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RESUMO

Nos ultimos anos a busca por alimentos que promavgomalidade e expectativa de vida dos
consumidores tem crescido mundialmente. EspéciesPldarotus atendem para essa
tendéncia, pois sdo considerados alimentos de daepatencial nutricional. Este trabalho
teve como objetivo avaliar as condi¢c@esitro de producgéo e as propriedades nutricionais de
Pleurotus albidusvisando a elaboracdo de barras de cereais. mierde foi avaliada a
influéncia das condi¢cdes de cultiwn meio sélido e os parametros fisico-quimicos por
fermentacdo submersa para produzir biomassa nticElgaresultados mostraram que em
meio solido o crescimento micelial foi similar eodds os meios de cultivo na auséncia de
luz, contudo, na presenca de luz o crescimento gan extrato de malte e agar extrato de
malte com extrato de levedura foi estatisticameniperior em relagcdo aos demais. Na
fermentacdo submersa sacarose, frutose e maltosen fas fontes de carbono que mais
favoreceram a producéo da biomassa, 7,28,§107 g.I1, 6,99 g.L}, respectivamente, e das
fontes de nitrogénio o melhor resultado foi comraet de levedura (7,98 g O
planejamento fatorial utilizado para avaliar audficia da concentracdo de sacarose e extrato
de levedura, pH e velocidade de agitacdo indicoe tpaas as variaveis influenciaram
significativamente na producdo da biomassa, cortages para a concentracdo da sacarose.
A méxima producdo de biomassa (9,817%.foi em meio contendo sacarose (30,079,L
extrato de levedura (2,5 '), pH 7,0 e velocidade de agitacdo (180 rpm). Artissa n&o
apresentou contaminacdo microbiana nem toxicidesddge aArtemia salinag mostrou uma
capacidade antioxidante com reducao em 28% doaladiePH. Na qualidade nutricional, a
biomassa apresentou teor de carboidratos totat) %6, 20,41% de proteinas, 18,55% de
fibra bruta, 8,18% de cinzas, 2,66% de lipidio®8, 34 Kcal. O potassio foi o macromineral
mais abundante, seguido de fésforo, sodio e mamnésin 17,13 g.Kg, 12,31 g.Kd, 3,52
g.Kg* e 2,06 g.K{, respectivamente, enquanto zinco (57,99 mg)Kfprro (28,82 mg.Kq)

e cobre (3,97 mg.KY foram os microminerais em maior quantidade. Tazaminoacidos
essenciais foram detectados na biomassa, sendaissbundantes a leucina, lisina e valina
com teores de 0,91 g.100,d),78 g.100 § e 0,73 g.100§ respectivamente. Acido aspartico
(1,31 g.100 @), acido glutdmico (1,14 g.100 alanina (1,12 g.100% e arginina (1,01
9.100 @) destacaram-se em relacdo aos amino&cidos naacisse Na avaliacdo da
qualidade microbiologica as trés formulaces deakadle cereais elaboradas com diferentes
concentracdes da biomassaRlealbidus(0%, 4% e 8%) foram consideradas seguras para
consumo humano. A adicdo da biomassa nas barrazrdais elevou o teor de fibras,
carboidratos e minerais. Os valores médios dosbuats avaliados nao diferiram
estatisticamente entre as trés formulacdes e tidekram indice de aceitabilidade acima de
70%. As condicdes de cultivo proporcionaram a pgaduwda biomassa micelial &e albidus
para o desenvolvimento de barras de cereais, pratinienticio com qualidades nutricional e
sensorial adequadas ao consumo, passivel de témste tecnologica para a industria e
consequentemente uma nova alternativa de gerag&odi.

Palavras-chave?leurotus albidusfermentagdo submersa, composi¢cao nutricionatabate
cereais



ABSTRACT

In recent years the search for foods that promoddity of life and expectation of consumers
has grown worldwide. Species Bfeurotuscater to this trend because they are considered
foods of high nutritional potential. This study &dto evaluate than vitro conditions of
production and the nutritional propertiesRieurotus albidusn order to develop cereal bars.
Initially we evaluated the influence of culture diions on solid medium and physico-
chemical parameters in submerged fermentation ¢olyme mycelial biomass. The results
showed that the mycelial growth was similar in @llture media in the absence of light,
however, in the presence of light growth in malir@st agar and malt extract agar with yeast
extract was statistically superior compared witheos. In submerged fermentation sucrose,
fructose and maltose were the carbon sources that favored the production of biomass,
7.28 g.I't, 7.07 g.I*, 6.99 g.L", respectively, and the best result was obtain¢d vitract of
yeast (7.98 g.Y) as nitrogen source. The factorial design usedvaiuate the influence of
sucrose and yeast extract, agitation speed andngidated that all variables significantly
influenced the production of biomass, especially cbncentration of sucrose. The maximum
biomass production (9.81 g*). was in media containing sucrose (30.0Y,Lyeast extract
(2.5 g.L'Y), pH 7.0 and agitation speed (180 rpm). Biomashibited no microbial
contamination or toxicity in the brine shrimp, asttbwed a reduction in antioxidant capacity
with 28% DPPH. In nutritional quality, biomass iodied total carbohydrate 50.7%, 20.41%
protein, 18.55% crude fiber, 8.18% ash, 2.66% ifat 308.34 Kcal. Potassium was the most
abundant macromineral, followed by phosphorus,sndind magnesium, with 17.13 gkg
12.31 g. K@ 3.52 g.Kg* and 2.06 g.Kg respectively, while zinc (57.99 mg.Ky iron
(28.82 mg.Kd) and copper (3.97 mg.Ky were as trace minerals in greater quantities. All
essential amino acids were detected in the biontessg the most abundant leucine, lysine
and valine at levels of 0.91 g.109d.78g9.100 g and 0.73 g.100 respectively. Aspartic
acid (1.31 g.100 9, glutamic acid (1.14 g.100™y alanine (1.12 g.100%y and arginine
(1.01 ¢.100 @) stood out in relation to non-essential amino scith relation to
microbiological quality of the three formulationsepared cereal bars with differeRt
albidus biomass concentration (0%, 4% and 8%) were coreidesafe for human
consumption. The addition of biomassRf albidusin cereal bars increased the content of
fiber, carbohydrates and minerals. The mean vatfethe attributes evaluated were not
statistically different among the three formulasand all had acceptability index above 70%.
The cultivation conditions provided the productioh mycelial biomass oPf. albidusfor
developing cereal bars, food product with nutritibmnd sensory qualities suitable for
consumption, subject to technology transfer to stiduand consequently a new alternative
source of incomes.

Key-words:Pleurotus albidussubmerged culture, nutritional composition, cebeas
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1 INTRODUCAO

A sociedade vem buscando cada vez mais o consumuentos de qualidade e com
caracteristicas sensoriais agradaveis, que possaiar & fome e, ao mesmo tempo, auxiliar
na manutencdo da saude, melhorar o fisico e o Btan-eDentre esses alimentos, o0s
cogumelos tém se destacado por apresentar compenemportantes para uma dieta mais
saudavel, pois sao ricos em proteinas (20-30%,a=®@ feca), fibras alimentares, e vitaminas
(riboflavina, niacina e folatos) e uma grande \dade de minerais e elementos tracos, tém
reduzidos teores de lipidios e sdo praticamentedive colesterol (FORTES; NOVAES,
2006; MANJUNATHAN; KAVIYARASAN, 2011; MOORE; CHIU2001). Papaspyridit al
(2010) mencionam que os cogumelos podem ser aliméancionais, pois podem promover
efeitos benéficos a saude.

Mundialmente, esses macrofungos sédo cultivadosneermializados como produto
para ser consumido por individuos de qualquer idadan todas as condicbes de saude
(MEHTA et al 2011; SIROet al 2008; UDDIN et al, 2011). A producdo mundial de
cogumelosin naturaequivale cerca de 5xi@oneladas, sendo que os cultivados em escala
industrial pertencem aos génerAgaricus, Lentinus, Pleurotus, Auricularia, Volwaia,
Flammulina e Tremell§fOMARINI et al, 2010). No Brasil, estima-se que essa producéao € d
aproximadamente 3 mil toneladas anuais ou 0,12%rdducdo mundial e as espéckes
ostreatusP. sajor-caju, Lentinus edodes, Agaricus brasilieesA. bisporussao as de maior
comercializacdo (FAEMG, 201GFURLANI; GODOQY, 2007).

Atualmente, os cogumelos comercializados no mu@doesn sua maioria derivados
de basidiomas cultivados por fermentacdo semiaoOlpfocesso que pode durar longos
periodos de cultivo. Assim, a fermentacdo submesté sendo uma alternativa promissora
para obtencdo de produtos funcionais, especialmmgamelos medicinais e comestiveis,

pois a biomassa produzida por esse bioprocessogprdsentar composicao quimica similar
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ao cultivo semi-sélido. Além disso, outros beneBcda fermentacdo submersa podem ser
citados, tais como a elevada producdo de biomasdarga escala e com custos reduzidos,
menor tempo de producao, possibilidade de culthdependente das variacbes sazonais e
controle dos parametros fisico-quimicos (PAPASPYRICal 2011; GREGORet al, 2007).

O consumo de barras de cereais vem crescendo wcmmEnte em virtude da
facilidade de acesso e a associacdo que se tenpsa@himentos saudaveis. Desta forma,
pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido déiceera incorporacdo de determinados
ingredientes alternativos mais saudaveis na elafordesses produtos (CORDOVA, 2012;
TORRES, 2009).

Considerando a necessidade de disponibilizacdo lideerdos alternativos que
desempenham papel de destaque e a crescente dempandaodutos com qualidade
nutricional para reduzir os gastos com saude paw deeprevencao de doencas e aumentar a
expectativa de vida, esta pesquisa teve como dexddi produzir biomassa ddeurotus
albidus para utilizacdo na elaboracdo de barras de cekastis que tal espécie de cogumelo

ainda nao foi devidamente investigada em condigdeisro na Amazonia.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1GéneroPleurotus ( Fr.) Quél

De acordo com Guzman (2000) ha grandes dificuldadddentificacdo das espécies
dePleurotuse este fato esta associado as variacfes das castctasrbioquimicas e genéticas
das linhagens encontradas nos diferentes ecosasté&iasse sentido, mais de 1000 espécies
de Pleurotus ja foram descritas, no entanto aproximadamented&§tas espécies sao
consideradas vélidas.

O géneroPleurotus(Fr.) Quél pertence a Ordem Agaricales, familitypraceae e
constitui um grupo de cogumelos cosmopolitas, coemienencontrado em regides de clima
temperado, cujas espécies sdo saprObias, desemdoise em troncos de arvores em
decomposicdo. As principais caracteristicas maogfos desses cogumelos incluem
basidiomas que se desenvolvem com aspecto seneelhanma ostra (Figura 1), estipe
geralmente lateral, lamelas decurrentes e espdmahea (COHENet al, 2002; PUTZKE;

PUTZKE, 2004).

— 5 Lamelas

Pileo

Estipe

Figura 1- Caracteristicas morfolégicas dos basidmdePleurotussp.

FONTE: Retirado do Acervo fotografico do Herbariichlégico Jair Putzke/UFAM
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Espécies comestiveis do généteurotuspossuem elevado conteddo de proteinas,
fibras, carboidratos, vitaminas e minerais. Alérssas caracteristicas nutricionais, diversas
substancias isoladas desses cogumelos tém sidatesaradas demonstrando propriedades
terapéuticas, tais como atividade antitumoral, iomodulatéria, anticolesterolémica,
antimicrobiana, dentre outras (COHEN al 2002; RAGUNATHAN; SWAMINATHAN,
2003).

Pleurotusspp. sdo um dos principais grupos de cogumelos ommercializados no
mundo, juntamente comgaricuse Lentinus O complexo sistema enzimatico de espécies de
Pleurotus possibilita 0 seu cultivo em diversos substrataesriem lignina e celulose, a
exemplo de palha de arroz, lascas de madeira,, tngiho e outros residuos agricolas
(COHEN et al, 2002).P. ostreatus(Figura 2a) € uma das espécies de cogumelos mais
cultivadas, tradicionalmente conhecida pelo seorsakotico e altamente nutritivo (CHANG;
MILES, 2004). Outras espécies comoeryngii(Figura 2b) eP. ostreatoroseugFigura 2c)

também sdo comercialmente importantes.

Figura 2-P. ostreatuga),P. eryngii(b) eP. ostreatoroseu)

FONTE: Retirado de <http:www.forum.mycotopia.netwwircashop.org/mushroom_shop/pleurotus-eryngii-
king-oyster-straw-small; www.shroom.com.br/shroaotitfpgumelos/comestiveis

Além das espécies anteriormente citadas, Lechn#rert® (2011) estudando a

produtividade e a obtencéo de basidiomaBldarotusspp. verificaram elevados rendimentos
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em cultivo paraP. albiduse sugeriram que essa possa ser considerada uraaespgcie
cultivavel em nivel comercial.

Segundo revisdo de Putzke (2002) ocorrem pelo médsogspécies do género
Pleurotus consideradas nativas no Brasileurotus albidus(Berk.) Pegler,Pleurotus
araucariicolaSing.,Pleurotus calyXSpeg.) Sing. (Eentinus patulus Pleurotus djamogFr.)
Boed;]. [sin.: Pleurotus flabellatus(Berk. & Br.) Sacc.],Pleurotus dryinus(Pers.: Fr.)
Kummer, Pleurotus eugrammug¢Mont.) Dennis — Pegler (comblothopanu} Pleurotus
favoloides Sing., Pleurotus hirtus(Fr.) Sing., Pleurotus macropu®agl. [sin.: Pleurotus
cornucopiae(Paulet : Pers.) RollandRleurotus opuntiagDur. & Lév.) Sacc.Pleurotus
ostreatoroseusSing., Pleurotus ostreatus(Jacq.: Fr.) Kumm.,Pleurotus rickii Bres.,
Pleurotus submembranace(Berk.) ePleurotus subtiligBerk.) Br.

P. albidustem a seguinte classificacao taxondmica (PUTZRBETZKE, 2004):

- Reino: Fungi

- Filo: Basidiomycota

- Classe: Basidiomycetes

- Ordem: Agaricales

- Familia: Polyporaceae

- GéneroPleurotus

- EspéciePleurotus albidus

P. albidus (Figura 3) € comumente encontrado em troncos saidzamente em
arvores vivas. As caracteristicas morfoldgicas uieiel pileo circular, infundibuliforme,
glabro, cor branca a creme, as vezes apresentaaroom proximo ao encontro do estipe,
margem inteira a crenada, fina, geralmente encarvasl lamelas sdo decurrentes e brancas,
estipe branco, geralmente curvado ascendentemacdsionalmente com pélos na base e

esporada branca a creme (LECHNERal 2004). A espécie ja foi relatada no México
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(FUENTES; NAVA, 2006) e Argentina (LECHNER al, 2004). No Brasil foi identificada
na regido Sul do pais (PUTZKE, 2002), no EstadoAdmpa (SOTAOet al, 2006) e

recentemente no Amazonas (TEIXEIRAal 2009).

Figura 3- Aspecto macromorfolégico dos basidionmaB.dalbidus

FONTE: Retirado do Acervo fotografico do Herbariichlégico Jair Putzke/UFAM

2.2 Producgéo de biomassa por fermentacado submersa

A maneira mais comumente utilizada para a obtedgdbiomassa de cogumelo é a
fermentacdo semi-sélida, empregando como substratdduos agroindustriais de grande
disponibilidade. Desta forma, a biomassa obtideséltado da degradacéo dos nutrientes pela
acao de enzimas lignoliticas e conversdo em basatioContudo, esse processo requer um
longo periodo de producdo, que pode levar mesas, @ dificuldade de controlar os fatores
ambientais e possiveis contaminantes (TANGI 2007).

Nesse sentido, a fermentacdo submersa tem sidodemda uma alternativa
promissora para a producdo eficiente de biomassaodeimelos comestiveis e seus
metabdlitos de interesse biotecnoldgico, devidmssipilidade de elevada producdo em um
espaco reduzido, producdo em curto periodo de temgdepedente da sazonalidade, e a

facilidade de controle dos parametros fisico-qubsiico que garante menores riscos de
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contaminacdo e a obtencdo dos produtos de maneifarrme, quando comparado a
fermentacdo semi-solida (GREGO®Ial, 2007; PAPASPYRIDEt al, 2010).

A fermentacdo submersa utilizando cogumelos é t@araada pelo aumento da
viscosidade do meio de cultivo durante o periodéedmentacdo, que pode ser resultado do
aumento da concentracao celular, alteracdes naologid celular, aléem da producédo de
compostos extracelulares que podem alterar astedsticas reoldgicas do meio (TANS
al, 2007). Além disso, ndo ha producéo de basidionmagudo séo formados aglomerados de
hifas que assumem uma forma normalmente esféraammniinada deellets A biomassa
resultante pode ser utilizada como inoculo na fetag@o semi-solida para producédo de
basidiomas, como aditivo alimentar, ou ainda paexteacdo de compostos com atividade
antimicrobiana, aromas, polissacarideos, antioxéda® outros (ZANOTELL&t al, 2007)

A composicao nutricional da biomassa oriunda dadatacdo submersa Béeurotus
ostreatustem sido estudada e comparada aos basidiomasargsaldo cultivo semi-solido.
Hadar; Cohen-Arazi (1986) analisaram a composi¢émiga dos basidiomas ¢ ostreatus
produzidos em residuo de algodédo e da biomassteimeentacdo submersa, tendo a glicose
como principal fonte de carbono. Os resultados rash similaridades em relagédo ao
conteudo de cinzas (6,1% e 5,8%), glicogénio (132428,3%), acidos graxos (1,6% e 1,5%),
proteinas (24,3% e 23,3%) e nitrogénio total (4% 8%), para os basidiomas e biomassa
micelial, respectivamente. Além disto, os autoresficaram que embora o contetddo de
acidos graxos tenha sido semelhante, a biomassdiahigpresentou maior quantitativo de
acidos graxos saturados que nos basidiomas.

O conteudo de aminoacidos também foi analisado dii@sentes amostras e 0s
resultados revelaram que na biomassa obtida porefégacdo submersa foram encontrados

niveis elevados de acido aspartico, cisteina, diemina e leucina, enquanto que nos
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basidiomas os maiores valores foram para valinsokeucina (HADAR; COHEN-ARAZI,
1986).

Confortinet al (2008) avaliaram a producdo de biomassB.d&jor-cajuPS-2001 em
biorreator, contendo glicose como fonte de carb@nocomposicdo quimica foi comparada
com dados na literatura para basidiomas da mespé&ies os resultados revelaram valores
similares de proteinas (32,1% e 36,36%), fibras4@¥% e 35,8%) e carboidratos (55,5% e
55,35%) na biomassa e basidiomas, respectivameatgudo o conteudo de lipidios e

calorias foi maior (10,2% e 362,6 kcal, respectigata) na biomassa &e sajor-caju

2.3 Fatores que influenciam na fermentacdo submersa

As exigéncias nutricionais dos cogumelos por fetagdio submersa sdo, ao mesmo
tempo, pouco conhecidas e bastante diversificaddenglo haver diferencas até dentro de
uma mesma espécie. Aléem da composicdo do meio ltigocoutros fatores devem ser
avaliados quando se deseja obter elevados rendimmede biomassa por fermentacao

submersa, a saber: pH, temperatura, velocidadgitd&d@o e outros.

