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Ana Paula Bandeira Goho

Bioconversédo de Subprodutos Agroindustriais por Favolus brasiliensis em Cultivo
Submerso: Potencial Antioxidante, Antitirosinase e Fotoprotetor

RESUMO: A crescente demanda por solugdes sustentaveis e a valorizacdo de residuos
agroindustriais impulsionam a pesquisa em biotecnologia, especialmente na conversdo
mediada por microrganismos. Os basidiomicetos, como Favolus brasiliensis, destacam-
se por sua versatilidade metabdlica e pela capacidade de produzir metabdlitos secundarios
com potencial bioativo. Embora seja tradicionalmente conhecida por seu consumo
alimentar em algumas culturas, ainda sdo escassos 0s estudos sobre a espécie. Neste
contexto, a fermentacdo submersa surge como uma estratégia promissora para o cultivo
de micélio, oferecendo um ambiente controlado que otimiza a producdo de biomassa e de
metabolitos de interesse, superando as limitagdes do cultivo de corpos de frutificagdo.
Além disso, a utilizacdo de subprodutos agroindustriais, como o0 mela¢o de cana-de-
acucar (MC) e a polpa citrica peletizada (PCP), representa uma alternativa sustentavel
para o aproveitamento de residuos abundantes da agroindustria brasileira e alinha-se aos
principios da economia circular, transformando esses residuos em insumos
biotecnologicos valiosos. O melago, subproduto da industria sucroalcooleira, € rico em
acucares fermentesciveis, enquanto a polpa citrica, residuo da industria de sucos, contem
compostos organicos como Oleos essenciais e polissacarideos. Dessa forma, a
composicao nutricional desses substratos pode influenciar a biossintese de metabolitos
produzidos pelo fungo. Este estudo investigou o potencial bioativo do micélio de F.
brasiliensis cultivado por fermentacdo submersa em meios suplementados com MC e
com extrato de polpa citrica peletizada (EPCP), avaliando a influéncia desses substratos
sobre a producdo de biomassa, as atividades antioxidante, fotoprotetora e inibicao
enzimatica dos extratos. O micelio foi cultivado em meio liquido contendo nutrientes
esséncias em concentracdes definidas, suplementado com MC ou EPCP, em comparacao
ao controle com glicose. A biomassa micelial obtida foi seca, triturada e utilizada na
producdo de extratos miceliais com etanol a 80%. Apos a evaporagdo do solvente, 0s
extratos foram utilizados na determinacéo de fendis e flavonoides totais, na avaliacdo da
atividade antioxidante pelos métodos de sequestro de radicais livres, 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPHe), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS«") e pelo
método de poder antioxidante redutor de ion férrico (FRAP), na determinacdo da
capacidade de inibicdo enzimatica (tirosinase, acetilcolinesterase (AChE) e a-
glicosidase) e na determinacdo do fator de protecéo solar (FPS) e da razdo UVA/UVB. O
residuo agroindustrial empregado no meio de cultivo afetou o perfil metabdlico e as
propriedades bioativas dos extratos de F. brasiliensis. O cultivo em MC favoreceu a
producdo de biomassa micelial (12,87 g/L) enquanto o meio com EPCP apresentou
rendimento de 1,64 g/L. Em contrapartida, o EPCP atuou como indutor da producdo de
metabolitos secundarios, promovendo maiores teores totais de fendis e de flavonoides.
Esse perfil refletiu diretamente nas bioatividades observadas, com destaque para 0 maior
poder redutor determinado pelo método FRAP (95,60 + 3,48 pmol Fe?*/g), valor 41,3%
superior ao obtido em MC, além da inibicdo total (100%) da enzima tirosinase na
concentragéo de 3,0 mg/mL. Os extratos obtidos em MC, por sua vez, apresentaram maior
eficiéncia nos ensaios de sequestro de radicais livres DPPHe e ABTS+". A avaliagdo
fotoprotetora demonstrou comportamento dose-dependente para ambos 0s extratos, com
elevacéo dos valores de FPS e da razdo UVA/UVB conforme o aumento da concentragao.



Tanto MC quanto EPCP apresentaram protecdo de amplo espectro, atingindo FPS
proximo de 39, classificagdo “Ultra” para prote¢do anti-UVA e comprimento de onda
critico (Ac) de 370 nm. Por outro lado, as atividades de inibicdo da AChE e da a-
glicosidase foram inexpressivas nas condicOes avaliadas. Este estudo demonstrou a
viabilidade técnica da bioconversao de subprodutos agroindustriais por F. brasiliensis em
cultivo submerso, evidenciando que a composic¢ao do substrato influencia diretamente o
direcionamento metabdlico do fungo e o perfil funcional dos extratos produzidos. A
utilizacdo de MC e EPCP mostrou-se uma estratégia eficiente para agregar valor aos
residuos, contribuindo simultaneamente para préticas sustentaveis e para a economia
circular. As atividades antioxidante, fotoprotetora e antitirosinase observadas refor¢cam o
potencial inédito de F. brasiliensis como fonte promissora de biomoléculas de interesse.
Futuras pesquisas voltadas a caracterizacdo estrutural dos compostos produzidos e a
otimizacdo dos bioprocessos poderdo ampliar as possibilidades de aplicacéo industrial
desses metabdlitos naturais.

Palavras-chave: Basidiomicetos. Economia circular. Polpa citrica. Metabolismo fungico.
Melaco de cana-de-agucar.



Ana Paula Bandeira Gobho

Bioconversion of Agro-Industrial By-Products by Favolus brasiliensis under
Submerged Cultivation: Antioxidant, Anti-Tyrosinase, and Photoprotective Potential

ABSTRACT: The growing demand for sustainable solutions and the valorization of
agro-industrial waste are driving biotechnology research, especially in microorganism-
mediated conversion. Basidiomycetes, such as Favolus brasiliensis, stand out for their
metabolic versatility and ability to produce secondary metabolites with bioactive
potential. Although this species is traditionally consumed in some cultures, studies on it
remain scarce. In this context, submerged fermentation emerges as a promising strategy
for mycelium cultivation, offering a controlled environment that optimizes biomass and
metabolite production while overcoming the limitations of fruiting body cultivation.
Furthermore, the use of agro-industrial byproducts, such as sugarcane molasses (SM) and
pelleted citrus pulp (PCP), offers a sustainable alternative for managing abundant waste
from the Brazilian agro-industry and aligns with the principles of the circular economy,
transforming waste into valuable biotechnological inputs. Molasses, a byproduct of the
sugar and ethanol industry, is rich in fermentable sugars, while citrus pulp, a residue from
the juice industry, contains organic compounds such as essential oils and polysaccharides.
Therefore, the nutritional composition of these substrates can influence the biosynthesis
of metabolites produced by the fungus. This study investigated the bioactive potential of
Favolus brasiliensis mycelium cultivated by submerged fermentation in media
supplemented with molasses and pelleted citrus pulp extract (PCPE). It evaluated the
influence of these substrates on biomass production, antioxidant and photoprotective
activities, and the enzymatic inhibition of the extracts. The mycelium was cultivated in a
liguid medium containing essential nutrientes at defined concentrations, supplemented
with molasses or PCPE, and compared with a control supplemented with glucose. The
obtained mycelial biomass was dried, ground, and used to produce mycelial extracts with
80% ethanol. After solvent evaporation, the extracts were used to determine the total
phenol and flavonoid content, evaluate antioxidant activity by the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPHe), 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS*"), and ferric reducing antioxidant power (FRAP) assays, determine enzyme
inhibition capacity (tyrosinase, acetylcholinesterase (AChE), and a-glucosidase), and
determine the sun protection factor (SPF) and UVA/UVB ratio. The agro-industrial
residue used in the culture medium affected the metabolic profile and bioactive properties
of the F. brasiliensis extracts. Cultivation in the SM medium favored mycelial biomass
production (12.87 g/L), whereas the PCPE medium yielded 1.64 g/L. On the other hand,
PCPE acted as an inducer of secondary metabolite production, promoting higher total
levels of phenols and flavonoids. This profile was directly reflected in the observed
bioactivities, notably in the higher reducing power determined by the FRAP method
(95.60 + 3.48 umol Fe?*/g), a value 41.3% higher than that obtained in SM, in addition
to the total inhibition (100%) of the tyrosinase enzyme at a concentration of 3.0 mg/mL.
The extracts obtained in SM, in turn, showed greater efficiency in the DPPHe and ABTSe*
free radical scavenging assays. The photoprotective evaluation demonstrated dose-
dependent behavior for both extracts, with increases in SPF values and the UVA/UVB
ratio as concentration increased. Both SM and PCPE showed broad-spectrum protection,
reaching an SPF close to 39, an "Ultra" classification for anti-UVA protection, and a
critical wavelength (Ac) of 370 nm. On the other hand, AChE and a-glucosidase inhibition



