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RESUMO
O género Pleurotus pertence a ordem Agarical es, familia Pleurotaceae e constitui um grupo de
cogumel os cosmopolitas, encontrados em regides de clima temperado. Os Pleurotus possuem
um grande numero de espécies comestivels que crescem em diferentes condicdes de substratos,
considerados de fécil producdo e com pouco investimento, utilizando matérias-primas baratas
e facilmente disponiveis como, palha, capim e bagaco. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
producdo e as propriedades nutricionais de P. albidus parafortificar produto de panificacdo do
tipo massaalimenticiae avaliar o efeito de diferentes combinagdes da biomassa desidratada do
cogumelo sobre a qualidade nutricional das massas elaboradas. Os resultados mostraram que
P. albidus cresceu e excretou proteases em todos os substratos testados, exocarpo de cupuagu
(Theobroma grandiflorum, Schum) e semente de acai (Euterpe oleracea), suplementados com
farelo de arroz (Oryza sativa) e crueira (residuo grosseiro da Manihot esculenta), apresentando
valores significativos paraas misturas suplementadas com farelo de arroz. O padréo proteolitico
das enzimas em extrato bruto usando inibidores indica ser cisteina e metaloprotease, pH 6,0 e
temperatura 6tima 40 e 50 °C. As enzimas mantiveram estaveis entre 60 a 90 minutos nas
temperaturas de 30 a 50 °C. A biomassa ndo apresentou toxicidade nos testes de hemdlise em
sangue comercial de carneiro e na avaliagdo citotoxica em céula de fibroblasto humano.
M ostrou capaci dade antioxidante em DPPH (68,47ug/ml), radical ABTS (93,99 pg/mL), fenéis
totais (79,9 mgEqg/g) e flavonoides (14,8 mgEqg/g). Na qualidade nutricional, a biomassa
apresentou teor de carboidratos totais de 60,3%, 36,3% de proteinas, 2,7% de fibra bruta, 0,8%
de cinzas, 0,4% de lipidios e 376,3 Kcal. O potassio foi 0 macromineral mais abundante,
seguido de fésforo, enxofre, magnésio, e célcio com 21,08 g.Kg?, 10,31 g.Kg?, 2,08 g.Kg?,
1,33 g.Kg'e0,26 g.Kg?, respectivamente. Ja entre os microminerais o ferro (131,85 mg.Kg?)
e zinco (95,78 mg.Kg?) estdo em maior quantidade, seguido do boro, sbdio, manganés e cobre,
39,48 mg.Kg?, 33,04 mg.Kg?, 7,27 mg.Kg?, e 2,0 mg.Kg?, respectivamente. Na avaliagio da
qualidade microbioldgica os macarrfes elaborados com a biomassa de P. albidus foram
consideradas seguras para consumo humano. A adi¢do da biomassa elevou o teor de mineraise
apresentou um aumento de 53% e 64% de proteinas e fibras, respectivamente, as massas
demonstraram qualidade no teste de cozimento e textura, mostrando que aadicéo de P. albidus

tem potencial para o desenvolvimento de produto alimenticio com qualidades nutricional.

Palavras-chave: Pleurotus albidus, enzima, composi¢cao nutricional, macarréo.



ABSTRACT

The genus Pleurotus (Fr.) Quél belongs to the order Agaricales, family Pleurotaceae and
constitutes a group of cosmopolitan mushrooms, found in regions of temperate climate.
Pleurotus has a large number of edible species that grow in different substrates. They are
considered to be easy to grow fast and with low costs using inexpensive and available raw
materials such as straw, grass and bagasse. The aim of this study was to eval uate the production
and nutritional properties of P. albidus to supplement a pasta and evaluating the nutritional
quality of different combinations of its dehydrated biomass on the final product. The results
showed that P. albidus grew and excreted proteases in al tested substrates: cupuagu exocarp
(Theobroma grandiflorum, Schum) and acai seed (Euterpe oleracea), supplemented with rice
bran (Oryza sativa) and crueira (residue of Manihot esculenta). The substrates supplemented
with rice bran showed significant values of proteolytic activity than the ones supplemented with
crueira. The enzymes showed optimum activity at pH 6.0, 40 °C and 50 °C and they were
characterized as being cysteine and metalloprotease. The crude extract was not toxic in the
hemolysis and human fibroblast cellstest. It showed antioxidant capacity in DPPH (68.47 ug
/ ml), ABTSradical (93.99 ug/ mL), total phenols (79.9 mgEq/ g) and flavonoids (14.8 mgEq
/ g). Inthe nutritional quality, the biomass presented total carbohydrate content of 60.3%, 36.3%
of protein, 2.7% of crude fiber, 0.8% of ash, 0.4% of lipids and 376.3 Kcal. Potassium was the
most abundant macromineral, followed by phosphorus, sulfur, magnesium, and calcium with
21.08 g.Kg %, 10.31 g.Kg %, 2.08 g.Kg %, 1.33 g .Kg* and 0.26 g.Kg?, respectively. Among
the microminerals, iron (131.85 mg.Kg -1) and zinc (95.78 mg.Kg -1) were higher, followed
by boron, sodium, manganese and copper with 39.48 mg.Kg !, 33.04 mg.Kg %, 7.27 mg.Kg 1,
and 2.0 mg.Kg 1, respectively. In the evaluation of the microbiological quality the noodle
produced and supplemented with P. albidus biomass were considered safe for human
consumption. The addition of mushroom biomass increased proteins, fibers and mineral
content. The noodle aso showed quality in the cooking test and texture. According to the
results, the addition of P. albidus has potential for development of food products with

nutritional qualities.

Keywork: Pleurotus albidus, enzyme, nutritional composition, pasta.
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1. INTRODUCAO

Os cogumelos comestiveis sdo produtos de facil cultivo e comercializacéo,
caracteristica que contribui para o sucesso da producéo em muitas regides, além das condicoes
climaticas, tempo de crescimento e investimento reduzido. A proximadamente 300 especies de
cogumel os sdo comestiveis, todavia 30 foram domesticados e 10 sdo muldiamente cultivados
e comerciaizados. (ROSMIZA et a., 2016).

Entre os cogumelos produzidos em grande escala, espécies de Pleurotus ja estdo
classificadas como 0 segundo cogumelo mais popular, anualmente a producéo atinge valores
superiores a900 mil tonel adas (14,2% daproducdo mundial total de cogumelos) (BELLETTINI
et al., 2016; THONGKLANG e LUANGHARN, 2016).

Em termos de propriedade nutricional, os cogumelos sdo alimentos comprovadamente
fontes de proteina, carboidrato, fibra, vitaminas, minerais e compostos bioativos. Diferente de
outros alimentos ricos em proteinas, 0s cogumelos comestivelis sdo cultivados em varios
substratos lignocel ul ésicos por sintetizarem amplos complexos enzimaéticos que sdo capazes de
degradar compostos organicos complexos em residuos biolégicos (ROSLI et a., 2011; YANG
et al., 2016)

Espécies de cogumel os sdo comumente utilizadas ndo s para degradacdo de residuos
organicos, mas também como matéria prima ou como fonte de &cidos graxos insaturados,
compostos fendlicos, tocoferdis, acido ascorbico e carotendides, bioativos que promovem a
salide e 0 bem estar do homem (PAUCAR-MENACHO et al 2008; REIS et a., 2012). Pleurotus
albidus é uma espécie promissora para producdo de biomassa, de importancia nutriciona e
medicinal, tem distribuicao nas regides subtropicais e temperadas (Brasil, Argentinae México),

cresce praticamente em todas as estagdes do ano (GARCIA et d., 2014).

Na industria de produtos alimenticios, cogumel os comestiveis que tem sabor agradavel
e propriedades farmacoldgicas sdo continuamente usados para fins gastrondmicos na
elaboracdo produtos, como péaes, biscoitos, sorvete, iogurte, entre outros (AHMAD e SINGH,
2016; AMARAL et a., 2014; SANTA et a. 2014 e CHAUHAN et a., 2017). Estratégia que
contribui para utilizagdo gradua dos cogumelos no desenvolvimento de produtos inovadores

com melhores qualidades nutricionais e atributos funcionais (NAGY et al., 2017).
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As massas aimenticias sdo de grande aceitagdo no mercado, mas tém elevado valor
energético, reduzido teor de fibras, vitaminas, minerais e proteinas, qualidade que favorece a
incorporacéo de biomassa de cogumelo, em substituicdo ao amido, para o enriguecimento
proteico, fibra, além de contribuir para a melhoria datextura e sabor (TOMICKI et al., 2015).

Esta pesquisa teve como objetivo a producéo de Pleurotus albidus para fortificar
produto de panificacdo do tipo massas alimenticia e avaliar o efeito de diferentes combinactes
da massa micelial desidratada do cogumelo sobre a qualidade nutricional das massas
elaboradas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Género Pleurotus

O género Pleurotus (Fr.) Qué constitui um grupo de cogumelos cosmopolitas que
crescem em residuos agricolas e/ou troncos de arvores em decomposicdo, sao saprobios,
comumente encontrado em regides de clima tropical e temperado (LECHNER e ALTERTO,
2011; WISBECK et d., 2016).

O crescimento de Pleurotus em substratos lignocel ul ésico ocorre devido a sintese do
complexo enzimético que favorece a realizacdo do ciclo biolégico das diversas espécies do
género. Estes macrofungos sdo denominados fungos de podriddo branca porque degradam
lignina, celulose e hemicelulose (ADEBAYO e CARRERA, 2015; ASGHER et al., 2016;
DIAZ-GODINEZ et al., 2016 e RASHID et dl., 2016).

As principais caracteristicas morfol 6gicas desses cogumel os incluem basidiomas que
se desenvolvem com aspecto semelhante a uma ostra (Figura 1), estipe geramente lateral,
lamelas decorrente e esporada branca (PUTZKE e PUTZKE, 2004).

\

Figura 1. Caracteristicas morfol 6gicas de Pleurotus ostreatus cultivado em exocarpo de cupuagu e farelo
de arroz. Fonte: Herbario Micol6gico Jair Putzke (Universidade Federal do Amazonas-UFAM).
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O género Pleurotus estd classificado no Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Classe
Basidiomycetes, Ordem Agaricales, Familia Pleurotaceae (CHANG e MILES, 2004). Ao lado
de outras espécies, como P. eryngii, P. pulmonarius, P. djamor, P. sajor-caju, P. cystidiosus,
P. citrinopileatus e P. cornucopias sdo representantes de facil cultivo numa variedade de
substratos lignocelul 6sicos, inclusive em escala comercial. Além disso, constituem um grupo
de cogumel os comestiveis de valor econdémico consideravel, com propriedades gastrondmicas,
nutricionais e medicinais (BELLETTINI et al., 2016).

Nas ultimas décadas, os cogumel os sdo cada vez mais reconhecidos como aimentos por
seu importante papel na satide humana, nutri¢do e como coadjuvante no tratamento de doengas
por sintetizarem compostos com propriedades medicinais, a exemplo de antioxidantes,
antimicrobianos, entre outros compostos com atividade biologica (RATHEE et al., 2012;
RATHORE e SHARMA, 2017).

Sendo assim, varias pesqui sas estdo apontando aespécie P. albidus (Figura2), originéria
daAmeéricado Sul, isoladanaArgentina, no México e no Brasil, como um novo cogumelo com
potencial alimenticio e biotecnol6gico (LECHNER e ALTERTO, 2004; MORENO-FUENTES
e BAUTISTA-NAVA, 2006; TEIXEIRA et a., 2009). P. albidus tem sabor agradavel, o
basidiomamede de 5,0 a6,0 cm de altura e possui caracteristicas morfol 0gicas distintas, citadas
no quadro 1 (LECHNER e ALTERTO, 2004; KUMARI e SAPAN, 2012).

’f" B

Figura 2. Pleurotus albidus DPUA 1692: (A) Basidiomas (haste e pileo) cultivados em exocarpo de
cupuacu e farelo de arroz (2:1, p/p); (B) Aspecto morfolgico das lamelas.
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Em relagdo as caracteristicas de P. albidus, dados daliteratura mostram que isolados de
diferentes regides expressam caracteristicas macro e microscopicas semelhantes, exceto a
presenca de microestruturas, como gueilocistidios que foi observado por KUMARI e SAPAN
(2012) e ndo citado por LECHNER e ALBERTO (2004) (Quadro 1).

Quadro 1. Caracteristicas morfol 6gicas de Pleurotus albidus.

Macroe Caracteristicas
microestruturas

Pileo 50 a 8,0 cm de didmetro, forma infundibuliforme e na
maturidade se torna ciatiforme, coloragdo branca a branco
acinzentado

Lamela Decorrentes, bordas suaves

Esporada Branca

Esporos Cilindricos, hialino, inamiléide, cinofilico, liso

Estipe Excéntrico, reticulado, anel ausente

Basidio Clavato-cilindrico, tetrasporico

Queilocistidio Subcapitado, cilindrico, tubular longo derrubado, septado,
muitas vezes com conexdes de grampo

Hifas Hifas tramais, estipe hifas de superficie paralelas em toda a
medi¢ao. Conexdes de grampo presentes ao longo

Fonte: Lechner e Altertd, 2004; Kumari e Sapan, 2012.

Na avaliacdo da produtividade em residuos lignocelulésicos utilizando Pleurotus
albidus, P. cistidiosus, P. dijamour, P. ostreatus, P. pulmonaris, o elevado rendimento (82%)
s6 foi determinado nos cultivos de P. albidus. A partir desses resultados, este cogumelo foi
recomendado como uma novaespécie cultivavel em nivel comercial (LECHNER e ALBERTO,
2011). O crescimento dos cogumelos em substratos agricolas depende de fatores genéticos,
ambientais e nutricionais (FIGUEIREDO e DIAS, 2014). Dessaforma, o cultivo de P. albidus
em residuos lignoceluldsicos viabiliza a producéo de alimentos proteicos a reducéo de
contaminantes ambientais, o custo de producéo e desenvolvimentos de novos bioprodutos
(SOUZA et al., 2015; SUBBIAH e BALAN, 2015).

2.2 Importancia nutricional e acéo bioldgica dos cogumelos

O aroma, sabor, valor nutriciona e a textura dos cogumelos possuem carateristicas

organolépticas singulares, fazendo com que, muitas vezes, s§amn consumidos como parte
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integrante de uma dieta equilibrada (LU et al., 2016; GAMBATO et al., 2016; AZEVEDO et
a., 2017).

Considerado um alimento saudavel para todas as faixas etarias, os cogumelos se
destacam pelo quantitativo de proteina, reduzido teor de calorias e gordura. Comumente contém
fibras dietéticas, acido félico e vitaminaB-12 (AHMAD e SINGH, 2016) (Quadro 2).

Quadro 2. Contetido nutricional de espécies do género Pleurotus.

Espécie Foto Proteina | Fibra | Lipidio | Cinza | Carboidrato

P. ostreatus 27,23 2453 2,37 6,76 36,74

P. ostreatoroseus 12,79 3,08 6,49 46,98
P. djamor 22,43 1,12 7,40 32,69

P. eryngii - 0,16 0,68 8,95

P. pulmonarius 7,89 8,77 7,68 88,38
P sajor-caju 25,24 26,28 2,47 9,08 37,22

Fonte: RAMPINELLI et a., 2010; REIS et al., 2012; ASHRAF et al., 2013; FONSECA et a., 2015;
ADENIPEKUN e OMOLASO, 2015.
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Atualmente cogumelos ndo sO despertam interesse por seu valor nutricional, mas
também por suas propriedades funcionais e enzimaticas. Muitas espécies sdo fontes de
metabdlitos bioativos, compostos que estdo sendo usados na elaboracdo de farmacos e
nutracéuticos. Entre os compostos de interesse industrial e medicinal est&o os antimicrobianos,

vitaminas, enzimas, polissacarideos e compostos fendlicos (OBODAII et al., 2014).

Os antioxidantes presentes nos alimentos que ingerimos podem assumir um papel
relevante como possivels agentes protetores contra os radicais livres, reduzindo os danos
causados pelo estresse oxidativo. Sendo os cogumelos um exemplo de uma boa fonte de
compostos antioxidantes, pois, varios estudos tem demonstrado que estes possuem na sua
constituicdo quimica compostos fendlicos, carotendides, glicosideos, ergotionina e acido
ascorbico (FERREIRA e ABREU, 2007; KHATUA et d., 2013; KOZARSKI et a., 2014 e
SANCHEZ 2017). Um cléssico exemplo de cogumelo fonte de antioxidantes so espécies do
género Pleurotus (Quadro 3).

Quadro 3. Propiedades antioxidantes de Pleurotus spp.

