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Resumo

As tortas (residuos da extracdo mecanica de dleo) da semente do pinhdo-manso
(TSPM) e do caroco de algoddo (TCA) ja se mostraram de grande interesse devido
ao seu potencial como fonte proteica na nutricdo animal, entretanto apresentam
compostos téxicos que poderiam limitar aplicagGes com esta finalidade. Alguns fungos
do filo Basidiomycota, cogumelos comestiveis, podem ser cultivados nestes materiais
e promover a destruicdo destes compostos téxicos, além de produzir compostos com
atividades antioxidante e antimicrobiana. Sendo assim, as tortas colonizadas por esses
macrofungos poderiam ser uma alternativa ao uso de antibidticos utilizados como
promotores de crescimento na nutricio animal. Este trabalho avaliou as atividades
antioxidante e antimicrobiana de extratos de biomassas lignoceluldsica-microbiana
apos a fase de colonizacdo de TSPM e de TCA misturados com casca de coco-verde em
diferentes proporgdes. Os macrofungos empregados foram da familia Pleurotaceae
(BRMO055674) e da familia Panaceae (BRM 044603), em TSPM e TCA, respectivamente.
Extratos metandlicos foram produzidos a partir de cada substrato e apds sua
colonizagcdo com os fungos. A atividade antioxidante foi avaliada por meio de trés
métodos (FRAP, ABTS e DPPH). Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados
por teste de difusdo de disco com os extratos contra bactérias patogénicas, Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 27154) e Salmonella enterica
(ATCC 14028) e posteriormente calculada a concentracdo inibitéria minima (CIM). Em
todos os fermentados houve reducdo na atividade antioxidante, possivelmente devido
a producdo de enzimas oxidativas pelos basidiomicetos. Os resultados sugerem que
os extratos metandlicos obtidos a partir dos colonizados de macrofungo BRM055674
contendo 20% de TSPM em coco verde e com fungo BRM 044603 contendo 80% de
TCA em coco verde possuem as melhores combinacGes de atividades antioxidante e
leve atividade antimicrobiana (500 pg/mL), respectivamente.
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Introducao

O pinhdao-manso (Jatropha curcas L.) tem sido considerado uma das alternativas de
interesse para atender a demanda de d6leo vegetal a ser usado na producdo de biodiesel
e bioquerosene no Brasil. Ha interesse do uso da torta residual da extracdo do éleo no
mercado de nutricdo animal, que é rica em proteinas (de 46% a 63%, dependendo do
método de extracdo do 6leo). No entanto, a presenca de compostos bioativos téxicos,
alergénicos e antinutricionais ainda restringe o uso da torta para nutricdo animal, sendo
os ésteres de forbol (EF) os principais componentes téxicos (Laviola; Rodrigues, 2019).

O caroco de algoddo também é uma semente oleaginosa utilizada para a producao
de biodiesel e seu subproduto, a torta do caroco de algoddao também possui potencial
de utilizacdo na alimentacdo animal devido seu alto teor nutritivo por ser rico em
proteicas (>20%), possuir fibras e carboidratos. Entretanto, os problemas provocados
na nutricdo animal pelo uso do caroco de algoddo sdo relacionados a presenca do
gossipol livre (GL), um composto polifendélico responsavel na planta pela protecdo
contra insetos, que afeta a fertilidade dos animais e também tem efeitos toxicos em
monogastricos (Conceicdo et al., 2018).

Pesquisas recentes sugerem que o uso de residuos agricolas como substratos
em bioprocessos, além de ser economicamente vidvel, reduz problemas ambientais
decorrentes do seu acumulo apds o processamento ou consumo (Conceicdo,
2018; Gomes et al., 2015). Nesse contexto, os macrofungos do filo Basidiomycota
desempenham papel fundamental na biodestoxificacdo desses residuos agroindustriais,
além de produzir metabdlitos bioativos com propriedades medicinais, como a atividade
antimicrobiana (Barros et al., 2007).

