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Bioacumulacao de ferro por Panus strigellus em cultivo submerso e seus efeitos no
metabolismo secundario e atividade antimicrobiana

RESUMO: A anemia ferropriva constitui um relevante problema de satde publica global,
demandando estratégias alternativas que promovam maior biodisponibilidade e seguranca na
suplementagdo de ferro empregada no tratamento e na prevengdo da anemia ferropriva,
apresenta limitagdes relacionadas a biodisponibilidade e a tolerabilidade. Nesse contexto,
fungos basidiomicetos apresentam elevado potencial biotecnologico para biofortificacdo
mineral e producao antimicrobiana. O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade
de bioacumulagdo de ferro pelo basidiomiceto Panus strigellus em cultivo submerso, bem como
investigar os efeitos desse enriquecimento sobre o metabolismo secundario e a atividade
bacteriana da biomassa micelial. O fungo foi cultivado em meio extrato de malte suplementado
com diferentes concentragoes de ferro (0 a 100 mg/mL), utilizando sulfato ferroso como fonte
mineral. A biomassa produzida foi obtida, extrato da biomassa foi analisado e o teor de ferro
bioacumulado foi determinado por espectrometria de emissao dptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES). A composi¢do quimica dos extratos hidroetanélicos foi analisada por
cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-
MS/MS), e a atividade antimicrobiana avaliada por meio da determinacdo da concentragao
inibitoria minima (CIM), utilizando o método de microdilui¢ao em caldo.A suplementagcdo com
ferro favoreceu o crescimento micelial, com maior producdo de biomassa observada na
concentragdo de 100 mg/mL. A bioacumulagdo apresentou comportamento ndo linear, com
maiores valores entre 10 e 80 mg/mL, destacando-se 42,88 nug/g na concentragdo de 20 mg/mL.
A eficiéncia de bioacumulagdo aumentou com a disponibilidade do metal, indicando maior
incorporacao total de ferro na biomassa, embora o teor de ferro por unidade de massa tenha
apresentado baixa correlagdo com o crescimento micelial. A andlise quimica revelou a presenca
de compostos fendlicos, incluindo vanilina, coniferil aldeido, sinapaldeido, hidroxibenzaldeido,
acido p-cumarico e 4cido nicotinico, com aumento significativo de alguns desses compostos na
biomassa enriquecida com ferro, evidenciando a modulacdo do metabolismo secundario. Nos
ensaios antimicrobianos, os extratos hidroetanolicos apresentaram atividade frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. O extrato da biomassa bioacumulada com ferro apresentou
CIM de 8,35 mg/mL frente a Staphylococcus epidermidis, enquanto o extrato sem
suplementagdo apresentou CIM de 16,65 mg/mL frente a Staphylococcus aureus. Para
Escherichia coli e Salmonella Typhi, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos. Conclui-se que Panus strigellus apresenta potencial para
biofortificagdo com ferro em cultivo submerso, associado a modulagdo do metabolismo
secundario e a produgdo de compostos fenolicos com atividade antimicrobiana. Esses achados
destacam o potencial da biomassa micelial como uma fonte promissora para o desenvolvimento
de alimentos funcionais e aplicagdes biotecnologicas.

Palavras-chave: Vanilina . Bioacumulagao de ferro. Cultura submersa. Polyporaceae. Lentinus
strigellus .



Iron bioaccumulation by Panus strigellus in submerged culture and its effects on
secondary metabolism and antimicrobial activity

ABSTRACT: Iron deficiency anemia constitutes a significant global public health problem,
requiring alternative strategies that promote greater bioavailability and safety in iron
supplementation used for the treatment and prevention of iron deficiency anemia, which still
presents limitations related to bioavailability and tolerability. In this context, basidiomycete
fungi exhibit high biotechnological potential for mineral biofortification and antimicrobial
production. The present study aimed to evaluate the iron bioaccumulation capacity of the
basidiomycete Panus strigellus under submerged cultivation, as well as to investigate the effects
of this enrichment on secondary metabolism and the antibacterial activity of the mycelial
biomass. The fungus was cultivated in malt extract medium supplemented with different iron
concentrations (0 to 100 mg/mL), using ferrous sulfate as the mineral source. The produced
biomass was collected, and biomass extracts were obtained. The bioaccumulated iron content
was determined by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES). The
chemical composition of the hydroethanolic extracts was analyzed by ultra-high-performance
liquid chromatography coupled with mass spectrometry (UHPLC-MS/MS), and antimicrobial
activity was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) using the
broth microdilution method. Iron supplementation promoted mycelial growth, with the highest
biomass production observed at the concentration of 100 mg/mL. Bioaccumulation exhibited a
non-linear behavior, with the highest values observed between 10 and 80 mg/mL, reaching
42.88 ng/g at the concentration of 20 mg/mL. Bioaccumulation efficiency increased with metal
availability, indicating greater total incorporation of iron into the biomass, although the iron
content per unit of mass showed low correlation with mycelial growth. Chemical analysis
revealed the presence of phenolic compounds, including vanillin, coniferyl aldehyde,
sinapaldehyde, hydroxybenzaldehyde, p-coumaric acid, and nicotinic acid, with a significant
increase in some of these compounds in the iron-enriched biomass, demonstrating modulation
of secondary metabolism. In antimicrobial assays, the hydroethanolic extracts showed activity
against Gram-positive and Gram-negative bacteria. The extract obtained from iron-
bioaccumulated biomass presented an MIC of 8.35 mg/mL against Staphylococcus epidermidis,
whereas the extract without supplementation showed an MIC of 16.65 mg/mL against
Staphylococcus aureus. For Escherichia coli and Salmonella Typhi, no statistically significant
differences were observed between treatments. It can be concluded that Panus strigellus
presents potential for iron biofortification in submerged cultivation, associated with the
modulation of secondary metabolism and the production of phenolic compounds with
antimicrobial activity. These findings highlight the potential of mycelial biomass as a promising
source for the development of functional foods and biotechnological applications.