activities were insignificant under the evaluated conditions. This study demonstrated the
technical feasibility of bioconverting agro-industrial byproducts using F. brasiliensis in
submerged culture, showing that substrate composition directly influences the fungus's
metabolic direction and the functional profile of the resulting extracts. The use of SM and
PCPE proved an efficient strategy for adding value to waste while contributing to
sustainable practices and the circular economy. The observed antioxidant,
photoprotective, and antityrosinase activities underscore the unprecedented potential of
F. brasiliensis as a promising source of bioactive molecules. Future research focused on
the structural characterization of the compounds produced and the optimization of
bioprocesses can expand the possibilities of industrial application of these natural
metabolites.

Key-words: Basidiomycetes. Circular economy. Citrus pulp. Fungal metabolism.
Sugarcane molasses.



CAPITULO |

Bioconversao de subprodutos agroindustriais por Favolus brasiliensis em cultivo
submerso: potencial antioxidante, antitirosinase e fotoprotetor

RESUMO: O cultivo de macrofungos em substratos a base de residuos agroindustriais é
uma estratégia para a producdo sustentdvel de moléculas de interesse industrial,
alinhando biotecnologia a economia circular. Este trabalho investigou o potencial
bioativo do micélio de Favolus brasiliensis cultivado em melaco de cana-de-agtcar (MC)
e em extrato de polpa citrica peletizada (EPCP) por fermentacdo submersa. A
metodologia abrangeu a producdo de biomassa, caracterizacdo micoquimica (fenois e
flavonoides totais), avaliacdo da atividade antioxidante pelos métodos de sequestro de
radicais livres, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonato) (ABTSe*) e pelo o método de poder antioxidante redutor de ion férrico
(FRAP), determinacdo da capacidade de inibicdo enzimatica (tirosinase,
acetilcolinesterase (AChE) e a-glicosidase), bem como a determinacdo do fator de
protecdo solar (FPS) e da razdo UVA/UVB. Os resultados demonstraram que o substrato
de cultivo influencia as propriedades bioativas dos extratos da espécie. O MC aumentou
o rendimento de biomassa (12,87 g/L) enquanto o EPCP apresentou rendimento de 1,64
g/L. No entanto, o EPCP atuou como indutor do metabolismo, resultando em maiores
teores de flavonoides e fenois totais, 0 que conferiu elevado poder redutor (FRAP) e
inibicdo total (100%) da tirosinase na concentracdo de 3,0 mg/mL. Por sua vez, 0s
extratos obtidos em MC apresentaram maior eficiéncia nos ensaios de sequestro de
radicais livres (DPPHe ¢ ABTS+"). Ambos os tratamentos exibiram protegdo solar de
amplo espectro, com FPS de 39 e classificacdo “ultra” para prote¢do anti-UVA. N&o
houve inibicdo significativa da AChE e a-glicosidase nas condigdes avaliadas. A
bioconverséao de subprodutos agroindustriais € tecnicamente viavel e mostrou-se eficiente
na agregacdo de valor aos residuos, além de contribuir para praticas sustentaveis. As
atividades bioldgicas reforcam o potencial de F. brasiliensis como fonte de moléculas de
interesse biotecnoldgico. Pesquisas de identificacdo de compostos e de otimizacdo de
bioprocessos poderdo ampliar as possibilidades de aplicacdo industrial desses
metabdlitos naturais.

Palavras-chave: Economia Verde. Etnomicologia. Fermentacdo submersa. Macrofungo.
Residuos agricolas.
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INTRODUCAO

A espécie Favolus brasiliensis (Fr.) Fr., um fungo degradador de madeira
pertencente a familia Polyporaceae, destaca-se como um basidiomiceto de relevante
interesse bioldgico, descrito por Sotome et al. (2013). Relatos etnomicoldgicos indicam
seu consumo como alimento por populacGes tradicionais da América do Sul e Central
(Vargas-Isla; Ishikawa; Py-Daniel, 2013), sugerindo ndo apenas sua seguranca bioldgica,
mas também um potencial inexplorado como recurso biotecnolégico. Apesar desse
contexto ancestral, a literatura cientifica carece de investigacdes sobre suas propriedades
bioativas, o que confere a esta espécie um carater de ineditismo e uma fronteira aberta
para a descoberta de novas biomoléculas.

A versatilidade metabolica dos basidiomicetos € sustentada pela producgédo de
enzimas hidroliticas e oxidativas, que permitem sua adaptacao a diferentes ambientes e
fontes de carbono, influenciando a producgédo de biomassa e 0 acimulo de metabdlitos
(Sutkowska-Ziaja et al., 2022, Vandelook et al., 2024). Nesse cenério, a fermentacéo
submersa do micélio vegetativo destaca-se como metodo tecnologico viavel, oferecendo
um ambiente controlado que garante a reprodutibilidade dos processos, a reducdo do
tempo de cultivo e a diminuicéo dos riscos de contaminagéo, superando as limitacGes do
cultivo de corpos de frutificacdo (Bakratsas et al., 2023).

A viabilidade econbmica dessa estratégia fermentativa esta ligada a valorizacao
de coprodutos agroindustriais, alinhando-se aos preceitos da economia circular e do
aproveitamento desses subprodutos. Como um dos principais produtores agricolas
mundiais, o Brasil apresenta elevada disponibilidade desses residuos com potencial
biotecnologico. Nesse cendrio, a relevancia do setor sucroalcooleiro é evidenciada pelos
dados da safra 2025/26, estimada em 673,2 milhdes de toneladas de cana-de-agucar, com
producdo de 44,18 milhdes de toneladas de agucar (CONAB, 2026). O melaco, um
subproduto viscoso gerado durante a centrifugacdo do acucar, destaca-se como 0
principal residuo do setor, que é obtido na proporcéo de 40 a 60 kg por tonelada de cana
processada (EMBRAPA, 2025), representando um potencial de geracdo entre 26,9 e 40,4
milhdes de toneladas. No entanto, embora sua rica composi¢do nutricional viabilize
aplicacGes na producdo de etanol e racdo animal, o uso do melaco bruto impGe pré-
tratamentos que podem onerar seu processamento industrial (Akram et al., 2026).

