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RESUMO

O crescimento populacional e o esgotamento de recursos naturais demanda a pesquisa por novas
alternativas para o suprimento de alimentos proteicos. Fontes alternativas de proteinas, como
aquelas oriundas de microrganismos, podem auxiliar na solucdo desta problematica. No
presente trabalho, micoproteinas de Agaricus blazei, Auricularia fuscosuccinea e Pleurotus
albidus foram produzidas como resultado de cultivo em estado so6lido (CES) utilizando
matérias-primas vegetais como graos (arroz integral, milho canjica, trigo) ou bagacos (de malte
de cevada e de uva) no meio de cultivo. As matérias-primas vegetais colonizadas pelos micélios
(miceliadas) foram secas e moidas para obtencdo de farinhas de micoproteinas que foram
analisadas quanto ao contetdo de biomassa micelial, composicdo nutricional, caracteristicas
fisicas e fisico-quimicas, compostos secundarios bioativos (ergosterol, ergotioneina e
lovastatina) e atividade bioldgica in vitro (antioxidante e inibicdo das enzimas a-glicosidase,
a-amilase e lipase pancreatica), sendo comparadas com as respectivas farinhas controle
(matérias-primas vegetais ndo miceliadas). Na producdo de micoproteinas de P. albidus, foi
observado crescimento micelial em todas as matérias-primas utilizadas, sendo determinados 0s
maiores valores de ergosterol (0,60 mg. g) e de biomassa fingica (183 mg. g*) em farinhas
obtidas de grdos de trigo miceliados por este macrofungo. Na avaliacdo da composicdo
nutricional, a respeito as proteinas e aminoacidos totais, os resultados mais relevantes foram
observados em micoproteinas de P. albidus. Em farinhas obtidas de graos de trigo e de bagaco
de malte miceliados por P. albidus, os percentuais mais altos de enriquecimento proteico
relativo ao controle foram de 46 e 42%, respectivamente; para contetdo de aminoacidos totais
em comparacdo ao controle foram de 17,7 e 20,2%, respectivamente. Quanto ao conteudo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante, de maneira geral, valores superiores foram
determinados nas micoproteinas de A. fuscosuccinea. Nestes aspectos, pode-se destacar a
farinha obtida de grdo de milho miceliado por A. fuscosuccinea, em que o contetdo de fendlicos
foi 29 vezes superior ao controle, e as capacidades sequestradoras dos radicais DPPH e ABTS ™"
foram 10 e 55 vezes superiores ao controle, respectivamente. Na investigacdo dos compostos
secundarios, a presenca de ergotioneina foi identificada, particularmente, nas micoproteinas de
P. albidus em farinha obtida de gréo de trigo, na qual foi determinada a concentragdo de
26,01 ng.100 gt de amostra. As maiores concentracdes de lovastatina foram determinadas nas
farinhas de micoproteinas de A. fuscosuccinea produzidas em gréo de trigo (0,660 ug.100 g™)
e em bagaco de malte (1,170 pg.100 g}) e, ainda, na micoproteina de P. albidus produzida em

bagaco de uva (0,883 ng.100 gt). As micoproteinas de A. blazei e de P. albidus foram as mais



efetivas na inibicdo da enzima a-glicosidase (pelo menos 78,4% de inibig&o no ensaio in vitro).
A maior capacidade inibitéria de atividade da enzima lipase pancreética in vitro (74,5%) foi
evidenciada na micoproteina de P. albidus produzida em gréo de trigo. Por fim, a farinha de
bagaco de malte contendo a micoproteina de P. albidus foi utilizada para enriquecer
nutricionalmente a formulagdo de um biscoito tipo cookie. A substituicdo total da farinha de
trigo refinada pela farinha de micoproteina resultou em produto com valores superiores de
proteina (11,60 g.100g™"), de fibras alimentares totais (32,359.100g '), de atividade
antioxidante (DPPH) (50,4%) e de inibicdo de a-glicosidase (74,9%). Em conclusdo, a
producdo da micoproteina de macrofungos constituiu uma estratégia promissora para o
enriquecimento nutricional e a producdo de compostos bioativos, com potencial uso como

ingrediente funcional em alimentos ou como aditivo na nutri¢do animal.



ABSTRACT

The population growth and depletion of natural resources demand research into new alternatives
for the supply of protein foods. Alternative sources of proteins, such as those derived from
microorganisms, can help solve this problem. In this study, Agaricus blazei, Auricularia
fuscosuccinea and Pleurotus albidus mycoproteins were produced in solid-state cultivation
(SSC) using vegetable raw materials such as grains (brown rice, corn, wheat) or bagasse (brewer
spent grain, grape marc) in the cultivation medium. The colonized material was dried and milled
to obtain mycoproteins flours which were analyzed for mycelial biomass content, nutritional
composition, physical and physicochemical characteristics, bioactive secondary compounds
(ergosterol, ergothioneine and lovastatin), biological activity in vitro (antioxidant and
a-glicosidase, a-amilase and pancreatic lipase enzymatic inhibition) and compared with the
respective control flour. The results demonstrated that in the production of P. albidus
mycoproteins, mycelial growth was observed in all the raw materials used, being determined
the highest values of ergosterol (0.60 mg.g?) and fungal biomass (183 mg.g?) in flours obtained
from wheat grains myceliated by this macrofungi. In the evaluation of the nutritional
composition, regarding the proteins and total amino acids, the most relevant results were
observed in mycoproteins of P. albidus. In flour obtained from wheat grains and brewer spent
grain myceliated by P. albidus, the percentage of protein enrichment relative to the control were
46 and 42%, respectively; and increase in total amino acid content compared to control were
17.7 and 20.2%, respectively. As for the phenolic compounds and antioxidant activity, in
general, the highest values were determined in the A. fuscosuccinea mycoproteins. In these
aspects, it is possible to highlight the flour obtained from corn grain myceliated by A.
fuscosuccinea, in which the phenolic content was 29 times higher than the control, and the
scavenging capacities of the radicals DPPH" and ABTS™ were 10 and 55 times higher than
control, respectively. In the investigation of the secondary compounds, the presence of
ergothioneine was identified particularly in the P. albidus mycoproteins, as in the flour obtained
from wheat grain myceliated by the fungus in which the concentration of 26.01 pg.100 g* of
sample was determined. The highest concentrations of lovastatin were determined in A.
fuscosuccinea mycoproteins flour produced in wheat grain (0.660 pg.100 g*) and in brewer
spent grain (1.170 pg.100 g1), and also in the P. albidus mycoprotein produced in grape marc
(0.883 ng.100 g1). A. blazei and P. albidus mycoproteins were the most effective inhibitors of
the a-glycosidase enzyme (at least 78.4% inhibition in the in vitro assay). The highest inhibition

of pancreatic lipase in vitro (74.5%) was evidenced in the P. albidus mycoprotein produced in



wheat grain. Finally, P. albidus mycoprotein flour produced in brewer spent grain was used to
nutritionally enrich the formulation of a cookie. Total replacement of refined wheat flour by
mycoprotein flour resulted in a product with higher values of protein (11.60 g.100 g}), of total
dietary fiber (32.35 g.100 g*%), of antioxidant activity (50.4% in DPPH assay) and
a- glucosidase inhibition (74.9%). In conclusion, macrofungi mycoprotein production is a
promising strategy for nutritional enrichment and the production of bioactive compounds, with

potential use as a functional ingredient in food or as an additive in animal nutrition.



1 INTRODUCAO

A populagdo mundial estimada para a metade do século XXI sera de 9,8 bilhdes de
habitantes. De acordo com as recomendagdes da Organizacdo das Nacbes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura, a producéao de alimentos devera ser dobrada no periodo entre 2012
e 2050 para atender a demanda consequente do aumento populacional (FAO, 2017). Na
atualidade, as principais fontes de proteina da alimentacdo humana sdo de origem animal e
vegetal. O suprimento de alimentos proteicos de origem animal € uma preocupacao pois, devido
aos impactos ambientais e as questdes relacionadas com o bem-estar animal, o setor produtivo
ndo podera simplesmente aumentar a utilizacdo de recursos para responder ao aumento da
demanda. Neste sentido, as fontes proteicas alternativas, como aquelas provenientes de
microrganismos, poderiam auxiliar na solucéo desta problemaética.

Macrofungos séo fungos que formam corpos de frutificacdo, também conhecidos como
cogumelos. Os macrofungos comestiveis sdo muito apreciados pelos atributos sensoriais de
sabor, aroma e textura, e pela sua composi¢do nutricional, com elevados conteudos de proteinas,
de fibras alimentares totais e baixo teor de gorduras totais. Devido ao seu valor nutricional e
composicdo quimica, os macrofungos podem ser considerados alimentos funcionais, e por
vezes, contém metabolitos secundarios que tém sido associados a promogéo da saude.

Dentre as espécies de macrofungos encontrados no Brasil, Agaricus blazei Murrill,
originaria da cidade paulista de Piedade e conhecida como Cogumelo do Sol, merece destaque
pelas propriedades medicinais. Ha também, espécies pouco estudadas isoladas do bioma Mata
Atlantica, no Estado do Rio Grande do Sul, tais como Pleurotus albidus e Auricularia
fuscosuccinea, entre outras.

O consumo de macrofungos comestiveis pode ser limitado ao seu custo (Souilem et al.,

2017), principalmente em paises sem a cultura do seu uso na alimentacdo. Fatores como a
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estrutura, as condigdes de cultivo e o tempo necessario para a obtencdo dos cogumelos podem
ter influéncia sobre 0s seus custos de producdo. Por sua vez, o aproveitamento na forma de
micélio vegetativo pode ser uma alternativa aos cogumelos, pois sua obtencdo é mais rapida
quando comparado ao periodo necessario para producdo dos corpos de frutificacdo
(basidiomas) (Mokochinski et al., 2015; Rathore et al., 2019). Estudos sugerem que os micélios,
bem como as matérias-primas constituintes do meio utilizado para o crescimento micelial,
podem representar uma fonte de compostos bioativos, tais como &cidos fendlicos e ergosterol,
ambos com atividade antioxidante. Além disso, a combinagdo de matérias-primas com a
biomassa micelial pode ser considerada fonte alternativa de obtencdo de proteina, neste caso,
proteina fingica ou micoproteina que sdo termos que se referem as proteinas oriundas do
processo de cultivo de fungos (leveduriformes ou filamentosos).

Cultivo em estado sélido (CES) é um processo biotecnolégico no qual microrganismos
se desenvolvem no meio de cultivo com baixo contelldo ou auséncia de agua livre. Os
microrganismos com crescimento favorecido para o CES sdo os fungos filamentosos, entre eles
os macrofungos basidiomicetos, pois esta técnica de cultivo simula o seu habitat natural, sendo
gue os fungos sintetizam enzimas e outros metabdlitos de interesse industrial nestas condicdes.
Além disso, por meio do CES, diferentes matérias-primas vegetais podem ser utilizadas em
processos de bioconversdo por microrganismos, como uma estratégia para enriquecé-los
nutricionalmente, com a producdo de micoproteinas e metabolitos de valor agregado para
insumos da industria alimenticia e de nutrigdo animal.

Gréos de cereais, tais como trigo, milho e arroz, podem ser utilizados como matéria-
prima para producdo de micélio de macrofungos (micoproteina) por meio de CES. Este
processo biotecnoldgico pode disponibilizar compostos bioativos dos cereais, reduzir fatores
antinutricionais e aumentar a digestibilidade dos componentes estruturais do grdo, além dos

bioativos microbianos, incrementando o valor nutricional dos alimentos. A produgédo de
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micoproteinas em gréos por meio do CES de diferentes macrofungos foi reportada na literatura
(Zhai et al., 2015), mas estudos com as especies P. albidus, A. fuscosuccinea e A. blazei séo
€scassos.

Residuos das atividades agroindustriais sdo biomassas vegetais que podem ser
matérias-primas promissoras para a producdo de micoproteina por meio do CES. A regido da
Serra Gaucha concentra agroinddstrias de diversos ramos, dentre elas estdo vinicolas e
microcervejarias. O gerenciamento dos residuos solidos resultantes destas atividades, como 0s
bagacos de uva e de malte, é recomendado para evitar impactos ambientais. O destino mais
comum para o bagacgo de malte é a alimentacdo de ruminantes. O bagaco de uva é normalmente
destinado a agricultura para uso na adubacdo. Uma alternativa para estes residuos seria a sua
utilizacdo como matéria-prima em bioprocessos, permitindo a obtencéo de produtos de maior
valor comercial, como enzimas, acidos organicos, etanol, &cidos graxos essenciais, aminoacidos
e proteinas.

Tanto o bagaco de malte quanto o bagaco de uva foram pesquisados para o cultivo de
macrofungos. No entanto, a producdo de micoproteina partir destes residuos em CES com P.
albidus, A. fuscosuccinea e A. blazei, como estratégia para enriquecimento nutricional e
producdo de compostos bioativos, ainda é pouco explorada.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de farinhas de
micoproteinas a partir de diferentes matérias-primas vegetais colonizadas em CES com P.
albidus, A. fuscosuccinea e A. blazei como estratégia para enriquecimento nutricional e
aumento da atividade bioldgica visando a sua potencial utilizagdo em alimentos funcionais.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- obter farinhas de micoproteinas a partir de graos (arroz integral, milho canjica ou trigo)
colonizados com micélio de A. blazei, A. fuscosuccinea ou P. albidus em CES e caracteriza-las

quanto a composicao nutricional, compostos bioativos (ergosterol, lovastatina e ergotioneina),
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atividade bioldgica (antioxidante e de inibi¢do de enzimas do trato digestorio) e propriedades
fisicas e fisico-quimicas;

- obter farinhas de micoproteinas utilizando bagacos de malte de cevada e de uva
colonizados com P. albidus, A. fuscosuccinea ou A. blazei em CES e caracteriza-las quanto a
sua composi¢do nutricional, compostos bioativos, atividade bioldgica, propriedades fisicas e
fisico-quimicas;

- avaliar o uso de uma farinha de micoproteina selecionada em termos de
enriquecimento proteico e de compostos bioativos, no enriquecimento nutricional e nas
caracteristicas de cor e de textura de biscoitos do tipo cookie, bem como na sua atividade
antioxidante e inibigcdo da enzima a-glicosidase, visando o desenvolvimento de um alimento

funcional.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Macrofungos comestiveis: caracteristicas, importancia e aspectos legais

Os macrofungos sdo seres multicelulares, constituidos por filamentos denominados
hifas. O conjunto de hifas € denominado micélio, que se desenvolve formando a estrutura
reprodutora dos macrofungos conhecida como corpo de frutificagdo, na qual podem ser
encontrados os esporos (Putzke & Putzke, 2004). Na sua definigdo mais ampla, cogumelo é um
macrofungo com um corpo de frutificacdo distinto, epigeo ou hipégeo. Cogumelos sdo
macroscopicos e sua colheita é geralmente realizada manualmente, podendo estes ser
comestiveis ou ndo (Chang & Miles, 1992). Os macrofungos pertencem ao filo Ascomycota e
ao filo Basidiomycota do reino Fungi (Hibbett et al., 2007).

