crescimento, o extrato que aparenta ter maior

crescimento bacteriano é o AEF80.
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Figura 37. Curva de crescimento de Bifidobacterium lactis com o uso de extratos
aquosos de fermentados de P. pulmonarius (EF88) como fontes de carbono.

Observando os resultados da Figura 38, € possivel verificar que neste caso, o
crescimento bacteriano foi semelhante aos resultados obtidos por absorbancia (Figura
37), uma vez que a glicose apresentou as maiores contagens de UFC/mL em relagao
as outras fontes de carbono nos pontos 24 h e 48 h, atingindo a concentragdo de 10"
UFC/mL em 24 h. AEF50 obteve maiores valores de UFC/mL que inulina em 24 h e
48 h. Em poténcia, inulina, FOS, AEF20 e AEF50 apresentaram concentragdes de 10°
UFC/mL; controle negativo e AEF80 de 108 UFC/mL e glicose de 10" UFC/mL.
Considerando redugao na contagem de UFC entre o pico de crescimento (24 h) e a
fase estacionaria (48 h), é possivel observar que glicose apresentou uma queda de
10%x UFC/mL, enquanto FOS, inulina, AEF20 e AEF80 mantiveram suas
concentragdes de UFC iguais entre 24 e 48 h. AEF50 apresentou queda de 10x
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UFC/mL, enquanto o controle negativo apresentou um aumento de 10x UFC/mL.
Portanto, o resultado de contagem de UFC contradiz o resultado dado apenas pela

leitura de absorbancia das culturas.
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Figura 38. Log UFC/mL dos extratos AEF20, AEF50 e AEF80 em Bifidobacterium
lactis nos tempos 0 h, 12 h, 24 h e 48 h.

Em relagdo a atividade antimicrobiana dos sobrenadantes das culturas de B.
lactis com extratos de P. pulmonarius (EF88) em TSPM, ndo houve nenhuma
atividade contra as bactérias gram-negativas testadas. Contra S. aureus, os trés
extratos apresentaram halos de inibicdo maiores que 10 mm, indicando sensibilidade

contra a bactéria em questao (Tabela 24).

Tabela 24. Halos de inibicado dos sobrenadantes das culturas de B. lactis com extratos
aquosos de P. pulmonarius (EF88) contra bactérias patogénicas.

Halo (mm)
Sobrenadante E. coli S. enterica Typhi S. aureus
ATCC 25299 ATCC 140248 ATCC 27154

Amoxicilina 206 +1,2 36,00 37,7+0,6
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Glicose - - 95+0,7
FOS - - 9,0+£0,0
Inulina - - 7,0+0,0
Controle - - - -

AEF20 - - 11,0+ 0,7
AEF50 - - 11,0+14
AEF80 - - 11,5+ 2,1

Através destes resultados, podemos considerar que AEF20 foi a fonte de
carbono que apresentou aumento significativo de UFC/mL, comparada com a
contagem inicial (de 10° foi para 10°), ndo apresentou queda entre as 24 he 48 h, e
apresentou valores semelhantes que os controles FOS e inulina. Além disso, seu
sobrenadante apresentou atividade contra S. aureus. Indicando que para B. /actis, a
colonizagao de P. pulmonarius (EF88) em TSPM tem mais efeitos prebidticos com

uma maior concentracao de casca de coco verde.

2.6.2.2. Extratos aquosos de P. lecomtei (CC40)

Assim como nos extratos aquosos de EF88 em TSPM, as fontes de carbono
testadas tiveram seu pico de crescimento entre 15-118 h (Figura 39). Observando
apenas a curva de crescimento, dentre os extratos aquosos de P. lecomtei (CC40),

ACCS50 apresenta aparentemente o maior crescimento.
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Figura 39. Curva de crescimento de Bifidobacterium lactis com o uso de extratos
aquosos de fermentados de P. lecomtei (CC40) como fontes de carbono.