Keywords: Yanomami. Iron bioaccumulation. Submerged culture. Polyporaceae. Lentinus
strigellus.



CAPITULO I

Bioacumulacio de ferro por Panus strigellus em cultivo submerso e seus efeitos no
metabolismo secundario e atividade antimicrobiana

RESUMO:A anemia ferropriva permanece como um relevante problema de satide publica
mundial, estimulando a busca por estratégias alternativas que promovam maior
biodisponibilidade e seguranga na suplementagdo de ferro. Nesse contexto, fungos
basidiomicetos apresentam elevado potencial biotecnologico para biofortificagdo mineral e
producao de metabolitos bioativos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade
de bioacumulag¢do de ferro por Panus strigellus em cultivo submerso, bem como investigar os
efeitos do enriquecimento sobre o crescimento micelial, o metabolismo secundario e a atividade
antimicrobiana. O fungo foi cultivado em extrato de malte e suplementado com sulfato ferroso
nas concentragdes de 0 a 100 mg mL. Foram avaliados a produ¢do de biomassa micelial, a
bioacumulagdo de ferro, a composi¢cdo mineral da biomassa, o perfil de compostos fendlicos
por UHPLC-MS/MS e a atividade antimicrobiana dos extratos hidroetandlicos e filtrados de
cultivo por determinag@o da concentracao inibitoria minima (CIM). A suplementacdo com ferro
influenciou no crescimento flingico, sendo observada maior produg¢do de biomassa na
concentragdo de 100 mg mL de ferro, com 1025 mg de biomassa, em comparagdo a 679 mg no
controle. A bioacumulacao apresentou comportamento nao linear, com maiores valores entre
10 e 80 mg mL, destacando-se a concentragdo de 42,88 ng/ g obtida em 20 mg mL. A analise
mineral evidenciou auséncia de metais pesados e alteracdes nos teores de ions essenciais,
incluindo redugdo de 71% nos niveis de potéssio e aumento de até 135% na concentragdo de
manganés. A analise quimica revelou a presenc¢a de aldeidos fenolicos, acidos fenolicos, acidos
organicos ¢ flavonoides, com destaque para vanilina, coniferil aldeido, sinapaldeido,
hidroxibenzaldeido e 4cido p-cumaérico. A biomassa enriquecida com ferro apresentou aumento
de 86% na concentracdo de vanilina e maior concentra¢do de acido nicotinico, indicando
modulagdo do metabolismo secundério em resposta a disponibilidade de ferro. Os extratos
apresentaram atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas,
sendo observada menor CIM frente a Staphylococcus epidermidis para a biomassa enriquecida
com ferro. Conclui-se que P. strigellus apresenta elevado potencial biotecnoldgico para
processos de biofortificagdo com ferro, associado a indugdo do metabolismo secundario e a
producdo de compostos bioativos com atividade antimicrobiana, demonstrando aplicabilidade
promissora para o desenvolvimento de alimentos funcionais e suplementos .

Palavras-chave: Panus sp. compostos fenolicos. Alimentos funcionais. Fenilpropanodides.
Polyporaceae.
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1 INTRODUCAO

A anemia ferropriva constitui um dos principais problemas de satide publica global,
afetando aproximadamente dois bilhdes de pessoas e representando a forma mais prevalente de
anemia no mundo, com impactos significativos no desenvolvimento cognitivo, na resposta
imunologica e na capacidade produtiva (Kassebaum et al., 2023; World Health Organization,
2023). Suplementacao de ferro por via oral, embora empregada no tratamento e na prevengao
da anemia ferropriva, apresenta limitacdes relacionadas a biodisponibilidade e a tolerabilidade
(Miah et al., 2024). A regulacdo da absorcdo intestinal mediada pela hepcidina pode reduzir
significativamente a captacao do ferro, enquanto o mineral nao absorvido pode causar efeitos
adversos gastrointestinais, como irritagdo da mucosa intestinal, inflamagao e alteracdes na
microbiota (Stoffel et al., 2020).

No Brasil, a prevaléncia da anemia permanece elevada, atingindo aproximadamente
20,9% das criangas menores de cinco anos e cerca de 29,4% das mulheres em idade reprodutiva,
com maior magnitude em populagdes socialmente vulneraveis e variagdes regionais (Nogueira-
de-Almeida et al., 2021). Mesmo diante da implementagdo de politicas publicas como o
Programa Nacional de Suplementag@o de Ferro e a estratégia NutriSUS, persistem desafios de
implementa¢do do tratamento, aceitabilidade e baixa adesdo as opgdes existentes (Paulino;
Nishijima; Sarti, 2021). Portanto, ¢ imprescindivel buscar alternativas que otimizem a
biodisponibilidade mineral, garantindo seguranca e tolerabilidade ao paciente.

A biofortificagdo surge como uma estratégia promissora para aumentar o teor ¢ a
biodisponibilidade de micronutrientes em alimentos (Falandysz, 2022). Entre os organismos de
interesse biotecnologico, os fungos basidiomicetos destacam-se pela capacidade de
bioacumular minerais e converté-los em formas organicamente complexadas, potencialmente
mais biodisponiveis € menos toxicas ao organismo humano. Adicionalmente, apresentam
elevada adaptabilidade metabolica, baixo custo de cultivo e ampla aplicabilidade na producao
de biomassa enriquecida para uso alimentar e farmacéutico (Scheid et al., 2020; Meniqueti et
al., 2022; Meloni; Falandysz; Fernandes, 2022). Propriedades biologicas estendem-se também
a atividade anti-inflamatoria (Getha, 2024), capacidade antimicrobiana (Lysakova et al., 2024),
acoOes neuroprotetoras e antitumorais, por exemplo (Badalyan; Rapior, 2021). A bioacumulagio
de ferro em micélios fungicos envolve mecanismos fisioldgicos complexos, como a producao
de sideroforos, a acidificagdo do meio e a atuagdao de sistemas de transporte de membrana
altamente regulados, que favorecem a solubilizacdo, captacdo e armazenamento intracelular do