Os macrofungos do filo Basidiomycota séo conhecidos como basidiomicetos. S&o seres
aerobios, heterotrofos, com atividade ecoldgica de decomposicdo da matéria organica como,
por exemplo, de residuos lignoceluldsicos. Por meio da secrecdo das enzimas fungicas, as
moléculas dos polimeros que compdem estes materiais sdo clivadas, liberando os monémeros
ou compostos de menor massa molecular, que sdo assimilados como fonte de carbono e de
energia (Madigan et al., 2016). Devido a efetividade na biodegradacdo de materiais
lignocelulosicos, estes fungos sdo chamados de fungos de decomposicdo branca ou “white-rot
fungi” (Ferraz, 2010).

Segundo Chang (2008), os macrofungos séo estudados em trés principais areas: ciéncia
de cogumelos (cultivo e producdo de cogumelos), biotecnologia (bioprocessos e produgédo de
derivados de cogumelos) e biorremediacdo (impactos benéficos dos cogumelos no ambiente).

Assim, os macrofungos podem ser aplicados com o objetivo de auxiliar na resolucdo de
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problemas relacionados a escassez de alimentos, a salde humana e a poluicdo do meio
ambiente.

O uso de macrofungos como alimento vem sendo relatado ha séculos. Porém, somente
nos ultimos anos, observa-se a popularizagdo do consumo, que poderia estar associada a uma
conscientizacdo, por parte dos consumidores, de que melhores héabitos alimentares sdo
importantes para a saude. E neste sentido, os macrofungos comestiveis apresentam
propriedades nutricionais para integrar uma alimentacéo equilibrada (Reis et al., 2017).

De acordo com Resolugdo RDC n° 272/2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), “cogumelo comestivel: ¢ o produto obtido de espécie(s) de fungo(s)
comestivel(is), tradicionalmente utilizada(s) como alimento. Pode ser dessecado, inteiro,
fragmentado, moido ou em conserva, submetido a processo de secagem e/ou defumacéo e/ou
coccao e/ou salga e/ou fermentacdo ou outro processo tecnoldgico considerado seguro para a
producéo de alimentos” (Brasil, 2005).

Existem centenas de espécies de macrofungos comestiveis na natureza. Porém, poucas
sdo amplamente utilizadas como alimento ou regularmente cultivadas de forma significativa.
Sdo muito apreciados, ndo apenas pelos atributos sensoriais de sabor, aroma e textura, mas
também, pela sua composicdo nutricional, com elevados contetdos de proteinas, fibras
alimentares e baixo teor de gorduras totais (Ghorai et al., 2009). A respeito das fibras
alimentares constituintes dos macrofungos, estas sdo compostas por polissacarideos estruturais
da parede celular dos fungos, tais como B-glucanos e quitina, para os quais ndo ha enzimas
capazes cliva-los no trato digestorio humano (Cheung, 2010). Devido a sua composicao, 0S
macrofungos podem ser considerados alimentos funcionais (Chang, 2008; Correa et al., 2016;
Perera & Li, 2011; Yahaya et al., 2014).

Legalmente no Brasil, alimento ou ingrediente com alegacgéo de propriedade funcional

é aquele que, além de nutrir, produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos a salde,
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devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica. Na rotulagem de alimentos, somente
sdo permitidas alegacGes mediante demonstracdo da sua eficécia, exceto para nutrientes com
fungdes plenamente reconhecidas pela comunidade cientifica (Brasil, 1999).

Diversos compostos bioativos com efeitos metabolicos ou fisioldgicos benéficos a satide
foram identificados na composi¢do quimica de macrofungos, entre eles, polissacarideos,
compostos fenolicos, terpenoides, glicoproteinas, peptideos (Carrasco-Gonzales et al., 2017;
Sokovic et al., 2018). Os efeitos incluem propriedades imunomodulatérias, antitumorais, anti-
hipercolesterolemia, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antiviral, anti-hiperglicémica, entre
outras (Giavasis, 2014; Reis et al., 2017).

O Brasil apresenta uma biodiversidade de cogumelos (Putzke & Putzke, 2004; Soccol
et al., 2017). Dentre as espécies nativas, Agaricus blazei Murrill merece destaque pelas
propriedades medicinais (Dias, 2010). H& também espécies pouco estudas, tais como Pleurotus
albidus e Auricularia fuscosuccinea, recentemente isoladas do bioma Mata Atlantica no Estado
do Rio Grande do Sul (Rosa et al., 2016). Embora estas espécies ja tenham sido pesquisadas
em alguma das trés areas de aplicacdo dos cogumelos (producdo de alimentos, obtencdo de
nutracéuticos e processos de biorremediacdo), os estudos ainda sdo escassos, principalmente
guando se trata do enriquecimento proteico e da producéo de compostos bioativos. Sendo assim,
os macrofungos Pleurotus albidus, Auricularia fuscosuccinea e Agaricus blazei foram
selecionados para o desenvolvimento do presente trabalho, sendo descritas a seguir informagoes

sobre 0s mesmos.

2.1.1 Género Pleurotus

Pertencentes a classe dos Basidiomicetos, os fungos do género Pleurotus sao

popularmente conhecidos como cogumelo ostra, pois seus basidiomas (corpos de frutificagéo)
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apresentam formato caracteristico de concha ou ostra com haste concéntrica (Dias, 2010). Sdo
comestiveis, ricos em carboidratos, vitaminas, sais minerais, lipidios e proteinas (Chang, 2008)
e estdo entre os cogumelos mais produzidos comercialmente no mundo (Lechner & Albertd,
2011).

E um grupo cosmopolita, de alto valor nutricional, com propriedades terapéuticas e
diversas aplicacdes ambientais e biotecnoldgicas. S&o muito apreciados na gastronomia devido
as suas caracteristicas sensoriais e reconhecidos pelas suas propriedades nutracéuticas
(Carrasco-Gonzales et al., 2017; Lavelli et al., 2018). Espécies deste género destacam-se pela
versatilidade e por crescerem em diferentes condigGes ambientais e substratos, desenvolvendo-
se em residuos agroindustriais (Lechner & Albertd, 2011).

Na literatura constam informagdes sobre a ocorréncia da espécie P. albidus (Figura 1)
no México e na Argentina (Lechner & Alberto, 2011; Moreno-Fuentes & Bautista-Nava, 2006).
No Brasil, € uma das cinco ultimas espécies do género Pleurotus certamente conhecidas. Porém,

o0s estudos sobre a espécie ainda sdo escassos e fragmentados (Menolli Jr et al., 2014).

Figura 1. Pleurotus albidus desenvolvido sobre madeira na natureza.

(FONTE: Laboratorio de Enzimas e Biomassas — UCS)

Estudo com o objetivo de produzir cogumelos de P. albidus em escala laboratorial foi
realizado por Gambato et al. (2016). Nesse trabalho, foi avaliada a producéo de P. albidus em

meios com diferentes matérias-primas, bem como a influéncia da composi¢do dos meios de
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cultivo no perfil antioxidante dos cogumelos. Os resultados indicaram que, dentre 0s meios
testados, a mistura de serragem de Pinus spp. com residuo de maca resultou na maior eficiéncia
bioldgica (70,40 + 8,61 %). A respeito da atividade antioxidante, os melhores resultados foram
obtidos com cogumelos produzidos no meio contendo casca de arroz e residuo de uva (373,43 £
2,64 mg GAE/mL de extrato e 1Cso9% igual a 3,50 mg/mL no ensaio de DPPH). Num segundo
estudo (Gambato et al., 2018), foi analisada a composi¢do centesimal do cogumelo P. albidus
(Tabela 1), produzido em meio contendo por serragem de Pinus spp. e farelo de trigo, que
demonstrou altos conteudos de fibra alimentar total e de proteinas e baixo conteddo de gorduras

totais.

Tabela 1. Composi¢éo centesimal do cogumelo Pleurotus albidus desidratado

Componentes Contetdo (g/100 g)
Umidade 8,73+ 0,03
Cinzas 5,87 £ 0,09
Proteinas 21,82 +0,12
Fibra alimentar total 42,20+ 0,10
Gorduras totais 3,72 £0,06
Carboidratos 17,63 + 0,50

Fonte: Gambato et al. (2018).

Devido a sua composicdo quimica, o interesse em espécies do género Pleurotus no
desenvolvimento de novos alimentos funcionais vem crescendo. Para Lavelli et al. (2018),
existem trés principais estratégias para o desenvolvimento de alimentos funcionais utilizando
Pleurotus spp., que sdo a sua utilizacdo como agente fortificante (aumento do valor nutricional

dos alimentos, principalmente, a base de cereais), substituto de ingredientes proteicos (em
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produtos de carne e frango processados, por exemplo, empanados) e ingrediente prebidtico
(fibras alimentares, como beta-glucanas, que estimulam o crescimento da microbiota intestinal).

Os polissacarideos presentes na composi¢do dos macrofungos sdo reconhecidos como
alimentos funcionais e merecem destaque devido a sua atividade imunomodulatéria e
antitumoral (Reis et al., 2017). Polissacarideos extraidos de basidiomas e de micélio de P.
albidus, identificados como o e B-glucanos, apresentaram potencial efeito imunomodulatério
em macrdéfagos, regulando a producéo de éxido nitrico (NO), os fatores de necrose tumoral alfa
(TNF-a), a interleucina-6 (IL-6) e a fagocitose (Castro-Alves et al., 2017).

Os efeitos do extrato obtido do basidioma de P. albidus na disfuncdo mitocondrial
induzida por hiperglicemia em células endoteliais EA.hy926 foram estudados por Gambato et
al. (2018). Foi observado que o tratamento com P. albidus preveniu o aumento da atividade do
complexo | da cadeia transportadora de elétrons. Ainda, a geracdo de espécies reativas de
oxigénio foi minimizada, bem como os danos a lipidios e as proteinas induzidos pela condicéo
de hiperglicemia foram diminuidos. Os autores sugerem que o0s resultados podem estar
associados a atividade antioxidante de compostos fendlicos e de ergotioneina presentes no
extrato de P. albidus.

A producéo de biomassa micelial de P. albidus em cultivo submerso foi reportada pela
primeira vez em um estudo de Kirsch et al. (2016), que avaliou a influéncia dos parametros
fisico-quimicos no processo. A maior quantidade de biomassa (9,81 g.L™) foi obtida nas
seguintes condigBes: 30 g.L ™ de sacarose, 2,5 g.L™* de extrato de levedura, 180 rpm de agitacéo
e pH 7,0. Segundo os mesmos autores, os resultados do trabalho podem contribuir para a
producdo de biomassa micelial para o consumo humano.

A biomassa de P. albidus também tem sido pesquisada com o objetivo de utiliza-la como
um suplemento para a nutrigdo animal, conforme reportado no estudo de Sartori et al. (2015),

que demonstrou que o micélio de P. albidus é uma fonte alimentar promissora para peixes.
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2.1.2 Género Auricularia

Os fungos do género Auricularia pertencem a classe Basidiomicetos, ordem
Auricularicales, familia Auriculariaceae. Seus basidiomas se caracterizam por serem
ressupinados ou pileados, em forma de orelha ou concha ou formando estreitas bracteas
imbricadas, frouxamente elasticas ou duras e gelatinosos (Lowy, 1951; Wong, 1993;
Choudhury & Sarma, 2014).

Os primeiros cogumelos cultivados pela humanidade foram os do género Auricularia,
na China, por volta de 400 d.C. Diferentes espécies deste género sdo comestiveis e possuem
importancia medicinal, sendo utilizadas por varios séculos na tradicional medicina chinesa para
reduzir os niveis de colesterol sanguineo (Luo et al., 2009, Nguyen et al., 2012).

Polissacarideos soluveis de A. polytricha sdo os componentes ativos considerados
responsaveis pelas atividades biolégicas de anticoagulante, antitumoral e imunoldgicas (Zeng
et al., 2012). Administracdo oral de polissacarideos extraidos do basidioma de A. polytricha,
durante 28 dias, reduziu os niveis de colesterol total, colesterol lipoproteico de baixa densidade
(LDL) e triglicerideos em ratos com hipercolesterolemia, indicando o potencial uso deste
cogumelo como alimento funcional (Zhao et al., 2015).

Resultados de estudos recentes demonstram a extracdo de varios compostos de interesse
em diferentes areas. Chang et al. (2019) produziram quitosana a partir de micélio de Auricularia
sp. que resultou em maior atividade antimicrobiana do que a quitosana comercial frentes as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Em outros estudos, o interesse foi a
producdo e a extracdo de melanina em espécies A. auricula, visando a aplicacdo do pigmento
como corante natural em alimentos, cosméticos ou medicamentos (Sun et al., 2016; Zou & Ma,
2018). Slivinski et al. (2019) relataram o isolamento e a identificacdo de um alcaloide (éster

metilico do &cido brotassico) extraido de Auricularia sp. Segundo os mesmos autores, existe
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um interesse considerdvel em usar alcaloides derivados de cogumelos para terapias de
tratamento da depresséo e da dependéncia de drogas.

Basidiomas do género Auricularia possuem caracteristicas peculiares, muito apreciadas
por consumidores dos paises asidticos devido as caracteristicas sensoriais de sabor e ao seu
valor nutricional. Na Tabela 2 consta a composi¢ao nutricional do cogumelo A. fuscosuccinea

comercializado em Taiwan (Mau et al., 1998).

Tabela 2. Composicdo centesimal do cogumelo Auricularia. fuscosuccinea

Componentes Contetdo (g/100 g)
Carboidratos 71,19
Fibra bruta 11,69
Proteinas 8,62
Gorduras totais 4,48
Cinzas 4,02

Fonte: Mau et al. (1998)

O género Auricularia é cosmopolita, com espécies distribuidas em varios continentes,
podendo ser encontradas em zonas tropicais, subtropicais e temperadas. A espécie A.
fuscosuccinea (Figura 2), para a qual os estudos ainda s&o escassos, foi recentemente isolada
no bioma Mata Atlantica no Estado do Rio Grande do Sul (Rosa et al., 2015) e relatada no
Estado de Goias (Alvarenga et al., 2015). Segundo Alvarenga et al. (2015), existem registros
de utilizacdo da espécie como alimento por tribos indigenas. A. fuscosuccinea se diferencia das
outras espécies do género ter basidioma com coloragdo marrom vinaceo a rosado e zona

medular clara.
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Figura 2. Auricularia fuscosuccinea desenvolvido sobre madeira na natureza.

