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RESUMO

Os cogumelos do género Pleurotus podem ser utilizados em diferentes preparacdes,
apresentando caracteristicas gastronémicas bastante aceitas pelos consumidores. Além do seu
valor nutricional, atualmente tem sido relatada a sua importancia como alimento funcional.
Na producdo de cogumelos comestiveis do género Pleurotus podem ser utilizados residuos
agroindustriais encontrados abundantemente como, por exemplo, a serragem, o bagaco de uva
e a borra de café. Entretanto, ainda ndo ha dados sobre a producdo e o valor nutricional e
terapéutico de cogumelos comestiveis autoctones do Rio Grande do Sul/Brasil. Neste
trabalho, foi avaliada a producdo de nove linhagens de Pleurotus spp. isoladas no estado do
Rio Grande do Sul com relacdo a produtividade, rendimento, eficiéncia bioldgica, composi¢do
quimica, presenca de compostos bioativos e atividade antioxidante. A composicdo do
substrato tem influéncia direta na produtividade, rendimento e eficiéncia bioldgica dos
cogumelos. As linhagens produzidas em meio de cultivo serragem e borra de café (MCSC) e
meio de cultivo serragem e bagaco de uva (MCSU) apresentaram os melhores resultados. A
composicdo dos cogumelos avaliados variou conforme o meio de cultivo utilizado. Quando
utilizado o meio MCSC para cultivo, a proteina (46,60 £ 0,09 ¢/100g) € o principal
macronutriente presente nos cogumelos. Além disso, os cogumelos avaliados apresentaram
teores significativos de fibra alimentar. O teor de compostos fendlicos totais variou de 31,30 +
0,26 mg de equivalente de acido galico/g (GAE/g) (88F.13) a 47,00 £ 0,12 mg GAE/g (82F.7)
entre as linhagens cultivadas em MCS (meio de cultivo serragem), que por sua vez
apresentaram relacdo direta com a atividade antioxidante. O ICsy (mg/mL de extrato
necessaria para reduzir 50 % do radical DPPH¢) dos basidiomas variou de 5,36 + 0,27 mg/mL
(88F.13) a 10,68 = 0,22 mg/mL (189H.3). A andlise por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) permitiu a identificacdo e quantificacdo de seis compostos fendlicos (acido
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galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico e acido ferdlico) e
cafeina. A ergotioneina foi quantificada nos basidiomas, no micélio crescido em placa de
Petri, no caldo e no micélio de cultivo submerso das nove linhagens. O basidioma da
linhagem 41D cultivado em (MCSC) apresentou o maior teor de ergotioneina (116,27 + 8,02
mg/100g). Para o micélio cultivado em placa, a linhagem que apresentou maior teor de
ergotioneina foi a 122H.5 (293,44 + 1,96 mg/100g), valor este superior ao detectado no
basidioma. A lovastatina foi avaliada nos basidiomas das diferentes linhagens e a extracao
deste composto foi realizada com acetonitrila, metanol e acetato de etila, sendo que para todas
as linhagens avaliadas, a extracdo com acetonitrila apresentou maior teor (10,02 £+ 0,1
mg/100g). Diante dos resultados, observa-se que é possivel aumentar o rendimento e a
produtividade de cogumelos comestiveis de acordo com o meio de cultivo utilizado, bem
como melhorar a composicdo nutricional. Embora mais estudos sejam necessarios, estes
dados mostram, pela primeira vez, as propriedades nutricionais de cogumelos comestiveis do
género Pleurotus autdctones do sul do Brasil. Além disso, os dados do presente trabalho
indicam a possibilidade de melhorar a produtividade e o rendimento com baixo custo de

producdo, visto que sdo utilizados residuos gerados na agroindustria.

Palavras-chave: cogumelos comestiveis, basidiomicetos, compostos fendlicos, ergotioneina,

lovastatina
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ABSTRACT

Pleurotus mushrooms can be used in different preparations presenting gastronomical features
well accepted by consumers. Besides the nutritional value, it currently has been reported their
importance as a functional food. Agribusiness residues can be abundantly found in the
production of edible mushrooms of the genus Pleurotus, for example, sawdust, grape bagasse
and coffee draff. However, there is still no data on production, nutritional and therapeutic
value about native edible mushrooms from Rio Grande do Sul/Brazil. In this work nine strains
of Pleurotus spp. isolated in Rio Grande do Sul were evaluated, taking into consideration
productivity, yield, biological efficiency, chemical composition, the presence of bioactive
compounds and antioxidant activity. The substrate composition has a direct influence on
productivity, yield and biological efficiency of mushrooms. The strains grown on sawdust and
coffee draff (MCSC) and sawdust and grape bagasse culture medium (MCSU) showed the
best results. The composition of the evaluated mushrooms varied depending on the culture
medium used. When used MCSC as culture medium, protein (46.60 + 0.09 g / 100g) is the
main macronutrients present in mushrooms. In addition, the mushroom evaluated has shown
to be rich sources of dietary fiber. The content of phenolic compounds varied from 31.30 +
0.26 mg of gallic acid equivalents/g (GAE/g) (88F.13) to 47.00 + 0.12 mg GAE/g (82F.7)
between grown strains in MCS (sawdust culture medium). On the other hand that have a
direct relation with the antioxidant activity. The I1Cso (Mg mL™ of extract needed to scavenge
50 % of the radical DPPHse) of the basidioma varied from 5.36 £ 0.27 mg/mL (88F.13) to
10.68 £ 0.22 mg/mL (189H.3). The liquid chromatography analysis (HPLC) allowed the
identification and quantification of six phenolics compounds (gallic acid, catechin,
chlorogenic acid, caffeic acid, p-cumaric acid and ferulic acid) and caffeine. The

ergothioneine was quantified in the basidioma, in the mycelium growing in Petri dishes, in the
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broth and in submerged cultures of nine strains mycelium. The 41D strain basidioma grown
(MCSC) showed the highest ergothioneine content (116.27 + 8.02 mg / 100g). For the
mycelium grown in the Petri dishes, the strain that showed more ergothioneine content was
122H.5 (293.44 + 1.96 mg / 100 g), a much higher value than the one detected in basidioma.
The lovastatin was measured in basidioma of different strains and the extraction this
compound was conducted with acetonitrile, methanol and ethyl acetate, being that, for all
evaluated strains, the extraction with acetonitrile presented a higher level (10.02 £ 0.1
mg/100g). With these results, it is observed that it is possible to increase the yield and
productivity of edible mushrooms according to the medium used as well as improve the
nutritional composition. Although more studies are needed, these data show, for the first time,
the nutritional properties of edible mushrooms from native Pleurotus of southern Brazil. In
addition, the data of this work indicate the possibility to improve the productivity and

performance with low production cost as waste generated in agribusiness is used.

Keywords: edible mushrooms, basidiomycetes, phenolic compounds, ergothioneine,

lovastatin
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento socio-econémico, juntamente com a industrializacdo e a
modernizacdo da agricultura, ocasionou um considerdvel aumento na geracdo de residuos.
Dentre esses residuos, estdo os lignocelulésicos, que podem ser utilizados como complemento
na alimentagdo animal, producdo de adubo e para a producdo de cogumelos comestiveis,
utilizando a capacidade natural dos fungos de crescer nesse tipo de substrato. As mudancas
nos hébitos da sociedade e alternativas de vida aumentaram o consumo de cogumelos
comestiveis nos Gltimos anos. Mesmo assim, no Brasil, o consumo ainda € muito pequeno,
quando comparado com paises da Europa e do Oriente.

Os cogumelos sdo conhecidos por apresentarem excelente valor nutricional devido
ao seu alto teor de proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas e minerais, bem como, baixa
quantidade de lipideos e calorias. Além das caracteristicas nutricionais, 0os cogumelos sdo
descritos como tendo propriedades terapéuticas capazes de prevenir e/ou tratar diversas
patologias. Entre os compostos bioativos encontrados nos cogumelos com propriedade
terapéutica estdo os compostos fendlicos, a ergotioneina e a lovastatina.

Entre os cogumelos comestiveis estdo os do género Pleurotus que vém ganhando
destaque nos ultimos anos devido as suas caracteristicas como aroma, sabor e cor, bem como
pela sua facilidade e baixo custo de cultivo. Embora vérios estudos evidenciem os fatores que
tém influéncia direta na producdo e composicdo quimica das diferentes espécies de
cogumelos, no Brasil faltam dados que expressem realmente a produtividade e as
caracteristicas nutricionais destes cogumelos.

Tendo em vista 0 aumento do interesse comercial e cientifico sobre os cogumelos
comestiveis e a falta de informaces referentes as espécies autoctones do Rio Grande do Sul,
a escassez de dados referente a producdo e composicao dos cogumelos comestiveis, tornam-se

necessarios mais estudos sobre a produtividade, o rendimento, a composic¢do centesimal, a
1



atividade antioxidante, o perfil fendlico e o teor de ergotioneina e lovastatina presentes nestes
cogumelos.

Nesse contexto, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a producdo, a
composicao nutricional, a presenca de compostos bioativos e a capacidade antioxidante de
linhagens autdctones de Pleurotus spp. Para atingir o objetivo geral, os objetivos especificos
foram:

- avaliar a produtividade, o rendimento e a eficiéncia bioldgica de linhagens de
Pleurotus spp. cultivadas em diferentes formulacdes de meio de cultivo;

- caracterizar nutricionalmente as linhagens de Pleurotus sp. cultivadas em diferentes
formulacGes de meio de cultivo;

- caracterizar o teor de compostos fendlicos totais e avaliar a capacidade antioxidante
in vitro do miceélio e do basidioma de linhagens de Pleurotus spp. obtidos de diferentes meios
de cultivo;

- avaliar o contetdo de ergotioneina do basidioma, micélio cultivado em placa,
micélio e caldo cultivado em meio liquido de diferentes linhagens de Pleurotus spp.;

- avaliar o conteudo de lovastatina do basidioma de diferentes linhagens de Pleurotus

spp.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultivo de cogumelos comestiveis

No Brasil, o consumo per capita de cogumelo ainda € baixo, cerca de 160 g/ano,
enquanto que em alguns paises da Europa e da Asia esse nimero varia de 2 a 10 kg/ano,
sendo na Franca 2 kg/ano e chegando a 10 kg/ano na China (EMBRAPA, 2013). Porém,
mesmo apresentando um baixo consumo, estes valores tém aumentado no Brasil,
principalmente pela divulgacdo do valor nutritivo e medicinal, além do preco ter se tornado
mais acessivel aos consumidores (Furlani & Godoy, 2007).

O cultivo de cogumelos comestiveis vem apresentando maior relevancia nos altimos
tempos, sendo uma atividade de importancia econémica, em especial, a producdo de espécies
dos géneros Agaricus, Pleurotus e Lentinula. As espécies mais comumente cultivadas e
consumidas no Brasil sdo: Agaricus bisporus (J.E. Lange) Imbach, Lentinula edodes (Berk.)
Pegler, Kavaka, Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quéle e Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm
(Dias et al., 2003; Oliveira et al., 2007; Sales-Campos et al., 2011; Sales-Campos & Andrade,
2011). Embora exista uma grande diversidade de cogumelos, um nimero muito pequeno
destes tem sido cultivado comercialmente, pois mesmo sendo conhecidas cerca de 2.000
espécies potencialmente comestiveis, apenas 25 delas sdao normalmente utilizadas na
alimentacdo humana (Coutinho, 2009).

Na natureza, os fungos se desenvolvem em substratos sélidos, tais como residuos de
vegetais e animais ou no proprio solo (Zied et al., 2011). O cultivo de cogumelos comestiveis
representa uma alternativa viavel de aproveitamento de residuos lignoceluldsicos para a
conversdo em produtos de elevado valor agregado, como consequéncia de sua capacidade de
degradar facilmente a lignina e a celulose da madeira, bem como outros constituintes vegetais

utilizados para o seu cultivo (Sales-Campos, 2008). Alguns residuos agricolas e



agroindustriais que podem ser aproveitados para o cultivo de macrofungos comestiveis séo:
cana-de-acucar, palha de trigo, palha de arroz, gramineas, serragens, polpa e casca de frutas,
folhas de bananeira, etc. (Eira, 2003). Conforme apresentado no estudo realizado por Scariot
(2000), apds o cultivo de cogumelos, ainda é possivel encontrar alto teor de proteina, fibras e
minerais no residuo do substrato utilizado, podendo-se utilizar estes residuos como
complemento na alimentacéo para animais.

A implantacdo e a eficiéncia de um cultivo comercial de cogumelos dependem de
diversos fatores como: caracteristicas genéticas das linhagens, tipo do substrato, controle de
umidade, temperatura, luz, composicdo do ar, especialmente os teores de O, e CO, e
conhecimento das condicdes de desenvolvimento das linhagens selecionadas (Andrade, 2007;
Zied et al.,, 2011). Um aspecto importante a ser estabelecido é a escolha do substrato
adequado, este € fonte de nutriente para o metabolismo do macrofungo, proporcionando,
assim, a multiplicacdo e a obtencdo de crescimento micelial suficiente para dar sequéncia as
etapas seguintes da producéo (Figueirdé & Graciolli, 2011).

A produtividade dos macrofungos é diretamente influenciada pelo pH (Potencial
Hidrogenidnico) (x 6) e o clima (umidade geralmente superior a 70 % e temperatura entre 10
a 25 °C), que sdo limitantes para o seu desenvolvimento. Porém, algumas espécies podem se
desenvolver em meios mais basicos ou mais acidos e em temperaturas extremas entre 0 e 35
°C (Rodrigues, 1990; Putzke & Putzke, 1998). Na Figura 1 estdo apresentadas as diferentes

etapas de um tipo de cultivo de cogumelos comestiveis.
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Figura 1. Etapas de um processo de cultivo de cogumelos comestiveis.

Fonte: adaptado de Bonatti, 2001.

2.2 O género Pleurotus

Entre os fungos comestiveis estdo incluidos os do género Pleurotus, que pertence ao
filo Basidiomycota, subfilo Agaricomycotina, classe Agaricomycetes, ordem Agaricales e
familia Pleurotaceae (Hibbett et al., 2007; Webster & Weber, 2007; Kirk et al., 2008).

O género Pleurotus também ¢ conhecido como “cogumelo ostra” devido ao formato
do pileo ser semelhante a uma concha e por apresentar estipe excéntrico ou lateral (Dias,

2010). Urben (2004) relatou trinta e oito espécies do género Pleurotus adaptadas para cultivo em
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regides subtropicais e tropicais, em uma ampla variedade de substratos. O Brasil é considerado
um local propicio para o cultivo deste género (Santos, 2000).

O género Pleurotus é conhecido por produzir basidiomas comestiveis e representa
um grupo de cogumelo que apresenta grande potencial de cultivo, é amplamente conhecido
em razdo de sua rusticidade, rapido ciclo de vida, baixo custo e facilidade de cultivo que
dispensa tratamento quimico ou bioldgico (Sanchez et al., 2002; Eira, 2004; Furlani &
Godoy, 2005; Mandeel et al., 2005). Devido ao seu complexo enzimatico lignocelulolitico
composto por enzimas como celulases, ligninases, celobiases, lacases e hemicelulases, estes
fungos sdo capazes de degradar compostos aromaticos da estrutura da lignina e séo cultivados
em residuos lignocelul6sicos (Peralta, 2008). Na Figura 2 estdo apresentadas as diferentes

formas de acdo das enzimas que podem ser produzidas durante o processo de obtencdo dos

cogumelos.
Celulose Hemicelulose Lignina Proteinas Lipideos
'1-celulase Hetnicelulase Etmitras Proteases Lipases
Hilanases Oizidativas Esterases
Ligninases
Larcases
Fortra alterada Peroxidases
¥ b
Cx-celulase Flicose, Xilose, Arinoacidos e
Arabinose, etc. peptidens.
h 4 h 4 ¥
Celnhinse:l Fendis e comnpostos Aridos
fendlicos SraH0s
B-CGlicosidase i
b i
G]ic:nseJ Fonte de C Inducio de prmdrdios
£ EnErgia frutiferos L
p» Corposfrutiferos :

Figura 2. Fungdes desempenhadas pelas principais enzimas produzidas durante o cultivo de
cogumelos.

Fonte: Rajarathnam et al., 1992,



Por possuirem aromas e cores diferenciadas, a producdo das espécies do género
Pleurotus vem ganhando espaco e destaque, chamando a atencdo de consumidores e
produtores (Sturion & Ranzani, 2000; Furlani & Godoy, 2005). Quando cultivado, apresenta
um ciclo de producéo curto, com menos de 30 dias desde o inicio da colonizacdo do substrato
até a primeira colheita, num total de trés ou quatro ciclos de producédo (Stamets, 2000). O
cultivo de Pleurotus spp. é realizado, normalmente, em sacos de polipropileno,
principalmente pela facilidade de controle do aparecimento de primordios e contaminantes
(Bononi et al., 1985).

As principais espécies comestiveis produzidas e consumidas do género Pleurotus sao
(Figura 3): Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius e Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.)

Boedijn (Furlani & Godoy, 2005; Franco, 2006; Sales-Campos, 2011).

Figura 3. Principais espécies cultivadas do género Pleurotus. (a) Pleurotus ostreatus, (b)
Pleurotus pulmonarius, (c) Pleurotus djamor.

Fonte: www.mycobank.org

2.3 Composic¢ao nutricional de cogumelos comestiveis

Os cogumelos comestiveis sdo ricos em proteinas, fibras, carboidratos, vitaminas e

minerais, além de baixa quantidade de lipideos (Zahid et al., 2012). Mattila et al. (2001)
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relataram a presenca de ~60 % de carboidrato, ~34 % de fibras, ~23 % de proteina e ~5 % de
gordura, em amostra seca de cogumelos comestiveis, além de vitaminas e minerais.

A umidade representa 90 % da composicéo total dos cogumelos comestiveis (Mattila
et al., 2001). Bano & Rajarathnam (1988) relatam que o periodo pos-colheita, a temperatura, a
umidade relativa do ar durante o crescimento, o tempo e a forma de estocagem tem influéncia
direta no teor de umidade dos cogumelos. Fernandes et al. (2015) ao avaliar a possibilidade de
reaproveitamento de papel impresso e branco para a producdo de cogumelos comestiveis,
relataram 84,3 % de umidade na amostra de P. ostreatus cultivada em palha de arroz (amostra
controle), 90,3 % na amostra cultivada em papel branco e 91 % em amostra cultivada em papel
impresso.

Os carboidratos representam a maior parte da composicdo centesimal da massa seca
dos cogumelos. Furlani & Godoy (2007) relataram 65,82 % de carboidrato em base seca de
amostra de Pleurotus spp. Dentre os carboidratos, a trealose e 0 manitol sdo 0s majoritarios
(Reis et al., 2012).

