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Douglas Fabiano Costa de Lima

Valorizacao Integrada de Residuos Queratinosos e Subprodutos Agroindustriais
por Basidiomicetos: Regulacio Espécie-Dependente da Produciao Enzimatica e
Modulacio do Perfil Bioativo em Cultivo Submerso

RESUMO: Esta tese teve como objetivo investigar a valorizac¢do integrada de residuos
queratinosos e subprodutos agroindustriais por fungos basidiomicetos, enfatizando a
regulacao espécie-dependente da producdo enzimatica e a modulagao do perfil bioativo
da biomassa micelial em cultivo submerso. A proposta se fundamenta no conceito de
biorrefinaria fungica, que busca o aproveitamento integral de residuos de origem animal
e vegetal em processos biotecnologicos de baixo impacto ambiental.No Capitulo I, foram
avaliadas dezesseis linhagens de basidiomicetos quanto a capacidade de degradar
residuos queratinosos (pelos e penas) e produzir queratinases e lacases sob diferentes
regimes de cultivo (agitado e estatico) e fontes de carbono, incluindo melago de cana-de-
acucar, manitol e glicose. As espécies Lentinus berteroi (U21-2) e Ganoderma stipitatum
(U15-4) apresentaram os melhores desempenhos. L. berteroi destacou-se pela maior
atividade queratinolitica sob agitagdo (8,55 U/mL) e atividade especifica de 0,18 U/g em
meio com melago, enquanto G. stipitatum exibiu maior eficiéncia sob condigdo estatica,
especialmente em meios contendo pelos. A produgdo de lacase também variou conforme
a espécie e o meio, atingindo até 53,71 U/mL em G. stipitatum cultivado estaticamente
com glicose. Esses resultados demonstraram que a producdo de enzimas hidroliticas e
oxidativas ¢ fortemente modulada pelo regime de cultivo e pela disponibilidade de
oxigénio, refletindo ajustes bioquimicos no secretoma fungico. O Capitulo II investigou
o impacto das condi¢des de cultivo sobre o perfil quimico e funcional do micélio de G.
stipitatum. O cultivo sob agitacdo promoveu extratos com maior eficiéncia antioxidante
(ICs0=2,47 mg/mL para ABTSe*), maior fator de protecdo solar (FPS=35,86),
manuten¢do da atividade anticolinesterdsica até 0,0078 mg/mL e teores elevados de
flavonoides, enquanto o cultivo estatico apresentou maior teor global de fendis. Esses
achados indicam reorganizacdao qualitativa do metabolismo secundério dependente da
oxigenag¢do. Em conjunto, os resultados comprovam o potencial dos basidiomicetos,
especialmente L. berteroi e G. stipitatum, como plataformas eficientes para a conversao
sustentavel de residuos agroindustriais em enzimas e metabdlitos bioativos de interesse
industrial, farmacéutico e cosmético, fortalecendo o papel da biotecnologia fungica em
modelos de bioeconomia circular.

Palavras-chave: Basidiomicetos. Biorrefinaria fiungica. Metabolitos bioativos. Regulacao
enzimadtica. Biorrefinaria fungica.



Douglas Fabiano Costa de Lima

Integrated Valorization of Keratinous and Agro-Industrial Residues by
Basidiomycetes: Species-Dependent Regulation of Enzymatic Production and
Bioactive Profile Modulation in Submerged Culture

ABSTRACT: This doctoral thesis investigated the integrated valorization of keratinous
and agro-industrial residues by basidiomycetes, emphasizing species-dependent
regulation of enzymatic production and modulation of the bioactive profile of mycelial
biomass under submerged cultivation. The research is grounded in the concept of a fungal
biorefinery, aiming at the full utilization of animal and plant residues through low-impact
biotechnological processes.In Chapter I, sixteen basidiomycete strains were evaluated for
their ability to degrade keratinous residues (hair and feathers) and to produce keratinases
and laccases under different cultivation regimes (static and agitated) and carbon sources,
including sugarcane molasses, mannitol, and glucose. Lentinus berteroi (U21-2) and
Ganoderma stipitatum (U15-4) showed superior performance. L. berteroi exhibited the
highest keratinolytic activity under agitation (8.55U/mL) and a specific activity
0f0.18 U/g in molasses medium, while G. stipitatum performed better under static
conditions, especially in hair-based media. Laccase production also varied according to
species and substrate composition, reaching 53.71 U/mL in G. stipitatum cultivated
statically with glucose. These findings demonstrate that the production of hydrolytic and
oxidative enzymes is strongly modulated by oxygen availability and cultivation regime,
reflecting species-specific adjustments in fungal secretome composition.Chapter II
investigated how cultivation conditions affected the chemical and functional profile of
G. stipitatum mycelium. Agitated cultivation produced extracts with higher antioxidant
efficiency (ICso=2.47 mg/mL in the ABTS radical assay), greater sunscreen potential
(SPF =35.86), and sustained anticholinesterase activity up to 0.0078 mg/mL, while static
cultures showed higher total phenolic content. The results indicate a qualitative
reorganization of secondary metabolism, driven by oxygenation, leading to the synthesis
of more functionally active compounds.Overall, this study demonstrates that cultivation
adjustments can strategically direct enzymatic secretion and bioactive metabolite
biosynthesis. The integrated approach establishes basidiomycetes—particularly
L. berteroi and G. stipitatum—as promising biotechnological platforms for the
sustainable conversion of agro-industrial residues into high-value enzymes and
metabolites, reinforcing the role of fungal biotechnology in circular bioeconomy models.

Key-words: Basidiomycetes. Basidiomycetes. Fungal biorefinery. Bioactive metabolites.
Enzymatic regulation. Circular bioeconomy.



CAPITULO 1

Valorizacao integrada de residuos queratinosos e agroindustriais por
basidiomicetos: regulaciao espécie-dependente da producio de queratinase e
lacase sob diferentes regimes de cultivo

RESUMO:

A valorizacao de residuos queratinosos e de subprodutos agroindustriais representa uma
alternativa sustentdvel para reduzir impactos ambientais e gerar bioprodutos de alto valor
agregado. Este estudo avaliou a capacidade de diferentes basidiomicetos na producao de
queratinases e lacases a partir de residuos queratinosos sob distintos regimes de cultivo e
fontes de carbono. Dezesseis espécies foram triadas, e as linhagens
Lentinus berteroi (U21-2) e Ganoderma stipitatum (U15-4) apresentaram os melhores
desempenhos. L. berteroi produziu a maior atividade queratinolitica (8,55 U/mL) em
meio contendo pelos sob agitacdo, com atividade especifica de 0,18 U/g em melago,
enquanto G. stipitatum destacou-se na producdo de lacase (53,71 U/mL) em cultivo
estatico com glicose. A agita¢ao favoreceu a sintese de queratinase, enquanto o cultivo
estatico potencializou as lacases, evidenciando regulacdo espécie-dependente mediada
pela oxigenacdo e pela fonte de carbono. O teor global de proteinas ndo se correlacionou
diretamente com a atividade especifica, indicando ajuste metabolico do secretoma. De
modo geral, substratos ricos em a-queratina (pelos) promoveram maior degradagdo que
penas. Os resultados demonstram que ajustes simples no regime de cultivo permitem
direcionar a produgdo enzimatica em basidiomicetos, consolidando L. berteroi e
G. stipitatum como microrganismos promissores para a valorizacdo integrada de residuos
e para o desenvolvimento de processos sustentaveis baseados em biorrefinaria fungica.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais. Cultivo submerso. Atividade enzimatica.
Biodegradagdo de queratina. Biotecnologia Ambiental.



INTRODUCAO

A expansdo da avicultura industrial, do processamento de proteinas animais e da
cadeia sucroenergética tem gerado grandes volumes de subprodutos organicos de dificil
manejo. No Brasil, estima-se que a industria avicola tenha produzido cerca de 850 mil
toneladas de penas em 2025, provenientes do abate de frangos (IBGE, 2026), o que
evidencia a magnitude da geracdo de residuos queratinosos no setor. Além das penas,
atividades como tosa, curtumes e processamento animal também geram pelos, 13, unhas
e chifres ricos em queratina (Banasaz; Ferraro, 2024). De forma semelhante, a produgao
de agucar e etanol a partir da cana-de-agticar gera residuos, como melago, caracterizado
por elevada carga organica e composi¢ao rica em agticares ¢ minerais (Castillo Alvarez
et al., 2025). Embora parte desses materiais seja reaproveitada, uma fragdo ainda
apresenta baixo valor agregado, podendo gerar passivos ambientais quando ndo

submetida a estratégias adequadas de valoriza¢ao (Govindaiah et al., 2026).

A producao global de residuos queratinosos, como penas de aves e pelos de
animais, atinge milhdes de toneladas anualmente, sendo considerada um problema
ambiental. Esses residuos, quando descartados por métodos convencionais como
aterramento ou incineragdo, contribuem significativamente para impactos ambientais,
incluindo a emissdo de gases de efeito estufa, como metano e didxido de carbono, além
de favorecerem a proliferacdo de microrganismos potencialmente patogénicos. No caso
especifico das penas, destaca-se ainda o risco sanitirio associado a presenca de

contaminantes oriundos da producdo avicola intensiva (Reddy, 2021)

A caracterizacdo quimica desses materiais geralmente envolve andalises
elementares (CHNS/O), que indicam teores médios de carbono entre 45-50%, nitrogénio
de 14-17% e enxofre de 3—5%, além de espectroscopia no infravermelho (FTIR), que
revela bandas tipicas das ligagdes peptidicas (amidas I e II) e grupos dissulfeto (S—S).
Ensaios térmicos como TGA e DSC mostram estabilidade até cerca de 250 °C e principal
degradagdo entre 280 °C e 350 °C, evidenciando a estrutura fortemente reticulada da
queratina. Essas propriedades fazem com que os residuos queratinosos sejam de grande
interesse para pesquisas em reaproveitamento biotecnologico, possibilitando sua
conversdao em hidrolisados proteicos, fertilizantes e materiais sustentdveis (Mattiello et

al., 2022; Ferraro & Banasaz, 2024).



O principal componente estrutural dos residuos queratinosos ¢ a queratina, o
terceiro biopolimero natural mais abundante do planeta, ap6s a celulose e a quitina (Guo
et al., 2023). Trata-se de uma proteina fibrosa rica em aminodacidos sulfurados, cuja
elevada estabilidade estrutural, decorrente de ligagdes dissulfeto e interagdes hidrofobicas
(Shah et al., 2019), confere alta resisténcia a degradacdo e dificulta seu aproveitamento

em processos convencionais (Banasaz; Ferraro, 2024).

Diante de um cenario de geracdao crescente de residuos e da complexidade
estrutural da queratina, surge a necessidade de estratégias capazes de converter esses
materiais em produtos de maior valor agregado. Nesse contexto, a biorrefinaria tem se
consolidado como um modelo de produgdo baseado na conversao da biomassa em
multiplos bioprodutos, voltado ao aproveitamento dos recursos e na redugao de residuos
(Ahmed; Yassir, 2025). Essa abordagem integra diferentes fluxos de residuos em um
mesmo sistema produtivo, permitindo a transformagao de subprodutos de baixo valor em
insumos industriais e reduzindo a dependéncia de matérias-primas de origem extrativista

(Melikoglu, 2026).

Os fungos basidiomicetos estdo entre os microrganismos com potencial para a
valorizacao de residuos lignoceluldsicos e queratinosos, uma vez que se destacam por sua
capacidade de degradar substratos complexos. Esses organismos produzem uma ampla
variedade de enzimas extracelulares, incluindo hidrolases e oxirredutases, que atuam na
decomposi¢ao de macromoléculas e na transformacdo de compostos recalcitrantes (Singh
et al., 2026). Entre as enzimas produzidas por esses fungos destacam-se as queratinases

e as lacases.

Queratinases, majoritariamente serino- (EC 3.4.21.-) e metaloendopeptidases (EC
3.4.24.-), sdo proteases que hidrolisam queratina (Nnolim et al., 2020). Sua aplicacio
abrange desde a hidroélise de residuos queratinosos até processos nas industrias cosmética,
farmaceéutica, alimenticia e de racdes (Chu et al., 2026). Residuos queratinosos podem
sustentar o crescimento de basidiomicetos, integrando a producdo de queratinase, de
biomassa fungica com propriedades bioativas e de compostos de interesse, agregando
valor ao residuo (Al-Bedak et al., 2023). Basidiomicetos como Trametes spp. (Ahmed et
al., 2022) e Pleurotus spp. (Inacio et al., 2015) produzem queratinases, com aplicagdes
na biodegradacdo de residuos e bioconversdo em produtos (Haile; Ayele, 2022),

contribuindo para a sustentabilidade e aproveitamento de subprodutos téxteis e avicolas.