Considerando-se a contagem de UFC/mL dos pontos 12 h, 24 h e 48 h (Figura
40), nenhum extrato apresentou contagem de UFC/mL semelhante da glicose. FOS
foi a fonte e carbono que apresentou valores mais préximos de glicose em 48 h.
ACCH50, diferentemente do observado na curva de crescimento (Figura 39), foi o que
apresentou contagem de UFC mais baixa dos outros extratos aquosos de P. lecomtei
(CC40) em 48 h, no entanto apresentou melhor resultado entre os extratosem 12 h e
24 h. Em todas as fontes de carbono ha aumento de UFC/mL em 24 h e redugao em
48 h. Este comportamento nao foi observado com as fontes de carbono FOS, no
controle negativo e no extrato ACC80, no qual houve aumento de UFC de 24 h para
48 h. ACC20 e ACCB80 foram as fontes de carbono que ao final das 48 h apresentaram
10° UFC/mL, o mais proximo de glicose e FOS e inulina, e 10x mais UFC que o

controle negativo.
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Figura 40. Log UFC/mL dos extratos ACC20, ACC50 e ACC80 em Bifidobacterium
lactis nos tempos 0 h, 12 h, 24 h e 48 h.

Assim como ocorrido com os sobrenadantes das culturas de B. lactis com
extratos aquosos de EF88, ndo houve atividade contra as bactérias gram-negativas,
apenas contra S. aureus. Os sobrenadantes dos extratos aquosos de P. pulmonarius
(EF88) apresentaram halos maiores que os controles positivos (glicose, FOS e
inulina), e todos foram maiores que 10 mm, sendo que de ACC20 foi de 15 mm (Tabela
25).

Tabela 25. Halos de inibicao dos sobrenadantes das culturas de B. lactis com extratos
aquosos de P. lecomtei (CC40) contra bactérias patogénicas.

Halo (mm)
Sobrenadante E. coli S. enterica Typhi S. aureus
ATCC 25299 ATCC 14028 ATCC 27154

Amoxicilina 20,6 £ 1,2 36,0t0 37,7+0,6
Glicose - - 95+0,7
FOS - - 9,0+0,0
Inulina - - 7,0+0,0
Controle - - - -

ACC20 - - 15,0+ 0,0
ACC50 - - 10,5+0,7
ACC80 - - 12,0+0,0

Através dos resultados apresentados foi possivel identificar os extratos ACC20
e ACC80 sendo os que apresentaram maior crescimento de B. /actis ao longo das 48

h, que juntamente atividade antimicrobiana contra S. aureus.

2.6.3. Lactobacilus rhamnosus

L. rhamnosus foi a primeira espécie que teve uma cepa do género dos
Lactobacilos a ser patenteada em 1989, devido sua capacidade de sobreviver no suco
gastrico e sua adesdo nos enterdcitos. Sua fungédo probidtica € para proteger a
mucosa do sistema gastrointestinal, reduzindo a induc&o de respostas imune, sendo

efetiva no combate de infec¢des gastrointestinais (CAPURSO, 2019).
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2.6.3.1. Extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88)

A partir da observacgao da curva de crescimento (Figura 41), é possivel verificar
que a fase estacionaria de L. rhamnosus se iniciou aproximadamente em 21 h com
glicose, assim como encontrado por BROECKX, KIEKENS, et al. (2019). Com as
outras fontes de carbono, a fase estacionaria se iniciou em aproximadamente 15 h.
Essa diferenca entre o alcance da fase estacionaria com as diferentes fontes de
carbono indicam que naquelas culturas que atingiram a fase estacionaria antes,
indicando um esgotamento de nutrientes. Pela curva de crescimento, AEF80

apresentou o maior crescimento bacteriano dos extratos aquosos, e FOS néo

apresentou nenhum crescimento.
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Figura 41. Curva de crescimento de Lactobacillus rhamnosus com o uso de extratos
aquosos de fermentados de P. pulmonarius (EF88) como fontes de carbono.