2.3.1 Fontes de carbono

Os carboidratos considerados fontes de energiee ecalbono sdo 0s maiores
componentes do citoesqueleto, além de serem acbasttuinte de proteinas, lipidios, acidos
nucléicos e da parede celular. A presenca de clgtos nos meios de cultivo € de extrema
importancia no crescimento e sintese de produtosabdiitos dos fungos superiores
(CHANG; MILES, 2004; XIAQet al, 2005).

Os fungos sdo muito versateis quanto a utilizatgidontes de carbono, tanto que
muitas espécies sdo capazes de utilizar monos$agsripolissacarideos, polidis e acidos

organicos. Na natureza os cogumelos crescem painugmte sobre troncos de arvores vivas
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ou em decomposicao, material rico em polissacasidemo celulose, lignina e hemicelulose.
Tais polissacarideos sdo insollveis e para queaposser metabolizados devem ser
degradados pela acdo de enzimas extracelularess@meexcretadas pelo micélio. Em

laboratorio, a fonte de carbono mais comumenteadid pela maioria dos fungos € a glicose,
embora algumas espécies possam crescer sob anaoMlude outras fontes de carbono
(CHANG; MILES, 2004).

Adenipekun; Gbolagade (2006) utilizaram sete meacearideos e cinco dissacarideos
para avaliar o crescimento micelial Be florida por fermentacdo submersa. Os resultados
mostraram que houve diferenca no crescimento dancelp e dentre as fontes de carbono
testadas a glicose proporcionou a maior producédbicimassa (186,7 mg.30n). Ja a
sacarose pouco favoreceu o crescimentB.d®rida, com apenas 46,7 mg.30Lresultado
quatro vezes menor quando comparado a glicose.

Wu et al (2008) investigaram o efeito de fontes de carbmmarescimento micelial e
producdo de polissacarideos Blecitrinopileatus Esses autores verificaram que 0 maximo
crescimento micelial foi alcancado quando se wtilifrutose, seguido por glicose. Além
disso, os monossacarideos avaliados proporcionaua@or crescimento do fungo em relacéo
aos dissacarideos.

A influéncia de cinco fontes de carbono para apgéo de biomassa e polissacarideos
de Grifola frondosa por fermentacdo submersa foi avaliada por keeal (2004). Os
resultados mostraram que a adicdo de 30 de _glicose no meio de cultivo favoreceu tanto a
maior producdo de biomassa quanto de polissacarideo

No estudo realizado por Wat al (2003) os autores avaliaram a curva de crescimento
deP. tuber-regiumem meio de cultivo, contendo, separadamente,seytglicose e amido de
milho, na concentracéo de 30 g.LEm todos os ensaios verificou-se a maxima prarldei

biomassa apds o 10° dia de cultivo. Embora os niieipsilados com amido de milho tenham
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apresentado maior producédo de biomassa ocorre@d@pinordecréscimo da biomassa a partir
desse periodo. Entre os dois monossacarideos dgo&lifrutose proporcionou maior
crescimento micelial da biomassa em relacao asgico

Gbolagadeet al (2006) estudaram cerca de 17 fontes de carboaoljndo aglcares
simples, oligossacarideos, polissacarideos e paimicrescimento deentinus subnudugor
fermentacdo submersa. Apos uma semana de inculmgaaior producdo de biomassa foi
obtida em meio formulado contendo frutose (193,33MgnL?), seguida de glicose (150
mg.30 mLY), enquanto que a arabinose ndo favoreceu o cresmndo cogumelo (43,3

mg.30 mLY).

2.3.2 Fontes de nitrogénio

Diversos estudos demonstram que o nitrogénio €éampanente essencial na sintese
de proteinas, purinas, pirimidinas e algumas vitasi (CHANG; MILES, 2004). A
habilidade que o0s cogumelos tém em colonizar osstsubs naturais que s&ao
reconhecidamente pobres em nitrogénio € uma adapéaplogica para 0 seu crescimento na
natureza. O maior conteudo de compostos nitrogena@onadeira é de proteinas, localizados
no xilema de células vivas ou associada a parddieceNesse sentido, as proteases assumem
uma fungéo importante no crescimento micelial enéaydo dos basidiomas.

Gbolagadeet al (2006) avaliaram o crescimento Betuber-regiunsob 17 diferentes
fontes de nitrogénio, sendo sete aminoacidos, dontes organicas complexas e cinco fontes
inorganicas. Os resultados mostraram que a adaxttato de levedura (200 mg.30 ML
peptona (140 mg.30 nl), nitrato de sédio (130 mg.30 M)Le extrato de malte (120 mg.30
mL™) estimularam o crescimento de tuber-regium.Dentre os amino&cidos testados,
asparagina, alanina, leucina e glutamina tiverasoimento moderado, enquanto os demais

ndo diferiram estatisticamente em relacdo ao nmitrale (48,3 mg.30 nit). De uma forma
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geral, observou-se que com excecdo da uréia, aasisidontes complexas de nitrogénio
estimularam mais o crescimento do cogumelo quaodparado aos aminoacidos.

Na pesquisa realizada por Ve al (2008) foi avaliada a influéncia de diferentes
fontes de nitrogénio na producdo de biomassa esaairideos dB. citrinopileatuspor
fermentacdo submersa. A maior producdo de biomimssalcancada quando se utilizou
extrato de levedura no meio de cultivo e comparagleesultados com as fontes organicas,
verificou-se que as fontes inorganicas foram paimientes na producéao de biomassa.

Resultados semelhantes também foram encontraddsepetral (2007) ao estudar o
efeito de sete fontes de nitrogénio na producaobidenassa e polissacarideos Be
nebrodensisOs autores verificaram que ao utilizarem peptertiato de levedura ou extrato
de carne, a producéo de biomassa era bem maiod@eamparada as fontes inorganicas de
nitrogénio. Wuet al (2008) sugere que a preferéncia desses organjsetassfontes organicas
seja pelo fato de que certos aminoacidos essem@aessarios ao metabolismo fungico ndo

sao sintetizados a partir de fontes inorganicastdagénio.

2.3.3 Fontes de lipidios

Estudos tém mostrado que a adicdo de Oleos vegetaim fator estimulante de
crescimento para algumas espécies de cogumelos, ddéfavorecer a producdo de outros
metabdlitos de importancia, a exemplo da excregdernzimas, acido citrico, dentre outros.
Esse fato parece ser atribuido a parcial incorgoradps lipidios na membrana celular,
facilitando a absorcéo de nutrientes no meio divoulYANG et al, 2000).

Shih et al (2006) estudaram o efeito de diferentes conceidsagle Oleos vegetais
(0,1, 0,5 e 1,0%) na producao de biomassardeodia cinnamomeam cultivo submerso. Os
resultados mostraram que a presenca de 6leos ie@@tn de soja, oliva, coco, girassol e

amendoim) no meio de cultivo estimulou a produgédidmassa dA. cinnamome&anto no
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10° quanto no 14° dias de incubacado. Verificouagebtm que, a medida que elevou-se a
concentracdo de todas as fontes de lipidio no meiaultivo, a producdo da biomassa
também foi maior.

Pi et al (2005) no cultivo deLentinus squarrosulug Psathyrella atroumbonata
avaliaram o efeito de seis fontes de lipidios adi@das ao meio de cultivo nas concentracdes
de 0,001, 0,003, 0,005 e 0,007 mL.MIOs autores observaram que o tipo da fonte ddidipi
influenciou de forma significativa na producdo dentassa delL. squarrosuluse P.
atroumbonataA presenca da nata no meio de cultivo favoregetoducdo da biomassa de
squarrosuluse P. atroumbonatae foi estatisticamente maior quando comparadoua®a
fontes lipidicas (coco, algoddo, amendoim, aménddan disso, a concentracdo de lipidios
testada teve efeito significativo para ambas agéasp. As concentracdes de 0,003, 0,005 e
0,007 mL.mL* favoreceram a producédo da biomassa, com valoreparativamente maiores

em relacdo & concentracéo de 0,001 mmL

2.3.4 Macro, microminerais e vitaminas

Jonathan; Fasidi (2001) estudaram o efeito dazatifio de macrominerais (magnésio,
calcio, potassio e sodio) e microminerais (cobmrof manganés, cobalto e zinco) na
producdo da biomassa eksathyrella atroumbonataor fermentacdo submersa. Para tanto,
foram preparados meios de cultivo controle contetalips os macro e microminerais,
separadamente, e meios de cultivo sem um dos nEn@s resultados indicaram que o0 meio
de cultivo formulado com todos os macromineraisofageu o maior rendimento em
biomassa (120 mg.mY), indicando que o macrofungo necessita da utéiaate todos esses
minerais, embora a quantidade de cada um delds/idnalmente, seja variavel. Por

exemplo, o meio de cultivo sem adicdo de sédianestiu a maior producdo de biomassa
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guando comparado a potéassio, calcio e magnésim Aisso, os resultados mostraram que o
calcio foi o macromineral mais utilizado pelo fupgeguido de magnésio, potassio e sodio.

Em relacdo aos microminerais Jonathan; Fasidi (20@tificaram que a maior
producao de biomassa foi obtida no meio de cuftwmulado sem a adicao de cobalto (126,7
mg.mL?), seguido de manganés (126,7 mgMLferro, zinco e cobre, sugerindo gRe
atroumbonatgpode crescer na auséncia de cobalto e manganés.

A influéncia de vitaminas no crescimentoRleflorida foi analisada por Adenipekun;
Gbolagade (2006). Os resultados mostraram que &mocsubmerso a presenca da tiamina
no meio de cultivo foi a melhor fonte de vitamirerg a producéo de biomassaRidlorida
(146,7 mg.30 mt'), seguida por piridoxina (133,3 mg.30 HLEm contrapartida, os autores

observaram baixa producéo de biomassa (48,3 md-3) guando utilizou-se cobalamina.

2.3.5 Influéncia de temperatura, pH e velocidadegi®cao

A temperatura € um parametro de grande importameci&rescimento dos fungos.
Gbolagadeet al, (2006) analisando o comportamentoL@atinus subnudusm temperaturas
variando entre 0 °C e 45 °C observaram que, emidtengo tenha crescido na faixa de
temperatura entre 15 °C a 40 °C, a maxima proddedoiomassa foi obtida a 30 °C (150
mg.30 mLY). Leet al (2008) estudaram. nebrodensiem diferentes faixas de temperatura e
pH e verificaram que a maxima producdo de biomassabtida na temperatura de 25 °C e
em pH 8,0.

Com relacao ao efeito da agitacdo, Tanal (2007) relataram que na fermentagcao
submersa, 0 meio de cultivo deve ser submetidoitacdg para que haja homogeneizacao
adequada dos componentes do meio e promova transifeide massa e calor. No entanto, a

velocidade de agitagdo também pode criar forcassd¢hamento que podem ser danosas as
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hifas e causar mudancas no micélio, variacbesxaada crescimento e formacéo do produto
de interesse.

A influéncia da agitacdo na morfologia da biomats@ordyceps militarigoroduzida
por fermentacdo submersa foi avaliada por Rarkl (2002). Os autores verificaram que o0s
pellets formados durante o periodo de cultivo aumentaramathanho independente da
frequéncia de agitacédo, contudo quando o processmehtativo foi conduzido sob agitacéo
mais reduzida opelletstornaram-se mais largos e macios, enquanto quagtd;ao mais
elevada as partes externas gedlets foram removidas e, consequentemente, tornaram-se

mais reduzidas e perderam a sua morfologia circular

2.4 Consideracdes gerais sobre barras de cereais

As primeiras barras de cereais foram comercialz@&ta meados da década de 80 no
Reino Unido. Apesar da venda de produtos fora de pampre influenciar o mercado
brasileiro, as barras de cereais ndo tiveram nditdgacdo nesse periodo, somente em 1992
a empresa Nutrimental lancou o primeiro produtcseéesegmento no pais. Desde entéo, as
barras de cereais ganharam grande popularidadeeeaiesas brasileiras vém investindo
fortemente nessa area, visando ampliar o seu pubbnsumidor que, inicialmente era
predominantemente de atletas ciclistas ou corredigemaratonas, para pessoas que também
desejam manter ou diminuir o peso corporal (CORDO2(12; MAESTRIet al, 2012).

Estimativas apontam para um consumo de cerca ddilb®s de dolares/ano de
barras de cereais somente nos Estados Unidos, reaqgae no Brasil esse valor é de
aproximadamente 4 milhées de dolares (CARVALHO,80&studos recentes demonstram
gue o consumo de barras de cereais entre os jadeftss com idades variando entre 15 a 25
anos aumentou nos ultimos anos, representando 68dsYconsumidores desse produto

(BRITO et al, 2004).
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A busca crescente dos consumidores por uma alig@nta@apida e mais adequada
com a finalidade de evitar ou corrigir problemagedsios na saiude humana tem levado a
populacdo a consumir esse tipo de produto. Aléno,das barras de cereais séo faceis de
encontrar, transportar e podem ser ingeridas coma forma de repor as energias gastas
durante as atividades diarias (CARVALHO, 2008; FR&3; MORETTI, 2006).

Os cereais em barras vendidos na forma retangumarembalagens individuais
contendo cerca de 20 a 25 g de produto sdo coadmeruma classe de produtos de
confeitaria. As barras de cereais sdo multicompmser podem apresentar ingredientes
complexos na sua formulagéo, a exemplo de frutsisid¢adas e cereais como a aveia, trigo,
milho, arroz e soja. Diferentes tipos de ingredisnttilizados na formulacdo de barras de
cereais sdo citados na literatura, e podem seatidos em trés grupos: os ingredientes secos,
aglutinantes e os compostos de revestimento (CARN®AL2008; GUTKOSKIet al, 2007).
Nesse sentido, diversas pesquisas ja foram reaaadando a producao de barras de cereais
utilizando frutos regionais do Cerrado, como palpabaru (LIMAet al, 2010), améndoa de
macauba (DESSIMONI-PINT@t al 2010), améndoa de chicha, sapucaia e castanha-do-
gurguéia (CARVALHO, 2008), quinoa (SILVAt al 2011), residuos da agroindudstria
(CICHACZEWSKI, 2012; FONSECAt al, 2011; SILVAet al, 2009) e outros.

Na elaboracdo desse tipo de produto devem ser dewadps alguns aspectos
importantes, a saber: a escolha dos cereais eadosidratos, o enriquecimento com outros
nutrientes e a estabilidade no processamento confinalidade de garantir a
complementaridade dos ingredientes nas caractedstie textura, sabor, odor e outras
propriedades fisicas. Comumente, tem-se verificeelda preferéncia por produtos que
apresentem um reduzido teor de lipidios, alto daldede fibras e elevado valor energético

(GUTKOSKI et al, 2007).
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro as condi¢des de producao e as propriedades puatisidePleurotus albidus
DPUA 1692 com a finalidade de elaborar barras deat® suplementadas com a biomassa

desse cogumelo comestivel da Amazonia.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o crescimento micelial radial & albidusem meio solido para selecionar um meio
formulado para manutencéo da cultura matriz;

- Verificar a producdo da biomassa Be albidus por fermentacdo submersa utilizando
diferentes volumes de indculo, fontes de carbonibregénio;

- Avaliar a influéncia de diferentes parametroscéigjuimicos, como concentracdo de
sacarose e extrato de levedura, pH e velocidadmitiecdo, na producdo de biomass@de
albiduspor fermentacéo submersa;

- Avaliar o potencial nutricional da biomassa Ee albidus produzida por fermentacao
submersa;

- Elaborar barras de cereais com a biomass$a débidus

- Caracterizar as barras de cereais quanto a snposicao centesimal, suas caracteristicas

fisicas, quimicas e sensoriais.
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5 METODOLOGIA

5.1 Organismo e reativacao da cultura

P. albidusDPUA 1692, do acervo da Micoteca DPUA da Univexdel Federal do
Amazonas foi a espécie utilizada neste estudouhsras preservadas em 6leo mineral foram
reativadas em agar batata dextrose (BDA) com exttatlevedura 0,5% (p/v) em placas de
Petri. Os cultivos foram incubados a 25 °C na auigéte luz por oito dias (KIRSCEt al,

2011).

5.2 Avaliagdo do crescimento micelial radial emarsglido

Com a finalidade de selecionar um meio de cultdesjaado para a manutencaoRde
albidus o crescimento micelial radial foi avaliado em gsdiferentes meios de cultura: agar
batata dextrose, agar batata dextrose + extrakevddura (0,5 %, p/v), &gar Sabouraud, agar
Sabouraud + extrato de levedura (0,5 %, p/v), égaato de malte, agar extrato de malte +
extrato de levedura (0,5 %, p/v). Os meios de wlfaram esterilizados a 121 °C por 15
minutos e distribuidos em placas de Petri.

Discos miceliais medindo 8 mm de didmetro foranraeébs da periferia das culturas
obtidas do item 5.1, inoculados no centro da siperflos meios de cultura e incubados a 25
°C, na auséncia de luz. A taxa de crescimentolrédiavaliada medindo-se o diametro da
colénia com auxilio de uma régua em duas direcégsepdiculares, a cada 24 horas, a partir
do 2° dia de cultivo até a completa colonizacdopla@a. Todos 0s experimentos foram
realizados em duplicata.

O vigor do micélio foi avaliado através de crivésubjetivo utilizando-se as seguintes
notas: (1) micélio fracamente adensado; (2) micélediamente adensado e (3) micélio

fortemente adensado (MARINO; ABREU, 2009).
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5.3 Producéo da biomassaRlealbiduspor fermentacédo submersa
5.3.1 Influéncia do volume de indculo

Com a finalidade de avaliar a influéncia do volud® in6éculo na producdo de
biomassa micelial foi utilizado um meio basal codte (g.L* de a4gua destilada), KAO,
(1,0), MgSQ.7H,0O (0,5), peptona (10,0) e glicose (20,0). O pHdterido para 6,0, em
seguida 50 mL de meio foram distribuidos em fragatenmeyers (125 mL) e esterilizados a
121 °C por 15 minutos.

A partir dos subcultivos dB. albidusem BDA com extrato de levedura 0,5 % (p/v)
foi preparada uma suspensédo de micélio homogemzsgnem um triturador modelo LAR 2
previamente esterilizado a culturaRlealbiduscom 50 mL de agua destilada esterilizada (por
placa). Desta suspensao foram retirados diferertiesnes (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 e 6.0 mL) e
adicionados aos meios de cultura e a fermentadéinessa foi conduzida durante cinco dias a
25 °C em agitador orbital (Certomat U) 150 rpm (\&ttal, 2003).

Ao término do processo fermentativo a biomassadparada por filtracdo a vacuo em
papel de filtro com peso conhecido, lavada tréevyepm agua destilada e desidratada a 70

°C para quantificacéo.

5.3.2 Influéncia de fontes de carbono

Diferentes fontes de carbono foram utilizadas paediar a produgcéo da biomassa de
P. albiduspor fermentacdo submersa. Desta forma, a glicosaelo basal (item 5.3.1.) foi
substituida, separadamente, pela frutose, malkasarose e maltose na concentracdo de 20
g.L™. O pH foi aferido para 6,0 e os meios de cultgi@rdizados 121 °C por 15 minutos.
Apos resfriamento dos meios 6 mL da suspensao cddim{item 5.3.1.) foram adicionados e

a fermentagdo submersa foi conduzida segundo ttesooi item anterior. A biomassa
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produzida foi separada do extrato bruto por filim@ vacuo em papel de filtro com peso

conhecido, lavada trés vezes com agua destiladaiérdtada a 70 °C para quantificacéo.