J& as lacases sdo multicobre oxidases capazes de oxidar compostos fenélicos € nao
fenolicos, utilizando oxigénio molecular como aceptor final de elétrons, desempenhando
papel central na degradagdo da lignina e na transformacdo de moléculas aromaticas
(Avelino et al., 2025). As enzimas produzidas por basidiomicetos como Trametes spp.,
Lentinus spp. € Pleurotus spp., degradam lignina e t€ém aplicacdes em biorremediacao,
tratamento de efluentes, industria téxtil, produ¢do de biocombustiveis e sintese de

biomateriais (Sodhi, Bhatia, Batra, 2024; Younus ef al., 2025).

Queratinases e lacases sao relevantes na decomposi¢ao de residuos agroindustriais
e na transformacao de compostos complexos, € a combinagao dessas enzimas potencializa
processos sustentaveis de baixo impacto ambiental. Embora a produgdo isolada dessas
enzimas por diferentes microrganismos tenha sido descrita, ainda h4 uma lacuna de
abordagens que explorem, de forma integrada, o uso de residuos queratinosos ou
subprodutos da industria sucroenergética como substratos em um sistema de producao de

ambas as enzimas.

A versatilidade fungica no uso de fontes de carbono torna-os ideais para
aplicagdes biotecnologicas e industriais. O melaco de cana, rico em agucares (40-60%) e
minerais (Bumroongsri, 2024), ja ¢ usado em processos de baixo custo para produgido de
bioprodutos de alto valor, como biocombustiveis, polissacarideos, oligossacarideos,
acidos orgéanicos e enzimas, com aplicacdes nas industrias alimenticia, energética e
farmacéutica (Zhang, Wang, Jiang., 2021). Por seus agtcares facilmente metabolizaveis,
também contribui para a producdo de biomassa flngica e para a sustentabilidade da cadeia

produtiva.

Explorar diversas fontes de carbono, incluindo residuos agroindustriais, €
essencial para aprimorar o crescimento fingico, regular o metabolismo secundario e
otimizar bioprodutos, favorecendo avancos biotecnoldgicos e sustentabilidade ambiental.
Contudo, a producao enzimatica também pode variar de acordo com o meio de cultivo, a
cepa, a temperatura, o pH, o in6culo, o tempo de fermentacdo e as fontes de nitrogénio

(Treichel et al., 2009).

Neste contexto, embora a literatura apresente avangos na degradacao de residuos
queratinosos € na producao de enzimas por fungos, ainda persistem lacunas cientificas

relevantes. Destaca-se a auséncia de estudos que avaliem, de forma integrada, a produgao



simultanea de queratinase e lacase por basidiomicetos. Adicionalmente, o uso combinado
de residuos queratinosos e subprodutos da industria sucroenergética permanece pouco
explorado, especialmente quanto ao seu potencial de inducao enzimatica. Soma-se a isso
a limitada compreensao sobre o efeito da agitacdo nesse sistema, variavel que pode
influenciar diretamente o crescimento fingico e a eficiéncia da producdo enzimatica.
Nesse contexto, torna-se evidente a necessidade de investigagdes que abordem essas
variaveis de maneira conjunta, a fim de contribuir para o avango cientifico e tecnologico

na valorizagdo de residuos e na biotecnologia enzimatica.



MATERIAL E METODOS

Material biologico e producio de inéculo

Linhagens de basidiomicetos da cole¢do do Laboratorio de Biologia Molecular da
UNIPAR, Umuarama — PR - Brasil, foram avaliadas, totalizando 16 espécies: Pleurotus
djamor (U16-25), Panus strigellus (U16-7), Pleurotus sp. (U18-9), Pleurotus
pulmonarius (U16-21), Pleurotus citrinopileatus (U16-23), Lentinula edodes (U16-27),
Ganoderma stipitatum (U15-4), Pleurotus albidus (U21-1), Agaricus blazei (U2-1),
Lentinus crinitus (U9-1, U18-11, U19-2), Pleurotus eryngii (U16-30), Pycnoporus
sanguineus (U13-14), Lentinus berteroi (U21-2) e Ganoderma lucidumU17-2).

As linhagens foram cultivadas em 4gar-extrato-de-malte 2% (m/v) a 28 °C, na
auséncia de luz, para producao de micélio destinado a indculo. Para a inocula¢do de meios
para investigacdo da produgdo de queratinases e dos meios liquidos para quantificagao

enzimatica, foram usados trés discos de 6 mm contendo micélio, sem setorizagao.

Preparo dos residuos queratinosos

Pelos de caes e penas de aves foram obtidos em pet shops e granjas de Maringa,
Parana, Brasil (23°25'31"S; 51°56'19"W). Os materiais foram higienizados com agua
destilada e detergente neutro, secos em estufa a 60 °C por 24 h e cortados em fragmentos
de 3—5 mm. Os fragmentos foram armazenados em recipientes lacrados a temperatura

ambiente até o uso como residuos queratinosos (Inacio et al., 2018).

Selecao de linhagens fliingicas com atividade queratinolitica

Para avaliagdo indireta do potencial para producdo de queratinase, as linhagens
fingicas foram inoculadas em placas de Petri (9 cm) contendo meio mineral (1 g/L extrato
de levedura, 1,5 g/LL KH2POs4, 0,5 g/l MgSO.4, 0,5 g/LL KCl, 0,036 g/L FeSOa, 0,035 g/L

ZnS0s4) suplementado com 12 g/L. de agar e 10 g/L de residuo queratinoso (pelos ou



penas) como Unica fonte de carbono (Almeida ef al., 2018). As placas foram incubadas a
28 °C, monitorando-se diariamente o crescimento radial do micélio. Ao atingir a borda
da placa, o experimento foi encerrado, ¢ quatro medidas equidistantes do diametro
micelial foram registradas e analisadas pelo software Sisvar, usando o teste de Scott-
Knott. As linhagens com maior crescimento foram selecionadas para quantificacdo da

atividade de queratinase em meio liquido.

Cultivo em meio liquido contendo residuo queratinosos

O cultivo ocorreu em triplicatas independentes em frascos Erlenmeyer (250 mL)
com 100 mL de meio mineral (1 g/L extrato de levedura, 1,5 g/L KH2POs4, 0,5 g/L. MgSOsa,
0,5 g/LL KCl, 0,036 g/L FeSOa, 0,035 g/l ZnSO4) suplementado com 10 g/L. de residuo
queratinoso (pelos ou penas) (Almeida et al., 2018). Apds autoclavagem (121 °C, 20 min)
e resfriamento, o meio foi inoculado com quatro discos de AEM contendo micélio dos
fungos selecionados. Os frascos foram incubados a 28 °C por 15 dias, na auséncia de luz,
com ou sem agitagdo orbital a 100 rpm. Ao final, micélio e meio liquido foram separados
por filtracdo (papel Whatman n° 1) e o meio liquido, denominado extrato enzimatico, foi

utilizado para quantificagdo da atividade de queratinase.

Cultivo em meio liquido com diferentes fontes de carbono

Para avaliar os efeitos de diferentes fontes de carbono sobre a produgao
enzimatica, fungos selecionados na etapa anterior foram cultivados em frascos
Erlenmeyer (250 mL) com 100 mL de meio liquido contendo diferentes fontes de
carbono: glicose, manitol e pelo canino que foram adicionado ao meio basal. O meio basal
continha KH2POx (1,5 g/L), MgSO0a (0,5 g/L), KCl (0,5 g/L), FeSO4 (0,036 g/L) e ZnSO4
(0,035 g/L). Todas as fontes de carbono foram adicionadas em quantidade suficiente para
concentragdo final de 10g/L. Extrato de levedura solu¢do estoque (100 g/L) foi

adicionado como fonte de nitrogénio, com concentracao final de 1 g/L.
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Em paralelo, com o intuito de avaliarmos a influéncia de um meio de cultivo
simples, a base de residuo da industria sucroenergética, na atividade enzimatica,
diferentes combinagdes de melago de cana e dgua foram utilizadas. O melago (500 g/L de
agucares totais) foi diluido (9:1 ou 1:9) em agua a 40 °C e os fungos foram cultivados

em 100 mL dessas misturas previamente autoclavadas (121 °C, 20 min).

Determinacio da atividade de queratinase

A atividade queratinolitica foi determinada segundo Tiwary e Gupta (2010) e
Inécio et al., (2018). Uma aliquota de 1 mL do extrato enzimatico foi incubada com 4 mL
de tampao Tris-HCI (100 mM, pH 7,0) e 20 mg de residuo queratinoso (pelos ou penas) a
37 °C por 60 min. A reacgao foi interrompida com 4 mL de 4cido tricloroacético 5% (m/v),
seguida de centrifugagdo a 4400 g por 10 min. A absorbancia do sobrenadante foi medida
a 280 nm (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA). Uma unidade de atividade
enzimdtica (U) corresponde a quantidade de enzima que aumenta a absorbancia em 0,01
nas condigdes da reagao (Jin et al., 2017). A atividade foi calculada conforme Barman et
al. (2017) e a equagao 1:

U VRN Abs280

mL (0,01 t) )

Onde VR ¢ volume final da reagdo, N ¢ o fator de diluicao da enzima, Abs280 ¢ a

absorbancia e t = tempo de reagdo e minutos.

Determinacio da atividade de queratinase pelo método com Keratin Azure

Como método alternativo para avaliar a atividade de queratinase, utilizou-se
Keratin Azure (KA), que sdo fibras de 13 tingidas com Remazol Brilliant Blue R (RBBR)
(Sigma-Aldrich) (Cowan et al., 2023). As reagdes continham 450 pL de tampao Tris-HCI
50 mM (pH 8), 5mg de KA e 50 uL de extrato enzimatico, incubadas a 60 °C por 3 h.

Apos centrifugacdo a 8000 rpm por 10 min, a absorbancia do sobrenadante foi medida a
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595 nm (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA). Proteinase K (50 uM) foi
usada como controle positivo, e controles analiticos excluiam extrato ou KA. A atividade
de queratinase foi calculada a partir de curva padrao de RBBR (0—120 uM; y = 0,0069x
+0,0525 e R2=0,9991), sendo uma unidade (U) definida como a enzima necessaria para

liberar 1 pumol de RBBR por minuto.

Determinacao da atividade de lacase

A producao de lacase pelos fungos foi avaliada pela oxidagdo de 1 mM de ABTS
(2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)). A reag¢do consistiu em 0,2 mL de
extrato enzimatico, 0,7 mL de 4gua, 0,45 mL de tampao acetato de sodio (0,1 M, pH 5,0)
e 0,15 mL de ABTS (Valle et al., 2014), incubada a 30 °C por 10 min. A oxidagdo do
ABTS foi monitorada pelo aumento da absorbancia a 420 nm (¢ =36 000 M cm™) em
leitor de microplacas (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA). Controles
continham todos os componentes, exceto extrato ou ABTS. Uma unidade (U) de atividade

enzimatica corresponde a enzima necessaria para oxidar 1 pumol de ABTS por minuto.

Determinacio do teor de proteinas totais

A quantificagdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Biureto (Kit
Proteinas Totais, Gold Analisa, Belo Horizonte, Brasil) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Tubos reacionais continham 20 uL de extrato enzimatico e 1000 uL de
reagente Biureto, incubados a 37 °C por 10 min. Albumina bovina (4 g/dL) foi usada
como controle positivo, e controles analiticos excluiam extrato ou reagente. A
absorbancia foi medida a 545 nm (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA). O
fator de calibracdo (FC) foi calculado como FC = Cp/Ap, onde Cp ¢ a concentragdo do
padrao albumina (4 g/dL) e a concentragdo de proteinas na amostra (Ct) foi determinada

por Ct=FC x At.
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Analise estatistica

Os ensaios para a producao de biomassa seguiram o delineamento inteiramente
casualizado e todos os ensaios analiticos foram conduzidos em triplicata. Os resultados
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as diferengas 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

Selecao de linhagens com potencial queratinolitico em meio sélido

A selecdo de linhagens com atividade queratinolitica (Tabela 1) identificou quatro
espécies com maior crescimento radial em ambos os residuos: Pleurotus djamor (U16-
25), Ganoderma stipitatum (U15-4), Lentinus berteroi (U21-2) e Ganoderma lucidum
(U17-2). As linhagens cresceram em meio so6lido, com um dos residuos queratinosos, em
6 dias. O crescimento radial variou de 2,81 £+ 0,29 cm (Lentinula edodes) a 8,77 £ 0,21
cm (L. berteroi) no meio com pelos, e de 2,36 + 0,67 cm (L. edodes) a 8,67 + 0,06 cm (G.
lucidum) no meio com penas.