Cogumelos comestiveis podem ser considerados uma excelente fonte de proteina
guando comparados a maioria dos vegetais (Bano & Rajarathnam, 1988). De acordo com
Mattila et al. (2001), os cogumelos apresentam de 19 a 35 % de proteinas, incluindo todos 0s
aminoacidos essenciais. Os aminoacidos mais abundantemente encontrados na composi¢do
das espécies de Pleurotus sdo a leucina, valina, glutamina, metionina, cistina, fenilalanina,
tirosina e acido glutdmico e aspartico (Scariot et al., 2000; Reis et al., 2012). A concentracdo
de proteina na composicdo dos cogumelos pode ser influenciada, principalmente, pelo meio
de cultivo utilizado (Furlani, 2004).

A gordura é encontrada em concentragfes muito baixas em cogumelos, este teor €
representado apenas por 2 a 8 % da composicdo total, sendo que 70 % do teor de gordura séo

acidos graxos insaturados (Sturion & Oetterer, 1995; Bernas et al., 2006). Barros et al. (2007)



verificaram que os acidos graxos mais abundantes sdo o acido linoleico (C18:2) e o acido
oleico (C18:1), seguido pelo acido palmitico (C16:0). O acido cis-linoleico representa 65,29
% no total de acidos graxos para espécie P. ostreatus (Ergoénul et al., 2013).

Os cogumelos apresentam também um conteddo nutricional significativo de
vitaminas B, B, B1z, C, D e E (Mattila et al., 2001). Furlani & Godoy (2008) ao quantificar
o0 teor de vitamina B; e B, presente em trés espécies de cogumelos comestiveis, relataram que,
mesmo nédo sendo considerados alimentos fontes de B; e B,, 0 consumo destes pode contribuir
na soma total das vitaminas. Na Tabela 1 podem-se observar as vitaminas presentes em

amostra de P. ostreatus.

Tabela 1. Teor de vitaminas determinado em amostra de Pleurotus ostreatus (mg/100g de

amostra seca).

Vitamina (mg/100g de massa seca)
Acido ascorbico (Vit. C) 20
Tiamina (Vit. By) 0,9
Riboflavina (Vit. B) 2,5
Acido félico (Vit. Bo) 0,64
Niacina (Vit. Bg) 65
Cobalamina (Vit. Bi,) 0,0006
Calciferol (Vit. D) 0,0003

Fonte: Adaptado de Mattila et al., 2001.

Os cogumelos comestiveis sdo compostos por cerca de 10 % de elementos minerais
(Bano & Rajarathnam, 1988). Os elementos minerais sdo nutrientes inorgénicos classificados

em macroelementos como célcio, fésforo, magnésio, sodio, potassio, cloro e enxofre ou
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microelementos como zinco, ferro, manganés, cobre, fltor, selénio, molibdénio, iodo, cromo,
boro e cobalto. Sdo considerados macroelementos os minerais com indicacdo de ingestdo
minima de 100 mg/dia para um adulto (Costa & Peluzio, 2008). Segundo Scariot (2000) e
Chang (1981), o potassio, 0 magnésio e o fosforo aparecem nos basidiomas em maior
quantidade, ja o calcio e o ferro aparecem em concentracbes menores. Na Tabela 2 esta

apresentada a composic¢do mineral de uma amostra de P. ostreatus.

Tabela 2. Composicdo mineral do cogumelo Pleurotus ostreatus cultivado nos diferentes

residuos madeireiros e agroindustriais da regido amazonica.

Macroelementos Microelementos
Substrato Ca Mg P K Na Fe Zn Mn Cu
(mg/kg) (mg/kg)

Serragem de marupa 0,47 250 7,40 39,68 154,00 151,00 118,00 23,00 11,69
Serragem de pau de balsa 0,34 2,12 10,60 36,84 172,67 | 131,33 124,00 20,33 10,97
Estipe de pupunheira 0,57 1,57 9,74 42,18 181,90 | 115,67 82,00 16,00 9,10

Bagaco de cana 0,60 2,12 6,95 4152 194,40 123,00 96,00 20,67 10,39

Fonte: Sales-Campos et al., 20009.

As fibras estdo presentes de 3 a 32 % em base seca ha composicdo dos cogumelos
comestiveis (Breene, 1990). Sdo encontradas tanto na forma soltvel como insoltvel, sendo as
principais fibras insollveis a celulose e a lignina e, dentre as sollveis, a mais conhecida é o
polissacarideo B-glucana, constituida por ligagdes glicosidicas B(1—3) e B(1—6) e com acdo
potencializadora do sistema imunoldgico (Manzi, 2000).

A composi¢do quimica dos cogumelos pode ser influenciada por inlmeras variaveis,
entre elas a espécie, a idade, o estagio de desenvolvimento, o método de cultivo, a

composi¢do quimica do substrato e as condi¢bes ambientais. Todas elas influenciam
10



diretamente no crescimento micelial e na qualidade dos cogumelos e sdo de extrema
importancia, ja que este vai utilizar varios compostos organicos para fornecer energia ao seu
metabolismo. Com isso, podem ocorrer variacdes na composicdo quimica dos cogumelos,
principalmente, em relacdo a minerais e a qualidade proteica (Crisan & Sands, 1978; Scariot
et al., 2000; Andrade, 2007).

Sendo assim, os basidiomas sdo uma alternativa para incrementar a oferta de
proteinas, vitaminas e aminoacidos. Na Tabela 3 estdo apresentados teores de carboidrato,

proteina, gordura, energia e fibra de algumas espécies do género Pleurotus.
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Tabela 3. Composic¢éo nutricional e calorica de espécies do género Pleurotus.

Espécie Meio cultivo Amostra Carboidrato Proteina Gordura  Energia Fibra Referéncias
(9/1009) (0/100g) (g/100g) (Kcal/100g) (g/100g)
P. ostreatus - Umida 9,30 0,76 0,15 39,27 - Reis et al., 2012
P. ostreatus Palha de arroz Seca 78,1 14,7 1,53 385 - Fernades et al., 2015
P. eryngii - Umida 8,95 1,21 0,16 39,84 - Reis et al., 2012
P. ostreatoroseus Residuo de algodao Seca - 19,7 5,48 - 33,67 Scariot et al., 2000
P. ostreatus Residuo de algodéo Seca - 14,96 8,13 - 31,67 Scariot et al., 2000
P. ostreatus Palha de cereais Seca 40,96 20,56 2,2 - 12,08  Aguilar-Riveraet al., 2012
P. high-king - Seca 29,2 28 41 - 23,6 Ahmed et al., 2013
P. ostreatus - Seca 29,6 28,4 3,8 - 27,4 Ahmed et al., 2013
P. geesteranu - Seca 33,4 31,8 3,6 - 22,6 Ahmed et al., 2013
P. ostreatus Bagaco de cana-de-agucar Seca 41,2 19,68 1,79 - 12,39  Aguilar-Rivera et al., 2012
P. sajor-caju Palha Seca 50,7 26,6 2,0 300 13,3 Chang et al., 1981
P. sajor-caju Residuo de algod&o Seca 455 30,2 1,7 284 14,1 Chang et al., 1981

P. ostreatus Bagaco de usinas Seca 45,14 15,81 1,94 - 12,89  Aguilar-Rivera et al., 2012




2.4 Radicais livres, estresse oxidativo e atividade antioxidante

Moléculas ou ions com elétrons desemparelhados s@o chamados de radicais livres e
considerados altamente instaveis. Os radicais livres derivam de trés elementos: oxigénio,
nitrogénio e enxofre. A partir desses, sdo formadas as espécies reativas de oxigénio (ROS),
espécies reativas de nitrogénio (RNS) e espécies reativas de enxofre (RSS) (LU et al., 2010).
Dentre as espécies reativas, pode-se tomar como exemplo o anion superéxido ('O, "), o radical
hidroxila ('OH), oxigénio singlete (O,), 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO")
(Bandeira et al., 2013).

A formacdo de radicais livres é de ocorréncia natural participando de processos
metabolicos essenciais a vida. Danos oxidativos sdo consequéncias da producédo
desequilibrada entre estas espécies e os antioxidantes. Estudos tém demonstrado que esses
radicais oxidam varios compostos, como proteinas, acidos nucléicos, DNA e lipideos,
podendo levar a formacdo de doencas degenerativas como Alzheimer e aterosclerose (Willet,
2001; Prakash, 2009) (Figura 4).

Antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que, quando presentes em
baixas concentracfes, em comparacdo com a de um substrato oxidavel, inibe ou atrasa
significativamente a oxidacdo. Os antioxidantes sdo compostos que funcionam como
bloqueadores dos processos Oxido-redutivos desencadeados pelos radicais livres (Halliwell,

2007).
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Figura 4. Alvos dos radicais livres.

Fonte: adaptado de Carocho & Ferreira, 2013.
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O sistema antioxidante humano € dividido em dois grupos: antioxidantes

enzimaticos, representados pelas enzimas superéxido dismutase (Sod), catalase (Cat),

glutationa-peroxidade (GPx) e glutationa redutase (GR) e 0s antioxidantes ndo-enzimaticos,

que sao representados principalmente pelas vitaminas, compostos fenélicos e moléculas de

baixo peso molecular encontradas principalmente em frutas e vegetais (Rahman, 2007). O

sistema antioxidante humano é representado na Figura 5.
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Figura 5. Antioxidantes naturais separados por classe. Em verde, estdo representados 0s
antioxidantes exdgenos, enquanto que as palavras em vermelho representam os antioxidantes
enddgenos.

Fonte: adaptado de Carocho & Ferreira, 2013.

Os antioxidantes naturais encontrados nos alimentos mais conhecidos sdo as
vitaminas A, C e E, os flavonodides, os fendlicos e os carotendides. Estes possuem capacidade
de quelar metais e inibir a lipoxigenase e os radicais livres (Duprat, 2012; Silva, et al., 2009;
Pauli, 2010). Estudos tém demonstrado efeitos benéficos referentes ao consumo de frutas e
vegetais ricos em antioxidantes, perante a ocorréncia de doencas como cancer, Alzheimer,

aterosclerose, etc. (Willet, 2001).
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Os cogumelos do género Pleurotus tém estimulado estudos cientificos devido aos
seus inumeros metabolitos bioativos e as suas propriedades bioldgicas. Entre elas, destaca-se a
acao antitumoral (Wolff et al., 2008; Dalonso et al., 2010), anti-inflamatéria (Smiderle et al.,
2008) e antioxidante (Jayakumar et al., 2009). Na Tabela 4 estdo apresentadas as principais

atividades bioldgicas dos metabolitos bioativos de diferentes espécies do género Pleurotus.
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Tabela 4. Principais atividades bioldgicas relatadas para cogumelos do género Pleurotus.

Atividade biol6gica

Espécie

Modelo de estudo

Referéncias

Antitumoral P. citrinopileatus In vitro Wang et al., 2005
P. sajor-caju Finimundy et al., 2013; Dalonso et al., 2010
Antidiabética P. ostreatus In vivo Choudhury & Rahman, 2013
Antioxidante P. florida In vitro Im et al., 2014
P. ostreatus Dubost et al., 2007; Jayakumar et al., 2009
P. ostreatoroseus Corréaet al., 2015
P. sajor-caju Finimundy et al., 2013
Anti-hipertensiva P. tuber-regium In vivo Ikewuchi et al., 2013
P. ostreatus Choudhury & Rahman, 2013
Anti-inflamatéria P. pulmonarius In vivo Smiderle et al., 2008
P. florida Im et al., 2014
Analgésica P. pulmonarius In vivo Smiderle et al., 2008
Hepatoprotetora P. eryngii In vivo Chen et al., 2012
Hipolipidémica P. eryngii In vivo Chenetal., 2012
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2.5 Compostos bioativos presentes em cogumelos

2.5.1 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo estruturas que possuem no minimo um anel aromatico,
em que pelo menos um hidrogénio é substituido por um grupo hidroxila (Lee et al., 2005).
Estes sdo metabolitos secundarios produzidos principalmente por plantas e fungos (Tsao,
2010). Séo sintetizados em resposta ao estresse ambiental e fisiologico como a acdo de
agentes patogénicos, ataque de insetos e radiacdo ultravioleta, participam também de
processos germinativos de sementes, desenvolvimento e reproducdo das plantas (Treutter,
2006).

Dreosti (2000) reportou a existéncia de 8000 compostos fenolicos, sendo possivel
dividi-los em dois grandes grupos: os flavondides e ndo flavondides. No grupo dos
flavondides estdo as flavonas, flavanois, flavondis, flavanonas, isoflavonas e antocianinas.
Entre os compostos denominados ndo flavonodides estdo os acidos fendlicos, lignanas e
estilbenos (Li et al., 2009).

Os compostos fendlicos possuem moléculas simples ou com alto grau de
polimerizacdo que se apresentam livres ou ligadas a acUcares e proteinas. Devido a presenca
destas moléculas e a interacdo das mesmas com os radicais livres, os compostos fenolicos sdo
conhecidos como excelentes antioxidantes (Rice-Evans et al., 1996; Angelo & Jorge, 2007).
Além disso, possuem também, capacidade de quelar metais e inibir a lipoxigenase (Decker,
1997). Diversas propriedades biologicas dos compostos fendlicos ja foram descritas, tais
como atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e cardioprotetora. Além disso,
estdo associados a reducdo de riscos de doencas cronicas, incluindo cancer e doencas

cardiovasculares (Bouayed & Bohn, 2010; Boeing et al., 2012).
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Estudos tém relatado a presenca de compostos fendlicos em espécies de cogumelos
comestiveis e selvagens como: Cantharellus cibarius (Valentdo et al., 2005), A. bisporus,
Lentinula deliciosus (Barros et al., 2009), P. ostreatus, L. edodes, P. eryngii, Agaricus blazei
(Kim et al., 2008), P. djamour, Lentinus sajor-caju e P. sajor-caju (Puttaraju et al., 2006).
Entre os compostos fendlicos detectados em espécies de cogumelos, pode-se citar 0s acidos

fenolicos (Puttaraju et al., 2006) e as catequinas (Kim et al., 2008).

2.5.1.1 Acidos fenélicos

Os é&cidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula (Soares, 2002).
Sédo divididos em dois subgrupos, os acidos hidroxibenzoicos que apresentam uma estrutura
C6-C1, destacando-se os acidos galico, p-hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico
e 0s acidos hidroxicindmicos que sdo compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés
carbonos (C6-C3), como acidos cafeico, feralico, p-cumarico e sinapico (Balasundram et al.,
2006; Russell & Duthie, 2011) (Figura 6).

Balasundram et al. (2006) relatou que, devido a dupla ligacdo presente na molécula
dos derivados do acido cindmico, os acidos sinapticos, ferulico e p-cumérico sdo

antioxidantes mais ativos do que os derivados do acido benzéico.
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Acido protocatecuico: R;=0H, R, =H Acido cafeico: Ry =0H, R,=H
Acido vanilico: R, =0OCH;, R,=H Acido ferilico: R, =0CH;, R,=H

Acido siringico: Ry =R, =0OCH;

Figura 6. Estrutura quimica dos &cidos hidroxibenzdicos (a) e hidroxicindmicos (b).

O 4acido cafeico é o maior representante do grupo dos acidos fendlicos, estando
presente nos alimentos, principalmente como acido clorogénico, que é um éster do acido
quimico com o &cido cafeico. O &cido cafeico é produzido pelo metabolismo das plantas
(Olthof, 2001). Estudo realizado por Oke & Aslim (2011) mostrou que a catequina, 0 &cido
cafeico e 0 &cido galico sdo os componentes fendlicos mais comumente encontrados nos
extratos de cogumelos. Reis et al. (2012), detectaram nas espécies de P. eryngii e P. ostreatus
acido cinamico, acido hidroxibenzoico e acido cumarico. Woldegiorgis et al., (2014) também
avaliaram uma amostra de P. ostreatus e detectaram o &cido cafeico, acido galico e o acido p-

hidroxibenzoico.

2.5.1.2 Catequina

As catequinas sdo flavonoides pertencentes ao grupo dos polifendis que apresentam
um ou mais grupos de hidroxilas fenolicas, ligadas por no minimo um anel aromatico. Esse
composto e encontrado em alguns alimentos e bebidas como frutas, verduras, café e vinho

(Fine, 2000). As catequinas apresentam propriedades biologicas benéficas a salde. Estudos
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mostraram efeito anti-inflamatdrio, inibidor de células cancerigenas, antiarterosclerotico e
antiobesidade (Kao et al., 2000; Miura et al., 2001; Kampa et al., 2004).

Ja foi reportada a presenca de catequina em algumas espécies de cogumelos
comestiveis. Lin et al., (2014) ao analisarem amostras secas de basidiomas de P. eryngii
coletadas no 10°, 12° e 15° dia, detectaram teores consideraveis de catequina (0,38 £+ 0,02
mg/g, 0,36 £ 0,03 mg/g e 0,33 = 0,02 mg/g, respectivamente) e, a0 comparar 0s teores de
compostos fenodlicos totais nos diferentes tempos de coleta, observaram que as amostras
coletadas no 10° dia apresentaram concentracdo superior. Kim et al. (2008) detectaram
catequina nas amostras de L. edodes, A. blazei e Ganoderma lucidum (3 pg/g, 22 pg/g e 14
ug/g, respectivamente). Segundo os mesmos autores, o conteldo fendlico presente nos

cogumelos contribui para a capacidade antioxidante.

2.5.2 Ergotioneina

A ergotioneina é um derivado de aminoacido que apresenta um atomo de enxofre no
anel imidazol (Figura 7). Este tiol com solubilidade elevada em &agua é sintetizado
principalmente por fungos, algumas cianobactérias e micobactérias, apresentando

concentracdo maior em fungos (Beelman et al., 2007; Pfeiffer et al., 2011).

o)
HN X OH
._CH;
NH N
3
HS  Hie” Yy,

Figura 7. Estrutura quimica da Ergotioneina.
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A ergotioneina é encontrada em quantidades pequenas em diversos alimentos, porém
as maiores concentracdes sdo encontradas em algumas espécies de cogumelo (onde é
sintetizada), feijao preto e vermelho, carne vermelha e alguns érgdos como o figado e rim (Ey
et al., 2007). Num estudo realizado por Dubost (2006) para determinar os niveis de
ergotioneina em diferentes cogumelos, foi observado que tanto os cogumelos de podriddo
branca como 0s marrons podem ser ricos em ergotioneina e que mesmo submetendo o0s
cogumelos a altas temperaturas (cozimento), o teor de ergotioneina néo se alterava.