5.3.3 Influéncia de fontes de nitrogénio
A influéncia de fontes de nitrogénio na producédobiiamassa deP. albidus foi

avaliada substituindo-se a peptona do meio basall(b pelo extrato de levedura, triptona,
nitrato de sédio e sulfato de aménio na concentrde&lO g.[*. O pH foi aferido para 6,0, os
meios de cultura foram distribuidos em frascosrnkeyers (125 mL) e esterilizados a 121 °C
por 15 minutos. Uma aliquota de 6 mL da suspensauicélio (item 5.3.1.) foi adicionada e
a fermentacdo submersa foi conduzida conforme itesco item anterior. A biomassa
produzida foi separada por filtragcdo a vacuo enelpde filtro com peso conhecido, lavada

trés vezes com agua destilada e desidratada a gé&raQuantificacao.

5.3.4 Determinacgéo de carboidratos totais

A determinacao de carboidratos totais foi deteaanutilizando-se a metodologia do
fenol-sulfarico (DUBOISet al, 1956). Apds a filtracdo da biomassa (itens 563%23.3) o
extrato bruto foi coletado e uma aliquota de 0,25fai homogeneizada com 0,25 mL de
solucao de fenol a 5% (p/v) e 1,5 mL de &cido sigf(i em tubos de ensaio. Apds 20 minutos
a temperatura ambiente, a leitura das amostrageitai em 490 nm. A concentragdo de
carboidratos totais foi estimada através da cay@elala absorbancia com a curva padrdo de

solucdo de sacarose (0,01 a 0,I%y.L
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5.3.5 Calculos dos fatores de conversdo do substemt biomassa, rendimento e
produtividade.

A partir da biomassa obtida nos itens 5.3.2 e 5f8ram determinados os fatores de
conversao do substrato em biomassa, bem como memo em biomassa e a produtividade,

segundo Gern (2005).

5.3.5.1 Determinacao do fator de conversao do aibstm biomassa

Para determinar o fator de conversao do substnatbi@nassa foi utilizada a seguinte
formula:

Y wis) = (Xe-Xi)/(S-S)

Onde:
Y xs) = fator de conversao do substrato em biomassa)(g.g
X = concentracdo final de biomassa (§).L
X; = concentracéo inicial de biomassa (.L
S = substrato final [concentrac&o final do actcak .

S = substrato inicial [concentracéo inicial do ag((cgL)

5.3.5.2 Determinagéo do rendimento em biomassa
Para determinar o rendimento do substrato foizatila a seguinte formula:
Y ws) = (Xe=-Xi)/(S)
Onde:
Y (s = rendimento do substrato em biomassa’g.g
Xt = concentracdo final de biomassa (b.L
X; = concentracéo inicial de biomassa (.L

S = substrato inicial [concentraco inicial do ag(gaL™)
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5.3.5.3 Determinacao da produtividade
Para determinar a produtividade em biomassa cdtilatilizada a seguinte formula:
Px = (X-Xi)/t
Onde:
Px = produtividade substrato em biomassa (gH?)
X = concentracdo final de biomassa (§).L
X; = concentracéo inicial de biomassa (.L

t = tempo de fermentacéao (h)

5.3.6 Planejamento fatorial

Para avaliar a influéncia de fatores fisico-quomioa producdo da biomassaRie
albidus foi empregado um planejamento fatorial compléto(Pabela 1), com quatro pontos
centrais, totalizando 20 experimentos (NEd@Cal, 2002). As fontes de carbono e nitrogénio
utilizadas nesses experimentos foram selecionadas ltase nos resultados obtidos dos

processos fermentativos (itens 5.3.2 e 5.3.3).

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Concentracéo de sacarose {H.L 10 20 30
Concentracéo de extrato de levedura {y.L 2,5 5,0 10,0
pH 50 6,0 7,0
Velocidade de agitacao (rpm) 120 150 180

Tabela 1- Niveis das variaveis do planejamentaidtd’ para avaliar a producdo da biomass® dalbidus

(-1), (0) e (+1) correspondem aos niveis inferentral e superior, respectivamente.

5.3.7 Avaliacdo morfologica da biomassaRdalbidusproduzida na fermentagcéo submersa
Os detalhes morfolégicos da biomassa produzida experimentos realizados do

planejamento fatorial (item 5.3.6) foram avaliadatsavés do software Analysis FIVE
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Olympus acoplado a um estereomicroscopio (Olymp&l SLtd, Tokyo, Japan). Para tanto,
as amostras foram fixadas com uma solucdo cont8nadlof formaldeido 40% (v/v), 5 mL
de éacido acético e 200 mL of etanol 50%, (v/v) est@dormente visualizadas em

estereomicroscopio (KINt al, 2003).

5.4 Producéao da biomassaRlealbidusem escala ampliada

Com base nos resultados obtidos do planejamerdodiatitem 5.3.6) a producéo da
biomassa deP. albidus foi realizada em frascos Erlenmeyer (1000 mL). ®@iamde
fermentacdo (500 mL) foi formulado conforme iten3.6.e neste foi adicionado indculo
equivalente (item 5.3.1) a 12% do volume do meidedmentacédo. A fermentacdo submersa
foi conduzida a 25 °C sob agitacéo pré-determirgeieian 5.3.6) durante 5 dias. Ao término
do processo fermentativo a biomassa foi separad@xti@to bruto e desidratada para

quantificacdo e avaliacdo das caracteristicaofigigmicas.

5.5 Andlise da composicao nutricional da biomasd. élbidus
5.5.1 Determinag¢do da composi¢éo centesimal e galorico da biomassa de albidus

A avaliacdo da composicdo centesimal e valor caldda biomassa de. albidusfoi
realizada no Laboratério de Tecnologia do Pescadbmiversidade Federal do Amazonas,
conforme metodologias oficiais da Association Qélidnalytical Chemists (AOAC, 1997).
- Determinacéo da umidadeumidade foi determinada por dessecacgdo em esii{fa °C até
peso constante.
- Determinacgéo de cinzas:conteudo de cinzas foi determinado por incineraggé mufla a

550 °C até os residuos apresentaram uma colorazootaro ou branca.
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- Determinacéo de nitrogénio total e proteirmsleterminacdo de nitrogénio total foi feita
pelo método de Kjedahl. Para a determinacdo deipa# totais foi empregado o seguinte
fator de correcéo: Proteinas (%) = N x 4,38.
- Determinacéo de lipidios: para determinacdo dode lipidios foi utilizado o método Bligh
e Dyer. Nesse método séo extraidas todas as cldsdgsdios sem aquecimento que sao
obtidos por pesagem.
- Determinacao de fibra bruta: para determinacddedo de fibra bruta a biomassa foi
submetida a digestdo acida com solucéo de acidiarisol 1,25% (v/v), seguida por digestéao
alcalina com hidroxido de sédio 1,25% (p/v). As atras foram filtradas a vacuo com papel
de filtro e o residuo resultante da hidrolise faimerado em mufla a 550 °C até a formacéo
de cinzas.
- Determinacao de carboidratos: o teor de carbdrtais foi determinado utilizando-se a
seguinte férmula:

C (%) = 100 — (umidade + cinzas + lipidios + pnades)).
- Determinag&o do valor calorico: o valor calorfoo determinado utilizando-se fatores de
conversdo de Atwater: 4 kcal-dproteina), 4 kcal:§ (carboidratos) e 9 kcal’g(lipidios),
conforme a formula abaixo:

Energia (kcal) = 4 x proteinas + 4 x carboidrat@xHipidios
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5.5.2. Determinacdo do pH, atividade de agua eeacidtal titulavel da biomassa de
albidus

- Determinacéo do pHpara a determinacédo da medida de pH foram pesdigsde cada
amostra e adicionadas em frascos Erlenmeyer cantEd@l mL de agua destilada. A solucao
foi agitada por 10 minutos e o sobrenadamente teagal foi coletado e acondicionado em
Becker para realizacao da leitura do pHmetro mQrganis.

- Determinacdo da atividade de agua: A atividade giea @la biomassa de. albidusfoi
determinada por higrometro marca Bras-Eq, a ternyrarde 25C.

- Determinacdo da acidez total titulavel: Para terde@inacdo da acidez total titulavel foi
pesado 1 g da biomassa, adicionado em frascosnigiem contendo 100 mL de agua
destilada. Apdés homogeneizagdo da solucdo por Ltmifoi realizada a titulagdo com

solucdo de NAOH 0,1 N, usando como indicador 3gyd&afenolftaleina (BRASIL, 2005).

5.5.3 Determinacao da composicédo mineral da bican@eR. albidus

A determinacdo da composicdo mineral da biomasda. dgbidusfoi realizada no
Laboratério de Andlise de Solos e Plantas da Embrapazénia Ocidental. Para tanto, a
amostra foi acondicionada em tubos Kjedhal forabmstidas a digestdo adicionando-se 10
mL de &cido nitrico (HNg), P.A para eliminacdo do 6xido nitroso. A digestémpleta foi
realizada com peroxido de hidrogénio, @) e em seguida foi adicionada uma solucdo de
1,0% de LaO; (0xido de lantanio) e as amostras diluidas em afjugpura para leitura em
Espectrometria de absorcdo atdmica de chama adacetAAS 932 plus - Leitura de
Minerais em GBC Aas 932 Plus. O teor de fosforodeierminado em espectrofotometro

UV/Vis da Thermo, modelo Helyos Beta (MALAVOLTét al, 1989).
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Os macrominerais (calcio, potassio, magnésio, sdd&fato) e os microminerais
(cobre, ferro, zinco, cobalto, cromo e manganésinfoexpressos em g-kge mg.kd,

respectivamente.

5.5.4. Determinacao da composicdo de aminoacidbsodaassa de. albidus

A determinacdo da composicdo de aminoacidos dmdssa deP. albidus foi
realizada no Laboratério de Fontes Proteicas dadusidade Estadual de Campinas, segundo
metodologia proposta por Whig al (1986), com modificacdes. Para tanto foi utilizadsa
coluna LUNA C18 100A 5 u 250 x 4,6 mm 00G-4252-E®Qkixo custo comercial. Outra
modificacdo foi relacionada ao sistema de secagsmnybos onde as aliquotas das amostras
foram colocadas para serem tratadas e derivatizageessentaram um diametro interno
aumentado de 6 para 8mm, desta forma as 3 etapaspkro das aliquotas foram efetuadas
em 50 minutos. O triptofano foi quantificado seguiBpies (1967) por digestéo alcalina com

NaOH 5N. Os resultados foram expressos em g:100g

5.5.5 Determinacao da atividade antioxidante dembgsa d€. albidus

Para a determinacdo da atividade antioxidante da dpiomassa desidratada Be
albidusfoi homogeneizada com 20 mL de alcool etilico &lisce a mistura foi mantida sob
agitacao constante por 24 horas a temperatura atabiem seguida, a biomassa foi filtrada
em papel de filtro e o volume do extrato recupefadoompletado para 20 mL (10%, v/v). A
partir deste extrato foi preparada uma diluicao(¥A6 (CONFORTIN, 2008).

A atividade antioxidante foi avaliada pela porcgeta de inibicdo de oxidagcéo do
radical livre 2,2—difenil-1—picril hidrazil (DPPHEmM um ambiente escuro, uma aliquota de
0,1 mL de cada extrato foi adicionada a 0,1 mLalacsio etandlica de DPPH (0,06 mM) e

apos 30 minutos a temperatura ambiente procedeulsitura em espectrofotbmetro a 517
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nm. Como controle positivo foi utilizado o aciddigd (ROESLERet al, 2007; VORARAT
et al, 2010).

A capacidade de sequestrar radial livre foi exargsso percentual de inibicdo de
oxidacao do radical, conforme a férmula abaixo:

% Inibi¢&o = (ApppH— A Extratd/ (A pppy) * 100

Onde:
A pppn = absorbancia da solu¢éo de DPPH
A extrato = absorbancia da amostra em soluc&ogxf\o fOi calculado pela diferenca da

absorbancia da solucdo da amostra testada pehyaseo.

5.6 Preparo dos extratos organicos e teste deidagie da biomassa d& albidusfrente a
Artemia salina

Os extratos organicos da biomassaPdealbidusavaliados em relacdo a toxicidade
frente aA. salinaforam preparados pesando-se 2 g da biomassaatediare adicionando-se,
50 mL de cloroférmio. A mistura foi homogeneizadeahte 24 horas a 25 °C sob agitacéo de
150 rpm e ao término o extrato foi recuperado epelpde filtro e concentrado sob vacuo. A
partir deste extrato diferentes concentracdes da 2800 pg.mtt em DMSO (10%, v/v)
foram utilizados nos experimentos.

O teste de toxicidade foi avaliado segundo metaialale Harwig; Scott (1971),
Gonzalezet al (2007) e Ataydeet al (2008). Os cistos dé. salina (0,1%, p/v) foram
incubados em solucdo de sal marinho nao-iodado (A% durante 30 horas sob
luminosidade constante em agitador orbital a 3@ °C10 rpm. Em uma microplaca de 24
pocos foram adicionados 200 pL do extrato orgaric®0 pL de solugdo de sal marinho e

100 pL de suspenséao de larvasAdealina A microplaca foi mantida nas mesmas condigoes
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de cultivo das larvas. A mortalidade Alesalinafoi determinada pela auséncia da mobilidade
interna e externa sob estereomicroscopio.

A porcentagem de toxicidade foi calculada pela tdamabaixo e classificada da
seguinte forma: ndo toxic(NT, 0-9%), ligeiramente toxico (LT, 10-49%), tomi€T, 50-

89%) e altamente téxico (AT, 90-100%).

Toxicidade (%) = (Nauplios mortos)/(Total de naap)i

5.7 Determinacao da qualidade microbioldgica danbgsa d®. albidus

Para enumeracdo de micro-organismos indicadorekigiene da biomassa de.
albidusfoi realizada a determinacédo de coliformes totaisnotolerantes Escherichia coli,
Staphylococcusaureus coagulase positiva &almonellasp., conforme preconizado pela
Resolucdo RDC T 12 de janeiro/2001 (BRASIL, 2001). As andlises rofoldgicas

seguiram as recomendacg0des de Slilatal (2001).

5.7.1 Preparo da amostra
Para as analises microbiolégicas 25 g da biom@sam homogeneizadas com 225
mL de agua peptonada durante 2 minutos e destedsofaram preparadas diluicbes seriadas

até 10° em tubos de ensaio contendo 4gua peptonada.

5.7.2 Contagem de Coliformes totais, termotolesaate coli

De cada diluicdo preparada (item 5.7.1) foram adéis aliquotas de 1 mL e
inoculadas em séries de trés tubos, contendo 9erdaldo Brila (Himedia ®, Mumbai-India)
e um tubo de Duhran invertido para determinacasuntesa de coliformes totais. Os tubos

foram incubados a 35 °C durante 24-48 h e a matobservagcao de crescimento e producdo
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de gas foram realizados testes confirmativos paidones totais em caldo Brila
(Himedia®, Mumbai-India) a 35 °C por 24-48 horasodiformes termotolerantes em caldo
Escherichia coli(EC) (Himedia®, Mumbai-India) a 45 °C por 24 hor&3s valores de
NMP.g* foram calculados conforme Silva et al. (2007).

A partir da observacdo de turvacdo do meio EC, oonsem producdo de gas foi
realizada a confirmacao de coli. Para tanto, uma aliquota deste meio de cultunefioada
com auxilio de uma alca de platina e semeada emEagana Azul de Metileno (EMB) e as

placas foram incubadas a 35 °C por 24-48 horas.

5.7.3 Contagem direta @almonellasp.

Para deteccédo dealmonellasp. foi utilizado o procedimento descrito no iteri.1 e
5.7.2. A partir da confirmacéo de coliformes totams caldo Brila (Himedia®, Mumbai-India
da leitura positiva uma aliguota deste meio deucaltoi retirada com auxilio de uma alca de
platina e semeada em agar Verde Brilhante — VB @dia®, Mumbai-India). As placas
foram mantidas a 35 °C por 24 horas e as coloniapegtas foram submetidas a testes

bioquimicos (SILVAet al, 2001).

5.7.4 Contagem direta & aureusoagulase positiva

De cada diluicdo preparada (conforme item 5.7fgrh retiradas aliquotas de 1 mL e
transferidas para placas de Petri e em seguidado®ri5 mL de agar Manitol Salgado
fundido e resfriado até 45 °C. Apos homogeneizag8olidificacdo do meio de cultura as
placas foram incubadas a 37 °C por 24-48 horas segumda, as colénias fermentadoras de
manitol foram contadas (SILVAt al 2001). Para a confirmagédo & aureuscoagulase
positiva foram selecionadas 3 col6nias tipicas ttaeu3 atipicas e transferidas para tubos

contendo 2 mL caldo de Infusdo Cérebro Coracgéo BBd tubos foram incubados a 37 °C
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por 24 horas e em seguida aliquotas de 0,3 mL deste de cultivo foram retirados e
adicionados a 0,3 mL de plasma de coelho em tubansdaio. O resultado foi considerado
positivo quando apos 6 horas de incubacédo a 3@€ehformacdo de coagulos (SILW&&

al, 2001).

5.8 Elaboracédo das barras de cereais utilizaronaassa desidratada Bealbidus
5.8.1 Ingredientes para formulacao das barrasreaise

Os ingredientes utilizados para a formulacdo dasdale cereais (xarope de glicose,
acucar mascavo, flocos de aveia, farelo de avkiepd de arroz, leite em pd desnatado,
farinha de linhaca e castanha-do-Brasil) foramduistiem estabelecimentos comerciais da

cidade de Manaus/Amazonas.

5.8.2 Formulacéo das barras de cereais
As barras de cereais foram formuladas variandongesdracédo da biomassa He

albiduspara cada 100 g de produto, conforme citado naldgh

Ingredientes Concentrac&o (g.100%y
A B C

Ingredientes secos

Biomassa d@. albidus 0 4 8
Flocos de arroz 10 8 6
Flocos de aveia 20 18 16
Farinha de linhaca 6 6 6
Farelo de aveia 8 8 8
Leite em p6 desnatado 8 8 8
Castanha-do-Brasil 3 3 3

Xarope de aglutinacéo
Xarope de glicose 25 25 25
Aclcar mascavo 20 20 20

Tabela 2- Formulagdo das barras de cereais ela®catn a biomassa &e albidus
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5.8.3 Preparacéo das barras de cereais

As barras de cereais foram preparadas 24 horas datanalise sensorial no Setor de
Agroindustria do Instituto Federal do Amazonas, @asn Manaus Zona Leste
(IFAM/CMZL). Os ingredientes secos (flocos de arrfincos de aveia, farelo de aveia,
farinha de linhaca, leite em po desnatado, castdotrasil e a biomassa d& albidug
foram pesados e homogeneizados em uma tigela denag@or cerca de 5 minutos, em
seguida foram acondicionados em uma forma de agr @ aquecidos em forno por
aproximadamente 15 minutos a 100 °C.