Em geral, o crescimento foi semelhante entre pelos e penas (p > 0,05), exceto para L.
berteroi (U21-2), L. crinitus (U9-1) e Pleurotus citrinopileatus (U16-23), apresentaram
crescimento radial significativamente maior em meio contendo residuo de pelo, com
aumentos de 36,2%, 50,6% e 96,4%, respectivamente, quando comparadas ao cultivo
em residuo de pena. (p < 0,05) sugerindo possivel preferéncia por substratos ricos em a-

queratina.

Tabela 1. Crescimento radial do micélio (cm) de espécies de fungos basidiomicetos em

meio de cultivo sdlido contendo residuos queratinosos como tnica fonte de carbono.

Espécie Linhagem Pelo Pena
Agaricus blazei U2-1 3,88 £ 0,904 5,03 £ 0,224
Ganoderma lucidum U17-2 8,69 +0,10* 8,67 £ 0,064
Ganoderma stitpitatum Ul15-4 8,51+ 0,193 8,29 + 0,374
Lentinula edodes Ul16-27 2,81+ 0,29 2.36 + 0,674
Lentinus berteroi U21-2 8,77 £0,212A 6,44 + 2,368
Lentinus crinitus Ul18-11 7,74 + 0,404 7,18 £ 0,6324A
Lentinus crinitus U19-2 7,77 £ 0,124 8,52+ 0,124



Lentinus crinitus U9-1 7,92 +0,13bA 5,26 + 4,588
Panus strigellus Ul16-7 7,06 +0,12¢A 5,54+ 1,914
Pleurotus albidus U21-1 6,16 + 0,4094 5,72 £ 0,204
Pleurotus citrinopileatus  U16-23 7,68 £ 0,134 3,91 + 3,578
Pleurotus djamor Ul16-25 8,26 + 0,774 8,57+ 0,172
Pleurotus eryngii U16-30 5,88 +0,134A 7,32 +£0,2334A
Pleurotus pulmonarius Ule-21 7,44 + 0,164 7,67 £ 0,854
Pleurotus sp. U18-9 5,92 +£0,219A 6,46 £ 1,264
Pycnoporus sanguineus U134 6,84 + 0,464 7,20 £ 0,414
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Os resultados sdo expressos como média + desvio padrido. Letras minusculas na mesma coluna comparam
diferentes linhagens em um mesmo residuo. Letras maitsculas na mesma linha comparam uma linhagem
em diferentes residuos. Letras diferentes indicam diferenga estatistica de acordo com o teste de Skott-Knott

(p <0,05).

Atividade queratinolitica volumétrica (U/mL) em meio liquido contendo residuos

queratinosos

As quatro linhagens que apresentaram os maiores crescimentos radiais, foram

cultivadas em meio liquido com residuos queratinosos, com ou sem agitagdo, para avaliar
a atividade queratinolitica (Tabela 2). Todas as linhagens apresentaram maior atividade
queratinolitica quando cultivadas com pelos em comparagdo as penas (Tabela 2). Os

valores variaram de 3,22 + 0,04 U/mL (P. djamor) a 8,55 £ 0,38 U/mL (L. berteroi).

Tabela 2. Atividade queratinolitica (U/mL) das linhagens cultivadas em meio contendo

residuos queratinosos.

Espécie Pelo Pena
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Estatico Agitado Estatico Agitado
Ganoderma lucidum
7,60 £0,57°A 6,46 = 0,05°B 3,17+0,19°¢ 3,39 +0,15€
(U17-2)
Ganoderma stipitatum
7,37 +£0,09%A  7.87+0,35%4  2,06+0.26° 3,28 + 0,488
(U15-4)
Lentinus berteroi
5,95+0,29°B  8,554+0,38%A  2.80+0,29° 428 +0,27C
(U21-2)
Pleurotus djamor
3,22 +£0,04°C 480+0,35%  247+0,24*" 3,83 +0,06*4

(U16-25)

Os resultados s@o expressos como média + desvio padrdo. Letras minusculas na mesma coluna comparam
diferentes linhagens em uma mesma condic@o de cultivo. Letras maitisculas na mesma linha comparam uma
linhagem em diferentes condi¢des de cultivo. Letras diferentes indicam diferenga estatistica de acordo com o

teste de Skott-Knott (p <0,05).

A comparacao da atividade queratinolitica em meio com pelos, com ou sem agitacao

(Figura 1), mostrou que Ganoderma lucidum apresentou 15,5% mais atividade em cultivo

estatico, enquanto Lentinus berteroi e Pleurotus djamor exibiram aumentos de 42% e 67%,

respectivamente, sob agitacdo. G. stipitatum apresentou atividade semelhante em ambas as

condigdes (p > 0,05), indicando resposta a oxigenagdo espécie-dependente.
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Figura 1. Atividade queratinolitica (média + desvio padrdo) de Ganoderma stipitatum
(U15-4), Pleurotus djamor (U16-25), Ganoderma lucidum (U17-2) e Lentinus berteroi
(U21-2), cultivadas em meio liquido contendo penas, mantidas em cultivo estatico e
agitado. Médias indicadas por letras distintas diferem estatisticamente, de acordo com o

teste de Scott-Knott (p < 0,05).

A atividade queratinolitica em meio com penas, com ou sem agitacdo (Figura 2),
mostrou crescimento semelhante para G. lucidum, G. stipitatum e P. djamor (p > 0,05),

enquanto L. berteroi apresentou 64,3% mais atividade sob agitagdo.
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Figura 2. Atividade queratinolitica (média + desvio padrdo) de Ganoderma stipitatum
(U15-4), Pleurotus djamor (U16-25), Ganoderma lucidum (U17-2) e Lentinus berteroi
(U21-2), cultivadas em meio liquido contendo pelos, mantidas em cultivo estatico e
agitado. Médias indicadas por letras distintas diferem estatisticamente, de acordo com o

teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Teor de proteinas totais nos extratos enzimaticos

Apartir dos resultados anteriores e dos melhores resultados obtidos os
experimentos se deram pelas duas linhagens de melhor destaque e os teores de proteinas
totais entre as linhagens selecionadas variaram entre 8,01 e 13,26 mg/mL, dependendo da
fonte de carbono e condi¢dao de cultivo (Tabela 3). Em L. berteroi, a maior atividade
especifica foi observada no meio contendo melago sob agitagao (=0,17 U/g), enquanto
valores proximos a zero foram registrados em algumas condigdes estaticas. Em contraste,
G. stipitatum apresentou maior atividade especifica em meio contendo pelo,
especialmente sob cultivo estatico.

A comparagdo entre atividade volumétrica e atividade especifica demonstrou que a
produgdo de queratinase nao foi determinada exclusivamente pela secrecdo proteica

global, mas regulada de forma dependente da espécie e da condi¢ao de cultivo.

Tabela 3. Teor de proteinas totais (mg/mL), das linhagens cultivadas em meio com

diferentes fontes de carbono e condi¢des de cultivo (agitado e estatico).

Lentinus berteroi Ganoderma stitpitatum

Meio (U21-2) (U15-4)

Agitado Estatico Agitado Estatico

Melago (1:9) 10,78 +1,31*8  10,75+0,19°8 12,47 +0,63** 13,26+0,81**
Melago (9:1) 9,21 +0,48% 7,53 £ 0,969 8,67 0,198 8,16 + 0,448

Manitol 9,24 + 0,338 9,47 + 0,198 10,71 +£0,82°4 9,53 + 0,658
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Pelo 8,67 0,48 8,54 + 0,45¢A 8,01 £0,33°A 8,70 +0,40°A

Glicose 8,59 £ 0,28 8,16 + 0,094 8,62 +0,86°A 8,93 +0,33%

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. Letras mintsculas na mesma coluna comparam
diferentes fontes de carbono sob a mesma condigdo de cultivo. Letras maitsculas na mesma linha comparam
uma fonte de carbono em diferentes condi¢des de cultivo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas, de acordo com o teste de Scott-Knott (p < 0,05).

16 1 mU21-2A U21-2E U154 A mUI5S4E

14 A
12

10 1

Proteinas totais (mg/mL)
oo}
|_|
H

Melago (1:9)  Melago (9:1) Manitol Pelo Glicose

Figura 3. Teor de proteinas totais (média = desvio padrdo) nos extratos enzimaticos
obtidos apos cultivo de basidiomicetos em meios liquidos contendo diferentes fontes de
carbono e diferentes condi¢des de cultivo (agitado - A e estatico - E). U21-2 — Lentinus

berteroi e U15-4 — Ganoderma stipitatum.

Atividade de lacase e queratinase em meio liquido contendo diferentes fontes de

carbono

A producdo de lacase apresentou padrdo distinto da queratinase (Tabela 4). Para L.
berteroi, a maior atividade ocorreu em meio contendo manitol sob agita¢do (35,33 + 0,12
U/mL), representando aumento de 258% em relacdo ao cultivo estatico. Ja G. stipitatum

apresentou maior atividade sob cultivo estatico, com destaque para o meio contendo glicose
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(53,71 +£ 1,33 U/mL). Esses resultados evidenciam que os fatores que modulam a produgao

de lacase diferem daqueles que regulam a expressao de queratinase.

Tabela 4. Atividade de lacase (U/mL) em meio com diferentes fontes de carbono e

condi¢des de cultivo (agitado e estatico).

Meio

Lentinus berteroi

(U21-2)

Agitado

Estatico

Ganoderma stitpitatum

(U15-4)

Agitado

Estatico

Melago (1:9)
Melago (9:1)
Manitol
Pelo

Glicose

24,75 +£2,10°B
27,83 £ 1,93
35,33 £ 0,128
23,17 £0,52°B

34,59 +0,15%

23,09 + 1,058
34,00 = 1,87°B
9,87 £+ 0,80°P
9,29 £ 0,93¢¢

32,22 +1,51%¢

30,21 + 1,4454
34,15+ 1,068
30,62 + 2,80°¢
43,92 +£ 3,774

41,77 £ 0,138

33,21 £2,09°A
40,67 + 3,554
41,75+ 0,61%4
43,71 £2.21%

53,71 +1,33%

Os resultados s@o expressos como média + desvio padrdo. Letras minisculas na mesma coluna comparam
diferentes fontes de carbono sob as mesmas condi¢des de cultivo. Letras maiusculas na mesma linha comparam
uma fonte de carbono em diferentes condi¢des de cultivo. Letras diferentes indicam diferenga estatistica de
acordo com o teste de Skott-Knott (p < 0,05).
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Figura 4. " Atividade de lacase (média + desvio padrao) nos extratos enzimaticos obtidos
apos cultivo em meios liquidos contendo diferentes fontes de carbono e diferentes
condi¢des de cultivo (agitado - A e estatico - E). U21-2 — Lentinus berteroi e U15-4 —

Ganoderma stipitatum.

A atividade de queratinase foi avaliada pelo método com Keratin Azure em L.
berteroi e G. stipitatum em diferentes meios e condi¢des de cultivo (Tabela 5 e Figura 5). A
analise pelo método com Keratin Azure confirmou diferencas entre meios e condi¢des. Para
L. berteroi, o meio com melago e agitacdo resultou na maior atividade (1,90 + 0,06 U/L),
enquanto no cultivo estatico ndo houve detec¢ao da atividade enzimatica. Ja no meio com
glicose, a condicdao agitada atingiu 52% da atividade obtida no cultivo estatico. Em G.
stipitatum, a maior produgdo foi observada no meio com pelos em cultivo estatico (0,46 +

0,07 U/L), 77% acima do valor registrado sob agitagdo.

Tabela 5. Atividade queatinolitica (U/L) com diferentes fontes de carbono e condigdes de

cultivo (agitado e estatico), utilizando Keratin Azure.

Lentinus berteroi Ganoderma stitpitatum

Meio (U21-2) (U15-4)

Agitado Estatico Agitado Estatico
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Melago (1:9) 0,39 £ 0,094 nd"B nd®B nd°B
Melago (9:1) 1,90 + 0,06%4 nd®c nd®c 0,15 + 0,058
Manitol 0,37 + 0,044 0,20 + 0,088 0,23 £ 0,06*B 0,09+ 0,04°C
Pelo 0,18 £ 0,058 0,23 +0,12°8 0,26 + 0,068 0,46 + 0,07*A
Glicose 0,44 + 0,0,2°A 0,29 +0,01°B 0,19 + 0,04 0,08 + 0,03b¢

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. Letras mintisculas na mesma coluna comparam
diferentes fontes de carbono sob a mesma condi¢do de cultivo. Letras maiisculas na mesma linha comparam
uma fonte de carbono em diferentes condi¢oes de cultivo. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas, de acordo com o teste de Scott-Knott (p < 0,05). Nd = ndo detectado

2.4 1 mU21-2A U21-2E mU15-4 A mUI54E

2

= 2

=

A

%]

4

£ 1,6

~—

<

)

= 1,2 1

=n

N

=

% 0,8

<

=

;3 0.4 I

) ] u I e & i' I la
Melaco (1:9)  Melaco (9:1) Manitol Pelo Glicose

Figura 5. Atividade de queratinase (média + desvio padrdo) nos extratos enzimaticos
obtidos ap6s cultivo em meios contendo diferentes fontes de carbono e diferentes
condi¢cdes de cultivo (agitado - A e estatico - E). U21-2 — Lentinus berteroi e U15-4 —

Ganoderma stipitatum.