Espécie de Cogumelo Compostos antioxidantes Referéncia
P. albidus Fenbis Totais GAMBATO et al. 2016
P. cornucopiae Fenois Totais KOLAYLI et d., 2012
P. cornucopiae Fendis Totais KOLAYLI et d., 2012

P. cystidiosu

Fendis Totais Tocoferéis

YANG et al., 2002;
SANCHEZ, 2017

P. djamor var. djamor

Fendis Totais Flavondides

ARBAAYAH et al., 2013

P. djamor var. roseus

Fendis Totais Flavonoides

ARBAAYAH et al., 2013

P. ostreatus

Fendis Totais, Flavonoides
Tocoferéis

YANG et al., 2002;
KELES et al., 2011;
KOLAYLI etdl., 2012;
ARBAAYAH et a., 2013;
VAMANU, 2014;
REZAEIAN et d., 2015
SANCHEZ, 2017

P. pulmonarius

Fendis Totais Flavonoides

ARBAAYAH et al., 2013

P. sajor-caju

Fendis Totais

PUTTARAJU et d., 2016

Pleurotus cf. eryngii-
Kerman

Fendis Totais Flavondides

REZAEIAN et al., 2015

Polypor us squamosus

Tocoferois

ELMASTAS et a., 2007
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Entre as enzimas produzidas, as peptidases ou proteases ocupam o primeiro lugar no
mercado mundial de enzimas de origem microbianas e sdo utilizadas em diversos processos
industriais (VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2003; ORLANDELLI et al., 2012). Agaricus
bisporus, Armillariella mellea, Flammulina velutipes, P. ostreatus, P. eryngii, Phanerochaete
chrysosporium, Schizophyllum commune, sfo citados como produtores de peptidases (INACIO
et d., 2015; VISHVAKARMA e MISHRA, 2017; e YOSHIMI et d., 2017).

Proteases desempenham papel importante na industria de alimentos, nos diversos
processos, atuam como agentes modificadores do produto final, melhorando o sabor, atextura
e aparéncia. Comumente sdo utilizadas na fabricagdo de queijo, na clarificacéo de bebidas, no
amolecimento de carne e em produtos de panificagio (INACIO et a., 2015). Apesar do
reconhecimento dos cogumelos como ferramentas peculiares em processos biotecnol 6gicos,

muitas caracteristicas desses fungos ainda sdo pouco inexploradas.

2.3 Produtosincor porados de cogumelos

Cogumelos comestiveis sdo produtos renovaveis utilizados como suplemento
alimentar devido aos seus congtituintes nutricionais (proteinas, minerais e vitaminas) e
compostos com atividades bioldgicas sintetizados por diversas espécies (FARZANA e
MOHAJAN, 2015). Com base nessas caracteristicas, produtos alimenticios saudéaveis estéo
sendo desenvolvidos, como paes, biscoitos, bolos, massas, entre outros (CEITA et a., 20009;
DESAYI, 2012; IBRAHIUM e HEGAZY, 2014) (Quadro 4).
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Quadr o 4. Produtos alimenticios suplementados com biomassa de cogumel os comestiveis.

Espécie Cogumelo Produto Fortificado Referencia
Agaricus bisporus Massa; LU et al., 2016;
Salsicha; NAGY eta., 2017;
P&o; AHMAD e SINGH, 2016;
Nuggets SHARMA et a., 2015

Agaricus blazel

Linguica suing;
Chocolate branco;

STEFANELLO et al., 2015;
SANDRI et d., 2012;

Oleo vegetal; SILVA et a., 2009;
Café do tipo cappuccino RIELLA e d. 2011
(PATENTE)
Agaricusbrasiliensis | logurte; AMARAL et d., 2014;
Molho de tomate; MONTEIRO et d., 2011,
Sorvete SANTA e d.,, 2014
(PATENTE)
Boletus edulis Massa LU et d., 2016
Hypsizygus Biscoito CHAUHAN et al., 2017
tessellatus Biscoito Salgado
Lentinus spp. Produto de confeitaria TEIXEIRA e 4d. 2016

(PATENTE)

Lentinus citrinus

Bioprodutos com exocarpo de
abacaxi

SOUZA et d., 2016

Lentinus edodes

Hamburguer sem gluten;
lorgute; Massa

FRANKE et d., 2016;
HASSAN et a., 2014;
LU et d., 2016

Pleurotus spp.

Farinha do bagaco de uvae maga

PAZ 2008

Pleurotus albidus

Racao de peixe;
Bioprodutos com exocarpo de
abacaxi

SARTORI et al., 2015;
SOUZA et d., 2016

Pleurotus flabellatus

Racdo de peixe

SARTORI et d., 2015

Pleurotus florida

Bioprodutos com exocarpo de
abacaxi

SOUZA et d., 2016

Pleurotus ostreatus

Farinha enriquecida com ferro;
Biscoito;
Cered;

Racéo de peixe

CONDE et al., 2017
FARZANA e MOHAJAN,
2015;

REGULA et a., 2016;
SARTORI et d., 2015

Pleurotus sajor-caju

Patty de galinha;

ROSLI et d., 2011,

Tempero Herbal; SAIFUL e ROSLI 2016;
Racao de peixe SARTORI et al., 2015
Terfezia claveryi Biscoito GADALLAH e ASHOUSH,

2016
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Produtos de panificagdo sdo incorporados com diferentes ingredientes ricos
nutricionalmente para sua diversificacdo. O enriquecimento com proteina pode ser obtido
adicionando cogumel o que tem expressivo teor proteico (24-35%) e fibras dietéticas. Portanto,
0 desenvolvimento e 0 consumo de produtos de panificagdo incorporados de cogumelos
comestiveis contribuem para melhoria do estado nutricional da populacdo (POLIZER et d.
2015). Massas adimenticias também podem ser incorporadas com cogumelos na forma de

farinha, porém os dados acerca do enriquecimento desses produtos S&0 escassos.

A RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005 da ANVISA define como massas
alimenticias, produtos desenvolvidos com farinha de trigo (Triticum aestivum L.), com outras
espécies do género Triticum, ou derivados de trigo durum (Triticum durum L.) ou derivados de
outros cereais, leguminosas, além de raizes ou tubércul os, resultantes do processo de empasto
e amassamento mecanico, sem fermentacdo. Aquel as elaboradas a partir da substituicao parcial
dos derivados de trigo por outros materiais amilaceos s8o denominadas massas mistas
(BRASIL, 2005).

Massas sdo alimentos produzidos com tecnologia simples, de baixo custo, com vida de
prateleira relativamente longa. Além disso, tem facil preparo e estéo disponiveis nos mais
variados formatos, tamanhos e cores. Do ponto de vista nutricional s&o ricas em amido e baixo
teor de gordura, podendo ser enriquecidas com vitaminas e minerais (SPANHOLI e
OLIVEIRA, 2009)

O consumo per capita anual de massas alimenticias no Brasil em 2016 foi de 6,2
Kg/ano. A preferéncia do consumidor sdo as massas secas com consumo de 4,96 Kg no ano de
2015, seguidos de massas instanténeas e frescas com consumo de 0,97 Kg e 0,23 Kg,
respectivamente. O Brasil € 0 sexto pais com o maior indice de venda de massas alimenticias,
com registro 2.139,90 U$ milhdes de venda em 2016 (ABIMAPI, 2017).

Na quadro 5 esta descrito massas alimenticias fortificadas com matérias primas
aternativas das mais variadas fontes. A busca por novos produtos com um maior aporte
nutricional é uma realidade do mercado mundial, assim como as massas aimenticias, outros
produtos também estdo sendo elaborados com uso de ingredientes alternativos, como por
exemplo, 0 uso de cogumelos comestiveis em produtos de confeitarias, chocolate e iogurte,
entre outros (Sandri et al., 2012; Amaral et al., 2014 e Teixeiraet al., 2016).
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Quadro 5. Massas adimenticias fortificadas com matérias-primas alternativas.

Ano Autor Pesquisas
2000 | SILVEIRA et al. Massa aimenticia seca, em que o plasma bovino foi
utilizado como substituto dos ovos.
2003 | ORMENESE e Macarréo de Arroz
CHANG
2006 | MENEGASSI e Massa mista de mandioquinha-salsa
LEONEL
2008 | PAUCAR- Massa alimenticia fresca funciona a base de farinha de
MENACHO €t al. trigo pela incorporacéo de Isolado Proteico de Soja e de
Polidextrose, utilizando paprica como corante.
2010 | MALUF et a. Massa de macarréo adicionada de carne de pescado
2013 | SCHMIELE et d. Massaalimenticiasem glUten com farinhade arroz, farinha
de arroz pré-gelatinizada, isolado proteico de soja e
albumina de ovo modificada e desidratada.
2014 | FOGAGNOLI e Massa alimenticia fresca com farinha de exocarpo de
SERAVALL maracuja
2014 | SILVA e BASTO Massa alimenticia de macarrdo isenta de gluten
enriquecida com farinha da semente de abacate e farinha
de arroz
2015 | MINGUITA et al. Massas dimenticias a base de matérias-primas
biofortificadas.
2016 | MEDEIROS et al. Macarrdo Instantaneo com farinha de maca e adicéo de
cafeina e taurina
2016 | PEREIRA et dl. Massa fresca alimenticia ricaem dmega 3
Conclusédo

As publicacbes consultadas revelaram que os cogumelos comestiveis do género

Pleurotus, incluindo Pleurotus albidus, tem expressivo teor de proteina, fibra e mineras.

Diversos representantes desse género sintetizam compostos que sao potenciais antioxidantes e

excretoresde enzimasindustriais. Tais propriedades estdo estimulando o interesse parainsercao

dos cogumelos na alimentag@o e os compostos bioativos como aditivo numa diversidade de

produtos gastronémicos, aexemplo das massas aimenticias. Por fim, os Pleurotus representam

uma alternativa viavel para enriquecimento nutricional na elaboragdo de novos produtos com

propriedades funcionais benéficas a salide do homem.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a producdo e a composicdo nutricional de Pleurotus albidus em residuos da
agroindustria da Amazdnia no desenvolvimento de um produto alimenticio com qualidade

nutricional para consumo humano.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar o crescimento micelia vertical de P. albidus em residuos da agroindistria e
selecionar uma mistura de substrato para cultivo;

Produzir basidiomas de P. albidus no residuo selecionado em escala semi-industrial
por fermentacéo semi-solida;

Avaliar o potencial nutricional da biomassa de P. albidus produzida por fermentacéo

semi-sdlida;

Determinar a atividade de antioxidante dos basidiomas de P. albidus;

Caracterizar a atividade proteolitica dos extratos do crescimento vertical micelia e
basidiomade P. albidus,

Avaliar atoxicidade do extrato dos basidiomas de P. albidus;

Avaliar a qualidade microbiol 6gica dos basidiomas desidratados.

Elaborar massa alimenticia tipo macarrdo adicionado da biomassa dos basidiomas de
P. albidus,

Caracterizar a qualidade e potencia nutricional da massa alimenticia.
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4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo e manutencéo do cogumelo

Pleurotus albidus DPUA1692 (Berk.), do acervo da Colecdo de Cultura DPUA, da
Universidade Federal do Amazonas-UFAM, preservado sob 6leo mineral foi cultivado em
BDA [Agar Batata Dextrose + Extrato de Levedura 0,5% (p/v)], em placas de Petri (90 mm x

15 mm), a 25 °C, por sete dias, ha ausénciade luz.

4.2 Fer mentacao semi-solida

Aquisicao e preparo do substrato: natabela 1 estéo relacionados os substratos base, 0s
respectivos suplementos e a proporcao desses residuos utilizados no bioprocesso. Os substratos
utilizados foram, SA - semente de acai (Euterpe oleracea), CC — exocarpo de cupuagu
(Theobroma grandiflorum, Schum), CRU - crueira (residuo grosseiro da Manihot esculenta) e
FA - farelo de arroz (Oryza sativa). Inicialmente, os residuos lignocelulosico foram lavados
em agua corrente e imersos em solucéo de hipoclorito de sodio a2,5% (p/v) durante 15 minutos,
seco a 60 °C em forno de ar for¢ado durante 12 h, em seguida triturados em processador marca
METIVISA®.

Os residuos com 60% de umidade foram armazenados em tubos de ensaio (200 mm X
25 mm), até aformacao de colunade 150 mm, contendo algodéo umedecido com aguadestilada
esterilizada. Os tubos foram esterilizados a 121 °C, 60 minutos por dois dias consecutivos. Na
superficie do substrato esterilizado e resfriado foi inoculado trés discos miceliais de 8 mm de

diametro de P. albidus. A fermentacdo foi conduzida a 25 °C por 15 dias (Figura 1 pg. 45).
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Tabela 1. Substratos utilizados para fermentagcdo de Pleurotus albidus: Substrato base (SA =
semente de acai, CC = exocarpo de cupuagu) e Substrato suplementar (FA = farelo de arroz,
CRU= crueira).

Experimento  Substrato Substrato  Proporcéo

Base Suplementar
1 SA FA 2:1
2 CC FA 2:1
3 SA+CC FA 2:1:1
4 CC+SA FA 2:1:1
5 SA CRU 2:1
6 CC CRU 2:1
7 SA+CC CRU 2:1:1
8 CC+SA CRU 2:1:1

Para este experimento foram utilizados os substratos base e suplementos para sel ecionar
a mistura de substrato adequada para o desenvolvimento micelia de P. albidus. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

4.3 Extracao dasenzimas

A extragcdo dos residuos miceliados e do basidioma foi realizada em &gua destilada
esterilizadanaproporgédo 1:10 em frascos de Erlenmeyer de 125 mL. Osfrascosforam mantidos
a30°C, 180 rpm. Apds 30 minutos os extratos brutos foram recuperados por filtracéo em tecido
de algodéo e filtrados em membrana de polietersulfonica (0,22 pm) para determinacéo da
atividade proteolitica descritapor ALECRIM et a. (2015).

4.3.1 Atividade proteolitica

Para determinacéo da atividade de protease, em cada tubo de ensaio foi adicionado 0,15
mL do extrato bruto adicionado e 0,25 mL de azocaseina 1% (p/v), em tampéo Tris-HCI 0,1 M,

pH 7,2. As amostras e 0s brancos foram preparados em triplicada e incubados a 25 °C por 1
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hora, em cdmara escura. A reagdo foi interrompida com 1,2 mL de TCA [&cido tricloroacético
10% (p/v)] seguido de centrifugacdo por 10 minutos, a4 °C. Posteriormente, do sobrenadante
foi retirado 0,8 mL e adicionado a 1,4 mL de hidréxido de sddio (NaOH) 1M. Uma unidade de
atividade proteoliticafoi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento

na absorbéancia a 440 nm.

4.3.2 Determinacgéo do efeito do pH e da temperatura e estabilidade da enzima

O efeito do pH foi determinado na faixa de 3,0 a 10,0 utilizando o sistema de reacéo
formulado com azocaseina 1% em tampéao: citrato, fosfato e carbonato-bicarbonato a0,1 M. Os
sistemas foram incubados durante uma hora na auséncia de luz e, em seguida foi determinada
a atividade proteolitica. O branco e os sistemas de reacdo foram preparados em triplicata. O
efeito datemperatura na atividade proteoliticafoi avaliado nafaixade 30 °C a80 °C por 1 hora.
Ao término do periodo de incubacdo, a atividade enziméticafoi determinada conforme descrito
anteriormente. Para a estabilidade do pH, o extrato bruto foi disperso (1:1) nas seguintes
solugdes de tampéo 0,1 M: citrato (4,0, 5,0 e 6,0), fosfato (7,0 e 8,0) e carbonato bicarbonato
(9,0 e 10,0) e mantido a 25 °C durante 24 h. Na estabilidade térmica, o extrato foi incubado a
diferentes temperaturas na gama de 25 a 80 °C durante 1 h.

4.3.3 Efeito deinibidores de protease e ions metalicos sobr e a atividade enzimatica

O efeito deinibidores e ions metalicos sobre a atividade enzimaticafoi investigado a40
°C utilizando ions metdlicos 100 mM [Cloreto de célcio (CaCl,), Cloreto de potassio (KCl),
Cloreto de sodio (NaCl), Sulfato de cobre (CuSOs), Sulfato ferroso (FeSO4), Sulfato de zinco
(ZnS04)] e de compostos inibidores de protease [EDTA (&cido etilenodiaminotetracético),
PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), acido iodoacético] e, pepstatina (10 mM). O efeito
inibidor foi determinado por pré-incubacdo com o extrato bruto durante 1 hora e a atividade
enzimética residual foi determinada e comparada com o controle que corresponde a 100% de
atividade. Todas as amostras foram preparadas em triplicata.



FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE FERMENTACAO SEMI-SOLIDA E
ATIVIDADE PROTEOLITICA

Reativacdo de P. albidus e preparo dos residuos

-
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Figura 1. Fluxograma da fermentacédo semi-sdlida e determinacao da atividade proteolitica
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4.4 Producédo de basidiomas em residuo agroindustrial

4.4.1. Preparacdo do spawn

O spawn foi produzido segundo o método desenvolvido por ROLLAN (2003),
modificado. Os gréos de trigo foram lavados e deixados em imersdo em &gua por 12 h. O
excesso da dgua foi retirado e em seguida lavados com solugéo de hipoclorito 1% (p/v) por 30
minutos. Ao término do tratamento, os gréos foram pré-cozidos por 15 minutos, secos, pesado
(100 g) e acondicionados em sacos de polipropileno, fechados e esterilizado a 121 °C por 15
minutos. Nos gréos esterilizados e resfriados foram inoculados, assepticamente, discos de
micélio das culturas obtidas no item 3.1 e os cultivos mantidos na auséncia de luz, a 25 °C.

Apos sete dias de crescimento os gréos miceliados foram inoculados em 1000 g de

substrato, acondicionados em sacos de polipropileno (25 x 40 cm). (Figura 2 pg. 50)

4.4.2 Producéo de basidiomas

A partir dos resultados do item 4.2, foram sel ecionados para producéo dos basidiomas
os residuos: SA - semente de acai (Euterpe oleracea), CC - exocarpo de cupuagu (Theobroma
grandiflorum, Schum), suplementado com FA - farelo de arroz (Oryza sativa). As proporcoes
das misturas foram: SA+FA (2:1 p/p), CC+FA (2.1 p/p), SA+CC+FA (2:1:1 p/plp) e
CC+SA+FA (2:1:1 p/plp).