O xarope de aglutinacéo foi preparado em uma aatehco inox homogeneizando-se
o xarope de glicose e o0 agucar mascavo em banha-p@r5 minutos. Terminado o tempo
de preparacdo do xarope de aglutinacdo e do agemttindos ingredientes secos todos os
ingredientes foram homogeneizados manualmentetisigiram uma massa uniforme. Em
seguida esta massa uniforme foi distribuida em fomaa de aco inox forrada com papel
manteiga. A massa foi mantida em repouso a temparambiente até o seu resfriamento e
em seguida com auxilio de uma espatula foram feotes retangulares (40 mm x 20 mm)
pesando aproximadamente 5 g. As barras de cewmraim fembaladas em papel laminado e

mantidas lacradas até o inicio dos testes sers@Figura 4).
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Pesagem e mistura dos Pesagem e mistura do
ingredientes secos xarope de aglutinacao
Aguecimento dos Preparo do xarope de

ingredientes secos (100 aglutinacao (banho-

°C/15 minutos) maria/5 minutos)

Mistura dos ingredientes
secos e do xarope de
aglutinacao

'

Distribuigcdo da massa
em forma ago-inox

}

Resfriamento

|

Corte das barras de cereais

|

Embalagem das barras
de cereais

Figura 4- Fluxograma das etapas do preparo daasbhdercereais utilizando a biomass#&dalbidus

5.9 Andlise da composic¢ao nutricional das barrasedeais
As analises para determinar o pH, valor caloriommosicado centesimal e mineral das

barras de cereais elaboradas foram realizadasrommfiescrito no item 5.5.
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5.10 Determinacao da analise microbiolégica dasabate cereais

A enumeracdo de micro-organismos indicadores dertegdas barras de cereais foi
realizada pela determinacdo de coliformes totagsmatolerantes eEscherichia coli,
Staphylococcuaureuscoagulase positivagalmonellasp., segundo descrito no item 5.7.

Para a quantificacdo dBacillus cereusforam preparadas diluicbes sucessivas
(semelhante a item 5.7.1) das amostras de barrasrdais. De cada uma destas diluicbes
foram transferidas aliquotas de 1 mL para placaBedg e em seguida, 15 mL de meio de
cultura agar tripticase de soja com polimixina Bddo e resfriado foram adicionados e
homogeneizados . Apos solidificacdo do meio asaglémram incubadas a 37 °C por 24/48 h

(SILVA et al 2001).

5.11 Anélise sensorial das barras de cereais

Com a finalidade de avaliar da aceitabilidade dasas de cereais elaboradas foi
realizado um teste afetivo de aceitabilidade, nbotatério de Tecnologia do Pescado da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da UFAM. Ramdo, foram recrutados verbalmente
44 provadores ndo-treinados, incluindo discentesentes e funcionarios da FCA que

deveriam atender aos critérios de inclusao e e&c|unforme Tabela 3.

Critérios de incluséo Critérios de exclusdo
Idade entre 20 a 60 anos Alérgico aos ingrediatdedarras de cereais
Sexos Masculino e Feminino Com resfriado
Apreciadores de barras de cereais Diabéticos
N&o fumantes Gestantes

Tabela 3- Critérios de incluséo e exclusdo paecéel dos provadores na analise sensorial

ApoOs 0 aceite do provador em participar da anaisesorial, este foi orientado
corretamente sobre o procedimento da analise eemghimento de duas copias do termo de

consentimento livre e esclarecido-TCLE (Anexo 1l)osmpdo pelo Comité de Etica em
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Pesquisa da UFAM (Parecer 137.288) (Anexo 2), oaitma cdpia com o provador e a outra
entregue para a equipe do projeto.

Amostras de 5 g das barras de cereais elaboradas foodificadas e servidas
individualmente em pratos descartaveis, acompashadel@gua mineral no intervalo entre as
degustacdes. Os provadores receberam uma ficheatiacdo da anélise sensorial (Figura 5)
correspondente as formulacbes das barras de ceoemie foram avaliados os seguintes
atributos: aparéncia, aroma, sabor, cor e aceitggial, usando uma escala hedonica,
variando de 1 (desgostei muito) a 5 (gostei muliejn como a intencdo de compra, segundo
(DUTCOSKY, 2011).

Os dados obtidos para cada uma das trés prepardadelsarras de cereais foram
utilizados para calcular o indice de aceitabilidad#éizando a seguinte formula (PEUCKERT
et al, 2010):

IA (%) = A X 100/ B
Onde:
A = nota média obtida para o produto;

B = nota maxima dada ao produto

5.12 Andlises estatisticas

Os resultados do planejamento fatorial foram astaBautilizando o software Statistica
7.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK, USA). As demais leed foram pela andlise de Variancia
(ANOVA) e a comparacao das meédias foi feita pedtetele Tukey (g 0,05), utilizando-se o

software MiniTab 16.
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FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL

Idade: Sexo: ( )F ()M Data: [/ |
Escolaridade: ( ) Fundamental ( ) Médio ( ) Sigre

Com que frequéncia vocé consume barra de cereais:
( ) Diariamente ( )2 a3 vezes na semang 1(vez/semana ( )2 vezes/més ( ) rartanen

Por favor, observe e indique usando o valor da@sdmixo, 0 quanto vocdOSTOU ouDESGOSTOU
da COR, APARENCIA, AROMA , SABOR, e ACEITABILIDADE GERAL das amostras de barras
cereal.

5- Gostei muito Atributos do produto - Amozstra -
4- Gostei
Cor
3- N&o gostei nem desgostei Aparéncia
2- Desgostei Aroma
o Sabor
1- Desgostei muito Aceitabilidade geral

Por favor, indique $NTENCAO DE COMPRA do produto, utilizando a escala baixo:

5- Certamente eu compraria ~
Amostra Intencdo de compra
4- Provavelmente eu compraria
3- Talvez eu compraria 1
2- Provavelmente eu ndo compraria 2
1- Certamente eu ndo compraria
3

Figura 5- Questionario de avaliacéo sensorial dasb de cereais formuladas com biomasd? @dbidus

de
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CAPITULO 1

MYCELIAL BIOMASS PRODUCTION BY P leurotus albidus DPUA 1692, AN

EDIBLE MUSHROOM FROM AMAZON
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the radiatehgl growth in different solid media and
the influence of physicochemical parameters on fisicbiomass production bileurotus
albidus in submerged fermentation. The mycelial growthe ratas similar in all media
incubated in the absence of light, however, in reattact agar and malt extract agar + yeast
extract under light presence, maximum mycelial ghovate was observed. Among the five
carbon sources tested in submerged fermentatiocrosel favored the higher mycelial
biomass production (7.28 g'), followed by fructose (7.07 g1} and maltose (6.99 gi).
Inorganic nitrogen sources did not promote the rigicbiomass production and the best
result was significantly higher with yeast extr§€t98 g.L'). The factorial design used to
evaluate the influence of different concentratimissucrose and yeast extract, pH and
agitation speed on the mycelial biomass produdtioiicated that the sucrose concentration
was more significant, suggesting that how higheratidition of this carbon source greater the
mycelial biomass production. In this work, the laghmycelial biomass production (9.81g.L
') was reached in the medium formulated with 30l0*gsucrose, 2.5 g:t yeast extract, pH
7.0 and speed agitation of 180 rpm. Furthermom ntigcelial biomass produced in different
growing conditions of the factorial design presdndéferentiated morphology at the end of

the fermentation process.
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INTRODUCTION

The genugPleurotusis a cosmopolitan group of mushrooms, saprobidt iaht grows
naturally in decaying tree trunks. Member of thisup, Pleurotus albidugBerk.) has pileus
circular, infundibuliform, glabrous, white to creagolored lamellae deeply decurrent. Stipe
upward fluted through lamellar bases, tapering desd, usually curved-ascendant, dull
white, occasionally with hairs at the base (1).sThpecies has occurred in Mexico (2),
Argentina (3) and Brazil (4).

Most Pleurotusis very versatile and can be easily cultivated seweral substrates
formulated with lignocellulosic residues. In thi®process, it develops fungal biomass as a
result of nutrients degradation by the action afyemes that consequently produce fruiting
bodies, under optimal conditions for growth. Howevecan usually takes several months to
cultivate the fruiting bodies and it is difficuth tontrol the quality of the final product, assit i
subject to possible contaminants and pests (5).

In this way, the submerged fermentation has predeat promising alternative for
efficient biomass production and synthesis of maghnrs metabolites. Among the advantages
related to this bioprocess we mention: easier obofrphysicochemical parameters, ensuring
less risk of contamination and the obtaining presluaf interest uniformly, besides the
possibility of high biomass production in a compspace, shorter time and the production
can be done all year around, regardless seaso(@lity

In mushroom cultivation by submerged fermentatidreré is no fruiting body
production, but the mycelial biomass can express digtinct forms: the filamentous form
and the pelleted form. Pellets are characterizedhleymycelia developing into spherical
aggregates consisting of a more or less densegtwdrand partially intertwined network of
hyphae (8). The biomass resulting from this biopssc can be used as inoculum for

mushroom production by semi-solid fermentation,f@sd additives and for extraction of
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compounds with antimicrobial activity, flavoringpolysaccharides, antioxidants, among
others (9).

The aim of this study was to evaluate the influerafe synthetic media and
physicochemical parameters on growth and myceliambss production byPleurotus

albidus

MATERIALS AND METHODS
Organism

The species used in this study wWlsurotus albiduDPUA 1692 obtained from the
DPUA Culture Collection of Federal University of Aaonas, Brazil. The culture preserved
in mineral oil was reactivated in potato dextrogara(PDA) with yeast extract 0.5% (w/v)

plates at 25 °C without light and subcultured ewvagnth (10).

Influence of different solid media on the myceliagrowth rate

The mycelial growth rate was evaluated under siffeint solid media, potato
dextrose agar + yeast extract (PDA+YE), potato rdeet agar (PDA), malt extract agar +
yeast extract (MEA+YE), malt extract agar (MEA), bSaraud agar + yeast extract
(SAB+YE) and Sabouraud agar (SAB). The media wasliged at 121°C for 15 min, and
dispensed into Petri plate. albidusinitially grown on PDA medium was transferred be t
surface of each medium by punching out 8 mm ofntlyeelial agar culture with a sterilized
self-designed cutter. The plates were incubate@5afC under absence and presence of
continuous light. The mycelial growth rate was yadévaluated from the second day of
cultivation to the complete mycelium propagationtive media. Mycelial growth rate was

expressed by cm.ddy
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The mycelial density was evaluated according tada@lewing subjective criteria: [1+]
to weakly dense mycelium, [2+] to moderately demseelium and [3+] to strongly dense

mycelium (11). All experiments were performed iiplicate.

Effect of inoculum volume on mycelial biomass prodction

The basal media used to evaluate the effect ofuinat volume on the mycelial
biomass production ofP. albidus contained: (g.L, distilled water), KHPO, (1.0),
MgSOy.7H,0 (0.5), peptone (10.0) and glucose (20.0). Theusalimedia were prepared and
distributed (50 mL) in Erlenmeyer flasks (125 mLhe pH was adjusted to 6.0 and the media
were sterilized at 121 °C for 15 min.

An aqueous homogenate of mycelium, previously sin@d on PDA with yeast
extract (0.5 %, w/v), was prepared using 50 mLtefikzed distilled water (per plate) in a
blender. Different volumes (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 & mL) of the mycelial homogenate were
added into the Erlenmeyer flasks (125 mL) contgnt® mL of culture medium and the
submerged fermentation was conducted for 5 dag$ &C in orbital shaker (Certomat U) at
150 rpm (12). At the end of fermentation processmiass was collected by vacuum filtration,

washed three times with distilled water and drieda°C for quantification.

Effect of carbon and nitrogen sources on mycelialibmass production

Five different carbon sources (glucose, fructosatase, sucrose and lactose) and five
nitrogen sources (peptone, yeast extract, tryptsodjum nitrate and ammonium sulfate)
were used to evaluate the mycelial biomass prooluctiP. albidus The glucose and peptone
in the basal medium (cited at previous item) wexglaced, separately, by the carbon and
nitrogen sources mentioned. The pH was adjustédOtand the media were sterilized at 121

°C for 15 min. After cooling, 6.0 mL of the aquedusmogenate of mycelium was added to
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the flasks and the submerged fermentation was peei under the same conditions of the
previous item. At the end of fermentation, the béms was collected, dried at 70 °C and

quantified.

Determination of total carbohydrates
The total carbohydrate concentration was determimgdhe phenol-sulfuric acid

method by Dubois (13).

Conversion factor of substrate to biomass, yield ahproductivity

The conversion factor of substrate to biomass wasessed in grams of mycelial
biomass produced per gram of substrate consumgd)(g.

Y xis) = (Xe-Xi)/(S-S)

Where X% and X are final and initial biomass concentration, respely, and $and $are
initial and final sugar concentration, respectively

The yield was expressed in grams of mycelial bieaypasduced per gram of substrate
initially present in the culture medium (g)g

Y ws) = (Xe=-Xi)/(S)

Where X and X are final and initial biomass concentration, respely, and $and $are
initial and final sugar concentration.

The productivity in biomass was expressed in grahmaycelial biomass produced per
liter of culture media, per hour (g'th™) (14).

Px = (X-Xi)/t

Where % and X are final and initial biomass concentration, respely, and t is incubation

period.
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Factorial design

A 2*factorial design (15) was used to evaluate theiémfte of pH, agitation speed and
sucrose and yeast extract concentration which wetected as the carbon and nitrogen
sources, successively, after the test by the orte+tat-a-time method. The levels used in the
factorial design are presented at Table 1.

The media composition was as follows: MgSt®,0 (0.5 g.IY) e KH,PO, (1.0 g.LY)

with sucrose and yeast extract in different comegioins (Table 1) The submerged
fermentation was conducted as described previcustiythe biomass was collected, dried at

70 °C and quantified.

Photography

The morphological details of the mycelial biomassdpiced in the experimental design
were evaluated using software Analysis FIVE Olymmapled to a stereomicroscope
(Olympus SZ61, Ltd, Tokyo, Japan). The samples iireel with an fixative [13 mL of 40%

(v/v) formaldehyde, 5mL of acetic acid and 200 niil50%, (v/v) ethanol] (16).

Statistical Analysis
The results were submitted to analysis of varignoe-way ANOVA) and the average

compared by the Tukey test at[®.05.

RESULTS AND DISCUSSION
Mycelial growth rate of P. albidus
The data in Table 2 presents that all culture medimnoted growth oP. albidusin

both incubation conditions. In the absence of lidjat mycelial growth rate was higher when
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compared to continuous light condition, howeversignificant different in PDA + YE and
SAB. In the absence of light, the mycelial growdkerwas similar in all culture media.

Literature data presented that MEA and PDA werebibst media for the growth of
Morchella species with mycelial growth rate ranging from tQ..8 cm per day (17). When
Pleurotus ostreatusvar sajor cajy Pleurotus ostreatusvar cystidiosusand Volvariella
volvaceaewere cultured on MEA and PDA, presented variationgnycelial growth with
significant growth in MEA for the three mushroond8). The stimulatory effect on mycelial
growth of other mushrooms species in PDA and ME#A Ibeen also reported fofolvariella
speciosg19) andLentinus subnudug0).

Under in vitro cultivation conditions, growth &f albiduswas observed in all culture
media studied; however, the mycelium density haeeuliar aspect in each of them. In the
absence of light, the mycelium was strongly demsBDA and MEA, with or without yeast
extract, although under presence of continuoug bghy MEA and MEA + YE presented the
highest mycelium density (Table 2). SAB and SAB E v both culture conditions were not
efficient for the dense mycelial, as well as PDAl &DA + YE in the presence of light.
Among other factors, the nutrients of the culturediam are also important to the mycelial

growth which may vary with the species of mushro@2is.

Effect of inoculum volume

Among several physiological properties of fungieamnd volume of inoculum plays
an important role in mycelial biomass, as welllesformation of fruiting body (22).

In this research, mycelial biomass varied signiftgawith the increasing of inoculum
volume in culture mediaHg. 1), indicating that is an important variable in f@duction of

mushroom mycelial biomass in submerged fermenta#onong the volumes of inoculum
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evaluated, 6.0 mL allowed the higher biomass priod5.00 g.[*), therefore, this volume
was used for further experiments.

In research withP. tuber-regium(12) andGrifola frondosa(23) the authors found that
the inoculum size influenced on the mycelial growththe mushrooms, when they used,
respectively, volume of cell suspension rangin@.6fto 12.0 mL or 2 to 6% in relation to the

medium volume in submerged fermentation.

Effect of carbon and nitrogen sources

In order to investigate an appropriate carbon s@oc growth,P. albidusgrown in
media containing different carbon sources, sepgraae 20 g.I*for 5 days. Data in Table 3
presents that all carbon sources tested promotadtiyrof P. albidus however, those that
have stimulated it significantly (@ 0.05) were sucrose (7.28 &), fructose (7.07 g.£) and
maltose (6.99 g.B). It is noteworthy that, even the mushroom hawvimg highest mycelial
biomass production with sucrose, this sugar consiompluring the fermentation process was
twice lower than fructose (6.41 ). (data not presented). This fact may be relatet thie
nature of the carbon source, whereas sucrose isaactiaride the organism needs to excrete
invertase for degrade into glucose and fructosetlagid be absorbed by it (24).

The use of monosaccharides such as fructose andsglinave been reported as one of
the carbon sources which more stimulate the grosftiPleurotus species in submerged
fermentation (25, 26) and this fact is due to thespnce of specific enzymes that often are
constitutive for the degradation of these moleculéswever, the preference for sucrose as
carbon source has also been reported for otheteedibshroom species, such Astrodia
cinnamomea(27), Cordyceps militaris(28), C. sinensis(29) and C. jiangxiensis(30).
Considering costs and easiness of production, saaran be considered a suitable substrate

compared to other synthetic sources obtained omtrket.
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On analyzing the data related to mycelial biomasslyction byP. albidusit was
observed that the culture medium containing sucassearbon source was more efficient in
conversion of substrate into biomass (1.15%.and productivity (0.061 g:th?) when
compared to the data obtained with fructose, 086" e 0.059 g.[*.h™, respectively. These
results are highest when compared wileurotus sajor-cajuPS-2001 (14), 0.82 g'gand
0.085 g.LX.htin liquid medium containing initial concentratiofi 0 g.L*for glucose and
0.59 g.¢' e 0.041 g.[*.h™*for sucrose (10 gt).

As presented at Table 3, the addition of sodiumat@tand ammonium sulfate in the
culture media did not favor the mycelial biomaseduoction and the maximum values of
biomass were 0.79 giLand 1.39 g.L', respectively. These data are in accordance with
obtained forC. militaris (28) andGrifola frondosa(23). Overall, it has been observed that
sources of inorganic nitrogen do not promote growftseveral fungi species, as opposed to
the organic sources (28, 31).

Deacon (24) describes that some mushroom specigsiatanetabolize ammonia as
nutritional source. As this nutrient is degrademsi H are released and the pH of the medium
is reduced, inhibiting the growth. This fact wagified when, at the end of fermentation
process, pH of culture media (ammonium sulfatesotium nitrate) was below 4.5 (Table 3).

Results also showed that yeast extract (7.98)gwas the one that most stimulated
mycelial biomass production. The presence of tnypt(v.19 g.[*) and peptone (6.56 G*)
in culture media also favored biomass producti@mdp statistically different (g 0.05) from
values found for inorganic sources of nitrogensiibmerged fermentation different organic
sources of nitrogen have been reported as suitablaushrooms growth (23, 27, 32). In the
case of yeast extract was observed that this ntithas positive effect on the mushrooms

growth due to protein, amino acids and vitamin eotg (32).
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Considering the fact that mycelial biomasdofalbiduswas higher in culture medium
containing yeast extract as nitrogen source, ttheegaobtained for the yield (0.40 g)gand
productivity (0.066 g.[*.h™") were significantly higher when compared with ethaitrogen
sources evaluated, however in relation to conversaxtor of substrate to biomass no
statistical differences §0.05) was observed between the values for yeasiaex0.42 g.9)

and control (0.43 g)).