O uso de antimicrobianos como aditivos na agropecudria tem contribuido para o
sucesso do agronegdcio e consequentemente, para o superdvit da balanca comercial
brasileira. Em contrapartida, o mau uso de antibidéticos em animais contribui para o
aumento de resisténcia antimicrobiana causada por bactérias resistentes aos farmacos
disponiveis, sendo este um problema de saide mundial, atualmente (Septimus, 2018).

Os fungos filamentosos sdo fontes de substancias com atividades antimicrobianas,
antioxidantes e imunomodulatérias. O potencial antimicrobiano dos extratos de fungos
filamentosos é bem reportado. A implementacdo dos derivados de macrofungos na
alimentagao animal com a finalidade de reduzir o uso indiscriminado de antimicrobianos
€ uma alternativa de grande importancia e interesse comercial (Barros et al., 2007).

Diante do potencial dos fungos filamentosos e a busca do direcionamento sustentdvel
das tortas oleaginosas, o objetivo deste trabalho foi analisar atividades antioxidante e
antimicrobiana dos extratos de colonizados de dois macrofungos em TSPM em TCA para
posterior uso na alimentagao animal.
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Material e Métodos

Preparo e obten¢ao dos colonizados

Uma espécie de fungo da familia Pleurotaceae (BRM055674) e um da familia
Panaceae (BRMO044603), oriundos da colecdo de microrganismos da Embrapa
Agroenergia, foram mantidos em repique continuo em BDA. Para o preparo das
sementes, os microrganismos foram inoculados em trigo (previamente umedecido e
autoclavadoa121°Cdurante 1 hora). As biomassas foram preparadas nas concentracdes
de TSPM e TCA a 20%, 50% e 80% em casca de coco verde com a umidade ajustada
em 60%. Foram pesados 500 g dos substratos em sacos e esterilizados em autoclave
durante 1 hora a 121°C. O procedimento de autoclavagem foi repetido novamente
para evitar contaminac¢do de microrganismos endofiticos. Apds o resfriamento, foram
adicionados 30 g de indculo do macrofungo comestivel BRM055674 em substratos
contendo TSPM e 30 g de indculo de BRM044603 nos sacos com os substratos de TCA.
Os sacos inoculados, juntamente com sacos controle sem indculo (nomeados como
substratos) foram mantidos em ambiente sem controle de temperatura e umidade até
a colonizacdo total dos sacos (30 dias). Em seguida, os colonizados foram retirados dos
sacos, secos em estufa de circulacdo de ar a 40 °C durante 48 horas e triturados em
moinho de facas tipo Willey (peneira de 0,85 mm).

Producao dos extratos

Para a obtencdo dos extratos metandlicos foram utilizados 10 g de colonizados secos
e triturados em 200 ml de metanol que foram colocados em erlenmeyer e incubados em
shaker (180 rpm), temperatura ambiente (25°C), protegido de luz, por 48 horas. Apds as
48 horas, os extratos brutos foram filtrados em papel filtro, recolhidos e evaporados em
Rotaevaporador (Rotavapor R210/215, Blchi Labortechnik, Flawil, Suica) com banho a
40 °C. Em seguida, os extratos foram liofilizados, para a eliminacdo da dgua residual e
posteriormente mantidos em freezer a -20° até a realizacdo das analises.

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada a partir dos extratos dos substratos nao
colonizadas e dos colonizados por diferentes métodos que simulam a formacao de
espécies reativas de oxigénio. Foram empregados ensaios da atividade antioxidante,
tais como pela captura de radicais (DPPH’, ABTS™), diminuicdo da formacdo de espécies
reativas de oxigénio - EROs (FRAP). O método DPPH (2,2 difenil-1- picrilhidrazil) foi
realizado conforme método de Pires et al. (2017). O método de ABTS foi adaptado a partir
do método descrito por Re ET AL. (1999). O método de FRAP foi adaptado do método
de urrea-Victoria et al. (2016). Os resultados foram expressos em pug de trolox/mg de
extrato para os ensaios de DPPH e ABTS, e em pgFe?*/mg de extrato pela analise de
FRAP. As andlises foram realizadas em triplicata, a andlise estatistica foi realizada com
o software RStudio (R Core Team, 2016) e as imagens com o software GraphPrism8
(GraphPad Software, La Jolla, California, EUA).
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Atividade antimicrobiana