(FONTE: Laboratorio de Enzimas e Biomassas — UCS)

2.1.3 Género Agaricus

Os corpos de frutificagdo dos fungos do género Agaricus sdo geralmente carnosos, de
tamanho médio a grande, de cor esbranquicada a parda, caracterizando-se pela presenca de pileo
(chapéu) e estirpe (talo ou pé). Dentre as espécies deste género destacam-se A. blazei e A.
bisporus, popularmente conhecidos no Brasil como Cogumelo do Sol® e “champignon”,
respectivamente (Shibata & Demiate, 2003).

O cogumelo A. blazei Murrill (Figura 3) tem origem na cidade paulista de Piedade. Ap6s
sua descoberta na década de 1960, amostras foram enviadas ao Japdo para estudo que revelou
suas propriedades antitumorais. Ap0s esta descoberta, 0s japoneses passaram a importar o
cogumelo do Brasil. O interesse repentino pelo cogumelo, sem o devido estudo pela
comunidade cientifica, gerou informagdes contraditdrias sobre a sua classificagdo, surgindo

outras denominacdes sinbnimas (Dias et al., 2004).
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Figura 3. Agaricus blazei Murrill

Fonte: Sokovic et al. (2018)

Varios fatores como a idade, o ambiente, o local e a natureza do substrato de cultivo,
podem influenciar na composi¢éo nutricional dos cogumelos, sobretudo o teor de proteinas. Em
estudo realizado por Shibata & Demiate (2003), foi determinada a composicdo nutricional de
diferentes linhagens de A. blazei. Os valores médios determinados constam na Tabela 3. Os
autores observaram, ainda, que cogumelos menores (mais jovens) continham maiores teores de
proteinas.

Tabela 3. Composicéao centesimal do cogumelo Agaricus blazei

Componentes Contetdo (g/100 g)
Carboidratos 45,30
Proteinas 37,40
Fibra bruta 8,82
Cinzas 7,49
Gorduras totais 0,99

Fonte: Adaptado de Shibata & Demiate (2003).

O cogumelo A. blazei é amplamente consumido como alimento funcional. Diversos
estudos tém atribuido as atividades imunomodulatoria e anticancerigena desse cogumelo ao

contetdo de polissacarideos bioativos, particularmente os glucanos (Firenzouli et al., 2008).
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No entanto, Wang et al. (2018), ressaltam a identificacdo de um heteropolissacarideo de caréater
acido contendo fucose como sendo o responsadvel pela sua atividade bioldgica. Outras
importantes moléculas também foram identificadas na espécie A. blazei, como ergosterol (Gao
& Gu, 2007; Dalla-Santa et al., 2012), compostos fendlicos e acidos organicos (Carvajal et al.,
2012), lovastatina, ergotioneina e acido y-aminobutirico (GABA) (Chen et al., 2012).

Na maioria das vezes, A. blazei é comercializado e consumido na forma de cdpsulas
contendo o pd ou extrato concentrado do cogumelo (Firenzouli et al., 2008). O uso do micélio
é uma forma alternativa de consumo, que pode promover beneficios a satde semelhantes aos
obtidos com utilizacdo dos basidiomas, especialmente com relacdo a atividade antioxidante
(Carvajal et al., 2012).

Diante do exposto, percebe-se aspectos relevantes dos macrofungos P. albidus, A.
fuscosuccinea e A. blazei quanto ao aporte nutricional e de compostos bioativos na alimentacéo.
No entanto, o consumo de macrofungos comestiveis pode ser limitado devido ao seu alto custo,
que pode ser consequéncia do periodo necessario para o cultivo, principalmente em paises
ocidentais sem tradicdo no seu consumo. Sendo assim, uma alternativa seria aproveitar 0s
macrofungos na forma de micélio, pois sua obtencéo é mais rapida (Mokochinski et al., 2015).
Estudos recentes destacam que os micélios, bem como os meios de cultivo utilizados para a sua
producdo, podem representar fonte de compostos de interesse como acidos fendlicos e
ergosterol, ambos com atividade antioxidante (Souilem et al., 2017), e de micoproteinas

(Adetunji & Adejumo, 2017).

2.2 Cultivo em estado solido para obtenc@o de micoproteinas

O cultivo em estado sélido (CES) representa uma importancia histérica para a

humanidade, pois acredita-se que por meio deste processo tenha ocorrido o inicio da técnica de
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fermentac&o pelos povos antigos (Pandey, 2003), e que h& milhares de anos vem sendo utilizada
para producdo de pées, queijos, alimentos da culinéria oriental, entre outros (Soccol et al. 2017).

Por definicdo, o CES é um processo biotecnoldgico em que 0s microrganismos crescem
em um meio ou material na auséncia ou baixo contetido de &gua livre. No entanto, 0 meio de
cultivo deve possuir umidade suficiente para o metabolismo do microrganismo. O processo é
conduzido em um material ndo soltvel, que atua tanto como suporte fisico quanto como fonte
de nutrientes (Pandey, 2003). O baixo conteldo de umidade limita os microrganismos que
podem ser utilizados no CES (Couto & Sanroman, 2006). Uma vez que a técnica simula seu
habitat natural, fungos filamentosos s&o os mais adequados, sendo capazes de sintetizar enzimas
e outros metabolitos de interesse industrial nestas condi¢des (Soccol et al., 2017).

Sdo algumas vantagens do CES: as condi¢des do cultivo sdo préximas das que se
desenvolvem em meios naturais, a simplicidade no preparo do meio de cultura, diminuicdo de
contaminagfes devido ao menor teor de agua livre, reducdo dos efluentes liquidos a tratar e
producdo concentrada de metabdlitos. Por outro lado, as limitacdes da técnica ainda impedem
sua ampla utilizacdo industrial, como dificuldade de remocéao de calor, tipos de substratos
limitados e a dificuldade de se medir variaveis como pH, oxigénio dissolvido, quantidade de
agua e concentracdo do substrato no estado sélido (Singhania et al., 2009).

A determinacdo da concentracdo celular também é uma dificuldade encontrada no CES,
pois a biomassa celular ndo pode ser quantificada separadamente do substrato, devido ao fato
de ndo ser possivel separa-los, dificultando a determinacdo direta da biomassa. O crescimento
dos microrganismos em CES pode ser monitorado por diferentes métodos de determinacGes
indiretas, como a avaliagdo do consumo de oxigénio e producdo de gas carbonico; o
acompanhamento da producdo de enzimas extracelulares e metabolitos primarios; a medigao
do componente celular glicosamina (Zheng & Shetty, 1998) ou ergosterol (Dalla Santa et al.,

2012).
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O processo de CES é utilizado para a producdo comercial de cogumelos utilizando
diferentes materiais como meio de cultivo, tais como os residuos lignoceluldsicos. As espécies
de macrofungos comestiveis sdo capazes de converter os residuos agroindustriais em proteina
de alto valor bioldgico, a qual é utilizada na alimentacdo humana na forma do corpo de
frutificacdo (cogumelo). Por outro lado, também pode enriquecer as matérias-primas vegetais
em micoproteina por meio do crescimento do micélio em CES (Chang, 2010).

Neste sentido, a bioconversdo dos residuos solidos oriundos de atividades
agroindustriais esta recebendo crescente atencdo, uma vez que estes se apresentam como uma
possibilidade para a sintese de produtos com valor agregado pelo cultivo de microrganismos
em estado solido (CES) (Sadh et al., 2018). Além do mais, o reconhecimento dos residuos
solidos reutilizaveis e reciclaveis como um bem econdmico e de valor social recebe o incentivo
da Politica Nacional dos Residuos Solidos (PNRS) (BRASIL, 2010).

De acordo com a PNRS, residuos solidos podem ser reciclados por meio de processos
de transformacdo que envolvam a alteracdo de suas propriedades fisicas, fisico-quimicas ou
bioldgicas, com vistas a transformacdo em insumos ou novos produtos. E, somente ap0s
esgotadas todas as possiblidades de tratamento e recuperacdo por processos tecnoldgicos
disponiveis e viaveis, e ndo haver outra possibilidade a ndo ser a disposicdo final

ambientalmente correta, os residuos sélidos sdo entdo denominados rejeitos (BRASIL, 2010).

2.3 Matérias-primas vegetais

A seguir sdo disponibilizadas informagfes sobre as matérias-primas vegetais (gréos de
cereais e residuos sélidos agroindustriais) utilizadas, em particular, para o desenvolvimento do
presente trabalho, as quais foram utilizadas como matérias-primas em CES de macrofungos

para a producdo de farinhas de micoproteinas.



26

2.3.1 Graos de cereais

Gréos de cereais constituem em uma importante fonte nutricional, principalmente de
carboidratos (Blandino et al., 2003; Dordevic et al., 2010). Devido ao contetudo de fibras
alimentares e a presenca de fitoquimicos como acidos fendlicos, flavonoides, vitaminas e
minerais, entre outros, confere beneficios a salide humana, especialmente quando consumido
na forma integral (Wang et al., 2014).

O arroz € um dos cereais mais produzidos no mundo, sendo seu maior consumo na forma
de grdo. A estrutura do grdo de arroz consiste em cariopse e casca, sendo esta composta por
duas folhas modificadas, a péalea e a lema. O arroz integral é obtido a partir do descascamento
do grédo, no qual a casca é separada da cariopse. Do polimento do arroz integral para a retirada
do farelo é obtido o arroz branco polido, processo que resulta na reducdo dos componentes
nutricionais do grao (Walter et al., 2010).

O cultivo do milho no Brasil é realizado em praticamente todo o territério. No entanto,
90% da producao concentra-se nas Regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. A producdo do milho
é destinada tanto ao consumo humano como para racdo animal (Garcia et al., 2006). Para
consumo humano, sdo cultivados os chamados milhos especiais, que envolve a producéo de
milho verde, milho pipoca, minimilho, milho com alto teor de éleo, milho para canjica, entre
outros. A obtencdo do milho canjica consiste na retirada da pelicula externa e do gérmen do
grdo, o qual é utilizado na extracdo do 6leo. Apds entdo, os graos sdo submetidos as etapas de
polimento, lavagem, secagem e embalagem (Pereira Filho & Cruz, 2009).

O trigo possui importancia nos aspectos econdmicos e nutricionais da alimentagdo
humana. Devido as propriedades de suas proteinas mediante hidratacdo, a sua farinha é utilizada

na fabricagéo de produtos, principalmente pdes e massas (Catteral & Cauvain, 2009). No Brasil,
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o cultivo do trigo é realizado na Regido Sul, principalmente nos Estados do Parané e Rio Grande
do Sul, sendo muitas vezes utilizado de rotagdo no inverno (COSTA et al., 2008).

Diversos alimentos tradicionais na culinaria oriental sdo produzidos em CES de graos
por microrganismos como, por exemplo, o produto japonés “natto” (grdos de soja cultivados
com Bacillus) e o chinés “anka” (arroz cultivado com Monascus) (Liu et al., 2013). Gréos de
cereais podem ser utilizados como matéria-prima para obtengdo do micélio de macrofungos em
CES (Kang et al., 2017; Liang et al., 2009; Zhai et al., 2015). Por meio deste bioprocesso, é
possivel ainda aumentar o contetdo de compostos bioativos em cereais, promovendo a melhoria
desta matéria-prima pelo incremento no valor nutricional (Pordevi¢ et al., 2010). No Quadro
1 estdo relacionados os principais trabalhos (Gltimos 10 anos) que pesquisaram a utilizagdo de
grdos de cereais ou sementes de leguminosas em CES de micélio de macrofungos

(basidiomicetos e ascomicetos), com diversos objetivos.



Quadro 1. Levantamento de trabalhos cientificos com gréaos e sementes cultivados em estado sélido com macrofungos.
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Matéria-prima (grao/cereal)

Macrofungo

Objeto de estudo

Referéncia

Gréo de arroz

“Adlay”, soja preta, trigo sarraceno,
arroz integral, arroz “embryo”, arroz
polido, aveia, soja e trigo

“Adlay” e arroz

Trigo

Sorgo

Arroz

Trigo

Trigo

Trigo

Cordyceps sinensis
Cordyceps sinensis, Termitomyces albuminosus,

Antrodia camphorata e A. salmonela

Phellinus linteus

Cordyceps militaris

Lentinus edodes, Ganoderma lucidum, Pleurotus
ostreatus e Cordyceps sp.

Pleurotus eryngii

Agaricus subrufescens Peck (= A. brasiliensis)
Ganoderma australe (KUM60813), G. neo-
japonicum (KUM 61076) e G. lucidum (VITA GL)

Grifola frondosa, G. gargal e G. sordulenta

Composicao quimica e bioativos
Novos produtos e analise de

compostos ndo volateis

Antioxidantes
Antioxidantes

Racdo para frangos

Analise quimica

Polissacarideos

Antioxidantes

Antioxidantes

Zhang et al. (2008)

Liang et al. (2009)

Liang et al. (2009)
Zhang et al. (2012)

Hines et al. (2013)

Liu et al. (2013)
Camelini et al. (2013)
Subramaniam et al.
(2014)

Postemsky & Curvetto

(2014)
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Trigo sarraceno, aveia, arroz “embryo”

e trigo

Trigo e malte

Trigo, arroz, aveia, milho, milheto,
sorgo e “broomcorn millet”

Gréao de bico

Trigo Sarraceno

Arroz integral, feijdo vermelho, feijao

mungo e soja

Milho

Trigo

Soja

Taiwanofungus salmoneus

Agaricus brasiliensis

Agaricus blazei Murril

Cordyceps militaris SN18

Agaricus blazei Murril SH26, A. bisporus AS2196 e

A. bisporus G1

Xylaria nigripes

Agaricus brasiliensis e A. bisporus

Pleurotus ostrearus e Lentinus edodes

Tricholoma matsutake

Antioxidantes e anti-inflamatorio

Biomassa micelial e ergosterol

Composicao nutricional e
antioxidantes

Propriedades fisico-quimicas e
funcionais

Compostos fenodlicos e antioxidantes

Atividade antioxidante, anti-
inflamatdria e efeito neuro-protetor
Teor proteico, compostos fendlicos e
antioxidantes

Racdo para peixes

Composicdo nutricional e

antioxidantes

Chiang et al. (2015)

Mokoschinski et al.

(2015)

Zhai et al. (2015)

Xiao et al. (2015)

Kang et al. (2017)

Divate et al. (2017)

Zhai et al. (2018)

Pascual et al. (2018)

Lee et al. (2019)
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2.3.2 Bagago de malte

O segmento de cervejas artesanais vem ganhando espaco mercado nacional de bebidas.
De acordo com os dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
namero de cervejarias artesanais registradas no Brasil cresceu 37,7% no ano de 2017, sendo
que o Rio Grande do Sul é o Estado brasileiro com mais empreendimentos, seguido por Sdo
Paulo e Minas Gerais (Associagdo Brasileira de Cerveja Artesanal, 2018). O crescimento do
segmento de cervejas artesanais também foi registrado no cenario mundial, sendo observado
um aumento exponencial nos ultimos anos (Albanese et al., 2018).