Para a fermentagdo em estado solido os substrato (1000 g) foram homogeneizados e
acondicionados em embal agens de polipropileno de alta densidade, e esterilizados durante 60
minutos, a 121 °C por trés dias consecutivos. Apos resfriamento, em condicdes assépticas, o
spawn foi inoculado, em triplicata. A fermentacdo foi realizada em dois ciclos: no primeiro, a
25 °C para o desenvolvimento do micélio, na auséncia de luz até completa miceliagdo em

ambiente com umidade ambiental equivalente a 60%.

No segundo ciclo, para a indugéo dos corpos de frutificagdo a 25 °C, com umidade
ambiental a 100%, na sala de cultivo, em condic¢des assépticas. Neste bioprocesso foi avaliada
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a formac&o e desenvolvimento dos primordios e tempo total de cultivo. Ao término da cada
colheita, os basidiomas foram pesados e submetidos a secagem a 40 °C, em estufa de ar

circulante.

4.5 Deter minacgao da capacidade antioxidante

4.5.1 Prepar o das amostras

Os extratos obtidos para andlise foram preparados tanto do basidioma desidratado,
guanto in natura. Procedeu-se a pesagem de 1 g do produto triturado, o qual foi submetido a
extracdo solido-liquido com 100 mL de solvente. Os solventes utilizados foram: éagua,
agua:metanol na proporcédo 1:1 e metanol, com agitacdo a 180 rpm durante 1h a temperatura
ambiente. Seguidamente, os extratos (aquoso, hidroalcodlico e alcodlico) obtido foi filtrado
com papel defiltro Whatman n.°1 em seguidafiltrados em membranade polietersulfonica (0,22
um). Os extratos obtidos foram entéo utilizados para avaliar a capacidade antioxidante através

de diferentes ensai os col orimétricos.

45.2 Teor defendlicostotais

A concentracdo de fendis totais foi quantificada pelo método descrito por KIM et al.
(2003) com agumas modificagbes. Inicialmente, em cada pogco da placa multipocos foi
colocado 10 pL dos extratos numa concentragdo de 1 mg/mL, mais 50 pL de Folin-Ciocalteu
10% (SIGMA®), cédigo F952-500 mL. Em seguida, as placas foram mantidas no escuro, a
temperatura ambiente. Apds 8 minutos foi adicionada uma solugdo saturada de carbonato de
sodio 0,4% (ANIDROL®), codigo A2275 e, incubado novamente por 3 minutos. Em seguida,
foi feitaaleituraem 620 nm, no Multimode Detetor DTX 800 da Beckman. O teor fendlico das
amostras foi expressaem mgEAG, &cido gélico (SIGMA®), codigo G7384-100G.
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4.5.3 Teor deflavondidestotais

Os flavondides totais foram quantificados pelo método descrito por KUMAR et al.
(2008) com modificacfes. Iniciamente foi adicionado 30 pL do extrato na concentracéo de 1
mg/mL, incluindo o branco (90 uL de etanol). A primeiraleiturafoi realizadaa 405 nm. Apos
aleituraadicionou 6 pL de cloreto de aluminio 10%, 6 uL de acetato de potéssio, 168 L etanol
nas microplacas e incubadas no escuro, atemperatura ambiente. Apos 30 minutos a incubacéo
aleiturafoi realizada a 405 nm, no Multimode Detetor DTX 800 da Beckman. O célculo foi
semelhante da quantificagdo de fendis totais. O padrdo usado foi a quercetina (SIGMA®),

codigo Q4951-10G e os resultados foram apresentados em mgEQ.

4.5.4 Atividade sequestrante do radical DPPH

A atividade sequestrante do radical lipossoluvel DPPH foi readlizado segundo
metodologiade BURITS e BUCAR (2000) com modificagdes. Para o testes foi preparada uma
solucdo de 2 pg/mL de DPPH (SIGMA®) com codigo D9132-5G em etanol. Esta solucgéo foi
diluida.com etanol até aabsorbanciado controle (DM SO) de 1,000+0,1. Em seguida adicionado
nos pocos da microplaca 30 L das amostras e/ou padréo &cido galico na concentracéo de 1
mg/mL. A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente, no escuro e feita a
leitura em 492 nm, no Multimo de Detetor DTX 800 da Beckman. Os calculos de inibicéo,
baseado na absorvanciado controlefoi expresso em pg/mL de extrato. O porcentual deinibicéo
das amostras que foi maior a 50%, foi feito até 8 diluicdes seriadas para obter o Clso que €
interpolado a partir de um gréfico utilizando a percentagem de inibigdo (eixo Y) em funcéo da
concentrago (eixo X) do extrato. O padrdo foi o &cido gélico (SIGMA®) com cddigo G7384-
100G.
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4.5.5 Atividade sequestrante do radical ABTS

Para determinar a atividade antirradical ABTS foi seguido o método descrito por JOHN
et a. (2014) com pequenas modificagdo, para possibilitar que o teste fosse realizado com
utilizacdo de microplacas de 96 pocos. Iniciamente, foi preparada a solugdo de ABTS
(SIGMA®), codigo A1888-5G, pela reacdo de 0,7 mM do radical ABTS dissolvido em 5 mL
de &gua deionizada e adicionado 5 mL de perssulfato de potassio 2,4 mM. A microplaca foi
incubada em temperatura ambiente, na auséncia de luz, por 12 horas para se obter uma solucéo
oxidada de tonalidade azul esverdeada. Em seguida a solucéo foi diluida com agua deionizada
até a absorvancia do controle (DM SO) de 1,000+0,1, em 620 nm. Em seguida, foi adicionado
nos pogos damicroplaca 30 pL das amostras, na concentracdo de Img/mL e 270 pL da solucéo
de ABTS. A microplaca foi incubada por 15 minutos, na auséncia de luz, a temperatura
ambiente e feita a leitura em Multimode Detetor DTX 800 da Beckman. Os célculos foram
realizados usando aformuladeinibigdo. O porcentual deinibic¢éo dasamostras que foram maior
a 50%, foi feito até 8 diluigdes seriadas para obter o Clso que foi interpolado a partir de um
grafico construido utilizando percentagem de inibicdo (eixo Y) em funcéo da concentracéo

(eixo X) do extrato com um R= 0,99.
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FLUXOGRAMA DA PRODUCAO DE PLEUROTUS ALBIDUS
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Figura 2. Fluxograma da producao dos basidiomas de Pleurotus albidus.
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4.6 For mulacdo das massas alimenticias tipo macarrao

4.6.1 Matérias-primas e elaboracdo do macarré&o

Os macarrdes tipo talharim foram produzidos em trés etapas. pesagem e mistura das
farinhas, abertura e corte das massas e secagem (Figura 03 pg.54). Neste bioprocesso foram

utilizados os seguintes materiais:

1) Biomassa de cogumelo P.albidus DPUA 1692;
1)) Farinha de arroz;

1)  Azeitedeoliva

IV) Ovoinnaturae

V) Goma xantana.

Para a elaboracéo do macarréo adicionado de cogumelo, a biomassa de P. albidus foi
misturada com farinha de arroz, na propor¢éo de 15% e 25% (p/v) (Tabela 2). Tanto na
formulacéo Padré&o quanto na Teste, 0 ovo foi usado naformain natura, e adicionado azeite de
oliva e goma xantana. Cada produto (Padréo e o Teste) foi preparado em processador, até a
homogeneizagdo completa dos ingredientes, obtendo uma massa uniforme. Posteriormente a
massa mantida sob refrigeracdo (+10°C) por 15 minutos, depois de descanso foi feitaaextrusao

no formato de espaguete, e levado a cmara de circulagéo de ar a 40°C para secagem.

Tabela 2. Ingredientes e propor¢des usadas nas formulacdes de

macarrdo contendo biomassa de P. albidus.

Teste
Ingredientes Padréo 1Bsi;0ma59 Cogl;rg;l) °
Farinha de Arroz 100 (g) 85 () 75(9)
Cogumelo (P. albidus) 0(g) 15(g) 25(9)
Ovo in natura 50 (g) 50 (g) 50 (g)
Goma xantana 3(9) 3(9) 3(9)
Azeite de Oliva 7 (mL) 7 (mL) 7 (mL)
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4.6.2 Deter minagdo da propriedade de cozimento do macarr&o

O teste de cozimento foi realizado segundo o método 16-50 da American Association
of Cereal ChemistssAACC (2000). Os parametros avaliados foram: Tempo de cozimento,

aumento de massa do produto cozido e perda de solidos na dgua de cozimento.
Tempo de cozimento

O tempo de cozimento foi determinado pela cocgcdo de 10 g de amostraem 140 mL de
&gua destilada em ebulicdo, até atingir a qualidade visual adequada em consequéncia da
gel atinizagdo do amido em toda a se¢céo da massa. Este ponto foi determinado pela compressao
de amostras de produto cozido, a cada 30 segundos, entre duas laminas de vidro até o

desaparecimento do eixo central.
Aumento de massa do produto cozido

O aumento de massa foi determinado pela pesagem de uma amostra antes e apos a
coccdo, utilizando-se o tempo de cozimento ideal de cada amostra. O valor do aumento de
massa € a razao entre a massa da pasta cozida e a massa da pasta crua (10 g), expresso em

porcentagem (%0).
Perda de solidos na agua de cozimento

A quantidade de sdlidos perdidos na dguade cozimento foi determinada pel aevaporacéo
de 25 mL de agua de cozimento obtida segundo procedimento descrito no item “Aumento de
massa do produto cozido”, em estufa a 105 °C, até massa constante. Os resultados dos solidos

perdidos é calculado pela equacéo V:

S.S. (%) =PR(g) xVc(mL) x 100 (V)
PA (g) x Va(mL)

S.S = Sdlidos solavei's perdidos (%)

PR = peso do residuo evaporado (g)

PA = peso da amostra (Q)
V¢ = volume da agua de cozimento (mL)

Va=Volumedaaliquota (mL)
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4.6.3 Textura do produto cozido

A textura das massas alimenticias cozidas foram realizadas no Laboratorio de Analise
de Instrumentac&o para Produtos Agroindustrias da Univesidade Federal do Para (UFPA), onde
foi determinada utilizando-se o aparelho Texturdmetro TA-XTplus (Stable Micro Systems),
com corpos de provaHDP/BS e A/SPR, para avaliacéo do seguinte parametro:

Firmeza

Para andlisar a firmeza das massas, as amostras foram cortadas, com 5 cm de
comprimento, e cozidas em &gua destilada (300 mL agua para 25 g de massa), segundo método
16-50 da AACC (2000). Apés a drenagem da agua, a massa foi lavada com 50 mL de agua
destilada e mantida por um minuto em 300 mL de agua fria, sendo entdo drenada para as
andlises no texturémetro, de acordo com 0s seguintes parametros de operacéo: medidade forca
em compressdo (g); velocidade pré-teste (0,5 mm/s); velocidade de teste (0,17 mm/s);
velocidade pos-teste (10,00 mm/s); distancia (4,50 mm), base (altura inicial de 5,00 mm) e
corpo de prova HDP/BS.

53



FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE ELABORACAO DO MACARRAO

Preparo da biomassa de P. albidus
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Figura 3. Fluxograma da formulacdo das massas alimenticias fortificadas com Pleurotus albidus.



4.7 Andlise da composicao da biomassa de Pleurotus albidus e massas alimenticias

Os basidiomas de P. albidus e as massas alimeticias foram submetidas a determinacéo
de atividade de agua, pH e dos teores de umidade, cinzas, fibras, lipidios, proteinas totais,
carboidratos, e energia, segundo metodologia descrita pela AOAC (2005). As analises e 0s

métodos que foram empregados estdo descritos a seguir:

A atividade de &guafoi determinada por higrémetro marca Bras-Eq, atemperatura
de 25°C.

Determinacéo do pH: para a determinacéo da medida de pH foram pesados cerca
de 10g de cada amostra e homogeneizados com 100 mL de aguadestilada. A solucéo foi agitada
por 10 minutos e o sobrenadamente resultante foi coletado utilizado para realizacéo da leitura
do pH metro marca Quimis.

Para determinar a acidez titulavel das massas de macarrées, apds o pH ter sido
determinado, sob agitacdo magnética constante, titul ou-se com a solucéo padronizadade NaOH
a0,1 N até atingir o pH 8,2 a 8,3 através do potencidmetro, anotando-se 0 volume gasto (S&o
Paulo, 2005). Acidez Normal em ml/100g de amostra=V . F. 100/ P

Onde:

V = quantidade de NaOH em mL gastos na titulacéo;

F = Normalidade da solucéo de NaOH usadas (0,01 ou 0,1 N);
P = Peso em g da amostra;

Determinacéo da umidade: o contetdo de umidade das amostras foi determinado
por dessecacdo em estufa a 105 °C, até peso constante.

Determinacdo de cinzas. para a determinacéo do contetido de cinzas foi utilizado o
método de incineracdo em mufla a 550 °C até os residuos apresentaram uma coloragéo cinza
claro ou branca. Os resultados foram expressos em percentagem em relacdo ao peso seco da
amostra.

Determinacéo de fibras. para determinar o teor de fibras as amostras foram
submetidas a digestdo acida com solucéo de acido sulfarico 1,25%, seguida por digestéo
acainacom hidroxido de sddio 1,25%. Asamostras foram filtradas avacuo com papel defiltro
e o residuo resultante da hidrdlise foi incinerado em mufla a 550 °C até a formagéo de cinzas.

Os resultados foram expressos em percentagem em relagdo ao peso seco da amostra.
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Determinacdo de lipidios: para determinar o teor de lipidios foi utilizado o método
de BLIGH e DYER (1959). Nesse método sdo extraidas todas as classes de lipidios sem
aguecimento que sdo obtidos por pesagem e os resultados expressos em gramas por 100g de
amostra.

Determinac&o de nitrogénio total e proteinas: adeterminacdo de nitrogénio total foi
feita com 0,2 g de amostra pelo método de Kjedahl. Para calcular o fator de conversdo em
proteina bruta referente aos residuos foi utilizadaaformulaP (%) = N x 6,25, enquanto para 0s
basidiomasfoi de P (%) = N x 4,38. Os resultados foram expressos em percentagem em relacéo
a0 peso seco da amostra.

Determinacéo de carboidratos: o teor de carboidratos totais das amostras foi
determinado utilizando-se a seguinte formula: C (%) = (100g — (total g proteinat cinzas +
lipidios+fibra).

Determinacéo de energia: o valor calérico foi determinado utilizando-se fatores de
conversdo de Atwater: kcal = 4 kcal/g (proteina), 4 kcal/g (carboidratos) e 9 kcal/g (lipidios),
conforme aférmula: (4 x g proteina) + (4 x g carboidratos totais — fibras) + (9 x g lipidios).

4.8 Composicado mineral dos basidiomas de Pleurotus albidus e massas alimenticias

A determinacdo dos mineraisfoi realizado no Laboratorio de Andlises de Solos e Plantas
da Embrapa Amazonia Ocidental, onde para composicdo de minerais (cacio, potéssio,
magnésio, sodio, fosfato, cobre, ferro, zinco, cobalto, cromo e manganés) dos basidiomas de P.
albidus e dos macarrdes elaborados foram utilizados 0,5 g de amostra, que em tubos Kjedhal
foram submetidas a digestdo com 10 mL de &cido nitrico (HNOs3). A digestdo completa foi
realizada com perdxido de hidrogénio (H202) e em seguidafoi adicionada uma solucéo de 1,0%
de LaOs (0xido de lanténio) e as amostras foram diluidas em &gua ultra pura (MACHADO et
a., 2016).

A leitura das amostras foi realizada em espectrometro de absorcdo atdmica de chama
ar/acetileno marca GBC, modelo Avanta Sigma (APAT 2003; MALAVOLTA et a. 1989). O
fosforo foi determinado utilizando espectrofotémetro UP/Pis da Thermo, modelo Helyos Beta.

56



4.9 Andlise microbiol6gica das massas alimenticias

Foram realizadas analises de Coliformes a 45 °C, Salmonella sp., Bacillus cereus e
Estafilococos coagulase positiva nas massas aimenticias e amostra controle, segundo
determinagbes da ANVISA - Resolugdo RDC n° 12 de 02/01/2001 (BRASIL, 2001), de acordo
com a metodologia DOWNES e ITO (2001). A preparagdo das amostras para as andlises
microbioldgicas foi precedidade diluicdes decimais (exceto para Salmonella sp.) 25 gramas da
amostra foram homogeneizadas com 225 mL do diluente (agua peptonada 0,1 %) em
homogeneizador da marca CERTOMAT®, obtendo-se a diluigdo 10, Diluigdes decimais

subseqientes foram preparadas quando necessario.

4.10 Testede Toxicidade

4.10.1 Acao citotoxica do extrato proteolitico em sangue comer cial de carneiro

A aividade hemolitica do extrato bruto de Pleurotus albidus DPUA 1693 contra
hemécias de carneiro foi realizada pela técnica de hemdlise em tubos contendo sangue de
carneiro desfibrinado (Ebefarma) (CARNEIRO et a., 2011). Para determinacéo do indice de
hemalise (Equacéo V1) e o calculo da concentracdo que produz 50% de hemdlise (CHso), a
leiturafoi realizada a 540 nm apds 60 minutos e 24 horas.