O teste de difusdo de disco foi realizado para avaliar a atividade antimicrobiana
dos extratos metandlicos, os quais foram submetidos ao rotavapor, e, posteriormente,
ressuspendidos e diluidos em DMSO (dimetilsulféxido) a 20%. Em cada disco de papel
filtro estéril com didametro de 6,0 mm foram inoculados 20 uL de extrato. Cada extrato
foi diluido em diferentes concentragées (2, 20, 200 e 2000 uL/disco). Os discos foram
incubados em placas de Petri estéreis com meio MHA onde foram previamente inoculados
0s microrganismos patogénicos Staphylococcus aureus (ATCC 27154, produtora de
enterotoxina), Salmonella enterica Typhi (ATCC 14028) e Escherichia coli (ATCC 27154),
por 24 horas a 35°C. O método de microdiluicdo de caldo foi realizado nos extratos que
apresentaram halos maiores que 10 mm e foi realizado conforme método descrito nos
documentos M7-A6 do National Committee for Clinical Laboratory Standards, M100-S15
e M100-S17 (CLSI, 2007), a fim de se obter a concentragdo inibitéria minima (CIM).

Resultados e Discussao

Todos os fermentados foram submetidos a quantificacdo de EF e GL em estudo
prévio (dados ndo publicados). As quantificacées de EF foram de 10,8 ppm (TSPM20%),
55,0 ppm (TSPM50%) e 46,0 ppm (TSPM80%), sendo todas as concentracdes menores
da concentracdo considerada segura para consumo animal de 90 ppm (Gomes et al.,
2018). Em relacdo ao GL, as quantificacdes foram de 0,11 ppm (TCA20%), 0,13 ppm
(TCA50%) e 0,19 ppm (TCA80%). A concentracao segura de GL para o consumo animal é
de 60 ppm (Saunders, 2017).

Atividade antioxidante

Na concentracdo de TSPM20% (Tabela 1), ndo houve diferenca na atividade
antioxidante dos colonizados em relacdo aquela dos respectivos substratos nao
inoculados, em todos os métodos empregados. Pelo método ABTS, houve aumento na
atividade antioxidante no colonizado em TSPM20%, sendo este o maior valor encontrado
em todos os tratamentos (53,5 pg trolox/mg de extrato). J& nas concentracdes de
TSPM50% e TSPM80%, pelos métodos FRAP e DPPH, foi possivel observar reducdo na
atividade antioxidante dos colonizados em rela¢do aos substratos.

Entre os ensaios realizados em TCA, foi observado que a atividade antioxidante medida
pelos métodos de DPPH e ABTS foram inferiores que as observadas para a TSPM; e que
quanto maior a concentra¢do de casca de coco (20% TCA) maior a queda da atividade
antioxidante percebida apds a coloniza¢do (Tabela 2) pelos métodos DPPH e FRAP. No
teste FRAP, o colonizado TCA80% ndo apresentou queda em sua atividade apds o cultivo;
pelo método ABTS apenas a concentracdo de TCA20% apresentou queda na sua atividade
do colonizado em relacdo a substrato, enquanto pelo método DPPH as atividades
antioxidantes dos colonizados foram menores que seus respectivos substratos.
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Tabela 1. Atividade antioxidante dos extratos metandlicos dos substratos ndo fermentados e fermentados
de BRM055674 em diferentes concentracdes de TSPM, pelos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP.%Y

DPPH’ (ug de Trolox/

ABTS* (ug de Trolox/

FRAP (ug de Fe**/mg

DG Amostra mg de extrato) mg de extrato) de extrato)
Substrato 33,6 £1,2" 36,0 + 1,4 42,7 + 0,8