metal (Kosman, 2003; Karaffa; Fekete; Kubicek, 2021).
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Além de seu papel na bioacumulagdo, a presenca de metais no meio de cultivo pode
atuar como fator modulador do metabolismo secundério fungico (Kosman, 2003; Karafta;
Fekete; Kubicek, 2021). Estudos indicam que o estresse por metais pode induzir a ativagao de
vias biossintéticas, como a via dos fenilpropanoides, promovendo o aumento da produgao de
compostos fenolicos com atividade biologica relevante (Vazquez-Armenta et al., 2022; Pinna,
2024). Esses compostos, incluindo aldeidos e 4cidos fendlicos, desempenham papel importante
na defesa celular e podem contribuir para a atividade antimicrobiana observada em extratos
fungicos (Lysakova et al., 2024). Dessa forma, a composi¢do mineral do meio de cultivo
representa uma estratégia relevante tanto para biofortificagdo quanto para a obtencdo de
biomassa funcional com propriedades farmacologicas.

Para a produ¢ao de biomassa micelial enriquecida, o cultivo submerso € uma alternativa
promissora por permitir menor tempo de produ¢do em comparacao ao cultivo em estado sélido
€ maior controle de pardmetros como pH, temperatura, aeragdo e disponibilidade de nutrientes
(Berger et al., 2022). Além disso, favorece a padronizacdo da biomassa e a producdo de
metabdlitos secundarios (Berger et al., 2022; Karaffa; Fekete; Kubicek, 2021)

O género Panus Fr. apresenta ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais
(Wang et al., 2020). No Brasil, a espécie P. strigellus destaca-se pelo consumo tradicional dos
povos indigenas Yanomami na Amazonia, conforme registrado por Sanuma et al. (2016) e
Vargas-Isla ef al. (2015). Além de sua relevancia cultural, o fungo apresenta potencial para a
prospeccdo de novos compostos com aplicacdes biotecnologicas e farmacoldgicas. Sua
composicao quimica ¢ caracterizada pela presenga de terpendides oligociclicos especificos do
género, como a panepofenantrina e a panapophenanthrin (Llanos-Lopez et al., 2023).
Complementarmente, inclui-se a producdo de outros metabolitos secundarios de interesse,
como policetonas, alcaldides, sesquiterpenos e derivados de quinonas epoxicas (Wang et al.,
2020).

Estudos recentes demonstram que basidiomicetos apresentam elevada capacidade de
bioacumulagdo mineral e producao de bioativos, destacando-se como organismos promissores
para aplicagdes biotecnoldgicas e nutricionais (Scheid et al., 2020; Meniqueti et al., 2022).
Além disso, diferentes espécies fungicas tém apresentado potencial antimicrobiano associado a
producdo de compostos fendlicos e outros metabolitos secundérios (Lysakova ef al., 2024). E
apesar do crescente interesse na utilizagdo de fungos para biofortificagdo mineral, ainda sdo

limitados os estudos envolvendo Panus strigellus, especialmente no que se refere a relagao
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entre bioacumulacdo de ferro, modulacdo do metabolismo secundario ¢ atividade
antimicrobiana.

Diante das limitagdes das terapias convencionais, o presente trabalho teve como
objetivo investigar o potencial biotecnologico do basidiomiceto Panus strigellus, avaliando sua
capacidade de bioacumulagdo de ferro em biomassa micelial obtida por cultivo submerso, bem
como a influéncia desse enriquecimento sobre a atividade antimicrobiana e a produgdo de
compostos fendlicos, visando ao desenvolvimento futuro de insumos aplicaveis a alimentos

funcionais e suplementos nutricionais.

2 MATERIAL E METODOS

Producao do in6culo

Foi utilizada a espécie Panus strigellus, sinominia Lentinus strigellus, linhagem U16-7,
pertencente a cole¢do de culturas do laboratorio de Biologia Molecular da Universidade
Paranaense. O micélio do fungo foi cultivado no escuro a 28 °C £ 1 °C, durante 7 dias, em agar
extrato de malte (20 g/ L) previamente autoclavado a 121 °C/ 20 min. O micélio homogéneo e sem
setoriamento foi selecionado para o inoculo. A espécie utilizada foi cadastrada no Sistema
Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)

sob o numero de registro A42E94F.

Producio de biomassa e bioacumulaciao de ferro em diferentes concentracoes

O meio de cultivo liquido foi composto por 100 mL de extrato de malte caldo (20 g/ L),
pH 6,5, adicionado de ions de ferro provenientes de sulfato ferroso nas concentragdes de 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mg/mL de ferro (Meniqueti et al., 2020). O meio de cultivo sem o
metal foi considerado o controle. Os Erlenmeyers de 250ml , contendo os meios de cultivo e a
solucao estéril de ferro, foram inoculados com trés discos de MEA de 5 mm de didametro contendo
o micélio do fungo em estudo. O crescimento da biomassa micelial foi a 28 °C + 1 °C, por 21 dias,
no escuro, sem agitacdo. Ao final do periodo de incubagdo (21° dia), os filtrados dos cultivos com
e sem suplementagdo de ferro foram obtidos por filtragdo em papel Whatman n° 1, transferidos
para microtubos protegidos da luz e armazenados em freezer a —20 °C até a realizacao dos ensaios

biologicos. O micélio foi centrifugado a 2900 rpm por 5 min a 4 °C, lavado com agua
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ultrapurificada trés vezes e seco em estufa de circulacao de ar a 60 °C até a obtengdo de massa
constante.