Hemodlise (%): Absorvéancia (teste) — Absorvancia (HM) x 100 )]
Absorvéancia (HT) — Absorvancia (HM)

4.10.2 Citoxicidade em célula

Foram utilizados fibroblastos humanos (MRC5) do Laboratério de Atividade Bioldgica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM por intermédio da Professora Dra. Marne
Carvalho de Vasconcellos. As linhagens foram mantidas em garrafas de cultura contendo meio
de cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetd
Bovino (SFB) e 1% de antibidtico Ampicilina-Estreptomicina. As células foram
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acondicionadas em estufa com 5% de CO2, a 37 °C. O modelo de estudo proporcionou a
comparacao do efeito citotoxico do extrato de cogumelo, em diferentes concentragdes, sobre

linhagens de fibroblastos humanos MRCS.

A citotoxicidade dos extratos de cogumelos foi avaliada por meio do teste do Alamar
Blue, conforme metodologia descrita por AHMED et a. (1994). Neste teste o Alamar Blue
(resazurina) de cor azul e néo fluorescente, é reduzido aresofuring, de cor rosa e fluorescente,
pelas células vidveis. As células foram transferidas para placas com 96 pocos na concentracéo
de 0,5 x 10* células por poco. Esta placafoi mantida em estufaa 37 °C com 5% de CO, durante
24 horas. ApOs este periodo as células foram tratadas na concentracéo Unica de 200 pg/mL de
extrato de cogumelo durante 72 horas. Como controle positivo foi utilizado a doxorrubicina
(1720 pM). Os pocos controle negativo receberam DM SO (diluente da amostra) 0,1%. Trés
horas antes do final de cada tempo de tratamento foi acrescentado 10 uL do Alamar Blue na
concentracdo de 0,02% e foi realizada a leitura das placas em Leitor de microplaca na regido
da fluorescéncia nos comprimentos de onda em 465 nm e 540 nm. Os experimentos foram
realizados em triplicata e os dados foram analisados no programa GraphPad prism 5.0. Para
amostras que apresentassem percentual de viabilidade celular inferior a 60% na concentragao
uni ca testada seria determinada a Clso (concentracdo inibitoria de 50% da viabilidade celular).

4.11 Anélises estatisticas

Os resultados foram avaliados por andlise de Variancia ANOVA e Teste de Tukey ao
nivel de 5% de. Os resultados do plangjamento fatorial foram avaliados utilizando o software
Minitab program, version 16.0 (MINITAB, 2010).
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PROTEASES COM PROPRIEDADES INDUSTRIAIS DE UMA ESPECIE DE
COGUMELO SELVAGEM DA AMAZONIA

CHARACTERIZATION OF PROTEASESFROM AMAZONIC EDIBLE
MUSHROOM

Adryada S Figueiredo, Saloméo R Martim, MircellaM Alecrim e Maria Francisca S Teixeira
Colecéo de Cultura DPUA, Universidade Federa do Amazonas, Manaus 69077-000, Brasil.

RESUMO: As proteases sd0 facilmente encontradas em diferentes micro-organismos,
apresentam uma grande diversidade bi oquimica que beneficiam seu uso em diversas aplicacbes
comerciais. Cogumelos do género Pleurotus, conhecidos por ser fonte de proteinas,
aminoacidos, diversas vitaminas e minerais, também sdo fonte de enzimas. Nesta pesquisa foi
investigada a producéo e a caracterizacéo de proteases por Pleurotus albidus (Berk.) cultivado
em residuos da agroindustria amazénica, com o objetivo de determinar as condicdes 6timas de
temperatura, pH, estabilidade e efeito de inibidores sobre a atividade da enzima. A espécie
estudada P. albidus cresceu e excretou proteases em todos 0s substratos testados: exocarpo de
cupuacu (Theobroma grandiflorum, Schum) e semente de acai (Euterpe oleracea),
suplementados com farelo de arroz (Oryza sativa) e crueira (residuo grosseiro da Manihot
esculenta). O padréo proteolitico das enzimas em extrato bruto usando inibidores indica ser
cisteina e metal oprotease, pH 6,0 e temperatura 6tima 40 °C e 50 °C. As enzimas mantiveram
estaveis entre 60 a 90 minutos nas temperaturas de 30 °C a 50 °C, com declinio a partir de 120
minutos de exposi¢do da enzima, e mantiveram estaveis de 60 a 120 minutos no pH 3,0,4,0 e
6,0. Esses resultados indicam que as proteases produzidas por P. albidus apresentam potencial
para aplicacdo na industria de alimentos, bem como agente de modificacdo de propriedades

funcionais.

Palavras-chave: Pleurotus albidus, Protease, Metal oprotese, Cisteina
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ABSTRACT

Proteases are enzymes easily produced by different microorganismsas fungi. They have agreat
biochemical diversity that promotestheir usein several commercial applications. Pleurotus are
known to be source of proteins, amino acids, vitamins, minerals and also enzymes. The am of
thisresearch was to investigate the production and characterization of proteases from Pleurotus
albidus (Berk.) cultivated in Amazon agro industrial residues. Parameters as temperature, pH,
stability and effect of inhibitors on enzyme activity were determined. P. albidus excreted
proteasesin all substrates evaluated [(exocarp cupuagu and agai seeds, both supplemented with
rice bran and crueira (residue of the processing of the manioc flour)]. The proteolytic pattern of
the enzymes indicates two types of proteases. cysteine and metalloprotease. The optimum
conditions of activity were at pH 6.0 and 40 °C and 50 °C. The enzymes remained stable for 60
to 90 minutes at temperatures of 30 °C to 50 °C, with a decline from 120 minutes of enzyme
exposure. They remained stable for 60 to 120 minutes at pH 3.0, 4.0 to 6.0. These results
indicate that the proteases produced by the edible mushroom P. albidus have potential for

application in food industry, as well as functional properties modifying agent.

Keywords: Pleurotus albidus, Protease, Metalloprotease, Cysteine

Introducao

Pleurotus spp. sGo cogumelos saprobios, classificado no filo Basidiomycota, ordem
Agaricales, familia Pleorotacae, representado por mais de 40 espécies que habitam éreas de
climatropica etemperado. Nas Ultimas décadas tem se tornado uma das mel hores op¢es como
produto de importancia alimenticiae medicinal (Wani et al., 2010; Guptaet al., 2016a).

Espécies do género Pleurotus produzem diversos compostos bioativos, enzimas
extracelulares, polissacaridios, antioxidantes, antimicrobiais, terpendides, vitaminas, entre
outros. Das enzimas sintetizadas por cogumelos, as protease séo as de maior valor comercial,

tem aplicacdo predominante na industria de alimentos, na preparacéo de hidrolisados de
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proteinas, fabricagdo de queijo, amaciamento de carne e dietas ricas em proteina (Gonzédl ez et
al. 2016; Machado et al., 2016; Sewalt et a., 2016).

O mercado mundia de enzimas industriais atingiu em 2012, aproximadamente
US$4,5 bilhdes, com aumento previsto para US$ 7,1 bilhdes, em 2018. Desse mercado, 75%
sd0 enzimas hidroliticas, das quais 2/3 sdo enzimas proteoliticas (Savitha et al., 2011; Jisha et
a., 2013).

A utilizacdo de protease aumentou notavelmente em outros processos industriais,
incluindo ragdo animal, aditivo em f&rmaco, detergente, indUstria téxtil e recuperacdo da prata
em filmes de Raio X ou fotografia (Savitha et al., 2011; Souza et a., 2015). As proteases
também desempenham papel importante nos processos de germinacdo e esporulacdo nos
fungos, bem como, na producdo de enzimas extracelulares importantes, indicativas da
patogenicidade, para a degradac&o e transporte de nutrientes para a célula e no processo de
patogénese (Orlandelli et al., 2012; Inécio et al., 2015; Cheong et al., 2016).

As proteases de origem microbiana sdo produzidas por fermentagdo submersas e
fermentacdo no estado solido. Entre essas tecnologias, para obtencdo de compostos bioativos
por fungos, tem sido muito utilizada a fermentacdo no estado solido que consiste no uso de
matriz solida com umidade adequada para o crescimento celular (Freitas et a., 2014; Souza et
a. 2015).

No processo de fermentacdo aproducéo de proteases pode ser influenciada pelavariacéo
narelacdo C/N, a presenca de certos compostos facilmente metabolizéveis, como glicose e ions
metdlicos, além de vérios outros fatores fisicos, como aeracdo, indculo, densidade, pH,

temperatura e tempo de incubacéo (Vranova et a., 2013; Souza et al. 2015).

Nesta pesquisa P. albidus foi cultivado em matriz solida para selecionar uma mistura
de substrato para producéo de protease com caracteristicas para futura aplicagdo naindustriade

alimentos.
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Materiais e M éodos
Cogumelo

Pleurotus albidus DPUA1692 (Berk.), do acervo da Colecéo de Cultura DPUA, da
Universidade Federal do Amazonas-UFAM, preservado sob 6leo mineral foi cultivado em
BDA [Agar Batata Dextrose + Extrato de Levedura 0,5% (p/v)], em placas de Petri (90 mm x

15 mm), a25 °C, por sete dias, naausénciade luz.

Fermentacédo semi-sblida (FSS)

Na tabela 1 estdo relacionados os substratos base, os respectivos suplementos e a
proporcao desses residuos utilizados no bioprocesso. Os substratos utilizados foram, SA -
semente de agai (Euterpe oleracea), CC — exocarpo de cupuagu (Theobroma grandiflorum,
Schum), CRU - crueira (residuo grosseiro da Manihot esculenta) e FA — farelo de arroz (Oryza
sativa). Inicialmente, osresiduos lignocelulosico foram lavados em agua corrente e imersos em
solucdo de hipoclorito de sodio a 2,5% (p/p) durante 15 minutos, seco a 60 °C em forno de ar

forcado durante 12 h, em seguida triturados em processador marca METIVISA®.

Os residuos com 60% de umidade foram armazenados em tubos de ensaio (200 mm
X 25 mm), até a formacdo de coluna de 150 mm, contendo algoddo umedecido com &gua
destilada esterilizada. Os tubos foram esterilizados a 121 °C, 60 minutos por dois dias
consecutivos. Na superficie do substrato esterilizado e resfriado foi inoculado trés discos
miceliais de 8 mm de didametro de P. albidus. A fermentacdo foi conduzidaa 25 °C por 15 dias.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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Tabela 1. Substratos utilizados para fermentacdo de Pleurotus albidus: Substrato base (SA =
Semente de agai, CC = exocarpo de cupuagu) e Substrato suplementar (FA = farelo de arroz,
CRU= crueira).

Experimento | Substrato Substrato | Proporcéo

Base Suplementar
1 SA FA 2:1
2 CC FA 2:1
3 SA+CC FA 2:.1:1
4 CC+SA FA 2:1:1
5 SA CRU 2:1
6 CC CRU 2:1
7 SA+CC CRU 211
8 CC+SA CRU 2:1:1

Extracéo das enzimas

As enzimas foram extraidas em &gua destilada esterilizada na proporcéo 1:10 (residuo
miceliado/mL de agua destilada) em frascos de Erlenmeyer de 125mL. Os frascos foram
mantidos a 30 °C, 180 rpm. Apds 30 minutos os extratos brutos foram recuperados por filtracdo
em tecido de algodéo e filtrados em membranade polietersulfonica (0,22um) para determinagdo
da atividade das protease.

Determinacéo da atividade de protease

Para determinagdo da atividade de protease, em cada tubo de ensaio foi adicionado 0,15
mL do extrato bruto adicionado e 0,25 mL de azocaseina 1% (p/v), em tampéo Tris-HCI 0,1 M,
pH 7,2. As amostras e os brancos foram preparados em triplicada e incubados a 25 °C por 1
hora, em camara escura. A reacdo foi interrompida com 1,2 mL de TCA [&acido tricloroacético
10% (p/v)] seguido de centrifugacdo por 10 minutos, a4 °C. Posteriormente, do sobrenadante
foi retirado 0,8 mL e adicionado a 1,4 mL de hidréxido de sddio (NaOH) 1M. Uma unidade de

66



atividade proteoliticafoi definidacomo a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento
na absorbancia a 440 nm de 0,1 em 1 hora.

Determinacao do efeito do pH, temperatura e estabilidade da enzima

O efeito do pH foi determinado nafaixa de 3,0 a 10,0 utilizando o sistema de reagdo
formulado com azocaseina 1% em tampé&o: citrato, fosfato e carbonato-bicarbonato a0,1M. Os
sistemas foram incubados durante uma hora na auséncia de luz e, em seguida foi determinada
a atividade proteolitica. O branco e os sistemas de reacdo foram preparados em triplicata. O
efeito datemperatura na atividade proteoliticafoi avaliado nafaixade 30 °C a80 °C por 1 hora.
Ao término do periodo de incubacdo, a atividade enziméticafoi determinada conforme descrito
anteriormente. Para a estabilidade do pH, o extrato bruto foi disperso (1: 1) nas seguintes
solugdes de tampéo 0,1 M: citrato (4,0, 5,0 e 6,0), fosfato (7,0 e 8,0) e carbonato bicarbonato
(9,0 e 10,0) e mantido a 25 °C durante 24 h. Na estabilidade térmica, o extrato foi incubado a
diferentes temperaturas na gama de 25 a 80 °C durante 1 h.

Efeito de inibidores de protease e ides metélicos sobre a atividade enzimatica

O efeito de inibidores e i6es metalicos sobre a atividade enzimética foi investigado a
40 °C utilizando ions metélicos 100 mM [Cloreto de cdcio (CaCls), Cloreto de potéssio (KCl),
Cloreto de sodio (NaCl), Sulfato de cobre (CuS0O4), Sulfato ferroso (FeSO4), Sulfato de zinco
(ZnS0O4)] e de compostos inibidores de protease [EDTA (&cido etilenodiaminotetracético),
PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), acido iodoacético] e, pepstatina (10 mM). O efeito
inibidor foi determinado por pré-incubagdo com o extrato bruto durante 1 hora e a atividade
enzimética residual foi determinada e comparada com o controle que corresponde a 100% de

atividade. Todas as amostras foram preparadas em triplicata.
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Analise estatistica

Em todas as experiéncias, os dados foram submetidos aanalise estatisticade variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05) utilizando Minitab programa, verséo
16.0 (Minitab, 2010).

Resultados
Atividade proteolitica

A figura 1l mostra os resultados referentes ameédia da atividade de protease de Pleurotus
albidus cultivado em residuos lignocelulésicos. Em todas as misturas de substratos quando
utilizado farelo de arroz como suplemento, a influéncia na atividade proteolitica foi positivo
em comparagao acrueiracomo suplemento. O farelo de arroz como fonte de carbono demonstra
favorecer a producédo de protease (Chaud et al. 2009; Fonseca et al. 2015).

40 -
35 +
30 -
25—{_ b

20 - = c c

15

Atividade Proteolitica (U/mL)

10 -

Figura 1. Média da atividade de protease produzida por P. albidus em substratos agroindustriais durante 15 dias
por fermentacdo semi-sdlida. Meios: SA (semente de agai); CC (exocarpo de cupuagu); SA+CC (semente de
acai+exocarpo cupuagu (2:1 p/p); CC+SA (exocarpo cupuagu+semente de agai (2:1 p/p), suplementados com
farelo de arroz (FA) e crueira (CRU). Médias seguidas por letrasiguais ndo sdo diferentes significativamente pelo
Teste de Tukye (p 5%).
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A atividade de protease significativa (22,93 U/mL) foi determinada em residuo de
semente de agai mais exocarpo de cupuagu, suplementados com farelo de arroz [2:1:1, p/p/p
(SA+CC+FA)]. Em CC+SA+FA (2:1:1 p/p/p), SA+FA (2:1 p/p) e CC+FA (2:1 p/p), aatividade
das enzimas foi 13,65%, 30,09% e 31,97% inferior ao valor determinado em SA+CC+FA,
respectivamente. Nas demais misturas de substrato contendo crueira (CRU), as atividades de
protease foram inferiores numa média de 93%. Provavelmente o farelo de arroz, com reduzido
conteido de carboidrato, proporcionou uma maior disponibilidade de nutrientes assimilaveis
enquanto a crueira, com aporte de carbono elevado viabilizou o fenbmeno de represséo
enzimética. O mesmo foi observado por Ravikumar et a. (2012) onde o aumento da fonte de
carbono afetou negativamente a producéo de protease em Pleurotus sajor-caju em ambiente
FSS. Além do carbono, € possivel que o aporte nutricional do residuo tenhainfluénciadireta na
producdo enzimética do fungo com absor¢do de nutrientes diferenciada nos diferentes residuos

agricolas.

Nesta pesquisa, a atividade proteolitica de P. albidus em CC+FA foi superior 49,42%
gquando comparado aos achados por Fonseca et al. (2014) para P. ostreatoroseus (7,89 U/mL),
em residuos e condices experimentais similares. Fungos pertencentes a diferentes grupos
ecol 6gi cos produzem diferentes enzimas que refletem a sua adaptacéo no substrato. Além disso,
afilogenia fungica esta sendo referida como um fator chave no perfil da secrecéo de enzimas,
assim como, as condic¢des fisicas e nutricionais do bioprocesso (landolo et al., 2011; Inacio et
al., 2015; Semenovaet a., 2017).