Paralelamente, a citricultura brasileira lidera a oferta mundial de laranja, com

safra para o periodo de 2025/2026 estimada em 13,5 milhdes de toneladas, que
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corresponde a 29% da producéo global (USDA, 2026b). A relevancia econdmica desse
setor é evidenciada pelo fato de o pais suprir cerca de 60% do consumo global de suco de
laranja (USDA, 2026a). Durante o processamento industrial para a extragdo do suco, a
fracdo de residuos gerada corresponde a cerca de 50% do peso total de cada fruta
processada (Ortiz-Sanchez et al., 2024). Entretanto, devido ao elevado teor de umidade,
a polpa citrica in natura apresenta répida degradacdo microbioldgica e fermentacao
esponténea, que dificultam seu armazenamento e transporte, além de gerarem riscos de
contaminacgdo do solo e de corpos d'agua quando o descarte ocorre de forma irregular
(Cinardi et al., 2025). Como uma das alternativas de uso e conservagédo, esses residuos
sdo submetidos a processos de secagem e peletizacdo, sendo a polpa citrica peletizada
(PCP), produzida a partir das fragdes solidas e liquidas remanescentes da extracdo do
suco (cascas, sementes e polpa), para comercializacdo, valorizacdo e para minimizar 0s
impactos ambientais negativos (Pinto et al., 2025). Por fim, esse material apresenta
elevada concentracdo de compostos organicos, como Gleos essenciais, polissacarideos
estruturais e agucares fermentesciveis, o que confere potencial para aplicagdo em
bioprocessos (De La Torre et al., 2019).

A valorizacdo biotecnoldgica de subprodutos agroindustriais esta relacionada a
capacidade desses substratos de modular o metabolismo fungico. Componentes
estruturais e compostos residuais presentes no melaco e na polpa citrica podem atuar
como fontes alternativas de carbono, estressores nutricionais ou indutores quimicos,
desencadeando respostas capazes de alterar a biossintese de metabolitos secundarios
(Bakratsas et al., 2023; Vamanu et al., 2024). Em basidiomicetos, essa resposta
metabolica adaptativa favorece a producdo de compostos bioativos, como fenolicos e
polissacarideos, associados a atividade antioxidante e a modulacdo de processos
oxidativos (Deveci et al., 2021). Além de sua capacidade antioxidante, a diversidade
quimica desses metabolitos amplia o potencial de aplicacdo dos fungos, especialmente na
prospeccdo de moléculas com atividade sobre diferentes alvos enzimaticos de interesse
farmacologico (Sutkowska-Ziaja et al., 2022).

Nesse contexto, a exploracdo de extratos fungicos tem avancado sobre alvos de
relevancia clinica e industrial. No campo da dermocosmética, a busca por inibidores
naturais da tirosinase, enzima limitante da melanogénese, e por agentes fotoprotetores
biologicos capazes de absorver a radiacdo UV tem impulsionado a prospeccdo de
basidiomicetos (Sutkowska-Ziaja et al., 2022). Paralelamente, o potencial de modulagao

de enzimas associadas a desordens metabdlicas (Deveci et al., 2021) e
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neurodegenerativas (Huo et al., 2025) amplia o horizonte de aplicagdo dessas matrizes
bioldgicas.

Diante desse cenario, o presente estudo teve como objetivo realizar a prospecgao
bioldgica do micélio de F. brasiliensis produzido por meio da bioconversdo de melago
de cana-de-acucar e de polpa citrica peletizada. A investigacdo buscou avaliar a influéncia
desses substratos agroindustriais na produgdo de biomassa e no perfil micoquimico do
fungo, por meio da quantificacdo de fendis e flavonoides totais. Adicionalmente, foram
investigadas as atividades antioxidantes antioxidante pelos métodos de sequestro de
radicais livres, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe), 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonato) (ABTS<") e pelo o método de poder antioxidante redutor de ion férrico
(FRAP), a capacidade de inibigdo enzimatica (tirosinase, acetilcolinesterase e a-
glicosidase) e o potencial fotoprotetor, por meio da determinagdo do fator de protecéo
solar (FPS) e da razdo UVA/UVB. Dessa forma, o estudo buscou correlacionar a
valorizagdo de subprodutos agroindustriais com a obtencdo de biomassa fungica e

compostos bioativos de potencial aplicacdo industrial.
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MATERIAL E METODOS

Material bioldgico

O organismo utilizado neste estudo foi o basidiomiceto da espécie Favolus
brasiliensis (Fr.) Fr., uma linhagem nativa coletada originalmente no Parque Nacional da
Cantareira (Sao Paulo - SP) e obtida junto ao Instituto de Boténica de Sao Paulo (CCIBt
4442). A linhagem encontra-se depositada na Colecdo de Culturas do Laboratdrio de
Biologia Molecular da UNIPAR (Umuarama - PR), sob o codigo U24-4, e foi
devidamente registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob 0 nimero A3F18D9.

Para a producéo de inoculo, a linhagem foi cultivada em meio sélido agar-extrato
de malte (AEM) 20 g/L a 28 £ 1 °C na auséncia de luz, por sete dias. Quatro discos de 6
mm de diametro contendo micélio sem setoriamento foram utilizados para inocular os

meios de cultivo para producdo de biomassa micelial.

Preparo dos subprodutos agroindustriais para cultivo de biomassa micelial

O melago de cana-de-acucar (MC) e a polpa citrica peletizada (PCP) foram
utilizados na composicdo do meio de cultivo para avaliagdo da sua influéncia no
crescimento micelial.

O MC (540 g/L de acucares totais) foi diluido em &gua destilada ultrapura (1:1,
m/m) a 40 °C até a obtencdo de uma mistura homogénea. A PCP foi utilizada na
preparacdo de um extrato de polpa citrica peletizada (EPCP) de acordo com Vandelook
et al. (2024). Inicialmente, a PCP foi triturada em liquidificador para reducao
granulométrica. Em seguida, 50 g do p6 foram misturados a 1 L de agua ultrapura e
autoclavados a 121 °C por 15 minutos. Apoés a filtracdo da mistura, o filtrado foi

considerado EPCP e utilizado na composicdo do meio de cultivo.
Cultivo em meio liquido para producdo de biomassa micelial
O cultivo foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de

meio liquido composto por: 1,5 g/L de KH2PO4,0,5 g/L de MgSO4,0,5 g/L de KCI, 0,036
g/L de FeSO4, 0,035 g/L de ZnSO4 e 1,0 g/L de extrato de levedura (Almeida et al., 2018).
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Foram adicionadas ao meio liquido trés fontes de carbono, sendo a glicose (20 g/L), usada
como controle, MC e EPCP. Os subprodutos foram adicionados ao meio de cultivo em
diferentes diluicGes (volume/volume) sendo 1:5, 1:10, e 1:20. Os meios foram submetidos
a autoclavagem (121 °C por 20 minutos) e, ap6s a inoculacdo com o micélio, os frascos
permaneceram por 21 dias a 28 £ 1 °C em estufas BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) sem agitacdo e na auséncia de luz (Halabura et al., 2023).