A partir da contagem de UFC/mL das culturas (Figura 42), é possivel verificar
que de fato ndo houve crescimento expressivo com FOS, possivelmente por L.
rhamnosus preferir monossacarideos, nao tendo seu crescimento de forma
expressiva em FOS (Koh, et al., 2013).

O crescimento significativo com glicose fica evidenciado com a contagem de
UFC, atingindo aproximadamente 10'® UFC/mL nas 24 h, entretanto ha uma queda

entre 24 h e 48 h, com esta mesma fonte de carbono, totalizando aproximadamente
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10" UFC/mL. AEF80 apresentou o maior crescimento bacteriano nas primeiras 24 h,
assim como observado na curva de crescimento, atingindo 10" UFC/mL. Sua queda
nas Ultimas 24 h é leve, totalizando 10'© UFC/mL ao final deste tempo. AEF50
apresentou um comportamento de crescimento durante todos os tempos, finalizando
as 48 h com aproximadamente 10" UFC/mL. AEF20 também apresentou uma queda
leve entre 24 h e 48 h, entretanto seu crescimento total de col6nias nao foi maior que
10° UFC/mL. Inulina também apresentou uma queda nas Ultimas 24 h, finalizando o
tempo de incubagdo com a contagem de aproximadamente 10° UFC/mL. Sendo
assim, os extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88) em TSPM apresentaram
crescimentos superiores que os controles positivos, € uma queda nas ultimas 24 h

menor que de glicose.
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Figura 42. Log UFC/mL dos extratos AEF20, AEF50 e AEF80 em Lactobacillus
rhamnosus nos tempos 0 h, 12 h, 24 h e 48 h.
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Todos os extratos testados apresentaram halos de inibicdo maiores que 10 mm
em S. aureus (Tabela 26). Nao houve halos de inibigdo contra as bactérias gram-

negativas testadas.

Tabela 26. Halos de inibicdo dos sobrenadantes das culturas de L. rhamnosus com
extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88) contra bactérias patogénicas.

Halo (mm)
Sobrenadante E. coli S. enterica Typhi S. aureus
ATCC 25299 ATCC 14028 ATCC 27154
Amoxicilina 20,6 £ 1,2 36,0t0 37,7+0,6
Glicose - - -
FOS - - -
Inulina - - -
Controle - - - -
AEF20 - - 13,5+ 2,1
AEF50 - - 145+1,9
AEF80 - - 15,5+0,6

AEF80 foi o extrato capaz de induzir o maior crescimento microbiano e

apresentar o maior halo de inibicdo contra S. aureus.

2.6.3.2. Extratos aquosos de P. lecomtei (CC40)

Assim como observado com os extratos de P. pulmonarius (EF88), a fase
estacionaria de L. rhamnosus com os extratos aquosos se iniciaram antes que com
glicose, entre 15 h e 118 h (Figura 43). Neste caso, os extratos ACC20 e ACC50
apresentaram comportamentos bastante semelhantes, enquanto ACC80 aparentou

crescimento bacteriano menor.
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Figura 43. Curva de crescimento de Lactobacillus rhamnosus com o uso de extratos
aquosos de fermentados de P. lecomtei (CC40) como fontes de carbono.

Observando a Figura 44, é possivel verificar que os extratos ACC50 e ACC80
apresentaram contagens finais (48 h) superiores as contagens de glicose (10°
UFC/mL) e de inulina (108 UFC/mL). ACC50 apresenta um comportamento de
crescimento em todos os tempos, indicando o ndo esgotamento de suas fontes de
carbono por L. rhamnosus nesta condicdo. Em 48 h sua contagem é de
aproximadamente 10" UFC/mL. ACCB80 apresenta queda na contagem das Ultimas
24 h, entretanto a contagem € maior que a de glicose, FOS e inulina, de em torno de
10" UFC/mL. ACC20 demonstrou comportamento semelhante com inulina,

totalizando uma contagem final em torno de 10° UFC/mL.
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Figura 44. Log UFC/mL dos extratos ACC20, ACC50 e ACC80 em Lactobacillus
rhamnosus nos tempos 0 h, 12 h, 24 h e 48 h.