Pleurotus albidus, além de prover a reciclagem de nutrientes, beneficiando o meio
ambiente, também € uma espécie promissora proteolitica, desempenhando, portanto, um

importante papel na area da biotecnol ogia voltado ao mercado de enzimas industriais.

Efeito do pH e temperatura na enzima proteolitica

As proteases constituem um grande e complexo grupo de enzimas que diferem em
propriedades, tais como especificidade de substrato, sitio ativo e mecanismo catalitico, pH e
temperatura 6tima e perfil de estabilidade. As enzimas produzidas por fungos apresentam

muitas vantagens, normamente sdo extracelulares, tornando mais fécil a sua recuperacéo
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(In&cio et al., 2015; Gupta et al., 2016b). A Figura 2 mostra a determinagdo do pH (A) e
temperatura (B) 6tima do meio SA+CC+FA (semente de agai/exocarpo de cupuacu/farelo de

arroz - 2:1:1 p/p/p).
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Figura 2. pH (A) e temperatura °C (B) 6tima de protease de P. albidus produzidas por FSS em SA+CC+FA
(semente de acai+exocarpo de cupuacu e farelo de arroz). Médias seguidas por letras iguais ndo sdo diferentes

significativamente pelo Teste de Tukye (pE 5%).

O pH ¢6timo das protease de P. albidus foi determinado em pH 6 (35,16 U/mL) e
temperatura 6tima a 40 °C e 50 °C, com atividade residual de 75,38 U/mL e 72,71 U/mL,
respectivamente, representando o dobro da atividade quando comparado ao valor determinado
no pH otimo. Pushpa & Naidu (2010) confirma a importancia de tais propriedades (pH e
temperatura) no desenvolvimento do processo bioldgico. As proteases ligeiramente &cidas e
neutras possuem baixa termotoleréncia e sdo bastante utilizadas na indlstria de aimentos
devido hidrolisar aminoacidos hidrofébicos, restritos a0 pH neutro, consequentemente
melhorando o sabor dos alimentos (Zambare, 2010; Sandhya et al., 2005).

Dados da caracterizagdo das proteases produzidas pela espécie P. albidus, ainda €
limitado, porém, dentro do género Pleurotus € possivel encontrar uma gama de variagéo de
temperaturae pH 6timo. Fonsecaet al. (2014) obteve dados semel hantes com P. ostreator oseus,
cuja média da temperatura 6tima para a atividade proteolitica foi determinada a 40 °C, e
atividade méximafoi determinadaem pH 6,0. Eiseleet al. (2011) apresentou dados de atividade

Otima de protease em pH mais acalino (7.5) e temperatura de 37 °C para Pleurotus ostreatus.
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Ja Leonhardt et al. (2016), determinou uma temperatura 6tima de 40 °C e um pH 6timo a pH
8,5-9,0 para Pleurotus pulmonarius. Essavariacdo de pH e temperatura para atividade 6tima
de producéo enzimética se justifica pelos fungos produzirem protease tanto acidas, neutras,
como acalinas, inclusive uma espécie pode produzir mais de um tipo dessas enzimas que
podem ser ativas a uma ampla faixa de pH (4,0 a 11,0) (Nirmal et al., 2011). Os dados desta
pesquisa demonstram a potencialidade de P. albidus na producéo de protease com
caracteristicas para serem utilizadas na industria alimenticia e compativel para utilizancéo na

fabricacaod edetergentes.

Efeito do pH e temperatura na estabilidade das protease

A atividade e estabilidade térmica de enzimas sdo parametros importantes que devem
ser estudados para avaliar a viabilidade econdmica de processos industriais baseados em
biocatalisadores. Na figura 3, est& descrito a estabilidade da enzima proteolitica de P. albidus,
em diferentes tipos de pH e temperatura.
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Figura 3. Estabilidade do pH (A) e temperatura °C (B) de protease produzida por P. albidus em SA+CC+FA

(semente de agai+exocarpo de cupuagu+farelo de arroz).
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A protease produzida por P. albidus em SA+CC+FA (2:1:1 p/p/p) durante 15 dias por
fermentacdo no estado solido, demonstrou atividade em todas condicdes de temperatura e pH,
todaviano pH 3,0, 4,0 e pH 6,0 as enzimas permaneceram estaveis por 60 a 120 minutos e no
pH 5,0 de 60 a 90 minutos, a maior estabilidade foi observada em pH 6,0. Quando a protease
foi submetida ao teste de estabilidade entre 30 °C a 80 °C, por até 120 minutos, as enzima se
mostraram estaveis entre 60 a 90 minutos de 30 °C a 50 °C, com declinio em 120 minutos de

exposi¢ao da enzima, ja nas temperaturas mais atas ndo houve atividade (Figura 3).

Alta estabilidade é geramente considerada uma vantagem econémica por causa da
reducdo do consumo de enzima; portanto, antes de prosseguir para desenvolver formulagoes
contendo enzimas, € necessario acumular informacdes sobre a estabilidade da enzima em
diferentes condicdes (Gohel & Singh, 2012).

Efeito de inibidores de protease e ions metélicos sobre a atividade enzimatica

Os agentes inibidores de protease sdo componentes que reduzem a medida da taxa de
hidrolise de um dado substrato. A tabela 2 demonstra o efeito dosinibidores e o efeito dos ions

metdlicos na atividade enzimética de P. albidus.

A altareducdo da atividade das proteases de P. albidus foi observada na presenca do
acido iodoacético (92%) e EDTA (90%), apontando a predominancia de cisteina-potease e
metal o-protease. Os extratos brutos de P. albidus também proporcionaram reducdo de 69% da
atividade das enzimas na presenca dos inibidores PMSF e pepstatin A, indicando serina-

protease e aspartil-protease.

Sabotic et al. (2007) obteve resultado semelhante demonstrando predominancia de
cisteino-protease e metal 0-protease em extratos aquosos realizados com P. ostreatus. Detectar
o tipo de enzima proteolitica presente no extrato significa indicar o compartimento celular no
qual a proteinase atuara, e a inibicdo destas enzimas por inibidores especificos pode constituir
uma importante estratégia para a producdo de potentes agentes antimicrobiano e aplicacéo
industrial (Lopez, 2010; Sabotic & Kos 2012).
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O efeito dos ions metalicos na atividade enzimética de P. albidus, demonstraram que
aatividade das protease foi inibidapor Fe?* (41%), Mg?*, (42%) e Ca?* (48%), sendo aumentada
por Cu?* (97%), seguido do Zn?* (95%). Diversas enzimas necessitam da presenca de ions,
entre as quais estdo incluidas as metaloproteases, a exemplo do Zn?* na atividade de

carboxipeptidase (Campbell, 2001).

Em certas proteases, como as protease alcalinas, exigem ions metalicos divalentes,
como o Ca?* e M@?" ou a combinagio desses cétions para maior atividade. Para protease de P.
albidus, nas condigdes experimentais foi obsevado um percentual de inibicdo de 48% e 42%,
respectivamente, na presenca de Ca?* e Mg?".

Tabela 2. Efeito dos inibidores e ions na atividade enzimética de Pleurotus albidus.

fons inibic&o (%)
Controle 100+ 0,01
cu? 97+2,12
zn?* 95+1,10
Fe?* 41+0,29
Mg?* 42+ 1,15
ca 48+ 1,02
K* 57 +2,02
Na" 54+ 2,40
Acido iodoacético 92+ 0,01
EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) 90+0,12
PM SF (fluoreto de fenilmetilsulfonila) 69 + 0,20
Pepstatin A 69+ 0,14

Conclusao

Pleurotus albidus expressa protease do tipo cisteina e metaloprotease. O pH e a
temperatura 6tima de atividade das protease foi determinado em pH 6,0, 40 °C e 50 °C,

respectivamente. A estabilidade das enzimas se manteve entre 60 a 90 minutos, a 30 °C - 50 °C,
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e de 60 a 120 minutos nos pH 3,0, 4,0 e 6,0. Na presenca de ions metdlicos tais como Cu?*
(97%), seguido do Zn?* a atividade da enzima aumentou, enquanto que Fe?*, Mg?* e Ca?*
inibiram a atividade enzimética. Na fermentacdo no estado solido, semente de acai e exocarpo
de cupuagu suplementado com farelo de arroz promoveu a producéo de formasignificativa das

enzimas.
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QUALIDADE NUTRICIONAL DE MACARRAO FORTIFICADO COM BIOMASSA
DE UMA ESPECIE DE COGUMELO COMESTIVEL

Adryada S Figueiredo, Maria Francisca S Teixeira; Lorisa S Teixeira; Ana Rita G Machado,

Maria da Conceicdo Loureiro Campelo; Jose Rego, Emerson Silva, MircellaMarialva

Resumo

Os cogumelos comestivelis estdo entre os aimentos com ato potencia nutricional e
diversificacdo de uso. Este estudo foi realizado com objetivo de elaborar massas de macarréo
fortificadas com biomassa de P. albidus. A biomassa desta espécie mostrou capacidade
antioxidante em DPPH (68,47ug/ml), radical ABTS (93,99 pg/mL ), fendistotais (79,9 mgEqg/Q)
e flavonoides (14,8 mgEqg/g). N&o apresentou toxicidade nos testes de hemdlise em sangue
comercial de carneiro e naavaliagdo citotoxica em célula de fibroblasto humana. Na qualidade
nutricional, a biomassa apresentou teor de carboidratos totais de 60,3%, 36,3% de proteinas,
2,7% de fibra bruta, 0,8% de cinzas, 0,4% de lipidios e 376,3 Kcal. O potéssio foi 0
macromineral maisabundante, seguido defésforo, enxofre, magnésio, e calcio com 21,08 g.Kg
110,31 gKg?, 2,08 gKg?, 1,33 gKg! e 0,26 gKg?, respectivamente. Ja entre os
microminerais o ferro (131,85 mg.Kg?) e zinco (95,78 mg.Kg?) estio em maior quantidade,
seguido do boro, sddio, manganés e cobre, 39,48 mg.Kg?, 33,04 mg.Kg?, 7,27 mg.Kg?, e2,0
mg.K g, respectivamente. Na avaliago da qualidade microbiol gica os macarrdes el aborados
com a biomassa de P. albidus foram consideradas seguras para consumo humano. A adicdo da
biomassa elevou o teor de minerais e apresentou um aumento de 53% e 64% de proteinas e
fibras, respectivamente, as massas demonstraram qualidade no teste de cozimento e textura,
mostrando que a adi¢do de P. albidus tem potencia para o desenvolvimento de produto

alimenticio com qualidades nutricional .

Palavras-chave: Massa, Pleurotus albidus, Qualidade nutricional
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ABSTRACT

The increase of world population stimulates diverse studies in the search of aternative food
sources. Edible mushrooms are among the foods with high nutritional potential and
diversification of use. This study aimed to develop a pasta supplemented with P. albidus
biomass. The biomass showed antioxidant capacity in DPPH (68.47 ug/ ml), ABTS (93.99 ug
/ mL), total phenols (79.9 mgEq/ g) and flavonoids (14.8 mgEq / ). It did not present toxicity
in the hemolysis and cytotoxic evaluation in human fibroblast cell tests. In the nutritional
quality, the biomass presented total carbohydrate content of 60.3%, 36.3% of protein, 2.7% of
crude fiber, 0.8% of ash, 0.4% of lipids and 376.3 Kcal. Potassium was the most abundant
macromineral, followed by phosphorus, sulfur, magnesium, and calcium with 21.08 g.Kg %,
10.31 g.Kg 1, 208 gKg 1, 1.33 g .Kg! and 0.26 g.Kg?, respectively. Among the
microminerals, iron (131.85 mg.Kg 1) and zinc (95.78 mg.K g 1) are higher, followed by boron,
sodium, manganese and copper, 39.48 mg.Kg ™, 33.04 mg.Kg 2, 7.27 mg.Kg %, and 2.0 mg.Kg
-1, respectively. In the evaluation of microbiological quality the noodles supplemented with P.
albidus biomass were considered safe for human consumption. The addition of biomass
increased proteins, fiber and mineral content. The noodle also showed quality in the cooking
and texturetest. The addition of P. albidus has potential for development of food products with

nutritional qualities.

Keywords: Past, Pleurotus albidus, Nutritional quality

INTRODUCAO

Pleurotus crescem em condigoes rasticas e tem papel importante na decomposi¢édo da
matéria organica, séo conhecidos como fungos de podridéo branca, por agdo de enzimas clivam
celulose, hemicelulose e lignina de residuos lignocelulésicos causando a degradacdo desses
polimeros (Bernardi et al., 2013; Héctor et al., 2013; Machado et al., 2016).

Espécies de Pleurotus estdo em segundo lugar no mercado mundial de cogumelos,
cresce em regides tropicais e subtropicais e sdo cultivados artificialmente sem grandes
problemas (Inécio et a., 2015; Bellettini et a., 2016). Pleurotus sdo aimentos ricos em

nutrientes, particularmente de proteinas, minerais e vitaminas e sintetizam importantes
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mol éculas bioativas de interesse medicinal, alimenticia e farmacéutica (Adjapong et a., 2015;
Sartori et a., 2015).

Apesar dos cogumelos promoverem beneficios sociais, econdmicos e ecoldgicos, na
América Latina a producdo € muito reduzida, ocorrendo no México (58,6%), Chile (17,6%) e
Brasil (10,6%), representado 86,8% da producdo total de cogumel os. Nesses paises, predomina
acomercializacdo de produtos frescos e o0 menor volume na forma processada, com estimativa

de consumo per capita de aproximadamente 125g/ano (Muhammad e Suleiman, 2015).

Nos ultimos anos a demanda crescente por produtos para melhoria da qualidade de vida
associada as novas abordagens cientificas e biotecnol dgicas estéo incentivando aintroducdo de
alimentos inovadores para consumo humano. Neste contexto, os cogumelos comestivels tem
destaque para elaboracdo de produtos convencionais pelos seus beneficios multifuncionais
(Ulziijargd et a., 2013; Muhammad e Suleiman, 2015).

O aumento da popularidade e a aceitacdo dos cogumel os como alimentos saudaveis séo
dternativas que substituem matérias-primas menos nutritivas por outras com qualidades
superiores e sem alteracdo do sabor. Portanto, os cogumel os comestiveis podem ser usados para
fortificacdo de alimentos, condicdo que atende as exigéncias para compor dietas saudaveis
(Coelho e Sdlas-Méllado, 2014; Farzana e Mohgjan, 2015; Tomicki et a., 2015).

Esta pesquisa teve como objetivo a producdo de P. albidus para incorporacéo de sua
biomassa em produto de panificagéo do tipo massas alimenticias e avaliar o efeito de diferentes
combinagbes da massa micelial desidratada do cogumelo sobre a qualidade nutricional das
massas el aboradas.

MATERIAISE METODOS

Origem e obtencao da cultura matriz do cogumelo

A espécie usada no presente estudo foi Pleurotus albidus DPUA 1692, do acervo da
Colecdo de Cultura DPUA, da Universidade Federal do Amazonas-UFAM, Amazonas-Brasil.
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A culturamatriz foi preparadaem BDA+Y E [agar Batata Dextrose suplementado com Extrato
de levedura 0,5% (p/v)]. Os cultivos foram incubados a 25 °C, na auséncia de luz. Ap6s 7 dias

as culturas foram utilizadas para obtencéo do inoculo nos gréos de trigo.

Producéo de P. albidus em residuo lignocelul 6sico

O indculo para producdo de P. albidus foi preparado em 100g gréos de trigo pré-
cozido por 15 minutos. Os gréaos foram armazenados em saco de polietileno esterilizado a 121
°C durante 15 min. Apos resfriamento, 25 discos miceliais retirados da cultura matriz foram
inoculados nos graos e os cultivos foram incubados a 25 °C, na auséncia de luz (Machado et
al., 2016). Para producéo dos basidiomas de P. albidus foi utilizado como substrato suporte os
residuos lignocel ul6sicos, SA [semente de acai (Euterpe oleracea)]; CC [exocarpo de cupuagu
(Theobroma grandiflorum, Schum)] e, como suplemento FA [farelo de arroz (Oryza sativa)].
Os gréos colonizados com P. albidus foram inoculados nas seguintes misturas de substratos:
SA+FA (2:1, p/p); SA+CC+FA (2:1:1, p/p/p); CC+FA (2:1, p/p); CC+SA+FA (2:1:1, p/p/p).
Os substratos em sacolas de polipropileno de ata densidade foram esterilizados trés dias
consecutivos durante 60 minutos, a 121 °C. Em condi¢bes assépticas, os cultivos foram
realizados em dois ciclos: (1) desenvolvimento do micélio, na auséncia de luz até completa
miceliagcdo do substrato, em ambiente com umidade ambiental 60%, 25 °C; (2) inducéo dos
corpos de frutificagdo a 25 °C, com umidade ambiental a 100%, na sala de cultivo. Depois da
colheita os basidiomas foram pesados e desidratados em desidratador de ar circulante a 40 °C

para posterior andlise da composi¢ao nutricional .

Avaliacdo do Efeito Biol6gico da Biomassa
Prepar acéo dos Extratos

Os extratos brutos da biomassa de P. albidus na proporcéo 1:10 [p/v (basidiomas
secos e desidratado/soro fisiol6gico)] foram preparados em frascos de Erlenmeyer de 125 mL

mantidos a 30 °C, 180 rpm. Apds 30 minutos os extratos foram recuperados por filtracdo em
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tecido de agoddo e membrana de polietersulfonica de 0,22 um para determinagdo da atividade
de toxicidade em sangue comercia de carneiro e em célula (fibroblasto humano).