Os tratamentos que resultaram em maior biomassa foram selecionados para a

producdo em maior escala e para os testes de bioatividade.

Determinacéo da biomassa micelial

Os micélios foram recuperados no 21° dia de cultivo por filtracdo e mantidos em
estufa com circulacdo de ar a 60 °C até massa constante. ApOs secagem, a biomassa foi
congelada em nitrogénio liquido e triturada em almofariz até a obtencdo de um po fino,

utilizado para a obtengdo dos extratos.

Producao de extratos miceliais

Os extratos foram produzidos conforme descrito por Saltarelli et al. (2009), onde,
3 g de biomassa seca e pulverizada foram adicionados a uma solucao etanol:agua (80:20,
volume/volume). A mistura permaneceu a 50 °C por 60 minutos. Em seguida, foi
centrifugada a 4400 g por 20 minutos e o sobrenadante transferido para novo tubo. O
precipitado foi submetido a mais uma extracdo e centrifugado como descrito. Os
sobrenadantes das duas etapas de extracdo foram combinados e mantidos a -82 °C até o
momento das analises (Halabura et al., 2023). Para a remocéo do solvente e concentracao
do extrato, os filtrados foram mantidos em banho-maria a 40 °C por cinco dias, até a
reducdo do solvente. Ap0s a evaporacao, o extrato concentrado foi congelado e mantido
a -82 °C até a realizacdo dos ensaios de bioatividade (Halabura et al., 2023).

Para a realizacdo dos ensaios biolégicos e quimicos, 0s extratos concentrados
foram solubilizados em diferentes solventes, de acordo com a especificidade de cada
metodologia: etanol 80% (v/v) para as determinacdes de fendis totais, flavonoides, FRAP
e fator de protecdo solar (FPS); etanol 95% (v/v) para os ensaios de capacidade
antioxidante (DPPH e ABTS); e dimetilsulféxido diluido em agua ultrapura (DMSO

50%, v/v) para os ensaios enzimaticos (a-glicosidase, acetilcolinesterase e tirosinase).
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Determinagéo do teor de fendis totais

A quantificacdo de compostos fendlicos nos extratos do micélio foi realizada pelo
método Folin-Ciocalteau descrito por Singleton et al. (1999). Os extratos foram diluidos
em solucdo extratora (etanol a 80%) até concentragBes de 5; 7,5; 10 e 15 mg/mL.
Aliquotas de 20 pL foram misturadas com 155 pL de solucdo aquosa do reagente Folin-
Ciocalteau 10% (volume/volume) e 125 pL de carbonato de s6dio 7,5% (massa/volume).
A mistura foi mantida a 50 °C por 15 minutos e a variacdo da absorbancia determinada a
760 nm (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA). A mistura de solugédo extratora
e 0s reagentes foi usada como controle analitico. As concentragBes de fendis foram
calculadas a partir de curva padréo de acido galico (10 - 700 uM). Os resultados foram

expressos em pg equivalentes de acido galico (EAG) por mg de micélio (ug EAG/mg).

Determinacéo do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides foi determinado pelo método colorimétrico com cloreto de
aluminio segundo Alves e Kubota (2013). Os extratos foram diluidos em solucédo
extratora (etanol a 80%) até concentracdes de 5; 7,5; 10 e 15 mg/mL. Aliquotas de 150
ML dos extratos misturadas a 150 pL de solucdo de cloreto de aluminio 2%
(massa/volume) em etanol a 80% e mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos. A
variacdo da absorbancia foi determinada a 425 nm (SpectraMax Plus 384, Molecular
Devices, EUA). A solucao de cloreto de aluminio foi usada como controle analitico. A
concentracdo de flavonoides foi calculada de acordo com curva padrdo de quercetina (5
— 40 pg/mL). Os resultados foram expressos em pg equivalentes de quercetina (EQ) por

mg (ug EQ/mg) de micélio.

Determinacdo da atividade antioxidante

Determinaram-se as atividades antioxidantes dos extratos miceliais empregando-
se os métodos de sequestro de radicais livres DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e
ABTSe+ (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) e o método de poder
antioxidante redutor de ion férrico (FRAP). As determinagdes de DPPHe ¢ ABTS++

foram feitas com os extratos diluidos em etanol a 95% até as concentragdes de 10, 20, 30,



16

40 mg/mL, e para o FRAP os extratos foram diluidos em etanol a 80% até as
concentragdes de 5; 7,5; 10; 15 mg/mL.

Método de sequestro dos radicais DPPH*

Aliguotas de 10 pL de cada dilui¢do dos extratos miceliais foram adicionadas a
290 pL de DPPH (60 uM). A mistura foi mantida por 30 min a 22 °C no escuro. A
variacdo da absorbancia foi determinada a 515 nm em um leitor de microplacas
(SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA). Um controle analitico foi preparado
substituindo-se o extrato por 10 uL de etanol a 95%. A quantidade de extrato necessaria
para reduzir em 50% a concentracao inicial do radical DPPHe (concentragdo inibitoria =
ICso) foi calculada (Rufino et al., 2007a).

Método de sequestro dos radicais ABTSe+

A capacidade de sequestro do radical livie ABTSe+ foi determinada segundo
Rufino et al. (2007b). A solucdo de ABTS foi preparada pela mistura de 5000 uL de
ABTS 7 mM e 88 L de persulfato de potassio 140 mM. A solucdo foi mantida no escuro
a 25 °C por 16 h. Antes do uso, a absorbancia da solucdo de ABTS foi ajustada para
aproximadamente 0,7 + 0,05 nm a 734 nm por diluicdo com agua destilada. As reacdes
foram preparadas misturando-se 290 pL de solucdo de ABTS e 10 pL dos extratos de
micélio e mantidas no escuro a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida, a
absorbancia foi determinada a 734 nm em um leitor de microplacas SpectraMax Plus 384
(Molecular Devices, EUA). A quantidade de amostra necessaria para reduzir em 50% a

concentragao inicial do radical ABTSe+ (ICso) foi calculada.

Método de reducéo do ferro (FRAP)

Inicialmente, foi preparado o reagente FRAP misturando-se 25 mL de tampéo
acetato (300 mM, pH 3,6), 2500 pL de solucdo aquosa de TPTZ (2,4,6-Tri(2-piridil)-s-
triazina, 10 mM) e 2500 pL de solucdo aquosa de cloreto ferroso (20 mM). Os extratos
(10 pL) misturados a 290 pL do reagente FRAP, homogeneizado vigorosamente e

mantido a 37 °C por 30 min. A absorvancia foi determinada a 595 nm e o percentual de
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atividade antioxidante calculado em relag¢do a curva padrao de sulfato ferroso (2000 pM)

(Rufino et al., 2006).
Determinacdo da capacidade de inibi¢ao enzimética
Inibicéo da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade inibitoria sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE; EC 3.1.1.7) foi
determinada com um kit de triagem comercial (Sigma-Aldrich, EUA). O principio do
ensaio baseia-se na hidrdlise do iodeto de acetiltiocolina pela AChE, resultando na
formacdo de tiocolina. Esta, por sua vez, reage com o reagente de Ellman [&cido 5,5'-
ditiobis(2-nitrobenzoico) - DTNB], produzindo o &nion 5-tio-2-nitrobenzoato, de
coloracdo amarela, cuja intensidade & monitorada espectrofotometricamente.