Estudos mostraram que a ergotioneina acumula-se em concentracfes elevadas em
varias células e tecidos nos seres humanos como eritrocitos, medula dssea, figado, rim, fluido
seminal e nas corneas (Leone et al., 1951; Melville et al., 1954; Shires et al., 1997). Estudo
realizado por Lamhonwah (2006) mostrou que este aminoacido pode ser transportado
principalmente pelo transportador da carnitina, mais especificamente o transportador cation
organico (OCTN1).

A ergotioneina é considerada um poderoso antioxidante in vivo devido ao seu efeito
protetor contra o dano oxidativo celular, capacidade de varrer radicais livres, efeito protetor
contra UV, protecdo contra lesdo neuronal e prevencdo e/ou tratamento para doencas
inflamatorias cronicas (Jang et al., 2004; Dubost et al., 2007; Laurenza et al., 2008; Botta et
al., 2008). Kato et al. (2010) observaram que ratos completamente deficientes de ergotioneina
eram mais suscetiveis ao estresse oxidativo. Como 0 organismo humano ndo € capaz de
sintetizar este aminoacido, a melhor forma para obtencéo dele é através da ingestdo alimentar
de alimentos fontes.

Estudos ja reportaram a presencga desse composto bioativo em diferentes espécies de
cogumelos. Chen et al. (2012) avaliaram e detectaram teores de ergotioneina em vinte
especies de cogumelos, destas vinte amostras avaliadas nove eram espécies de Pleurotus.

Segundo 0os mesmos autores, 0s valores detectados para as amostras de Pleurotus variaram de
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258,9 + 12,4 mg/kg (Pleurotus cystidiosus) a 2850,7 £ 10,6 mg/kg (Pleurotus citrinopileatus)
e, ao comparar trés espécies de P. ostreatus de diferentes regides, observaram diferenca na
concentracdo deste composto (P. ostreatus (Japdo) — 944,1 + 43,1 mg/kg; P. ostreatus

(Coreia) — 1829,4 + 49,9 mg/kg; P. ostreatus (Taiwan) — 1458,4 + 35,3 mg/kg).

2.5.3 Lovastatina

Estatinas sdo substancias com estrutura esterdide gque agem inibindo a enzima
hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, a primeira enzima da via da
biossintese do colesterol. As estatinas sdo a classe de medicamentos mais utilizados para o
tratamento de hipercolesterolemia, podendo prevenir, também, a formacdo da placa de
ateroma (Barrios-Gonzalez & Miranda, 2010).

As estatinas vém sendo estudadas, pois apresentam propriedades anti-inflamatéria e
antioxidante, bem como pro-fibrinoliticas, podendo colaborar na prevencdo de sindromes
coronarias agudas e doenca aterosclerética (Aarons et al., 2007). A mevastatina, primeira
estatina descoberta, foi isolada a partir de culturas de Penicillium sp., ja a lovastatina foi
isolada do fungo Aspergillus terrus e foi a primeira estatina aprovada para uso em humanos
(Endo et al., 1976; Alberts et al., 1980). Desde a descoberta de estatinas naturais, extratos de
fungos vém sendo utilizados como aditivos alimentares para auxiliar no controle do colesterol
(Hajjaj et al., 2003; Hong et al., 2003).

A producdo de lovastatina tem sido relatada em diversas espécies de fungos, tais
como Monascus spp. (Kimura et al., 1990), Penicillium citrinium (Endo et al., 1976),
Paecilomyces viridis (Kimura et al., 1990), Penicillium purpurogenum, Pleurotus sp. e
Trichoderma viride (Javiel & Marimuthu, 2010). Chen et al. (2012), ao analisarem o teor de
lovastatina presente no basidioma e micélio de diferentes espécies de cogumelos,

conseguiram detectar quantidades consideraveis em quase todas amostras avaliadas. Também
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é descrito neste estudo que as espécies de Pleurotus apresentaram teores representativos de
lovastatina no basidioma (P. ostreatus — 606,5 + 5,6 mg/kg de peso seco). Bobek & Galbavy
(1999) ao avaliarem o efeito hipocolesterolémico de P. ostreatus, observaram reducdo de 10

% na ocorréncia e no tamanho de placas aterosclerdéticas em coelhos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da dissertacdo estdo apresentados na forma de trés artigos cientificos, 0s

quais serdo submetidos a revistas internacionais.

Artigo 1: Avaliacdo da producdo e caracterizacao nutricional de linhagens de Pleurotus spp.

cultivadas em diferentes substratos

Artigo 2: Determinacdo dos compostos fenolicos e atividade antioxidante do miceélio e

basidioma de diferentes linhagens de Pleurotus spp.

Artigo 3: Ergotioneina e lovastatina: agentes bioativos produzidos por linhagens de Pleurotus

SPp.
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3.1 Artigo 1: Avaliacdo da producéo e caracterizacdo nutricional de linhagens de Pleurotus

spp. cultivadas em diferentes substratos
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Avaliacdo da producéo e caracterizacao nutricional de linhagens de Pleurotus spp.

cultivadas em diferentes substratos

Gabriela Chilanti®, Leticia Oso6rio da Rosa?, Liliane Poleto®, Marli Camassola?, Roselei C.
Fontana?, Aldo J. P. Dillon?

# Laboratério de Enzimas e Biomassas, Instituto de Biotecnologia, Universidade de

Caxias do Sul (UCS), 95070-560, Caxias do Sul — RS, Brasil

Resumo

O aumento do consumo e o conceito de que sdo alimentos ricos em nutrientes com diversas
atividades bioldgicas, aponta para a necessidade de ampliar os conhecimentos sobre a
composicdo e a diversidade dos cogumelos comestiveis. Um dos géneros de cogumelos que
apresenta grande consumo mundial é o Pleurotus. Neste contexto, o objetivo deste trabalho,
em uma primeira etapa, foi avaliar a producédo de nove linhagens de Pleurotus spp., coletadas
no Rio Grande do Sul/RS, utilizando serragem de Pinus sp. (MCS) e, posteriormente, avaliar
a producdo de trés linhagens utilizando meio contendo bagaco de uva organica (MCSU) e
borra de café (MCSC). As nove linhagens cultivadas em meio MCS apresentaram valores
semelhantes de rendimento, eficiéncia biologica e produtividade, ja as linhagens cultivadas
nos diferentes meios apresentaram resultados superiores para estes parametros. Foi possivel
observar que as linhagens cultivadas em meio MCSC apresentaram maior teor de proteina
(41D - 46,60 + 0,09 g/100g). O acucar mais abundante detectado nas linhagens cultivadas em
MCS foi a maltose, sendo a linhagem PS-2001 a apresentar o maior teor (17,51 + 0,12
0/100g). As linhagens cultivadas em MCS apresentaram maior teor de fibra alimentar. Diante

dos resultados obtidos, sugere-se que a composi¢do do substrato influencia na composicéao e
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producdo dos cogumelos, salientando que é possivel obter cogumelos comestiveis com
elevado valor nutricional.

Palavras-chave: bagaco de uva, borra de café, proteinas, fibra alimentar.

1. Introducéo

Para a producdo comercial de cogumelos saproéfitas, como os do género Pleurotus,
sdo utilizados residuos gerados em abundancia pela agroindustria. Entre os residuos estdo:
bagaco de uva, palhas de trigo e arroz, gramineas, serragens de madeira, polpa e casca de
frutas, folhas de bananeira, polpa de café, bagaco de cana-de-agucar, entre outros (Moda et
al., 2005; Moura, 2008; Gambato et al., 2016). Estudos tém mostrado que a adicdo de
suplementos, como farelo de arroz e residuos de macd ao meio de cultivo, altera os
parametros produtivos e aumenta a producdo de cogumelos (Mane et al., 2007; Gambato et
al., 2016).

Sdo conhecidas mais de duas mil espécies de cogumelos comestiveis, porém menos
de vinte e cinco sdo comercializadas (Lindequist et al., 2005). Devido a facilidade de cultivo,
baixo custo e menor tempo de crescimento, Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus
spp. e Flammulina velutipes s&o as espécies mais cultivas no mundo (Bonatti et al., 2004;
Miles & Chang, 2004; Aida et al., 2009). Os cogumelos do género Pleurotus sd&o muito
conhecidos e utilizados por apresentarem caracteristicas gastrondmicas, propriedades
medicinais e crescerem em diferentes substratos (Puttaraju et al., 2006; Lechner & Albertd,
2011).

Os cogumelos comestiveis devido ao seu alto teor de proteina, carboidrato, fibras,
vitaminas e minerais e baixo teor de gordura sdo considerados alimentos de alto valor
nutricional. Além disso, sdo fontes de compostos fendlicos com atividade antioxidante,

podendo colaborar na prevencdo de diversas doencas como diabetes, hipertenséo,
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hipercolesterolemia e cancer (Chang, 1996; Wasser & Weis, 1999; Mattila et al., 2001; Lee et
al., 2007; Heleno et al., 2010). A composi¢do quimica, bem como o valor nutricional dos
cogumelos comestiveis, pode variar conforme a espécie, condi¢bes de cultivo e estagio de
maturacdo (Miles & Chang, 1988).

Ja foi reportada a producdo de cogumelos do género Pleurotus, utilizando serragens e
bagaco de uva, sendo que o0 bagaco de uva destaca-se pela sua composic¢ao rica em compostos
fenolicos (Camassola et al., 2013; Gambato et al., 2016). A borra de café ainda é pouco
utilizada, porém o seu uso indica a producdo de cogumelos com maior teor de proteina e
compostos fenolicos. Desta forma, o uso de substratos variados pode resultar em cogumelos
com diferentes composi¢des. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producao
e o valor nutricional de linhagens de Pleurotus spp. isoladas no Estado do Rio Grande do
Sul/Brasil, quando cultivadas em meio serragem (MCS), bagaco de uva (MCSU) e borra de

café (MCSC).

2. Materiais e métodos
2.1 Microrganismos

Foram utilizadas nove linhagens de cogumelos do género Pleurotus isoladas no
Estado do Rio Grande do Sul/Brasil (Tabela 1), pertencentes a cole¢do de microrganismos do
Laboratério de Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias do Sul/RS. As linhagens
utilizadas estdo depositadas na se¢do micoldgica do Herbario da Universidade de Caxias do
Sul (UCS/MUSIC) com duplicatas depositadas no herbario Alarich Schultz (HAS), Fundacéo
Zoobotanica do Rio Grande do Sul (FZB/RS). Estas linhagens séo resultantes de trabalho de

selecdo e isolamento de fungos autdctones (Rosa, 2016).

29



Tabela 1. Linhagens de Pleurotus spp. utilizadas neste trabalho.

Cadigo de L Cadigo o ~ NUmero de .
coleta Espécie Herbario/UCS Localizacao Data/Estacao 2CESSO Identidade
38D P. pulmonarius (Fr.) P. MIUCS 330 Nova Petrépolis (RS)? 13/05/2010 GU722282.1 99 %
Kumm (outono)
129H.5 P. pulmonarius (Fr.) P. MIUCS 1143 Séo FranC|sco3de Paula 23/04/2011 KFE280340.1 99 %
Kumm (RS) (outono)
88F.13 P. albidus (Berk.) MIUCS 1586 Séo FranC|sco3de Paula 13{11/2011 KE280332 1 99 %
Pegler (RS) (primavera)
93F.18 P. albidus (Berk.) MIUCS 1591 Séo FranC|sco3de Paula 13/_11/2011 KE280332 1 99 %
Pegler (RS) (primavera)
26C P pulmonarius (Fr.)P. MIUCS 230 NovaPetrépolis (RS)! /092010 KP026252.1 97 %
Kumm (outono)
P. pulmonarius (Fr.) Cultivado - Caxias do ) ) )
PS — 2001 Quél MIUCS 1215 sul (RS)°
89F 7 P. albidus (Berk.) MIUCS 1580 Séo Franmscoade Paula 13/_11/2011 KE280332 1 100 %
Pegler (RS) (primavera)
41D P. cf. pulmonarius (Fr.) MIUCS 333 Nova Petrépolis (RS)* 28./ 08/2011 - -
P. Kumm (inverno)
189H.3 P. pulmona,rlus (Fr.) MIUCS 1206 Séo FranC|sco4de Paula 29/05/2010 GU722282 1 99 %
Quel (RS) (outono)

1- Pinheiro Multissecular; 2 - Parque Aldeia do Imigrante; 3 - Fazenda dos Novilhos - Familia Osorio; 4 - Fazenda dos Novilhos /Faxinal dos

Pellcios - Familia Rosa; 5 - Cultivado - RS - Caxias do Sul - UCS - Bloco 57.
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2.2. Meios de cultivo e manutencéo

As linhagens foram mantidas em meio agar serragem (MS) de Pinus sp., composto
por (g/L): Pinus sp., 20; farelo de trigo, 20; CaCOs3, 2,0; agar-agar, 20. O meio foi autoclavado
a 1 atm por 20 minutos.

Para a obtencdo dos basidiomas das nove linhagens foi utilizado o meio de cultivo
(MCS) com a composicao (g/100 g de meio): serragem de Pinus sp. 94; farelo de trigo, 5;
CaCO0s, 1,0 e agua destilada para a obtencdo de 66 % de umidade, como descrito por Tan &
Wahab (1997). Posteriormente, os basidiomas (122H.5, 41D e 26C) foram produzidos com duas
formulacdes de meio, onde 50 % da serragem foi substituida por bagaco de uva organica
(MCSU) ou 50 % de borra de café (MCSC). O bagaco de uva (Vitis labrusca L.) (91 % de
casca, 8,5 % de talos e 0,5 % de sementes) foi gentilmente doado pela empresa Econatura
Produtos Ecoldgicos e Naturais Ltda, localizada na Serra Gadcha (Brasil). Os meios foram

mantidos em autoclave a 1 atm por 3 horas.

2.3. Condicbes de Cultivo

A producéo dos cogumelos foi realizada em sacos de polipropileno, contendo 2 kg de
meio. O in6culo consistiu de dez discos de 1,5 cm de didmetro. Os sacos foram mantidos em
28 °C. Ap6s o0 meio de cultivo estar completamente colonizado e ser observada a presenca dos
primérdios, os sacos foram perfurados com bisturi e transferidos para uma estufa com
temperatura ambiente (20 e 30 °C) e umidade relativa do ar (70 a 90 %). A producdo dos

basidiomas foi realizada em triplicata.

2.4. Parametros produtivos

O rendimento foi determinado de acordo com Baysal et al. (2003), segundo a

relacdo: Rendimento = massa fresca dos cogumelos / massa fresca do substrato x 100 e 0s
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resultados expressos em percentual. Para a determinacdo da eficiéncia biologica, utilizou-se a
relacdo: Eficiéncia Biologica (%) = massa fresca dos cogumelos / massa seca do substrato x
100 (Kurt & Buyukalaca, 2010). A determinacao da produtividade foi realizada utilizando a
relacdo proposta por Yildiz et al. (2002) (Produtividade (g/dia) = Eficiéncia Bioldgica /

numero total de dias de cultivo).

2.5. Preparo das amostras e extratos

Os basidiomas foram coletados em + 45 dias de cultivo. Os basidiomas resultantes
das diferentes coletas foram homogeneizados. Posteriormente, estes foram desidratados
durante + 24 horas a 50 - 60 °C, triturados em moedor (Cadence®) e armazenados em
recipientes fechados (protegidos da claridade).

Para a determinacgdo de acgUcares livres, realizou-se extracdo através da agitacdo de 1
g de cogumelos em p6 e 10 mL de agua fervente (100 °C), durante 15 minutos. A suspensio
resultante foi centrifugada a 3220 g por 15 minutos e o sobrenadante armazenado para

posteriores analises (Puttaraju et al., 2006).

2.6. Determinacao da composicao
2.6.1. Valor nutricional

Foram realizadas as determinacGes de cinza, umidade, gordura, proteina e fibra
alimentar. A determinacdo de proteina e fibra alimentar foi realizada conforme método
AOAC (1995) e gordura seguindo método de IAL (2008), sendo as andlises realizadas pelo
Laboratorio de Analises e Pesquisas em Alimentos (LAPA/UCS). Para transformar o nimero
de g de nitrogénio em numero em g de proteinas foi utilizado o fator de correcéo 6,25. Os
carboidratos foram calculados por diferenca (carboidrato = 100 - teor proteina - teor gordura -

teor de umidade - teor de cinzas - teor de fibra dietética).
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Para a determinacdo da umidade, as amostras foram mantidas em estufa (105 °C),
durante 3 h. Enquanto que a determinacdo das cinzas foi realizada por incineracdo em mufla
(575 °C), por 2 h (IAL, 2008). O célculo da energia deu-se de acordo com a equacéo: energia

(kcal) = 4 x (g proteina + g carboidrato) + 9 x g gordura.

2.6.2. Acucares livres e Poliois

Foi avaliada a presenca de maltose, glicose, manitol, xilitol, arabinose, galactose,
xilose, ramnose e frutose. Os agucares e 0s polidis foram determinados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para a determinacdo dos agUcares e polidis foi empregado
um sistema (Shimadzu, Quioto, Japdo) equipado com uma bomba quaternaria LC-20AD,
desgaseificador DGU-20A3, forno para coluna CTO-20% e detector de indice de refracdo RID-
108, As condicBes cromatograficas utilizadas foram: coluna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8
mm), temperatura 60 °C, fluxo 0,6 mL/min, volume de injecdo 20 L e o acido sulfdrico (5
mMol/L) foi utilizado como fase mdvel. Os resultados foram expressos em mg/100g de peso
seco e a identificacdo foi feita com base no tempo de retencdo dos picos dos padrdes (maltose
-7min84s, glicose — 9min44s, manitol — 10min48s, xilitol — 11min57s). A quantificacdo foi
determinada utilizando uma curva padrdo com concetragdes conhecidas (maltose - 1,8 - 30

mg/mL, glicose - 0,18 - 3 mg/mL, manitol - 0,3 - 5 mg/mL, xilitol - 0,18 - 3 mg/mL).

2.7. Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em média +
desvio padrdo. Os dados foram analisados por variancia (one-way ANOVA) e p0Os-teste de
Tukey, considerando nivel de probabilidade inferior a 5 % (p<0,05), utilizando o software

PrismGraphPad® (versdo 5.0.1.334).
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3. Resultados e discusséo
3.1. Producéo dos cogumelos do género Pleurotus

Na Tabela 2 estdo os resultados de rendimento, a eficiéncia bioldgica e a
produtividade das linhagens de Pleurotus spp. produzidas em meio MCS, MCSU e MCSC.