Atividade hemoaliticain vitro

Para determinacdo da atividade hemolitica com sangue de carneiro desfibrinado
(Ebefarma®), foi preparada suspensio de hemécias 2% (p/p) em soro fisioldgico e usado nos
experimentosin vitro (tubosteste) e no controle (Carneiro et a, 2011). Os extratos recuperados
da biomassa do cogumel o foram inicialmente dissolvidos em soro fisiol6gico, a concentractes
de amostra conhecidas. Estas solugGes de amostra foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 1000 pL de suspensdo de hemacias 2%. Os extratos foram avaliados nas seguintes
concentragdes de 100 a 1000 pL. A atividade hemolitica dos extratos foi avaliada por
comparacdo com os efeitos do controle positivo, Triton X-100 1% (p/p) (Sigma-Aldrich). Como
controle negativo foi utilizado soro fisiol6gico 0,9% (p/v). A leiturafoi realizada a 540 nm apds

60 minutos e 24 horas para determinagéo do indice de hemdlise. Equacéo I.

Absorvanca (teste)- Absorvanca(HM)
Absorvanca (HT)- Absorvéanca (HM)

Hemdlise (%) = x 100 0

Bioensaio da acéo de citoxicidade em célula
Cogumelo e Condigdes de Cultivo

Neste estudo foi usado fibroblastos humano (MRC5) mantidos em garrafas de cultura
contendo meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM), com Soro Fetal Bovino 10% (p/v)
(SFB) e Ampicilina-Estreptomicina 1% (p/v). As células mantidas a 37 °C com 5% de CO,. O
model o de estudo proporcionou a comparacao do efeito citotoxico do extrato de cogumelo, em
diferentes concentragtes, sobre linhagens de fibroblastos humanos (MRCS5). A citotoxicidade
dos extratos de cogumelos foi avaliada pelo teste do Alamar Blue (resazurina) (Ahmed et al.,
1994). O Alamar Blue (resazurind) de cor azul e ndo fluorescente € reduzido pelas células

viaveis aresofurina (cor rosa e fluorescente).
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As células foram transferidas para microplacas (96 pogos) na concentragdo de 0,5 x 10*
células por poco e mantida a 37 °C com atmosfera de 5% de CO» por 24 h. As células foram
tratadas por 72 h com extrato do cogumelo com concentracdo Unica (200 pg/mL diluida em
DM SO). Como controle positivo foi utilizado a doxorrubicina (1720 uM). O controle negativo
diluido foi DM SO 0,1%. Trés horas antes do final de cadatempo de tratamento foi acrescentado
10 pL do Alamar Blue 0,02% (p/v). A leitura foi feita em Leitor de microplaca na regiéo da
fluorescéncia a 465 nm e 540 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os

dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0.

Deter minacao da capacidade antioxidante

Os extratos obtidos foram preparado tanto do basidioma desidratado, quanto in natura.
Procedeu-se a pesagem de 1 g do produto triturado, o qual foi submetido a extragdo solido-
liguido com 100 mL de solvente. Os solventes utilizados foram: éagua, agua:metanol na
propor¢do 1:1 e metanol, com agitacdo a 180 rpm durante 1h a temperatura ambiente.
Seguidamente, os extratos (aquoso, hidroal codlico e acodlico) obtido foi filtrado com papel de
filtro Whatman n.°1 em seguida filtrados em membrana de polietersulfénica (0,22 pm). Os
extrato obtido foram entdo utilizados para avaliar a capacidade antioxidante através de
diferentes ensai os col orimétricos.

Teor de fendlicostotais

A concentracdo de fendis totais foi quantificada pelo método descrito por KIM et al.
(2003) com agumas modificagdes. Inicialmente, em cada pogo da placa multipogos foi
colocado 10 pL dos extratos numa concentragdo de 1 mg/mL, mais 50 pL de Folin-Ciocalteu
10% (SIGMA®), codigo F952-500 mL. Em seguida, as placas foram mantidas no escuro, a
temperatura ambiente. Apds 8 minutos foi adicionada uma solucdo saturada de carbonato de
sodio 0,4% (ANIDROL®), codigo A2275 e, incubado novamente por 3 minutos. Em seguida,
foi feitaaleituraem 620 nm, no Multimode Detetor DTX 800 da Beckman. O teor fendlico das
amostras foi expressaem mgEAG, &cido gdico (SIGMA®), codigo G7384-100G.
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Teor de flavondides totais

Os flavondides totais foram quantificados pelo método descrito por KUMAR et al.
(2008) com modificactes. Iniciamente foi adicionado 30 pL do extrato na concentracéo de 1
mg/mL, incluindo o branco (90 pL de etanol). A primeiraleiturafoi realizada a 405 nm. Apos
aleituraadicionou 6 uL de cloreto de aluminio 10%, 6 UL de acetato de potéssio, 168 L etanol
nas microplacas e incubadas no escuro, atemperatura ambiente. Apos 30 minutos a incubacdo
aleiturafoi realizada a 405 nm, no Multimode Detetor DTX 800 da Beckman. O célculo foi
semelhante da quantificagdo de fendis totais. O padrdo usado foi a quercetina (SIGMA®),
codigo Q4951-10G e os resultados foram apresentados em mgEQ.

Atividade sequestrante do radical DPPH

A atividade sequestrante do radical lipossoluvel DPPH foi redlizado segundo
metodologiade BURITS e BUCAR (2000) com modificacdes. Para o testes foi preparada uma
solucdo de 2 pg/mL de DPPH (SIGMA®) com codigo D9132-5G em etanol. Esta solucéo foi
diluida.com etanol até aabsorbanciado controle (DM SO) de 1,000+0,1. Em seguida adicionado
nos pocos da microplaca 30 pL das amostras e/ou padréo é&cido gélico na concentragdo de 1
mg/mL. A placa foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente, no escuro e feita a
leitura em 492 nm, no Multimo de Detetor DTX 800 da Beckman. Os calculos de inibicéo,
baseado na absorvanciado controlefoi expresso em pg/mL de extrato. O porcentual deinibicéo
das amostras que foi maior a 50%, foi feito até 8 diluicdes seriadas para obter o Clso que €
interpolado a partir de um gréfico utilizando a percentagem de inibigdo (eixo Y) em funcéo da
concentrago (eixo X) do extrato. O padrdo foi o &cido gélico (SIGMA®) com cddigo G7384-
100G.

Atividade sequestrante do radical ABTS

Para determinar a atividade antirradical ABTS foi seguido o método descrito por JOHN et al.
(2014) com pequenas modificacdo, para possibilitar que o teste fosse realizado com utilizacéo
de microplacas de 96 pocos. Inicialmente, foi preparadaa solucio de ABTS (SIGMA®), codigo
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A1888-5G, pelareacdo de 0,7 mM do radical ABTS dissolvido em 5 mL de &gua deionizada e
adicionado 5 mL de perssulfato de potéssio 2,4 mM. A microplacafoi incubada em temperatura
ambiente, na auséncia de luz, por 12 horas para se obter uma solucdo oxidada de tonalidade
azul esverdeada. Em seguida a solucdo foi diluida com agua deionizada até a absorvancia do
controle (DMSO) de 1,000+£0,1, em 620 nm. Em seguida, foi adicionado nos pocos da
microplaca 30 pL das amostras, na concentracdo de Img/mL e 270 uL da solu¢éo de ABTS. A
microplaca foi incubada por 15 minutos, na auséncia de luz, a temperatura ambiente e feita a
leitura em Multimode Detetor DTX 800 da Beckman. Os célculos foram realizados usando a
formula de inibi¢do. O porcentual de inibicdo das amostras que foram maior a 50%, foi feito
até 8 diluigdes seriadas para obter 0 Clso que foi interpolado a partir de um gréafico construido
utilizando percentagem de inibicdo (eixo Y) em funcéo da concentracéo (eixo X) do extrato

com um R= 0,99.

Preparacéo do Macarrao

Os basidiomas secos de P. albidus foram triturados em processador modelo HC32-BR
(Black & Decker®), depois passadas no crivo de malha 60 mesh. Os macarrbes foram
preparados com 15% (p/p) e 25% (p/p) da biomassa do cogumel o em substitui¢cdo dafarinhade
arroz, as misturas possuem os seguintesingredientes: farinhade arroz (100 g) ovo in natura (50
g), goma xantana (3 g) e 6leo vegetal (7 mL). Os ingredientes de cada formulagdo foram
misturados em processador até formar um massa homogénea. As massas incluindo o padréo,
depois de amassada, moldada e embaladas em filme de PV C transparente foram deixadas em
repouso a 10 °C por 15 minutos. Depois em cada massafoi passado rolo varias vezes até formar
uma lamina lisa e na méguina de macarrdo foram cortados os filamentos de macarréo de 5 mm
de largura e 1 mm de espessura. Para outras analises, as amostras foram secas a 40 °C no
desidratador com circulacéo de ar, seguido o resfriamento foram embaladas em recipiente de

vidro com tampa rosgueavel.
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Deter minagao dos atributos de qualidade do macarrao

O teste de cozimento foi realizado segundo o0 método 16-50 da AACC (2000). E os
parametros (1), (2) e (3) foram avaliados.

(1) Tempo de cozimento: 10 g de cada amostra de macarréo foi colocada em 140 mL de agua
destilada, em um Becker e submetida a ebulicéo até atingir a gelatinizacéo do amido em toda a
secdo damassa, avaliado entre duas placas de vidros, acada 30 segundos, até o desaparecimento

do eixo centrd;

(2) Aumento de massa do produto cozido: determinado considerando a massa de macarréo

cozido/ massa macarrdo cru x 100 (expresso em %);

(3) Perda de sdlidos solGveis, determinado em 25 mL na agua de cozimento armazenado numa
cpsula de vidro com peso conhecido, a 105 °C, em base seca, conforme a equagéo [(volume
de aguax residuos seco)/10/ peso do macarrdo cru] x 100. Todos os parametros avaliados foram

realizados em triplicata

Texturainstrumental

A textura das massas pré-cozidas (2min) foi redlizada em um texturébmetro TA-
XT.PLUS (Stable Micro Systems), analisando-se a firmeza com o corpo de prova (probe)
A/LKB-F, conforme método 66-50.01 da AACC (2010).

Qualidade nutricional da biomassa de P. albidus edo Macarréao

Avaliacdo da composicao centesimal e minerais

A biomassa de P. albidus e as amostras de macarréo foram submetidas a determinacdo
de pH e dos teores de umidade, cinzas, fibras, lipidios, proteinas totais, carboidratos e energia
A.O.A.C. (2005). A atividade de dguafoi determinada por higrometro marcaBras-Eq, a25°C.
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A acidez tituldvel das massas de macarrdes foi determinada segundo método padronizado pelas
normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (S&o Paulo, 2005). Na determinagdo dos minerais
foi utilizado o método citado por Machado et a. (2016). As amostras foram submetidas a
digest&o acida em HNOs + HCI O4 (3:1ratio) para determinagéo de macronutrientes (P, K, Ca
e Mg) e micronutrientes (Fe, Zn, Cu, Mn e Na). O teor de fosforo foi determinado por
espectrofotometria com azul de molibdénio e os demais minerais por espectrofotometria de
absorcéo atbmica (EAA).

Qualidade Microbiolégica do Macarréo

Para avaliar a qualidade microbiolégica das amostras de macarréo foi redizada a
contagem total de bactérias mestfilas, determinacdo de coliformes totais e fecais e fungos
contaminantes (Silva et al. 2001).

RESUL TADOSE DISCUSSAO

Composicao centesimal

A tabela 1 mostra composi¢ao centesimal do basidioma de P. albidus DPUA 1692
cultivado na Amazbnia brasileira em condicdes controladas em diferentes residuos
lignocelulolitico (SA+FA; CC+FA; SA+CC+FA; CC+SA+FA). Ndo houve diferenca
significativano teor de proteina da biomassa de P. albidus, sendo observado no cultivo SA+FA
(36,3%) o maior valor, seguido de CC+FA (33,6%). Este resultado é superior ao registrado para
0 género Pleurotus em diferentesresiduos que variam 8,75 a 30,4% g/100 de biomassa (Fonseca
et a. 2015; Igbal et a., 2016). Outro fator importante demonstrado na composicéo centesimal
da espécie estudada foi 0 baixo teor de lipideos que variaram de 0,1 a 0,4%. Dados de fibra
bruta (3%) e cinzas (1%) s&o inferiores daquel es relatadas naliteratura para o género Pleurotus
[fibra (5 a51%) e cinzas (1 a 28%)] cultivado nos mais variados meios. serragem, améndoas,
milho, folhade bananeira, casca de mandioca, entre outros (Adebayo e Martinez-Carrera, 2015;
Garubaet d., 2017).
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Os carboidratos em P. albidus foram determinados em maior teor (60,3%) e os valores
energéticos variaram de 323 a 376,3 kcal, superior ao encontrado na literatura para cogumel os
do mesmo género. Fonseca et a. (2015) relata que espécies de Pleurotus, como P. ostreatus,
P.flabellatus, P. sajor-caju e P. djamor apresentam teor médio de carboidratos de 25,69% a
60%, energiatotal em média 302 a 310 kcal, parametros que variam de acordo com a espécie e
0 substrato de cultivo (Hoa et a., 2015).

Tabela 1. Média da composicéo centesimal dos basidiomas de Pleurotus albidus DPUA.

P. albidus em diferentes meios de cultivo (g/100g)

Par ametros

SA+FA CC+FA SA+CC+FA  CC+SA+FA
Umidade 16,1 +0.802 12,2 +0.45° 12,2 +0.50° 16,0 +0.822
Cinza 0,6 +0.02° 0,6 +0.08° 04 £0.04° 0,8 +0.012
Lipidios 0,2 +0.02° 0,1 +0.02° 03 +0.05® 04 +0.06?
Proteina 36,3 +1.11* 336 +1.14* 331 £175% 331 +0.66
Nitrogénio 56 +0.172 52 +0.18% 39 +0.27° 34 +0.10°
Fibras 2,7 +0.032 1,7 +0.09° 1,7 +£0.14° 1,5 +0.25°
Carboidratos 44,1 +1.35° 51,8 +158° 60,3 +2.06% 591 *1.56°
Kcal 3234 £3.23° 3426 +1.64° 3763 +1.42% 3724 +4.423

M édias seguidas de mesma letra, nas linhas, ndo diferem ente si pelo Teste de Tukye (0= 5%).

SA+FA = Semente de agal + Farelo de arroz (2:1 p/p); CC+FA= Exocarpo de cupuagu + Farelo de arroz (2:1
p/p); SA+CC+FA= Semente de acai + Exocarpo de cupuagu + Farelo de arroz (2:1:1 p/p/p); CC+SA+FA=
Exocarpo de cupuagu + Semente de acai + Farelo de arroz (2:1:1 p/p/p).

O teor de minerais também contribui para o valor nutricional dos cogumelos, muitas
espécies fornecem quantidade razoavel desses elementos quando comparado a diversas
espécies de vegetais (Ahmed et a., 2013). Em P. albidus, o contelido de minerais diferiram na
bi omassa obtida dos diversos substratos, houve predominanciasignificativade ferro (131,85%)
e zinco (95,78%) nos basidiomas dos cultivos em CC+SA+FA (2:1:1 p/p/p) e SA+CC+FA
(2:1:1 p/p/p) e SA+FA (2:1 p/p), respectivamente. Dados para P. ostreatoroseus cultivado em
exocarpo de cupuacu misturado com farelo de arroz [CC+FA (2:1 p/p)] foram inferiores 45%
e 18%, respectivamente para Fe e Zn (Fonseca et al., 2015). Quanto a outros minerais, cComo

fosforo, potassio, enxofre, boro, cobre e zinco, o teor foi significativo na biomassa dos cultivos
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em SA+CC+FA (2:1:1 p/p/p). Com relagéo ao sddio, a ocorréncia foi de 21 a 33,04 mg/, boro
foi outro mineral em que o valor encontrado variou de 33% a 39,48% mg Kg'. Os demais
minerais, Ca, Mg, Nae Mn, foram registrados em valores significativosem CC+SA+FA (2:1:1
p/p/p). A diferenca nos niveis de minerais nos cogumelos esta relacionada a composicéo dos
residuos utilizados nos cultivos, a acumulagdo e absorcdo destes elementos dos substratos e
pela tecnologia de cultivo (Gucia et a., 2012; Oyetayo e Ariyo, 2013; Machado et al., 2016).
Além disso, os diferentes métodos apli cados para determinacéo mineral podem ser responsaveis

por essa variacdo (Khan e Tania, 2012).

Nas espécies de cogumelo comercialmente cultivados, o contelido de nutrientes é
similar aos do tipo selvagens. No entanto, existem diferencas qualitativas e quantitativas no teor
de nutrientes dependendo da linhagem, origem e condicdes de cultivo (Deepalakshmi e
Sankaran, 2014; Khani et a., 2017).

Tabeda 2. Minerais dos basidiomas de Pleurotus albidus DPUA 1692, cultivado em residuos

da agroindUstria amazonica.