Para a extracdo de ferro, a biomassa micelial desidratada e macerada foi adicionada 1:12
(massa/volume) de 4cido nitrico (67%) e mantida a 22 °C =2 °C por 72 h. A mistura foi aquecida
a 100 °C e adicionada de 1:6 (massa/volume) de H>O: (30%) até completa solubilizagdo do
material. A mistura obtida foi filtrada em papel de filtro (porosidade de 14 pm) lavado e o volume
ajustado para 10 mL com agua ultrapurificada. A concentragdo de ions de ferro das amostras foi
determinada a partir de espectrofotometria de emissdo Optica, empregando plasma de argonio
indutivamente acoplado (ICP-OES) (ICAP PRO XP, Thermo Fisher). Para a andlise, preparou-se
uma curva de calibragdo (0 - 1 pg/mL de Ferro) (Leite, et al., 2024). A eficiéncia da
bioacumulagao foi calculada com base em ferro (em miligramas) translocado para a biomassa total
produzida em cada uma das concentragdes (Meniqueti et al., 2020). Para as demais andlises foi
consideras a biomassa bioacumulada na presenca de 80 mg/ mL/ Fe.

Além disso, foi avaliada a influéncia da concentragdo de ferro na concentragao de ions
metalicos da biomassa micelial. Foram avaliados Al, Se, Zn Cd, Co, Ni, Mn, Mg Cr, V, Cu, Ca,
Sr, Na, Li e K através de espectrofotometria de emissdo Optica, empregando plasma de argonio

indutivamente acoplado (ICP-OES) (ICAP PRO XP, Thermo Fisher).

Preparo do extrato da biomassa

A biomassa micelial crescida na presenga e auséncia de ferro foi produzida como
descrita anteriormente. Apos micélio foi submetido @ maceragdo com nitrogénio liquido a fim
de obter biomassa ultrafina, foi pesado 100 mg de biomassa bioacumulada, proveniente dos
cultivos contendo 80 mg/mL, em tubetes de 2,0 mL protegidos da luz a fim de preservar os
compostos ¢ adicionado de 500 uL de etanol 80:20 (Etanol/Agua). Os tubetes com biomassa e
solvente foram levados a banho maria durante 45 minutos a 50°C, apos foi realizado
centrifugacdo durante 10 minutos a 10°C e 6.000 rpm para obtencao do sobrenadante, esse
processo foi realizado duas vezes para obtengdo do extrato na concentracdo de 100 mg/mL

(Saltarelli, et al., 2009).

Identificacdo quimica do extrato etanolico de Panus strigellus por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢ao (UHPLC-MS).
O extrato etandlico de Panus strigellus bioacumulado com 80 mg/ mL/ ferro e sem,

foram analisados utilizando cromatografia liquida de ultra-eficiéncia, acoplada a espectrometria
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de massa em tandem (UHPLC-MS/MS) (Shimadzu® modelo 8050 MS e Nexera® X2 HPLC,
Kyoto, Japao), equipada com uma fonte de electrospray ionization (ESI). A ESI foi utilizada
em modo negativo e positivo, digitalizada com o modo de monitorizagdo de reagdes multiplas
(MRM). A energia de colisdo foi de 15 V (positiva) e 30 V (negativa). A tensdo da interface foi
de 3 kV, a corrente de 7pA, a temperatura de 300°C e as taxas de fluxo do gas de nebulizagao
e do gés de secagem foram de 3 L/min e 10 L/min, respectivamente. O argdnio foi utilizado
como gas de colisdo a uma pressdo maxima de 20 mPa. A separacdo cromatografica foi
realizada utilizando uma coluna C18 (5 um, 150 mm x 4,6 mm Shimadzu®). As fases moveis
foram 4gua ultrapura acidificada com 4acido férmico a 0,1% (A) e metanol grau MS (Merck®,
Darmstadt, Alemanha) (B). A elui¢do foi realizada em gradiente linear, 1-9 min (20% B), 10—
15 min (40% B) e 16-30 min (10% B), a um fluxo de 0,5 mL/min, a 40 -C. As amostras foram
filtradas (membrana hidrofébica de PVDF, tamanho de poro 0,45 um e 25 mm de didmetro), e
o volume de inje¢ao foi de 1 uL. (Damiado, et al., 2024).As amostras foram filtradas (membrana
hidrofobica de fluoreto de polivinilideno - PVDF , tamanho de poro 0.45um e 25mm de
didmetro) e o volume de injecdo foi de 1 puL. Curvas analiticas (10 - 250 ug L) foram obtidas
para os seguintes compostos: catecol, morina, isovanilina, &cido galico, quercetina,
hidroxibenzaldeido, naringenina, siringaldeido, 4cido clorogénico, acido siringico, acido
protocatecuico, dacido vanilico, dacido salicilico, vanilina, acido feralico, acido p-
hidroxibenzdico, naringina, acido p-cumadrico, acido cafeico, aldeido coniferilico, acido
sinapico, siringaldazina, catequina, sinapaldeido, luteolina, rutina, teobromina, epicatequina,
baicalina, crisina, 4cido quinico, 4cidomadlico, caempferol, cumarina, cafeina, acido resorcilico,

acido nicotinico e 4cido fumarico (Stevanato et al., 2025).

Atividade antimicrobiana
Microrganismos
As espécies bacterianas usadas na pesquisa foram Staphylococcus aureus ATCC 29213,

S. epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella Typhi ATCC 19214.

Preparo e padronizacio do indculo

Para os ensaios foi preparado uma dilui¢do da massa celular bacteriana a partir do
cultivo de 24 h. A concentragao final de células bacterianas foi ajustada de acordo com a Escala
0,5 de McFarland (1,5 x 103 UFC / mL) em solugdo salina estéril 0,9% e ap6s realizada a leitura

em espectrofotometro (Spectra Max Plus) a 625 nm. A seguir foi feita dilui¢do da suspensdo
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1:10 em meio da cultura Mueller Hinton Caldo obtendo-se um inéculo 1,5 x 107 UFC / mL e

adicionado a microplaca .