Foi possivel observar que as linhagens 189H.3, PS-2001, 93F.18 e 82F.7
apresentaram resultados superiores para o rendimento, eficiéncia bioldgica e produtividade,
quando comparadas com as demais linhagens em meio MCS. Para as linhagens 189H.3, PS-
2001, 93F.18 e 82F.7, o rendimento foi de 12,65 £ 0,19 %, 12,46 + 0,35 %, 11,83 + 0,81 % e
de 11,80 + 0,09 %, respectivamente, sendo que o menor rendimento foi apresentado pelas
linhagens 122H.5, 26C e 41D. Quando comparada a eficiéncia bioldgica e a produtividade das
linhagens avaliadas, os valores obtidos ficaram entre 14,47 + 0,23 - 23,91 £ 0,09 % e 0,25 +
0,01 - 0,43 £ 0,01 g/dia, respectivamente (Tabela 2). Gambato et al. (2016), em cultivo de
Pleurotus albidus, obtiveram 11,42 + 2,45 % de rendimento quando cultivado em serragem de
Pinus sp.

As linhagens 122H.5, 26C e 41D apresentaram baixo rendimento, eficiéncia
bioldgica e produtividade quando produzidas em meio MCS. A fim de verificar a influéncia
do meio de cultivo, estas linhagens foram cultivadas em meio MCSC e MCSU. Pode-se
observar na Tabela 2 que a alteragdo na composicdo do meio de cultivo resultou em
incremento do rendimento, eficiéncia bioldgica e produtividade. Quando os cogumelos foram
produzidos em meio MCSU, o rendimento aumentou e foi semelhante entre todas as
linhagens. A eficiéncia bioldgica e a produtividade também aumentaram, porém os valores
foram variados entre as linhagens avaliadas nos diferentes meios. Os valores de eficiéncia
bioldgica apresentados no presente estudo foram semelhantes aos apresentados pelo Pleurotus
sajor-caju cultivado em folha de bananeira e suplementado com farelo de arroz (38,37 + 1,08

%) em estudo de Pokhrel et al. (2013).
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Tabela 2. Rendimento, eficiéncia bioldgica e produtividade de linhagens de Pleurotus spp. em

meio serragem (MCS), serragem/borra de café (MCSC) e serragem/bagaco de uva (MCSC).

Rendimento Eficiéncia Biolégica Produtividade

Fungos

(%) (%) (g/dia)
MCS
38D 10,0 + 0,449 18,98 + 1,059 0,34 + 0,01
122H.5 7,90 +0,15" 14,93 + 0,44Y 0,27 + 0,0’
88F.13 9,69 +0,29%" 18,30 + 0,34" 0,37 +£0,019"
93F.18 11,83 +0,81 22,35+ 1,27™ 0,43 + 0,01
26C  7,69+0,05" 14,53 + 0,07 0,29 + 0,0"
PS — 2001 12,46 + 0,35 23,55 + 0,93 0,43 + 0,01
82F.7 11,80 + 0,09 22,30 + 0,43™ 0,41 + 0,01
41D 7,66 +0,03" 14,47 + 0,23 0,25 + 0,01/
189H.3 12,65+ 0,19 23,91 + 0,09 0,43 +0,0'
MCSC
41D 33,97 £0,57° 53,08 + 0,88° 1,05 +0,02°
26C 41,84 + 1,66° 65,38 + 2,58° 1,09 + 0,042
122H.5 31,37 +0,35° 49,02 + 0,54° 0,98 + 0,01°
MCSU
41D 23,25+ 0,50° 36,33 + 0,78° 0,73 +0,01°
26C 20,19 +0,37° 31,55 + 0,57° 0,61 +0,01°
122H.5 24,57 +0,11° 38,40 + 0,16° 0,64 + 0,00°

Os valores apresentados sdo resultantes da média de dois experimentos. Em cada coluna,
valores com letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05). Meio serragem (MCS);

serragem/bagaco de uva (MCSU) e serragem/borra de cafée (MCSC).

Ao se avaliar as linhagens produzidas em meio MCSC, observou-se que os valores
de rendimento, eficiéncia biologica e produtividade foram superiores aos valores obtidos nas
mesmas linhagens cultivadas em MCS e MCSU. Destaca-se que a linhagem 26C apresentou
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rendimento (41,84 + 1,66 %), eficiéncia bioldgica (65,38 £+ 2,58 %) e produtividade (1,09 +
0,04 g/dia) superiores quando comparado com as demais linhagens avaliadas, sendo superior
também aos valores apresentados pela mesma linhagem quando produzidas em MCS e
MCSU. Fan et al. (2000) avaliaram a producdo de Pleurotus ostreatus em casca de café e
obtiveram de 72,5 % a 95,6 % de eficiéncia bioldgica. Lechner e Alberté (2011) cultivaram
Pleurotus albidus em palha de trigo e mostraram um nivel de eficicia bioldgica de 171,3 %.
Estudo realizado por Patil (2012), que determinou rendimento e eficiéncia bioldgica de P.
sajor-caju cultivados em diferentes substratos, obteve 84,56 % de eficiéncia bioldgica para o
cultivado em palha de soja.

Desta forma, destaca-se que a variacdo da composicdo do meio de cultivo influencia
no rendimento, eficiéncia bioldgica e produtividade, sendo que os resultados superiores foram
obtidos em meios formulados com borra de café e bagaco de uva. O bagaco de uva é um
residuo com elevado teor de fibra dietética (beta-glucana, celulose e pectina) e altos niveis de
polifendis, sendo que estes compostos podem influenciar na composi¢do dos cogumelos

(Llobera & Canellas, 2007).

3.2. Valor nutricional

Os resultados da composicdo nutricional de nove linhagens cultivadas em meio
serragem, serragem/bagaco de uva e serragem/borra de café estdo apresentados na Tabela 3.
Foi possivel obter diferencas significativas em todos os parametros avaliados. O teor de
umidade obtido nas amostras de cogumelos secos produzidos em meio serragem variou de
9,92 + 0,02 g/100g (122H.5) a 7,56 + 0,22 g/100g (26C). As trés linhagens (122H.5, 41D e
26C) cultivadas em MCSU apresentaram teor de umidade superior (12,30 £ 0,14 g/100g;
12,43 + 0,46 ¢/100g; 12,49 + 0,16 g/100g, respectivamente), quando comparado com as

mesmas linhagens cultivadas em MCS e MCSC. Para cinzas, as linhagens 88F.13 e 93F.18
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cultivadas em MCS apresentaram o maior teor (7,77 + 0,01 g/100g; 7,28 + 0,21 g/100g),
enquanto que a linhagem 122H.5 apresentou 0 menor teor (4,27 + 0,02 g/100g). Valores
semelhantes foram apresentados em estudo de Fernandes et al. (2015) que obtiveram 5,69 +
0,64 ¢g/100g de cinzas na amostra controle de P. ostreatus. O teor de cinzas foi maior nos
basidiomas produzidos em MSCS e MCSU, quando comparado com 0 meio MCS (Tabela 3).

Foi possivel observar diferencas no teor de proteinas entre as linhagens avaliadas e
que a linhagem PS-2001 apresentou teor superior as demais linhagens (24,26 + 0,06 g/100g9)
em meio de cultivo MCS (Tabela 3). Quando comparado o teor de proteina das trés linhagens,
nos diferentes meios, foi possivel observar que as linhagens 122H.5 e 41D obtiveram um teor
superior quando produzidas em meio MCSC (30,18 + 0,09 ¢/100g; 46,60 + 0,09 ¢/100g,
respectivamente), sendo que se comparados os teores de proteina da linhagem 41D produzida
em MCSC e MCS, o valor obtido no meio MCSC foi o dobro do teor obtido no MCS (21,16 +
0,13 g/100g) e quase 50 % da composicao nutricional total do cogumelo. Ja a linhagem 26C
apresentou valores semelhantes nos basidiomas produzidos em MCSC e MCSU (27,87 + 0,02
0/100g e 27,85 + 0,02 g/100g, respectivamente) e superiores aos produzidos em MCS (22,90
+ 0,04 g/100g).

Fernandes et al. (2015) obtiveram teores de proteinas inferiores, 14,7 + 0,4 g/100g
(amostra controle), 9,71 + 0,02 g/100g (amostra cultivada em papel branco) e 9,29 + 0,08
9/100g (amostra cultivada em papel impresso). O teor de proteina também foi superior ao
obtido em P. sajor-caju (13,0 g/100g) e P. ostreatus (13,1 g/100g) cultivados em palha de
arroz e P. sajor-caju (18,4 g/100g) e P. ostreatus (16,9 g/100g) cultivados em palha de
bananeira (Bonatti et al. 2004). Quando comparado o teor de proteina obtido em 100g de
massa seca de cogumelo com outros alimentos, o valor encontrado é superior ao obtido em

um bife bovino cru (21,2 g/100g) e peito de frango cru (21,5 g/100g), superior também a
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muitos alimentos de origem vegetal como brocolis (3,6 g/100g) e feijao preto cru (21,3
0/100g), podendo ser considerado uma alternativa proteica para uma alimentacdo vegetariana.

O teor de gordura identificado foi diferente entre as linhagens, sendo que os valores
variaram entre 1,53 £ 0,03 g/100g (38D) e 2,25 + 0,04 g/100g (88F.13). Para as linhagens
cultivadas em meio MCSU e MCSC, os teores de gordura foram inferiores, com excecao da
linhagem 122H.5 (Tabela 3). Os valores obtidos no trabalho sdo semelhantes aos citados em
estudo realizado por Fernandes et al. (2015) em que foi analisada amostra de P. ostreatus,
produzido em palha de aveia e obtiveram teor de gordura de 1,53 + 0,25 g/100g e inferior ao
apresentado em estudo de Bonatti et al. (2004), onde o teor de gordura em P. ostreatus,
cultivado em palha de arroz foi de 6,32 g/100g.

Como o carboidrato foi quantificado por diferenca, a linhagem PS-2001 que
apresentou o maior teor proteico, menor teor de fibra alimentar, também foi a linhagem que
apresentou o maior teor de carboidrato (19,67 + 0,57 g/100g) e o maior valor calérico (Tabela
3). Os teores de carboidrato e energia dos basidiomas cultivados em MCSC e MCSU foram
diferentes as mesmas linhagens cultivadas em MCS. Destaca-se a linhagem 41D, que devido
ao seu alto teor de proteina quando cultivado em MCSC apresentou 0 menor teor de
carboidrato (10,28 + 0,38 g/100g). Patil (2012) avaliou o teor de carboidrato em P. sajor-caju
(palha de trigo) e obteve 56 g/100g. Bonatti et al. (2004) apresentaram valores superiores de
carboidrato para P. ostreatus e P. sajor-caju cultivados em palha de bananeira (47 g/100g e

43 g/100g, respectivamente).
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Tabela 3. Composicdo centesimal (g/100g) e caldrica (kcal/100g) dos basidiomas secos de

linhagens do género Pleurotus spp. em meio serragem (MCS), serragem/borra de café (MCSC)

e serragem/bagaco de uva (MCSU).

Fibra Energia
Fungos  Umidade Cinzas Proteina Gordura  Carboidrato Lo g
Dietética (kcal)
MCS
38D  9,62+0,11°  4,66+0,04°" 18,38+0,11% 1,53+0,03° 12,47+151° 53,34+1,45°  137,17+5,35
122H.5  9,92+0,02  4,27+0,02%" 18,18+0,06" 1,69+0,01°® 15,4640,40° 50,48+0,45%  149,76+1,77%
88F.13  8,49+0,11°"  7,7740,01° 20,57+0,06' 2,25+0,04° 16,79+2,26™  44,13+2,27%  169,73+8,41°
93F.18 9,47+0,06% 7,28+0,21° 20,13+0,00' 2,17+0,18%®° 15,35+1,79° 4560+1,70®  161,47+8,81°
26C  7,56+0,22°  4,79+0,00° 22,90+0,04° 1,98+0,01™  8,32+1,87°  54,45+161°  142,67+7,35°
50501 8,57+0,17%"  6,94+0,34° 24,27+0,06° 1,88+0,01° 19,67+0,57°  38,67+1,69°  192,65+6,09°
82F.7  9,73+0,23" 580+0,11% 20,20+0,15'  2,32+0,02° 13,70+3,39°  48,25+3,17°  156,49+13,97°
41D  9,3740,19% 531+0,10° 21,15+0,13" 2,04+0,02™ 11,56+0,77" 50,57+0,71°  149,18+2,33°
189H.3 9,21+0,04® 520+0,08% 19,54+0,16' 1,90+0,08° 16,31+1,21°  47,75+1,41%®  160,44+4,80°
MCSU
122H.5 12,39+0,14* 6,08+0,02° 2552+0,08° 1,50+0,01° 11,39+0,67° 43,12+0,88%"  161,14+3,13°
41D  12,43+0,46° 7,26+0,01° 23,52+0,26" 1,29+0,01"  15,9+1,37*  39,60+2,02"  169,32+6,47°
26C  12,48+0,16° 6,68+0,04° 27,85+0,02° 1,46+0,08° 15,20+0,77°  36,33+0,64"  185,34+3,76°
MCSC
122H.5 9,90+0,12°  6,64+0,06° 30,18+0,09° 1,98+0,02° 14,98+0,31°  36,32+0,64"  198,40+1,42°
41D 11,23+0,04° 6,85+0,14° 46,60+0,09° 1,38+0,01%  10,28+0,38"  23,66+0,29°  239,95+1,80"
26C 11,640,11° 5,75+0,04* 27,87+0,02° 1,66+0,02° 17,47+1,04*  35,66+1,19°  196,26+4,05°
Meios de cultivo
MCS  4,87+0,04°  0,17+0,00' 7,53+0,12' 0,82+0,03° 10,53+0,59°  76,08+0,00° 79,67+0,26°
MCSC  3,86+0,07° 1,06+0,01" 6,84+0,12™ 6,17+0,03%* 19,01+0,00  63,06+0,01°  158,94+0,16°
MCSU  3,19+0,23°  1,70+0,10° 6,22+0,00" 3,52+0,01°  29,28+0,35*°  56,09+0,00°  173,70+1,26°

Os valores apresentados sdo resultantes da média de trés repeticbes. Em cada coluna, valores com

letras iguais ndo diferem significativamente (p < 0,05). Serragem/bagaco de uva (MCSU),

serragem/borra de café (MCSC) e serragem (MCS).

39



Os teores de fibra alimentar presentes nos basidiomas das linhagens de Pleurotus
spp. estdo apresentados na Tabela 3. O maior teor de fibra foi detectado no meio MCS e o0s
basidiomas produzidos neste meio foram os que apresentaram maior teor de fibra, sendo que a
linhagem 26C apresentou o maior teor (54,45 + 1,61 ¢g/100g). Para o0 meio MCSU, foi
observado maior teor de fibras no basidioma da linhagem 122H.5 (43,13 £ 0,89 g/100g) e, no
meio MCSC, o menor teor de fibra foi detectado na linhagem 41D (23,66 + 0,29 g/100g). Os
valores observados de fibras para as linhagens estudadas foram muito superiores as descritas
por Bonatti et al. (2004) que, ao avaliarem o teor de fibra em P. ostreatus in natura cultivados
em palha de bananeira e P. ostreatus cultivado em palha de arroz, obtiveram 9,41 g/100g e
9,86 ¢/100g de fibra total, respectivamente. J& para o P. sajor-caju cultivado em palha de
bananeira e palha de arroz, os valores de fibras totais obtidos foram 7,60 g/100g e 9,60
0/100g, respectivamente. Agrahar-Murugkar & Subbulakshmi (2005) obtiveram valores
inferiores, 12,8 g/100g de fibra para Cantharellus cibarius, 22 g/100g para Calvatia gigantea
e 6,4 g/100g para Russula integra.

De acordo com resolugdo da ANVISA sdo considerados alimentos fontes de fibra os
que apresentam no minimo 3 g de fibra em 100 g e alimentos com alto conteudo de fibras o0s
que apresentam no minimo 6 g de fibra em 100 g do alimento. Portanto, os cogumelos

analisados neste estudo se enquadram como alimento com alto contetdo de fibra.

3.3. Teores de acgucares livres e polidis

Estdo apresentados na Tabela 4 os teores de agUcares livres e poliois das linhagens
cultivadas em meio serragem, serragem/bagaco de uva e serragem/borra de café. Foram
analisados os acucares arabinose, galactose, xilose, ramnose, frutose, maltose e glicose e 0s
polidis manitol e xilitol, mas foi possivel identificar e quantificar somente maltose, glicose,

manitol e xilitol.
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A maltose foi 0 aclcar detectado em maior quantidade nas amostras. Em MCS, as
linhagens apresentaram valores de 7,06 + 0,09 g/100g (93F.18) até 17,51 £+ 0,12 g/100g (PS-
2001) de maltose em sua composicdo. Quando analisado o teor de acUcares nas trés linhagens
cultivadas em diferentes meios, foi observado que a maltose continuou prevalecendo nos
cogumelos, sendo que linhagem 122H.5 apresentou valores semelhantes nos basidiomas
cultivados em MCSC, MCSU e MCS. A linhagem 41D apresentou teor menor quando
cultivada em MCSC (4,16 + 0,2 g/100g) e o teor de maltose na linhagem 26C foi superior
guando cultivada em MCS (14,61 + 0,07 g/100g) (Tabela 4). Estudo realizado por Barros et
al. (2008) obtiveram valores inferiores de maltose, sendo que foram avaliadas oito espécies e,
apenas, Agaricus silvaticus e Agaricus silvicola apresentaram maltose em sua composicdo
(0,44 £ 0,02 g/100g e 0,57 £ 0,03 g/100g, respectivamente).

Os teores de manitol foram variados entre as amostras estudadas. As linhagens 38D e
122H.5 apresentaram valores inferiores (0,59 + 0,04 ¢g/100g e 0,52 + 0,03 g/100g) em meio
serragem, ja as linhagens 88F.13 e 82F.7 apresentaram os maiores valores (4,43 + 0,36 g/100g
e 3,21+0,05 ¢/100g) (Tabela 4). Barros et al. (2008) também apresentaram valores variados
de manitol, entre 19,59 + 0,07 g/100g (Agaricus bisporus) e 0,27 = 0,00 g/100g (Calocybe
gambosa). Os teores de manitol obtidos foram semelhantes aos apresentados em estudo de
Fernandes et al. (2015) onde o cogumelo P. ostreatus cultivado em palha de aveia apresentou
2,73 + 0,01 g/100g e semelhante também ao estudo de Reis et al. (2012) que detectou 4,01 +

0,20 g/100g no Agaricus bisporus e 0,54 + 0,04 g/100g no P. ostreatus.
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Tabela 4. Teor de acucares (maltose e glicose) e polidis (manitol e xilitol) presentes nas

linhagens de género Pleurotus cultivadas em diferentes composicdes de meio.