Os extratos miceliais foram solubilizados em DMSO a 50% nas concentracdes de
trabalho de 5; 7,5; 10 e 15 mg/mL. O sistema reacional foi estabelecido em microplacas
de 96 pocos, pela adicdo de 45 pL da AChE (400 U/L) e 5 pL das solucdes de extrato.
Apos incubacéo a 35 °C por 15 minutos, adicionaram-se 150 pL de um mix de reagentes
(tampéo de ensaio, substrato e DTNB), iniciando-se a reacao.

As leituras de absorbancia foram realizadas a 412 nm em leitor de microplacas
(SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA) nos tempos 0 (T0) e 10 minutos (T10)
apos a adicdo do mix. O DMSO a 50% foi utilizado como branco para normalizacdo dos
resultados e as reacGes foram realizadas em triplicata. As misturas de todos o0s
componentes reacionais, exceto o extrato, e de todos 0s componentes, exceto o substrato,
foram utilizadas como controles analiticos. O percentual de inibicdo foi calculado com

base na taxa de variagao da absorbancia (AAbs) de acordo com a Equacao 1:

o AbsC — AbsE 1
%deinibicdo = (T) x100 1)

Onde, AbsC representa a absorbancia do controle e AbsE representa a absorbancia do

extrato.
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Inibi¢do da a-glicosidase

A avaliagdo da atividade inibitoria da enzima a-glicosidase (EC 3.2.1.20) foi
realizada conforme protocolos adaptados de Daou et al. (2022) e Ombra et al. (2022). O
principio do ensaio fundamenta-se na hidrolise do substrato p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosideo (p-NPG) pela enzima, que libera o produto cromogénico p-nitrofenol,
cuja coloracdo amarela € monitorada espectrofotometricamente. Os extratos miceliais
foram solubilizados em DMSO 50% para a obtengé@o das concentracdes de trabalho de 5;
7,5; 10 e 15 mg/mL.

O sistema reacional foi preparado em microplacas de 96 pocos utilizando tampéao
fosfato 100 mM (pH 6,8). Em cada poco, foram adicionados 100 pL de tampéo fosfato,
40 uL da solugdo do extrato e 20 uL da enzima a-glicosidase (1 U/mL), seguidos de
incubagdo a 37 °C por 10 minutos para promover a interacdo enzima-inibidor.
Posteriormente, adicionaram-se 40 L do substrato p-NPG (2 mM), procedendo-se a uma
nova incubagéo a 37 °C por 10 minutos.

A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 200 uL de carbonato de sédio (Na2COs
100 mM), que promove a alcalinizacdo do meio e intensifica a cor do produto formado.
As leituras de absorbancia foram realizadas a 405 nm em um leitor de microplacas
(SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA). As misturas de todos 0s componentes
reacionais, exceto o extrato, e de todos os componentes, exceto o substrato, foram
utilizadas como controles analiticos. Os ensaios foram conduzidos em triplicata técnica e

o percentual de inibicdo foi calculado conforme descrito na secdo anterior (equacao 1).

Inibicéo da tirosinase

A avaliacdo do potencial inibitorio sobre a enzima tirosinase (EC 1.14.18.1) foi
realizada por meio de ensaio colorimétrico em microescala. O principio do método
fundamenta-se na capacidade dos constituintes do extrato de impedir a conversdo do
substrato L-DOPA (L-3,4-di-hidroxifenilalanina) em dopacromo pela enzima. Para o
ensaio, 0s extratos miceliais foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO 50%) nas
concentracgdes finais de 5; 7,5; 10 e 15 mg/mL.

O sistema reacional foi estabelecido em microplacas de 96 pocos, utilizando-se
tampdo fosfato a 100 mM (pH 6,8). Em cada poco, foram adicionados 80 pL de tampéo

fosfato, 40 pL das solucdes de extrato, seguidos da adi¢do de 40 pL da enzima tirosinase
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(250 U/mL). Apo6s uma incubacdo prévia a 30 °C por 15 minutos, para favorecer a
interacdo enzima-inibidor, adicionaram-se 40 pL do substrato L-DOPA (5 mM) (Macrini
et al., 2009).

Uma segunda incubacdo foi realizada sob as mesmas condigdes para o
desenvolvimento cromogénico do dopacromo. A leitura da absorbéncia foi realizada a
475 nm em um leitor de microplacas (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA).
As misturas de todos 0os componentes reacionais, exceto o extrato, e de todos o0s
componentes, exceto o substrato, foram utilizadas como controles analiticos. As analises
foram conduzidas em triplicata e o percentual de inibicéo foi calculado conforme descrito
anteriormente (equacdo 1).

Determinacéo do fator de protecéo solar (FPS)

A determinacdo do fator de protecdo solar (FPS) in vitro foi realizada conforme
Oliveira et al. (2021), utilizando-se os extratos diluidos em etanol a 80% nas
concentragdes de 5, 7,5, 10 e 15 mg/mL. Para cada dilui¢ao, foram colocados 300 pL de
extrato em triplicata nos pocos. As leituras de absorbancia foram realizadas em leitor de
microplacas (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA), no intervalo de 290 a 320
nm, com incrementos de 5 nm. O etanol a 80% foi empregado como controle analitico.

O célculo do valor do FPS foi baseado na Equacao 2:

320

FPS = CFZ EEDIAD)| )| @)

290

Onde CF = 10 (fator de correcao), EE(L) = espectro do efeito eritemal, I(A) = espectro da
intensidade solar, Abs(A) = absorbancia da amostra no comprimento de onda A. Os valores

de EE(M) x I(X) sdo constantes (Mansur et al., 1986).
Determinacéo da razdo UVA/UVB

A razdo UVA/UVB é a razdo entre as areas sob as curvas de absor¢éo no espectro
UVA (320400 nm) e UVB (290—320 nm) (Wu et al., 2020). Quanto mais proxima a

proporgdo estiver da unidade, maior serd a classificacdo de prote¢do anti-UVA.
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O espectro de absorc¢éo de cada diluicdo do extrato foi determinado em triplicata,
entre 290 e 400 nm, com incrementos de 5 nm, em um leitor de microplacas SpectraMax
Plus 384 (Molecular Devices, EUA). O etanol foi utilizado como controle analitico. As

razdes UVA/UVB foram calculadas de acordo com a equagéo 3:

Jran AW D)/ 15 dD)

S A (D /) d (D) 3)

UVA/UVB =

Onde A(A) € a absorbancia média em cada comprimento de onda, e d(A) ¢ o
intervalo de comprimentos de onda entre as medicdes.
Os extratos foram classificados de acordo com os niveis de protecdo anti-UVA do

sistema Boot’s Star Rating (Boots, 2008), conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Grau de protecao anti-UV A segundo o sistema Boot’s star rating.