Assim como observado com os extratos de P. pulmonarius (EF88) em TSPM, os
sobrenadantes das culturas com os extratos aquosos de P. lecomtei (CC40) em TCA
apresentaram pouca ou nenhuma atividade contra E. coli e S. enterica Typhi (Tabela
27). Contra S. aureus todos os sobrenadantes apresentaram halos de inibigao

superiores a 10 mm, sendo de ACC20 o maior de todos (16 mm).

Tabela 27. Halos de inibicdo dos sobrenadantes das culturas de L. rhamnosus com
extratos aquosos de P. lecomtei (CC40) contra bactérias patogénicas.

Halo (mm)
Sobrenadante E. coli S. enterica Typhi S. aureus
ATCC 25299 ATCC 14028 ATCC 27154
Amoxicilina 206 £1,2 36,00 37,7+0,6
Glicose - - -
FOS . - -
Inulina - - -

Controle - - - -
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ACC20 - - 16,5+ 2,1
ACC50 - 8,5+0,7 11,0+£0,0
ACC80 - - 14,5+ 0,7

A partir dos resultados dos extratos como fontes de carbono para o crescimento
de L. rhamnosus, foi possivel observar que os extratos cultivados com menores
proporcoes de casca de coco, AEF80, ACC50 e ACC80 foram os que possuiram maior
evidéncia de atividade prebidtica, sendo pouca ou nenhuma sua atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e potencialmente presente contra S.

aureus.

2.6.4. Lactobacillus plantarum

L. plantarum é uma bactéria probiodtica heterofermentativa, anaerébia facultativa
e amplamente encontrada no trato gastrointestinal de humanos. E uma das poucas
espécies do género Lactobacillus que é utilizada tradicional e industrialmente na
conservagao de alimentos, além de ser encontrada na microbiota intestinal (DE
VRIES, VAUGHAN, et al., 2006).

2.6.1.1. Extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88)

A partir da curva de crescimento de L. plantarum (Figura 45) é possivel observar
que a fase estacionaria se iniciou em torno de 118 h com todas as fontes de carbono.
FOS, inulina e o controle negativo apresentaram perfis de crescimento semelhante.
Dentre os extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88), todos apresentaram curvas de

crescimento semelhantes entre si.
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Figura 45. Curva de crescimento de Lactobacillus plantarum com o uso de extratos
aquosos de fermentados de P. pulmonarius (EF88) como fontes de carbono.

A partir da contagem de UFC/mL (Figura 46), é possivel observar que a glicose
se comportou de forma semelhante observada nos outros microrganismos avaliados
anteriormente. Ha um pico de crescimento bacteriano em torno de 24 h, seguido de
uma queda nas Ultimas 24 h de crescimento. Neste caso o pico sendo de 10"
UFC/mL, e a contagem final em torno de 10'® UFC/mL. FOS, inulina e o controle
negativo apresentaram contagens semelhantes em todos os tempos, finalizando o
tempo de cultura com aproximadamente 10° UFC/mL. AEF20 e AEF80 apresentaram
crescimento continuo em todos os pontos, indicando que ndo houve esgotamento das
fontes de carbono nas primeiras 24 h. Nas 48 h a contagem das culturas com AEF20
e AEF80 como fontes de carbono foram de 10" UFC/mL. A cultura com AEF50
apresentou comportamento diferente dos outros extratos, havendo redugdo de

contagem nas 24 h finais, resultando numa contagem de em torno de 10" UFC/mL.
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< 9.00
g
8.00
7.00
6.00
Oh 12h 24h 48h
——Glicose 6.00 11.43 11.49 9.89
FOS 6.00 9.28 9.57 8.66
Inulina 6.00 9.16 9.60 9.09
Controle - 6.00 9.00 9.67 8.98
AEF20 6.00 9.40 9.62 10.22
AEF50 6.00 9.09 10.49 9.51
—AEF80 6.00 9.49 10.19 10.21

Figura 46. Log UFC/mL dos extratos AEF20, AEF50 e AEF80 em Lactobacillus
plantarum nos tempos 0 h, 12 h, 24 h e 48 h.