Fungos Maltose Glicose Manitol Xilitol
(9/100g) (9/100g) (9/1009) (9/100g)
MCS
38D 10,10 + 0,13° 0,36 + 0,04 0,59 + 0,04° 0,52 + 0,00°
122H.5 8,21 + 0,43%" 0,45 + 0,02 0,52 +0,03° 0,27 + 0,01
88F.13 7,94 + 0,659 0,45 + 0,02 4,43+ 0,362 0,18 + 0,01™
93F.18 7,06 + 0,09 0,43 +0,01° 2,96 + 0,04 0,15 + 0,00™
26C 14,61 + 0,07° 0,33 + 0,01°% 1,00 + 0,01 0,26 + 0,02°
PS — 2001 17,51 +0,12° 1,561 + 0,02 1,25 + 0,00° 0,57 + 0,01
82F.7 7,93 +0,14%" 0,53 + 0,02 3,21 +0,05° 0,22 +0,00™
41D 8,51 +0,63™ 0,42 + 0,05 1,04 +0,17% 0,26 + 0,01°
189H.3 11,24 + 0,08¢ 0,65 + 0,03° 1,10 + 0,03 0,61 + 0,02%
MCSU
122H.5 7,70 + 0,01 0,42 + 0,00% 0,84 +0,01% 0,23 + 0,00™
41D 7,24 +0,15" 0,54 + 0,00 0,88 + 0,01°% 0,40 + 0,01°
26C 9,52 + 0,02 0,61 +0,01° 1,16 + 0,01 0,68 + 0,00
MCSC

122H.5 8,83 + 0,08" 0,28 +0,01° 0,74 + 0,04% 0,64 + 0,05
41D 4,16 + 0,20’ 0,40 + 0,09 0,74 +0,01% 0,56 + 0,06
26C 12,90 + 0,16° 0,13 + 0,00 0,65 + 0,00% 0,33 + 0,00%

Valores apresentados sdo resultantes da média de trés repeticbes. Em cada coluna, valores
com letras iguais ndo diferem significativamente (p < 0,05). Meio serragem (MCS);

serragem/bagaco de uva (MCSU) e serragem/borra de café (MCSC).

A glicose e o xilitol foram encontrados em menor quantidade. Para glicose, a

linhagem PS-2001 apresentou valor superior (1,51 + 0,02 g/100g) em meio serragem, ja as
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linhagens 122H.5 e 26C (0,28 + 0,01 g/100g e 0,13 + 0,00 g/100g, respectivamente)
apresentaram valores inferiores, quando produzidos em meio MCSC. Para o xilitol, os valores
foram 0,15 £ 0,00 g/100g (93F.18) até 0,68 + 0,00 g/100g (26C), nos diferentes meios. Foi
possivel observar diferenca no total de agucares e polidis entre as linhagens estudadas. A
linhagem PS-2001 foi a que apresentou a maior quantidade de agucares livres (20,8 g/100g),
ja a linhagem 41D foi a que apresentou a menor quantidade (5,9 = 0,49 g/100g) (Tabela 4).
Os acucares e poliois, também foram avaliados nos meios de cultivo, sendo que nao foi
possivel detectar maltose e xilitol em nenhum dos meios, a glicose, por sua vez, foi detectada
apenas no meio MCSU (1,9 + 0,1 ¢/100g), ja o manitol foi detectado em todos os meios de
cultivo (0,10 + 00 g/100g (MCS), 0,20 + 0,02 g/100g (MCSC) e 3,45 + 0,17 g/100g

(MCSU)).

4. Concluséao

As linhagens cultivadas em MCSU e MCSC apresentaram melhor rendimento,
produtividade e eficiéncia bioldgica, destacando-se os valores obtidos em meio MCSC. As
linhagens estudadas sdo importantes fontes de proteinas e fibras, sendo que os valores
encontrados podem aumentar de acordo com o substrato utilizado. Além disso, observou-se
que os basidiomas produzidos em meio MCSC apresentaram maior teor de proteina e, quando
produzidas em MCS, apresentaram maior teor de fibra alimentar. Desta forma, destaca-se que
a composicao do meio de cultivo influencia na composicdo dos cogumelos, que sdo fontes de
proteinas e fibras, além de compostos benéficos para a salde, indicando sua importancia na

alimentacéo.
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3.2 Artigo 2: Determinagdo dos compostos fenodlicos e atividade antioxidante do micélio e

basidioma de diferentes linhagens de Pleurotus spp.
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Resumo

A capacidade antioxidante, o teor de compostos fenodlicos totais e o perfil fenolico de nove
linhagens de Pleurotus spp. isoladas no sul do Brasil foram avaliadas neste trabalho. Os
basidiomas foram obtidos a partir de cultivo em estado sélido em meio contendo serragem de
Pinus sp. (MCS), borra de café (MCSC) e bagaco de uva organica (MCSU) e os micélios em
cultivo submerso (CBDY). Os basidiomas apresentaram os maiores teores de fenolicos totais
— entre 31,30 + 0,26 mg GAE/g a 47,00 + 0,12 mg GAE/g, enquanto a concentracdo nos
micélios variou entre 8,15 + 0,26 mg de equivalentes de acido galico/g (GAE/g) e 15,96 +
0,82 mg GAE/g. A concentracdo de fendlicos totais apresentou relacdo direta com a atividade
antioxidante destes, o 1Cso (mg/mL de extrato necessaria para reduzir 50 % do radical DPPH
*) dos basidiomas variou de 5,36 £ 0,27 mg/mL (88F.13) a 10,68 + 0,22 mg/mL (189H.3). Os
cogumelos produzidos em meio MCSU e MCSC apresentaram maior teor de fendlicos totais

que as linhagens produzidas em meio MCS. Constatou-se que as linhagens analisadas
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apresentam uma quantidade consideravel de compostos fendlicos, sendo possivel aumentar
esse teor com a variagdo da composicdo do meio de cultivo.
Palavras-chave: compostos fenolicos, antioxidantes, Pleurotus spp., bagaco de uva, borra de

café.

1. Introducgéo

O consumo e o numero de variedades de cogumelos comestiveis tém aumentado
significativamente, principalmente, entre a populacdo que busca opg¢bes mais saudaveis para
sua dieta (Kalogeropoulos et al., 2013). Os cogumelos do género Pleurotus podem ser
utilizados em diferentes preparacdes, apresentando caracteristicas gastrondmicas bem aceitas
pelos consumidores, sendo ricos em proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas e minerais, com
um baixo teor de gordura (Mattila et al., 2001; Yang et al., 2009).

Os cogumelos comestiveis vém sendo relatados como excelentes fontes de
antioxidantes, devido a sua capacidade de varredura de radicais livres. Outros efeitos
benéficos apresentados pelos cogumelos tém sido descritos como efeito antibacteriano, anti-
inflamatorio, antialérgico, hepatoprotetor, antitrombotico, antiviral, anticarcinogénico e
vasodilatador (Soobrattee et al., 2005; Ferreira et al., 2009). Essas caracteristicas podem estar
relacionadas ao fato de os cogumelos serem fontes de diversos metabdlitos secundarios, entre
eles os compostos fendlicos (Barros et al., 2008). Entre os compostos fendlicos comumente
encontrados nos cogumelos estdo o acido galico, acido protocatecuico, acido ferulico, &cido
gentisico e naringenina (Li & Shah, 2013).

Grande parte dos compostos fenolicos apresenta capacidade antioxidante e podem
promover a redugéo dos radicais livres, minimizando o dano oxidativo (Woldegiorgis, 2014).

Ja foi descrito a atividade antioxidante nos géneros Pleurotus, Lentinus, Boletus, Auricularia,
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Agaricus, Flammulina, Ganoderma (Puttaraju et al., 2006; Kim et al., 2008; Woldegiorgis et
al., 2014).

No entanto, até o presente ndo se tem estudos a respeito de identificacdo de
compostos fenolicos em espécies de cogumelos brasileiros. Em vista disso, 0 objetivo desse
trabalho foi avaliar diferentes linhagens de Pleurotus spp. isoladas no sul do Brasil. Foi
avaliado o teor de compostos fendlicos totais, a presenca de acido galico, catequina, acido
clorogeénico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico e cafeina. Também foi avaliada a
capacidade antioxidante in vitro, o teor de compostos fendlicos totais e o perfil fendlico do
basidioma de trés linhagens Pleurotus sp. cultivadas em meio serragem/bagaco de uva
(MCSU) e serragem/borra de café (MCSC). Adicionalmente, foram analisados 0s compostos
fenolicos e capacidade antioxidante de micélios cultivados em meio caldo batata dextrose

(CBDY).

2. Materiais e métodos
2.1. Microrganismo

No estudo foram utilizadas nove linhagens de Pleurotus spp. (Pleurotus pulmonarius
- 26C (MIUCS 230), Pleurotus pulmonarius - 38D (MIUCS 330), Pleurotus cf. pulmonarius -
41D (MIUCS 333), Pleurotus pulmonarius - 122H.5 (MIUCS 1143), Pleurotus pulmonarius -
189H.3 (MIUCS 1206), Pleurotus albidus - 82F.7 (MIUCS 1580), Pleurotus albidus - 88F.13
(MIUCS 1586), Pleurotus albidus 93F.18 (MIUCS 1591) e Pleurotus pulmonarius PS-2001
(MIUCS 1215)). Estas pertencem a cole¢do de microrganismos do Laboratério de Enzimas e
Biomassas da Universidade de Caxias do Sul/RS e estdo depositadas na secdo micoldgica do
Herbéario da Universidade de Caxias do Sul (UCS/MUSIC) com duplicatas depositadas no

herbario Alarich Schultz (HAS), Fundacdo Zoobotanica do Rio Grande do Sul (FZB/RS).
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Estas linhagens séo resultantes de um trabalho de selecéo e isolamento de fungos (Rosa et al.,

2016).

2.2. Meios de cultivo e manutencéo

Para a manutencdo das linhagens, foi utilizado o meio agar serragem (MS) de Pinus
sp., composto por (g/L): Pinus sp., 20; farelo de trigo, 20; CaCOs3, 2,0; agar-agar, 20. Este
meio foi autoclavado a 1 atm durante 20 minutos.

O meio de cultivo descrito por Tan & Wahab (1997) foi utilizado para a produc¢édo dos
basidiomas (MCS). Este meio constituiu-se de serragem de Pinus sp. 94 %; farelo de trigo, 5
%; CaCOs3, 1,0 % e agua destilada para a obtencdo de 66 % de umidade. Posteriormente, trés
linhagens de Pleurotus sp. (41D, 26C, 122H.5) foram cultivadas com duas diferentes
formulacdes de meio, onde 50 % da serragem foi substituida por bagaco de uva organica
(MCSU) ou 50 % de borra de café (MCSC). O bagaco de uva (Vitis labrusca L.) (91 % de
casca, 8,5 % de talos e 0,5 % de sementes) foi doado por uma empresa localizada na Serra
Gaucha (Brasil). Os meios foram autoclavados a 1 atm por 3 horas.

O micélio das diferentes linhagens foi obtido a partir do cultivo liquido, onde foi
utilizado o meio caldo batata dextrose (CBDY) segundo Kirk et al., (2008), com
modificacbes. O meio consiste de caldo de batata extraido de 200 g/L de batata cozida, 20
g/L de glicose e 50 mL/L de solucgéo de sais. A solucdo de sais continha (g/L): KH2POy4, 20;
(NH4)2S04, 14; MgS0,4.7H,0, 3,0; ureia, 3,0; CaCly, 4,0; MnSO4.H,0, 0,0156; FeSO,4.7H.0,
0,05; ZnSO, 0,014; e CoCl,, 0,02 (Mandels & Reese, 1957). O meio foi autoclavado a latm

por 15 minutos.
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2.3. Condig0es de cultivo

Os basidiomas foram cultivados em sacos de polipropileno, contendo 2 kg de meio.
Primeiramente, os sacos foram inoculados com dez discos de 1,5 cm de didmetro e
posteriormente estes foram armazenados em local com temperatura controlada (28 °C).
Quando foi observado que o meio de cultivo estava totalmente colonizado e com presenca de
primérdios, os sacos foram perfurados com bisturi e posteriormente levados para estufa com
temperatura ambiente (entre 20 e 30 °C) e umidade relativa do ar (70 a 90 %). A produgéo do
basidioma foi realizada em triplicata.

Para a obtencdo do micélio, foram utilizados frascos Erlenmeyer de 500 mL,
contendo 100 mL de meio CBDY, cobertos com uma fina manta de algodao e gaze. Os meios
foram autoclavados a 1 atm 20 minutos. O in6culo consistiu de 1 disco de 1,5 cm de didmetro.
As amostras foram coletadas no 10° dia (periodo de maior crescimento), centrifugadas por 15

minutos a 3220 g, e liofilizadas.

2.4. Preparo dos extratos

Os basidiomas foram secos em desidratador (Funkitchen®) durante 8 horas, a 50 °C,
triturados (p6) em moedor (Cadence®) e armazenados. Os micélios obtidos no cultivo foram
liofilizados em liofilizador (Labconco®), triturados em moedor (Cadence®) e armazenados.
Posteriormente, 1 g de basidioma ou 1 g de micélio de cada amostra foi mantido em agitacéo
por 30 minutos com 10 mL de agua fervente (100 °C). As suspensdes resultantes foram
centrifugadas a 3220 g durante 15 minutos a 4 °C. Logo apés as amostras foram utilizadas
para a determinacao do teor de fendlicos totais e atividade antioxidante. Para a identificacao e
quantificacdo do perfil fendlico, as amostras foram filtradas em membranas de 0,25 pum e

armazenadas a —20 °C para posteriores analises.
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2.5. Teor de fendlicos totais

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado de acordo com o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu com modificacdes (Singleton & Rossi, 1965). Foi misturado
200 pL de extrato aquoso, 800 pL de carbonato de sddio (7,5 %) e 100 uL de reagente de
Folin-Ciocalteu. A reacdo foi mantida no escuro durante 30 minutos e apds a absorbancia foi
lida a 725 nm em espectrofotdmetro (espectrofotdbmetro de UV-1700, Shimadzu, Quioto,
Japdo) (Singleton & Rossi, 1965). Os resultados foram expressos em equivalentes de acido

galico (GAE mg/g amostra).

2.6. Atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante in vitro foi determinada através da capacidade de varredura
do radical DPPH - (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). O extrato aquoso foi diluido em diferentes
concentracgdes, adicionado tampéo Tris-HCI (100 mmol/L, pH = 7,0) contendo 250 pmol de
DPPH - dissolvido em etanol. As amostras foram mantidas no escuro durante 20 minutos,
posteriormente a absorbancia foi lida a 517 nm em espectrofotdometro (espectrofotdmetro de
UV-1700, Shimadzu, Quioto, Japdo) e os resultados expressos como ICsy (mg/mL de extrato

necessaria para reduzir 50 % do radical DPPH ) (Yamaguchi et al., 1998).

2.7. Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos

A identificacdo e a quantificagdo dos compostos fendlicos no extrato aquoso foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em detector ultravioleta. A
separacao prosseguiu empregando sistema (Shimadzu, Quioto, Japdo) constituido por bomba
quaternaria LC-20AD, desgaseificador DGU-20A3, forno para coluna CTO-20A e o software
LC Solution®. A coluna utilizada foi a Discovery® C18 de 15 cm x 4,6 mm e tamanho de

particula de 5 um. A fase movel foi constituida de agua/acido acetico/metanol (80:5:15),
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fluxo de 0,4 mL/minuto, temperatura de 30 °C, volume de injecdo de 20 pL e 280 nm. A
identificacdo dos compostos foi baseada no tempo de retencdo obtido do padrao (&c. galico -
7minls, catequina - 8min7s, ac. clorogénico - 9min8s, &c. cafeico - 11min30s, cafeina -
12min97s, ac. p-cumarico - 15min50s, ac. ferulico - 20min05s. A quantificacdo foi
determinada utilizando uma curva padrdo dos compostos fendlicos e cafeina com
concentragdes conhecidas (&cido galico - 0,015 - 0,25 mg/mL, catequina - 0,015 - 0,25
mg/mL, acido clorogénico - 0,015 - 0,25 mg/mL, &cido cafeico - 0,015 - 0,25 mg/mL, &cido
p-cumarico 0,015 - 0,25 mg/mL, &cido feralico - 0,015 - 0,25 mg/mL e cafeina - 0,0039 -
0,0625 mg/mL) (Wulf & Nagel, 1976). Os resultados foram expressos em mg/100g de

basidioma ou micélio desidratado.

2.8. Andlise estatistica

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em média + desvio
padrdo. Os dados foram analisados por variancia (one-way ANOVA) e pds-teste de Tukey,
considerando nivel de probabilidade inferior a 5 % (p<0,05), utilizando o software

PrismGraphPad® (versdo 5.0.1.334).

3. Resultados e Discusséo
3.1. Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante em basidioma e micélio
de Pleurotus spp.

Foram avaliados os teores de fendlicos totais e atividade antioxidante em micélio
(cultivo liquido) e no basidioma. Os teores de fendlicos totais e atividades antioxidantes
obtidos estdo apresentados na Figura 1. O valor encontrado nos basidiomas foi superior ao
encontrado no micélio para as nove linhagens cultivadas, sendo que a concentracdo variou de
31,30 £ 0,26 mg GAE/g (88F.13) a 47,00 + 0,12 mg GAE/g (82F.7) para o basidioma e para o

micelio a concentragcdo variou entre 8,15 + 0,26 mg GAE/g (93F.18) e 15,96 + 0,82 mg
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GAE/g (PS-2001) (Figura 1A). Os valores encontrados foram maiores do que o0s descritos na
literatura, como os de Liang et al. (2013) que, ao avaliarem o teor de fendlicos totais em
basidioma e micélio de Pleurotus eryngii utilizando 4gua quente na extracao, verificaram 5,24
+ 0,02 mg GAE/g e 17,26 £ 0,66 mg GAE/g no basidioma e micélio, respectivamente.
Woldegiorgis et al. (2014) reportou valores de 4,47 + 0,22 mg GAE/g para o Pleurotus
ostreatus e 14,6 £ 0,82 mg GAE/g para Agaricus campestris. Puttaraju et al. (2006), ao
realizarem um estudo com 23 espécies de cogumelos, onde foram comparados o extrato
aquoso e o extrato metandlico, verificaram concentracdo superior de fendlicos totais no
extrato aquoso, sendo 37 mg GAE/g para Termitomyces heimii, enquanto o valor maximo

obtido no extrato metandlico foi de 14,3 mg GAE/g para Pleurotus sajor-caju.
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Figura 1. Concentracdo de compostos fenolicos totais (A) e atividade antioxidante (B) do
basidioma e micélio de nove linhagens de Pleurotus spp., produzidas em meio serragem e
cultivo submerso. Letras iguais ndo diferem significativamente (p <0,05) para basidioma e

micelio. I1Cso (mg/mL de extrato necessaria para reduzir 50 % do radical DPPH »).
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A capacidade antioxidante das linhagens foi maior nos extratos de maior teor
fenolico. O ICs dos basidiomas variou de 5,36 + 0,27 mg/mL (88F.13) a 10,68 + 0,22 mg/mL
(189H.3), ja 0 ICsy do micelio das nove linhagens variou de 11,49 + 0,64 mg/mL (PS-2001) a
28,64 + 1,37 mg/mL (41D), mostrando menor capacidade antioxidante em relacdo ao
basidioma (Figura 1B). Estes dados corroboram os de Liang et al. (2013) que relataram ICs
do extrato aquoso de Pleurotus eryngii maior no micélio (19,06 = 1,64 mg/mL) quando
comparado ao do basidioma (6,86 = 0,11 mg/mL). Estes dados sdo relevantes visto que,
devido a capacidade de varredura dos radicais livres, os compostos fendlicos vém sendo
relatados como poderosos antioxidantes, apresentando, assim, capacidade de minimizar os
danos oxidativos associados a diversas doencas (Gutteridge & Halliwell, 2010).