Atividade especifica de lacase e queratinase em meio liquido contendo diferentes fontes

de carbono
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A atividade especifica de lacase apresentou variacdo dependente da espécie, da fonte de
carbono e da condi¢do de cultivo (Tabela 6 e Figura 6). Para L. berteroi, os maiores
valores de atividade especifica foram observados em meio contendo manitol sob agitacao,
acompanhando o aumento da atividade volumétrica previamente descrita. Em geral, a
condicdo agitada favoreceu maior atividade especifica nessa espécie, independentemente

da fonte de carbono.

Tabela 6. Atividade especifica de lacase (U/mg) das linhagens cultivadas com diferentes

fontes de carbono e condigdes de cultivo (agitado e estatico).

Lentinus berteroi

Ganoderma stitpitatum

Meio (U21-2) (U15-4)
Agitado Estatico Agitado Estatico
Melago (1:9) 2,29 £0,1994 2,14+£0,09  2,42+0,119%  2,50+0,15%
Melago (9:1) 3,01 £0,21¢A 4,51 +£0,24%8 3,93+ 0,128 4,98 + 0,438
Manitol 3,82 +£0,01% 1,04 £0,084®  2,85+0,279  4,37+0,06°8
Pelo 2,68 + 0,069 1,080,109  547+0,47*4  502+0,25%4
Glicose 4,02 +0,17°A 3,94+£0,18  4,84+0,01°* 6,01 £,014%8

Os resultados s@o expressos como média + desvio padrdo. Letras minisculas na mesma coluna comparam
diferentes linhagens em uma mesma condic@o de cultivo. Letras maitisculas na mesma linha comparam uma
linhagem em diferentes condi¢des de cultivo. Letras diferentes indicam diferenga estatistica de acordo com o
teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Para G. stipitatum, o padrdo foi distinto, com maiores atividades especificas
registradas sob condigdo estatica, especialmente em meios contendo glicose e melago. A

normalizag¢do pela proteina total confirmou que a producao de lacase foi modulada de
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maneira espécie-dependente e ndo acompanhou diretamente a variacdo na concentragao

proteica do sobrenadante.
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Figura 6. Atividade especifica de lacase (média + desvio padrdo) nos extratos
enzimaticos obtidos apos cultivo em meios contendo diferentes fontes de carbono e
diferentes condi¢des de cultivo (agitado - A e estatico - E). U21-2 — Lentinus berteroi e

U15-4 — Ganoderma stipitatum.

A normalizacdo da atividade queratinolitica pelo teor de proteinas totais
evidenciou diferengas importantes entre espécies, fontes de carbono e condicdes de

cultivo (Tabela 7 e Figura 7).

Tabela 7. Atividade especifica de queratinase (U/mg) das linhagens cultivadas com

diferentes fontes de carbono e condi¢des de cultivo (agitado e estatico).

Lentinus berteroi Ganoderma stitpitatum
Meio (U21-2) (U15-4)
Agitado Estatico Agitado Estatico
Melago (1:9) 0,03 + 0,009 nd nd nd

Melago (9:1) 0,18 = 0,005 nd nd 0,01 +0,007°8
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Manitol 0,03+ 0,004%4 0,01 £0,01°2 0,02 +0,005°* 0,01 + 0,004A
Pelo 0,02 + 0,004°A 0,02 +0,01°4 0,03 +0,007** 0,05+ 0,0088
Glicose 0,04 & 0,004 0,02 + 0,008 0,02 +0,005** 0,09 + 0,004<B

Os resultados s@o expressos como média + desvio padrdo. Letras minisculas na mesma coluna comparam
diferentes fontes de carbono em uma mesma condig@o de cultivo. Letras maitsculas na mesma linha comparam
uma fonte de carbono em diferentes condigdes de cultivo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica de
acordo com o teste de Skott-Knott (p < 0,05). Nd = ndo detectado.

Para L. berteroi (U21-2), a maior atividade especifica foi observada no meio
contendo melaco sob condi¢do agitada (0,17 U/g), valor aproximadamente cinco vezes
superior ao registrado no meio contendo melago diluido (0,03 U/g) e superior aos meios
contendo manitol (0,03 U/g), glicose (0,04 U/g) e pelo (0,02 U/g). Em condigao estatica,
a atividade especifica foi reduzida ou ndo detectavel em meios contendo melago,
enquanto valores moderados foram observados em manitol (0,019 U/g), pelo (0,022 U/g)
e glicose (0,027 U/g).

Para G. stipitatum (U15-4), o padrao diferiu significativamente. A maior atividade
especifica foi registrada no meio contendo pelos sob condigdo estatica (0,053 U/g),
seguida do meio contendo melago sob condigao agitada (0,020 U/g). Nos demais meios,
os valores variaram entre 0,009 e 0,022 U/g.

De modo geral, a comparacao entre atividade volumétrica e atividade especifica
demonstrou que as diferencas observadas ndo se deviam exclusivamente a concentragao
de proteinas totais, mas refletiam alteragdes no perfil de secrecdo enzimatica entre as

condicoes avaliadas.
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Figura 7. Atividade especifica de queratinase (média + desvio padrdo) nos extratos
enzimaticos obtidos apos cultivo em meios contendo diferentes fontes de carbono e
diferentes condi¢des de cultivo (agitado - A e estatico - E). U21-2 — Lentinus berteroi e

U15-4 — Ganoderma stipitatum.
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DISCUSSAO

A maior atividade observada em substratos contendo pelos sugere maior eficiéncia
dos basidiomicetos na degradacdo de a-queratina. A queratina pode ser classificada em
a-queratina e P-queratina (Shavandi et al., 2017). A a-queratina, predominante em
mamiferos, apresenta estrutura helicoidal formada por hélices o organizadas em fibras
intermedidrias estdveis, conferindo resisténcia mecanica ao material queratinoso. Sua
organizagdo menos compacta, em comparagdo a [-queratina, favorece maior
acessibilidade enzimatica, facilitando a atuacao de queratinases (QIU et al., 2020). Na
selecdo inicial de espécies, observou-se maior producao de queratinase em meio contendo
pelos em comparagdo ao cultivo em penas. Considerando que a o-queratina estd
predominantemente presente em materiais epidérmicos de mamiferos, como pelos,
cabelos, 13 e chifres, enquanto a B-queratina ocorre principalmente em aves e répteis,
como nas penas (Shavandi et al., 2017), os resultados sugerem maior eficiéncia dos
fungos avaliados na degradagdo de substratos ricos em a-queratina. Contudo, como a
atividade foi mensurada de forma global, ndo ¢ possivel afirmar uma especificidade
enzimatica absoluta.

A busca por novas fontes de enzimas, como a queratinase, ¢ fundamental para o
avanco cientifico e tecnolédgico. Friedrich et al. (2005) relataram atividade queratinolitica
de 5,7 U/mL para Doratomyces microsporus cultivado em meio liquido contendo farinha
de soja como indutor, valor da mesma ordem de magnitude observado no presente estudo
para linhagens cultivadas em meio contendo pelos. Em contrapartida, Inacio et al. (2018)
reportaram atividade de 26 U/mL para Pleurotus pulmonarius cultivado em cabelos
humanos por 25 dias em meio sélido, superando os valores aqui obtidos. Essas diferencas
reforgam que, espécie flngica, natureza do substrato, tempo de cultivo e condi¢des
experimentais influenciam diretamente os niveis de produgdo de queratinase.

A condicdo de cultivo exerceu influéncia significativa sobre a produgdo
enzimatica. A agitagdo favoreceu a producdo de queratinase em algumas linhagens,
especialmente em L. berteroi, corroborando Mustafa et al. (2023), que demonstraram que
a agitacdo melhora a difusdo de nutrientes e oxigénio, estimulando a biossintese
enzimatica. A maior atividade especifica de queratinase e lacase sob condicao agitada em
L. berteroi sugere que o aumento da transferéncia de oxigénio pode favorecer vias

metabolicas associadas a secrecao extracelular (Umar et al., 2023).
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A variacdo entre cultivo estatico e agitado evidenciou também que a aeragdo e a
disponibilidade de oxigénio proporcionada pela agitacdo, desempenharam papel central
na regulacdo da secre¢do enzimatica, especialmente em L. berteroi. A maior atividade
especifica de queratinase e de lacase sob condicdo agitada sugere que o aumento da
transferéncia de oxigé€nio favorece a ativagao de vias metabolicas associadas a degradagao
extracelular (Umar et al., 2023).

Estudos prévios sustentam esse aspecto. Shih ef al. (2006) observaram que um
maior suprimento de oxigénio no cultivo de Antrodia cinnamomea favoreceu o
crescimento e a produgdo de polissacarideos, mas inibiu a producao de triterpenoides,
evidenciando regulagdo diferencial de vias metabdlicas. De forma semelhante, Umar et
al. (2023) relataram maior rendimento de lacase de Ganoderma multistipitatum em
cultivo a 150 rpm, com niveis maximos de oxigénio dissolvido de 65% apds 27 horas.
Esses achados indicam que a oxigenag¢ao atua como fator regulatorio importante, embora
sua influéncia seja espécie-dependente.

Em G. stipitatum, observou-se maior atividade especifica de queratinase sob
condicdo estatica em meio contendo pelo, sugerindo uma resposta regulatoria distinta a
disponibilidade de oxigénio. De acordo com Domingos ef al. (2017), niveis elevados de
agitacdo podem gerar tensdo de cisalhamento e promover aglomeragdo micelial,
comprometendo a difusdo de oxigénio para o interior dos pellets de micélio. Tal condi¢ao
pode explicar a adaptacdo diferenciada dessa espécie ao cultivo estatico.

A andlise da proteina total revelou que, em alguns casos, cultivos estaticos
apresentaram maiores concentracdes proteicas. O meio contendo melaco e adgua (1:9)
destacou-se como fonte eficiente de carbono e energia para biossintese proteica,
possivelmente em fun¢do da elevada concentracdo de acucares fermentdveis, conforme
descrito por Pandey et al. (2001). Entretanto, a auséncia de correlagdao direta entre
proteina total e atividade especifica indica que o aumento da secregdo proteica global nao
implicou maior producdo proporcional de queratinase, sugerindo modula¢do do
secretoma conforme a condicao de cultivo.

Em contrapartida, a atividade especifica revelou que a maior concentragao
proteica ndo necessariamente resultou em maior eficiéncia catalitica. Em L. berteroi, o
meio contendo melago sob agitagcdo apresentou a maior atividade especifica (0,18 U/g),

indicando que a condi¢do metabdlica favoreceu a producao direcionada de queratinase, e
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ndo apenas aumento global da secrecdo proteica. Esse comportamento sugere regulagdo
positiva associada ao estado respiratdrio mais ativo sob agitagcdo, possivelmente
reduzindo efeitos de repressao catabolica parcial.

Em contraste, G. stipitatum apresentou maior atividade especifica sob condigao
estatica, especialmente em meio contendo pelo e glicose, evidenciando que a resposta
regulatoria a disponibilidade de oxigénio € espécie-dependente. Esses resultados indicam
que a producao de queratinase ndo depende exclusivamente da presenca do substrato
queratinoso, mas de uma interacao complexa entre fonte de carbono, estado fisiologico e
regulagdo metabdlica.

A discrepancia entre atividade volumétrica e atividade especifica reforca a
hipotese de modulacdo do secretoma. Em fungos, a secrecdo extracelular envolve
multiplas enzimas hidroliticas e oxidativas. Assim, determinadas condigdes podem
favorecer secrecdo proteica abundante, porém com menor propor¢do relativa de
queratinase. A atividade especifica, portanto, fornece um indicador mais preciso da
eficiéncia enzimatica direcionada. Petraglia et al. (2025), por exemplo, ao cultivarem
cogumelos de Pleurotus eryngii e P. ostreatus verificaram que as atividades de protease
e lipase aumentaram e permaneceram constantes no secretoma durante a formagao dos
corpos de frutificagdo, enquanto as atividades de celulase e hemicelulase diminuiram apés
a completa colonizacdo do substrato.