Factorial design

The variables as well as the results obtained fimenruns of 2 full factorial design
for evaluate the influence of sucrose and yeasaeixtoncentration, initial pH of the culture
media and the agitation speed in mycelial biomasdyztion ofP. albidusare presented at
Table 4. The mycelial biomass production rangethf892 g.L* to 9.81 g.L*, represented by
runs 3 and 12, respectively.

The Table 5 presents the values of the contraktalated for each of the variables and
their interactions from the experiments of factomsign. All variables had significant
influence on mycelial biomass production and inrdasing order of significance were
sucrose concentration, agitation speed, yeastatxdamcentration and pH. For the first three
variables the effect was positive indicating thed increase of these lower level to the high
level favored biomass production Bf albidusin the fermentation process. The pH was also
significant for this response, however the negagiffect showed that the reduction of initial
pH promoted the more favorable production of my@ddliomass. The interactions of pH and
agitation speed and sucrose concentration andtiagitspeed on the high level also favored
the growth ofP. albidusand were the most significant.

Under the conditions evaluated at higher biomassiymtion was 9.81 g, value

determined in run n. 12 with the culture mediummfatated with sucrose (30.0 ¢'), yeast
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extract (2.5 g.IY), pH 7.0 and agitation speed of 180 rpm. With theta of biomass
production was obtained a R-square = 0.9341, itidigdhat the model explained about 93%
of the variability data.

In the study by Park (33) for evaluate the influeraf different physicochemical
parameters on growth and production of polysacdeariin Cordyceps militaris by
submerged fermentation, the authors verified thatamong carbon sources tested sucrose
favored both the mycelial growth and the polysaddes production. Furthermore, the
concentration of sucrose had a positive influenecethe cultivation of mushroom, in other
words, the growth was proportional to the increakenitial concentration of this carbon
source, which ranged from 10g™lto 60 g .L}, expressing maximum growth in medium
containing 60 g .I* of sucrose.

The pH of the fermentation medium is an extremeipartant variable in growth of
filamentous fungi, as this may affect the functadrthe cell membrane, structure and cellular
morphology, as well as various nutrient uptake hindynthesis of products (24, 34). In this
research, the results indicated that, in genehal, use of initial pH more acid in culture
medium favored growth d?. albidus although maximum biomass production was found at
pH 7.0 (9.81 g.1}).

Moreover, it was observed that at the end of themdatation process the pH remained
constant in culture media whose initial pH was &@wever, when the fungus grew at initial
pH 7.0 there was reduction in pH to 5.0 (data mes@nted). According Papagianni (34), the
composition of the culture medium may affect théiahpH of the culture medium causing
the pH range during fungus growth.

The use of yeast extract as a nitrogen source encthliture medium to evaluate
biomass production b@rifola frondosawas reported (23). The authors found that thereava

proportional biomass increase in relation to theceotration of this organic source of
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nitrogen and 6 gt was the concentration that most favored biomasdymtion. Research
has presented that species of mushrooms in subchéegmentation has a preference for
organic nitrogen sources such as yeast extracpaptbne, instead of inorganic sources (20,
35). Gbolagade (26) reports that this preferencey ha explained by the complex
combination of amino acids and carbohydrates ptesethese organic compounds, nutrients
which promote fungal growth.

According to Tang (5) in most bioprocesses, théucelmedium kept under vigorous
agitation promotes proper homogenization of theiomaccomponents and the mass and heat
transfer, conditions which favor the mycelial grbwbf mushroom by submerged
fermentation. However, very high agitation speeds mlso create shear forces that may be
damaging to hyphae and cause changes in the mygeliariations in growth rate and
formation product of interest. In this study wkh albidus agitation speed of 180 rpm was
that the most favored mycelial growth than the mthiested. These results differ from those
found by Kim (36) that evaluated the effect of agdn speed and aeration rate on the
mycelial growth ofGanoderma resinarumThe authors found that when agitation speed
increased from 50 to 250 rpm, biomass productios reduced by around 30% (12.7 tb

8.9 g.L'h.

Mycelium morphological observations in submerged fenentation

In citations from Znidarsik and Pavko (37) and KiB®) report that the characteristics
of mycelium produced by submerged fermentationirdfeenced by culture conditions such
as the composition and initial pH of the fermematimedium, size and inoculum age,
aeration rate and agitation speed.

In all fermentation conditions was observed thenfation of pellets, having size and

morphology differential. These characteristicsha pellets were more evident in relation to
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the variation of the agitation speed and the inpil of the culture medium. When the
bioprocess was performed at 120 rpm, pellets wasgeland few in number, whereas at 180
rpm those structures formed acquired smaller skelarger quantity. The variation in the
pellets size under different agitation conditiorssvalso reported (36). The authors observed
the presence of large pellets wheanoderma resinaceumas subject to agitation speed of
50 rpm, whereas under more vigorous agitation (pdd) pellets became small at the end of
the fermentation process.

In cultivation at 120 rpm and pH 7.0 was observexivth of elongated and protruding
hyphae on the surface of the pellgtgy( 28). Under conditions of fermentation with pH 5.0,
the extensions of these hyphae exhibited lengthhmeduced or abserfif. 2b, Fig. 2d). In
a study by Hwang (38) the authors verified tRaellinus baumiigrown in liquid medium
producing pellets with starfish-like appearanceanare acidic pH, however when the pH of
the culture medium ranged from neutral to alkalimellets became more compact and there
was lots of free mycelium.

In cultures performed at higher agitation speed (fi8n), except for run n.6, pellets
presented, in general, elongated hyphae on itacrfAt pH 7.0 Kig. 2¢ Fig. 28 hyphae
around the pellets were more numerous than at PKFhg. 2f).

Similar results were also obtained by Park (8). @hthors found that the pellets of
Cordyceps militariformed during the fermentation period increasedize independently of
the agitation speed, however, when the fermentatias conducted under low agitation (50
rpm) the pellets became large and fluffy, whilet thiggh agitation (300 rpm) the outer hairy
region of the pellets were shaved off, and consattjubecame them smaller and changing its
circular morphology.

During the fermentation process was observed Rhatlbidusbiomass was strongly

adhered on the inside walls of the bottles in aibwgh conditions evaluated. This
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phenomenon was also observed (39) in submergeefeation ofG. lucidumand the authors
reported that biomass adherence of with the potysa@es production.

Establishing a relationship between production lincthass morphology d?. albidus
was observed that the higher mycelial biomass mtimlu was found when the pellets
presented low size and short hyphae.

In conclusion,from the results obtained in this study it was padesto know some
aspects of the morphology and physiologyRof albidus data considered pioneering for
mycelial biomass production of this mushroom byrsatged fermentation. The components
of the culture media, as the concentration and bfpmarbon and nitrogen source, initial pH,
inoculum volume and agitation speed are factorsafiact significantly the mycelial biomass
production ofP. albidus The experimental design was an effective tooldwealuating the

culture factors that most influenced in growth amarphology of the mushroom biomass.
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Figures legends

Fig 1-. Inoculum volume on mycelial biomass productiofPoflbidus

Average followed by the same letter(s) are notiBantly different by Tukey test (g 0.05).

Fig. 2— Pellets morphology under different culture ctindis: (a) Run 11- 30.0g/L sucrose, 2.5g/L yeastex,
pH 7.0, 120 rpm, (b) Run 5- 10.0g/L sucrose, 1Q.@gast extract, pH 5.0, 120 rpm, (c) Run 8-10.0gtrose
10.0g/L yeast extract, pH 7.0, 180 rpm, (d) Rur8@:0g/L sucrose, 2.5g/L yeast extract, pH 5.0, 120, (e)
Run 12- 30.0g/L sucrose, 2.5g/L yeast extract, p§ T80 rpm, (f) Run 14- 30.0g/L sucrpd®.0g/L yeast

extract, pH 5.0, 180 rpm.
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Tables

Table 1- Factor levels used in the full factoriasigin 2 for study mycelial biomass production Byalbidus

Levels
Variables
Lower (-1) Center (0) Higher (+1)
Sucrose concentration (gL 10.0 20.0 30.0
Yeast extract concentration (gL 2.5 5.0 10.0
pH 5.0 6.0 7.0
Agitation speed (rpm) 120 150 180

Table 2. Growth oP. albiduson different culture media and conditions of inatitn

Conditions of incubation

Light Dark
Culture media

Mycelial growth Mycelial colony | Mycelial growth Mycelial colony
rate (cm.day) density rate (cm.day) density
PDA+YE 1.37 2+ 1.50" 3+
PDA 1.35° 1+ 1.60% 3+
MEA+YE 1.51° 3+ 1.66% 3+
MEA 1.48° 3+ 1.57 3+
SAB+YE 1.19° 2+ 1.48% 2+
SAB 1.48°4 1+ 1.53" 1+

The yeast extract was added at 0,5% (w/v). Mealiwafed by the different letter(s), lowercase aturoh and uppercase at

row, are significantly different by Tukey test<®.05)
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Table 3. Mycelial biomass, conversion factor ofsttdite to biomass (¥s), yield (Y ;) and productivity (B) by

P. albidusunder different carbon and nitrogen sources

Mycelial
Carbon and nitrogen Y ws Y vs Py
biomass final pH
sources (9.g%) (9.g9) (g.LhY
(9.
Carbon sources
Sucrose 7.282 1.152 0236 0.0612 5.19
Fructose 7.072 086 035  0.0592 5.05
Lactose 6.23 0.65' 0.3 0052  5.21°
Maltose 6.992 0.79 0.35 0.0582 5.00
Glucose (basal) 6.86 0.43 0.33 0.058  5.06°
Nitrogen sources
Yeast extract 7.982 0.422 0.402 0.0662 %5.45
Triptone 7.19 0.39 0.36 0.060  4.70°
Ammonium sulphate 1.39 0.24 0.07 0.012  3.33°
Sodium nitrate 0.79 0.1 0.04  0.00f  4.62°
Peptone (basal) 6.56 0.432 0.33 0.055  5.06

Each value represents an average of three redic#eerages followed by the same letter(s) are not

significantly different by Tukey test @ 0.05).
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Table 4- Results of the full factorial desighf@r mycelial biomass production B albidus

Sucrose Yeast extract Agitation  Mycelial
Runs concentration concentration  pH speed biomass
(9.l (9.l (rpm) (9.l

1 10.0 2.5 5.0 120 4.52
2 10.0 25 5.0 180 5.47
3 10.0 25 7.0 120 3.92
4 10.0 25 7.0 180 5.37
5 10.0 10.0 5.0 120 6.7
6 10.0 10.0 5.0 180 5.72
7 10.0 10.0 7.0 120 5.21
8 10.0 10.0 7.0 180 511
9 30.0 25 5.0 120 6.87
10 30.0 2.5 5.0 180 6.49
11 30.0 2.5 7.0 120 5.24
12 30.0 2.5 7.0 180 9.81
13 30.0 10.0 5.0 120 7.53
14 30.0 10.0 5.0 180 9.26
15 30.0 10.0 7.0 120 6.59
16 30.0 10.0 7.0 180 9.56
17 20 5.0 6.0 150 1.47
18 20 5.0 6.0 150 7.34

19 20 5.0 6.0 150 7.41




Table 5- Contrast values calculated according ® ftttorial

albidus

Variables Contrasts
(1) Sucrose concentration 120.75 + 1.06
(2) Yeast extract concentration 49.90 + 1.06
(3) pH -11.00 + 1.06
(4) Agitation speed 63.75+ 1.06
Interaction1-2 6.64 +1.06
Interaction 1-3 24.03 +1.06
Interaction 1-4 47.25 + 1.06
Interaction 2-3 -23.34 + 1.06
Interaction 2-4 -18.50 + 1.06
Interaction 3-4 47.26 + 1.06
Interaction 1-2-3 -5.90 + 1.06
Interaction 1-2-4 24.93 +1.06
Interaction 1-3-4 30.14 +1.06
Interaction 2-3-4 -20.93 + 1.06

* Statistically significant values at the 95% coefide level.
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design for mycelial biomass productionP.

The standard errors are estimated from the repliaats at the central point. The error is desampsround

of the contrast estimate, after symbol +
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA QUALIDADE NUTRICIONAL E MICROBIOLOGICA DA

BIOMASSA DE Pleurotus albidus PRODUZIDA POR FERMENTACAO SUBMERSA
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Resumo

Nesta pesquisa foi avaliada a qualidade nutriciamaimicrobiolégica da biomassa de
Pleurotus albidusproduzida por fermentacdo submersa em meio siaté&ob agitacdo
durante 5 dias. O rendimento da biomassa foi dd 90" e esta ndo apresentou
contaminagcao microbiana nem toxicidade frenfatamia salina garantindo a qualidade do
produto para consumo humano. Em relacdo a qualidatiecional, o produto apresentou
elevado teor de proteinas (20,41%), fibras (18,58%@arboidratos (68,75%) e reduzido
conteudo de lipidios (2,66%). O potassio foi o raatneral mais abundante encontrado na
biomassa, seguida de fosforo, s6dio e magnésioosTod aminoacidos essenciais foram
detectados, sendo dentre eles a leucina, lisinaliravobservados em maior quantidade,
enquanto que acido glutamico, acido aspartico,irdae arginina destacaram-se entre os

aminoacidos nao essenciais.

Palavra-chave:Pleurotus albidusbiomassa, composicéo nutricional, fermentacamsuba.
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Introducao

Os cogumelos comestiveis sdo apreciados e conssidekdle a antiguidade pelos
povos orientais. Dentre os cogumelos mais comeradds incluem as espécies dos géneros
Pleurotus Agaricus e Lentinus e em escala mais reduzidsuricularia, Volvariella,
Flammulina, TremellfOMARINI et al, 2010).

Em geral, cogumelos sdo alimentos de alto valaianomal pelo teor significativo de
proteinas (tipicamente 20-30% bs) e vitaminas B, [Q, além disso, sdo praticamente livres
de colesterol e tém reduzida quantidade de lipi(f@RTES; NOVAES, 2006; MOORE;
CHIU, 2001). A parede celular composta por quitimanicelulose, mananpsglucana serve
de fonte de fibras alimentares, auxilia a motileladtestinal e o aumento do volume das
fezes, proporcionando acdo desintoxicante e fatotefor contra o cancer colorretal
(MANZI; PIZZOFERRATO, 2000).

O cultivo de cogumelos comestiveis constitui untegi® de producdo-consumo que
tem adquirido no mundo relevancia social, econdmécaecoldgica. Esse processo
biotecnolédgico pode ser desenvolvido via fermemagbmersa em pequena e grande escala,
sendo uma alternativa promissora na producédo efecidée biomassa e metabdlitos (MORA;
CARRERA, 2007; TANGet al 2007). Diversas pesquisas tém mostrado que aalsgan
produzida por esse bioprocesso apresenta compasigdcional de boa qualidade e similar
aos basidiomas produzidos em cultivo semi-sélidéémA disso, outros beneficios da
fermentacdo submersa podem ser citados, tais calm@da produgéo de biomassa em larga
escala e com custos reduzidos, menor tempo de giodupossibilidade de cultivo
independente das variacdes sazonais e controleagl@setros fisico-quimicos (GREGO&!I

al 2007; ZANOTELLIet al, 2007).
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Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avadis caracteristicas nutricionais,
fisico-quimicas e microbiolégicas da biomassa Meurotus albidus produzida por

fermentacdo submersa.

Metodologia
Organismo e manutencédo da cultura

A espécie avaliada neste estudoRteurotus albidussob o registro DPUA 1692 do
acervo da Micoteca DPUA da Universidade Federah@zonas (UFAM). ApOs reativacéo
do cogumelo preservado em o6leo mineral, culturaasptoram mantidas em BDA- agar

Batata Dextrose com extrato de levedura 0,5% (BINRSCH et al, 2011).

Fermentacdo submersa

O meio de cultivo utilizado para producao da biosaadeP. albidusfoi formulado em
g.L" de agua destilada: KRO, (1,0), MgSQ.7H,O (0,5), extrato de levedura (2,5) e
sacarose (30,0). O pH foi ajustado para 7,0 e o eserilizado a 121 °C durante 15 minutos.
Apoés resfriamento foi adicionada uma suspensdo desan micelial cujo volume foi
correspondente a 12% do meio de cultivo (\WUal 2003). A fermentacdo submersa foi
conduzida durante 5 dias, a 25 °C, em agitadotabrthe bancada (Certomat U), a 180 rpm.
Em seguida, a biomassa foi filtrada a vacuo enddede algodao, lavada com agua destilada

esterilizada, desidratada a 40 °C em estufa delag&o de ar forcada e triturada.

Preparo do extrato organico e teste de toxicidestdd aArtemia salina
A biomassa foi transferida para um frasco Erlenmegeguindo-se a adicdo de
cloroférmio na proporcao de 1:25. Apds 24 horasagitacdo constante (150 rpm) o extrato

foi separado da amostra residual em papel de filtooncentrado sob vacuo. Nos testes de
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toxicidade foram utilizadas diferentes concentracde extrato (15 a 2000 pg.iMLem
DMSO (10%, V/v).

O teste de toxicidade foi avaliado segundo metaialale Harwig; Scott (1971),
Gonzalezet al (2007) e Ataydeet al (2008). Os cistos d@. salina (0,1% p/v) foram
incubados em solucdo de sal marinho nao-iodado (B2 durante 30 horas sob
luminosidade constante em agitador orbital a 3Q2#Cfpm. Em uma microplaca de 24 poc¢os
foram adicionados 200 uL do extrato organico, 17D@le solucdo de sal marinho e 100 pL
de suspensao de larvas Aesalina A microplaca foi mantida nas mesmas condi¢cbes de
cultivo das larvas. A mortalidade @e salinafoi determinada pela auséncia da mobilidade
interna e externa sob estereomicroscopio.

A porcentagem de toxicidade foi calculada (Equatfe@ classificada da seguinte
forma: ndo toxico(NT, 0-9%), ligeiramente toxico (LT, 10-49%), tomidT, 50-89%) e
altamente toxico (AT, 90-100%).

Toxicidade (%) = (Nauplios mortos)/(Total de naap)i (Equacgédo 1)

Determinacdo da qualidade microbioldgica

Para enumeracdo de micro-organismos indicadoresigiene da biomassa foi
realizada a contagem total de coliformes totaismaéolerantes eEscherichia coli,
Staphylococcus aureusoagulase positiva &almonellasp., conforme preconizado pela
Resolucdo RDC 12 de janeiro/2001 (BRASIL, 2001). As andlises rotiologicas da

biomassa seguiram as recomendacdes de &inig2001).

Determinacéo da atividade antioxidante
Para determinacdo da atividade antioxidante 2 lgataassa foi homogeneizada com

20 mL de etanol. ApGs 24 horas sob agitacdo coms{&0 rpm) a biomassa foi separada do
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extrato por filtracdo utilizando papel de filtro & volume do extrato recuperado foi
completado para 20 mL. Nos ensaios de atividadexaadnte foram utilizados o extrato
recuperado (10%, v/v) e a diluicdo preparada a\vi% (CONFORTIN, 2006).