TSPM 20%
Fermentado 22,5+0,4% 54,6 + 3,7 41,1 £ 0,9
Substrato 9,4 +0,1% 13,9 +£0,3% 29,2 + 0,3

TSPM 50%
Fermentado 8,2 +0,1%° 10,1 £ 1,28 23,4 +0,8%
Substrato 18,1 + 1,0 31,0 + 0,8 44,7 + 0,7

TSPM 80%
Fermentado 8,4 +0,3%° 13,0 £ 2,7% 25,6 +0,6%

() BRMO055674: espécie da familia Pleurotaceae; TSPM: torta de semente de pinhdo-manso. Médias diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras
mailsculas diferem médias de uma amostra (substrato ou fermentado) em diferentes concentragdes de TSPM de um mesmo ensaio; letras minusculas
diferem entre si entre substrato e fermentado em uma mesma concentragdo de TSPM de um mesmo ensaio.

Tabela 2. Atividade antioxidante dos extratos metandlicos dos substratos ndo fermentados e fermentados

de BRM 44603 em diferentes concentracdes de TCA, pelos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP.)

* +° 2+
Substrato - DPPH’ (pug de Trolox/  ABTS* (ug de Trolox/  FRAP (pg de Fe**/mg

mg de extrato) mg de extrato) de extrato)
Substrato 18,9 + 0,3 12,9 £ 0,4% 35,2 & 1l 5

TCA 20%
Fermentado 11,0 + 0,3 10,2 +0,8"° 22,5 +0,5%
Substrato 17,9 £ 0,25 11,2 +1,4% 39,2 +1,4"

TCA 50%
Fermentado 14,6 + 1,2% 11,3+ 1,2% 32,5+0,8%
Substrato 16,9 + 0,45 13,5+ 1,1% 36,7 + 1,02

TCA 80%
Fermentado 16,8 + 0,7 11,9 £ 0,4 35,3 + 0,5

(1) BRM44603: espécie da familia Pleurotaceae; TCA: torta de carogo de algoddo. Médias diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras maitsculas
diferem médias de uma amostra (substrato ou fermentado) em diferentes concentragdes de TCA de um mesmo ensaio; letras minusculas diferem entre
si entre substrato e fermentado em uma mesma concentragdo de TCA de um mesmo ensaio.

Segundo Floegel et al. (2011) comparando-se os métodos DPPH e ABTS, o ultimo
se mostrou mais fiel em relacdo a compostos antioxidantes lipofilicos e de alta
pigmentacdo. E importante ressaltar que os métodos ndo tém a mesma sensibilidade,
portanto esses fatores podem ser responsdveis por diferencas nos resultados entre os
testes. A diminuicdo da atividade antioxidante apds a colonizagao foi vista também por
lin; Wei; Chou (2006). Os fungos basidiomicetos sdo conhecidos por serem capazes
de degradar lignoceluloses de biomassas e nesse processo libera enzimas com grande
potencial oxidativo inespecifico, sendo uma explicacdo para a diminuicdao da atividade
antioxidante quando as biomassas sdo colonizadas (Kersten; Cullen, 2007). No entanto,
o colonizado de TSPM 20% apresentou resultados mais altos de atividade antioxidante
tanto pelo método ABTS quanto FRAP.

Atividade antimicrobiana

Foram considerados com atividade antimicrobiana os extratos que apresentaram
em placa halos de inibigdo maiores de 10 mm, e resistentes quando foram menores que
10mm, ou nao houve formac¢do de halo, conforme sugerido na literatura (Oliveira et
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al., 2008). Conforme Tabela 3, é possivel observar que todos os extratos se mostraram
resistentes contra as bactérias gram-negativas (S. enterica, E. coli). Ja contra S. aureus os
extratos de TCA80, TSPM20 se mostraram sensiveis com halos maiores que 10 mm. Em
contrapartida, os extratos de TCA20, TCA50 e TSPM80 com um halo menor que 10 mm,
se mostraram resistentes contra a mesma. Esses resultados estdao em concordancia
com o fato ja conhecido na literatura, de que a atividade antimicrobiana de cogumelos
contra bactérias gram-positivas é maior do que aquele com atividade contra bactérias
gram-negativas (Shen et al., 2017). Uma das razdes que explica esse fenébmeno é que as
bactérias gram-negativas possuem uma membrana externa e o espac¢o periplasmatico
ao redor da parede celular menos permedvel do que outras membranas que permite a
difusdo livre apenas de agua e alguns gases. Outra explicacdo é sobre um mecanismo
ainda inexplicdvel com relagdo a abertura e fechamento das porinas que podem dificultar
a entrada livre de substancias, principalmente antibiéticos (Venturini et al., 2008).