Atividade antibacteriana dos extratos etanoélico e filtrado do cultivo de Panus strigellus
pelo método de microdiluicio em caldo

A concentrag@o inibitoria minima (CIM) de cada microrganismo frente aos extratos
etanolicos e filtrados foi realizada por meio da técnica de microdilui¢do em série usando
microplacas de 96 pogos. Para cada microrganismo, foi realizada uma suspensdo padronizada
em solucao salina conforme descrito no item anterior. A CIM foi fornecida de acordo com o
método de microdilui¢ao em caldo (CLSI, 2015) modificado para produtos naturais. Os extratos
foram avaliados na faixa de concentracdo entre 0,048 a 50 mg/mL e o filtrado nas concentragdes
de 0,09% a 50%. Apo6s a dilui¢do seriada, 50 pL do indculo foi adicionado a cada pocgo e
submetido a incubagdo a 35°C por 24 h. A leitura foi realizada com a adigcao de 20 pL de
revelador 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (Reatec®) a 1,0% em cada poco seguida de
incubacao das microplacas a 35° C por 20 min. A CIM foi definida pela concentragdo menor

que resultou na inibicdo do crescimento visual de acordo com o revelador.

Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata, em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Apo6s a analise de variancia (ANOVA), os resultados de produgdo de biomassa micelial,
bioacumulagdo e eficiéncia foram submetidas ao teste de Scott-Knott (p < 0,05), e os dados da
composi¢ao quimica e atividade antimicrobiana ao teste de Tukey (p < 0,05). As analises foram
realizadas usando o software Sisvar versao 5.8 (Ferreira, 2014). Determinou-se o coeficiente
de correlagdo de Pearson (r) entre as varidveis: biomassa micelial, ferro bioacumulado no

micélio e rendimento (Mukaka, 2012).
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3 RESULTADOS

A produgdo de biomassa micelial in vitro de P. strigellus foi afetada pelo aumento da
concentragdo de ferro no meio de cultivo (Tabela 1). Na concentragdo de 100 mg/mL de ferro
foi observada a maior quantidade de biomassa (1025 mg), como consequéncia o rendimento foi
maior nesta concentracao, 3,41 g de biomassa por mL de meio de cultivo utilizado. A menor
bioacumulagdo foi no meio sem adi¢do de ferro (679 mg/mL). As concentragdes entre 10 e 90

mg/mL apresentaram quantidade intermediaria de biomassa micelial.

Tabela 1. Biomassa, rendimento volumétrico, ferro bioacumulado e eficiéncia de Panus strigellus em diferentes
concentragdes de ferro, proveniente de FeSOs, adicionado ao meio de cultura.

Concentracao Fe Biomassa Rendimento Fe bioacumulado Eficiéncia
adicionado ao meio de (mg) volumétrico (ng/g) (ng)
cultivo (mg/mL) (mg/ mL)
0 679+46 ¢ 2,26 +0,15¢ 29,02 +3,92 b 19,68 = 1,38 b

10 846+29b 2,82£0,09b 36,85+ 12,84 a 30,99+ 12,48 a
20 902 +41b 3,00+ 0,01 b 42,88 +8,17a 37,86 £7,63 a
30 897+21b 2,99 +0,07b 22,81 +£2,79b 20,88 £2,47b
40 875+ 63 b 291+ 021b 28,44 +£2,08 b 2591 +£2,13b
50 905+24b 3,01 £0,08b 40,16 +582 a 36,48 £ 4,77 a
60 813+ 153 Db 2,71+£0,51b 35,66 +2.24 a 31,48+ 1,17 a
70 887+31b 2,95+0,10 b 35,57+3,78a 31,35+ 5,16 a
80 906 £ 15b 3,02+0,05b 39,21 £12,08 a 35,74 +10,72 a
90 938+30b 3,12+ 0,10b 28,42 +5,05b 27,31 +4,8b
100 1025+ 69 a 341+£023a 26,57+6,83b 28,56 £ 6,63 b

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrio, de trés repetigdes. Letras diferentes na mesma coluna
indicam valores estatisticamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

As maiores bioacumulagdes de ferro foram registradas nas concentragdes de 10, 20, 50,
60, 70 e 80 mg/mL de ferro (Tabela 1). Estes resultados foram aproximadamente 1,44 vezes
maiores do que a quantidade bioacumulada no meio de cultivo ndo adicionado de ferro. Em
relagdo a eficiéncia, os melhores resultados foram nas concentracoes de 10, 20, 50, 60, 70, 80

mg/mL de ferro (Tabela 1).
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As concentracdes de ferro proveniente de FeSO4 adicionadas ao meio de cultivo e a
produgdo de biomassa micelial apresentam correlagdo moderada e valor positivo (Tabela 2),
para ferro bioacumulado a correlagdo ¢ fraca e valor negativo. Ja para eficiéncia a correlagao

foi fraca e positiva.

Tabela 02. Cocficientes de correlagdo entre ferro proveniente de FeSO4 e respostas de biomassa micelial,
bioacumulagdo de ferro nos micélios e eficiéncia.

Parametros Ferro
T T 1
Biomassa micelial 0,759
Ferro bioacumulado no micélio -0,087
Eficiéncia 0,193

A influéncia da suplementagao com ferro sobre a composi¢do mineral da biomassa
micelial foi avaliada por espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES), permitindo a quantificagdo dos ions metalicos Al, Se, Zn, Cd, Co, Ni, Mn, Mg, Cr,
V, Cu, Ca, Sr, Na, Li e K. Dentre os elementos analisados, potdssio, magnésio € manganés
apresentaram concentragdes superiores a 1 pug/g na biomassa micelial (Tabela 3). Observou-se
redugdo progressiva nos teores de potassio com o aumento da concentragao de ferro no meio
de cultivo, alcangando diminui¢cdo de até 71% em relagdo ao controle. Em contrapartida, o
manganés apresentou aumento de até 135% nas concentragdes intermediarias de ferro,
enquanto o magnésio manteve relativa estabilidade entre os tratamentos. Os que apresentaram

concentragdes consideraveis acima de 1 pg/g do metal na biomassa se encontram na Tabela 3.
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Tabela 3. Concentragdo de outros ions metalicos (ng/g) na biomassa de Panus strigellus influenciado por
diferentes concentracdes de ferro, proveniente de FeSOj, adicionado ao meio de cultura.
Concentracao Fe
adicionado ao meio K (ng/g) Mg (ug/g) Mn (ng/g)
de cultivo (mg/mL)