Apesar da inducdo do crescimento dos extratos de EF88 no crescimento
bacteriano de L. plantarum, nao foi observado nenhum halo de inibigao sensivel contra
nenhuma das bactérias testadas. Foram observados pequenos halos de inibicdo
contra E. coli, apenas com os sobrenadantes de FOS, AEF20 e AEF80 (Tabela 28).

Tabela 28. Halos de inibicdo dos sobrenadantes das culturas de L. plantarum com
extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88) contra bactérias patogénicas.

Halo (mm)
Sobrenadante E. coli S. enterica Typhi S. aureus
ATCC 25299 ATCC 14028 ATCC 27154
Amoxicilina 20,6 £ 1,2 36,0t0 37,7+0,6
Glicose - - -
FOS 8,0+0,0 - -
Inulina - - -
Controle - - - -
AEF20 8,0+0,0 - -

AEF50 8,0+0,7 - -
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AEF80 - - -

Através dos resultados obtidos com os extratos aquosos de EF88 em TSPM
como fontes de carbono para L. plantarum nao é possivel afirmar que possuem
atividade prebidtica pelo fato dos sobrenadantes das culturas nao apresentarem

atividade antimicrobiana contra nenhuma das bactérias testadas.

2.6.1.2. Extratos aquosos de P. lecomtei (CC40)

Assim como observado com os extratos de P. pulmonarius (EF88), os extratos
aquosos de P. lecomtei (CC40) como fonte de carbono para o crescimento de L.
plantarum tiveram sua fase estacionaria em torno de 118 h, observando-se suas
curvas de crescimento (Figura 47). De acordo com a Figura 47, os extratos de P.

lecomtei (CC40) apresentaram comportamentos semelhantes de crescimento.
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Figura 47. Curva de crescimento de Lactobacillus plantarum com o uso de extratos
aquosos de fermentados de P. lecomtei (CC40) como fontes de carbono.

Observando-se as contagens de UFC/mL, todos apresentaram queda na
contagem de colbnias nas ultimas 24 h (Figura 48). Sendo de ACC20 a queda mais
sutil, estando as contagens dentro dos 10" UFC/mL. ACC50 e ACC80 demonstraram

quedas de contagens de colonias de aproximadamente 10" UFC/mL para 10"
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UFC/mL nas ultimas 24 h. Mesmo assim, as contagens no tempo final de colénias dos
extratos aquosos de P. lecomtei (CC40), em especial o ACC80 e o ACC20, foram
maiores do que com os controles positivos e glicose.

12.00
11.00
10.00 <
E
9 9.00
o
g
8.00
7.00
6.00
Oh 12h 24h 48h
——Glicose 6.00 11.43 11.49 9.89
FOS 6.00 9.28 9.57 8.66
Inulina 6.00 9.16 9.60 9.09
Controle - 6.00 9.00 9.67 8.98
ACC20 6.00 10.11 10.26 9.99
ACC50 6.00 9.54 10.98 9.57
—ACC80 6.00 9.66 10.71 10.27

Figura 48. Log UFC/mL dos extratos ACC20, ACC50 e ACC80 em Lactobacillus
plantarum nos tempos 0 h, 12 h, 24 h e 48 h.

Em relagdo a inibicdo contra as bactérias testadas, apenas o sobrenadante da
cultura de L. plantarum com ACC20 como fonte de carbono apresentou halo de
inibicdo indicando sensibilidade a S. aureus (Tabela 29). Contra E. coli e S. enterica

Typhi nenhum outro sobrenadante apresentou inibigcéo.

Tabela 29. Halos de inibicdo dos sobrenadantes das culturas de L. plantarum com
extratos aquosos de P. lecomtei (CC40) contra bactérias patogénicas.