Tabela 3. Halos de inibigdo de extratos metandlicos contra S. aureus (ATCC 27154), S. enterica Typhy (ATCC
14028) e E. coli (ATCC 25922) pelo teste de difusdo de disco.

Extrato Con.c. el
(mg/disco) S. aureus S. enterica E. coli
Amoxilina 10 35,7+0,6 36,0+£0,0 20,6 £1,2
Controle (-) - N.S. N.S. N.S.
TCA20 2000 7,0£0,0 N.S. N.S.
TCA50 2000 95+1,5 N.S. N.S.
TCA80 2000 10,5+0,7 N.S. 90+1,4
TSPM20 2000 11,5+0,7 N.S. N.S.
TSPM50 2000 9,5+0,7 N.S. N.S.
TSPM80 2000 11,5+0,7 N.S. N.S.

(1) N.S.: ndo sensivel; TCA20: extrato metandlico de BRM044603 em TCA a 20%; TCAS50: extrato metandlico de BRM044603 em TCA a 50%; TCA80:
extrato metandlico de BRM044603 em TCA a 80%; TSPM20: extrato metandlico de BRM055674 em TSPM a 20%; TSPM50: extrato metandlico de
BRMO055674 em TSPM a 50%; TSPM80: extrato metandlico de BRM055674 em TSPM a 80%;

O ensaio de microdiluicdo de caldo foi realizado nos extratos TSPM20, TSPM80, e
TCA80, os quais apresentaram halo de inibicdo maior que 10 mm contra S. aureus. A
concentragdo inibitéria minima (CIM) foi de 500 pug/mL para todos os extratos, sendo
de 125 pg/mL para o controle positivo (amoxicilina). Conforme o documento M7-A6 do
CLSI/NCCLS e os suplementos M100-S15 e 17, considera-se CIM de 500 a 1000 pg/mL
como atividade antimicrobiana leve. Portanto, os trés extratos testados neste ensaio
apresentaram atividade antimicrobiana leve (NCCLS, 2003; CLSI, 2007).

Conclusoes

O presente estudo demonstrou que os microrganismos nao produziram antioxidantes,
pelo contrdrio, houve perda de atividade antioxidante no substrato fermentado que em
relacdo ao substrato ndo fermentado. Isso pode ocorrer devido a produgao de enzimas
oxidativas por fungos das familias Pleurotaceae e Panaceae, que sao degradadores
matéria lignoceluldsica. As menores perdas de atividade antioxidante dos fermentados
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de BRMO055674 ocorreram nos extratos na concentragao de TSPM20%, em relagao
ao substrato ndao fermentado. Para os fermentados de BRM44603, os extratos na
concentragao de TCA80%, tiveram a menor perda de atividade antioxidante em relagao
ao substrato ndao fermentado. A respeito do potencial antimicrobiano, os extratos dos
fermentados de TCA80, TSPM20 e TSPM80 apresentaram atividade leve contra S. aureus.

Portanto, considerando que na literatura esta descrito que a fermentacdao em estado
solido de basidiomicetos é capaz de degradar EF e GL presentes em nas tortas de pinhao-
-manso e carogo de algodao, respectivamente, além dos ensaios prévios de degradacao
gue apresentaram resultados dentro dos niveis recomendados para alimenta¢ao animal
nas concentracdes de compostos tdxicos, sugere-se ensaios in vivo para a comprovagao
do seu uso seguro.
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