0 40,75+ 18,80 a 5+4,17a 2,47+0,55¢
10 26,60 +1,31b 3,66+248a 4,08 0,36 ¢
20 22,52+232 ¢ 485+330a 4,06+0,32 ¢
30 34,63 +025a 467+185a 3,66 +0,19 ¢
40 14,25+ 0,03 d 6,52+4,78 a 545+£049b
50 1526+ 0,13 d 6,75 +327 a 548+038b
60 14,95+ 1,96 d 47443192 3,81+£0,23 ¢
70 23424038 ¢ 7.40£539 a 5,80 0,75 a
80 11,71+ 0,19d 1,80+ 1,64 a 4,98+0,56b
90 1924+ 1,73 ¢ 544+281a 3,58 +0,36d
100 12,47 +3,07d 7,90 +0,29 a 2,51+0,384d

Os resultados s@o expressos como média + desvio padrdo, de trés repetigdes. Concentragdo de ions metalicos
potassio, manganés ,magnésio. Letras diferentes na mesma coluna indicam valores estatisticamente diferentes pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).

Também foi avaliada a influéncia da suplementagdo com ferro sobre a composicao de
compostos fenolicos presentes no extrato hidroetandlico da biomassa micelial produzida na
auséncia e na presenca de 80 mg/ mL de FeSOa (Tabela 4). Embora as concentragoes de 10, 20,
50, 60, 70 e 80 mg/mL de FeSOa. tenham apresentado valores estatisticamente semelhantes para
bioacumulagdo e eficiéncia de incorporacdo de ferro, a concentragdo de 80 mg/mL foi
selecionada para as analises subsequentes por reunir caracteristicas favoraveis de crescimento
micelial, rendimento volumétrico e enriquecimento mineral. A identificagdo dos metabolitos
revelou a presenga de aldeidos fenolicos, acidos fendlicos, acidos organicos e flavonoides.
Entre os compostos identificados, a vanilina apresentou a maior concentracdo definida, com
aumento de 87% na biomassa enriquecida com ferro em relagdo ao controle sem suplementagao
mineral. Também foram observados aumentos nas concentragdes de coniferil aldeido,

sinapaldeido, hidroxibenzaldeido, &cido p-cumarico e 4cido nicotinico na biomassa
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bioacumulada. Destaca-se ainda a presenca de acido quinico, acido p-cumaérico e coniferil
aldeido, compostos relacionados a rota biossintética da vanilina. O acido nicotinico também
apresentou concentragdo elevada na biomassa suplementada com ferro, atingindo 54,83 ng/g.
Esses resultados sugerem que a disponibilidade de ferro atua como moduladora do metabolismo
secundario de P. strigellus, favorecendo a biossintese de compostos fenodlicos associados a

resposta antioxidante e a atividade antimicrobiana. (Tabela 4)

Tabela 4. Concentragdo de compostos fendlicos (ug/g) presentes no extrato hidroalcodlico (80%) da biomassa de
Panus strigellus crescida na presenca ¢ na auséncia de ferro.

Composto Biomassa sem adicao Biomassa bioacumulada com ferro (80

de ferro mg/mL)

Aldeidos Fenolicos

Vanilina 37,26 £ 1,71 bB 69,66 £ 0,26 aA
Isovanilina <0,25 <0,25

Coniferil aldeido 12,13 £ 0,28 bC 15,68 + 0,34 aC

Sinapaldeino 0,64 +£0,01 bH 1,16 £ 0,06 aG

Hidroxibenzaldeido 1,85 +£0,18 bG 3,36 £ 0,03 aE

Acidos fenélicos

Ac. protocatecuico 6,43 £0,13 aD 5,93 £0,20 aD

Ac. p-hidroxibenzdico 2,95+0,18 aF 2,64 +£0,22 aF

Ac. resorcilico 6,33 +£0,09 aD 5,48 £0,01 aD

Ac. p-cumarico 3,87 £0,30 bE 5,27 +£0,08 aD
Ac. quinico >75 >75

Acidos organicos

Ac. nicotinico 45,16 £0,19 bA 54,83 + 0,86 aB

Ac. malico >75 >75
Ac. fumarico >75 >75
Flavonoides
Rutina 0,32+ 0,03 aH 0,31+ 0,08 aH

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo, de trés repeti¢cdes. Letras minusculas na mesma linha
indicam valores estatisticamente diferentes e letras maitusculas diferentes na mesma coluna indicam valores
estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Por fim, foi avaliado a CIM do extrato etan6lico do micélio bioacumulado na presenga
de 80 mg/ mL de ferro e na auséncia de ferro e do filtrado resultante destes cultivos frente a 4

espécies de bactérias (Tabela 5). O extrato etanolico da biomassa biocumulada apresentou
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melhor resultado frente a S. epidermidis (8,35 mg/mL) e o extrato da biomassa crescida sem
adicao de ferro apresentou melhor acao contra S. aureus (16,65 mg/mL). Também ¢é importante
ressaltar que os dois extratos apresentaram resultados estatisticamente iguais contra as bactérias
Gram-negativas avaliadas, E. coli e S. Typhi (Tabela 5). Os filtrados resultantes do cultivo
também apresentaram a¢ao antibacteriana contra S. aureus, S. epidermidis e S. Typhi, sendo o

melhor resultado do filtrado sem a presenca de ferro contra S. aureus (12,5%).

Tabela 5. Concentracdo inibitoria minima (CIM) de extrato proveniente do micélio bioacumulado de Panus
strigellus bioacumulado nas presencas de 80 pg/ mL e auséncia de ferro e do filtrado resultante destes cultivos.