O manitol demonstrou potencial promissor, especialmente sob agitagdo,
possivelmente atuando como fonte energética e osmoprotetor, como descrito por Moreira
e Filho (2018), favorecendo o crescimento fungico em ambientes controlados. Em
contraste, o uso de residuos queratinosos como fonte de carbono resultou em produgao
proteica consistente, porém inferior a observada com substratos simples, como glicose e
manitol. Essa diferenca pode estar associada a maior complexidade estrutural dos
residuos queratinosos, que demandam etapas iniciais de degradacdo antes de serem
assimilados de forma eficiente (Friedrich et al., 2005).

A producdo de lacase por L. berteroi e G. stipitatum evidenciou um padrao
regulatério distinto daquele da queratinase. Os maiores valores foram obtidos em meios
contendo glicose e manitol, sobretudo sob agitacdo para L. berteroi. De acordo com
Elisashvili (2012), concentragdes adequadas de glicose podem atuar como indutores de

lacase em basidiomicetos. Em L. berteroi, a agitacdo aumentou a atividade de lacase em
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até 258% no meio com manitol, reforcando o papel da oxigenagdo na regulacdo de
enzimas oxidativas (Somerville; Proctor, 2023). Por outro lado, G. stipitatum apresentou
maior atividade em condigdo estatica, possivelmente refletindo mecanismos especificos
de regulacao génica sob menor disponibilidade de oxigénio (Elisashvili, 2012).

Os resultados estdo em consonancia com D’Agostini et al. (2011), que reportaram

produgdo de lacase por Trametes versicolor na faixa de 30—-50 U/mL, e com Krupodorova,
Barshtteyn e Sekan (2021), que destacaram o papel positivo do manitol na indugdo dessa
enzima em basidiomicetos. A influéncia da agitacdo observada no presente estudo
também ¢ corroborada por Mustafa et al. (2023), que demonstraram que esse fator
melhora a difusdo de nutrientes e gases, estimulando a biossintese enzimatica.
A normalizagdo da atividade de lacase pelo teor de proteinas totais confirmou que sua
producao também foi regulada de forma especifica. Em L. berteroi, a atividade especifica
aumentou substancialmente sob agitagdo em meio contendo manitol, indicando que a
oxigenagdo favorece vias oxidativas associadas a lacase. J4 em G. stipitatum, a maior
atividade especifica sob condi¢do estatica sugere adaptagdo metabdlica distinta,
possivelmente relacionada a organizagao micelial e a regulacdo génica sob menor tensao
de cisalhamento.

Esses padrdes distintos entre queratinase e lacase indicam que enzimas hidroliticas

e oxidativas respondem a sinais metabolicos diferentes, refor¢ando a complexidade
regulatoria do metabolismo extracelular em basidiomicetos (Petraglia et al., 2025).
A avaliagdo da atividade de queratinase pelo método com Keratin Azure confirmou o
padrao observado pelo método espectrofotométrico a 280 nm. L. berteroi apresentou
maior atividade em meio contendo melaco sob agitacao (1,90 + 0,06 U/L), enquanto G.
stipitatum destacou-se em meio contendo pelo sob condicdo estatica (0,46 + 0,07 U/L).
O Keratin Azure ¢ amplamente reconhecido como substrato padrdo devido a sua
especificidade, e sua utilizacgdo complementa a avaliacio baseada na liberagdo de
peptideos soluveis.

A degradacdo de residuos queratinosos naturais envolve uma interacdo complexa
entre a enzima e o substrato. Gonzalo et al. (2020) e Callegaro et al. (2018) destacam que
residuos naturais contém lipidios € minerais que podem atuar como cofatores na

expressdo enzimatica, enquanto substratos artificiais apresentam composi¢ao
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simplificada (Shavandi et al., 2017). Assim, a combinag¢@o entre a natureza do substrato,
as condi¢des de cultivo e a espécie fiungica determina o perfil enzimatico observado.

Embora as condigdes experimentais ainda possam ser otimizadas, os resultados
demonstram a viabilidade do uso de basidiomicetos na valorizacdo de residuos
queratinosos, contribuindo para estratégias sustentaveis de gestao desses materiais e para

a producdo de enzimas com potencial aplicagdo biotecnoldgica.

A andlise da atividade especifica evidenciou que a produgdo enzimatica nao
depende exclusivamente da secrecdo proteica global, mas também de mecanismos
regulatorios modulados pela fonte de carbono e pelo regime de cultivo, de forma espécie-
dependente. A capacidade de direcionar o perfil enzimatico por meio de ajustes
relativamente simples nas condi¢des de cultivo amplia o potencial desses sistemas em
modelos de biorrefinaria. Assim, a selecdo estratégica da condicdo de cultivo pode
permitir a priorizagdo de enzimas hidroliticas voltadas a degradacdo de residuos
queratinosos ou de enzimas oxidativas com aplicagdes em biotransformagdes e outros

processos industriais.
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CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que basidiomicetos tém potencial para produzir
queratinases e lacases a partir de residuos queratinosos e de diferentes fontes de carbono,
incluindo subprodutos agroindustriais. A producdo enzimatica foi influenciada tanto pela
espécie quanto pelas condigdes de cultivo, evidenciando respostas regulatdrias distintas
entre as linhagens avaliadas.

A atividade especifica revelou que a expressao génica e atividade enziméatica nao
esteve diretamente associada a secre¢do proteica global, mas sim a modulagdo do
metabolismo em fun¢ao da fonte de carbono e da oxigenagdo. De modo geral, a agitagdo
favoreceu a producdo enzimdtica em Lentinus berteroi, enquanto Ganoderma stipitatum
apresentou melhor desempenho sob condic¢des estaticas.

Os resultados confirmam a viabilidade do uso de basidiomicetos na valorizagao
de residuos queratinosos, refor¢ando seu potencial em estratégias sustentaveis de
producdo enzimatica e em modelos de biorrefinaria voltados a agregacdo de valor a

subprodutos agroindustriais.
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CAPITULO 11

Modulacao do Perfil Bioativo do Micélio de Ganoderma stipitatum em Cultivo
Submerso: Influéncia das Condicoes de Cultivo sobre Atividade
Antioxidante, Fotoprotetora e Anticolinesterasica

RESUMO:

Este estudo avaliou a influéncia das condigdes de cultivo submerso sobre o perfil quimico
e funcional do micélio de Ganoderma stipitatum, visando sua valorizagdo em sistemas de
biorrefinaria fungica. O fungo foi cultivado em meio liquido contendo melago de cana-
de-agticar sob condi¢des estatica e agitada, e os extratos miceliais foram analisados
quanto ao teor de compostos fendlicos e flavonoides, atividade antioxidante, fator de
protecdo solar (in vitro) e atividade anticolinesterdsica. O cultivo estatico apresentou
maior teor de fenois totais (31,24 +5,5 ug EAG/mg), enquanto o cultivo sob agitagdo
revelou maior concentragdo de flavonoides (48,10+9,5 ug EQ/mg) e desempenho
funcional superior. Os extratos do cultivo agitado apresentaram maior eficiéncia
antioxidante nos ensaios de DPPHe e ABTSe*, com ICso de 44,28 +0,20 mg/mL e
2,47+£0,72 mg/mL, respectivamente, além de elevado fator de protegdo solar
(FPS =35,86 £ 1,58) e manuten¢do da inibicao da acetilcolinesterase até 0,0078 mg/mL.
Os resultados indicam que a agitagdo promoveu ndo apenas maior funcionalidade
biologica, mas também uma reorganizacdo qualitativa do metabolismo secundario,
favorecendo a sintese de metabolitos fenolicos estruturalmente mais ativos. Dessa forma,
o cultivo submerso agitado se mostrou uma estratégia eficiente para obten¢do de extratos
miceliais de G. stipitatum com potencial antioxidante, fotoprotetor e neuroprotetor,
consolidando essa espécie como recurso promissor para aplicacoes nas areas
farmacéutica, nutracéutica e cosmética, em consonancia com principios da bioeconomia
sustentavel.

Palavras-chave: Basidiomicetos. Metabdlitos secunddrios. Bioatividade fungica.
Biorrefinaria fingica. Bioeconomia sustentavel.
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INTRODUCAO

Os fungos basidiomicetos formam um grupo diverso do reino Fungi, amplamente
reconhecido por suas aplicagdes alimenticias, ecologicas e farmacolodgicas, destacando-
se pela producdo de metabdlitos secundarios com atividades biologicas relevantes, como
antioxidantes, antimicrobianas, antitumorais, anti-inflamatorias ¢ imunomoduladoras
(Sun et al., 2024; Wang et al., 2022). Compostos bioativos, como polissacarideos,
terpenoides, fendis e esterodis, isolados de espécies como Ganoderma lucidum, Pleurotus
ostreatus, Trametes versicolor ¢ Inonotus hispidus, apresentam potencial terapéutico
promissor, reforcando o interesse por basidiomicetos como fontes sustentaveis de novos

agentes farmacologicos (Vallavan ef al., 2020; Oliveira ef al., 2024; Zhao et al., 2024).

Estudos recentes demonstram que metabdlitos de basidiomicetos apresentam
atividade antioxidante, protegendo as células do estresse oxidativo, além de acdo
antimicrobiana contra bactérias multirresistentes e efeito antitumoral mediado pela
modulacdo de vias apoptoticas, consolidando esse grupo como um relevante recurso
biotecnoldgico para aplicacdes farmacéuticas, nutracéuticas e cosméticas (Gorska-

Jakubowska et al., 2025; Azelee et al., 2025).

Ganoderma stipitatum (Polyporaceae) ¢ um basidiomiceto de podridao branca da
madeira pertencente ao género Ganoderma, amplamente reconhecido por espécies com
potencial farmacolédgico (Plosca ef al., 2025). Trata-se de uma espécie neotropical com
registros na América do Sul e Central, incluindo diferentes biomas brasileiros, como
Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (IUCN, 2026). Apesar da ampla
distribui¢do geografica, G. stipitatum permanece pouco explorado sob o ponto de vista
quimico e funcional. Os estudos disponiveis concentram-se principalmente em atividade
antibacteriana (Ferreira-Silva et al., 2017), produ¢do de enzimas lignoceluloliticas (Gois,
2023) e potencial de biorremediagdo (Cipriani-Avlia ef al., 2025; Floréz-Restrepo et al.,
2025), havendo lacunas quanto a caracterizacdo de seus metabolitos e atividades
biolodgicas associadas. Nesse contexto, sua investigagdo amplia o conhecimento sobre
espécies neotropicais do género e contribui para a valorizagao biotecnoldgica da biomassa

fingica.
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Diversos estudos recentes tém explorado o potencial antioxidante de fungos
basidiomicetos por meio de ensaios de captura de radicais livres, como DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)).,
que avaliam a capacidade de doacao de elétrons de extratos fingicos. Espécies como
Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Russula vesca e Fomes fomentarius
demonstraram alta eficiéncia antioxidante, com correlagdo positiva entre as atividades
DPPH/ABTS e o teor de fendis e de flavonoides totais, indicando que esses compostos
sd0 os principais responsaveis pela a¢do redutora (Swiderski et al., 2025; Yang et al.,

2025; Giirgen et al., 2026).

Além do potencial antioxidante, pesquisas recentes t€ém destacado o uso de
extratos de basidiomicetos como agentes fotoprotetores naturais, devido a presenga de
compostos fendlicos com absor¢do significativa na faixa UV. Coprinus comatus e
Pleurotus citrinopileatus, por exemplo, apresentaram fator de protecdo solar (FPS)
elevado, associado a concentragdo de flavonoides e carotenoides (Chafaa et al., 2025;

Rukhsar et al., 2025).

Outra vertente de investigagdo envolve o potencial neuroprotetor de
basidiomicetos por meio da inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE), associada ao
declinio cognitivo e a doenga de Alzheimer. Espécies como Ganoderma lucidum,
Trametes versicolor e Phellinus tremulae demonstraram atividade anticolinesterdsica
significativa, correlacionada a altos niveis de compostos fenolicos e terpenoides (Alkan
et al., 2020; Kwon et al., 2022; Li et al., 2023). Estudos in vitro revelam que extratos
ricos em fendis totais e flavonoides podem modular vias neuroquimicas e reduzir o
estresse oxidativo neuronal, consolidando os basidiomicetos como uma promissora fonte

de moléculas bioativas multifuncionais (Alkan ef al., 2020).

No contexto da bioeconomia e da valorizagao integral de biomassa flingica, a
exploragdo do potencial bioativo do micélio torna-se estratégica. Em estudos realizados
por nosso grupo de pesquisa, demonstrou-se que Ganoderma stipitatum apresenta
capacidade de produzir enzimas extracelulares de interesse industrial a partir de
substratos residuais, evidenciando sua aptiddo para aplicagdes em modelos de
biorrefinaria fingica. A integracdo entre a produc¢do de enzimas no sobrenadante e a

valorizacdo da biomassa micelial como fonte de metabolitos bioativos representa uma
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abordagem sistémica capaz de ampliar a eficiéncia e a sustentabilidade do processo

biotecnolégico.