A concentracdo dos compostos fenolicos totais e a atividade antioxidante podem
estar relacionadas com a espécie, a idade, composi¢do do meio de cultivo do cogumelo, entre
outros parametros que podem estar envolvidos. Para verificar uma possivel variacdo referente
ao meio de cultivo, as linhagens 41D, 26C, 122H.5 foram cultivadas em meios contendo
bagaco de uva (MCSU) e borra de café (MCSC).

Na Figura 2 estdo apresentadas as concentra¢fes de compostos fenolicos totais e
atividade antioxidante presentes nos cogumelos e nos meios MCSU e MCSC. As linhagens
apresentaram os menores valores de fenélicos totais e menor capacidade antioxidante, quando
crescidas no meio MCS. Na Figura 2A pode-se observar que o crescimento no meio MCSC
resultou as maiores quantidades de fenodlicos totais, seguido pelo meio MCSU. O teor de
fendlicos totais da linhagem 122H.5 cultivada em MCS, MSCU e MCSC estéa diretamente
relacionado com o teor de fenolicos obtidos nos meios de cultivo. J& o teor de fenolicos totais
apresentado pelas linhagens 41D e 26C produzidas em MCSU e MCSC nédo se mostraram

relacionados ao meio de cultivo (Figura 2 A).
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Figura 2. Concentracdo de compostos fendlicos totais (A) e atividade antioxidante (B) do
basidioma de 3 linhagens de Pleurotus sp, produzidas em meios diferentes. Letras iguais ndo
diferem significativamente (p <0,05). ICso (mg/mL de extrato necessaria para reduzir 50 % do
radical DPPH «. MCS — meio de cultivo serragem; MCSU — meio de cultivo serragem/bagaco

de uva; MCSC — meio de cultivo serragem/borra de café.

As linhagens 122H.5, 41D e 26C, ao serem cultivadas em MCSU, apresentaram
aumento na capacidade antioxidante, estando este resultado diretamente relacionado com o
meio de cultivo MCSU que também apresentou maior capacidade antioxidante perante aos
demais meios (Figura 2B). A analise dos dados permite sugerir que a concentracdo dos
compostos fenolicos totais tem relacdo com a composi¢do do meio, visto que concentracoes
superiores de compostos fenolicos foram obtidas em cogumelos cultivados em meios

contendo bagaco de uva e borra de café. Para a atividade antioxidante, 0 meio contendo
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bagaco de uva apresentou os resultados mais promissores, assim como 0S cogumelos
produzidos neste meio, destacando que o bagaco de uva é um residuo promissor para a
producdo de cogumelos com elevada capacidade antioxidante. Devido a extracao incompleta
durante o processamento da uva, os subprodutos derivados da uva como o bagaco, a semente
e as cascas apresentam alto teor de compostos fenolicos (catequina, epicatequina, quercetina,
rutina e resveratrol) e podem ser utilizados como antioxidantes naturais (Negro et al., 2003;
lacopini et al., 2008). Segundo Gambato et al., (2016), a composicdo quimica do meio de
cultivo pode influenciar no teor de fendlico total e atividade antioxidante de cogumelos.
Diante da diversidade de compostos fendlicos totais existentes, a identificacdo torna-
se importante, a fim de avaliar a importancia destes compostos. Desta forma, 0os compostos
foram identificados e quantificados nos diferentes meios de cultivo, nos basidiomas e no

micélio.

3.2. Compostos fenolicos e cafeina presentes no basidioma e no micélio de linhagens de
Pleurotus spp.

Foram identificados seis compostos fendlicos (&cido galico, catequina, &cido
clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico e acido fertlico) e a cafeina no basidioma e
micélio das diferentes linhagens de Pleurotus spp. Na Figura 3 estd apresentado um

cromatograma com 0s compostos identificados e quantificados.
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Figura 3. Cromatograma da andlise do perfil fenolico e de cafeina por CLAE (cromatografia
liquida de alta eficiéncia). (A) mistura-padrdo dos compostos. (B) Amostra de basidioma

cultivado em meio serragem.

Na Tabela 1 estdo apresentadas as concentragcdes dos compostos fenolicos detectados
no basidioma e no micélio das nove linhagens de Pleurotus spp. O &cido galico foi o
composto que apresentou maior concentragdo nas amostras de micélio, sendo também
superior ao valor encontrado no basidioma. Para o micélio, a linhagem 38D com 151,2

mg/100g apresentou concentragcdo superior, quando comparado com o0s demais valores
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observados. No basidioma, valores maximos foram em torno de 33 mg/100g, sendo valores
iguais ou semelhantes as demais linhagens avaliadas. Quando comparadas as concentragdes
méaximas de catequina no basidioma e no micélio, valores superiores foram obtidos no
micélio, a linhagem 93F.18 apresentou 84,1 mg/100g de catequina, sendo que no basidioma, o
valor maximo chegou em 33,3 mg/100g para o isolado 41D (Tabela 1). Desta forma, destaca-
se que o micélio das diferentes linhagens é uma fonte rica em acido gélico e catequina, sendo
que, 0 processo de obtencdo de compostos fenolicos em micélio é relativamente rapido,
guando comparado com o do basidioma. A catequina e o0 acido galico provaram ser potentes
antioxidantes com diversas funcdes bioldgicas como reducédo da lipoproteina humana de baixa
densidade (LDL) e atividade antimicrobiana (Meyer et al., 1997; Shukla et al., 1999; Yilmaz
& Toledo, 2004; Fontana et al., 2013). Tal como mostrado no presente trabalho, o acido
galico em estudo realizado por Reis et al. (2012) com extratos metandlicos de micélio de
cinco espécies foi 0 composto identificado em maior quantidade (Agaricus bisporus branco —
62,76 + 12,55 pg/g; Pleurotus eryngii — 50,91 + 6,01 ug/g). Entretanto, o acido galico ndo foi
detectado na amostra de Pleurotus ostreatus.

O 4cido clorogénico foi 0 composto detectado em maior concentracdo no basidioma,
destacando-se a linhagem PS-2001 com 64,27 + 4,76 mg/100g. No micélio, a concentracdo
de &cido clorogénico foi semelhante nas diferentes linhagens, sendo que os valores variaram
entre 18,1 mg/100g e 19 mg/100g (Tabela 1). Kim et al. (2008) detectaram 23 pg/g de acido
clorogénico no cogumelo Phelinus linteus, mas ndo detectaram esta substancia na amostra de
P. eryngii, sendo o composto encontrado em maior concentracdo na amostra de P. eryngii o
acido protocatequinico (14 pg/g).

O basidioma da linhagem 82F.7 apresentou concentracdo superior de acido cafeico,
atingindo 53,7 mg/100g, enquanto que para o miceélio, valores inferiores foram obtidos, com

valor maximo de 8,1 mg/100g, também para a linhagem 82F.7. A cafeina foi o composto em
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menor concentracdo no basidioma e também no miceélio, apresentando valores semelhantes,
sendo que no micélio, os valores variaram entre 4,85 mg/100g e 5,7 mg/100g e para o
basidioma, os valores ficaram entre 4,7 mg/100g e 5,15 mg/100g (Tabela 1). Estudo realizado
por Puttaraju et al. (2006) ndo detectou acido cafeico no extrato aquoso no basidioma de
Pleurotus sajor-caju.

As concentragdes maximas de p-cumarico foram semelhantes no basidioma e no
micélio, onde os valores variaram entre 7,85 mg/100g e 8,3 mg/100g e 0 mg/100g e 7,9
mg/100g, respectivamente. As concentracdes de acido ferdlico também foram semelhantes no
basidioma e no micélio, onde os valores variaram entre 11,7 mg/100g e 14,9 mg/100g
(cogumelos) e entre 11,8 mg/100g e 12,6 mg/100g (micélio) (Tabela 1). Barros et al. (2009)
analisaram amostras de dezesseis espécies de cogumelos, onde a extracdo dos compostos foi
realizada com acetona e agua e o acido p-hidroxibenzoico foi encontrado em maior
concentragdo ¢ o acido p-cumarico foi detectado em trés espécies sendo o Agaricus arvensis
com maior quantidade (48,67 + 3,40 mg/kg). Woldegiorgis et al. (2014) avaliaram a presenca
de &cido ferdlico em sete diferentes espécies e ndo detectaram este acido no extrato

metanodlico de P. ostreatus analisado.
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Tabela 1. Concentracdo de compostos fendlicos e cafeina (mg/100g de pdé de cogumelo) dos basidiomas cultivados em serragem de Pinus sp. e
micélio cultivado em caldo batata dextrose.

Fungos Acido Galico Catequina Acido Clorogénico Acido Cafeico Cafeina Acido p-cumérico Acido Ferlico

BA Ml BA Ml BA Ml BA Ml BA Ml BA Ml BA Ml
PS-2001  24,1+24° 93,1+ 6,1 n.d. 432+92° 643+48 184+01° 74+01° 208+27® 50+01*° 51+01“ 81+01° n.d. 11,8+0,0° 11,9+0,2?
82F.7 331+18% 968404  184+0,1% n.d. n.d. 186+04° 81+07° 537+33 50+01° 50+01® 800, n.d. 11,8+0,1° 11,8+0,1°
41D 336+3,6%  1193+42% 333+4,6° 499+88" 336+01% 182+0,1° n.d. 31,4+82" 52+01* 52+01° 81+03 7,7+01° 118+00° 12,0+0,1%
122H5  31,2+19* 1135+383"™ 288+02® 175+01% 445+32* 18,6+0,1° n.d. 10,3+0,1% 48+01* 57+01* 84+03 78%01° 119+01° 122+0,0%
26C  227+30™  679%12° nd. 21,4+05 322+04° 190%01® 40%01° 133+06° nd. 53+01" 78%01* 77+01* 118%01° 119%01°
88F.13 277+17% 1094+41™ 186+0,1°® 564+22° 398+11" 184+0,1° 66+19 43+09° 47+03 51+01% 80+01° 78+00* 149+44* 124+08°
38D 26,2+0,5° 1512479 202+10" 243+6,6% 298+14™ 192+01* 26+02° 34+01° 49+02° 53+01° 81+02* 7,7+00° 118+0,1°® 12,9+01°
189H.3  28,0+0,8  87,1+143® 159+10% 170+01% 234+30® 190+02® 35+05° 35+03" 49+01* 50+01% 80+£0,1° n.d. 11,8+0,1° 11,9+0,0°
93F.18 282+48  1022+35™ 248+21° 841+71° n.d. 184+0,1° 38+02° 89+23¢ 51+04* 48+01" 81+011° 79+015 11,8+0,1° 12,6+0,1%

Resultados expressos em mg por 100g de cogumelo seco em p6. Os valores apresentados sdo resultantes da média de duas repeticGes. Em cada

coluna, valores com letras iguais ndo diferem significativamente (p < 0,05). BA - extrato basidioma (cogumelo p6), MI - extrato micélio (cultivo

liquido), n.d. - ndo detectado.
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3.3. Compostos fendlicos e cafeina presente no basidioma de linhagens Pleurotus sp.
cultivadas em diferentes meios

A fim de relacionar a presenca de compostos fendlicos do meio de cultivo com os
teores presentes nos basidiomas, foi avaliada a presenca destes compostos no meio de cultivo
e nos basidiomas produzidos nestes meios. Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados dos
compostos fenolicos e cafeina presentes nos meios de cultivo (MCS, MCSC e MCSU) e nos
basidiomas produzidos nestes meios.

Quando comparado os compostos fenolicos presentes no meio de cultivo com os
compostos nos basidiomas, as quantidades foram inferiores ou iguais, exceto para o teor de
catequina gue foi elevado no meio composto por bagaco de uva e serragem. Desta forma, a
guantidade de catequina presente no meio ndo estd diretamente relacionada com a
concentracdo presente no cogumelo, mas pode estar relacionada com a linhagem utilizada,
visto que a linhagem 41D apresentou teores superiores de catequina nos dois tipos de meio:
MCSU (41,9 mg/100g) e MCSC (39,2 mg/100g) (Tabela 2). O acido gélico e a catequina séo
os principais compostos fenolicos encontrados em semente de uva e casca de uva (Palma &
Taylor, 1999). A uva esta entre os alimentos com maior teor de compostos fendlicos, estes
presentes na casca, polpa e sementes. Entre os compostos fenélicos encontrados na casca da
uva estdo a catequina, epicatequina e quercetina (Revilla & Ryan, 2000; Yilmaz & Toledo,
2004).

O teor de cafeina nos basidiomas produzidos em MCS e MCSU foi semelhante
(Tabela 1 e Tabela 2). Os basidiomas cultivados em MCSC apresentaram valores superiores

de cafeina (41D- 27,6 mg/100g; 26C — 29,1 mg/100g; 122H.5 — 38,8 mg/100g) (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentracdo de compostos fendlicos e cafeina (mg/100g de cogumelo) do basidioma e dos diferentes meios de cultivo.

Fungos  Acido Galico Catequina Acido Clorogénico Acido Cafeico Cafeina Acido p-cumarico Acido Ferdlico
Serragem e bagaco de uva
41D 26,6 +2,1° n.d. 47,0+1,9 3,15+0,1° 4,83 + 0,00° 8,1£0,2° 11,8+0,0°
26C 25,9+ 24 17,9+0,1° 43,6 +4,9% 2,65 + 0,44° 4,90 +0,037° 8,1+0,4° 11,8 +0,1°
122H.5 26,415 16,6 +0,11° 39,26 + 0,8*° 3,03 +0,16° 4,81 +0,02° 8,2+0,2° 11,8 +0,0°
Serragem e borra de café
41D 19,7 +0,1™ 23,2+0,1° 27,0 +0,4° n.d. 27,6+0,7° 9,7+0,8" n.d.
26C 23,8+0,3° 20,3+0,4° 34,6 +3,6% nd. 29,1+ 1,4 8,0+0,1° 11,9+0,1°
122H5  23,4+0,1%° 334+05° 35,8 +0,7° n.d. 38,8 +2,1° 8,5+ 0,4™ 11,8 £ 0,0°
Meios de cultivo
C+S 18,9 +0,1™ 83+0,1° 30,7+1,1% 10,3+ 0,1 30,1+0,6° 79+0,1° 11,8 +0,0%
U+S 19,5 £0,1% 27843 +52,7° 19,3£0,1° 5,5+ 0,5° 52 +0,1° 9,9 +0,0° 11,8 £ 0,0°
S 19,0 £ 0,1 19,6 £0,2° 18,2 +0,1° 7504 4,8+0,1° 7,9+0,0° 12,0+0,0°

Resultados expressos em mg por 100g de cogumelo seco em po. Os valores apresentados séo resultantes da média de duas repeticdes. Em cada coluna,
valores com letras iguais ndo diferem significativamente (p < 0,05). EA - extrato aquoso, n.d. - ndo detectado, C+S - Café + Serragem, B+S - Bagaco

+Serragem, S - Serragem.
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Para a concentracdo de acido cafeico, valores superiores foram obtidos nas linhagens
cultivadas em meio contendo borra de café, sendo superior na linhagem 122H.5 (307,4
mg/100g), na extracdo com metanol, porém, o valor presente no meio foi inferior (Tabela 2).
Estudo realizado por Yen et al. (2005) que avaliou a atividade antioxidante de residuos de
café torrado, detectou diversos compostos fenolicos que possivelmente participam na
capacidade antioxidante do residuo de café torrado, entre eles &cido clorogénico, acido
cafeico e cafeina.

N&o foi verificada uma relacdo direta entre as linhagens que apresentaram maior
concentracdo de compostos fenolicos totais e os compostos fendlicos identificados e
guantificados em CLAE, destacando que os compostos podem apresentar potencial diferente
guando encontrados de forma isolada ou associada. Estudos tém demonstrado que o consumo
diario de substancias antioxidantes pode resultar em uma acdo protetora efetiva contra os
processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo (Tebib et al., 1997; Sato et al.,
2001, Bimla & Punita, 2006). Desta forma, pode ser observado que os isolados do género
Pleurotus, que sdo de facil producdo, apresentam diferentes compostos fendlicos com
propriedades antioxidantes, sugerindo que o consumo destes cogumelos possa trazer
beneficios para a satde. Além disso, foi possivel observar diferencas nos teores de compostos

em isolados da mesma espécie, e também quanto ao meio de cultivo.

4. Concluséao

Os extratos dos basidiomas obtidos das linhagens de Pleurotus spp. apresentaram
maior teor de fendlicos totais e também maior capacidade antioxidante quando comparado aos
extratos obtidos de micélio. Os basidiomas cultivados em MCSU e MCSC apresentaram
maior teor de fendlicos totais, demonstrando que o meio pode influenciar na concentracdo de

fenolicos totais presentes no cogumelo. Sugere-se entdo, que durante a formacdo dos
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basidiomas estes podem absorver diretamente compostos fendlicos do meio de cultivo.
Verificou-se que o &cido galico, acido clorogénico e catequina sdo os principais contribuintes
para o teor fendlico total dos cogumelos analisados. As linhagens do género Pleurotus
avaliadas sdo de facil producéo e apresentam diferentes compostos fendlicos com capacidade
antioxidante, evidenciando que o consumo destes cogumelos pode levar a beneficios para a
saude. Além disto, foi possivel observar diferencas nos teores de compostos fendlicos entre

linhagens do mesmo género.
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3.3 Artigo 3: Ergotioneina e lovastatina: agentes bioativos produzidos por linhagens de

Pleurotus spp.
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Ergotioneina e lovastatina: agentes bioativos produzidos por linhagens de Pleurotus spp.

Gabriela Chilanti?, Marli Camassola?, Roselei C. Fontana?, Aldo J. P. Dillon?