Amostra (mg/mL) S. aureus S. epidermidis E. coli S. Typhi
| | | | |
Extrato biomassa com Ferro 27,75 +9,61b 8,35+0a 11,1 £4,80 a 8,35+0a
Extrato biomassa sem Ferro 16,65+0a 16,65+0b 5,54+240a 8,35+0a
| |
Amostra (%) S. aureus S. epidermidis E. coli S. Typhi
| |
Filtrado com Ferro 25+0a 50+0a > 50 25+0a
Filtrado sem Ferro 125+0Db > 50 > 50 25+0a

Os resultados s3o expressos como média + desvio padrdo, de trés repetigoes. Letras minusculas diferentes na
mesma coluna, em separado para o extrato etandlico e para o filtrado, indicam valores estatisticamente diferentes
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram que a suplementacao de ferro no meio de cultivo
exerce influéncia significativa na producao de biomassa, na bioacumulagdo e na eficiéncia de
incorporacdo desse elemento em P. strigellus. De modo geral, observou-se aumento do
crescimento micelial em relagdo ao controle, especialmente em concentragdes intermedidrias e
elevadas de ferro, sugerindo a atuagdo desse metal como cofator essencial em processos
metabolicos associados a formagdo de biomassa (El-Sayed, 2022). Entretanto, em
concentracdes mais elevadas, verificaram-se oscilagdes no crescimento ¢ nas concentracoes de
outros ions metalicos, indicando possiveis mecanismos de regulagdo relacionados a homeostase
do ferro e ao equilibrio i6nico intracelular (Scheid et al., 2020; El-Sayed, 2022).

No que ¢ relativo a bioacumulacdo de ferro, os maiores valores foram registrados nas
concentragdes de 10, 20, 50, 60, 70 e 80 mg/ml. Essa ndo linearidade pode ser atribuida aos
mecanismos regulatdrios inerentes aos basidiomicetos, que incluem a secre¢ao de siderdforos,
a acidificagdo do meio e a reducgdo do ferro férrico (Fe**) a ferroso (Fe?"), estratégias que elevam
a biodisponibilidade do metal. Entretanto, esses mecanismos possuem limites fisioldgicos,
resultando em saturagdo em concentragdes mais elevadas (Scheid ez al., 2020). De acordo com
Scheid et al. (2020), o acimulo de ferro em micélios de basidiomicetos depende tanto das
caracteristicas fisiologicas de cada espécie quanto da disponibilidade do metal no meio de
cultivo, mostrando que o potencial de bioacumulagdo ¢ a eficiéncia de aproveitamento do ferro
sdo caracteristicas especificas de cada espécie.

A eficiéncia de bioacumulagdo indica que os processos fisioldgicos de captacdo e
regulacdo de ferro em basidiomicetos sdo responsivos a disponibilidade externa desse elemento.
Tal comportamento ¢ compativel com a atuacdo de mecanismos especializados, como a
produgdo de sider6foros, os quais apresentam alta afinidade por Fe?" e outros cations metalicos,
favorecendo sua solubilizagdo, transporte e internalizacdo celular. Dessa forma, variacdes na
concentragdo de ferro no meio podem resultar em respostas metabolicas que influenciam
diretamente a eficiéncia de assimilagdo e utilizacdo do metal pelo micélio (Zelaya-Molina et
al., 2025).

Em contrapartida, a baixa correlagdo observada entre o teor de ferro bioacumulado e a
biomassa micelial (r = —0,087) indica que o acimulo do metal ndo est4 diretamente associado
ao crescimento fungico, mas sim a influéncia dos ions metalicos sobre vias metabolicas
especificas, bem como a inducdo da secrecdo de acidos organicos capazes de modificar o pH

do meio e, consequentemente, a biodisponibilidade do ferro. Tais alteragdes no microambiente
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quimico contribuem para uma dindmica complexa de absor¢do e armazenamento, na qual o
acumulo de ferro pode ocorrer independentemente do incremento de biomassa. Além disso,
esse padrdo pode refletir um equilibrio fisiologico entre a demanda metabolica por ferro e a
necessidade de mitigagdo de estresse oxidativo, fenomeno descrito em estudos sobre o
metabolismo fungico sob exposicdo a metais (Karaffa; Fekete; Kubicek, 2021).

A suplementacdo de ferro no meio de cultivo promoveu alteragdes na composi¢ao
mineral da biomassa de P. strigellus, evidenciadas principalmente pela redugdo dos teores de
potassio nas concentracdes entre 40 e 100 mg/ mL de FeSOa, nas quais foram observados os
menores valores desse ion. Em contrapartida, o manganés apresentou aumento nas
concentragdes intermediarias de ferro, com maiores valores registrados entre 40 e 80 mg/ mL,
destacando-se a concentracao de 70 mg/ mL, que apresentou 5,80 pug /g. J4 0o magnésio manteve-
se relativamente estavel entre os tratamentos avaliados. Esses resultados sugerem a ocorréncia
de interagdes competitivas entre ions metalicos e mecanismos fisiologicos de adaptacao a
disponibilidade de ferro no meio de cultivo. (Kosman, 2003; Karaffa; Fekete; Kubicek, 2021).

Os resultados obtidos para os compostos fendlicos em P. strigellus cultivados in vitro
evidenciam padrdes compativeis com achados recentes descritos para basidiomicetos. A
detec¢do de concentracdes elevadas de vanilina, hidroxibenzaldeido e acido p-cumadrico
encontra respaldo em estudos que relatam a presenca de compostos fenolicos bioativos em
espécies do género Phellinus, incluindo atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (Vazquez-Armenta et al., 2022). Segundo os autores, compostos
fenolicos isolados apresentaram concentracdes inibitorias minimas variando entre 1 e 16,7 pug/
mL contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas. Embora os valores de CIM observados
para os extratos de P. strigellus tenham sido superiores, os resultados demonstram atividade
antibacteriana relevante, especialmente frente a Staphylococcus epidermidis, cuja menor CIM
foi de 8,35 mg/mL na biomassa enriquecida com ferro. Esses achados sugerem que os
compostos fendlicos identificados podem contribuir de forma sinérgica para a atividade
antimicrobiana observada nos extratos fingicos.