. Substrato (g/100g)

Nutrientes SA+FA CC+FA SA+CC+FA CC+SA+FA
P(g.Kg?) 8,31+ 0,01° 8,00 + 0,01¢ 10,31 + 0,012 9,36 + 0,01°
K (g.Kg?h 15,08+ 0,01¢ 13,12+ 0,01¢ 21,08 + 0,012 16,66 + 0,01°
Ca(g.Kg?) 023+0,01° 0,23+0,01° 0,23+ 0,01° 0,26 + 0,012
Mg (g.Kg?) 1,01+£0,01°  1,01+0,01° 1,24 + 0,01° 1,33 £ 0,012
S(g.Kg?h 1,60+0,01°  1,59+0,01° 2,08 + 0,012 1,75+ 0,01°
Na(mg.Kg?) 21,02+ 0,01° 21,00+ 0,01° 21,09 + 0,01° 33,04+ 0,012
B (mg.Kg?) 34,48 +0,01° 33,89+ 0,01¢ 39,48 + 0,012 36,03 + 0,01°
Cu (mg.Kg?) 157+0,01°  1,53+0,01¢ 2,00+ 0,017 1,70 £ 0,01°
Fe (mg.Kg?) 92,13+ 0,01° 91,80+ 0,01° 92,13+ 0,01° 131,85 + 0,017
Mn (mg.Kg?) 6,79 + 0,01° 6,79 + 0,01° 6,79 + 0,01° 7,27 + 0,012
Zn (mg.Kg?) 95,78+ 0,012 9559+ 0,01° 95,78 + 0,012 77,01 +0,01°

M édias seguidas de mesma letra, nas linhas, néo diferem ente s pelo Teste de Tukye (0= 5%)).

SA+FA = Semente de acai + Farelo de arroz (2:1 p/p); CC+FA= Exocarpo de cupuagu + Farelo de arroz (2:1 p/p);
SA+CC+FA= Semente de agai + Exocarpo de cupuagu + Farelo de arroz (2:1:1 p/p/p); CC+SA+FA= Exocarpo
de cupuacu + Semente de agai + Farelo de arroz (2:1:1 p/p/p).
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Dosagem de Fendis Totais e Flavondides

Fendis e flavandides foram encontrados nos extratos dos basidiomas secos e in natura
de P. albidus (Tabela 3). A média do quantitativo de fendis (69,36 mg EAG/g de extrato) e
flavandides (8,92 mg EQ/g) foi superior 87,16% e 42,15%, respectivamente, nos extratos
extraidos dos basidiomas secos quando comparado aos fendis (8,91 mg EAG/g extrato) e
flavandides (3,76 mg EQ/g extrato) dos basidiomas in natura. Silva et a. (2009) cita que, o
processo desidratacdo, extracdo e composi¢ao do substrato contribuem para a maximizagdo do

rendimento de biocompostos.

A tabela 3 mostra também que o rendimento significativo de fendis totais foi
determinado nos extratos hidroalcodlico e aquoso (79,9, 71,4 mg EAG/g de extrato), ambos
extraidos dos basi diomas seco. Resultado oposto foi observado para o contelido de flavandides,
o vaor significativo foi determinado no extrato aquoso e hidroalcodlico, 14,77 mg EQ/g de
extrato e 11,33 mgEQ/g de extrato, respectivamente. Conforme dados da literatura, o teor de
fendis totais e flavandides para o género Pleurotus sdo diferenciados entre espécies (Arbaayah
et al., 2013; Vamanu, 2014; Rezaeian et al 2015).

Os polifendis sdo constituidos por varias classes de substancias com agdo antioxidante,
tendo destague os &cidos fendlicos e os flavondides. A atividade antioxidante desses compostos
esta associada as propriedades redutoras.

Todavia adiferenca daintensidade da atividade antioxidante desses compostos depende
basicamente do nimero e posi¢ao das hidroxilas na molécula. Nos cogumelos comumente 0s
polifendis expressam atividade antioxidante que promovem benéficios a salide humana
(Stefanello et a., 2015; Orsine et a., 2014; Heleno et d., 2015).
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Tabela 3. Quantitativo de fendis e flavandi des extraidos dos basi diomas secos e in natura

de Pleurotus albidus.

Contéudo (mg/g de extr ato)

Extrato Fendis Flavonoides
(EAG) (EQ)

Extrato aguoso do badioma seco (agua) 71,39+205° 14,77 + 7,68
Extrato hidroal codlico do badioma seco 79,89+ 0,872 11,33+ 6,05%
(&gua:metanol 1:1)
Extrato alcodlico do badioma seco (metanol) 57,82 + 1,37¢ 0,64 £ 2,32°
Extrato aquoso do badioma in natura (4gua) 2403+ 1,05 356+ 1,25%°
Extrato hidroal codlico do badiomain natura 53,06+ 1,689  1,38+4,17™
(&gua:metanol 1:1)
Extrato acodlico do badiomain natura 36,03+ 2,23° 6,34+ 1,50%°

(metanol)

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem ente s pelo Teste de Tukye (a= 5%).

EAG = equivalentes de acido gdlico; EQ = Equivalente de Quercitina.

Atividade Antioxidante

Em todos os extratos da biomassa seca e in natura de P. albidus foi observada a
atividade antioxidante pelo método DPPH (Tabela 4).

O valor significativo (68,47%) foi determina no extrato hidroalcodlico originério do
basidioma seco. O segundo maior valor de atividade antioxidante (53,45%) também foi
determinado na mesma biomassa, mas no extrato alcodlico. Dados da literatura revelam gque no
género Pleurotus ainibicdo de antioxidantes variade 14 a 69% (Lam e Okello, 2015; Corréa et
al., 2016; Prabu e Kumuthakalavalli, 2016).

Para os extratos hidroal codlico e metandlico do basidiomaseco, aquantidade de extrato
necessario para reduzir o radical DPPH em 50% (ICso) foi 54,00 pg/mL e 94,33 pg/mL,
respectivamente. Estes resultados de | Cso foram superiores comparados aos dados de Gambato
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et al. (2016), ao avaiar pelo método de DPPH compostos do basidiomade P. albidus extraidos
em etanol 70%, cuja |Cso foi 3,50 mg/mL.

Na avaliacdo feita pelo método ABTS, a atividade antioxidante significativa foi
observada no extrato hidroal codlico e aquoso, vaor superior 28,58% em realagdo aos valores
de atividade determinados pelo método DPPH (Tabela 4), provavelmente as substancias
presentes nos extratos séo do tipo hidrofilicas, visto que 0 ABTS responde melhor a compostos
mais hidrofilicos, enquanto que o DPPH responde melhor a compostos hidrofébicos
(Christodouleas et. a., 2015; Moo-Huchin et al., 2015).

Neste contexto, os valores de |1Csp revelaram a eficiéncia antioxidante de P. albidus nas
condicdes de andlise e, dos extratos analisados, o hidroalcodlico foi o de maior eficiéncia
antioxidante. Dentre os extratos do basidioma in nutura, no extrato hidroalcodlico o teor
antioxidante equivaleu a57,11 pg/mL (1Csp 32,23 pg/mL).

Tabela 4. Avaliagcdo da atividade sequestrante do radical DPPH e ABTS dos extratos de

Pleurotus albidus.

Extrato Contéudo (ug/mL de extrato)
DPPH Clso ABTS Clso

Extrato aguoso do badioma seco 42,47 + 1,28° 93,99+0,19* 24+0,21
(agua)
Extrato hidroal codlico do badioma 68,47+ 1,26 54+3,00 95870222 21+0,77
seco (dgua:metanol 1:1)
Extrato alcodlico do badioma seco 5345+2,06° 94+305 77,56+324° 33t2,77
(metanal)
Extrato aquoso do badioma in natura 3,67 + 0,69° 42,29 +1,03¢
(agua)
Extrato hidroalcodlico do badiomain 27,54 + 1,491 57,11+1,22° 32+233
natura (agua:metanol 1:1)
Extrato alcodlico do badiomain 23,71+ 1,38¢ 37,64 +2,60°
natura (metanol)

M édias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem ente si pelo Teste de Tukye (0= 5%).
DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl); ABTS (2 ,2"-azinobis-(3-etil benzoti azolina-6-sul fonato)
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Qualidade nutricional do macarrdo com biomassa de cogumelo

A tabela 5 mostra a composicdo centesma das massas aimenticias, macarréo
elaborado com 15% e 25% de biomassade P. albidus, e produto padréo (sem cogumelo) (Figura
1).

As massas de macarréo el aboradas com o cogumelo, predominantemente, apresentaram
caracteristica de acordo com a concentragdo de biomassa adicionada no produto final e dentro
dos padrdes determinados pela RDC n° 93 (Brasil, 2000). Este documento determina que massa
de macarr&o fresca devam apresentar umidade 35% e cinzas 2,5%. O macarrdo adicionado de
P. albidus apresentou 35% umidade e o valor significativo de cinza foi 2,1%, valores que
atendem as exigéncias da legislacéo brasileira. Vaor inferior de umidade foi encontrado por
Maluf et a. (2010) na massa de macarrdo fresca enriquecida com pacu (Piaractus
mesopotamicus) defumado (32,37%). Aquino et al. (2008), avaliando a composi ¢ao centesimal
de trés formulacbes de macarréo fresco, elaborado com ovo de avestruz desidratado, encontrou
valores semelhantes aos obtidos nesta pesguisa (35%), parametros maximos permitidos pela

legislacdo em massa fresca.

Os demais parametros avaliados nas massas alimenticias foram cinza, lipidio, proteina,
fibra aimentar, carboidrato e o valor caldrico, cujos valores variaram de 1,9 a 2%,; 4,4 a 6,0%;
8,5a13,0%; 41 a48% e o vaor caldrico 267 a 275%, respectivamente. Entre estes parametros
0s quantitativos de cinzas e lipidios em cinco amostras de macarréo estdo préximos ou iguais
aos do padréo, somente em uma amostra de macarréo (M1) com biomassa de P. albidus 15%
(p/p), que os lipidios foram reduzidos em 38,63% (Tabela 2). Comparado ao produto padréo,
resultados rel evantes foram observados em relagdo aos teores de proteinas e fibras, que ao se
adicionar a biomassa de P. albidus foi registrado aumento de 29 para 53% e de 45 para 64%
respectivamente. Entre os macarrdes, o valor significativo de proteinafoi observado naamostra
com 25% (p/p) de biomassa de cogumelo o qual cresceu em M2. O aumento no teor de proteina
€ importante, pois proporciona uma melhor qualidade do cozimento do macarrdo (Chang e
Flores, 2004).

Outro dado relevante observado nestainvencgéo foi areducéo do teor de carboidrato em
torno de 6 a 15%, assim como, o valor calérico entre 2 a 5%. Provavelmente a reducéo desses
parametros esteja associada ao efeito do substrato utilizado para o crescimento de P. albidus,
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ou sgja, a resposta fisiol6gica e bioguimica dos fungos € diretamente expressa em fungdo dos
nutrientes disponiveis para absor¢éo e durante o ciclo biolégico do cogumelo (In&cio et al.,
2015; Semenovaet al., 2017).

Figura 1. A. Macarréo padréo; B. Macarrdo fortificado com 15% (p/p) de biomassa de cogumelo; C. Macarrao

fortificado com 25% (p/p) de biomassa de cogumelo.
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Tabela 5. Composicéo centesimal do macarréo contendo biomassa de cogumelo 15 e 25% (p/p) e 0 macarréo padréo.

Massa de Macarréo
Parametros Biomassa de cogumelo (%)
(%) Padréo AmostraM1 AmostraM?2 AmostraM3
15% 25% 15% 25% 15% 25%
Umidade 347+ 1012 35+ 0542 349+0542 355+0.352 352+0.85% 35+ 2202 35.1+ 0.742
Cinzas 1.9+004° 20+003* 1.9+005¢ 20+003* 21+0.00% 1.9+0.02¢ 2.0+0.06°
Lipidios 6.1+0092 44+0082 58+0.05% 509+140% 60+045% 58+2162 5.6+0.442
Nitrogénio 14+016% 1.9+0.172 1.9+022% 1.7+0.05° 2.0+0.05% 1.8+0.12° 2+ 0.152
Proteina (N X 6,25) 85+1.02¢ 12+1.05° 12+1.39°  11+0.29° 13+ 0.30% 11.5+0.74°¢ 12.4+0.91°
Fibras 1.1+0.049 16+007° 1.8+0.00% 1.6+0.09° 1.8+0.13%® 1.7+007° 1.8+0.002
Carboidratos 48+ 0202 45+ 146° 44+ 1.13° 44+ 159¢ 41+ 142% 44+ 369° 43+ 1.19°
Valor Caorico (kcal) 280+ 3.702 267+ 2.02¢ 275+2.14° 272+559°¢ 274+2.16° 275+2.04° 272+ 4.61°

M édias seguidas de mesma letra, nas linhas, néo diferem ente si pelo Teste de Tukye (0= 5%). M 1: Biomassa de cogumelo produzido em semente de acal

com farelo de arroz [SA+FA (2:1 p/p)]; M2: Biomassa de cogumel o produzido em exocarpo de cupuagu, semente de agai com farelo de arroz [CC+SA+FA

(2:1:1 p/p/p)]; M3: Biomassa de cogumelo produzido em semente de acai, exocarpo de cupuagu com farelo de arroz [ SA+CC+FA (2:1:1 p/p/p)]

96



As respostas para os macrominerais (g.Kg?l) e microminerais (mg.Kg?') das sete
formulagdes de macarréo isentos de gluten, incluindo o padréo, est&o descritas natabela 6.

O teor de ferro das formul agbes de macarrdes foi de 45,79 mg Kg* para amostra padrdo
e de 48 a 65,74 mg Kg ! nas amostras adicionada de biomassa de cogumel o, apresentando um
aumento de 30,35%. Este dado mostra que, quanto maior o percentual dabiomassade cogumelo
(25% p/p) nas amostras teste, maior € o teor de ferro, isto demonstra que 0 cogumelo € uma

matéria prima gque agrega maior aporte desse mineral ao produto final.

Os dados revelam ainda que o zinco quando comparados com o produto padréo (28
mg.KgY), teve aumento significativo de 51,43% no macarr&o adicionado de 15% com biomassa
de cogumelo cultivado em M1. O zinco entra na constituicdo de numerosas enzimas que
catalisam importantes reagGes no NOSSO organismo, afeta 0 comportamento e a aprendizagem,
auxilia na funcdo imunoldgica, e é essencial para a cicatrizacdo de feridas, producéo de
esperma, percepcao do gosto, desenvolvimento fetal, e crescimento e desenvolvimento da
crianca (Sizer e Whitney, 2003).

O teor de boro, guando comparado com o produto padréo, teve um aumento significativo
de 53 a74%, essemineral é essencial parasaude, previne aperdade calcio e adesmineralizacéo
0ssea, 0 boro esta presente em alimentos, em particular em nozes, frutas e vegetais verdes
(Nielsen, 2014).

O teor de cobre houve diferenca significativa na amostra adicionada de 15% de
biomassa de cogumelo cultivado em M2 (3,44 mg.Kg?). Quanto ao teor de sddio e manganés,
0s macarroes teste apresentaram valores de sodio semelhante ao da amostra padréo e o Mn foi

0 Unico micromineral a apresentar teor superior na amostra padréo.

Os macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S) dos macarrdes padréo e teste, descritos na
tabela 6, demonstram aumento no teor desses minerais nos macarrdes el aborados com biomassa
de cogumelo, com excecdo do Mg, que apresentou valor ligeiramente superior na amostra
padréo, porém sem valor significativo. Estes resultados demonstram que ao elaborar a massa
de macarrdo, sem gluten, adicionando em sua formulagéo a biomassa do cogumelo P. albidus,
as caracteristicas nutricionais foram melhoradas tornando uma aternativa de alimento saudavel

principal mente aos portadores de enteropatia.
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Tabela 6. Determinagdo de macro e microminerais das amostras de macarréo padréo e teste.