O bagaco de malte é o principal residuo sélido da producdo cervejeira, representando
85% dos residuos gerados nesta atividade. Consiste nas cascas dos graos maltados obtidos apds
a producdo do mosto (Mussatto et al., 2006). Em média, para cada 100 L de cerveja fabricados
sdo gerados 20 kg de bagago de malte umido. Assim, estima-se que sejam geradas, no mundo,
mais de 30 milhGes de toneladas do bagaco por ano. (Lynch et al., 2016).

Com relacdo a composicao quimica do bagaco de malte, esta pode variar de acordo com
o tipo de cereal maltado, os processos de maltagem e de brassagem, bem como o uso de adjuntos
cervejeiros. Basicamente, é um material lignoceluldsico em que 0s compostos majoritarios sdo
fibras (30 a 50%), proteinas (19 a 30%) e lignina (12 a 28%). Também estdo presentes, em
menor quantidade, gorduras, minerais (fosforo, magnésio, calcio), amido e compostos fendlicos
(&cidos feralico e hidroxicinamico). Quanto ao perfil de aminoacidos, o0 mais abundante é a
lisina, um aminoacido essencial normalmente deficiente em alimentos a base de cereais (Lynch
etal., 2016).

Um dos principais destinos do bagago de malte € a nutricdo animal de ruminantes, mas
devido aos elevados contetdos de fibras alimentares e de proteinas, o bagaco tem despertado o

interesse para alimentacdo humana (Lynch et al., 2016, Steiner et al., 2015). A expansao dos
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campos de aplicacdo para o maior residuo da industria cervejeira estd em estudo como, por
exemplo, o CES do bagaco de malte pelo fungo Rhizopus oligosporus com o objetivo de
incrementar o valor nutricional para uso na ragdo de pequenos animais (Canedo et al., 2016).
De acordo com Cooray & Chen (2018), o CES do bagaco de malte por Rhizopus
oligosporus é uma estratégia para agregar valor a este residuo, pois as enzimas produzidas
durante o crescimento microbiano auxiliam na liberagc&o de nutrientes do bagago de malte e os
metabdlitos produzidos pelo fungo seriam os responsaveis por agregar valor ao bagaco original.
O bagaco de malte é uma excelente matéria-prima para o cultivo de fungos e foi
explorado para a producdo de cogumelos (corpos de frutificacdo) P. ostreatus (Wang et al.,
2001, Gregori et al., 2008). No entanto, estudos que abordem a sua valorizacdo por meio do
desenvolvimento de micélio de macrofungos em CES, conforme proposto no presente trabalho,

ainda sdo escassos.

2.3.3 Bagaco de uva

De acordo com dados do IBRAVIN (Instituto Brasileiro do Vinho), em 2018 foram
processados 663,2 milhdes de kg de uvas no Estado do Rio Grande do Sul. Dentre os produtos
fabricados, merece destague a evolugdo na producéo de derivados da uva e do vinho como, por
exemplo, 0 suco de uva, que nos Gltimos 10 anos aumentou de 93,19 para 160,67 milhdes de
litros (lbravin, 2019). O bagaco de uva, composto por cascas, sementes e engaces, é o principal
residuo sélido da industrializacdo da uva e requer uma disposicdo adequada para evitar
impactos ambientais (Pereira et al., 2018).

Os residuos da fruta sdo ricos em compostos lignocelulésicos, agucares, polifenois,

taninos, entre outros. Apesar de ser uma matéria-prima promissora para extracdo de compostos
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de interesse industrial ou para geracdo de energia renovavel, as tecnologias para explorar este
potencial ainda ndo sdo amplamente adotadas na vitivinicultura (Muhlack et al., 2018).

O bagaco de uva pode ser usado na alimentacéo animal, especialmente na estagéo seca,
quando as pastagens sdo escassas. Seu uso é limitado em até 30% da ra¢do para ruminantes
devido ao seu baixo valor nutricional e aos fatores antinutricionais, como componentes
fendlicos, que inibem os simbiontes nutricionais (Mole et al., 1993; Sanchez et al., 2002).
Apesar das limitaces, Rotava et al. (2009) testaram a adicao de residuos do processamento da
uva como promotores de crescimento na ragdo para frangos de corte, pois estudos anteriores
haviam comprovado a atividade antimicrobiana in vitro dos compostos fendlicos presentes nas
sementes de uva. Porém, ndo foram evidenciadas influéncias nas varidveis zootécnicas
avaliadas e ndo foi observado o efeito promotor de crescimento esperado com a administracéo
de subprodutos da uva. Desta forma, os autores ndo recomendam a utilizacdo de subprodutos
da uva como aditivos na ragéo para frangos de corte.

Sanchez et al. (2002) estudaram a biodegradacdo de residuos da atividade vitivinicola
(podas da videira e bagaco de uva) em processo de bioconversdo por linhagens de Pleurotus
spp. por meio de CES, visando a producdo de corpos de frutificacdo e a utilizacao do substrato,
apos coleta dos cogumelos, na alimentacdo de animais ruminantes. Foi reportada uma
diminuicdo de aproximadamente 50% nos compostos fendlicos totais do substrato apés a
producdo dos cogumelos. Como os fendlicos sdo considerados fatores antinutricionais na
alimentacdo animal, a referida diminuicdo favorece o uso dos residuos da vitivinicultura na
racdo de ruminantes.

Estudos tém reportado a utilizacdo do bagaco de uva como matéria-prima na producéo
de cogumelos (Rettore et al., 2011; Paz et al., 2012; Gambato et al., 2016; Koutrotsios et al.,
2014; Zangalli & Giovanni, 2013). No entanto, estratégia de producdo de biomassa micelial

(micoproteinas), sem induzir a frutificagdo, é pouco explorada. No Quadro 2 consta a relacdo
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dos principais trabalhos (Gltimos 10 anos) que abordaram a utilizacdo de residuos

agroindustriais em CES de micélio de macrofungos (basidiomicetos e ascomicetos).

Quadro 2. Principais trabalhos cientificos com a utilizacdo de residuos agroindustriais em CES

com macrofungos.

Matéria-prima

Macrofungo Objeto de estudo Referéncia
(residuo agroindustrial)
Polpa de oliveira Pleurotus ostreatuse  Rag&o animal Brozzoli et al.
P. pulmonarius (2010)
Torta de oliveira Fomes fomentarius Aumento teor Neifar et al.
nutritivo; ragdes (2013)

Bagacos de uva, de maca, de
abacaxi e casca de abacaxi

Residuo de tangerina

Residuo de soja

Farelo de trigo

Farelo de soja, casca de
amendoim, casca de
sementes de moringa
oleifera, farelo de milho,
espiga de milho, farinha de
palmistre, farelo de arroz e

casca de mandioca

Agaricus brasiliensis

Lentinus polychrous

Morchella esculenta

Pleurotus eryngii e P.

ostreatus

Pleurotus sajor-caju

Producéo de biomassa
micelial

Crescimento micelial e
condi¢des de secagem
Propriedades fisico-
quimicas

Uso em alimentos e
ragoes

Producdo de

“Mycomeat”

Mokoschinski et
al. (2015)
Nitayapat et al.
(2015)

Li et al. (2016)

Wanzenbdck et
al. (2017)
Adetunji &

Adejumo (2017)
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Considerando a revisdo da literatura sumarizada nos Quadros 1 e 2, anteriormente
apresentados, observa-se que a utilizagdo dos macrofungos P. albidus e A. fuscosuccinea em
bioprocessos por meio de CES, tendo gréos de cereais (arroz integral, milho ou trigo) ou
bagacos (de malte de cevada ou de uva) como matéria-prima para a producdo de farinhas de
micoproteinas ainda ndo foram explorados. A respeito do macrofungo A. blazei, sua utilizacdo
neste tipo de abordagem foi relatada no levantamento realizado, porém os estudos séo escassos

e consiste em um tema a ser estudado.

2.4 Enriquecimento proteico de matérias-primas por meio de CES de macrofungos

Gréaos de cereais e residuos solidos agroindustriais, entre outros, sao potenciais matérias-
primas para obtencdo de proteina microbiana, agregando valor aos mesmos por meio de
processos biotecnoldgicos que resultam em alimentos com elevado perfil nutricional
(Vendruscolo et al., 2009). A obtencdo de proteina microbiana a partir de matérias-primas
vegetais fornece uma fonte alternativa de proteina para uso em alimentos, tanto para seres

humanos como para animais (Zepka et al., 2010).

2.4.1 Caracteristicas gerais e fontes de alimentos proteicos

As proteinas sdo macromoléculas nitrogenadas fundamentais para o crescimento, o
desenvolvimento e a manutengdo das funcdes celulares dos organismos vivos. Atuam em
processos bioldgicos, constituindo enzimas, horménios, anticorpos, moléculas de transporte, de
motilidade e de armazenamento, além de possuir funcdo estrutural (Nelson & Cox, 2019).

As unidades elementares das proteinas sdo os aminoacidos, constituidos de um atomo

de carbono a (alfa) ligado covalentemente a um &tomo de hidrogénio, um grupo amino, um
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grupo carboxilico e um grupo R de cadeira lateral. Os grupos R variam em estrutura, tamanho
e carga elétrica, influenciando a solubilidade dos aminoacidos em &gua (Damodaran et al.,
2010, Nelson & Cox, 2019).

Para constituicdo das proteinas, os aminoacidos sdo polimerizados por ligagdes amida,
também conhecidas como liga¢des peptidicas. Dentre os aminoacidos, nove sdo considerados
essenciais para a dieta humana, ou seja, ndo podem ser sintetizados pelo organismo a partir de
outros compostos, devendo ser ingeridos por meio da alimentagdo (Moran et al., 2013; Rogero
etal., 2013).

A capacidade de uma proteina em fornecer os aminoacidos essenciais (histidina,
fenilalanina, isoleucina, metionina, valina, lisina, triptofano, treonina e serina) esta associada
ao seu valor bioldgico. Proteinas consideradas completas ou de alto valor biol6gico sdo aquelas
que contém os aportes necessarios dos aminoacidos essenciais como, por exemplo, as proteinas
de origem animal. As proteinas de origem vegetal sdo consideradas incompletas ou de baixo
valor biolégico por ndo possuirem niveis adequados de alguns destes aminoacidos (Bobbio &
Bobbio, 2001; Damodaran et al., 2010). Dentre os aminoacidos essenciais, a metionina
desempenha um papel importante no processo de sintese proteica, pois quase sempre é 0
primeiro aminoacido de uma cadeia crescente de polipeptideo (Moran et al., 2013).

A maioria das proteinas consumidas pelo ser humano sdo de origem animal ou vegetal
(Bobbio & Bobbio, 2001). Damodoran et al. (2010) alertam para a necessidade de desenvolver
fontes ndo tradicionais de proteinas para a alimentacdo humana com o objetivo de atender as
demandas decorrentes do aumento da populagdo mundial. De acordo com dados da “Food and
Agriculture Organization of the United Nation” (FAO) (2017), a estimativa da populagédo
mundial para o ano de 2050 é de 9,8 bilhdes de habitantes, crescendo principalmente nos paises
em desenvolvimento. Segundo a organizacdo, para alimentar a todos serd necessario um

aumento de 50 % na producdo de alimentos entre 0 ano de 2012 e meados do século.
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Como fontes ndo convencionais de proteina para a alimentagdo vém sendo estudados
insetos comestiveis (Akhtar & lasman, 2018; Dossey et al., 2016), algas (Koyande et al. 2019;
Patias et al., 2018) e microrganismos como leveduras (Aruna et al., 2017; Magalhées et al.,
2018) e fungos (Nigam & Singh, 2014). Se para alguns a utilizacdo de microrganismos como
alimento pode ser inaceitavel, por outro lado, ha milhares de anos, o ser humano consome
biomassa de microrganismos juntamente com produtos como pées, bebidas alcodlicas, queijos,
molho de soja, entre outros (Anupama & Ravindra, 2000).

Células microbianas possuem elevado contetdo de proteinas e, na maioria das vezes,
contém todos os amino&cidos essenciais (Villas Boas & Esposito, 2000). De acordo com a
revisdo de Cheung et al. (2010), o contetdo de aminoacidos essenciais em macrofungos pode
variar entre 30 a 50 g/100 g de proteinas em massa seca. De modo geral, foram determinados
aportes dos aminoécidos acido glutdmico (130-240 mg/g proteina), &cido aspartico (91— 120
mg/g proteina), arginina (37-140 mg/g proteina), treonina (41-95 mg/g proteina), valina (36—
89 mg/g proteina) e cisteina (16-19 mg/g proteina) e metionina (1,2-22 mg/g proteina).
Segundo 0os mesmos autores, 0s aminoacidos limitantes em macrofungos sao lisina, leucina,

isoleucina e triptofano.

2.4.2 Micoproteinas

As micoproteinas, também conhecidas pelos termos proteina fungica ou biomassa
fangica, sdo produzidas pelo cultivo de fungos micro ou macroscépicos, sendo constituidas
pelas suas estruturas celulares, separadas ou ndo do substrato empregado no meio de cultivo
(Anupama & Ravindra, 2000). Litchfield (1983) propds a ideia de microrganismo como
alimento, denominando-o proteina unicelular, que consiste em células secas de

microrganismos, cultivadas e utilizadas como fonte de proteina na alimenta¢do humana ou na
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racdo animal, podendo contribuir no atendimento das crescentes demandas mundiais por
alimentos (Guizani & Mothershaw, 2005). Segundo Zepka et al. (2010), o conceito de
micoproteina ndo se refere apenas as proteinas, mas também outros componentes nutricionais,
como amino&cidos, vitaminas e minerais.

Cultivos de microrganismos para a fabricacdo de alimentos ricos em proteinas,
alternativos a proteina de origem animal, foram desenvolvidos (Guizani & Mothershow, 2005).
Um exemplo comercial € a marca Quorn®, da Inglaterra, que produz alimentos utilizando
micoproteina como principal matéria-prima, cujo consumo vem se generalizando e crescendo
no mundo. Este produto consiste na biomassa celular oriunda do cultivo submerso do fungo
filamentoso Fusarium venenatum, em reator de sistema continuo (Williamson et al., 2006).