# Laboratério de Enzimas e Biomassas, Instituto de Biotecnologia, Universidade de

Caxias do Sul (UCS), 95070-560, Caxias do Sul — RS, Brasil

Resumo

Os cogumelos sdo fontes de compostos com efeitos benéficos a saude e, por isso, sdo
considerados alimentos funcionais. A ergotioneina e lovastatina, que sdo compostos bioativos
de relevancia tecnologica, tiveram no presente trabalho o seu contetdo determinado em nove
linhagens de Pleurotus spp. (26C, 38D, 41D, 122H.5, 189H.3, 82F.7, 88F.13, 93F.18 e PS-
2001). A ergotioneina foi quantificada nos basidiomas, no micélio crescido em placa de Petri,
no caldo e no micélio de cultivo submerso das nove linhagens. Ja a lovastatina foi avaliada
apenas nos basidiomas das nove linhagens. Para a obtencdo de basidiomas, os fungos foram
crescidos em meios constituidos de serragem, serragem/bagaco de uva e serragem/borra de
café. O basidioma da linhagem 41D cultivada em meio contendo serragem e borra de café
apresentou o maior teor de ergotioneina (116,27 + 8,02 mg/100g). Para o micélio cultivado
em placa, a linhagem que apresentou maior teor de ergotioneina foi a 122H.5 (293,44 + 1,96
mg/100g), valor este superior ao detectado no basidioma. No caldo e micélio do cultivo
submerso, 0 maior teor de ergotioneina foi obtido na linhagem PS-2001 (13,9 + 2,4 mg/100g)
e 26C (4,13 = 0,30 mg/100g), respectivamente. A extracdo da lovastatina foi realizada com
acetonitrila, metanol e acetato de etila, sendo que para todas as linhagens avaliadas, a extracao
com acetonitrila apresentou maior teor de lovastatina (10,2 + 0,1 mg/100g). Assim, conclui-se

que os cogumelos do género Pleurotus séo fontes para obtencdo de ergotioneina e lovastatina.
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As matérias-primas utilizadas nos meios de producéo e a forma de conducdo do processo de
cultivo destes fungos apresenta impacto direto na producéo destes metabolitos.

Palavras-chave: Pleurotus spp., lovastatina, ergotioneina, miceélio, basidioma.

1. Introducéo

Os cogumelos, por serem considerados alimentos de alto valor nutricional, devido ao
baixo valor calorico, altos teores de proteina, vitaminas e minerais, vém ganhando cada vez
mais espaco na dieta humana (Mattila et al., 2001; Kalac et al., 2012). Os cogumelos também
sdo reportados como excelentes fontes de substancias antioxidantes, descritas para a
prevencdo de varias doencas, entre elas o cancer e doencas cardiovasculares (Halliwell &
Gutteridje, 1984; Halliwell, 2007. Por serem fontes de acido gama-aminobutirico, os
cogumelos também sdo citados como anti-hipertensivos (Tanak et al., 2009). Entre os
compostos com potenciais beneficios para a saude pode-se citar a ergotioneina (Dubost et al.,
2007) e a lovastatina (Aarons et al., 2007).

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte no mundo segundo a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), sendo a hipercolesterolemia um dos fatores de risco.
A lovastatina é uma das estatinas com func¢do de reduzir os niveis de colesterol total e LDL
(low-density lipoprotein), reduzindo assim o risco para doengas cardiovasculares (Chen & Hu,
2005; Aarons et al., 2007; Chen et al., 2012). Estudos também ja mostraram que a lovastatina
apresenta atividade anti-inflamatoria, fibrinolitica e antioxidante (Rosenson, 2004; Schonbeck
et al., 2004; Aarons et al., 2007). A lovastatina é um dos metabdlitos secundarios produzidos
pelos fungos, sendo reportada sua presenca em diversas espécies, como Monascus ruber
(Endo, 1979), Penicillium citrinum (Endo et al., 1976) e em algumas espécies do género

Pleurotus (Gunde-Cimerman et al., 1993).
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A ergotioneina € um derivado de aminoacido que apresenta um atomo de enxofre em
sua estrutura, presente em fungos e micobactérias, considerado um poderoso antioxidante in
vivo, eliminando radicais livres, com capacidade de prevenir danos celulares (Hartman 1990;
Colognato et al., 2006; Beelman et al., 2007). A presenca de ergotioneina no sangue humano
é dependente da dieta, pois 0s seres humanos ndo sdo capazes de sintetizar este aminoacido
(Melville et al., 1954). Entretanto, a ergotioneina pode ser obtida na alimentagéo, a partir do
feijao vermelho, farelo de aveia, em 6rgdos como o figado e o rim. Cogumelos também séo
fontes alimentares de ergotioneina, destacando-se como principais fontes deste (Dubost et al.,
2006; Ey et al., 2007).

Diversos estudos mostram efeitos benéficos a saude associado ao consumo de
ergotioneina. Segundo Paul & Snyder (2010), a maior concentracdo de ergotioneina é
encontrada nas mitocondrias de mamifero, sugerindo um papel funcional na protecdo do dano
oxidativo causado pela alta geracdo de radical superoxido nesta organela. Segundo Ey et al.
(2007), a ergotioneina € um aminoacido com potencial antioxidante e, ao avaliar o teor em
Boletus edulis, detectaram 528 mg/kg de cogumelo. Conforme os mesmos autores, este teor é
superior ao apresentado por outros alimentos considerados fonte de ergotioneina.

Embora a ergotioneina ja tenha sido detectada e identificada em diferentes géneros
de cogumelos, destaca-se a importancia de comparar os teores deste composto entre linhagens
da mesma espécie ou de diferentes géneros. Destaca-se, ainda, que nao existem informacdes
sobre a presenca da ergotioneina em cogumelos isolados da regido sul do Brasil. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi identificar e quantificar os teores de ergotioneina
presentes no basidioma, no micélio cultivado em placa, no caldo e micélio de cultivo
submerso de linhagens de Pleurotus spp. Adicionalmente, foi determinado o teor de

lovastatina presente em basidiomas.
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2. Materiais e métodos
2.1. Microrganismo

Nove linhagens de Pleurotus spp. foram utilizadas neste estudo: (Pleurotus
pulmonarius - 26C (MIUCS 230), Pleurotus pulmonarius - 38D (MIUCS 330), Pleurotus cf.
pulmonarius - 41D (MIUCS 333), Pleurotus pulmonarius - 122H.5 (MIUCS 1143), Pleurotus
pulmonarius - 189H.3 (MIUCS 1206), Pleurotus albidus - 82F.7 (MIUCS 1580), Pleurotus
albidus - 88F.13 (MIUCS 1586), Pleurotus albidus 93F.18 (MIUCS 1591) e Pleurotus
pulmonarius PS-2001 (MIUCS 1215)). Estas linhagens pertencem a colecdo de
microrganismos do Laboratério de Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias do
Sul/RS e estdo depositadas na secdo micoldgica do Herbario da Universidade de Caxias do
Sul (UCS/MUSIC) com duplicatas depositadas no herbario Alarich Schultz (HAS), Fundacéo
Zoobotanica do Rio Grande do Sul (FZB/RS). Estas linhagens sao resultantes de um trabalho

de selecdo e isolamento de fungos (Rosa et al., 2016).

2.2. Meios de cultivo e manutencéo

O meio utilizado para a manutencao das linhagens foi 0 meio agar serragem (MS) de
Pinus sp., composto por (g/L): Pinus sp., 20; farelo de trigo, 20; CaCQOs, 2,0; agar-agar, 20.
Este meio foi autoclavado a 1 atm durante 20 minutos.

O meio de cultivo constituido de serragem de Pinus sp. 94 %; farelo de trigo, 5 %;
CaCOg3, 1,0 % e agua destilada para a obtencdo de 66 % de umidade foi utilizado para a
producdo dos basidioma (MCS) (Tan & Wahab, 1997). Posteriormente, foi realizada a produgéo
dos cogumelos de trés linhagens de Pleurotus sp. (41D, 26C, 122H.5) cultivadas em meio
bagaco de uva e serragem (MCSU) e borra de café e serragem (MCSC) com diferentes
formulacdes de meio, onde 50 % da serragem foi substituida por bagaco de uva organica

(MCSU) ou 50 % de borra de café (MCSC). O bagaco de uva (Vitis labrusca L.) (91 % de
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casca, 8,5 % de talos e 0,5 % de sementes) foi doado por uma empresa localizada na Serra
Gaucha (Brasil). Os meios foram autoclavados a 1 atm por 3 horas.

Para a obtencdo do micélio das diferentes linhagens, foi utilizado o meio caldo batata
dextrose (CBDY) proposto por Kirk et al., (2008), com modificagdes. O meio constituiu-se de
caldo de batata extraido de 200 g/L de batata cozida, 20 g/L de glicose e 50 mL/L de solucao
de sais. A solucdo de sais continha (g/L): KHPOg, 20; (NH;)2SO4, 14; MgSQO,4.7H,0, 3,0;
ureia, 3,0; CaCly, 4,0; MnSO4.H,0, 0,0156; FeSO,4.7H,0, 0,05; ZnSO, 0,014; e CoCl,, 0,02

(Mandels & Reese, 1957). Este foi autoclavado a 1 atm por 15 minutos.

2.3. Obtencéo das amostras

A ergotioneina foi extraida de basidioma, caldo e micélio de cultivo submerso e
micélio de placa de Petri. A lovastatina foi extraida do basidioma.

Os cogumelos foram cultivados em sacos de polipropileno contendo 2 kg de meio.
Primeiramente os sacos foram inoculados com dez discos de 1,5 cm de diametro e,
posteriormente, estes foram armazenados em local com temperatura controlada (28 °C).
Quando foi observado que o meio de cultivo estava totalmente colonizado e com presenca de
primérdios, os sacos foram perfurados com bisturi e, posteriormente, levados para estufa com
temperatura ambiente (entre 20 e 30 °C) e umidade relativa do ar (70 a 90 %). Os sacos para a
producdo dos basidiomas foram realizados em triplicata.

Para a obtencdo do micélio, foram utilizados frascos Erlenmeyer de 500 mL,
contendo 100 mL de meio CBDY, cobertos com uma fina manta de algodédo e gaze. Os meios
foram autoclavados a 1 atm 20 minutos. O inbéculo consistiu-se de 1 disco de 1,5 cm de
diametro. As amostras foram coletadas no 10° dia (periodo de maior crescimento),

centrifugadas por 15 minutos, a 3220 g e liofilizadas.
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O micélio (placa) foi obtido em placas de Petri contendo meio agar serragem (MPS)
de Pinus sp., composto por (g/L): Pinus sp., 20; farelo de trigo, 20; CaCO,, 2,0; agar-agar, 20.
Posteriormente, trés linhagens (122H.5, 41D e 26C) foram cultivadas em placas de Petri, com
diferentes formulacGes de meio, onde 50 % da serragem foi substituida por bagaco de uva
organica (triturada) (MPSU) ou 50 % de borra de café (MPSC). O meio foi autoclavado a

latm por 15 minutos.

2.4. Preparo das amostras

A amostra seca do basidioma foi obtida a partir da desidratacdo, utilizando um
desidratador (Funkitchen®) durante 24 horas, a 50 — 60 °C e triturados em moedor
(Cadence®). O micélio (placa), micélio (cultivo submerso) e caldo (cultivo submerso) foram

liofilizados. As amostras forma armazenadas em frascos ambar para posteriores analises.

2.5. Determinacao de ergotioneina

A ergotioneina foi extraida utilizando o método proposto por Dubost et al. (2007a)
em que 0,5 g de um segmento do cogumelo foi adicionado a 7 mL de solucédo etandlica fria
(10 mMol/L de ditiotreitol (DTT) em etanol 70 %, 100 pMol/L betaina em etanol, 100
uMol/L de 2-Mercapto-1-metilimidazol (MMI) em etanol 70 %) e mais 3 mL de agua
deionizada, sendo a mistura mantida sob agitacdo por 10 segundos. Apoés, foi adicionado 2
mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 1 % (m/v) em etanol e agitado por 10 segundos. As
amostras foram centrifugadas por 20 min, 3220 g, em 5 °C. O sobrenadante (500 pL) foi
liofilizado e ressuspenso em 500 pL de agua deionizada (pH 7,3), centrifugado por 1 min a
8900 g, filtrado em membrana com poros de 0,22 um e o permeado mantido a -20 °C.

A identificacdo e quantificacdo da ergotioneina foram realizadas em cromatografia

liguida de alta eficiéncia (CLAE). A separagdo prosseguiu empregando um sistema
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(Shimadzu, Quioto, Japao) constituido por uma bomba quaternaria LC-20AD, desgaseificador
DGU-20Ag3, forno para coluna CTO-20A e o software LC Solution®, acoplado a um detector
ultra-violeta (CLAE-UV). Foi utilizada a coluna Discovery® C18 de 15 cm x 4,6 mm e
tamanho de particula de 5 um. A fase mdvel foi constituida de 0,7 % de fosfato de sodio
dibasico (m/v), 3 % de acetonitrila (v/v) e 0,1 % de trietilamina (v/v), em pH 7,3, fluxo de 0,4
mL por minuto, deteccdo em 254 nm e 30 °C. A identificacdo da ergotioneina foi baseada no
tempo de retencdo obtido do padrdo (5min4s) e a quantificacdo foi determinada utilizando

uma curva padrdo com concentra¢6es conhecidas (0,008 - 0,125 mg/mL).

2.6. Determinacao de lovastatina

Para a quantificacdo de lovastatina foram realizadas trés extracGes, utilizando
acetonitrila, acetato de etila e metanol, como solventes. A extracdo com acetonitrila foi
realizada de acordo com Yang et al. (2006) com modificagdes, onde, 1,5 g do basidioma foi
mantido em agitacdo durante 24 horas a 28 °C com 15 mL de acetonitrila. Para a extracdo
com acetato de etila, foi utilizado 0,5 g de amostra e 2,5 mL de acetato de etila, a mistura foi
mantida em agitacdo durante 90 minutos, a 70 °C, conforme metodologia de Su et al. (2010),
com modificagfes. A extracdo com metanol foi realizada conforme metodologia proposta por
Sorrentino et al. (2010), com modificacdo, onde 0,5 g de amostra foi mantido em agitacao
com 2,5 mL de metanol, durante 2 horas. Ao final das extracOes, as amostras foram
centrifugadas por 20 min, 3220 g e 5 °C, filtradas em membranas com poros de 0,22 um e
mantidas a -20 °C, para analise em CLAE. Para a identificacdo e quantificacdo da lovastatina,
foi utilizado um sistema (Shimadzu, Quioto, Japdo) constituido por uma bomba quaternéria
LC-20AD, desgaseificador DGU-20A3;, forno para coluna CTO-20A e o software LC
Solution®, acoplado a um detector ultra-violeta (CLAE-UV), com coluna Discovery® C18 de

15 cm x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 pm. A fase movel foi constituida de
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acetonitrila/agua (70:30 v/v), 0,5 % acido aceético, fluxo de 0,4 mL por minuto, deteccdo em
254 nm e temperatura de 30 °C (Shen et al. 1996). A identificacdo da lovastatina foi baseada
no tempo de retencdo obtido do padrdo (12minl0s) e a quantificacdo foi determinada

utilizando uma curva padrdo com concentra¢des conhecidas (0,001 - 0,019 mg/mL).

2.7. Andlise estatistica

Os testes para a avaliacdo e quantificacdo de ergotioneina e lovastatina foram
realizados em triplicata e os resultados expressos em média + desvio padrdo e analisados por
analise da variancia (one-way ANOVA) e poOs-teste de Tukey, utilizando o software
PrismGraphPad (versdo 5.0.1.334). Foi considerado significativo o nivel de probabilidade

inferiora 5 % (p < 0,05).

3. Resultados e Discusséo
3.1. Contetido de ergotioneina em basidioma, no caldo e micélio de cultivo submerso e
micélio proveniente de placa de Petri em linhagens de Pleurotus spp.

Foi avaliada a presenca de ergotioneina em linhagens de Pleurotus spp. isoladas no
Estado do Rio Grande do Sul/Brasil. Este aminoacido foi detectado em todas as amostras
avaliadas. Na Figura 1 estdo apresentados como exemplo os cromatogramas do padrdo de

ergotioneina e deste composto presente em uma amostra de basidioma.
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Figura 1. Cromatograma de ergotioneina por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia). (A) Padrdo de ergotioneina (B) Amostra de cogumelo comestivel.

Na Tabela 1 estdo apresentados os teores de ergotioneina do basidioma, micélio
(placa), miceélio (cultivo submerso) e no caldo (cultivo submerso) de linhagens do género
Pleurotus. Quando comparadas todas as amostras, verifica-se que valores superiores de
ergotioneina foram obtidos de micélio crescido em placa de Petri. A linhagem 122H.5 de
Pleurotus sp. apresentou a maior concentracdo desta substancia (293,44 + 1,96 mg/100g),

seguido da linhagem 189H.5 (199,3 + 10,1 mg/100g). Os valores sdo superiores aos
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encontrados por Chen et al. (2012) que avaliaram o teor de ergotioneina em micélio de
cogumelos e verificaram valores entre 7,6 + 0,05 mg/kg (Antrodia salmonea) e 1514,6 + 15,7
mg/kg (Pleurotus eryngii), sendo que o teor obtido para Pleurotus eryngii é semelhante ao

obtido na linhagem 26C e inferior as linhagens 122H.5, 189H.3 do presente trabalho.

Tabela 1. Contetido de ergotioneina presente no basidioma, no micélio crescido em placa de

Petri, no micelio e caldo de cultivo submerso em linhagens de Pleurotus spp.

Ergotioneina (mg/100g)

Micélio Micélio Caldo
Basidioma
(placa) (cultivo submerso) (cultivo submerso)
93F.18  52,0+45° 1149+57% 12,8+1,3% 1,3+0,1%
88F.13  29,8+4,3“  67,2+3,9° 9,4+1,3° 2,3+0,4"
82F.7  50,6+29° 106,634 12,9+0,7%° 1,1£0,2°
122H5 36,5+2,3° 2934+19 9,4+15° 2,3+0,2%
189H.3  350#2,7° 199,3+10,1° 5,9 +0,7° 1,8 +0,1°
41D 27565 33209 5,5+ 0,4° 2,9+0,3
PS-2001 638+7,0°  91,1%35 13,9 +2,4° 2,6+0,1°
38D 27,6 £32" 1183 +59% 9,9 + 0,4 2,4+0,1%
26C 36,7+2,3° 1458+ 16,1° 3,7+0,2° 41+0,3

Os valores apresentados séo resultantes da média de triplicatas. Em cada coluna, valores com

letras iguais ndo diferem significativamente (p < 0,05).