Limites UVA/UVB
0-0,2 0,21-04 041-06 061-08 081-09 >0,91

Protecdo

Anti-UVA Baixa Moderada Boa Superior Maéaxima Ultra

Analise estatistica

Os ensaios seguiram o delineamento inteiramente casualizado (DIC) consistindo
inicialmente 12 repeticdes para producdo de biomassa e, ap0s selecdo da melhor condicao
de cultivo, de 75 repeticdes de MC no tratamento 1:5 (MC5) e 162 repeticdes do EPCP
1:5 (EPCP5). Os resultados da producdo de biomassa nos meios selecionados e das
atividades antioxidantes foram avaliados por meio do teste t de Student ndo pareado, e as
diferencas significativas entre as médias foram determinadas a 5% de probabilidade.

Os ensaios analiticos foram conduzidos em triplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre as médias (p < 0,05)
determinadas pelo teste de Scott-Knott com auxilio do software Sisvar 5.6 (Ferreira,
2014).
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RESULTADOS

Favolus brasiliensis demonstrou viabilidade e adaptacdo metabdlica ao
apresentar crescimento micelial nos meios de cultura avaliados, sem evidéncias de
inibicdo do desenvolvimento fangico nas concentracGes testadas. Contudo, a producéao
de biomassa micelial revelou perfis distintos e estatisticamente significativos,
dependentes tanto da natureza do substrato quanto da diluicdo utilizada (1:5, 1:10 e 1:20).
Enquanto o cultivo em MC favoreceu o acimulo de biomassa de forma mais acentuada,
0 EPCP resultou em rendimentos modestos, sugerindo influéncia da natureza do
substrato, da densidade nutricional e da complexidade das fontes nutricionais no
crescimento micelial.

Do primeiro cultivo, o tratamento com MC na diluicdo 1:5 apresentou a maior
producéo de biomassa (8,07 + 1,93 g/L), 76% superior a do meio controle com glicose.
Em contraste, os meios com EPCP resultaram em actmulos inferiores, variando de 0,45
+0,02 g/L a1,55%0,01 g/L (Figura 1).
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Figura 1. Producdo de biomassa micelial (média £ desvio padrdo) de Favolus brasiliensis
cultivado em meio contendo melaco de cana-de-actcar (MC) e extrato de polpa citrica
peletizada (EPCP) em diferentes dilui¢des (1:5, 1:10 e 1:20 mg/mL). Médias indicadas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, de acordo com o teste de Scott-Knott, a
5% de probabilidade.

Com base nestes resultados, definiu-se pela utilizacdo da diluicdo 1:5 tanto para
0 meio MC quanto para o EPCP para a etapa de producdo em maior escala. O rendimento
final do tratamento MC foi de 12,87 £ 0,45 g¢/L, enquanto o EPCP registrou 1,64 + 0,07

g/L (Figura 2), que garantiu assim biomassa suficiente para as analises subsequentes.
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Figura 2. Producdo de biomassa micelial (média + desvio padrdo) de Favolus brasiliensis

cultivado em meio contendo melaco de cana-de-aglcar (MC) e extrato de polpa citrica
peletizada (EPCP) na razdo 1:5 (mg/mL). As médias diferem significativamente (p =
0,000037) de acordo com o teste t de Student ndo pareado.

A caracterizagdo micoquimica, revelou variacbes metabolicas em fungdo do
substrato utilizado. Os resultados compilados na Tabela 2 demonstram que o teor de
fendis totais obtido em meio EPCP (195,85 * 9,42 ug EAG/mg) foi 2,29 vezes maior do
que de MC. De forma semelhante, o teor de flavonoides totais tambem foi maior no meio
EPCP (302,50 + 12,44 ug EQ/mg), com teores 48% superiores aos do meio contendo

MC. Para ambos, as diferencas foram altamente significativas (p < 0,0001).

Tabela 2. Teor de fendis totais e de flavonoides totais dos extratos do micélio de Favolus

brasiliensis cultivado em meio com melaco de cana (MC) ou extrato de polpa citrica
peletizada (EPCP).

Método MC EPCP p-valor

Fendis totais
woU £ g, ,85+9, p <0,
(ug EAG/mg) 85,50 + 8,66° 195,85 + 9,422 0,0001

Flavonoides totais
(Lg EQ/mg) 204,42 +9,18° 302,50 + 12,442 p < 0,0001

Os resultados sdo expressos como média * desvio padrdo de trés repeticOes. Letras diferentes na mesma
linha indicam diferencas significativas de acordo com o Teste t de Student (p < 0,05).
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Quanto a atividade antioxidante (Tabela 3), os resultados revelaram
comportamentos distintos dependendo do mecanismo de acgdo testado. No ensaio FRAP,
destacou-se o extrato proveniente do cultivo em EPCP (95,60 + 3,48 umol Fe?*/g), que
apresentou um poder redutor 41,3% superior ao MC. Em contrapartida, nos ensaios de
sequestro de radicais livres, o extrato obtido do micélio cultivado em MC apresentou
maior eficacia, com valores de ICso para DPPHe (63,91 £ 0,18 mg/mL) e ABTS++ (34,63

+ 0,03 mg/mL) significativamente menores que os do EPCP.

Tabela 3. Atividades antioxidantes dos extratos do micélio de Favolus brasiliensis
cultivado em meio com melaco de cana-de-aglcar (MC) ou extrato de polpa citrica
peletizada (EPCP), determinadas pelos métodos do poder antioxidante redutor de ion
férrico (FRAP) e de captura dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) ¢ 2,2'-

azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTSe+).

Método MC EPCP p-valor
FRAP b a =
(umol Fezrjg) 6765118 9560+348 p =0,00019
DPPH (ICo) 6309110180 7257+048°  p=0,0001
(mg/mL)
ABIS= (IC0) 34634003  5311+087°  p=0,0007
(mg/mL)

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo, com trés repeticBes. 1Cso = concentragdo
inibitdria, que representa a concentracdo de extrato necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH e ABTS.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas de acordo com o Teste t de Student (p
< 0,05). Controles positivos - Quercetina, 1Csp = 0,0148 + 0,01 mg/mL (DPPH), Trolox, ICs = 0,003
0,00 mg/mL (ABTS) e Trolox 10,5 + 0,9 pmol Fe?*/g (FRAP).

A analise de fotoprotecdo revelou que os valores de FPS e a razdo UVA/UVB
foram influenciados de forma dose-dependente, elevando-se conforme o incremento na
concentracdo dos extratos. O meio EPCP destacou-se pelos resultados mais
significativos. Conforme ilustrado na Tabela 4, este substrato apresentou um FPS de
22,53 + 0,63 ja na concentracdao de 5 mg/mL, valor 48,5% superior ao obtido pelo meio
MC, além disso, o extrato do micélio do meio EPCP atingiu o patamar maximo de
sensibilidade do ensaio (FPS ~39) de forma mais precoce, na concentracdo de 10 mg/mL,
enquanto o meio MC exigiu a dosagem maxima (15 mg/mL) para alcancar desempenho

equivalente.
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Tabela 4. Fator de protecdo solar (FPS) dos extratos obtidos do micélio de Favolus
brasiliensis cultivado em meio com melago de cana-de-acucar (MC) ou extrato de polpa
citrica peletizada (EPCP).