A atividade antioxidante foi avaliada pela porcgeta de inibicdo de oxidacédo do
radical livre 2,2—difenil-1—picril hidrazil (DPPHEmM um ambiente escuro, uma aliquota de
0,1 mL de cada extrato foi adicionada a 0,1 mLalaecéio etandlica de DPPH (0,06 mM) e
apos 30 minutos a temperatura ambiente procedeulsigura em espectrofotbmetro a 517
nm. Como controle positivo foi utilizado o aciddigd (ROESLERet al, 2007; VORARAT,

et al, 2010).

Determinacdo da composicao centesimal e valoricalor

As andlises de umidade, cinzas, lipidios, proteioahoidratos foram determinadas
de acordo com a AOAC (1997). O teor de umidade m@s&a foi determinado por
dessecacao em estufa a 105 °C, até peso conflarwetetdo de cinzas foi determinado por
calcinacdo da amostra em mufla, a 550 RQleterminacao de nitrogénio total foi feita pelo
método de Kjedahl e para calcular o fator de ca@iceem proteinas totais foi utilizada a
formula P (%) = N x 4,38. Para a determinacdo dode lipidios foi empregado o método de
Bligh e Dyer. O teor de fibra bruta foi determingutr digestdo acida seguida por digestao
alcalina. O teor de carboidratos da amostra foerdehado pela diferenca, utilizando-se a
seguinte formula: C (%) = 100 - (soma das demaigdfes da composicdo centesimal). Os
resultados foram expressos em porcentagem em oedagdeso seco da amostra.

Para o calculo do valor calérico utilizou-se oofatle conversdo de Atwater de 4
kcal.g* (proteinas), 4 kcalfy (carboidratos) e de 9 kcalglipidios). As andlises foram

realizadas em triplicata.
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Determinacédo do pH e atividade de agua
O pH da biomassa foi determinado em potenciometayca Quimis, calibrado com
solucéo tampéo pH 4,0 e 7,0 e a atividade de &fwppor higrmetro marca Bras-Eq, a

temperatura de 2.

Determinacdo da composi¢cao mineral

A biomassa foi submetida a digestdo com acidocnitfiP.A), segundo metodologia
descrita por Malavoltat al (1989). Os conteudos de Cobre, Ferro, ManganéspZB5adio,
Potassio, Calcio e Magnésio foram determinadosEspectrometria de absorcdo atdmica,
marca GBC, modelo Avanta Sigma. O teor de fésforaéterminado em espectrofotbmetro
UV/Vis da Thermo, modelo Helyos Beta. Os valores a@acrominerais (P, K, Ca, Mg e Na)

foram expressos em g:kg os microminerais (Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg

Composi¢do em aminoéacidos totais

Para a quantificacdo de aminoacidos totais da dseenfoi utilizada a metodologia
modificada de Whiteet al (1986), através da hidrolise com HCI durante 24 110 °C. O
triptofano foi quantificado segundo Spies (1967) gmgestdo alcalina com NaOH 5N. Os

resultados foram expressos em g.100 g

Andlise estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise de vaiéblOVA) e a comparacdo das

médias foi feita pelo teste de Tukeyq,05), utilizando-se o software MiniTab 16.
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Resultados e Discusséo
Rendimento da biomassa, qualidade microbiologicxieidade frente &. salina

O rendimento da biomassa Bealbidusem cinco dias de cultivo foi de 9,04 g.k
1,84, em média. Este valor quando comparado aongado por Confortiret al (2008) e
aproximadamente 52% superior a biomassR.d&jor-cajuPS-2001 cultivada em biorreator
de 5 L, em meio de cultivo contendo 10 §de sacarose, como fonte de carbono.

Além disso, este produto ndo apresentou contanon@gd coliformes totais e
termotolerantes Salmonellasp. e S. aureuscoagulase positiva, garantindo, portanto, a
qualidade higiénico-sanitaria da amostra, segumdoopizado pela RDC°rl2 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério dal8e (BRASIL, 2001).

No bioensaio frente @. salina ndo foi observada a mortalidade das larvas nas
concentracdes do extrato cloroformio avaliadasseja, o extrato foi classificado como nao
toxico (NT). Ha décadas\. salina € utilizada como alternativa para determinacédo de
toxicidade, em consideracéo a sensibilidade deggecrustaceo frente a compostos toxicos,

a exemplo de metabdlitos toxicos de micro-organss(htVA et al, 2011).

Atividade antioxidante da biomassa

O extrato etandlico da biomassa preparado a 109) fwdstrou uma capacidade de
reducao do radical livre 2,2—difenil-1—picril higra(DPPH) em 28% e de 15% no extrato a
1% (v/v). Em contraste com os resultados enconsragsta pesquisa, Conforen al (2008)
observaram uma reducdo de apenas 5% de DPPH eatoegtanolico da biomassa &e

sajor-cajuPS-2001 produzida em cultivo submerso.
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Composicéao centesimal, valor calérico, pH e atdélde agua

A composicdo da biomassa de albidus em termos de proteinas, lipidios,
carboidratos, fibra bruta e cinzas esta mostradeabala 1. O teor de cinzas da biomassa foi
de 8,18% e lipidios em niveis menores (2,66%). @dratos, proteinas e fibras foram os
componentes predominantes na biomass®.dalbidus representando, 68,75%, 20,41% e

18,55%, respectivamente.

Parametro (%, bs) Média + desvio padrao
Umidade 18,04 £ 0,32
Cinzas 8,18 + 0,09
Lipidios 2,66 £0,80
Proteinas 20,41 +£1,04
Carboidrato total 68,75+ 1,55
Fibra bruta 18,55+ 1,45
Energia (Kcal) 380,59 + 2,89

Tabela 1- Composigéo centesimal da biomasda déidus[base seca (bs)] e valor calorico.

O conteudo proteico da biomassa Be albidus (Tabela 1) foi superior em
aproximadamente 45,57% e 37,90% em relacdo aossdestHal (2002) e Smirdelet al
(2012) que reportaram teor proteico de 14,02 % ,8%4n0 miceélio deP. pulmonariuse
Cordyceps sinensisespectivamente, produzido por fermentacdo submbies estudos de
Kurbanogluet al (2004), Smirdelest al (2012) e Manu-Tawiah; Martin (1987) o teor de
proteinas da biomassa @e bisporus, P. pulmonarius P. ostreatusvariou de 14,02% a
47,1%, respectivamente, enquanto que em basididelasostreatusCCB 019 cultivado em
residuo de arroz arasmius oreades teor foi de 13% a 52,8%, respectivamente (KALAC,
2009; BONATTIet al, 2004). Comparativamente, o teor de proteinasatadssa desidratada
de P. albidusfoi similar ao de outras fontes proteicas consaslicomumente pelo homem,

como a sobrecoxa de frango (15,2%) e queijo mihagl¢) (NEPA/TACO, 2011).
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De acordo com Furlani; Godoy (2005) os cogumelosspem uma quantidade
significativa de compostos nitrogenados nao protegue ndo séo digeriveis, principalmente
na forma de quitina em sua parede celular. Destaafopara ndo superestimar o conteudo
proteico dos cogumelos € utilizado o fator de @wede 4,38, considerando que cerca de
70% do conteudo de nitrogénio total dos cogumelaiigérivel pelo organismo humano
(0,70*6,25=4,38).

O conteudo de lipidios da biomassa He albidus (Tabela 1) foi similar aos
encontrados em. edodese P. pulmonariuscultivados em meios com diferentes fontes de
carbono (LOBANOKet al, 2003; SMIRDELEet al, 2012). No estudo realizado por Confortin
et al (2008) e Manu-Tawiah; Martin (1987) o teor dedipg na biomassa de. sajor-caju
PS-2001 €. ostreatudoi de 3 e 10,2%, em base seca, respectivamente.

O teor de carboidratos da biomassa (Tabela 1)ujersor ao obtido por Hsat al
(2002) emCordyceps sinensigle 39,4%. Na revisao apresentada de Kalac (2088)av cita
gue os carboidratos constituem um dos principaigpomentes dos cogumelos e que diversas
pesquisas realizadas mostraram que o seu teor ypade de 16,4% até 74,3%. O
conhecimento relativo a caracterizacdo desse coemporainda € reduzido para diversas
espécies de cogumelos. No entanto, nos ultimos mossido dada uma atencdo especial
qguanto ao tipo da estrutura e a atividade biolégiestes carboidratos, tendo em vista que
muitos deles ja foram isolados a partir do micdidasidiomas e tém expressado, por
exemplo, atividades antioxidante, hipocolesterob@manti-inflamatoria, e outras (HS0 al,
2002; KALAC, 2009).

Em relacdo a fibra bruta, o teor obtido na biomgdsbela 1) foi maior que o
reportado na literatura (5,9% e 5,0%) pRBraostreatuscultivado em meio a base de turfa e
em meio contendo glicose (45 g)Lcomo fonte de carbono, respectivamente (MANU-

TAWIAH; MARTIN, 1987).
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O conteudo de cinzas da biomassaRdlealbidus (Tabela 1) foi semelhante aos
determinados emLyophyllum ulmarius (CHEUNG, 1997), P. sajor-caju PS-2001
(CONFORTIN et al, 2008) de 8,66% e 7,14%, respectivamente. Ja almllro de Wu;
Hansen (2006) o micélio de. edodesobtido no meio formulado com soro de queijo
apresentou o dobro do teor de cinzas, cerca de 18%.

A média do pH da biomassa foi de 5,5 e a ativeddmlagua (4) de 0,38. A A é um
parametro importante na conservagao dos alimentogeeal. Em valores muito reduzidos de
A, pode ocorrer 0 escurecimento por reacao de Maiklaa oxidacdo de lipidios, contudo
esse processo € variado para diferentes alimemosgntanto, em A mais alta o
escurecimento € maximo. A deterioracdo dos alinsgmto crescimento microbiano € inibida

abaixo de 4 = 0,55 (FELLOWS, 2006).

Composicao mineral

De todos os macrominerais avaliados, o potassio f'lemento mais abundante na
biomassa d@. albidus(Tabela 2), seguido por P, Na, Mg e Ca. De acoathe Chang; Miles
(2004) os teores de K, P, Na, Ca e Mg constitueltacge 56 a 70% do total de minerais em
cogumelos e dentre eles o K é o mais abundantezpado cerca de 45% dos minerais. Em
estudo realizado por Wu; Hansen (2006) os autaaBcaram que a biomassa Heedodes
cultivada durante cinco dias em meio liquido cotdtesoro de queijo e em meio sintético
(glicose, peptona e extrato de levedura) aprese¢atmide K correspondendo a 16,06 g'kyg
13,14 g.Kg, respectivamente.

O teor de P (Tabela 2) foi o segundo maior em dueaé na biomassa. Valores
semelhantes também foram determinados por Wu; Ha2886) na biomassa de edodes

produzida por fermentacdo submersa. No estudo ddlaviat al (2001) os teores de P
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encontrados nos basidiomasldeedodes P. ostreatussariaram de 8,7 g.Kba 13,9 g.Kd,

respectivamente.
Minerais Média + desvio padrao
P 12,31+ 0,13
Macrominerais K 17,13 + 0,68
(9.Kg? Ca 0,08 +0,0
Mg 2,06 £ 0,05
Na 3,52 +£0,22
Cu 3,97 £0,01
Microminerais Fe 28,82 +£0,98
(mg.Kgh) Mn Nd
Zn 57,99 +1,21

Tabela 2. Teor de minerais presentes na biomad3aalbidus em base seca. Nd-ndo detectado

Chang; Miles (2004) citam que, em geral, os tedesNa e Ca nos cogumelos se
assemelham. No entanto, no estudo €oralbiduso conteddo de Ca foi reduzido (0,08 g.Kg
) e cerca de trés vezes menor que o de Na (3,5¢"p.Comparativamente, o teor de Na
presente na biomassa Bealbidusfoi menor que os reportados por Lobamblkal (2003) e
Wu; Hansen (2006) cujos teores variaram de 4,0§5&7,5-8,0 g.Kd, respectivamente, na
biomassa dé. edodes

O teor de magnésio determinado nessa pesquisa ¢@f') foi maior quando
comparado a basidiomas de cogumelos selvagensrdpa;ujo teor foi reportado variando
de 0,8 a 1,8 g.K§(KALAC, 2009).

O contetdo dos microminerais avaliados (Tabela r) aedem decrescente de
abundancia foi Zn (57,99 mg.Ky Fe (28,82 mg.K§) e Cu (3,97 mg.KQ). Nado foi
detectada a presenca de Mn na amostra. No tradelhWu; Hansen (2006) o teor de Zn
encontrado na biomassaldeedodesproduzida em meio natural e sintético foi de 30Kgg
e 17 mg.K{, respectivamente. Na pesquisa de Magitlal (2001) os autores verificaram que
0 zinco foi o micromineral encontrado em maior digite nos basidiomas & ostreatus

L. edodes Agaricus bisporusO teor de ferro presente na biomassa foi reduselmelhante
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ao encontrado nas frutas e vegetais em geral (CEQDBO9), contudo, Lobanadt al (2003)

encontrou altos teores desse micromineral (650 giY).Ka biomassa de edodes

Composicdo em aminoacidos

Na Tabela 3 esta citado o perfil dos aminoacideserciais e ndo essenciais da
biomassa deP. albidus Os resultados mostraram que dos aminoacidoss,todai,60%
correspondem aos aminoAcidos essenciais. Leuci@h ¢0100 @), lisina (0,78 g.10079 e
valina (0,73 g.1009 foram os encontrados em maior quantidade. Ode@minoacidos n&o
essenciais foi equivalente a 62,40%, destacandodsido glutamico (1,31 g.100%g &cido
aspartico (1,14 g.100%, alanina (1,12 g.100% e arginina (1,01 g.100%.

Nos dados apresentados por Masetial (1999) e Wanget al (2001) dentre os
aminoacidos essenciais, a leucina foi observadamamor quantidade nos basidiomas de
espécies d®leurotus Na citacdo de Chang; Miles (2004) esta constapaolisina € mais
abundante nos basidiomas de diversas espéciesguenelns, enquanto que metionina e
triptofano estéo presentes em quantidade maisidsaduz

O conteudo de aminoacidos na biomassa de cogumatlizsentre as especies, e tal
variacdo provavelmente esteja relacionada ao meiccrdscimento e as caracteristicas
genéticas do cogumelo. (CHEUNG, 1996; CHIRINANG;TARAPICHET, 2009). Por
exemplo, em estudo realizado por Manu-Tawiah; Mdtb87) os autores verificaram que na
biomassa dé>. ostreatusproduzida em meio de cultivo & base de turfa aeanacdo de
aminoacidos foi bem maior em relacdo ao micélitivado em meio sintético.

No estudo realizado com a biomassaQtgdyceps sinensisultivada em caldo de
batata com dextrose a lisina foi 0 aminoacido esakmais abundante (HSEX al 2002).
Hadar; Cohen-Arazi (1986) verificaram que na biaadeP. ostreatugproduzida em meio

sintético, os teores de acido aspéartico e acidtamlico foram maiores, em relagdo aos
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demais aminoéacidos, enquanto que Cheung (1996)ceerivalores mais elevados de acido

aspartico e cisteina na biomass#deitrinopileatus

Aminoacidos g.100 gl
Treonina 0,63
Valina 0,73
Metionina 0,37
Isoleucina 0,58
Leucina 0,91
Fenilalanina 0,52
Lisina 0,78
Triptofano 0,09
Total de aminoacidos essenciais 4,61
Acido aspartico 1,14
Acido glutamico 1,31
Serina 0,9
Glicina 0,7
Cisteina 0,12
Histidina 0,23
Alanina 1,12
Prolina 0,65
Tirosina 0,47
Arginina 1,01
Total de aminoacidos ndo essenciais 7,65
Total de aminoacidos 12,26

Tabela 3. Composi¢do de aminoacidos da biomasBaalbidus

Concluséo

Este estudo reporta de modo pioneiro as cara@tedstutricionais da biomassaée
albidus produzida por fermentacdo submersa. A biomassdupida em meio de cultura
sintético é isenta de contaminantes e toxicidade) elevado teor de proteinas, fibra,
minerais, reduzido teor de lipidios e apresentagad aminoacidos essenciais, caracteristicas

estas que potencializam a utilizacdo desta bionwsea produto alimenticio.



95

Agradecimentos

Os autores agradecem ao suporte financeiro dad€oagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (Capes) e técnico datbtieoDPUA/UFAM, do Laboratério de
Tecnologia do Pescado da Universidade Federal dazAnas, Laboratorio de Analises Solos
e Plantas da Embrapa Amazbnia Ocidental e Labovatdda Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo.

Referéncias

AOAC. Association of Official Analytical Chemist©fficial Methods of analysis of the
Association of Official Analytical Chemists. 16 alfashington: Gaithersburg, 1997, 850 p.

ATAYDE, H.M. Potencial de toxicidade de microfungeolados de racdo para peixes
fabricada no Estado do Amazonas. 2008. Dissertapiiesentada ao Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncia de Alimentos da Universidadiefal do Amazonas, Manaus.

BONATTI, M. et al Evaluation ofPleurotus ostreatusnd Pleurotus sajor-cajunutritional
characteristics when cultivated in different ligethalosic wastes. Food Chemistry, v. 88, n.
3, p. 425-428, 2004.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-XMNA. Aprova o Regulamento
Técnico sobre Padrdes Microbiologicos para Aliment@esolucdo RDC n.12, de 03 de
janeiro de 2001. Diario Oficial da Unido, seca®dasilia, DF.

CECCHI, H. M. Fundamentos tedricos e praticos ddisamde alimentos. 2. ed. Campinas:
Unicamp, 2003, 207p.

CHANG, S.T.; MILES, P.G. Mushrooms: cultivation,tntional value, medicinal effect, and
environmental impact. 2 ed. Boca Raton: CRC P23, 451 p.

CHEUNG, P.C.K. Chemical evaluation of some lesseovkn edible mushroom mycelia
produced in submerged culture from soy milk waBted Chemistry, v. 60, n. 1, p. 61-65,
1997.



96

CHIRINANG, P.; INTARAPICHET, K.O. Amino acids andn@oxidant properties of the
oyester mushroomBleurotus ostreatuandPleurotus sajor-cajuScienceAsia, v. 35, p. 326-
331, 20009.

CONFORTIN, F.G. Producédo de biomassa fungica defiem PS-2001 deleurotus sajor-
caju (Fr.) Sing em cultura submersa. 2006. 95 f. Ditagéo apresentada ao Programa de Pés-
graduag&o em Biotecnologia da Universidade de GadasSul, Caxias do Sul.

CONFORTIN, F.Get al Production oPleurotus sajor-cajistrain PS-2001 biomass in
submerged culture, Journal of Industrial Microb@i@nd Biotechnology, v. 35, n. 10, p.
1149-1155, 2008.

FELLOW, P.J. Propriedades dos alimentos e teorigpm@essamento. In: FELOW, P.J.
Tecnologia e processamento de alimentos: principipgiticas. 2 ed Porto Alegre: Artmed,
2006, p. 25-74.

FORTES; R.C.; NOVAES, M.R.C.G. Efeitos da supleragéb dietética com cogumelos
Agaricales e outros fungos medicinais na terapmra®m cancer. Revista Brasileira de
Cancerologia, v. 52, n. 4, 2006.