Padr&o Teste
Biomassa de Cogumelo
MP AmostraM1 AmostraM?2 AmostraM3
15% 25% 15% 25% 15% 25%
P (g.Kg?) 513+ 0.01° 564+ 0.01% 5,47+ 0.01° 5,76+ 0.01° 6,16+ 0.012 5,53+ 0.01> 5,17+ 0.01°
K (g.Kg?) 4.4+ 0.01° 5,15+ 0.01° 5,78+ 0.01¢ 6,22+ 0.01° 8,04+ 0.012 5,7+ 0.01¢ 6,84+ 0.01°
Ca(g.Kg?) 0,8+ 0.01° 0,96+ 0.01% 0,82+ 0.017 0,85+ 0.01° 1,01+ 0.01%® 0,81+ 0.01° 1,2+ 0.01°
Mg (g.Kg?h) 1,86+ 0.012 1,72+ 0.012 1,59+ 0.012 1,83+ 0.012 1,67+ 0.012 1,79+ 0.012 1,59+ 0.012
S(g.Kg?h 0,71+ 0.01® 1,18+ 0.012 1,13+ 0.012 0,99+ 0.012 1,04+ 0.012 1,04+ 0.012 0,97+ 0.01®
Na(mg.Kg?) 670+ 0.012 563+ 0.012 575+ 0.012 597+ 0.012 476+ 0.012 545+ 0.012 633+ 0.01°2
B (mg.Kg?) 0,95+ 0.01¢ 3,64+ 0.012 3,31+ 0.01° 2,01+ 0.01¢ 2,01+ 0.01¢ 3,07+ 0.01° 3,07+ 0.01°
Cu (mg.Kg?) 2,96+ 0.01° 2,81+ 0.01 2,62+ 0.01 3,44+ 0.012 2,37+ 0.01¢ 2,59+ 0.01 2,55+ 0.01
Fe(mg.Kg?)  4579+0.01°9 5571+0.01° 60,69+0.01°  52,47+0.01° 65,74+ 0.012 48,06 0.01 59,44+ 0.01¢
Mn (mg.Kgl) 49,17+0.012 4326+ 0.01°  41,03+0.019 41,95+ 0.01¢ 36,21+ 0.019 39,09+ 0.01° 37,28+ 0.01
Zn (mg.Kg?) 28+0.01" 47,65+0.01* 34,21+ 0.01° 31,27+ 0.01° 35,52+ 0.01° 34,42+ 0.01° 37,36+ 0.01°

M édias seguidas de mesma letra, nas linhas, ndo diferem ente si pelo Teste de Tukye (a= 5%). M 1: Biomassa de cogumelo produzido em semente de acai com farelo de arroz

[SA+FA (2:1 p/p)]; M2: Biomassa de cogumelo produzido em exocarpo de cupuagu, semente de acai com farelo de arroz [CC+SA+FA (2:1:1 p/p/p)]; M3: Biomassade

cogumelo produzido em semente de agai, exocarpo de cupuagu com farelo de arroz [SA+CC+FA (2:1:1 p/p/p)]
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Valores de pH e atividade de agua (aw) do Macarréo

A tabela 7 demonstra valores de pH, acidez total titulavel e atividade de &gua das
amostras de macarréo padrdo e teste. Em todas as amostras de massa de macarrdo adicionadas
com a biomassa de cogumelo, a atividade de agua foi inferior a0,51 e, os valores pH variaram
de 6,5 a 6,8, resultados estes satisfatorios para 0 produto, niveis baixos de pH com valor médio
de 3,5 a 5,5 foi descrito por Garcia et al. (2016) ao elaborar macarrdo isentos de gluten
substituindo afarinha de arroz por farinha de casca jabuticaba 15% e 30% e por Ferreiraet al.
(2016) a0 usar sorgo, arroz, farinhas de milho com amido de batata para a preparacdo de
macarrdo sem gluten. A atividade de &dgua (aw) e o pH também s8o caracteristicas intrinsecas
dos alimentos que interferem no desenvolvimento microbiano (Jay, 2005; Damodaran et al.,
2010; Resta e Oliveira, 2013). O percentual da acidez total titulavel das massas de macarrfes
elaboradas com biomassa de cogumelo foram de 4%, enquanto o macarréo padréo foi de 2%,
estes resultados demonstraram que os produtos elaborados estédo dentro dos padres

estabel ecidos pelalegislacdo vigente (Brasil, 2001).

Tabela 7. Andlise do pH e atividade de agua de macarréo padréo e teste.

Acidez total Atividadede
Macarréo pH )

titulavel (%) agua (aw)
Padréo 6,8 2% 0,4143
M1 - 15% 6,8 4% 0,5035
M1 - 25% 6,5 4% 0,4427
M2 - 15% 6,7 4% 0,4449
M2 - 25% 6,5 4% 0,4277
M3 - 15% 6,5 4% 0,4743
M3 - 25% 6,5 4% 0,4410

M 1: Biomassa de cogumel o produzido em semente de agai com farelo dearroz [SA+FA (2:1 p/p)]; M2: Biomassa
de cogumelo produzido em exocarpo de cupuagu, semente de agcai com farelo de arroz [CC+SA+FA(2:1:1
p/p/p)]; M3: Biomassa de cogumelo produzido em semente de agai, exocarpo de cupuagu com farelo de arroz
[SA+CC+FA (2:1:1 p/p/p)]
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Qualidade dos macarrdes fortificados com Pleurotus albidus

Os resultados do teste de cozimento (tempo de cozimento, aumento de peso e perda de
residuos solidos) estdo citados na tabela 8. Um dos parametros de qualidade de maior
importancia para os consumidores de massa de macarrdo € o comportamento das massas
alimenticias durante e apds o cozimento. Os resultados obtidos nas analises de cozimento dos
macarrdes mostraram que 0 maior tempo (8,5 minutos) foi para a massa fresca preparada com
biomassa de cogumelo 25% (p/p), produzida no residuo formulado com M3. Os demais
macarrfes tiveram um tempo de cozimento de 6 e 7 minutos, independente do residuo e da
concentragdo utilizado para crescimento do cogumelo. O tempo de cozimento demorado
influéncia de forma direta na textura e também contribui para a qualidade da massa, ou sgja, 0
produto pode se apresentar brando e viscoso. Dessa forma pode se inferir que a proteina
presente na biomassa do cogumelo proporcionou a consisténcia e a elasticidade, tendo assim
papel fundamental na aparéncia e textura do macarréo.

Os macarrdes elaborados nesta pesquisa (tabela 8) apresentaram o aumento do peso de
200% a 288%. O aumento de volume define o rendimento das massas alimenticias, parametro
cujo aumento adequado esta na faixa de 200 a 300% (Hummel, 1966). Nesta pesquisa, 0
macarrdo que apresentou aumento de volume significativo foi aquele contendo 25% de
biomassa de cogumelo cultivado em M1, esse aumento significativo é importante visto que o
baixo aumento de massa indicabaixa capacidade de absor¢do de &gua, resultando em macarrdes
mais duros e com qualidade inferior.

Osval ores encontrados na determinacéo das perdas de solidos solGveis mostraram que
0s macarrdes elaborados com biomassa de cogumelo perderam entre 2% a 5,2% e, o produto
padréo uma perdade 4,0% de solidos. Perdas de solidos de até 6% sdo caracteristicas de massas
de qualidade muito boa, até 8% de massas de média qualidade e valores iguais ou superiores a
10% séo caracteristicos de massas de qualidade ruim (Hummel, 1966). O alto teor de perda de
solidos é uma caracteristicaindesgjavel e representa alta solubilidade do amido, resultando em
turbidez na &gua de cozimento e baixatoleréncia ao cozimento (Bhattacharya et a., 1999).

O percentua de perda de solidos em &gua e 0 aumento de peso damassa sao doisfatores
importantes, que influenciam na qualidade das massas aimenticias. O macarrdo elaborado com
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biomassa de cogumel o tem caracteristicas organol épticas de qualidade por apresentarem baixa

perda de solido e aumento significativo no peso da massa apds cozimento.

Tabela 8. Caracteristicas relacionadas com a cocgdo dos macarrdes padréo e adicionadas de

biomassa de cogumelo.

Tempo de Aumento de Solidos
Macarréo cozimento peso Soluveis
(min) (%) (%)

Padrdo 5,0+0.02¢ 200+0.05¢ 4,0+0.022
M1 - 15% 6,0+0.05° 262+0.03° 4,0+0.022
M1 - 25% 7,0+0.04° 288+0.10? 5,2+0.022
M2 - 15% 6,0+0.05P 238+0.12° 2,0+0.02°
M2 - 25% 7,0+0.02° 226+0.09° 5,0+0.022
M3 - 15% 7,0+0.07° 205+0.094 5,2+0.022
M3 - 25% 8,5+0.022 202+0.10¢ 2,6+0.020

M édias seguidas de mesmaletra, nas colunas, ndo diferem ente si pelo Teste de Tukye (0= 5%).
M1: Biomassa de cogumelo produzido em semente de acai com farelo de arroz [SA+FA (2:1 p/p)]; M2: Biomassa
de cogumel o produzido em exocarpo de cupuagu, semente de acai com farelo de arroz [CC+SA+FA (2:1:1 p/p/p)];

M 3: Biomassa de cogumelo produzido em semente de agai, exocarpo de cupuagu com farelo de arroz [ SA+CC+FA
(2:1:1 p/p/p)]

A quaidade da massa cozida é diretamente influenciada pela formagéo da rede
protéica e pela gelatinizacdo do amido das farinhas de trigo. As véarias qualidades de textura e
de cozimento desses produtos estéo relacionadas as propriedades desses dois biopolimeros
quando expostos em agua (Li et al. 2014). Os resultados mostraram que a substituicdo da
farinha de arroz por 15% e 25% de biomassa de cogumel o teve um efeito positivo na textura,
resultando nos valores de firmeza de 126,27 g.f. e 116,25 g.f, respectivamente. Alguns autores
relatam que o teor de proteinaincorporado as massas esta diretamente relacionado afirmeza da
massa cozida (Sarawong et a., 2014; Larrosa et a. 2016). Outros que a firmeza das massas €
significativamente correl acionada com a perda de cozimento (Kim e Wiesenborn 1996). O que
explica a pequena reducdo de firmeza ao se adicionar 25% da biomassa de P. albidus, produto

onde houve maior perda de solidos soluveis durante o cozimento.
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A figura 2 ilustra o equilibrio entre as propriedades mecanicas no produto padréo e no
fortificado com biomassa de cogumelo em diferentes concentragdes (15% e 25% p/p),
resultados confirmaram a similaridade da textura dos macarrfes teste com 0 macarrdo padréo,
caracteristica que demonstra que a biomassa do cogumel o pode ser facilmente incorporados na
matriz deste alimento. A utilizagdo da biomassa do cogumelo permitiu desenvolver umamassa
de macarrdo com qualidade e textura de cozimento aceitvels, atendendo, portanto, as

expectativas dos consumidores por alimentos inovadores.

M25 (2.5

MP (2 ' - M15 (26

Figura 2. Gréfico ternario darelagdo entre as propriedades mecéani cas do macarrdo padréo (M P) com os macarrfes
acrescidos de biomassa de cogumelo a 15% (M 15) e 25% (M 25)

Qualidade microbiol 6gica

Quando avaliado a qualidade microbiol gica do produto, dados apresentarem condi ¢cbes
higiénico-sanitérias satisfatorias, uma vez que os valores obtidos estdo abaixo dos padroes
exigidos na legislacéo vigente, indicando que a matéria-prima e o0 macarréo foram processados
em condi¢Oes adequadas onde apresentou auséncia de Salmonella sp., baixa populagdo de
bolores e leveduras encontrada, com valores <1 para coliformes a 35 °C e coliformesa45 °C e
<2 paraBaccilus cereus, atendendo, portanto, alegislacéo vigente (BRASIL, 2001). Os padroes

microbiologicos para massas alimenticias incluem limites para Bacillus cereus (5 x 103
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UFC/g), Coliformes a45 °C (102 UFC/g), Salmonella sp. (Auséncia em 25 g) e Estafilococos
Coagulase Positiva (5 x 103 UFC/g) (Brasil, 2001). Os dados demonstram, que a utilizagdo da
biomassa do cogumel 0 analisadas com seguranca enquanto ingredientes, torna o produto viavel

para consumo humano.

Acao citotoxica em sangue comercial de carneiro

A tabela 7 e a figura 4 mostram que o extrato bruto da biomassa de P. albidus em
sangue de carneiro desfibrinado comercial ndo apresentou atividade hemolitica. Dados da
literatura revelam que espécies de Pleurotus sintetizam hemolisinas, como as ostreolisinas que
sS40 proteinas citadas como agentes hemoliticos, mas sdo termoldbeis e, geralmente degradadas
no trato gastrointestinal. Berne et al (2007) relata que essas proteinas ndo atuam como toxinas,

sS40 sintetizadas e excretadas, atuando no ciclo de desenvol vimento dos cogumel os.

Tabela 9. Atividade hemolitica do extrato bruto da biomassa de Pleurotus albidus em sangue

de carneiro comercial.

C- Extrato proteolitico de Pleurotus albidus (mL) C+
HM 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1 HT
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ++++

-

o T A T

HM 0,1 0,2 0,3 04 . 05 0,6 0,7 08 0,9 1,0 HT

b Ll B S ——m —— iy, e Npeiay "v‘—___‘“'—,d. v..._—,,.g;!

L I i W g TV e T o s e e e T—— v 3 SR S s, : N
—— e S WU e - Wmaers 48 TN — —

C - controle negativo (solucdo salina) e C+ controle positivo (tritonx -100 a 1%), HM (hemdlise mecanica) e HT
(hemdlise total). Graus de hemdlise: 0= negativo; + = muito fraco; ++ = fraco; +++ = moderado e ++++ = total

(controle positivo)
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Bioensaio da agéo de citoxicidade em célula

A Figura3 mostraaexposi¢ao do extrato de P. albidus em células de fibroblasto humano.
Com resultados obtidos foi observado que ndo houve a presenca de citotéxicos, demonstrando
gue P. albidus apresenta viabilidade celular de 100%. A avaliacéo da citotoxicidade é pardametro
importante por permitir compreender o mecanismo biol6gico que produz o efeito citotoxico e
0 mecanismo de acao de diferentes substanci as durante a suainteragéo com ostecidos (Marreiro
et a., 2014).

DMSO Protease de P. albidus Doxorrubicina
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Figura 3. Efeito do Pleurotusal bidus apés 72h de tratamento em culturade M RC5 pelo método de Alamar Blue™.

Conclusdo

Os dados desta pesquisademonstraram que Pleur otus al bidus cultivado nos substratos
exorcapo de cupuagu, semente de acai e farelo de arroz apresentou a melhor composicéo
nutricional dentre todas as combinacfes utilizadas. O extrato bruto obtido néo foi toxico frente
a sangue de carneiro comercial e afibroblastos humanos. Na atividade antioxidante, expressou
atividade de fendis totais e flavonoides e captura de radicais DPPH e ABTS. Os macarrfes
desenvolvidos com a incorporacdo da biomassa de P. albidus demonstraram aumento dos
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contetidos de proteinas, fibras e minerais e reducéo dos teores de carboidratos e val or energético
total. As caracteristicas de qualidade no cozimento e textura foram mantidas quando
comparadas ao macarréo padréo e as condicdes microbioldgicas foram consideradas seguras.
Portanto, 0 uso da biomassa de P. albidus é promissora fonte de matéria-prima para o
desenvolvimento de produtos alimenticios com valor nutricional agregado, contribuindo no
desenvolvimento de tecnologia de processamento comercial para a utilizagdo deste cogumelo

na industria alimenticia, especia mente na fabricacdo de massas de macarrao.
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Capitulo VI

Propriedade Intel ectual

Submiss&o:
;_’.r.-;;”\ & @ PRO-REITORIADE B /protec
@) \ IN OVAQAO ;.1{;523 3305-1758 / 9318-
~+ PROTEG TEcnoLOGICA . -
pratec@ufam edu.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM 4

PRO-REITORIA DE INOVAGCAO TECNOLOGICA - PROTEC

UFAM DEPARTAMENTO DE PROPRIEDADE INTELECTUAL E TRANSFERENCIA DE ™MW/t i)
TECNOLOGIA

DECLARAGAO

DECLARAMOS para os devidos fins que ADRYA DA SILVA
FIGUEIREDO, aluna do Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia -
PPGBIOTEC e sua orientadora professora Dra. MARIA FRANCISCA SIMAS
TEIXEIRA, da Universidade Federal do Amazonas, deram entrada, nesta pro-reitoria,
no formuldrio da proposta de Declaragio de Invengdo referente ao produto
"MACARRAO ELABORADO COM BIOMASSA DE COGUMELO ..", como
resultado do doutorado do referido programa, para ser avaliada para registro de

propriedade industrial.

Manaus, 09 de maio de 2017

UNIVE ADE FED‘ERAL AMMON!\S

Pré-R v w

......................................

Maria do Perpétuo Socorro de L. V. l:oelho
Direiara do Depio. de Propnedade Inteheciual e
Transferéncia de Tecaglogia - DePl

Av. Rodrigo Otévio, 6.200, Campus Universitario Senador Arthur Virgilio Filho, Coroado, Bloco
da Reitoria, CEP: 69080-900 - Manaus/AM. Telefones: (92) 3305-1758, (92) 9318-3195, E-mail:
depi_protec@ufam.edu.br
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CONCLUSAO

Neste estudo, Pleurotus albidus foi submetido a caracterizacéo de suas propriedades
de producdo de enzimas, toxicidade, composicdo nutricional e incorporagdo em produto

alimenticio. De acordo com os resultados foram determinadas as seguintes conclusoes:

No crescimento micelia vertical, o substrato que apresentou a maior atividade de
enzimas proteoliticas foi composto de exocarpo de cupuagu com semente de acai e

farelo de arroz;

O pH e atemperatura 6tima de atividade das protease foi determinado em pH 6, a40°C
e 50 °C expressando caracteristica de proteases do tipo cisteina e metal oprotease;

P. albidus produzido em exocarpo de cupuagu com semente de agai e farelo de arroz
apresentou as melhores caracteristicas nutricionais quando comparado aos cultivos em

exocarpo de cupuagu com farelo de arroz e em semente de acai com farelo de arroz;

O extrato bruto obtido do basidioma de P. albidus n&o foi toxico quando submetido a

teste de hemdlise e frente a fibroblastos humano;

A atividade antioxidante foi determinada e expressou fendis totais e flavonoides e

melhor captura de radicais pelo método ABTS, em compragdo ao DPPH;

Os macarrdes produzidos com aincorporagao de diferentes concentragdes da biomassa
de P. albidus apresentaram aumento do contelido de proteinas, minerais e fibras e

reducdo de acUcares e valor calérico total;

As propiedades na qualidade de cozimento e textura das massas de macarrdes foram
satisfatorias,

Na avaliacdo da qualidade microbiol 6gica os macarrdes fortificados com biomassa de

P. albidus os produtos foram consideradas seguras para consumo humano;

O produto padronizado é facil de preparar e tem escopo para comercializagao.
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