Assim, a investigag¢ao do perfil quimico e da funcionalidade biologica do micélio
de G. stipitatum complementa a avaliagdo enzimatica apresentada no capitulo anterior,
permitindo uma andlise integrada do potencial biotecnoldgico dessa espécie.
Considerando que variagdes no sistema de cultivo e na composi¢ao do meio, incluindo a
utilizacao de melago de cana-de-acticar como fonte de carbono, podem influenciar o
metabolismo secundario e a composi¢do dos extratos, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o teor de fendis e flavonoides totais do micélio cultivado em sistema
submerso sob condicdes estaticas e sob agitagdo orbital, bem como determinar sua
atividade antioxidante (DPPH e ABTS), seu potencial fotoprotetor in vitro (FPS) e sua

atividade anticolinesterasica.

Embora basidiomicetos sejam reconhecidos pelo seu potencial bioativo,
G.stipitatum permanece pouco explorado. Observa-se escassez de estudos sobre o perfil
bioativo do micélio dessa espécie, especialmente quanto a producdo de compostos
fenolicos e flavonoides. Além disso, ha auséncia de investigacdes que avaliem, de forma
integrada, a influéncia do cultivo submerso na modulacdo simultanea de atividades
antioxidante, fotoprotetora e anticolinesterasica. Adicionalmente, sdo limitadas as
abordagens que associam a producdo enzimatica a valorizagdo da biomassa micelial em
um contexto de biorrefinaria. Dessa forma, essas lacunas evidenciam a necessidade de

estudos integrados nessa area.
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MATERIAL E METODOS

Material biologico e producio de inéculo

Ganoderma stipitatum (Murrill) Murrill (sinonimia Fomes stipitatus Murrill,
Ganoderma parvulum Murrill, Fomes parvulus (Murrill) Sacc. & D. Sacc., Ganoderma
bibadiostriatum Steyaert) linhagem Ul15-4 da colecdo do Laboratério de Biologia
Molecular da UNIPAR, Umuarama — PR, foi avaliada nesse estudo. A linhagem foi
cultivada em agar-extrato-de-malte (AEM) 2% (m/v) a 28 °C, na auséncia de luz, para

produgdo de micélio destinado a indculo.

Cultivo em meio liquido

O cultivo ocorreu em frascos Erlenmeyer (250 mL) com 100 mL de meio
composto por 1 g/L extrato de levedura, 1,5 g/LL KH2POa, 0,5 g/l MgSOs4, 0,5 g/L KCl,
0,036 g/LL FeSOa4, 0,035 g/l ZnSO4 (Almeida et al., 2018). Melaco de cana-de-actcar
(500 g/L de acucares totais) foi diluido (1:1) em agua ultrapura a 40 °C e adicionado ao
meio até a obtengdo de 20 g/L de agucares totais. Apds autoclavagem (121 °C, 20 min) e
resfriamento, o meio foi inoculado com quatro discos de AEM contendo micélio do
fungo. Os frascos foram incubados a 28 °C por 15 dias, na auséncia de luz, com ou sem
agitacao orbital a 100 rpm. Ao final, micélio e meio liquido foram separados por filtragao
(papel Whatman n° 1). A biomassa micelial foi seca em estufa com circulacao de ar a 60
°C até alcancar massa constante. Em seguida, a biomassa foi congelada em nitrogénio
liquido e triturada em almofariz até a obteng¢ao de um p6 fino. Esse p6 foi utilizado para

a obtencao dos extratos (Halabura ef al., 2023).
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Producao de extratos miceliais

Os extratos foram obtidos segundo Saltarelli et al. (2009) com algumas
modificagdes. Uma amostra de 5 g de biomassa seca e pulverizada foi submetida a duas
extragdes sucessivas com 25 mL de uma solucdo etanol:dgua (80:20, v/v) por 45 minutos
a 50 °C. A mistura foi centrifugada a 4400 g por 20 minutos e os sobrenadantes das duas

extragdes foram combinados e usados como extrato micelial.

Teor de fendis totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos nos extratos dos micélios foi realizada
pelo método de Folin-Ciocalteau, conforme descrito por Singleton ef al. (1999). O extrato
foi diluido em etanol:agua (80:20, v/v) até obter as concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50
mg/mL. Aliquotas de 0,3 mL foram misturadas com 2,5 mL de solugdo aquosa do
reagente Folin-Ciocalteau a 10% (v/v) e 2,0 mL de carbonato de s6dio a 7,5 g L'. A
mistura foi mantida a 50 °C por 15 minutos, e a variagdo da absorbancia foi determinada
a 760 nm. A mistura de etanol e dgua foi utilizada como controle analitico. As
concentracgdes de fenois foram calculadas com base em uma curva padrao de acido galico
(10-700 uM). Os resultados foram expressos em pg equivalentes de acido galico (EAQG)

por mg de micélio.

Teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides foi determinado pelo método colorimétrico com cloreto de
aluminio, conforme descrito por Alves e Kubota (2013). O extrato foi diluido em
etanol:agua (80:20, v/v) até obter as concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50 mg/mL.
Aliquotas de 0,5 mL das dilui¢cdes foram misturadas a 0,5 mL de solucao de cloreto de
aluminio a 2% (m/v) em metanol e mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos. A
variacao da absorbancia foi determinada a 425 nm. A solucao de cloreto de aluminio foi

utilizada como controle analitico. A concentracao de flavonoides foi calculada com base
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em uma curva padrao de quercetina (5—40 pg/mL). Os resultados foram expressos em pug

equivalentes de quercetina (EQ) por mg de micélio.

Determinacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato foi determinada pelos métodos de sequestro
de radicais livres DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) ¢ ABTSe+ (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)). O extrato foi diluido em etanol:dgua (80:20, v/v) até

obter as concentracgdes de 10, 20, 30, 40 ¢ 50 mg/mL.

Método de sequestro dos radicais DPPHe

Aliquotas de 0,01 mL de cada dilui¢ao do extrato foram misturadas a 0,29 mL de
DPPH (60 uM), preparado em etanol no momento do uso. A mistura foi mantida por 30
minutos a 22 °C, no escuro. A variacao da absorbancia foi medida a 515 nm em um leitor
de microplacas SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, EUA). Um controle analitico
foi preparado substituindo-se o extrato por 0,01 mL de etanol:dgua. A quantidade de
amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracdo inicial do radical DPPHe

(concentragdo inibitoria = ICso) foi calculada segundo Rufino ef al. (2007a).

Método de sequestro dos radicais ABTSe*

A capacidade de sequestro do radical livre ABTSe" foi determinada conforme
descrito por Rufino ef al. (2007b). A solugdo de ABTS foi preparada pela mistura de 5
mL de ABTS 7mM e 0,088 mL de persulfato de potassio 140 mM. A solucao foi mantida
no escuro a 25 °C por 16 horas. Antes do uso, a absorbancia da solucao de ABTS foi
ajustada para 0,7 = 0,05 a 734 nm por diluicdo com etanol:agua (80:20, v/v). As reagdes
foram preparadas misturando-se 0,29 mL da solugdo de ABTS e 0,01 mL dos extratos

miceliais, sendo mantidas no escuro a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida,
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a absorbancia foi determinada a 734 nm em leitor de microplacas SpectraMax Plus 384
(Molecular Devices, EUA). A quantidade de amostra necessaria para reduzir em 50% a

concentrac¢do inicial do radical ABTSe" (ICso) foi calculada.
Determinacio do fator de protecao solar (FPS) in vitro

O fator de protegdao solar (in vitro) do extrato foi determinado conforme a
metodologia descrita por Oliveira ef al. (2021). Para esse ensaio, o extrato foi diluido em
solugdo etanol:agua (80:20, v/v), obtendo-se as concentragdes finais de 10, 20, 30, 40 ¢
50 mg/mL. A absorbancia de cada diluicdo foi mensurada em triplicata em placa de 96
pocos, nos comprimentos de onda entre 290 e 320 nm, com intervalos de 5 nm, utilizando
um leitor de microplacas SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, EUA). A solugdo de

etanol foi utilizada como controle analitico.

O célculo do valor do FPS foi baseado na Equagao 1:

320
FPS = CFZ EEQ) I(X) Abs(2) (1)
290

Onde CF corresponde ao fator de correcao (CF = 10), EE()L) representa o espectro
de efeito eritematoso, I(A) a intensidade da radiagdo solar e Abs(A) a absorbancia da
amostra no comprimento de onda A. Os valores de EE(A) x I(A) sdo constantes

previamente estabelecidas, conforme descrito por Mansur et al. (1986).
Atividade anticolinesterasica

A atividade anticolinesterasica foi avaliada por ensaio bioautografico por
cromatografia de camada delgada (CCD), conforme descrito por Yang et al. (2009), com
adaptacdes. O extrato foi preparado na concentragao inicial de 1,0 mg/mL em metanol, a
partir da qual foram realizadas diluigdes seriadas até¢ 0,0078 mg/mL. As amostras foram

aplicadas em forma de pontos sobre cromatoplacas de aluminio (10 x 10 cm) revestidas
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com silica gel 60 F254 (0,2 mm de espessura) ¢ deixadas secar a temperatura ambiente.
Em seguida, as placas foram pulverizadas com solugdo de acetilcolinesterase (AChE) em
tampao apropriado, seguidas da aplicacdo de a-naftilacetato e da incubagdao em banho-
maria a 37 °C por 20 minutos. Apds a incubacgao, as cromatoplacas foram reveladas com
Fast Blue B, resultando em coloragdo purpura. A atividade anticolinesterdsica foi
determinada qualitativamente pela presenga de halos claros, indicativos de inibi¢do da
AChE, em contraste com o fundo purpura da placa. A concentragao inibitéria minima
(CIM) detectavel foi definida como a menor concentragao do extrato capaz de induzir

inibi¢do visivel da enzima nas condi¢des do ensaio.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A normalidade dos
dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As comparagdes entre os modos de cultivo
(estatico e sob agitacdo) foram realizadas por meio do teste t de Student para amostras
independentes, com corre¢dao de Welch para variancias desiguais, adotando-se abordagem
bicaudal. Os resultados de FPS foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e a
diferenca entre as médias determinadas pelo teste de Skott-Knott. O nivel de significancia
foi estabelecido em 5% (p < 0,05). As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio

do Microsoft Excel® ou do software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2014).



46

RESULTADOS

As condigdes de cultivo influenciaram significativamente o perfil de metabolitos
fendlicos no micélio de G. stipitatum (Tabela 1). O cultivo estatico apresentou maior teor
de fendis totais (31,24 = 5,5 ng EAG/mg) em comparagao ao cultivo sob agitagao (13,94
+ 3,3 ug EAG/mg), diferenga estatisticamente significativa, representando aumento
aproximado de 124% no sistema estéatico (Tabela 1). Em relacdo aos flavonoides totais,
observou-se tendéncia de valores superiores no cultivo sob agitagao (48,10 + 9,5 ug
EQ/mg) em comparagdo ao estatico (33,56 = 7,2 ug EQ/mg), embora sem diferenca

estatistica significativa

Tabela 1. Teor de fendis e de flavonoides totais dos extratos do micélio de Ganoderma

stipitatum cultivado em meio liquido sob agitagdo orbital ou cultivo estatico.

Método Estatico Agitado p-valor

Fenois totais
(ung EAG/mg) 31,24 +£5,5° 13,94 + 3,3 p=0,015

Flavonoides totais
(ug EQ/mg) 33,56 £7,2° 48,10 £ 9,5 p=0,237

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés repeticdes. Letras diferentes na mesma
linha indicam diferengas significativas de acordo com o Teste t de Student (p < 0,05).

A capacidade de sequestro de radicais livres revelou a superioridade do extrato
derivado do cultivo sob agitacdo, que apresentou os menores valores de ICso (Tabela 2).
No método de sequestro do radical DPPH, o cultivo agitado foi 1,7 vezes mais potente
(ICso = 44,28 £ 0,20 mg/mL) do que o estatico (ICso = 75,21 + 0,54 mg/mL). Esta
diferenga foi ainda mais acentuada no ensaio de sequestro do radical ABTS, no qual o
cultivo agitado demonstrou poténcia 11 vezes superior (ICso = 2,47 = 0,72 mg/mL) em

comparag¢ado ao modo de cultivo estatico (ICso =27,28 + 0,40 mg/mL).