FURLANI, R.P.Z.; GODOQY, H.T. Valor nutricional d®@gumelos comestiveis. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v. 27, n. 1, p.154-15Q20

GONZALEZ, A.M. et al Deteccion de metabolitos fingicos con actividéxica mediante
bioensayo sobréArtemia salina Revista Iberoamericna de Micologia, v. 24, np159-61,
2007.

GREGORI, A.et al. Cultivation techniques and medicinal propertieRleurotusspp. Food
Technology and Biotechnology, v. 45, n. 3, p. 23652007.

HADAR, W.; COHEN-ARAZI, E. Chemical composition tfe edible mushroorleurotus
ostreatusproduced by fermentation. Applied Environment Mlablogy, v. 51, n. 6, p. 1352-
1354, 1986.

HARWIG, J.; SCOTT, P.M. Brine shrimp\(temia salinal.) larvae as a screening system
for fungal toxins. Applied Microbiology, v. 21, 6, p.1011-06, 1971.

HSU, T.H.et al A comparison of the chemical composition and tiilwa ingredientes of the
Chinese medicinal mushroom DongChongXiaoCao, itsitfeit and mimic, and fermented
mycelium ofCordyceps sinensigood Chemistry, v. 78, n. 4, p. 463-469, 2002.



97

KALAC, P. Chemical composition and nutritional valaf European species of wild growing
mushrooms: a review. Food Chemistry, v. 113, p. 9716, 2009.

KIRSCH, L.S.et al. The influence of different submerged cultivat@mnditions on mycelial
biomass and protease productionleytinus citrinusNValleyn et Rammeloo DPUA 1535
(Agaricomycetidae). International Journal of MedaiMushrooms, v. 13, n. 2, p. 185-192,
2011.

KURBANOGLU, E.B. et al. Submerged production of edible mushroAgaricus bisporus
mycelium in ram horn hydrolysate. Industrial Craggsd products, v. 19, n. 3, p. 225-230,
2004.

LIMA, C.P. Efeito alelopético e toxicidade frenteAstemia salinaLeach dos extratos do
fruto deEuterpe edulidVartius. Acta Botanica Brasilica, v. 25, n. 2381-336, 2011.

LOBANOK, A.G. et al. Composition and biological activity of submergegicelium of the
xylotrophic basidiomycetéentinus edodesApplied Biochemistry and Microbiology, v. 39,
n. 1, p. 60-64, 2003.

MALAVOLTA, E et al Avaliacdo do estado nutricional das plantas:gipilos e aplicacoes.
Piracicaba: Editora Grafica Nagy, 1989, 201 p.

MANU-TAWIAH, W.; MARTIN, A.M. Chemical compositionof Pleurotus ostreatus
mycelial biomass. Food Microbiology, v. 4, n. 4303-310, 1987.

MANZI, P. et al. Nutrients in edible mushrooms: an inter-specianmarative study. Food
Chemistry, v. 65, n. 4, p. 477-482, 1999.

MANZI, P.; PIZZOFERRATO, L. Beta-glucans in edibfeishrooms. Food Chemistry, v. 68,
n. 3, p. 315-318, 2000.

MATTILA, P. et al. Contents of vitamins, mineral elements, and sohenplic compounds
in cultivated mushrooms. Journal of AgriculturalooChemistry, v. 49, n. 5, p.2243-2348,
2001.

MOORE, D.; CHIU, S.W. Fungal products as food.Bio-exploitation of Filamentous
Fungi. Hong Kong, 2001, p. 223-251.



98

MORA, V.M.; CARRERA, D.M. Investigaciones basicaplicadas e socioeconémicas sobre
el cultivo de seta®leurotusspp. em Mexico. In: VASQUEZ, J.E.S.; CARRERA, D;M.
MATA, G.; LARA, H.L. (Ed.). El cultivo de setaBleurotusspp em Meéxico. Ecosur, 2007,
p.7-27.

NEPA/TACO. Tabela brasileira de composicao de aitoe/ NEPA. Campinas, 4ed. 161p.,
2011. Disponivel em : <http://www.unicamp.br/nepeditabela.php?ativo=tabela> Acesso
em abril 2011.

OMARINI, A. et al Sensory analysis and fruiting bodies characteozaf the edible
mushroomdPleurotus ostreatuandPolyporus tenuiculusbtained on leaf waste from the
essential oil production industry. Internationalid@l of Food Science and Technology, v.
45, v. 3, p. 466-474, 2010.

ROESLER, Ret al Atividade antioxidante de frutas do cerrado. Ciéree Tecnologia de
Alimentos, v. 27, n. 1, p. 53-60, 2007.

SILVA, N. et al. Manual de métodos de analise microbioldgica iheesitos. 2 ed. Sdo Paulo:
Livraria Varela, 2001. 317p.

SMIRDELE, F.R.et al Exopolysaccharides, proteins and lipidsPleurotus pulmonarius
submerged culture using different carbon sourcesb@hydrate Polymers, v. 87, n. 1, p.368-
376, 2012.

SPIES, J.R. Determination of tryptophan in protefusalitical Chemistry, v. 39, n. 12,
p.1412-1415, 1967.

TANG, Y.L. et al. Submerged culture of mushrooms in bioreactorslehagés, current state-
of-the-art, and future prospects. Food TechnologlyBiotechnology, v. 45, n. 3, p.221-229,
2007.

VORARAT, S.et al Examination of antioxidant activity and developrnef rice bran oil
and gamma-oryzanol microemulsion. Journal of HeRkkearch, v. 24, n. 2, p. 67-72, 2010.

WANG, D. et al Biological efficiency and nutritional value 8leurotus ostreatusultivated
on spent beer grain. Bioresource Technology, vn78, p. 293-300, 2001.

WHITE, J.A.et al An Evaluation of the Waters Pico-Tag System lier Amino-Acid-
Analysis of Food Materials. Journal of Automatice@tistry, v. 8, n. 4, p. 170-177, 1986.



99

WU, J.Z.et al Studies on submerged fermentatiorPtdurotus tuber-regiuniFr.) Singer-
Part 1: physical and chemical factors affectingrtite of mycelial growth and bioconversion
efficiency. Food Chemistry, v. 81, n. 3, p. 389-32303.

WU, X. J.; HANSEN, C. Effects of whey permeate-lthseedium on the proximate
composition ol_entinus edodes the submerged culture. Journal of Food Sciencel, n.
6, p. 174-179, 2006.

ZANOTELLI, C.T. et al. Avaliacdo do modelo de Monod na producéo de bismds
Pleurotus ostreatuDSM 1833 em cultivo submerso. Revista Saude e Anibj v. 8, n. 2, p.
14-18, 2007.



100

CAPITULO 3

CARACTERIZACAO NUTRICIONAL E ACEITABILIDADE DE BARR AS DE
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Resumo

Os cogumelos séo alimentos apreciados pelo horesded antiguidade e se destacam pelas
suas caracteristicas nutricionais, além da impodamedicinal ou terapéutica atribuidas a
eles. O objetivo deste trabalho foi produzir barras deeas contendo a biomassa de
Pleurotus albidusum cogumelo encontrado na Amazonia brasileirey bemo avaliar suas
caracteristicas nutricionais e sensoriais. TrésndtacOes de barras de cereais foram
preparadas utilizando proporcdes diferentes da dssen do cogumelo (0%, 4% e 8%). As
barras de cereais foram avaliadas quanto a qualieiéciobiologica, composicao centesimal
e mineral, pH, acidez e andlise sensorial. Todaanagstras estavam de acordo com o0s
padrdes microbiologicos estabelecidos para alinserts barras de cereais formuladas com a
biomassa dé°. albidusapresentaram elevado teor de proteinas e mineraesentaram

indice de aceitabilidade acima de 70% em todosriitps avaliados.

Palavras-chave:Pleurotus albidusbarras de cereais, composi¢&o nutricional, dukgade
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Introducao

Nas ultimas décadas a dieta alimentar tem mudadsideravelmente em funcédo da
conscientizacdo dos consumidores sobre o impa&msalimentos podem causar na saude,
ou seja, ndo se destinam apenas a satisfazer a dofomecer nutrientes para suprir as
necessidades do ser humano, mas também para preeenicas relacionadas a nutricao,
melhorar o fisico e o bem-estar mental (SER@I, 2008).

Nesse sentido, as barras de cereais sdo consis@ladantos complementares a base
de proteinas, fibras e carboidratos. Introduzigdasarcado mundial ha mais de duas décadas
como um produto alternativo saudavel, as barrasedeais sédo resultado da busca crescente
dos consumidores por uma alimentacao rapida e adaiguada, com a finalidade de evitar ou
corrigir problemas diversos na saude humana. Aléio,dsdo faceis de encontrar, transportar
e podem ser ingeridas como uma forma de repor egjies gastas durante as atividades
diarias (CARVALHO, 2008; FREITAS; MORETTI, 2006).

Os cereais em barras sdo considerados uma clagsedigos de confeitaria, que
vendidos na forma retangular em embalagens indigdtem apresentado um crescimento
rapido no mercado mundial. Estimativas apontam paraonsumo de cerca de 2,9 bilhdes
de dolares/ano de barras de cereais somente nadoEdtnidos, enquanto no Brasil esse
valor é de aproximadamente 4 milhdes de délare R _HO, 2008).

A associacdo de barras de cereais e alimentos \&sid&presenta uma crescente
tendéncia no mercado de alimentos. Com isso, ursedealimentos reconhecidos como
importantes produtos de valor nutricional e ecormdnsdo os cogumelos. Mundialmente,
esses macrofungos sao cultivados e comercializenim® produto para serem consumidos
por individuos de qualquer idade e em todas asigbesl de salude (MEHTAt al, 2011;

UDDIN et al, 2011).
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Os cogumelos comestiveis sédo alimentos de elevadtr wutricional, contendo
quantidades significativas de proteinas, vitamifiagas, e reduzidos teores de lipidios. Além
dessas propriedades nutricionais, algumas espicresido apontadas como importantes do
ponto de vista medicinal, por expressar certasidatiles terapéuticas, como antibibtica,
antitumoral, hipocolesterolémica e outras (MANJUNBAN; KAVIYARASAN, 2011,
RAGUNATHAN; SWAMINATHAN, 2003;).

Entre os cogumelos comestiveis que estdo sendoteevente explorados quanto ao
seu potencial de producdo edfeurotus albidus uma espécie selvagem (LECHNER;
ALBERTO, 2011). Esta ja foi reportada em paisesa@dugentina (LECHNERet al, 2004),
México (FUENTES; NAVA, 2006) e no Brasil, mais ratemente no Estado do Amazonas
(TEIXEIRA et al, 2009).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo etabbarras de cereais utilizando
como ingrediente principal a biomassa Rlealbidus bem como avaliar as caracteristicas

nutricionais e sensoriais.

Metodologia
Matéria-prima

A biomassa desidratada Be albidusDPUA 1692 utilizada na formulacao das barras
de cereais foi produzida por fermentacdo submeasicoteca DPUA da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM) em meio sintético comtesacarose (30,0 g}, extrato de

levedura (2,5 g.t), KH.PO, (1,0 g.I'Y) e MgSQ (0,5 g.L'%).

Elaborac&o das barras de cereais
Os ingredientes utilizados para a formulacédo dasabale cereais foram obtidos em

supermercados e lojas de produtos naturais daecidadVlanaus, Amazonas. As barras de
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cereais foram formuladas variando a concentracdmamaassa d@. albiduspara cada 100 g
de produto (Tabela 1). Os ingredientes secos fqrasados e misturados até distribuicéo
homogénea, acondicionados em uma forma de aco @axquecidos em forno por

aproximadamente 15 minutos a 100 °C.

Formulacao (%)

Ingredientes

BC B4% B8%
Ingredientes secos
Biomassa d@. albidus 0 4
Flocos de arroz 10 8
Flocos de aveia 20 18 16
Farinha de linhaca 6 6 6
Farelo de aveia 8 8 8
Leite em po6 desnatado 8 8 8
Castanha-do-Brasil 3 3 3
Xarope de aglutinagéo

Xarope de glicose 25 25 25
AcUcar mascavo 20 20 20

Tabela 1- Formulag@es utilizadas para o preparddaas de cereais
BC= barra controle; B4%=Barra de cereal com 4%idmassa;, B8%=Barra de cereal com 8% de biomassa

O xarope de aglutinacédo foi preparado homogenetzaado xarope de glicose e o
acucar mascavo em banho-maria por 5 minutos. Emidsegas duas fracbes foram
homogeneizadas até atingirem uma massa uniformdagueosteriormente distribuida em
uma forma de aco inox forrada com papel manteiganassa foi mantida em repouso a
temperatura ambiente até o seu resfriamento e caoxilio de uma espatula foram feitos
cortes retangulares no formato de uma barra dalceoenercial pesando aproximadamente
25 g. As barras de cereais foram embaladas em papehado e armazenadas em

temperatura ambiente até o inicio dos testes sarssor

Andlise microbiologica



106

Para enumeracdo de micro-organismos indicadoregyame das barras de cereais foi
realizada a determinacdo de coliformes totais endwierantes Staphylococcusaureus
coagulase positivé&Galmonellasp. eBacillus cereusconforme preconizado pela Resolucao

RDC rf 12 de janeiro/2001 (BRASIL, 2001).

Andlise da composicéo centesimal, pH e acidez total

As andlises para determinacédo de umidade, cinadsyidratos totais, fibras, lipidios,
e proteinas foram realizadas segundo metodologiaiteepela AOAC (1997). A umidade foi
determinada por secagem em estufa a 105 °C. @edgoidios foi obtido por extracao a frio.
O teor de cinzas foi determinado por incineracdoneufia a 550 °C. O teor de proteinas
totais foi determinado pelo método de Kjedahl. Pardeterminacédo do teor de fibras foi
utilizada digestao acida e alcalina. O valor catbffioi determinado utilizando-se fatores de
conversdo de Atwater: 4 kcal gproteina), 4 kcal:g(carboidratos) e 9 kcal'glipidios).

O pH das barras de cereais foi analisado pelo ragiotenciométrico, e a acidez total
titulavel usando como indicador a fenolftaleinguselo padronizado pelas Normas analiticas

do Instituto Adolfo Lutz (2006).

Andlise da composi¢cado mineral

A composicdo mineral foi determinada segundo Sif2909). As amostras
desidratadas em estufa de circulagédo de ar fod@’C foram submetidas a digestdo umida
com HNG + HCI O, (3:1). O teor de célcio, magnésio, potassio, colemo, manganés e
zinco foram determinados por espectrofotometrialorcdo atdmica (EAA) e fésforo por
espectrofotometria com azul de molibdénio. Os nmaorerais (P, K, Ca, Mg e Na) foram

expressos em g.Kge os microminerais (Fe, Cu, Mn e Zn) em md.kg
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Analise texturométrica

As barras de cereais foram submetidas a deternuindgdextura utilizando-se um
texturobmetro TA.XT2 (Stable Micro System) com umanda cilindrica SMS P/4. As
condicOes operacionais foram as seguintes: veldeida pré-teste 1,5 mm/s, velocidade de

teste 2,0 mm/s, velocidade pos-teste 10 mm/s, é¢stidndia de penetracdo de 3 mm.

Analise sensorial

A analise sensorial das barras de cereais foizestdi na Faculdade de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Amazonas arde@im teste afetivo de aceitabilidade.

O painel sensorial foi formado por 44 provadores tnéinados na faixa etaria de 20 a
60 anos, de ambos os sexos, incluindo discentegntiss e funcionarios da Faculdade de
Ciéncias Agrarias da UFAM. ApoOs preenchimento donte de consentimento livre e
esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Resgia UFAM (Parecer 137.288) os
julgadores foram submetidos ao teste de aceitadiidias barras de cereais utilizando-se uma
escala hedonica estruturada de 5 pontos, variaedb (desgostei muito) a 5 (gostei muito)
onde foram avaliados 0s seguintes atributos: ap@éaroma, sabor, cor e aceitacao geral. A
intencdo de compra das barras de cereais també&wdiada (DUTCOSKY, 2011).

Os dados obtidos para cada uma das trés prepardgéelsarras de cereais foram
utilizados para calcular o indice de aceitabilidgae TCOSKY, 2011):

IA (%) = A X 100/ B

Onde: A = nota média obtida para o produto; B amofixima dada ao produto

Andlise estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise de vaiéblOVA) e a comparacdo das

médias foi feita pelo teste de Tukeyq(p ,05), utilizando-se o software MiniTab 16.
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Resultados e discussao
Qualidade microbioldgica

Os resultados relativos a anédlise da qualidadeobimidgica indicaram auséncia de
micro-organismos contaminanteBagillus cereus Salmonellasp., S aureus coagulase
positiva, coliformes totais e termotolerantes) in@s amostras de barras de cereais avaliadas,
garantindo a qualidade higiénico-sanitaria e a regmga microbiologica das amostras
estabelecida pela legislacdo vigente da AgénciaioNak de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Saude (BRASIL, 2001), sendo, portamnsideradas aptas para o consumo

humano.

Caracterizacao fisico-quimica das barras de cereais

Na Tabela 2 estdo indicados os valores da commoseétesimal e valor calérico das
barras de cereais. Os resultados médios diferisdatigicamente entre as barras de cereais
guanto a umidade, cujos valores variaram de 10,16,95%. A umidade € um parametro
importante na conservacao dos alimentos, poisggeduzidos garantem o aumento da vida

de prateleira e a manutencéo das caracteristinasrsas do produto (FELLOW, 2006).

Parametro (%) 0 (P. albidug
Controle (0%) 2% 5%
Umidade 10,16 + 0,09 14,86 + 0,02 15,95 + 0,60
Cinzas 2,19 + 0,08 2,26 + 0,07 2,47 + 0,07
Lipidios 7,27 + 0,36 7,68 +0,14 7,04+ 0,04
Proteinas 11,37 + 0,37 10,89 + 0,38 10,76 + 0,44
Carboidratos totais 69,01 + 0,06 64,32 + 0,52 63,80 +0,09
Fibra 1,37 +0,18 1,77 + 0,28 1,98 +0,12
Energia (kcal) 409,47 + 1,72 385,97 + 0,85 308,16 + 1,93

Tabela 2. Composicao centesimal e valor caléricobdaras de cereais.

Os carboidratos foram os macronutrientes encordradomaior quantidade nas barras
de cereais, cujos teores variaram de 63,80 atd%f),0om diferenca significativa entre as
barras teste e a controle. Os valores encontraésse nrabalho estdo proximos aos

encontrados por outros pesquisadores, em barrasrdais formuladas com geléia de casca
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de abacaxi (69,98%) e inferiores quando comparaddsarras de cereais contendo 15% de
farinha de bagaco de maca (75,85%) (FONSEC&#, 2011; CICHACZEWSKI, 2012).

As barras de cereais formuladas com a biomassaepaegam teor de fibra bruta
significativamente superior em relacao a barrarota(1,37%), resultados esses maiores que
os verificados por Peuckest al (2010) para as barras formuladas com proteinarieata de
soja e camu-camu (1,72%).

Segundo a Portaria n. 27 (BRASIL, 1998) para umextito ser considerado fonte de
fibra, ele deve ter no minimo 3%. Como o valor em@mlo nas trés formulacdes das barras
de cereais ficou um pouco acima da metade desse nelomendado, as barras de cereais
apesar de conter fibra ndo podem ser classificaatas fonte desse macronutriente.