Para a produgéo de Quorn®, o meio de cultivo contendo a biomassa celular produzida
é removido do reator e aquecido, com objetivo de induzir enzimas nucleases naturalmente
presentes no micélio, para minimizar o contetdo de &cido ribonucleico (RNA). Em seguida, €
realizada a centrifugacdo, para obtencdo de uma pasta de micélio com aproximadamente 75%
(m/m) de umidade, e o resfriamento da biomassa. Apds estas etapas, a matéria-prima esta pronta
para ser usada na formulacdo dos produtos Quorn® (Finnigan et al., 2016). A reducédo do
conteddo de RNA presente na biomassa celular € importante para 0 consumo humano, pois
conteudos elevados de material genético podem causar danos a satde, como aumento dos niveis
de &cido Urico no organismo de individuos com pré-disposicao, levando ao desenvolvimento
de patologias como a gota e os calculos renais (Rodger, 2001). Adicionalmente, existe a
preocupacdo com possiveis reacOes adversas apds a ingesta de Quorn® por individuos
alérgicos. Estudos demonstram que o nivel de reagbes por alergénicos presentes nesta
micoproteina sdo similares a outros alimentos proteicos, tais como leite e ovos (Guizani &

Mothershaw, 2005).
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Por outro lado, a proteina fungica de Quorn® apresenta valor nutricional relevante, pois
¢ fonte de fibras alimentares, compostas por quitina ¢ B-glucanos, reconhecidas pela sua
alegacdo de propriedade funcional, podendo atuar como prebidtico no trato digestério e auxiliar
na prevencdo do diabetes e da hipercolesterolemia. Seu teor lipidico varia entre 2 e 3,5%, com
perfil de &cidos graxos poli-insaturados semelhantes as gorduras vegetais (Rodger, 2001).

Segundo Nasseri et al. (2011), além de Fusarium venenatum, outros fungos podem ser
usados para a obtencdo de micoproteinas. Na sua maioria sdo fungos filamentosos pertencentes
aos géneros Aspergillus, Chaetomium, Paecilomyces, Penicillium, Trichoderma, entre outros.
Na literatura sdo reportadas diferentes combinacBes de matérias-primas e fungos para a
producdo de micoproteinas em CES, como bagaco de cana, palha de milho e celulose de
madeira no bioprocesso com Neurospora sitophila (Moo-Young et al.,1993); residuo da
industrializacdo do abacaxi com os fungos Rhizopus oligosporus e Aspergillus niger (Suhet &
Fioreze, 2011), bagago de maca com Gongronella butleri (Vendruscolo et al., 2007), farelo de
arroz desengordurado e farelo de trigo com Rhizopus sp. e Aspergillus oryzae (Silveira &
Furlong, 2007), farinha de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae (Araujo et al., 2011),
farelo de arroz com R. oryzae (Christ-Ribeiro et al., 2019), farelo de arroz com R. oryzae e
Trichoderma reesei (Souza et al., 2019).

A utilizacdo de alguns fungos filamentosos como, por exemplo, os géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Claviceps e Alternaria, em CES para enriquecimento nutricional de
matérias-primas vegetais para fins alimentares requer cuidados devido ao fato de que estes
microrganismos produzem micotoxinas, tais como a aflatoxina B1. A ingestéo de alimentos com
micotoxinas podem causar graves consequéncias para a saude animal ou humana devido aos
seus efeitos toxicos, nefrotdxicos, imunossupressores, carcinogénicos e teratogénicos (Bhat et

al., 2010).
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Os macrofungos basidiomicetos (cogumelos) comestiveis, além de ndo produzirem
estes tipos de toxinas, ainda apresentam capacidade de biorremediar toxinas que possam estar
presentes nas matérias-primas que compdem 0s meios de cultivo. Estes fungos, também
chamados de fungos da degradacdo branca, sédo reconhecidos por produzir um complexo
enzimaético capaz de degradar as moléculas poli heterociclicas da estrutura quimica das toxinas.
Um trabalho realizado por Brana et al. (2017), demonstrou que Pleurotus eryngii é capaz de
degradar mais de 86% da aflatoxina B1 presente no meio contaminado com a micotoxina apos
28 dias em CES.

Neste sentido, a utilizacdo de macrofungos é vista como uma possibilidade para a
producdo de micoproteina, devido as caracteristicas sensoriais e a estrutura fibrosa do micélio,
apresentando-se como potencial alternativa a proteina de origem animal na formulacdo de
alimentos (Kim et al., 2011) e uma estratégia para agregar valor a residuos agroindustriais para

uso na racdo animal (Azevedo et al., 2009).

2.4.3 Obtencao de micoproteinas de macrofungos por meio de CES

A producdo de micoproteinas vem sendo estudada mediante a utilizacdo de diferentes
matérias-primas, espécies de macrofungos e processos. A seguir sdo descritas informacdes
sobre trabalhos da literatura que reportam o emprego do CES para a obtencdo de micoproteinas.

Residuos agroindustriais de arroz e de trigo foram utilizados em estudos de
bioconverséo por Pleurotus sajor-caju em CES, visando o incremento do valor nutricional e da
digestibilidade destes residuos para uso em racdo animal. Os resultados demonstraram que 0
teor de proteina bruta aumentou de 2,9% para 6,3% no residuo de arroz, e de 3,1% para 7,5%
no residuo de trigo, ambos apds 20 dias de cultivo, sem suplementacdo de nitrogénio no meio

(Bisaria et al., 1997).
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Han (2003) estudou a degradacao de amido e o aumento nutricional na farinha de milho
durante o CES com o basidiomiceto Hericium erinaceum, um cogumelo tradicionalmente usado
na cultura chinesa. Os melhores resultados foram obtidos apds 25 dias de cultivo a 25° C, em
meio solido contendo farinha de milho adicionada de 15% (m/m) de farinha de soja, em que o
contetdo de amido reduziu de 63% para 22% e de proteina aumentou de 12% para 17%. Ainda,
foram observados aumentos nos teores de lisina (36 para 56 mg/g) e de triptofano (9 para 13
mg/g). Diante do estudo realizado, o autor constatou que a farinha de milho e de outros cereais
poderiam ser processados em muitos tipos de alimentos funcionais apds CES por fungos com
propriedades medicinais.

O bagaco de azeitonas foi no CES de micélio dos cogumelos comestiveis Pleurotus
ostreatus e P. pulmonarius, durante 6 semanas a 28° C (Brozzoli et al., 2010). Foi observado
aumento na proteina bruta e diminuicdo nos compostos fendlicos presentes no residuo de
azeitonas, o que significa uma reducdo nos fatores antinutricionais para alimentacdo de
ruminantes. Outro trabalho, investigou a bioconversdo da torta de oliveira, um residuo da
industria de azeite de oliva, pelo de cultivo em estado sélido com o cogumelo medicinal Fomes
fomentarius, no intuito de avaliar o aumento do valor nutricional e da digestibilidade, visando
a sua utilizacdo na racdo para ruminantes (Neifar et al., 2013). De acordo com os resultados
obtidos, um incremento de mais de 22,3% no teor proteico da torta de oliveira foi obtido apds
o cultivo. Adicionalmente, foi verificada diminuicdo nas fragOes fibrosas e o aumento na
digestibilidade deste residuo, sugerindo que o CES de torta de oliveira com micélio de F.
fomentarius é adequado para a converté-la em um produto com valor agregado para racao
animal.

O objetivo do estudo de Xiao et al. (2015) foi investigar os efeitos do CES com micélio
do cogumelo medicinal e comestivel Cordyceps militaris na composicao proteica de farinha de

grdo de bico. Os resultados demonstraram incrementos de 19,4% no conteudo de proteina bruta
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e de 32,1% nos aminoacidos totais, apds 7 dias de cultivo a 25° C. Os autores observaram ainda
que a farinha de grdo de bico apresentou aumento na digestibilidade proteica in vitro e
melhorias nas propriedades funcionais apds o cultivo (Xiao et al., 2015).

Residuos de tangerina cultivados em estado sélido com micélio de Lentinus polychrous
(cogumelo comestivel) durante 4 semanas, apresentaram um enriquecimento proteico de 16
vezes, apresentando um teor de proteina de 32,5%, em base seca (Nitayapat et al., 2015a).

O CES de residuo de coalhada com cogumelo medicinal Morchella esculenta, durante
21 dias a 22,6° C, resultou no aumento do valor nutricional do residuo quando comparado ao
ndo cultivado. Os aminoacidos livres apresentaram aumento de mais de 117,0 %, enquanto que
polissacarideos e polifendis totais aumentaram 280 e 28%, respectivamente, indicando que o
residuo de soja cultivado com M. esculenta poderia ser uma fonte promissora de antioxidantes

para alimentos funcionais (Li et al., 2016).

2.5 Compostos bioativos e atividade bioldgica de micoproteinas

No processo de producdo de micoproteinas diversas transformacdes podem ocorrer na
matéria-prima utilizada para o crescimento dos fungos, os quais sdo capazes de modificar os
constituintes das mesmas. Mudancas bioquimicas ocorrem durante o processo de cultivo,
podendo alterar a proporgcdo entre nutrientes e fatores antinutricionais das matérias-primas
vegetais, afetando a sua bioatividade e digestibilidade (Zhang et al., 2012). Desta forma, o0 uso
de matérias primas vegetais em CES de micélio de macrofungos, além de representar uma fonte
alternativa de proteina, pode ser uma estratégia promissora na producdo de compostos
bioativos.

Compostos bioativos consistem em substancias que possuem efeitos bioldgicos em
organismos, células ou tecidos. As moléculas dos compostos bioativos podem ser classificados

de acordo com o tamanho, em alta massa molecular (polissacarideos, proteinas e gorduras) ou
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baixa massa molecular (terpenoides, alcaloides, polifendis) (Silva et al., 2013). Compostos
bioativos identificados em macrofungos podem apresentar diversos efeitos bioldgicos, tais
como antioxidante, hipoglicémica, hipolipidémica, anti-hipertensiva, imunomodulatoria,

anticancer, entre outras (Carrasco-Gonzales et al., 2017).

2.5.1 Compostos com atividade antioxidante

Antioxidantes sintéticos, como hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado
(BHA) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ), bem como propil galato (PG), sdo aditivos
empregados na formulacdo de alimentos para retardar oxidacdo lipidica. Porém, a seguranca
destes tem sido questionada devido a sua toxicidade e possivel carcinogénese (Shahidi, 2000;
Williams & latropoulos, 1999).

Flavonoides e polifenois sdo metabolitos secundarios dos macrofungos conhecidos pela
sua capacidade antioxidante (Gutteridge & Halliwell, 2010). Neste sentido, o CES de diferentes
macrofungos por pode ser utilizado para desenvolver ingredientes alternativos aos
antioxidantes sintéticos (Dordevic et al., 2010; Zhang et al., 2012). Estudos tém demonstrado
que o CES de fungos comestiveis pode induzir atividade de enzimas que atuam no realce de
compostos fendlicos com atividade antioxidante, em especial, aqueles compostos que se
encontram ligados dentro da matriz alimentar do substrato (Liang et al., 2009; Zhang et al.,
2012).

Phellinus linteus foi inoculado em graos de “adlay” e de arroz cozidos e incubados por
22 e 14 dias, respectivamente, até a completa colonizacdo do micélio. A avaliacdo da atividade
antioxidante mostrou que 0s grdos, ap0s o cultivo, apresentaram efetiva propriedade
antioxidante para uso em produtos alimenticios, devido a presenca de polifenois e flavonoides

(Liang et al., 2009).
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Com o objetivo de produzir suplementos antioxidantes, graos de trigo foram utilizados
no CES de Cordyceps militaris, conduzido a 25 + 2° C, por aproximadamente 3 semanas, até a
colonizagdo do meio pelo micélio, para avaliagdo dos compostos fendlicos e atividade
antioxidante. Foi detectada a presenga dos &cidos fendlicos: ferulico, p-cumaérico, vanilico,
siringico e cafeico. Observou-se, ainda, que a concentracdo destes acidos e a atividade
antioxidante foi maior nos extratos de trigo colonizados do que nos extratos obtidos de graos
sem colonizagdo (Zhang et al., 2012).

Mokochinski et al. (2015) estudaram a producdo do micélio de A. blazei em cultivo
submerso e em CES, utilizando residuos da industria de alimentos (bagagos de frutas) como
matéria-prima. De acordo os resultados, micelio obtido por meio do CES desenvolveu maior
atividade antioxidante do que o micélio produzido em cultivo submerso, devido a concentracdo
dos compostos fendlicos totais e ao contetdo de flavonoides. Além disso, foi observado um
perfil de &cidos graxos com predominéncia de poli-insaturados, como os acidos linolénico,
linoleico e oleico, sendo demonstrado que A. blazei € capaz de sintetizar acido graxos que ndo
estdo originalmente presentes no substrato, em particular acido palmitico.

Nitayapat et al. (2015) determinaram o teor de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante do residuo de tangerina utilizado em CES de micélio de Lentinus polychrous. De
acordo om os resultados, o material obtido por meio do processo biotecnoldgico constitui um
ingrediente com potencial para manufatura de alimentos e/ou ragdes.

Ergotioneina é um metabdlito secundario produzido pelos macrofungos, encontrados
tanto no micélio como nos corpos de frutificacdo (Chen et al., 2012). Ergotioneina é sintetizada
por fungos e algumas cianobactérias e micobactérias a partir do aminoacido histidina com
grupos sulfurados e metila fornecidos pelos aminoacidos cisteina e metionina (Kalaras et al.,

2017). Apesar de ndo ser sintetizada por organismos superiores, ergotioneina é encontrada em
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varias células e tecidos humanos, principalmente nos eritrocitos, na medula 6ssea, no figado,
no rim, no fluido seminal e nos olhos (Cheah & Halliwell, 2012).

Foi demonstrado que ergotioneina possui atividade antioxidante in vitro (Dubost et al.,
2007; Kalaras et al., 2017), podendo ser encontrada em diversos cogumelos, mas as espéecies
do género Pleurotus despertam a atencéo devido ao conteddo de ergotioneina produzido (Chen
et al., 2012). Recentemente, Gambato et al. (2018) reportaram determinaram ergotioneina em
extrato de P. albidus (2,13 £ 0,01mg/g), sugerindo que o mesmo poderia ter contribuido para a
atividade bioldgica mitocondrial do extrato que preveniu o declinio da atividade do complexo
| da cadeia de transporte de elétrons e minimizou o dano oxidativo induzido por hiperglicemia

em células endoteliais (EA.hy926).

2.5.2 Inibigdo enzimética

A colonizacdo de alimentos por diversos fungos vem sendo investigada quanto ao seu
efeito inibitorio contra a atividade de algumas enzimas importantes no metabolismo, como
lipase pancreatica (Cai et al., 2012) e a-glicosidade (Oh et al., 2012).

Extratos etandlicos de aveia colonizada por Aspergillus oryzae possuem capacidade de
inibir até 86% da enzima lipase pancreatica em ensaios in vitro. O estudo reportou que efeitos
inibitdrios estdo relacionados com o conteddo de compostos fendlicos presentes na aveia
colonizada (Cai et al., 2012). Um novo alimento, denominado Nilamadana, foi desenvolvido a
partir de sementes de painco colonizadas com Penicillium roqueforti por CES. A determinagdo
de inibicdo enzimatica in vitro relevou uma capacidade de inibi¢do da enzima lipase pancreatica
de 17% (Dwivedi et al., 2015).