Observou-se associagao entre os valores de flavonoides totais ¢ a maior atividade
antioxidante no sistema agitado, especialmente no ensaio ABTS. Embora a analise

estatistica ndo permita inferéncias robustas.
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Tabela 2. Atividades antioxidantes dos extratos do micélio de Ganoderma stipitatum
cultivado em meio liquido, sob agitacdo orbital ou cultivo estatico pelos métodos de
captura dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) e 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTSe+).

Método Estatico Agitado p-valor

DPPHe (ICso) 7521 + 0,54 4428 + (0,202 p <0,0001
(mg/mL)
ABTSe+ (ICso)

b a
(mg/mL) 27,28 £0,40 2,47+0,72 p <0,0001

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés repetigdes. ICso = concentragdo inibitoria,
que representa a concentrag@o de extrato necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH ou ABTS. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas de acordo com o teste t de Student (p < 0,05).
Controles positivos - Quercetina, ICso = 0,0148 + 0,01 mg/mL (DPPH), Trolox, ICso= 0,003 £+ 0,00 mg/mL
(ABTS).

O ensaio bioautografico em cromatografia de camada delgada revelou atividade
inibitdria frente a acetilcolinesterase em ambas as condi¢des de cultivo, com manutencao
de zonas claras de inibi¢do até a menor concentragdo testada (0,0078 mg/mL), indicando
CIM < 0,0078 mg/mL (Tabela 3). Embora o método usado seja qualitativo, o resultado
confirma a presenca de metabolitos capazes de interferir na atividade da AChE, sendo

necessarias outras analises qualitativas para identificacdo dos compostos (tabela 3).

Tabela 3. Concentragdo inibitoria dos extratos hidroalcoodlicos obtidos do micélio de

Ganoderma stipitatum cultivado em meio liquido sob agitag@o orbital ou cultivo estatico.

Concentracao Inibicdo da acetilcolinesterase
de extrato
(mg/mL) Estatico Agitado

0,0078 + +



0,0156 +
0,0312 +
0,0625 +
0,0625 +
0,125 +
0,25 +
0,5 +
1,0 +
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O ensaio de fotoprotegdao apresentou uma relacdo dose-resposta para ambos os

tratamentos, com uma vantagem estatistica para o cultivo sob agitagdo nas maiores

concentragdes avaliadas (Tabela 4 e Figura 1). Até a concentracdo de 30 mg/mL, os

cultivos apresentaram FPS similares; contudo, a 40 e 50 mg/mL, o extrato derivado do

cultivo agitado apresentou FPS de 17,80 + 0,17, significativamente superior (p < 0,05) ao

FPS do cultivo estatico (14,43 = 1,04). A diferenga observada nas maiores concentracdes

indica maior eficiéncia na absor¢do de radiacio UVB no extrato obtido sob agitagdo,

resultado consistente com a atividade antioxidante (tabela 4).

Tabela 4. Fator de protecdo solar (FPS) dos extratos hidroalcodlicos obtidos do micélio

de Ganoderma stipitatum cultivado em meio liquido sob agitagdo orbital ou cultivo

estatico.
Concentracao
de extrato
(mg/mL) Estatico Agitado
10 0,47 £ 0,02°A 0,53 £0,10°4
20 3,40 £ 0,5094 5,76 £ 1,579
30 7,36 + 1,854 9,73 £ 0,604

40 14,43 + 1,048

17,80 + 0,17°A
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50 21,41 +1,88%8 35,86 +1,58%

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

N
()]
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N W W BN
wn O wn O
1 1 1 1

—_ =
whn O W
1 1 1
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Fator de Protecao Solar (FPS)
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0 10 20 30 40 50 60
Concentracio de extrato (mg/mL)

Figura 1. Relacdo dose-resposta do Fator de Protegdo Solar (FPS) dos extratos
hidroalcoodlicos obtidos do micélio de Ganoderma stipitatum cultivado em meio liquido,

sob agitacdo orbital ou cultivo estético.
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DISCUSSAO

Este estudo demonstra, pela primeira vez, que o regime hidrodindmico de cultivo
modula significativamente o perfil bioativo do micélio de Ganoderma stipitatum,
afetando nao apenas a producdao de fenodis totais, mas principalmente a efici€éncia
funcional dos metabolitos produzidos. Embora o cultivo estatico tenha promovido maior
acimulo de fenodis totais, o cultivo sob agitagdo resultou em extratos com maior
bioatividade, evidenciada pela atividade antioxidante e fator de prote¢ao solar. Esses
dados indicam que a intensidade da aeracdo e a dindmica de transferéncia de oxigénio
podem atuar como moduladores do metabolismo secundario nessa espécie, favorecendo
nao necessariamente a produgdo quantitativa de metabolitos, mas a sintese de compostos

com maior atividade bioldgica especifica (Park, 2025).

Em fermentacdo submersa, a agitacdo pode aumentar a transferéncia de oxigénio
e causar o estresse hidrodindmico, modulando o metabolismo secundario em
basidiomicetos Em Ganoderma, a disponibilidade de oxigénio direciona a sintese de
metabolitos bioativos (Tang; Zhong, 2003), e maiores niveis de oxigenagdo podem elevar
a produ¢do de espécies reativas de oxigénio, que atuam como sinais regulatorios na

ativacdo de vias secundarias (Hong et al., 2013; Mattila et al., 2022).

O maior teor de fenodis no cultivo estatico pode indicar condigdes menos
estressantes, favorecendo o acimulo de compostos mais simples. Ja a agitacdo pode ter
redirecionado o metabolismo para compostos mais complexos ou mais reativos no ensaio
de flavonoides. Assim, os dados sugerem ndo reducdo da atividade metabolica, mas uma
mudanga qualitativa no perfil de metabolitos secundarios, de maior acimulo global

(estatico) para maior especializagdo relativa (agitado) (Shih et al., 2006).

As condicdes de cultivo influenciaram a qualidade funcional dos metabdlitos.
Embora o cultivo estatico tenha apresentado o maior teor de fenois totais, cultivo sob
agitacdo resultou em atividades antioxidantes superiores, evidenciadas pelos menores
valores de ICso nos ensaios de DPPH e ABTS. Diferen¢a que expressa no método ABTS,
no qual o extrato agitado foi de aproximadamente 11 vezes maior que o estatico. No
ensaio DPPH, o extrato agitado apresentou ICso de 44,28 £+ 0,20 mg/mL, sendo
aproximadamente 1,7 vezes mais potente que o estatico (75,21 + 0,54 mg/mL). No ensaio

ABTSe+, essa diferenca foi ainda mais expressiva (2,47 £ 0,72 mg/mL vs. 27,28 + 0,40
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mg/mL), indicando que a agitacdo favorece a producdo de metabdlitos com maior

eficiéncia redutora.

A indicagdo de possivel relagdo entre o teor de flavonoides e a atividade
antioxidante, sugere que a eficiéncia antioxidante esta mais relacionada a estrutura
quimica dos compostos do que a quantidade total de fendis. Segundo Navarro-Hoyos
(2026), essa atividade depende do nimero e da posicao dos grupos hidroxila e da presenga
de sistemas conjugados, como a dupla ligagdo C2=C3 associada ao grupo 4-oxo, que
favorecem a estabilizacdao do radical fenoxi apds a doagdo de elétrons ou de hidrogénio,
sendo determinantes em ensaios de transferéncia de elétrons, como DPPH e ABTS.
Estudos recentes indicam que fendlicos estruturalmente mais complexos apresentam
maior eficiéncia antioxidante do que fendis simples, devido a maior deslocalizacao
eletronica e a estabilizacao do radical formado (Bozovi¢ et al., 2026). Esse mecanismo
explica o menor ICso do extrato do cultivo agitado, mesmo com menor teor total de fendis,

sugerindo enriquecimento em flavonoides estruturalmente mais ativos.

Além disso, deve-se considerar o possivel efeito sinérgico entre os compostos do
extrato, pois misturas de polifenodis podem atuar de forma cooperativa, potencializando a
atividade antioxidante acima da soma dos efeitos individuais (Ormeneanu et al., 2025).
Esse sinergismo pode ter contribuido para a diferenga observada no ensaio com ABTS.
Assim, os dados indicam que a agita¢dao orbital ndo apenas altera quantitativamente a
producdo de metabolitos secundédrios, mas também promove uma reorganizagao
qualitativa do perfil fenolico. Esse redirecionamento metabdlico favorece a producdo de

antioxidantes estruturalmente mais eficazes.

A atividade anticolinesterdsica por bioautografia, com manuten¢do de zonas de
inibi¢ao até 0,0078 mg/mL, indica a presenga de metabolitos capazes de interferir na
atividade da acetilcolinesterase (AChE), mesmo em baixas concentragdes, sugerindo um
potencial biologico relevante do extrato. Embora o método empregado ndo permita
determinar parametros cinéticos nem elucidar o tipo de inibigdo (competitiva, ndo
competitiva ou mista), evidéncias recentes demonstram que diversos metabolitos
naturais, especialmente polifendis e flavonoides, podem interagir ndo apenas com o sitio
catalitico da enzima, mas também com o sitio anionico periférico da AChE, modulando
a atividade enzimatica por mecanismos alternativos ou duais (Zhou et al., 2023; Yang et

al., 2024).
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A interagdo com o sitio anidnico periférico PAS ¢ particularmente relevante no
contexto da doenca de Alzheimer, uma vez que essa regido estd associada a modulagdo
da agregacao de B-amiloide, tornando inibidores multitarget que sao moléculas capazes
de interferir em diferentes proteinas, enzimas ou vias metabolicas ao mesmo tempo.
estrategicamente promissores (Rossi et al., 2023). Nesse cendrio, flavonoides tém sido
amplamente descritos como inibidores de AChE com propriedades antioxidantes
concomitantes, reforcando a hipdtese de que compostos fenolicos presentes no extrato
possam contribuir para o efeito observado (Chen et al., 2024; Li et al., 2025). Assim, os
resultados obtidos indicam o extrato como uma op¢do relevante para investigagdes

mecanisticas e farmacologicas futuras voltadas a doencas neurodegenerativas.

Os extratos hidroalcoodlicos apresentaram atividade fotoprotetora na faixa UVB
(290-320 nm), evidenciada pelo aumento do FPS com o aumento da concentragdo,
indicando um comportamento dose—resposta adequado para desenvolvimento cosmético.
O extrato obtido sob agitacdo orbital atingiu FPS 35,86 + 1,58 na maior concentracio
avaliada (50 mg/mL), superando o extrato do cultivo estatico (21,41 + 1,88). Esse
resultado sugere que a agitacdo favoreceu a producgdo ou enriquecimento de croméforos
naturais capazes de absorver UVB de forma mais eficiente. Compostos fenolicos, em
especial flavonoides sdo descritos como fotoprotetores naturais por combinarem absor¢ao

de UVA/UVB (Milutinov et al., 2024).

Hermund (2022), observou que até produtos comerciais rotulados com FPS alto
podem apresentar valores in vitro menores, justamente porque o método ndo captura
totalmente a contribuicao de filtros UVA e por diferencas entre abordagens in vitro/in
vivo, reforcando que o ensaio ¢ mais apropriado como screening de UVB. Flavonoides e
outros fenodlicos atuam como cromoéforos naturais, absorvendo radiacao UV e exercendo
acdo antioxidante (Pérez-Sanchez et al., 2022; Martins et al., 2023). Esse duplo
mecanismo fundamenta a fotoprotegdo atribuida aos metabodlitos secundarios. Assim, o
maior FPS do extrato do cultivo agitado pode estar associado ao aumento relativo de
flavonoides nessa condi¢do, reforcando a relacdo entre o perfil fendlico e o efeito
fotoprotetor. Entretanto, ainda ¢ necessaria a identificagdo dos compostos presentes no

extrato.

Em comparagdo com estudos recentes, os valores obtidos nos ensaio de FPS se

destacam. Trabalhos recentes utilizando o método espectrofotométrico de Mansur,
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geralmente relatam FPS moderados, abaixo de 30, dependendo da concentracdo e da
matriz (Silva et al., 2023; Lopez-Garcia et al., 2024). Assim, um FPS proximo de 36 em
extrato bruto ¢ um resultado expressivo, especialmente por ndo se tratar de extrato
purificado ou de uma formulacao otimizada. A linearidade do aumento do FPS com a
concentragdo indica previsibilidade e facilidade de ajuste em formulacdes. Assim, a
agitacdo influencia ndo s6 a quantidade, mas a qualidade funcional dos metabdlitos,
destacando o extrato de G. stipitatum como fonte promissora de ativos naturais com

potencial fotoprotetor.

Sob a perspectiva biotecnoldgica, o cultivo submerso sob agitagdo mostrou-se
mais promissor para a exploracdo industrial de G. stipitatum. Embora o cultivo estatico
tenha apresentado maior teor de fenois totais, o sistema agitado gerou extratos com
melhor desempenho funcional. Em bioprocessos industriais, a poténcia biologica do

extrato ¢ geralmente mais relevante que o rendimento quantitativo de metabolitos.