Entre as amostras proveniente de basidiomas, as linhagens PS—2001, 93F.18 e 82F.7
foram as que apresentaram 0s maiores teores de ergotioneina, 63,8 + 7,0; 52,0 + 4,5e 50,6 +

2,9 mg/100g, respectivamente. Estudo realizado por Woldegiorgis et al. (2014) avaliaram o
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teor de ergotioneina em sete diferentes espécies de cogumelos e a concentracao superior foi
verificada em Pleurotus ostreatus (3,78 + 0,05 mg/g) (Tabela 1). Chen et al. (2012) também
avaliaram o teor de ergotioneina em basidioma de diferentes espécies e para as espécies de
Pleurotus os valores variaram entre 2850,7 + 10,6 mg/kg (Pleurotus citrinopileatus) e 258,9 +
12,4 mg/kg (Pleurotus cystidiosus).

Chen et al. (2012) avaliaram o teor de ergotioneina em basidioma de vinte e nove
espéecies e em micelio de dezessete espécies, sendo que em apenas quatro espécies foram
avaliados os teores, ao mesmo tempo, em micélio e basidioma. Segundo os autores, foi
possivel observar que duas espécies atingiram concentracfes superiores no micélio (Grifola
frondosa - 553,2 + 1,3 mg/kg; Hypsizigus mormoreus — 409,5 + 15 mg/kg) e duas
apresentaram valores superiores nos basidiomas (Pleurotus eringii - 1514,6 + 15,7 mg/Kkg;
Inonotus obliquus — 252,1 £ 5,5 mg/kg).

Tanto para as amostras de caldo como de micélio em cultivo submerso, os valores
obtidos foram inferiores quando comparados com os de basidiomas e o micélio em placa de
Petri. Para as amostras de micélio (cultivo submerso) valores entre 3,7 £ 0,2 mg/100g e 13,9 +
2,4 mg/100g foram verificados. Para o caldo (cultivo submerso) os valores foram inferiores,
entre 1,1 + 0,2 mg/100g e 4,1 + 0,3 mg/100g (Tabela 1). Existem poucos relatos de
ergotioneina no caldo e no micélio de cultivo submerso, destacando-se a importancia destes
dados que foram semelhantes aos de Liang et al. (2013) que avaliou o conteldo em
basidioma, micélio e caldo em cultivo submerso e os menores teores de ergotioneina foram
apresentados no caldo.

Diante dos resultados, embora possa haver variabilidade quanto ao teor de
ergotioneina nas espécies de fungos, é possivel afirmar que o tipo de processo de crescimento
do fungo também influencia na producéo, visto que na mesma linhagem, amostras obtidas

diferentemente variaram as concentracdes desta substancia.
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Valores superiores de ergotioneina foram obtidos no basidioma e no micélio (placa).
Desta forma trés linhagens (122H.5, 41D e 26C) foram utilizadas em cultivo com diferentes
formulacBes de meios. A escolha das trés linhagens foi aleatoria, com o objetivo de avaliar a
influéncia da composicao do meio de cultivo sobre o teor de ergotioneina. Na Figura 2 estdo
apresentados os teores de ergotioneina do basidioma originados de cultivos em meio serragem
(MCS), serragem + bagaco de uva (MCSU) e serragem + borra de café (MCSC) e também os
teores detectados em micelio (placa) obtidos em meio serragem (MPS), serragem + bagaco de

uva (MPSU) e serragem + borra de café (MPSC).
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Figura 2. Contetdo de ergotioneina nas linhagens 122H.5, 41D e 26 C de Pleurotus sp.
Valores presente no micélio das trés linhagens cultivadas em placas de Petri como diferentes
meios (A). Valores presentes nos basidiomas das trés linhagens cultivadas em diferentes
meios (B). Os valores apresentados sdo resultantes da média de triplicatas. Barras com letras
iguais nao diferem significativamente (p < 0,05). MCSC/MPSC - meio de cultivo com
serragem e borra de café; MCSU/MPSU - meio de cultivo com serragem e bagaco de uva;

MCS/MPS - meio cultivo com serragem.

Quando comparadas as amostras de basidioma e de micelio (placa) nos diferentes
meios, verifica-se valores superiores obtidos no micélio (placa) cultivado em MPS. Porém,

para o basidioma, foram observados valores superiores nos meios MCSC e MSCU,
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destacando que a composicdo do meio de cultivo interfere fortemente na concentracdo de
ergotioneina (Figura 2). Para o micélio (placa), a linhagem 122H.5 apresentou valores
superiores nas trés composicdes de meio utilizadas, porém, valor superior foi obtido no meio
MPS (293,4 + 1,9 mg/100g), quando comparado com o meio MPSU (27,6 + 2,2 mg/100g) e
com o0 meio MPSC (97,2 + 0,2 mg/100g) (Figura 2A). A linhagem cultivada em MCSC que
apresentou maior teor de ergotioneina no basidioma foi a linhagem 41D (116,3 + 8,02
mg/100g) e a linhagem cultivada em MCSU que apresentou o maior teor foi a 26C (112,6
6,7 mg/100g) (Figura 2B).

Estudo realizado por Tepwong et al. (2012) ao avaliar a producédo de ergotioneina em
cultivo submerso por Lentinula edodes, observou que a morfologia do micélio pode estar
relacionada com a producao de ergotioneina. Segundo os mesmos autores, estudos dos pellets
indicaram que o aumento do tamanho resultou em incremento da concentracdo de
ergotioneina. Estrada et al., (2009) observaram em seu estudo que os basidiomas cultivados
em menor umidade (55 %) apresentaram maior teor de ergotioneina (3 mg/g) quando
comparados com os produzidos com 60 % de umidade (2,2 mg/g).

Dubost et al. (2007b) avaliaram a suplementacdo de proteinas no meio de producéo
dos cogumelos e constataram que ndo houve aumento do teor de ergotioneina presente no
basidioma e que a adicdo de histidina aumentou a concentracdo de ergotioneina, porém
suprimiu a producdo dos basidiomas. Neste mesmo estudo, também observaram que o
aumento na colonizacdo micelial aumentava a concentracdao da ergotioneina e sugeriram que
este aminoéacido pode ser um metabdlito relacionado com condicbes de estresse, pois ao
quebrar a rede micelial houve um aumento do composto. De acordo com 0S mesmos autores,
0 teor de ergotioneina aumenta a cada ciclo de cultivo e diminui significativamente apds a

coleta (6 dias a 12 °C).
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Neste estudo foi possivel observar que o conteddo de ergotioneina pode estar
associado ao meio de cultivo, pois maiores concentracdes foram obtidas no basidioma em
meio contendo bagaco de uva e borra de café, porém este resultado ndo se repete para o
micélio. Quanto ao fato da concentracao de ergotioneina ser superior no micélio cultivado em
placa, pode-se sugerir que este resultado pode estar relacionado com o tempo de prateleira,
pois a analise do teor no micelio foi realizada logo apos a obtencdo das amostras, enquanto
que o basidioma passou por processamento antes da analise (desidratacdo e moagem). Sugere-
se também, que as concentracdes de ergotioneina podem estar relacionadas com o tempo de
cultivo, tendo em vista que o micélio em placa foi obtido em 12 dias, enquanto que o

cogumelo foi obtido em um periodo maior (45 dias).

3.2. Conteudo de lovastatina em basidioma de linhagens de Pleurotus spp.

A lovastatina € responsavel pela reducédo do colesterol sanguineo, sendo gque alguns
estudos apontam os cogumelos do género Pleurotus como produtores deste composto
(Gunde-Cimerman et al., 1993; Gunde-Cimerman & Cimerman, 1995), o que resulta na
relevancia de avaliar o potencial de producdo deste composto por diferentes espécies. Neste
contexto, foi avaliada a presenca de lovastatina em linhagens do género Pleurotus, sendo
detectado e quantificado o composto em todas as amostras avaliadas. Na Figura 3 estdo
apresentados os cromatogramas do padrdo de lovastatina e do composto em uma amostra de
basidioma.

Os teores de lovastatina presente no basidioma das linhagens de Pleurotus spp. estéo
apresentados na Tabela 2. Foram realizadas trés formas de extracdo, sendo que valores
superiores de lovastatina foram obtidos na extracdo com acetonitrila, em todas as amostras
avaliadas (Tabela 2). Para a extragdo realizada com acetonitrila, a amostra de basidioma da

linhagem 41D apresentou concentracdo superior (10,2 + 0,1 mg/100g), em meio com

86



serragem e bagaco de uva, seguido pelo PS-2001 (4,5 + 0,3 mg/100g), em meio com
serragem. Na extracdo realizada com acetato de etila foi detectado maior teor de lovastatina
na linhagem 122H.5 (1,5 = 0,1 mg/100g), em meio com serragem. No extrato com metanol, as
linhagens com maior concentracdo de lovastatina foram 88F.13 (1,3 £ 0,1 mg/100g), 82F.7

(1,1 £ 0,1 mg/100g) e 93F.18 (1,1 £ 0,1 mg/100g), em meio serragem (Tabela 2).
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Figura 3. Cromatograma de analise de lovastatina por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia). (A) Padrdo de lovastatina; (B) Amostra de cogumelo comestivel.
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Tabela 2. Contetido de lovastatina no basidioma de linhagens de Pleurotus spp. cultivadas em

serragem (MCS), serragem/bagaco de uva (MCSU) e serragem/borra de café (MCSC)

utilizando trés solventes.

Lovastatina (mg/100g)

Acetato de etila Acetonitrila Metanol

Serragem (MCS)

93F.18 1,3+0,1° 29+01° 11+01°
88F.13 1,1+0,1° 25+0,1* 13+0,1°
82F.7 0,7+0,1° 15+0,1* 1,1+0,1%
122H.5 15+0,1° 20+01* 05+0,1°
189H.3 0,9+0,1° 23+0,1*° 06+0,1°
41D 1,4 +0,2° 23+0,0° 07+01°
PS-2001 0,8+0,1° 45+03* 06+0,0°
38D 1,1+0,1% 12+0,0° 08=+0,1"
26C 0,6 +0,1° 16+0,1* 09=+0,1°
Serragem/Bagaco de uva (MCSU)
122H.5 0,9+0,1" 26+03* 04+01°
41D 1,1+0,1° 102+0,1* 0,6+0,1°
26C 0,7+0,1° 24+03* 09+01°

Serragem/Borra de café (MCSC)

122H.5 0,5+0,1° 23+0,1° 09+0,0°
41D 0,3+0,0° 36+01° 1,1+01°
26C 0,5+0,0° 37+01° 1,1+01°

Os valores apresentados sdo resultantes da média de triplicatas. Em cada linha, valores com

letras iguais nao diferem significativamente (p < 0,05).

88



Quando comparadas as linhagens cultivadas em serragem, o PS-2001 destacou-se
diante das demais, com relacdo a extracdo realizada com acetonitrila, porém na extracdo
realizada com metanol e acetato de etila foi uma das linhagens com menor teor de lovastatina.
Diante destes resultados, destaca-se a importancia do tipo de solvente para o processo de
extracao no que se refere aos teores desta substancia.

Em um estudo realizado por Chen et al. (2012), foi analisado o extrato de 29 espécies
de basidioma, utilizando acetonitrila como solvente, sendo que para o basidioma, a maior
guantidade de lovastatina encontrada foi no cogumelo Pleurotus ostreatus (Japdo) (606,5 +
5,6 mg/kg). Além disto, avaliaram trés linhagens de P. ostreatus, de lugares diferentes e
obtiveram valores bastante diferentes entre elas (P. ostreatus (Japao) - 606,5 £ 5,6 mg/kg; P.
ostreatus (Korea) - 165,3 + 3,8 mg/kg; P. ostreatus (Korea) - 216,4 + 9,9 mg/kg). Também
foram analisadas amostras de Pleurotus citrinopileatus (118 + 2,71 mg/kg), Pleurotus
cystidiosus (101,1 + 1,5 mg/kg), entre outras, sendo que na amostra de Pleurotus salmoneos
tramineus n&o foi detectado lovastatina.

Quando realizada a producdo com diferentes formulagdes meios (MCSC e MCSU),
valores semelhantes foram obtidos para as trés linhagens, com excegdo da linhagem 41D
cultivada no meio MCSU que apresentou o maior teor de lovastatina (10,17 £+ 0,04 mg/100g).
Pode ser observado que, ao adicionar um complemento no meio de cultivo (bagaco de uva) o
teor de lovastatina aumenta, quando comparado ao meio contendo apenas serragem ou
serragem com borra de café (Tabela 2). Atli et al. (2015) ao realizar estudos de otimizacdo de
parametros para aumentar a producdo de lovastatina por Omphalotus olearius OBCC 2002,
observou que este fungo tem potencial para a producdo de lovastatina e a concentracdo deste
composto pode ser melhorada com a adicdo de cevada no substrato (139,47 mg/g de
substrato). Arlacon et al., (2003) constataram que o meio de cultivo influencia no teor de

lovastatina, quando avaliado o teor em P. ostreatus obtidos em ambiente natural obteve 2,80 g
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de lovastatina /100g, enquanto o cultivado em palha de trigo como substrato apresentou 2,07
0/100g.

Neste contexto, destaca-se a importancia de avaliar e identificar diferentes compostos
relacionados com beneficios para a saide humana. A lovastatina € frequentemente utilizada
no tratamento da hipercolesterolemia, devido a sua capacidade de inibicdo da HMG-CoA
redutase (3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase), a primeira enzima da via metabolica do
colesterol (Barrios-Gonzalez & Miranda, 2010). Lindequist et al. (2005) detectaram
lovastatina na amostra de Pleurotus sp. e ao analisarem o efeito hipocolesterolémico da dieta
com Pleurotus sp. em ratos e coelhos. Observaram decréscimo na formacdo e tamanho da
placa de ateroma em coelhos, sugerindo entdo ser a lovastatina o responsavel pelos efeitos
observados. Lee et al. (2006) avaliaram extratos obtidos de basidioma e micélio de cultivo
submerso de P. ostreatus que produziram 0,98 mg/g e 21,90 mg/L, respectivamente de
lovastatina. Os mesmos autores avaliaram a taxa de inibicdo da 3-hidroxi 3-metilglutaril-
CoA-(HMG-CoA) redutase, sendo que o extrato do basidioma de Pleurotus ostreatus
apresentou 67,8 % de inibicdo e o do micélio apresentou 37,2 %.

Diante dos resultados, é possivel observar que diferentes fatores podem influenciar
nas concentracfes de ergotioneina e lovastatina. Entre os fatores, destaca-se a espécie
utilizada, o tempo de obtencdo das amostras e a composi¢cdo do meio de cultivo. Além disso,
destaca-se que as linhagens utilizadas no presente trabalho sdo comestiveis, de facil producéo

e sao fontes de compostos benéficos para a salide humana.

4. Concluséo
As linhagens de cogumelos comestiveis avaliadas sdo fontes de ergotioneina e
lovastatina, dois compostos reconhecidos como agentes naturais para prevencao de doencas

ou mesmo na terapéutica. O basidioma e o micélio crescido em placa apresentaram o maior
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teor de ergotioneina em relacdo ao caldo e micélio provenientes do cultivo submerso. Os
teores de ergotioneina e lovastatina presentes nos basidiomas podem ainda ser aumentados
conforme o meio de cultivo e a forma de conducdo do cultivo. Desta forma, o conhecimento
de novas linhagens de cogumelos e a presenca de compostos com atividades benéficas para a
hipercolesterolemia, hipertensdo e com propriedades antioxidantes, contribuem para
incentivar o0 consumo de cogumelos e também como alternativa para tratamentos

convencionais.
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4. CONCLUSOES GERAIS

As “novas” linhagens de Pleurotus spp. mostraram-se capazes de produzir
basidiomas. Entre os meios de cultivo avaliados, as linhagens cultivadas em MCSU
(serragem/bagaco de uva) e MCSC (serragem/borra de café) atingiram maior rendimento,
produtividade e eficiéncia bioldgica, destacando-se 0 meio MCSC. Os teores de proteinas e
fibras alteraram de acordo com o meio de cultivo utilizado, sendo que os basidiomas
produzidos em meio MCSC apresentaram maior teor de proteina e, quando produzidas em
MCS (serragem), apresentaram maior teor de fibra alimentar.

Os teores de fendlicos totais e a capacidade antioxidante foram superiores nos
extratos dos basidiomas, quando comparado aos extratos obtidos de micélio. Quando os
basidiomas foram cultivados nos meios MCSU e MCSC, apresentaram maior teor de
fenolicos totais, demonstrando que a composi¢do do meio altera a concentracdo de fendlicos
totais presentes no cogumelo.

As linhagens do género Pleurotus avaliadas sdo de facil producdo e apresentam
diferentes compostos fendlicos com capacidade antioxidante, evidenciando que o consumo
destes cogumelos pode levar a beneficios para a saude. Além disto, foi possivel observar
diferencgas nos teores de compostos fendlicos entre linhagens do mesmo género e que o acido
galico, acido clorogénico e catequina sdo os principais contribuintes para o teor fendlico total
dos cogumelos analisados.

As linhagens de cogumelos comestiveis avaliadas sdo fontes de ergotioneina e
lovastatina, dois compostos reconhecidos como agentes naturais para prevencao de doencas
ou mesmo na terapéutica. O basidioma e o micélio crescido em placa apresentaram o maior
teor de ergotioneina em relacdo ao caldo e micélio provenientes do cultivo submerso. Os
teores de ergotioneina e lovastatina presentes nos basidiomas alteram conforme o meio de

cultivo.
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O conhecimento sobre novas linhagens de cogumelos e a presenca de compostos
com atividades benéficas contribuem para incentivar o consumo de cogumelos e também séo

alternativas para tratamentos convencionais de saude.
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5. PERSPECTIVAS

v Determinar o conteudo de vitaminas, aminoacidos e minerais das diferentes linhagens de
Pleurotus spp.

v Avaliar a atividade antioxidante in vivo das diferentes linhagens de Pleurotus spp.

v Avaliar a atividade biologica da ergotioneina detectada nas linhagens de Pleurotus spp. in
vitro e in vivo.

v Avaliar a capacidade de regulacdo do perfil lipidico in vivo, utilizando as amostras das
diferentes linhagens de Pleurotus spp. como fontes de lovastatina.

v' Otimizar a producdo de ergotioneina, lovastatina e compostos fenélicos das diferentes

linhagens de Pleurotus spp.
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7. ANEXOS

7.1 Cogumelos cultivados

26C 38D PS - 2001

82F.7

93F.18 122H.5 189H.3

Figura 8. Macrofungos do género Pleurotus cultivados em meio serragem.

Fonte: arquivo pessoal autor.
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