Akata et al. (2019) analisaram seis cogumelos (Coprinus comatus (O.F.Mull.) Pers.,

Macrolepiota mastoidea (Fr.) Singer, Agaricus campestris L., Lycoperdon utriforme Bull.,



45

Macrolepiota procera (Scop.) Singer, e Leucoagaricus leucothites (Vittad.) Wasser) quanto as
capacidades de inibir a atividade das enzimas a-amilase e a-glicosidase. Dentre os fungos
analisados, maior inibicdo das enzimas a-amilase (0,22 £ 0,01 mmol equivalentes de acarbose/g
de extrato) e a-glicosidase (2,97 + 0,14 mmol equivalentes de acarbose/g de extrato) foi
observada no extrato de Lycoperdon utriforme.

Poucos estudos demonstram a capacidade de inibicdo de enzima a-glicosidase por
produtos resultantes do CES de micélios de macrofungos. Recentemente, Lee et al. (2019)
analisaram a inibicao de a-glicosidase pelos extratos de soja colonizada em CES de micélio de
Tricholoma matsutake (um cogumelo simbidtico popular na Asia) reportando 84,9% de
inibicdo da atividade da enzima.

Outras enzimas importantes, como a enzima conversora de angiotensina | (ACE) sdo
inibidas pelos extratos de matérias-primas vegetais colonizados com micélios de macrofungos.
Xiao et al. (2015) observaram que a farinha obtida de grdo de bico colonizado por micélio de
Cordyceps militaris, em CES durante 7 dias a 25° C, demonstrou significativa atividade
inibitéria de ACE nos ensaios in vitro. A inibicdo desta enzima sugere que 0 extrato possui
atividade anti-hipertensiva.

Lovastatina € metabolito secundario que pode ser encontrado tanto no micélio como nos
basidiomas dos macrofungos (Chen et al., 2012). Trata-se de uma estatina natural inibidora da
sintese enddgena do colesterol pelo organismo sendo, portanto, um agente redutor do colesterol.
Seu mecanismo de acdo ocorre pela inibicdo da enzima 3-hidroxi-3-metilgluratil-coenzima A
redutase (HMG-CoA), uma enzima que catalisa a biossintese de colesterol. Como resultado,
tem-se a reducdo das concentragdes plasmaticas de colesterol total e colesterol LDL
(lipoproteina de baixa densidade). Sendo assim, a administracdo oral da lovastatina é indicada
para reducbes dos niveis elevados de colesterol total e LDL em pacientes com

hipercolesterolemia primaria, ou seja, quando a resposta a dieta e a outras medidas nao-
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farmacoldgicas isoladas foram inadequadas, e para retardar a progressdo da doenca
aterosclerdtica coronariana (Chen et al., 2012; Lavelli et al., 2018; Sorrentino et al., 2010).

O contetdo de lovastatina foi determinado em micélios e em corpos de frutificacéo de
diversos macrofungos. Para Agaricus blazei o conteudo foi de 769,9 + 7,2 mg/kg de micélio.
Em espécies do género Pleurotus o conteudo de lovastatina determinado no miceélio variou entre
44,5 + 0,9 e 168,3 + 4,5 mg/kg e nos corpos de frutificagdo os valores variaram entre 101,1 +
0,5 e 606,5 £ 5,6 g/kg. Uma espécie do género Auricularia foi analisada, A. mesenterica, mas

néo foi detectada a presenca de lovastatina (Chen et al., 2012).

2.6 Propriedades fisicas e fisico-quimicas das micoproteinas

A producéo de biomassa microbiana provoca mudangas importantes nas caracteristicas
fisicas e fisico-quimicas das matérias-primas, dentre as quais pode-se citar as alteracGes nos
parametros de cor e nas propriedades tecnoldgicas, como mudancas nas capacidades de
absorcédo de gordura e de agua, que sdo importantes para o processamento de alimentos. Além
do mais, proteinas, polissacarideos e fibras oriundos da biomassa fungica podem ser explorados
sob o ponto de vista tecnologico, sendo aplicados na formulacdo de alimentos, fornecendo aos
produtos caracteristicas desejaveis de cor, sabor, estabilizacdo de emuls6es, melhoria de textura
e capacidade de retencdo de &gua, entre outras (Kurt & Genccelep, 2018).

Os atributos sensoriais dos alimentos sao influenciados pelas propriedades funcionais
das proteinas, as quais se referem as propriedades fisico-quimicas que influenciam o
desempenho das proteinas nos sistemas alimentares durante seu processamento,
armazenamento, preparo e consumo. As propriedades reoldgicas e de textura dos alimentos
dependem da interacdo da agua com outros componentes do alimento, principalmente proteinas

e polissacarideos. Em alimentos de umidade baixa ou intermediaria, como o0s produtos de
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panificacdo e as carnes trituradas, a capacidade das proteinas de se combinar com a agua €
Importante para a aceitabilidade desses alimentos (Damodaran et al., 2010).

Segundo Raghavendra et al. (2004), o indice de absorcéo de 4gua (IAA) de um alimento
ou ingrediente alimentar é definido como a quantidade de dgua de permanece ligada ao material
hidratado ap0s a aplicagdo de uma forga externa como, por exemplo, a centrifugacao. De acordo
com 0s mesmos autores, a capacidade de retencéo de dgua (CRA) é a quantidade de &gua ligada
ao material sem a aplicacdo de nenhuma forga externa (exceto a gravidade e a pressao
atmosférica).

Em um estudo de Xiao et al. (2015) foi realizado o cultivo do cogumelo Cordiceps
militis sobre gréo de bico por meio do CES. Ao investigar os efeitos do CES nas caracteristicas
fisico-quimicas e nas propriedades tecnoldgicas da farinha de grdo de bico, os autores
constataram que houve aumento no indice de absorcédo de &dgua, nas capacidades de retencdo de
agua e de absorcao de gordura e melhoras nas propriedades emulsificantes em comparagdo com
farinhas de grdo-de-bico néo cultivadas.

Segundo Li et al. (2016) a cor pode ser um atributo importante para alimentos, podendo
influenciar a aceitabilidade do produto pelo consumidor e podendo ser utilizada para controle
do processamento. Em seu estudo, os parametros cromaticos de residuos de soja foram
avaliados antes e apds o CES de Morchella esculenta, relevando amostras mais escuras, com
tonalidades mais avermelhada e mais amarelada ap6s o bioprocesso, devido a acumulacéo de

pigmentos do fungo durante o cultivo.

2.7 Uso de micoproteinas no desenvolvimento de alimentos

Os corpos de frutificagdo de cogumelos sdo utilizados como alimento hd muitos anos.

Recentemente, tanto os corpos de frutificagdo como o micélio fangico, tornaram-se atraentes
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como alimentos funcionais e como fonte de componentes bioativos (Ulziijargal et al., 2013).
De acordo com Villas Bdas & Esposito (2000), produtos enriquecidos com micoproteinas
podem ser utilizados como suplemento proteico na alimentagdo humana, ou como ingredientes
alimenticios que funcionam como aromatizantes ou ainda como ragdo animal.

Cordova et al. (2012), elaboraram barras de cereais adicionadas de grdos de trigo
colonizados por meio do CES por Agaricus brasiliensis e avaliaram sua capacidade
antioxidante, a concentracdo de compostos fendlicos e de B-glucanos. Os resultados deste
trabalho sugerem que a adicdo de micélio de A. brasilienses em produtos alimenticios pode
torna-los mais saudaveis, devidos as propriedades nutritivas e compostos bioativos desse
macrofungo.

Em outra pesquisa, Kirsch (2013) melhorou o valor nutricional de barras de cereais
substituindo parcialmente a aveia em flocos e os flocos de arroz por biomassa de Pleurotus
albidus produzida em cultivo submerso. As barras de cereais obtidas tiveram aumento no teor
de fibras e de minerais e menores valores energéticos, em comparacdo com a formulacéo
padrdo, sem adi¢do da biomassa.

Os micélios liofilizados dos fungos Antrodia camphorata, Agaricus blazei, Hericium
erinaceus e Phellinus linteus foram utilizados para substituir a farinha de trigo em 5% (m/m)
na producédo de pdes. DeterminagOes de textura evidenciaram que a substituicdo de farinha de
trigo por micélio nao afetou negativamente o perfil de textura dos pées. No entanto, resultados
da andlise sensorial apontam que a incorporagdo de micélio fungico diminui a aceitabilidade
dos produtos, demonstrando necessidade de ajustes na formulacdo para melhorar a aceitacao
dos pées suplementados com micélio (Ulziijargal et al., 2013).

Avaliar a aceitabilidade sensorial de formulagdes de iogurte adicionadas de micélio de
A. brasiliensis, produzido por cultivo submerso com bagago de uva, e determinar a sua

composicgdo fisico-quimica foi o objetivo da pesquisa realizada por Amaral et al. (2014). Os
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resultados demonstraram que um nivel de adicdo de até 5% de micélio de A. brasiliensis foi
aceito pelos provadores, obtendo um indice de aceitacdo global de 74%. Foi constatado ainda
que a adigdo de 5% do micelio ndo interferiu na composicéo fisico-quimica do iogurte, quando
comparada ao padrdo. Os pesquisadores consideram o micélio de A. brasiliensis, produzido por
cultivo submerso em meio com bagaco de uva, um potencial ingrediente com propriedades
funcionais a ser adicionado aos derivados lacteos.

Farinhas obtidas de gréos que foram colonizados por macrofungos, pela técnica de CES,
vem sendo incorporadas na formulagéo de produtos de panificagdo com o objetivo de aumentar
o valor nutricional, desenvolver alimentos diferenciados e atender a atual demanda por
alimentos funcionais (Chien et al., 2016, Xiao et al., 2016). Xiao et al. (2016) avaliaram o0s
efeitos da adi¢do de uma farinha obtida de gréo de bico colonizado com Cordyceps militaris na
qualidade e na atividade antioxidante de p&o de trigo. No estudo, a farinha de trigo foi
parcialmente substituida pela farinha de grdo de bico em 5% e resultou em paes com maior
valor proteico, de gorduras, de compostos fendlicos e atividade antioxidante, além de melhorar
o volume especifico, densidade, textura e propriedades sensoriais dos paes.

Farinhas obtidas de grdos (trigo sarraceno, aveia, arroz e trigo) colonizados com
Antrodia salmonela durante 28 dias, a 25° C, foram testadas individualmente na formulacéo de
pdes em substituicdo a farinha de trigo refinada (7%). Nao foram constatadas diferencas na
composigdo proximal, no perfil de textura e nos componentes ndo volateis entre os pées, sendo
observada similaridade nos resultados da avaliacdo sensorial em comparagao com o péo branco.
Ainda, foram identificados compostos bioativos (ergosterol, ergotioneina e acido y-amino
butirico) nos pées suplementados com a farinha de grdos colonizados, sugerindo o uso destas
farinhas na obtencgéo de paes como alimento funcional (Chein et al., 2016).

Nos ultimos anos, produtos analogos a carne tiveram um aumento na popularidade, pois

muitos individuos tém evitado o consumo excessivo ou total de proteina animal por diversos
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motivos, seja devido ao alto teor de gordura saturada e colesterol presente em alguns tipos de
carnes, as questes religiosas ou preocupacGes com o bem-estar animal. Assim, muitos
cientistas de alimentos estéo interessados na pesquisa destes produtos, motivados pelo desafio
de simular textura, sabor, cor e valor nutritivo equivalente a carne (Kumar et al., 2019).

Kim et al. (2011) obtiveram micélio de Agaricus bisporus em cultivos em estado
submerso, utilizando-o na fabricacdo de um produto anélogo a hamburguer de carne, o qual foi
comparado a um produto similar preparado com soja na analise do perfil de textura (TPA). Os
resultados demonstraram o alimento preparado com micélio de cogumelo obteve propriedades
de textura superiores as do preparado com soja, com maiores valores de dureza, elasticidade e
mastigabilidade. Ainda, foram obtidos valores de aceitacdo global 5 e 2 para os analogos de
carne preparados com micélio de cogumelos e com soja, respectivamente.

Recentemente, micélios do basidiomiceto Pleurotus sapidus, obtidos no cultivo em
meios com bagago de maca ou com isomaltulose, foram testados na elaboragéo de sistemas
analogos a salsichas veganas em comparacdo com ingredientes proteicos de fonte vegetal e
formulac@es tradicionais com carne e frango. Os resultados obtidos nas analises sensoriais e de
textura demonstraram que os micélios sdo uma alternativa as proteinas vegetais comerciais na

elaboracdo de salsichas veganas (Stephan et al., 2018).

2.8 Uso de micoproteinas na nutri¢cdo animal

A producgdo de micoproteinas pode ser interessante para aumentar o teor proteico e
agregar valor a residuos gerados pelas atividades agroindustriais (Silveira & Furlong, 2007),
podendo ser produzido um alimento com perfil nutricional aprimorado devido ao

desenvolvimento da proteina fungica (Vendruscolo et al., 2009). Na alimentacdo animal, as
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proteinas fungicas podem servir como substitutos para suplementos proteicos tradicionais, tais
como o farelo de soja e a farinha de peixe (Nigam & Singh, 2014).

O micélio do fungo Agaricus blazei foi obtido por meio de CES em gréos de trigo. Estes
gréos, quando ingeridos por camundongos, ndo demonstraram toxicidade e ainda, estimularam
a atividade antitumoral. Este efeito se deve as propriedades antitumorais das substancias
bioativas presentes no A. blazei como, por exemplo, os polissacarideos (Dalla-Santa, 2006).

Gréos de trigo e sementes de paingo, ambos cultivados com Agaricus blazei em CES,
foram disponibilizados como racéo para aves silvestres por Oliveira et al. (2009). Os resultados
do experimento demonstraram uma excelente aceitabilidade dos grdos, assim como a sua
preferéncia frente a outros alimentos, habitualmente ofertados para as aves, como frutas ou
racdo. Adicionalmente, o estudo revelou o efeito antiparasitario dos grdos cultivados no
tratamento de coccideos, quando ingerido durante 21 dias pelas aves.

Fungos basidiomicetos produzem substancias capazes influenciar o sistema
imunoldgico das aves. Desta forma, sua adicdo na alimentacdo de frangos vem sendo utilizada
como forma de reduzir a utilizacdo de antibi6ticos (Machado et al., 2007). Azevedo et al. (2009)
avaliaram o efeito da adicdo de um composto exaurido da producdo do cogumelo Pleurotus
sajor-caju a racao de frango de corte, num periodo total de 39 dias. Foi observado que a adi¢édo
do composto ndo teve influéncia sobre o consumo de racdo e a conversao alimentar. Porém,
houve efeito positivo sobre o ganho de massa nos primeiros 21 dias e aumento no rendimento
da carcaca. Assim, a adi¢cdo do composto de P. sajor-caju a racao para frango de corte pode ser
recomendada numa concentracgao de 5% (m/m).

Bagaco de maca foi usado como substrato pelo fungo Gongronella butleri em CES,
visando 0 seu enriguecimento proteico para uso na ragdo de tilapias. Os alevinos tratados com

a ragéo enriquecida com 30% (m/m) de bagago de magé tratado obtiveram um aumento de
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massa corporal de 44% quando comparados com as tildpias alimentadas com racdo
convencional (Vendruscolo et al., 2009).