A fermentagdo submersa ¢ a principal plataforma para producao industrial de
metabolitos fungicos, pois permite controle preciso de varidveis como oxigénio, pH,
temperatura e hidrodinamica, que modulam o metabolismo secundario (Dudekula, 2020).
Sistemas agitados promovem maior homogeneidade e melhor transferéncia de oxigénio,
favorecendo rotas oxidativas associadas a biossintese de fenolicos mais complexos. A
viabilidade industrial do cultivo agitado baseia-se na consolidacdo dos biorreatores do
tipo tanque agitado como padrdo na producdo de biomassa e metabdlitos secundarios
(Boruta, 2023). Esses sistemas permitem escalonamento previsivel, maior produtividade
volumétrica e menor tempo de processo, reduzindo custos e aumentando a

competitividade do bioproduto.

Em conjunto, os resultados se alinham ao conceito de biorrefinaria, que integra
diferentes correntes do processo fermentativo para maximizar eficiéncia e rentabilidade
(Troiano, 2020). Nesse modelo, o sobrenadante com enzimas extracelulares pode ser
aplicado industrialmente, enquanto a biomassa micelial rica em bioativos ¢ utilizada no
desenvolvimento de ativos antioxidantes, neuroprotetores ou fotoprotetores. A integragao
desses processos em cadeias produtivas ¢ estratégica para fortalecer a bioeconomia
baseada em fungos filamentosos, promovendo reducdo de residuos e maior

aproveitamento de substratos (Varriale, 2023).
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CONCLUSOES

O presente estudo evidenciou que as condi¢des de cultivo influenciam o perfil
quimico e funcional do micélio de G. stipitatum. O cultivo sob agitacdo promoveu maior
eficiéncia antioxidante, maior fator de protecdo solar e manutencdo da atividade
anticolinesterasica, mesmo sem aumento proporcional no teor total de fendis, indicando
que a funcionalidade bioldgica estd provavelmente associada & composi¢ao qualitativa

dos metabolitos produzidos.

O cultivo submerso sob agitagdo se destacou como uma abordagem
biotecnoldgica racional e escalavel, capaz de gerar extratos com propriedades
antioxidantes, neuroprotetoras e fotoprotetoras relevantes para aplicagdes farmacéuticas,
nutracéuticas e cosméticas. Assim, G. stipitatum se destaca como um recurso promissor
para a bioeconomia baseada em fungos, reforcando o potencial dos basidiomicetos como

fontes sustentaveis de metabolitos de alto valor agregado.

A integragdo entre a produ¢do enzimatica descrita no Capitulo 1 e a valorizagao
bioativa da biomassa apresentada neste capitulo refor¢a a viabilidade de estratégias
baseadas em biorrefinaria fungica, ampliando o aproveitamento biotecnologico dessa

espécie.


https://www.google.com/search?sca_esv=babc3dbce6714cb9&sxsrf=ANbL-n4kHOyMLeOyUbnRumqr1d593vfk7g:1771438624833&q=CONCLUS%C3%83O&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwigzuWP0-OSAxUWUUEAHeNeIRYQBSgAegQIEhAB

56

REFERENCIAS

ALKAN, Sinan et al. Chemical characterization, antioxidant, enzyme inhibition and
antimutagenic properties of eight mushroom species: A comparative study. Journal of
Fungi, v. 6, n. 3, p. 166, 2020.

ALKAN, Sinan et al. Chemical characterization, antioxidant, enzyme inhibition and
antimutagenic properties of eight mushroom species: A comparative study. Journal of
Fungi, v. 6, n. 3, p. 166, 2020.

AZELEE, Nur Izyan Wan et al. Fungal Antioxidants: Production, Characterization, and
Therapeutic Applications. In: Bioprospecting of Multi-tasking Fungi for Therapeutic
Applications: Volume II. Singapore: Springer Nature Singapore, 2025. p. 69-94.

BORUTA, Tomasz; SCIGACZEWSKA, Anna; BIZUKOJC, Marcin. Investigating the
stirred tank bioreactor co-cultures of the secondary metabolite producers Streptomyces
noursei and Penicillium rubens. Biomolecules, v. 13, n. 12, p. 1748, 2023.

BOZOVIC, Mijat et al. Phenolic Compounds, Antioxidant and Antimicrobial Activities
of Punica granatum L. Fruit Extracts. Molecules, v. 31, n. 2, p. 334, 2026.

CHAFAA, Nassiba et al. Opuntia ficus indica: Chemical Composition, Antioxidant,
Sunscreen, and DNA Damage Protection Properties as Well as Inhibitory Activities
Towards Tyrosinase and Cholinesterase Enzymes. Waste and Biomass Valorization, p.
1-15, 2025.

CHEN, Guifei ef al. Polyphenols and Alzheimer's Disease: A Review on Molecular and
Therapeutic Insights With In Silico Support. Food Science & Nutrition, v. 13, n. 9, p.
€70496, 2025.

CICHON, Natalia et al. Mechanistic and therapeutic insights into flavonoid-based
inhibition ~ of  acetylcholinesterase: implications ~ for  neurodegenerative
diseases. Nutrients, v. 17, n. 1, p. 78, 2024.

CIPRIANI-AVILA, Isabel et al. Mycoremediation of petroleum-contaminated soil using
native Ganoderma and Trametes strains from the Ecuadorian Amazon. Journal of Fungi,
v. 11,n. 9, p. 651, 2025.

DUDEKULA, Umera Tasleem; DORIYA, Kruthi; DEVARAI, Santhosh Kumar. A
critical review on submerged production of mushroom and their bioactive metabolites. 3
Biotech, v. 10, n. 8, p. 337, 2020.

FERREIRA-SILVA, V.; GUSMAO, N. B.; GIBERTONI, T. B. Antibacterial activity of
ethyl acetate extract of Agaricomycetes collected in Northeast Brazil. Current Research
in Environmental & Applied Mycology, v. 7, n. 4, p. 267-274, 2017.

FLOREZ-RESTREPO, Maria Alejandra et al. Biotransformation of acetaminophen by
Ganoderma parvulum ligninolytic enzymes immobilized on chitosan microspheres.
Fermentation, v. 11, n. 7, p. 387, 2025.



57

GAJENDRA, Kumar et al. Natural acetylcholinesterase inhibitors: a multi-targeted
therapeutic potential in Alzheimer's disease. European Journal of Medicinal
Chemistry Reports, v. 11, p. 100154, 2024.

GOIS, Eduardo Henrique Baltrusch. Condig¢oes de cultivo de Ganoderma stipitatum e
Ganoderma lucidum em residuos agroindustriais e atividades enzimaticas da
biomassa micelial. 2023. 78 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia Aplicada a
Agricultura) - Universidade Paranaense, Umuarama, 2023.

GORSKA-JAKUBOWSKA, Sandra et al. Critical Review on the Anti-Tumor Activity
of Bioactive Compounds from Edible and Medicinal Mushrooms over the Last Five
Years. Nutrients, v. 17, n. 11, p. 1887, 2025.

GRABOWSKA, Weronika et al. Acetylcholinesterase as a multifunctional target in
amyloid-driven neurodegeneration: From dual-site inhibitors to anti-agregation
strategies. International Journal of Molecular Sciences, v. 26, n. 17, p. 8726, 2025.

GURGEN, Aysenur et al. Optimization of Hymenopellis radicata extracts using RSM and
ANN-GA and evaluation of biological activities. Scientific Reports, 2026.

HONG, Sung-Yong; ROZE, Ludmila V.; LINZ, John E. Oxidative stress-related
transcription factors in the regulation of secondary metabolism. Toxins, v. 5, n. 4, p. 683-
702, 2013.

INTERNATIONAL UNION FOR CONSERVATION OF NATURE (IUCN). The
Global Fungal Red List Initiative. Versdo 2025-2026. Disponivel em:
https://redlist.info/iucn/species_list/. Acesso em: 13 de jan. 2026.

KWON, Mi-Jin ef al. The influence of tyrosol-enriched Rhodiola sachalinensis extracts
bioconverted by the mycelium of bovista plumbe on scopolamine-induced cognitive,
behavioral, and physiological responses in Mice. Molecules, v. 27, n. 14, p. 4455, 2022.

LI, Na et al. Unveiling the therapeutic potentials of mushroom bioactive compounds in
Alzheimer’s disease. Foods, v. 12, n. 15, p. 2972, 2023.

MATTILA, Hans et al. Basidiomycota fungi and ROS: genomic perspective on key
enzymes involved in generation and mitigation of reactive oxygen species. Frontiers in
Fungal Biology, v. 3, p. 837605, 2022.

NAVARRO-HOYOS, Mirtha et al. Key Dietary Flavonoids: Insights into Their
Structural Characteristics, Antioxidant and Anti-Inflammatory Activities, and Potential
as Neuroprotective Agents. Molecules, v. 31, n. 1, p. 154, 2026.

OLIVEIRA, Rui S. et al. Exploring the bioactive potential of Pisolithus (Basidiomycota):
comprehensive insights into antimicrobial, anticancer, and antioxidant properties for
innovative applications. Microorganisms, v. 12, n. 3, p. 450, 2024.

ORMENEANU, Victor-Pierre et al. Synergistic Interactions Between Natural Phenolic
Compounds and Antibiotics Against Multidrug-Resistant K. pneumoniae: A Pooled
Analysis of 216 In Vitro Tests. Microorganisms, v. 13, n. 11, p. 2497, 2025.

PARK, Hye-Jin. Influence of culture conditions on bioactive compounds in Cordyceps
militaris: a comprehensive review. Foods, v. 14, n. 19, p. 3408, 2025.



58

PLOSCA, Madalina-Paula et al. Ganoderma lucidum—ifrom ancient remedies to
modern applications: chemistry, benefits, and safety. Antioxidants, v. 14, n. 5, p. 513,
2025.

RUKHSAR, Saliha et al. Mushrooms in modern cosmetics: unlocking anti-aging,
antioxidant, and therapeutic potential. Archives of Dermatological Research, v. 317, n.
1, p. 542, 2025.

SADEGHI, Morteza et al. Identification of cholinesterases inhibitors from flavonoids
derivatives for possible treatment of Alzheimer's disease: In silico and in vitro
approaches. Current Research in Structural Biology, v. 7, p. 100146, 2024.

SHIH, Lung; PAN, Kelly; HSIEH, Chienyan. Influence of nutritional components and
oxygen supply on the mycelial growth and bioactive metabolites production in

submerged culture of Antrodia cinnamomea. Process Biochemistry, v. 41, n. 5, p.
1129-1135, 2006.

SUN, Xiaoqi et al. Biological activities of secondary metabolites from the edible-
medicinal macrofungi. Journal of Fungi, v. 10, n. 2, p. 144, 2024.

SWIDERSKI, Grzegorz et al. Bioactive properties of selected European Phellinus
species: A comprehensive study. International Journal of Molecular Sciences, v. 26,
n. 16, p. 8013, 2025.

TANG, Ya-Jie; ZHONG, Jian-Jiang. Role of oxygen supply in submerged fermentation
of Ganoderma lucidum for production of Ganoderma polysaccharide and ganoderic
acid. Enzyme and Microbial technology, v. 32, n. 3-4, p. 478-484, 2003.

TROIANO, DEREK; ORSAT, Valeric;, DUMONT, MARIE-JOSEE. Status of
filamentous fungi in integrated biorefineries. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v. 117, p. 109472, 2020.

UMAR, Aisha et al. Agitation role (Dissolved Oxygen) in production of laccase from
newly identified Ganoderma multistipitatum sp. nov. and its effect on mycelium
morphology. BMC Microbiology, v. 23, n. 1, p. 280, 2023.

VALLAVAN, Vimalah et al. A review on antistaphylococcal secondary metabolites from
basidiomycetes. Molecules, v. 25, n. 24, p. 5848, 2020.

VARRIALE, Ludovica; ULBER, Roland. Fungal-based biorefinery: from renewable
resources to organic acids. ChemBioEng Reviews, v. 10, n. 3, p. 272-292, 2023.

WANG, Zhen-xin et al. Diverse metabolites and pharmacological effects from the
basidiomycetes Inonotus hispidus. Antibiotics, v. 11, n. 8, p. 1097, 2022.

YANG, Jingya et al. Unveiling the bioactive compounds and therapeutic potential of
Russula: A comprehensive review. Journal of Fungi, v. 11, n. 5, p. 341, 2025.

ZHAOQO, Meili et al. Review of the structural characteristics and biological activities of
Tricholoma secondary metabolites (2018-2023). Molecules, v. 29, n. 19, p. 4719, 2024.