As proteinas sdo macronutrientes importantes na&c@othumana e dentre as funcdes
que desempenha no organismo incluem a sinteseedgide de compostos de pequeno peso
molecular, além de manterem o equilibrio osmatitmeeos diferentes fluidos do organismo
(DUTRA DE OLIVEIRA; MARCHINI, 2003). O teor de pretnas ndo variou de forma
significativa entre as trés formula¢gOes avaliadss lthrras de cereais (Tabela 2), ficando em
média 11%. A barra teste 8% (10,76%) apresentour & proteina superior ao encontrado
nos trabalhos de Silet al (2009), Britoet al (2004) e Silveet al (2011), cujos teores foram,
respectivamente 4,3%, 6,27% e 7,7%. Os valoresateipa encontrados neste trabalho com
biomassa d®. albidussdo considerados superiores em relacdo aos psoentontrados no
mercado, que tém em média 4% de proteinas (SAMRAHKD 2009).

O conteudo de lipidios na amostra controle ndosapteu diferenca estatistica em
relacdo as amostras teste (Tabela 2), em médig2d&o7contudo os resultados das amostras
teste variaram entre si. O valor de lipidios enemltt nas trés amostras pode ser explicado
pela presenca dos ingredientes integrantes dasshiercereais (linhaca e castanha-do-Brasil)

que tém em meédia 32,3% e 63,5% de lipidios, respeaente (NEPA/TACO, 2011).
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Resultados mais elevados de lipideos foram encwm#naor Limaet al (2010) e Fonsecet al
(2011) em barras de cereais elaboradas com pa@p&€rdoa de baru (10,5%) e com casca de
abacaxi (9,86%), respectivamente. A adicdo daHaride linhaca e de castanha-do-Brasil
agrega lipidios de boa qualidade as barras deisgugaa vez que estes ingredientes possuem
acidos graxos mono e poli-insaturados, com destpgree acidos graxos linoleicos e oleicos
(LICHTENTHALER, 2009; SILVAet al, 2010).

O valor caldrico (Tabela 2) esta relacionado atmsadkores de carboidratos e lipidios,
quando comparado com resultados de outras fornegagdé barras de cereais (LIMA al,
2010; PEUCKERT, 2010). Houve reducado significativa valor calorico entre as trés
formulacbes de barras de cereais e isso pode sbuidd a diminuicdo do teor de
carboidratos nas formulacfes testes em relacanteot®

A determinacédo de cinzas fornece uma indicacdoedo de minerais presentes na
amostra. Sendo assim, as barras de cereais elaborn a biomassa do cogumelo
apresentaram teor de cinzas superior a 2%, coragiespara a barra teste 8% (2,47%) que
diferiu significativamente em relacdo as demaisidacdes. Esses resultados séo superiores
aos de Silvaet al (2009) e Limeet al (2010) que ao produzirem barras de cereais foaasla
com residuo de maracuja e com polpa e semente de déacontraram teor de
aproximadamente 1,4%.

Dentre os macrominerais avaliados (Tabela 3) oi foais abundante, seguido de P,
Ca e Mg, nas trés formulagbes. Os resultados destguisa sao superiores quando
comparados aos de Fonsettaal (2011) que ao elaborar barra de cereais cascéatzva
encontraram teores de 2,18 g*k@,63 g.kg', 1,03 g.kg" e 0,68 g.kd, para P, K, Mg e Ca,
respectivamente.

Algumas fun¢des que o potassio desempenha no sngarnincluem o balanceamento

e distribuicdo de agua no organismo, relaxamentscolar e regulacdo das atividades
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neuromusculares. O fésforo tem papel importantemebabolismo energético, absorcao e
transporte de nutrientes e regulacdo da atividadiipa. O magnésio € um macromineral
essencial para o metabolismo dos carboidratoslidipie acidos nucléicos. O calcio atua na

formacdao estrutural dos ossos e dentes.

Minerais 0 (P. albidug
Controle (0%) 2% 5%

P (g.kg) 3,26 +0,07 4,48+ 0,28 4,96 +0,18
K (g.kg") 4,96+ 0 6,55 + 0,08 7,36 +0,42
Ca (g.kg") 2,65+ 0,02 3,05+ 0,07 3,03+0,12
Mg (g.kg") 0,93+ 0,02 1,12 +0,0% 1,25+ 0,03
Cu (mg.kg) 4,26 + 0,08 4,54 +0,168 4,52 +0,13
Fe (mg.kd) 45,2 +1,58 45,56 + 2,35 43,26 + 1

Mn (mg.kg") 20,03 0,38 19,64 + 0,90 18,71 + 0,08
Zn (mg.kg") 20,46 + 0,61 23,00+ 0,8 26,91 + 0,98

Tabela 3- Composi¢do mineral das barras de cereais.

O micromineral Fe (Tabela 3) foi o mais abundante tedas as formulagcbes das
barras de cereais, seguido pelo Zn e com teorisup@ encontrado por Fonsestaal (2011).

O teor de Zn desta pesquisa se assemelha ao dev@d@bD12) em barras de cereais com
trigo fermentado contendo micélio daaricus brasiliensisEm estudo de Freitas; Moretti
(2006) os valores de Fe e Zn se aproximaram aoada lle cereais deste estudo, sendo
respectivamente, 51,5 mgkeg 29,5 mg.kg em barras de cereais funcionais com sabor de
banana.

O teor de Mn nao variou significativamente entréoasiulacdes e foi 0 micromineral
menos abundante, cujos valores foram inferioresdmuaomparado a barras formuladas com
améndoa de sapucaia e castanha-do-gurguéia (CARQARBOS).

No organismo, o ferro atua no transporte de ox@mé&sintese de neurotransmissores e
funcionamento do sistema imunoldgico, enquanto egaaés ¢ um importante ativador
enzimatico (DUTRA DE OLIVEIRA; MARCHINI, 2003). Oiaco auxilia na melhora da
imunidade, do olfato e paladar, atua na sintesprakeinas e juntamente com o cobre tem

papel antioxidante e na cicatrizacao.
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Segundo a Portaria n.27 da Anvisa de 1998 é pésdassificar os alimentos como
sendo “fonte” de algum mineral quando ele perfaminimo de 15% do Iindice Diario
Recomendado (IDR) (BRASIL, 2005) do mineral pardaca00 g de alimento sélido. J& para
o alimento que fornece um minimo de 30% do IDR panadeterminado nutriente, diz-se que
ele tem *“alto teor” deste nutriente para cada 10@degalimento solido. Desta forma,
considerando a ingestdo diaria de 1 barra de celea5 g a barra controle pode ser
considerada fonte de P, K, e Mg, ja que atende,dal% , 11,83% 3 21,77% do IDR,
respectivamente. As barras de cereal teste con#¥de 8% de biomassa sao fontes de P
(23,39%) e Mn (21,34%) e P (26,28%) e Mn (20,33%gpectivamente.

A meédia dos valores de pH variou de 6,66, a 6,86 dderenca estatistica entre as
barras de cereais (Tabela 4). Cérdova (2012) eravamt valor médio de 6,33 nas barras de
cereais elaboradas cohgaricus brasiliensisA medida de acidez total ndo mostrou diferenca
estatistica entre as formulacdes das barras daisesendo que os valores médios foram de
2,03, 2,01 e 2,00 para as barras controle, teste 8%, respectivamente. Esses valores de
acidez se assemelham aos encontrados por Ma&irab(2008) em barras de cereais com

caju-ameixa (1,97 a 3,33 %).

Formulacgéo pH Qﬁ'g?,;t?% Dureza (gF)
Controle 6,86 +0,032 2,03+0,00 1091,83 + 144,78
Teste (4%) 6,76 +0,0f 2,01 +0,022  2260,2 + 432,30
Teste (8%) 6,66 +0,05 2,00+£0,022 2531,07 + 299,202

Tabela 4- pH, acidez total titulavel e dureza dasas de cereais formuladas com biomasd2. débidus

Em relacdo a andlise instrumental de textura daasde cereais (Tabela 4) observou-
se gue houve variacdo entre os valores médiosrga &xercidos pelo texturbmetro. Este
equipamento imita o processo de mastigacdo humanane atributo importante quando se
guer avaliar a maciez ou nédo de um determinadceation Desta forma, na barra de cereal

controle, o valor da dureza (gF) foi inferior acx@ntrados nas barras teste. Resultados
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semelhantes também foram encontrados por 8ihal (2009) que verificaram um aumento
proporcional no parametro dureza a medida que \@®lge a concentracdo de residuo de

maracuja na formulacéo das barras de cereais gesado a compactacdo das mesmas.

Analise sensorial

A média das notas atribuidas pelos provadoreserdgfe as formulacdes das barras de
cereais esta apresentada na Tabela 5. De um maalpagebarras de cereais elaboradas com
a biomassa dB. albidustiveram boa aceitacdo em todos os atributos. (@sesameédios para
o atributo cor nas barras teste foi maior que madtacao controle, embora esses dados néo
tenham diferido estatisticamente entre si. Cerca5827% e 43,18% dos provadores
referiram-se a “gostei” e 22,73% e 29,55% (Figura Igostei muito”, para as barras teste
4% e 8% , respectivamente.

A pontuacdo meédia da aparéncia das barras de £doeéaemelhante para as barras
teste (Tabela 5) e revelou um indice de aceitaulbdde 79,55%, embora n&o tenha sido
verificada diferenca significativa em relacdo aréarontrole. Segundo citado por Dutcosky,
(2006) o primeiro atributo avaliado pelo homem gleama decisdo de um determinado

alimento é a aparéncia, seguido pelo odor, comsistétextura e sabor.

Atributos Intencao de
F | 3 " .
ormiiagdo Cor Aparéncia  Aroma Sabor Aceitabilidade compra
geral
Controle 3,82 3,892 4,02 4,20° 4,11° 4,09°
Teste (4%) 3,86% 3,08° 3,822 3,91° 4,05 4,00°
Teste (8%) 3,98° 3,08° 3.80° 3,95° 3,91° 3,9¢°

Tabela 5- Média das notas atribuidas pelos proeadointencdo de compra das barras de cereais
Médias seguidas pela mesma letra (s) ndo sdoisaiimente diferentes pelo teste de Tukey (05)

Em relacdo a aceitabilidade geral este foi um dobuédos mais bem aceitos pelos

provadores, cujos valores médios foram de 4,059& Bara as barras teste 4% e 8%,
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respectivamente. Na Figura 1 pode-se observar duegj@éncia obtida das barras de cereais
referindo-se a “gostei muito” e “gostei” foram antwle e a teste 4% (81,82%) seguida pela
barra teste 8% (77,26%).

O aroma foi 0 que obteve menor pontuacdo nas bfamasiladas com a biomassa de
P. albidus,em relacdo aos demais atributos. A preferéncia Ipatea controle pode estar
relacionada ao fato da biomassa desidratada ad@oapresentar um aroma naturalmente
doce e frutado e tal caracteristica ndo deve tir apreciada pelos provadores. No estudo
realizado por Gomest al (2010) para avaliar a utilizacdo de albedo de cwgdisamarelo em
barras de cereais verificaram que para o atrintma a adicdo de diferentes concentracoes
de albedo de maracuja reduziu a média das notaslagdio a formulac&o controle.

A avaliacao sensorial realizada demonstrou queaaasde cereais formuladas com a
biomassa d®. albidusapresentaram um bom potencial para consumo, poésym produto
ser considerado aceito é necessario que os valorésdice de Aceitabilidade (%) para os
atributos avaliados fiqguem acima de 70% (DUTCOSR®Y11).

Em relagdo a intencdo de compra todas as tréasbhdercereais tiveram nota média de
aproximadamente 4,0. Além disso, 40,9% e 38,6%pdwgdores disseram que com certeza
comprariam as barras controle e a teste (4%), ceégpmente, enquanto que 40,9% das

pessoas afirmaram que provavelmente comprarianra teste (8%).
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Concluséo
Com os resultados obtidos conclui-se que a adigdbiamassa d®. albidusem

substituicdo a aveia em flocos e flocos de arrolhona o valor nutricional das barras de
cereais, elevando o teor de fibras e minerais @zrecconteudo energético. Embora ndo tenha
sido verificada diferenca significativa em relacaobarra controle, as barras contendo
biomassa do cogumelo comestivel sdo fonte de peotéis barras de cereais, de uma forma
geral, tiveram boa aceitabilidade sensorial, podesel consideradas uma nova alternativa
dentro dos produtos de confeitaria para os consuesdque buscam alimentos mais

saudaveis.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢cdes experimengaig drabalho permitiram concluir

que:

* Dentre as condi¢cOeim vitro avaliadas os meios de cultivo agar batata dextcose
extrato de levedura e agar extrato de malte comatextle levedura e a auséncia de luz
promovem o crescimento micelial Bealbidus expressando maior densidade micelial.

* A utilizacdo de elevados volume de indculo, da mmEae extrato de levedura como
fontes de carbono e nitrogénio, respectivameraeeguada para a producao da biomassa
deP. albiduspor fermentacéo submersa;

* Os parametros fisico-quimicos, como concentrac&adarose e extrato de levedura, pH
inicial do meio de cultivo, velocidade de agitagafbuenciam de forma significativa a
producao da biomassa micelialBlealbiduspor fermentagao submersa

* A biomassa micelial dB. albidusproduzida por fermentacao submersa nas condigbes d
cultivo avaliadas tem qualidade microbiolégica ¢rinional adequadas para o consumo
humano;

e As barras de cereais elaboradas com a biomass#. dalbidus tem qualidade
microbiolégica, nutricional e sensorial e podem sensideradas como uma nova

alternativa para o consumo humano.
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ANEXO 1
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS @
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUAGAO  uram) coen

BIOTECNOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar do Projd® Pesquisa Producao de
suplemento alimentar utilizando cogumelo comestivelda Amazbnid sob a
responsabilidade das pesquisadoras Msc Larissautea Kirsch e Ot Maria Francisca Simas
Teixeira que tem como objetivo elaborar barraseteais utilizando como um dos ingredientes
biomassa desidratada Beurotus albidusum cogumelo comestivel nativo da regido Amazoénica

A sua participacdo é voluntaria, ou seja, 0 Sn&a) tera nenhuma despesa e também nao
receberd nenhum valor econémico, contudo a sugipagdo € muito importante para 0 avango
desta pesquisa. Se nao quiser participar, temettale a liberdade de se recusar, ou retirar seu
consentimento a qualquer momento, sem precisastidar, nem sofrer qualquer dano.

A sua colaboracgéo consistira na degustacado de emzpa quantidade das amostras de
barras de cereais e preenchimento de uma fichaal@gho sensorial das mesmas. As amostras
foram preparadas de acordo com as Boas Pratickalutecacdo, além disso, realizaram-se as
andlises fisico-quimicas e microbiolégicas, garaitique o referido produto alimenticio ndo
ofereca risco iminente ao participante

Os resultados obtidos seréo utilizados exclusivéengara a referida pesquisa, garantindo
a total confidencialidade dos julgadores. Paragyueal outra informacédo, o (a) Sr. (a) podera
entrar em contato com a pesquisadora pelos tekef(®@®) 3305-4284, (92) 8123-6569, pelo e-
mail: |_kirsch@hotmail.com ou ainda entrar em ctmizom o Comité de Etica em Pesquisa-
CEP/UFAM, na Rua Teresina, 495, Adrianopolis, MaAM, telefone (92) 3305-5130.

Eu, , fui informado sobre o que o

pesquisador quer fazer e porque precisa da minabharacao, e entendi a explicagao. Por isso, eu
concordo em participar do projeto, sabendo quewvadioganhar nada e que posso sair qguando
quiser. Este documento € emitido em duas vias gu# sambas assinadas por mim e pelo

pesquisador, ficando uma via comigo e outra corasgypisador.

Assinatura do participante Data

Pesquisadora Responsével Data
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ANEXO 2

FUNDAGAO UNIVERSIDADE Plataforma
DO AMAZONAS - FUA (UFAM) %ﬁroﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Producéo de suplementeo alimentar utilizando cogumelo comestivel da Amazdnia

Pesquisador: Larissa de Souza Kirsch

Area Tematica:

Versado: 1

CAAE: 08179612.1.0000.5020

Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Amazonas

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 137.288
Data da Relatoria: 31/10/2012

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um trabalho que busca avaliar as condi¢des in vitro de producdo de biomassa micelial e as
propriedades nutricionais de P. albidus DPUA 1692, visando a elaboracéo de um produto de confeitaria
suplementado com a biomassa desse cogumelo. Os dados relativos a producdo de biomassa de P. albidus
em meio liquido bem como as suas caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais serao submetidos a analise
de Variancia (ANOVA) para detectar diferencas significativas (p 0,05) entre as amostras e os valores médios
significativos serdo avaliados pelo Teste de Tukey, utilizando-se o software Minitab 16.A partir dos dados
obtidos para cada uma das trés preparacdes das barras de cereais contendo a biomassa de P. albidus sera
calculado o indice de aceitabilidade segundo Peucker et al, (2010). Em seguida, a analise de aceitabilidade
das amostras das barras de cereais produzidas bem como os dados relativos a intenc&o de compra das trés
amostras serdo avaliados.Orgado em R$ 244 45 custeado pelo pesquisador.

por analise de Varidncia (ANOVA) e Teste de Tukey ao nivel de 5% de significdncia utilizando o programa
Minitab 16.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar in vitro as condi¢des de producdo e as propriedades nuiricionais de Pleurotus albidus DPUA 1692
com a finalidade de elaborar barras de cereais suplementadas com a biomassa desse cogumelo comestivel
selvagem da Amazdnia

Objetivo Secundario:
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1 - Verificar a producéo de biomassa de P. albidus em meio liquido utilizando diferentes fontes sintéticas e
naturais de carbono e nitrogénio;

2 - Avaliar a influéncia de diferentes parametros fisico-quimicos, como concentracdo de fontes de carbono e
nitrogénio, pH e freqliéncia de agitacdo, na producéo de biomassa de P. albidus em meio liquido;

3 - Avaliar o potencial nutricional da biomassa de P. albidus;

4 - Elaborar barras de cereais com a biomassa de P. albidus;

5 - Caracterizar as barras de cereais quanto a sua composicdo centesimal, suas caracteristicas fisicas,
quimicas e sensoriais.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Informa que os riscos contidos nesta pesquisa sdo os inerentes aos projetos dessa natureza. Por se tratar
de um produto que sera elaborado artesanalmente, as etapas de preparacdo do mesmo atenderdo os
padrdes higiénico-sanitarios em conformidade com as determinacées da Portaria CVS 6/99 de 10/3/99, que
estabelece os Parametros e Critérios para o Controle Higiénico-Sanitario em Estabelecimentos de Alimentos
(ANVISA, 1999),

garantindo que o referido produto alimenticio ndo ofereca risco iminente ao grupo de provadores.

Beneficios:

Os beneficios associados aos resultados obtidos com este projeto de pesquisa irdo contribuir para o
conhecimento dos atributos sensoriais das barras de cereais e a possibilidade de introdugéo de um novo
produto no mercado formulado com uma espécie de cogumelo comestivel nativo da regido Amazdnica.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de relevancia cientifica e social, com projeto elaborado em conformidade com as normas éticas
brasileiras para pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Termos de anuéncia e TCLE adeqguados.

Recomendacgdées:
nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Projeto devidamente escrito, tanto metodologicamente quanto ao componente ético.

Situacao do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

MANAUS, 01 de Novembro de 2012

Assinador por:
Pedro Rodolfo Fernandes da Silva
(Coordenador)
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