A vinhaca, um residuo gerado na manufatura do etanol a partir do bagaco de cana-de-
acucar, foi utilizada como matéria-prima para o cultivo de quatro espécies do género Pleurotus
(P. sajor-caju, P. ostreatus, P. albidus e P. flabellatus). Os micélios obtidos apds 15 dias de
cultivo foram oferecidos na dieta de peixes Danio rerio (“Zebra fish”) por 28 dias. Os resultados
do estudo relevaram que o teste de racdo ndo demonstrou toxicidade aos peixes e que, dentre
os fungos testados, a espécie mais promissora € P. albidus, pois apresentou a maior produgéo
de biomassa em comparacdo com as demais (16,27 g.L™?) (Sartori et al., 2015).

Wang et al. (2017) estudaram os alvos moleculares antioxidantes em frangos de corte
alimentados com ragéo suplementada com 10% farelo de trigo colonizado por P. eryngii durante
12 dias em CES. Os resultados indicaram que a expressdo do gene antioxidante, como a
hemoglobinase-1 e a glutationa-S-transferase de células mononucleares, do sangue periférico
de frangos que receberam a racdo suplementada foi significativamente maior que a do grupo
controle em 35 dias. Para genes de NADPH oxigenase e a proteina moduladora de espécies
reativas de oxigénio 1, a expressao do grupo de frangos com ragdo suplementada foi menor que
a do grupo controle em 21 e 35 dias. Desta forma, a utilizacéo de farelo de trigo colonizado por
P. eryngii como aditivo nutricional na avicultura pode regular a expressdo de alvos
antioxidantes moleculares em frangos de corte.

Diante do informacdes reportadas nesta revisdo da literatura, percebe-se a relevancia do

estudo e da aplicagdo das micoproteinas para alimentagdo humana e para nutrigdo animal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Macrofungos

Foram utilizadas as linhagens selvagens Pleurotus albidus (88F.13) e Auricularia
fuscosuccinea (78F.3), coletadas e isoladas do bioma Mata Atlantica na cidade de S&o Francisco
de Paula (RS), sob autorizacdo do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) para acesso e envio de amostras de componentes de patrimonio
genético (Processo n° 02001.007656/2012-11), sendo as espécies identificadas por andlise de
biologia molecular (Cantele et al., 2017) e indexadas na secdo micoldgica do Herbério da
Universidade de Caxias do Sul (UCS) sob numeros MIUCS 1586 e MIUCS 1577,
respectivamente. Foi utilizada também a linhagem Agaricus blazei, adquirida da empresa
BRASMICEL - Biotecnologia em fungicultura (Suzano, SP). As linhagens fazem parte da
colecdo de microrganismos do Laboratorio de Enzimas e Biomassas da UCS e foram mantidas
em meio &gar batata dextrose, sendo repicadas trimestralmente (PDA, Merck) (Kang et al.,
2017).

Os in6culos para o cultivo em estado solido foram obtidos pela transferéncia de 1 cm?
de micélio para placas de Petri de 200 mm de diametro, contendo meio PDA estéril, em cabine
de fluxo laminar vertical (Filterflux, Brasil), incubadas a 28 + 1° C, por 15 a 20 dias, até

completa coloniza¢do do meio.

3.2 Matérias-primas vegetais: graos e residuos agroindustriais

Foram adquiridos no comércio local de Caxias do Sul/RS: Arroz parboilizado integral

classe longo fino tipo 1 marca Prato Fino (Pirahy Alimentos Ltda, Sdo Borja, RS, Brasil);
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Canjica de milho subgrupo despeliculada classe amarela tipo 1 marca Valore (UnidaSul
Distribuidora Alimenticia S/A, Esteio, RS, Brasil) e trigo em grdo a granel.

Os residuos utilizados foram os bagacos de uva e de malte de cevada, cedidos por
empresas da regido. O bagaco de uva foi doado pela empresa Tecnovin do Brasil, situada no
Vale dos Vinhedos, no municipio de Bento Gongalves/RS, em um Unico lote. Oriundos do
processamento de suco de uva, os residuos eram compostos por cascas (64%), sementes (35%)
e engaces (1%) de uva (Vitis labrusca cv. Bordd, composicéo do bagaco determinada mediante
secagem de amostra, separacdo manual e pesagem dos componentes), com teor de umidade de
69,6 + 2,30% (m/m) (determinado pelo método gravimétrico em estufa). O acondicionamento
do bagaco de uva foi realizado em embalagens de poli(etileno) e armazenado em refrigeragéo
a5+2°C.

O bagaco de malte de cevada, contetido de umidade 75 + 1,5% (m/m) (determinado pelo
método gravimétrico em estufa), foi doado pela cervejaria artesanal Vitrola de Nova
Petropolis/RS, imediatamente apds o processo de brassagem de uma cerveja estilo India Pale
Ale (IPA), consistido de malte tipo Pilsen, Viena, Special B e Carared (proporcdo de maltes
ndo relevada pela empresa), em um unico lote. O bagaco de malte foi acondicionado em

recipientes fechados e armazenados sob refrigeracdo a 5 + 2° C.

3.3 Cultivo em estado sélido (CES)

Os meios de cultivo foram constituidos pelas matérias-primas vegetais acima descritas,
sem qualquer suplementagdo. No caso dos grdos de arroz integral, milho e trigo, estes foram
preparados com base no método proposto por Zhai et al. (2015), com modificacGes.
Primeiramente, os graos foram cozidos em agua (proporcao 1:1) durante 1 h em autoclave a 1

atm. ApoOs 24 h do cozimento, quantidades de 200 g de cada grdo foram distribuidos,
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separadamente, em frascos de vidro (frasco com formato cilindrico com 180 mm de altura, 65
mm de didmetro; altura ocupada pelo meio foi de aproximadamente 70 mm), fechados e
autoclavados por 2 h a 1 atm. Quando da utilizacdo dos bagacos de malte e de uva, estes foram
preparados de acordo com Nitayapat et al. (2015), com modifica¢bes, que consistiu na
distribuicdo em frascos de vidro (200 g em cada) e duas autoclavagens de 1 h a 1 atm, com
intervalo de 24 h entre os procedimentos.

Ap0s resfriamento, as matérias-primas foram inoculadas, em cdmara de fluxo laminar
(Filterflux, Brasil), com o material contido em Y2 placa Petri (200 mm de didmetro), composto
pelo PDA colonizado com o micélio dos macrofungos anteriormente descritos. Cada matéria-
prima foi inoculada com cada micélio, separadamente. Os fracos foram cobertos com uma
camada fina de gaze e algoddo estéril e incubados em local protegido, a 24 + 2° C, até a completa
colonizagdo dos meios. Amostras de matéeria-prima sem inéculo foram utilizadas para controle.

Os tratamentos foram realizados em triplicata.

3.4 Farinhas de matérias-primas colonizadas pelos micélios (micoproteinas)

Apds a completa colonizagédo dos meios com os micélios dos macrofungos, os conteddos
totais dos frascos (matérias-primas com micélio) foram coletados e secos em estufa (Medclave,
Brasil) a 60 + 2° C por 24 h e moidos em moinho de facas do tipo Willey (Solab, Brasil) para
obtencdo de uma farinha contendo o micélio fragmentado (10 mesh), denominadas farinhas de
micoproteinas, que foram armazenadas em sacos de poli(etileno) vedados, em local seco,
arejado e protegido da luz (Zhai et al., 2015). Matérias-primas vegetais ndo inoculadas
(controle) foram processadas da mesma forma e denominadas farinhas controle. Amostras das
farinhas foram avaliadas quanto aos contetdos de biomassa fingica (determinada indiretamente

pela determinac&o de ergosterol), composicdo nutricional, perfil de aminoacidos, caracteristicas
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fisico-quimicas e tecnoldgicas, compostos fendlicos totais, concentragdes de ergotioneina e de

lovastatina e atividades antioxidantes e bioldgicas.

3.5 Utilizacdo de farinha de micoproteina na formulagdo de alimentos

O biscoito tipo cookie foi elaborado com uma farinha de micoproteina, obtida no
presente trabalho, selecionada considerando os resultados mais relevantes e promissores em
termos de enriquecimento proteico e compostos bioativos.

Para avaliar o efeito da substituicdo total ou parcial da farinha de trigo refinada pela
farinha de micoproteina, na formulagdo de biscoitos tipo “cookie”, foi utilizado um
delineamento de misturas simplex-centroide, aumentado com pontos interiores, conforme
delineamento experimental com dois fatores mostrado na Tabela 4. As seguintes funcdes
respostas foram avaliadas: proteina, fibra alimentar total, cor e textura dos biscoitos, contetdo
fenolicos totais, DPPH (atividade antioxidante determinada pelo ensaio DPPH’), ABTS
(atividade antioxidante determinada pelo ensaio ABTS*) e AGA (inibicdo enzima a-
glicosidase). Adicionalmente, foram avaliadas outras caracteristicas como atividade de agua

(Aw), umidade, cinzas e teor de gorduras totais dos biscoitos.

Tabela 4. Delineamento de misturas simplex-centroide aumentado

Mistura de farinhas

Corrida
X1 (farinha de trigo refinada) X2 (farinha de micoproteina)
1 1 0
2 0 1
3 0,5 0,5
4 0,75 0,25
5 0,25 0,75
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Os biscoitos foram preparados em uma planta de panificagdo em escala-piloto (Instituto
Federal de Santa Catariana, Sdo Miguel do Oeste, SC, Brasil), com ingredientes adquiridos no
mercado local (Sdo Miguel do Oeste, SC, Brasil), conforme a seguinte formulacdo base
(fornecida por uma empresa de biscoitos): farinhas (80 g); acucar refinado (48 g); manteiga (48
g); gotas de chocolate (48 g); ovo inteiro (20 g); aglcar mascavo (4,8 g); leite em po integral
(4,8 g); acucar de baunilha (2 g); sal amoniaco (0,8 g) e bicarbonato de sédio (0,6 g). As farinhas
foram adicionadas de acordo com o design proposto (Tabela 4).

Os ingredientes de cada corrida foram pesados e misturados até obtengdo de uma massa
homogénea. Em seguida, as massas foram modeladas em formato cilindrico, com
aproximadamente 40 mm de didmetro, e armazenadas a — 18 ° C, em freezer (CVU26, Consul,
Brasil), por 24 horas. Antes de assar, as massas foram mantidas em temperatura ambiente (24°
C) por 10 minutos. Em seguida, os cookies foram cortados com espessura de 10 mm e assados
em forno combinado (Wictory WC-03, Tedesco, Brasil), funcdo seco, pré-aquecido a 180° C

por 10 minutos. Apds resfriamento, foram acondicionados em embalagens poliméricas seladas.

3.6 Métodos analiticos

3.6.1 Biomassa fungica (extracdo e quantificacdo de ergosterol)

A biomassa micelial dos fungos A. blazei, A. fuscosuccinea ou P. albidus contida nas
farinhas obtidas a partir da moagem das matérias-primas colonizadas com os micélios em CES,
foram estimadas indiretamente pela extracdo e quantificacdo de ergosterol. Primeiramente,
foram obtidas as biomassas de A. blazei, A. fuscosuccinea e P. albidus em cultivos em meio
submerso. Para A. blazei foi utilizado um meio a base de extrato de grdo de trigo, peptona e
maltose, de acordo com Zhai & Han (2016). As biomassas de A. fuscosuccinea e P. albidus

foram produzidas em meio composto por caldo proveniente de batata conforme descrito por
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Cantele et al. (2017). Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 500 mL,
contendo 100 mL de meio de cultura estéril (autoclave por 20 min a 1 atm).

Para inoculagdo, foram adicionados trés discos de micélio com 1,5 cm de didmetro, de
cada um dos fungos, separadamente. Apds cobertura dos frascos com uma fina camada de gaze
e algoddo estéreis, a incubacéo foi realizada a 25 + 2° C, com agitacdo reciproca de 180 rpm,
durante 7 dias, com coletada de amostras destrutivas, em triplicata, a cada 24 h a partir do
segundo dia de cultivo. O volume total coletado dos frascos distribuido em tubos de Falcon de
50 mL, centrifugado a 3220 g (Eppendorf 5840 R, Alemanha), 4° C, durante 20 min. Apos a
retirada do sobrenadante, a biomassa micelial foi transferida para recipientes (com massa
previamente determinada em balanca analitica) e armazenada a - 18° C em freezer (CVU26,
Consul, Brasil), para posterior liofilizacdo e pesagem em balanca analitica, sendo descontada a
massa inicial dos recipientes, para obtencdo da massa de micélio.

A extracdo do ergosterol foi realizada com base no método descrito na literatura (Seitz et
al., 1977; Heleno et al., 2016; Wang et al., 2018), com modificacdes. As amostras, finamente
moidas, foram extraidas com metanol P.A. na proporcdo 1:10 (amostra: solvente) durante 1 h a
24° C, agitadas vigorosamente em vortex durante 10 s a cada 15 min, seguido de 5 min de banho
de ultrassom (200 W, 40 kHz, 24° C, Ultronique, Brasil) e entdo, centrifugadas a 3220 g
(Eppendorf 5840 R, Alemanha), durante 15 min, a 4° C e filtradas (filtros com tamanho de poro
de 0,2 um). O ergosterol extraido dos micélios e das amostras de farinhas foi identificado e
guantificado em sistema HPLC (Shimadzu, Japdo), com detector UV-Vis, coluna de fase
reversa Inertsil ODS-3 (GL Science, Japdo, 250 x 4.6 mm e tamanho de particula de 5 um).
Foram injetados volumes de 20 pL de amostra, no sistema operando a 35° C, com fase movel
acetonitrila/metanol (70:30, v/v), com fluxo de 1 mL/min e detec¢do em 282 nm (Barreira et
al., 2014). A identificacdo do ergosterol foi baseada na comparacao dos tempos de retencdo do

padrdo (Sigma-Aldrich E6510, pureza > 75%) e das amostras e a quantificacdo foi realizada
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por comparacdo das areas dos picos das amostras com as areas da curva padrdo externa
(0,004 — 1 mg/mL). Os dados obtidos para a producdo de ergosterol em meio submerso foram

utilizados para determinar o fator de correlagéo entre biomassa e producdo de ergosterol.

3.6.2 Determinacéo da composic¢éo centesimal

A composicao centesimal foi determinada de acordo com os métodos analiticos oficiais

da Association of Official Analytical Chemists (AOAC).

3.6.2.1 Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico em estufa (Medclave, Brasil) a
105° C em que 1 g de amostra foi seco até massa constante (método n° 935.29), sendo a umidade

determinada pela Equacdo 1 (AOAC, 2016).

% Umidade = =™ « 100 1)

mi

Em que: m; é a massa da inicial amostra (g) antes da secagem; ms é a massa final da amostra (g)

apos atingir massa constante.