3 FPS
Concentracao de

extrato (mg/mL)

MC EPCP
5 15,17 + 0,129 22,53 + 0,63
7,5 22,89 + 0,568 34,05 + 1,39
10 30,71 + 0,858 39,09 + 0,222
15 39,39 + 0,022 39,48 + 0,00

Os resultados sdo a média + desvio padrdo de trés repeticdes. Letras mindsculas na mesma coluna
comparam médias de FPS das diferentes concentracGes de extrato. Letras mailsculas na mesma linha
comparam médias de FPS nas diferentes condi¢des de cultivo micelial. Médias indicadas por letras distintas
diferem significativamente (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott.

No que tange a qualidade da protecdo, ambos 0s substratos proporcionaram
classificagdo 'Ultra’ para a protecdo anti-UVA (razdo UVA/UVB > 0,91) (Tabela 5). A
protecdo de amplo espectro foi consolidada mais rapidamente pelo EPCP, cujo
comprimento de onda critico (Ac) atingiu o limiar de 370 nm a partir de 10 mg/mL (Figura
4). Em contraste, 0 meio MC demandou a concentracdo de 15 mg/mL para atingir o
mesmo parametro de comprimento de onda critico (Figura 3), confirmando a
superioridade do substrato EPCP na inducdo de metabolitos com maior capacidade de

absorcéo nas faixas UVB e UVA.

Tabela 5. Razdo UVA/UVB, protecéo anti-UV A e comprimento de onda critico (Ac) dos
extratos hidroalcodlicos obtidos do micélio de Favolus brasiliensis cultivado em meio

com melaco de cana-de-actcar (MC) ou extrato de polpa citrica peletizada (EPCP).

MC EPCP
Extrato

(mg/mL) Razao Protecao 2 Razéao Protecéo N
UVA/UVB anti-UVA ¢ | UVA/UVB anti-UvA *¢
5 0,99 + 0,008 Ultra 365 | 1,14 + 0,00%A Ultra 365
7.5 0,99 + 0,008 Ultra 365 | 1,15+ 0,014 Ultra 365
10 0,98 + 0,018 Ultra 365 | 1,35+ 0,024 Ultra 370
15 1,20 + 0,023 Ultra 370 | 1,80 +0,03* Ultra 370
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Os resultados sao a média + desvio padrao de trés repeticdes. Classificacdo da protecdo anti-UVA segundo
0 Boot'’s star rating (Boots, 2008). Comprimento de onda critico > 370 nm indica protecdo solar de amplo
espectro. Letras mindsculas na mesma coluna comparam as médias de razdo UVA/UVB das diferentes
concentracdes de extrato. Letras maitsculas na mesma linha comparam as médias de razdo UVA/UVB dos
extratos obtidos nas diferentes condi¢cBes de cultivo. Médias indicadas por letras distintas diferem
significativamente (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott.
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Figura 3. Espectro de absorcéo de luz ultravioleta nas faixas UVB (290-320 nm) e UVA
(320-400 nm) dos extratos obtidos do micélio de Favolus brasiliensis cultivado em meio

com melacgo de cana-de-aclcar (MC).
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Figura 4. Espectro de absorcédo de luz ultravioleta nas faixas UVB (290-320 nm) e UVA
(320-400 nm) dos extratos obtidos do micélio de Favolus brasiliensis cultivado em meio

com extrato de polpa citrica peletizada (EPCP).
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Os extratos miceliais de F. brasiliensis exibiram elevada atividade inibitéria da
tirosinase, com aumento significativo da inibicdo em funcgéo da concentracdo (Tabela 6).
Em todas as concentracdes testadas, o extrato obtido do micélio cultivado em EPCP
exibiu percentuais de inibicdo superiores aos observados para 0 extrato produzido em
MC, com diferengas significativas mesmo nas menores concentragdes. O extrato do
miceélio cultivado em MC apresentou inibicdo variando de 81,34% a 95,63%, enquanto o
de EPCP alcancou valores entre 93,60% e 100%, alcancando a inibigéo total da atividade
enzimatica na maior concentracdo avaliada. De modo geral, os resultados indicam que o
meio de cultivo influenciou significativamente o potencial antitirosinase do micélio,
sendo a polpa citrica mais eficiente na inducdo da producdo de metab6litos com elevada

capacidade inibitdria, especialmente nas concentraces mais baixas do extrato.

Tabela 6. Inibicdo da atividade de tirosinase dos extratos do micélio de Favolus
brasiliensis cultivado em meio com melaco de cana (MC) ou extrato de polpa citrica
peletizada (EPCP).

Extrato MC EPCP
(mg/mL)
1 81,34 £ 0,37° 93,68 + 0,624
1,5 88,73 + 0,648 94,15 + 2,634
2 92,98 + 2,663 96,13 + 0,964
3 95,63 + 0,443 100,00 + 0,00%A

Os resultados sdo a média + desvio padrdo de trés repetices. Médias indicadas por letras diferentes diferem
significativamente (p < 0,05) de acordo com o teste de Scott-Knott. Letras minusculas na mesma coluna
comparam médias de inibigéo nas diferentes concentracOes de extrato. Letras maidsculas na mesma linha
comparam médias de inibicdo em diferentes condi¢des de cultivo.

Em contraste, os testes para as enzimas AChE e «-glicosidase ndo revelaram
potencial biotecnologico nas condicdes avaliadas. O extrato proveniente do meio MC
demonstrou baixa inibicdo para a AChE (maximo de 1,91 *+ 0,68% a 0,25 mg/mL),
enquanto o meio EPCP ndo inibiu a enzima. Quanto a «<-glicosidase, nenhum dos extratos

apresentaram atividades inibitdrias nas concentracdes testadas.
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DISCUSSAO

A suplementacdo do meio de cultura com coprodutos agroindustriais constituiu
um fator determinante para a eficiéncia biotecnolégica do processo, evidenciando que a
modulacdo nutricional é uma estratégia para direcionar o metabolismo flngico. O meio
suplementado com MC apresentou 0 maior rendimento de biomassa de F. brasiliensis,
quatro vezes superior ao de Lentinus crinitus produzido em extrato de malte sob as
mesmas condicOes laboratoriais (Halabura et al., 2023). Este vigor produtivo no meio
MC demonstra que o melaco de cana-de-acucar é uma fonte de carbono de féacil
assimilacéo e nutrientes (Bumroongsri, 2024), que maximizam o crescimento vegetativo,
consolidando-o como um substrato de alto rendimento para a producdo de biomassa
micelial, com potencial para producdo em escala.

Em contrapartida, o menor rendimento em EPCP n&o deve ser interpretado como
uma limitagdo técnica, mas sim como um estimulo a modificagbes metabdlicas. A polpa
citrica é reconhecidamente rica em polissacarideos complexos, como a pectina, celulose
e hemicelulose (Liu et al., 2022), cuja hidrolise requer a secrecdo de pectinases e de outras
enzimas lignoceluloliticas (Araujo et al., 2021). Contudo, a polpa citrica também contém
em torno de 16% de acucares soltveis (Rivas et al., 2008), provavelmente extraidos
durante a producéo de EPCP.