Halo (mm)
Sobrenadante E. coli S. enterica Typhi S. aureus
ATCC 25299 ATCC 14028 ATCC 27154
Amoxicilina 20,6 £1,2 36,00 37,7+0,6

Glicose - - -
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FOS 8,0+£0,0 - -
Inulina - - -
Controle - - - -
ACC20 - - 17,0+x14
ACC50 - - -
ACC80 - - -

A partir dos resultados obtidos com L. plantarum, apenas ACC20 como fonte de
carbono foi capaz de promover crescimento bacteriano de L. plantarum e inibir S.
aureus.

Sintetizando a atividade prebidtica investigada nos microrganismos L.
acidophilus, L. rhamnosus, L. plantarum e B. lactis, foi possivel verificar que os
extratos aquosos como fontes de carbono das culturas para estes microrganismos
foram responsaveis por comportamentos diferentes da glicose e dos prebioticos de
referéncia (FOS e inulina) como fontes de carbono. As fontes de carbono FOS e
inulina apresentaram, em sua grande maioria, comportamentos bastante semelhantes
aos do controle negativo (apenas agua), exceto com B. lactis e L. acidophilus para o
FOS.

Sabe-se que FOS consiste em um monémero de glicose (G) ligado por ligagdes
a-1,2 em dois ou mais unidades de B-2-1-frutose (F), formando uma mistura de 1-
kestose (GF3), nistose (GF3) e 1-F-frutofunanosil nistose (GF4), sendo GF2 e GF3
normalmente encontrada em produtos alimenticios. Frente a isto, existem duas
principais rotas de fermentagao pelas bactérias probidticas, sendo que lactobacilos e
bifidobactérias tém preferéncia pela via de FOS de cadeia curta (GFs (ENDO,
TAMURA, et al., 2012). A inulina € um frutano altamente polimerizada, com diferentes
graus de polimerizagao, obtida através da extragdo de raiz de chicdria. Portanto,
existem inulinas com baixo grau de polimerizagao (IN-1Q, menos de 9), médio grau de
polimerizacao (IN-EXL, entre 10 e 22) e de alto grau de polimerizagao (IN-HP, acima
de 23). As bactérias probidticas ndao sdo capazes de fermentar todos os tipos de
inulina, tendo no geral, preferéncia pelas inulinas de baixo grau de polimerizagao
(BIEDRZYCKA e BIELECKA, 2004).

Pelo fato da FOS e inulina terem sido adquirida por fontes comerciais, ndo é
possivel garantir quais dos monémeros de FOS e em quais graus de polimerizagao
se encontra a inulina. Pelos resultados obtidos neste trabalho, possivelmente eram

FOS de cadeia longa e inulina média e/ou altamente polimerizada, de dificil
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fermentacdao por parte das bactérias probidticas testadas. Para ensaios futuros,
recomenda-se a utilizacdo de FOS e inulina de nivel padréo, para se ter certeza de
quais monémeros e a quantos graus de polimerizagao se encontram.

Em relagcdo aos extratos aquosos de P. pulmonarius (EF88) em TSPM, AEF20
foi o extrato como fonte de carbono que apresentou propriedades prebidticas em todas
as bactérias testadas. Como fonte de carbono para L. acidophilus e L. plantarum,
AEF20 proporcionou crescimento de contagem de coldnias crescente durante as 48
h, demonstrando que as fontes de carbono ndo haviam se esgotado ainda durante
este tempo, sendo que com a glicose o esgotamento foi em 24 h. As contagens finais
de UFC/mL de L. acidophilus e L. plantarum foram respectivamente de
aproximadamente 10> e 10" UFC/mL. Para o crescimento de B. lactis e L.
rhamnosus, apesar de nao terem apresentado crescimento crescente, né&o
apresentaram quedas bruscas nas contagens de colénias das ultimas 24 h e ao final
do tempo de cultivo suas contagens foram de aproximadamente de 10° UFC/mL. Em
culturas de AEF20 com L. acidophilus, B. lactis e L. rhamnosus apresentaram halos
de inibicdo maiores que 10 mm contra S. aureus. Apenas o sobrenadante da cultura
com L. plantarum que ndo apresentaram halos sensiveis contra nenhuma bactéria
patogénica. Vale destacar que o sobrenadante da cultura de AEF80 como fonte de
carbono para L. acidophilus apresentou halo de inibicdo contra S. enterica Typhi,
sendo o Unico sobrenadante de cultura que apresentou atividade antimicrobiana
contra uma bactéria gram-negativa testada.