Adicionalmente, a suplementagdo com ferro promoveu aumento na produgdo de
compostos fenolicos no extrato hidroetandlico da biomassa, com destaque para a vanilina,
evidenciando o papel desse elemento como modulador do metabolismo secundério. Importante
ressaltar que o 4acido nicotinico, também identificado, ndo se enquadra na classe dos compostos
fendlicos, sendo um derivado da piridina, o que sugere que a disponibilidade de ferro impacta

multiplas rotas metabolicas além da via dos fenilpropandides. A indugdo dessa via, responsavel
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pela biossintese de aldeidos e acidos fenolicos, pode estar associada ao estresse oxidativo
decorrente do aumento da concentragao intracelular de ferro, favorecendo a geragao de espécies
reativas de oxigénio e, consequentemente, a ativacdo de mecanismos de defesa celular. A
presenca de ferro pode favorecer a formacdo de espécies reativas de oxigé€nio, ativando
mecanismos de defesa celular que resultam no acimulo de metabodlitos com reconhecida
atividade antioxidante e potencial antimicrobiano (Pinna, 2024; Vazquez-Armenta et al., 2022).

De forma complementar, a revisdo conduzida por Lysakova et al. (2024) destaca que
extratos de basidiomicetos obtidos com solventes polares, como o etanol, frequentemente
apresentam atividade antimicrobiana tanto contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-
negativas. Os autores ressaltam ainda que as concentragdes inibitérias minimas (CIM) de
metabdlitos fendlicos isolados podem variar consideravelmente, com valores reportados entre
1e 16,7 pg/ml.

Os resultados obtidos para os compostos fenodlicos do micélio cultivado in vitro
evidenciaram teores elevados de vanilina, hidroxibenzaldeido e acido p-cumarico,
corroborando achados recentes descritos para basidiomicetos. A deteccdo de vanilina e acido
p-cumadrico também estd de acordo com o perfil fendlico previamente relatado para Panus
strigellus por Ribeiro (2024). Compostos fendlicos com relevante atividade bioldgica também
foram descritos em espécies do género Phellinus, incluindo atividade antimicrobiana frente a
E. coli e S. aureus (Vazquez-Armenta et al., 2022). O aumento desses compostos na biomassa
bioacumulada sugere que a suplementagdo com ferro atuou como moduladora do metabolismo
secundario fingico, favorecendo a biossintese de moléculas bioativas relacionadas a atividade
antibacteriana observada e a resposta ao estresse oxidativo (Pinna, 2024; Lysakova et al., 2024).

Para essas espécies, CIMs variando entre 3,86 e 31,25 pg/mL foram descritas frente a
patogenos como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (Lysakova et al., 2024). Tais
achados estdo em consonancia com estudos recentes que investigam a capacidade biossintética
de basidiomicetos cultivados em sistemas submersos, nos quais a producdo e secre¢dao de
compostos bioativos demonstram seletividade frente a diferentes microrganismos patogénicos
(Lysakova et al., 2024; Lysakova et al., 2025).

Adicionalmente, observou-se que a maior atividade inibitoria contra S. aureus ocorreu
nos extratos provenientes de biomassas sem bioacumulacdo de ferro. Esse resultado pode ser
explicado pela elevada dependéncia de ferro por parte dessa bactéria Gram-positiva, que utiliza
o metal como nutriente essencial para o crescimento e para a expressao de fatores de viruléncia

(Cassat; Skaar, 2013). Em condi¢des de baixa disponibilidade de ferro, os basidiomicetos
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tendem a secretar sideroforos e outros metabolitos quelantes que sequestram o ferro residual do
meio, inibindo o desenvolvimento bacteriano por meio de um mecanismo de privagdo
nutricional (Marchetti ef al., 2020). Por outro lado, a presenca de ferro bioacumulado no extrato
pode ter atuado como um fator atenuante da atividade antimicrobiana para essa linhagem
especifica, ao fornecer o metal necessario para a manutengdo do metabolismo bacteriano. Chen
et al. (2023) avaliaram os mecanismos de acao da vanilina frente a E. coli; ap6s o tratamento,
foram observados danos ao sistema de membranas, despolarizacdo da membrana e vazamento
de 4cido nucléico e proteina. J& em bactérias Gram-positivas, como por exemplo, S. aureus e
S. epidermidis, o provavel mecanismo de agdo da vanilina e seus derivados ¢ a inibi¢ao da
sintese do DNA microbiano (Hussain et al., 2019).

Os resultados obtidos reforcam o elevado potencial biotecnologico da biomassa de
Panus strigellus. A suplementagdo com sulfato ferroso indica que o ferro ndo apenas intensifica
a atividade antimicrobiana, mas também atua como indutor do metabolismo secundario
fungico. Esses achados contribuem para o avango do conhecimento sobre a exploragao de

basidiomicetos como fontes de metabolitos bioativos de interesse farmacologico.
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5 CONCLUSAO

Panus strigellus apresenta potencial biotecnoldgico para processos de biofortificacao,
demonstrando uma capacidade de bioacumular ferro em sua biomassa micelial quando
cultivado em cultivo submerso. A suplementagao do mineral no meio de cultura, na forma de
sulfato ferroso, favorece o crescimento fingico, sendo que a maior producdo de biomassa
ocorre na concentragdo de 100 mg/ml de ferro.

Além do enriquecimento mineral, a presenca do ferro modula significativamente o
metabolismo secundario do fungo, induzindo a biossintese de compostos fendlicos e acidos
organicos. Esse incremento em moléculas como a vanilina e o acido nicotinico refor¢a o valor
nutricional e o potencial funcional da biomassa obtida.

No ambito da atividade biologica, os extratos de Panus strigellus apresentaram
atividade antibacteriana seletiva frente a patdgenos de relevancia clinica, sendo modulada pela
composi¢ao do meio de cultivo. O enriquecimento com ferro intensificou a atividade
antimicrobiana contra determinadas linhagens, enquanto a auséncia do mineral favoreceu a
inibi¢do de outras, indicando que a composi¢do da biomassa micelial exerce influéncia direta
sobre a expressdo de propriedades bioativas. Esses resultados evidenciam que o controle das
condigdes de cultivo constitui uma estratégia relevante para direcionar a produgdo de

metabdlitos com atividade farmacoldgica especifica.
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