Essa menor taxa de crescimento de F. brasiliensis no meio EPCP pode ter atuado
como indutor do metabolismo secundario, fendmeno relatado em basidiomicetos sob
estresse nutricional (Zhong; Xiao, 2009). Enquanto o MC direcionou o fluxo de carbono
predominantemente para o acimulo de biomassa, 0 que pode limitar a disponibilidade de
precursores para as vias dos chiquimatos e policetideos (Berger et al., 2022), a
caracteristica nutricional do EPCP pode ter favorecido respostas adaptativas relacionadas
a sintese de compostos bioativos. Além disso, compostos volateis e Oleos essenciais
residuais presentes na polpa citrica podem atuar como indutores quimicos e eliciadores
metabolicos (Berikashvili et al., 2023).

A analise micoguimica corrobora essa hipotese, revelando que a composic¢do do
extrato fungico foi alterada pelo substrato. O meio EPCP induziu uma producédo de fendis
totais 2,29 vezes superior a do meio MC, além de elevar em 48% os teores determinados
pelos métodos de flavonoides. A observacao de que os valores obtidos para flavonoides
foram numericamente superiores aos de fendis totais em ambos 0s meios encontra

respaldo nas particularidades metodoldgicas dos ensaios. O método de Folin—Ciocalteu
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avalia a capacidade redutora global do extrato, sendo mais sensivel a fenois simples e a
compostos de baixo peso molecular com elevado poder redutor, ja& o0 método do cloreto
de aluminio quantifica a presenca de metabélitos capazes de formar complexos estaveis
com ions aluminio (AI**), como flavonoides e estruturas aromaticas conjugadas (Ferreira
et al., 2009; Heleno et al., 2015). Em basidiomicetos, a biossintese é frequentemente
direcionada para policetideos fendlicos, melaninas, pigmentos de alto peso molecular e
outras estruturas aromaticas complexas, que tém a capacidade de formar complexos
estaveis com ions metalicos como AP**, Fe** e Cu*", por meio de grupos funcionais
doadores de elétrons (Barros et al., 2009). Dessa forma, a predominancia dessas
estruturas no micélio de F. brasiliensis pode explicar a discrepancia entre os teores e esta
diretamente relacionada ao desempenho antioxidante observado.

Quanto a atividade antioxidante, o extrato EPCP apresentou potencial redutor
(FRAP) significativamente maior ao MC, indicando maior capacidade de transferéncia
de elétrons e reducédo de ions férricos. Em contrapartida, os ensaios de DPPH e ABTS
foram favorecidos pelo meio MC, sugerindo diferencas no perfil de compostos
antioxidantes produzidos em cada condi¢cdo de cultivo. Essa variacdo pode estar
relacionada a especificidade dos mecanismos avaliados por cada método, uma vez que
DPPH e ABTS se baseiam predominantemente na capacidade de sequestro de radicais
livres, enquanto o FRAP avalia o potencial redutor dos extratos (Huang; Ou; Prior, 2005).
A superioridade do EPCP no ensaio FRAP indica maior presenca de compostos com
capacidade redutora, caracteristica relevante para a inibicdo de enzimas metalo-
dependentes, como a tirosinase (Felegyi et al., 2023), e para a fotoprotecdo biologica
(Sutkowska-Ziaja et al., 2021).

A eficécia fotoprotetora de F. brasiliensis foi elevada em ambos os tratamentos,
com destaque para o meio EPCP, que atingiu o FPS de 39 e ampla protecdo UVA. A
consolidacdo do comprimento de onda critico (Ac = 370 nm) na concentra¢ao de 10
mg/mL, conforme o método de Diffey (1994), indica uma protecdo de amplo espectro
que atende aos rigorosos critérios da FDA et al. (2011) e da norma I1SO 24443 (2012).
Esse desempenho é clinicamente relevante, pois assegura prote¢do tanto contra o eritema
(UVB) quanto contra o fotoenvelhecimento e danos ao DNA dérmico (UVA) (Krutmann
et al., 2017; Pecorelli; Valacchi, 2022). Os polifenois fangicos oferecem uma defesa
multifuncional, absorvendo a radiagdo UV enquanto neutralizam o estresse oxidativo

secundario induzido pela exposicdo solar (Vamanu et al., 2024).
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No campo da dermocosmética, a inibicdo total (100%) da tirosinase pelo extrato
EPCP a 3,0 mg/mL é um resultado relevante. Essa eficacia superior pode estar
relacionada a presenca de metabolitos com alta afinidade pelo centro catalitico binuclear
de cobre da enzima (Felegyi et al., 2023). Comparativamente, Sulkowska-Ziaja et al.
(2022) observaram que a maior inibicdo alcancada por seis espécies de Ganoderma foi
de apenas 50,53% em concentracOes superiores (5 mg/mL) sob protocolos de
fermentacdo submersa comparaveis. Essa disparidade ressalta a eficacia do meio EPCP
em direcionar o metabolismo de F. brasiliensis para a sintese de inibidores de tirosinase,
indicando maior eficiéncia nas condicGes avaliadas.

Em contrapartida, a auséncia de atividade relevante para AChE e «-glicosidase
sugere uma seletividade funcional dos metabdlitos. A literatura aponta que a inibicéo
dessas enzimas por basidiomicetos depende frequentemente da presenca de alcaloides
(Deveci et al., 2024) ou esteroides especificos (Huo et al., 2025), que podem ndo ter sido
expressos ou extraidos sob as condigdes atuais. Embora os extratos brutos ndo tenham
mostrado potencial para uso em Diabetes ou Alzheimer, isso ndo descarta a presenca de
moléculas bioativas em concentragdes sub-detectaveis ou a necessidade de fracionamento
para remover interferentes do extrato bruto (Xie et al., 2020; Angelini et al., 2019).

Em concluséo, o conjunto de bioatividades observado para o extrato EPCP indica
um perfil funcional integrado: a capacidade antioxidante, a fotoprotecdo de amplo
espectro e a inibicao da tirosinase atuam de forma sinérgica. Os resultados posicionam F.
brasiliensis como uma nova e promissora matriz biotecnoldgica, provando que a
bioconversédo de residuos agroindustriais ndo € apenas uma solucdo ambiental, mas uma

via sofisticada para a obtencao de insumos de alto valor agregado.



CONCLUSAO

Este estudo revelou, de forma inédita, o potencial biotecnologico do micélio
de F. brasiliensis produzido via fermentacdo submersa na presenca de subprodutos
agroindustriais, consolidando essa espécie como uma fonte de biomoléculas de
interesse. A escolha do substrato resultou na modula¢do do metabolismo fungico,
validando a conversdo de subprodutos agroindustriais como estratégia sustentavel
para direcionar a biossintese de compostos bioativos.

Enquanto o MC foi mais eficiente para maximizar o rendimento de
biomassa, 0 EPCP favoreceu a sintese de metabélitos de interesse biotecnologico.
Os extratos obtidos a partir do cultivo em polpa citrica apresentaram maiores teores
de flavonoides e de fenois totais, elevada capacidade redutora, potencial
fotoprotetor associado a protecdo solar de amplo espectro e, especialmente, a
inibicdo total da enzima tirosinase. Os achados deste estudo indicam caminhos
promissores para pesquisas futuras, com perspectivas de investigacbes que
envolvam identificacdo de compostos dos extratos, escalonamento produtivo e
otimizacdo de processos fermentativos. Tais avancos poderdo viabilizar o
aproveitamento industrial sustentdvel dos bioativos de F. brasiliensis no

desenvolvimento de insumos dermocosméticos naturais.
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