Os extratos aquosos obtidos a partir de cultivos de P. lecomtei (CC40) com
diferentes propor¢des de TCA + CCV usados como fontes de carbono para a cultura
das bactérias probidticas testados que induziram a um crescimento continuo de
colénias foram ACC50 com L. acidophilus e L. rhamnosus, tendo ao final dessas
culturas contagens de aproximadamente 10'2 e 10" UFC/mL, respectivamente.
ACCB80 como fonte de carbono para B. lactis e L. plantarum, apresentaram menores
guedas na contagem de col6nias nas ultimas 24 h, sendo que em B. lactis houve
aumento na contagem de 24 h em relagédo a 48 h. As duas culturas com ACC80 ao
final do tempo de crescimento tiveram suas contagens de col6énias em torno de 10° e
10" UFC/mL, com valores proximos ao controle de glicose de cada bactéria. O
sobrenadante da cultura de L. acidophilus com ACC20 como fonte de carbono

apresentou halo de inibicdo maior de 10 mm contra S. enterica Typhi, enquanto o
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sobrenadante de L. rhamnosus com esta mesma fonte de carbono apresentou halo
pequeno contra S. enterica Typhi, este sobrenadante também apresentou halo maior
que 10 mm contra S. aureus. O sobrenadante da cultura de B. lactis com ACCB80 inibiu
S. aureus, e o Unico sobrenadante de cultura de L. plantarum que apresentou inibicao
contra alguma bactéria patogénica (S. aureus, neste caso) foi com ACC20 como fonte
de carbono.

Como observado nos resultados dos extratos metandlicos dos cultivos EF88 e
P. lecomtei (CC40) contra as bactérias patogénicas testadas, a atividade
antimicrobiana foi maior contra bactérias gram-positivas, corroborando com os
achados nas atividades prebidticas, indicando que as moléculas presentes nestes
extratos e encontradas nas culturas probidticas sdo moléculas lipofilicas ou anfifilicas.
Entretanto, infeccbes causadas por S. aureus sao de grande relevancia clinica, sendo
considerado um dos principais patégenos associados a gastroenterites e infecgdes
comunitarias e hospitalares (ANDERSON, LIN, et al., 2012).

Vale ressaltar que grande numero de infecgdes causadas por S. aureus séo
oriundas de carnes mal processadas. O uso de antibidticos para porcos e aves ja foi
evidenciado como potencialmente prejudicial ao ser humano e ao ambiente,
favorecendo a resisténcia de microrganismos aos antibiéticos, tendo seu uso regulado
em alguns paises. A adicdo de tortas proteicas tratadas com basidiomicetos na
nutricdo animal pode ser de grande importancia, pois além de conter compostos
bioativos, como B-glucanas (em especial no SMS do tratamento com P. pulmonarius
(EF88) com 80% de TSPM; e no SMS do tratamento com P. lecomtei (CC40) contendo
50% de TCA), e serem ricos em proteina, também possuem potencial antimicrobiano
e prebidtico, podendo assim reduzir o uso de antibiéticos na pecuaria, reduzindo assim
a resisténcia antimicrobiana pelo uso de antibidticos de referéncia e infecgdes de

agentes patoégenos.
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VI. CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a colonizacdo de sete espécies diferentes de
basidiomicetos (Agaricus subrufensis, Lentinula edodes, Schizophyllum commune,
Fistulina hepatica, Pleurotus pulmonarius, Panus lecomtei e Ganoderma lucidum) em
biomassas ricas em proteica (torta de semente de pinhao-manso e torta de carogo de
algodao), com a adigdo de biomassas lignocelulésicas (casca de coco verde e torta
de macauba), em relagao a atividade antioxidante, compostos fendlicos, crescimento,
reducao no teor de compostos toxicos, entre outros, com a finalidade de produzir um
substrato pds-cultivo (SMS) para alimentagédo animal. O substrato foi avaliado quanto
ao seu teor de matéria mineral, lipideos, proteinas, lignina, celulose e hemicelulose;
teor de B-glucanas; atividade antioxidante, antimicrobiana e prebidtica.

Para torta de semente de pinhdo-manso foi escolhido P. pulmonarius com casca
de coco verde e para torta de carogo de algodao foi escolhido P. lecomtei também
com casca de coco verde, por aparentemente esta mistura apresentar ganhos em
atividade antioxidante. Os dois fungos foram capazes de degradar os compostos
toxicos, além de produzir substratos ricos em proteinas.

A partir dos cultivos com diferentes proporcoes de tortas e casca de coco verde,
verificou-se que o maior incremento de concentracdo de proteina no material pés-
cultivo em relacdo a mistura inicial se deu no colonizado e no SMS da mistura
TSPM50% e TCA50%. O material lignoceluldsico foi reduzido principalmente quanto
a hemicelulose no SMS de TSMP50% e TSMP80%, e quanto a hemicelulose e lignina
no SMS do TCA50%.

Extratos aquosos e metandlicos foram obtidos destes diferentes cultivos. Os
extratos metandlicos demonstraram de P. pulmonarius em torta de semente de
pinhdo-manso a 20% com casca de coco verde e o extrato de P. lecomtei em torta de
carogo de algodao a 80% com casca de coco verde foram os que apresentaram
melhores resultados de atividade antioxidante. No entanto, em geral, o efeito da
colonizagéao foi negativo para a atividade antioxidante.

Os extratos aquosos ndo apresentaram atividade antimicrobiana, somente os
extratos metandlicos. Dando destaque aos extratos de P. pulmonarius em torta de
semente de pinhdo-manso a 20% e a 80%, e de P. lecomtei em torta de carogo de
algodéo a 80%. Estes extratos apresentaram atividade antimicrobiana leve contra S.
aureus (ATCC 27154).



141

Para avaliagao da atividade prebidtica, os extratos aquosos foram testados como
fontes de carbono para o cultivo de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis,
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus plantarum. Além disso, os sobrenadantes
das culturas destes microrganismos com as diferentes fontes de carbono foram
testados contra agentes patogénicos. Em sua maioria, 0s sobrenadantes
apresentaram atividade contra S. aureus (ATCC 27154). Os extratos que se
destacaram na combinag¢ao destas duas atividades foram os de P. pulmonarius em
torta de semente de pinhao-manso a 20% e P. lecomtei em torta de carogo de algodao
a 50% e 80%, sendo estes extratos que apresentaram altos teores de -glucanas.

Em relagdo as B-glucanas, em TSPM o SMS a 80% apresentou os maiores
teores, mas em termos de colonizado, TSPM 20% foi superior em relagéo as outras
concentragdes. Ja em TCA, os maiores teores de B-glucanas foram encontrados no
colonizado de a 50%, podendo ser o responsavel pela melhor atividade prebidtica
deste extrato aquoso.

Considerando os resultados obtidos, o cultivo de P. pulmonarius e P. lecomtei
em torta de semente de pinhdo-manso e torta de carogo de algodé&o, respectivamente,
com a adi¢cdo de casca de coco verde como biomassa lignoceluldsica, indicaram
atividade antimicrobiana contra S. aureus (ATCC 27154), atividade prebidtica para
lactobacilos e bifidobactérias, além de seus extratos apresentaram altos teores de -
glucanas e nédo houve incremento na atividade antioxidante. Tendo destaque os

cultivos de P. pulmonarius em TSPM20% e P. lecomtei em TCA80%.
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