3.6.2.2 Cinzas

O residuo mineral fixo (cinzas) foi determinado por incineragéo da amostra (2a 5 g) em

mufla a 550° C por 6 horas (método n° 923.03). Apds resfriamento completo em dessecador, a
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massa da amostra foi aferida em balanca analitica. O contetdo de cinzas é calculado pela

Equacdo 2 (AOAC, 2016).

% cinzas = massa das cinzas (g)

x 100 )

massa da amostra (g)

3.6.2.3 Nitrogénio total (teor de proteinas)

O nitrogénio total foi determinado pelo método de Kjeldahl, de acordo com a AOAC
(2016), método n° 920.87, no qual 1,0 g da amostra foram colocados em frasco Kjeldahl de
500 mL, adicionados de 8 g de mistura catalitica (dez partes de sulfato de sddio anidro e uma
parte de sulfato de cobre penta-hidratado) e de 20 mL de &cido sulfurico concentrado. A amostra
foi digerida a 400° C. Apos digestdo, 100 mL de agua destilada foram adicionados no frasco
para auxiliar no resfriamento da amostra. A etapa seguinte consistiu na destilacdo da amostra,
que foi procedida em destilador de nitrogénio ap6s a adi¢ao de 45 mL de solucdo de hidréxido
de sdédio a 50 % (m/v). Foram recolhidos, aproximadamente, 100 mL do destilado em
Erlenmeyer contendo 50 mL de solugdo de acido bérico a 4% (m/v) e 5-7 gotas de indicador
misto. Por fim, foi realizada a titulagdo com &cido cloridrico 0,1 mol.L™? até a viragem do
indicador verde para rosa. Em paralelo, foi processada a prova em branco para testar a qualidade

dos reagentes. O percentual de proteinas foi determinado pela Equagéo 3.

100 x 0,014 x 5,70 x Va—Vb) x f x M (3)
P

% proteina =

Em que: P = massa da amostra (g); Va = volume de &cido cloridrico 0,1 mol.L? gasto
na titulag&o da amostra; Vb = volume de &cido cloridrico 0,1 mol.L* gasto na titulacio da prova

em branco; f = fator de correcéo da solucgéo de &cido cloridrico; M = molaridade da solucéo do



61

acido cloridrico 0,1 mol.L™; 5,70: fator de conversdo do nitrogénio em proteina para amostras

a base de cereais, como farinhas.

3.6.2.4 Gorduras totais

O teor de gorduras totais foi determinado no extrator de Soxhlet, com base no método
n° 920.85 proposto pela AOAC (2016), no qual 5 a 10 g de amostra previamente trituradas,
homogeneizadas e secas em estufa a 105° C, foram colocadas num cartucho para extracdo em
Soxhlet. Volume de 100 mL de solvente (n-hexano) foram colocados no frasco extrator. As
gorduras da amostra foram extraidas, por aquecimento em refluxo, durante 6 horas. Ap6s o
solvente foi removido e o frasco extrator seco em estufa a 105° C, até massa constante. O

contetdo de gorduras totais (%) foi determinado pela Equagéo 4.

% gorduras totais = 102 N (4)

Sendo: N = gramas de gordura (obtido por diferenga de massa) do frasco extrator; P =

massa inicial de amostra (g).

3.6.2.5 Fibra alimentar total

A fibra alimentar foi determinada pelo metodo gravimétrico-enzimatico, n® 991.43,
proposto pela AOAC (2016). Foram tomadas 2 aliquotas de amostra seca, moida e
homogeneizada, na quantidade de 1 g cada e colocadas em Becker de 400 mL, separadamente.
A amostra foi dispersa em 50 mL de solucéo tampéo fosfato de sddio (pH 6) e adicionada de

50 pL de a-amilase termoestavel. O Becker, coberto com papel aluminio, foi aquecido em
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banho-maria a 95° C, com agitagédo, e incubado durante 30 min. Em seguida, o banho foi
resfriado a 60° C, pH da amostra ajustado a 7,5 e adicionada de 100 pL de protease, sendo
mantida sob agitacdo durante 30 min. Apds, o pH da amostra foi ajustado a 4,3 e adicionado
100 pL de amiloglicosidase, sendo mantido em banho-maria a 60° C por 30 minutos, com
agitacdo. Ao fim do processo de hidrdlise, foram adicionados em cada amostra 225 mL de
etanol a 95% pré-aquecido a 60° C, cobertos com papel aluminio e mantidos em repouso, a
24° C, durante 1 h. Na etapa seguinte, a solucdo alco6lica contendo o residuo da hidrolise foi
filtrada, quantitativamente, atraves de um cadinho sinterizado contendo uma camada de celite,
previamente preparado e pesado. O residuo foi lavado com duas porcdes de 15 mL de etanol a
95% e duas porcdes de acetona. Entdo, os cadinhos foram secos em estufa a 105° C, por 12 h.
Apos a pesagem, foi determinado o teor de cinzas de um dos cadinhos, e do outro, proteinas.
Em paralelo foi procedida uma andlise do branco, sem amostras. O teor de fibra alimentar total

(%) foi determinado pela Equacao 5:

(R1+R2) , . p
% Fibra alimentar = —2 55— x 100 (5)
2

Em que: R1 e R2 = massa do residuo (mg) para amostra em duplicata; P e C = massa de
proteina e cinzas (mg), respectivamente; M1 e M2 = massa das amostras (mg); B = massa do
branco (mg): [(BR1-BR2)/2] — PB — CB, sendo: BR1 e BR2 = massa dos residuos (mg) da
determinacdo do branco, em duplicata; PB e CB = massa (mg) de proteina e cinzas,

respectivamente, determinados no primeiro e segundo residuos do branco.

3.6.2.6 Carboidratos

Os carboidratos foram determinados por diferenca, pela equagéo 6:
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% Carboidratos =100 — (% U+%C+%G+%P+%F) (6)

Sendo: U = umidade; C = cinzas; G = gordura; P = proteina; F = fibra alimentar total.

3.6.3 Determinacdo da composi¢ao de aminoacidos

A avaliacdo da composicdo de aminoacidos foi realizada no Laboratério de Métodos,
Instituto de Biociéncias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, com base em estudos
anteriores (Camargo et al., 2018; Siri et al., 2006). Apos hidrdlise &cida das amostras com
solucdo de &cido cloridrico (6 mol/L) a 110° C por 24 h e derivatizagdo com NAD (Naphthalene
-2,3-dicarboxaldehyde) em pH 9, os aminoacidos foram identificados e quantificados em HPLC
Biotech modelo 525 (Hallertau, Germany), com sistema de deteccdo constituido por um
detector LIF do sistema de eletroforese capilar modelo PNASC (Rodrigues et al., 2018). A
separagdo cromatografica foi realizada em uma coluna Supercosil LC-18-DB (Supelco
Analytical, Bellefonte, USA, 250 mm x 4.6 mm, tamanho de particula 5 um), ajustada a 40° C,
com fluxo de 1,0 mL/min e as fases moveis foram agua acidificada com acido trifluoracético
(TFA), pH 2 (fase movel A) e acetonitrila (fase mdvel B). O gradiente foi programado conforme
0 seguinte: 0-12 min, 30 % B; 12 — 14 min, 30-35 % B; 14-40 min, 35 — 80 % B; 40-41 min,
80-30 % B. Os resultados foram expressos em mg de aminoacidos por g de amostra de farinha

Seca.

3.6.4 Determinacgédo de compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro

3.6.4.1 Obtencéo dos extratos
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Para determinacdo de fenolicos totais e atividade antioxidante foi preparado um extrato
hidro alcoolico das amostras, com base no método proposto por Handa et al. (2016). A extracéo
foi realizada a partir de 0,6 g de cada amostra com 6 mL de solugdo etanol: 4gua (80: 20 v/v).
Procedeu-se a agitacdo vigorosa em vortex (Vortex Mixer, 2500 rpm, Brasil) durante 10 s, a
cada 15 min por 1 h, a 25° C. Apos, foram sonificadas (Cuba de Ultrassom Cristofoli, 42 Hz,
Brasil) por 5 min a 25° C, centrifugadas (1800 g, 25° C, 20 min; centrifuga marca Centribio
modelo 80-2B-15, Brasil), filtradas com papel filtro Whatmann n° 1 e mantidas ao abrigo da

luz.

3.6.4.2 Determinacdao do conteudo fendlico

O método colorimétrico Folin-Ciocalteu foi utilizado para mensurar o conteildo fendlico
livres dos extratos (Singleton and Rossi Jr., 1965). Para isso, 0,5 mL do extrato foi misturado
com 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (Dindmica) e 0,5 mL de carbonato de célcio 7,5%
(m/v). Apéds 30 min de reacdo, a 25° C, ao abrigo da luz, foi procedida a leitura da absorbéancia
em espectrofotdmetro UV-vis (Q898U2M5/Quimis®, Brasil) a 765 nm. O conteudo de
fenolicos foi expresso em mg de &cido galico equivalente (EAG/g), usando uma curva de

calibracdo de acido galico (0,004 — 0,04 mg/mL).

3.6.4.3 Atividade antioxidante pelo método do radical livre DPPH-

Este método tem por base a redu¢do do radical DPPHe, que ao fixar um He leva a uma
diminuicdo da absorbancia. Para avaliar a capacidade de reduzir o radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), 200 pL dos extratos foram adicionados a 800 pL de tamp&o acetato de

sodio (0,1 mol/L; pH 7,0) e em seguida, 1000 uL da solugdo de DPPH (250 umol/L em etanol).
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Em paralelo, foi processada uma analise padrdo em que no lugar do extrato da amostra foi
acrescentado solvente de extracdo. Apds 20 minutos ao abrigo da luz, foi realizada a leitura do
produto da reacdo em espectrofotometro UV-vis (Q898U2M5/Quimis®, Brasil) a 517 nm
(Yamaguchi et al., 1998). Os resultados foram expressos em micromols equivalentes de Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) (TEAC/qg), utilizando uma curva de
calibracdo de Trolox (0,0 — 0,5 umol/mL) ou em % de captura do radical DPPHe, conforme
Equacéo 7:

(Abs padrio — Abs amostra)

% DPPH =

Abs padrio x 100 (7)

Em que: Abs padrdo é a absorbancia do padrdo a 517 nm; Abs amostra é a absorbancia da

amostra a 517 nm.

3.6.4.4 Atividade antioxidante pelo método ABTS*

A medida da atividade antioxidante deste método da-se pela captura do radical 2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), que pode ser gerado por reagdo
quimica, eletroquimica ou enzimética. Seguindo método adaptado de Re et al. (1999), o radical
ABTS* foi obtido pela mistura de 5 mL da solu¢gdo ABTS (7 mmol/L) com 88 uL da solugéo
persulfato de sédio (140 mmol/L), mantido no escuro, a 25° C, por 16 h antes do uso. Para o
ensaio, 30 uL de extrato fenolico foi adicionado de 3 mL de ABTS * (diluida em etanol absoluto
até absorbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm). Em paralelo, foi processada uma determiacéo padrédo
em que no lugar do extrato da amostra foi acrescentado solvente de extracdo. A leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro UV-vis Microprocessado (Q898U2M5/Quimis®, Brasil), a

734 nm, foi realizada apds 6 min de reacdo, no escuro, a 25° C. Os resultados foram expressos
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em micromols equivalentes de Trolox (TEAC/Qg), utilizando uma curva de calibragéo de Trolox

(0,0 — 3,0 umol/mL) ou em % de captura do radical ABTSe, conforme Equacéo 8:

% ABTS = (Abs padrio — Abs amostra) % 100 (8)

Abs padrio
em que: Abs padrdo é a absorbancia do padrdo a 734 nm; Abs amostra € a absorbéancia da

amostra a 734 nm.

3.6.5 Determinacao de ergotioneina

A ergotioneina foi extraida de 0,5 g de amostra que foi adicionada de 7 mL de solugédo
etandlica (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 3 mL de &gua
deionizada, agitada em vortex por 10 s. Apos, foram adicionados 2 mL de dodecil sulfato de
sodio (SDS) 1% (m/v) em etanol e novamente agitada por 10 s, seguida de centrifugacdo
(Eppendorf 5840 R, Alemanha) a 3220 g, 4° C, por 20 min. O sobrenadante (2 mL) foi
liofilizado e resuspenso em 2 mL de 4gua deionizada (pH 7,3), centrifugado por 1 min a 8900 g,
filtrado em de membrana de 0,22 um (Dubost et al., 2006). Para identificacdo e quantificagcdo
da ergotioneina, volume de 20 pL do filtrado foram injetados no HPLC (Shimadzu, Quioto,
Japdo), acoplado a um detector UV-Vis, coluna de separacdo C 18 (Discovery®; 150 x 4,6 mm
e tamanho de particula de 5 um). O pH da fase movel (solugdo de 0,7% de fosfato de sodio
dibéasico (m/v), 3% de acetonitrila (v/v) e 0,1% de trietilamina (v/v)) foi ajustado a pH 7,3, fluxo
de 0,4 mL/min, 30° C e deteccdo em 254 nm. A determinacdo da ergotioneina foi baseada na
comparacdo das areas dos picos das amostras com as areas da curva padrdo externa (Sigma-

Aldrich E7521; 0,006 - 0,1 pg/mL) (Gambato et al., 2018).
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3.6.6 Determinacéo de lovastatina

Para a quantificacdo de lovastatina, as amostras foram extraidas com metanol
(Sorrentino et al., 2010). Em resumo, 0.6 g de amostra e 6 mL de metanol foram agitadas por
2 h, centrifugadas (Eppendorf 5840 R, Alemanha) a 3220 g, 4° C por 20 min, filtradas em filtro
de poro tamanho 0,22 um e mantidas a - 20° C até analise em HPLC (Shimadzu, Quioto, Japao),
acoplado a um detector UV-Vis, com coluna C 18 (Discovery®; 150 x 4,6 mm e tamanho de
particula de 5 pm). A fase movel foi constituida de acetonitrila/agua (70:30 v/v), 0,5% &cido
acético, fluxo de 0,4 mL por min, a 30° C (Shen et al., 1996). A identificacdo da lovastatina foi
realizada a 254 nm, e quantificacdo comparando-se as areas dos picos das amostras com as

areas da curva padrédo externa (Sigma-Aldrich PHR1285; 0,001 - 0,015 pg/mL).

3.6.7 Inibigdo de enzimas do trato digestorio

Foram realizados ensaios in vitro de inibicdo da atividade das enzimas lipase

pancredtica, a-glicosidase e a-amilase pelos extratos fenolicos obtidos das amostras de farinhas.

3.6.7.1 Inibicao de lipase pancreética

Inibicdo da lipase foi avaliada por método colorimétrico usando 1-2-o-dilauril-rac-
glicero-3-acido glutéarico(6-metilresorufina)-ester (DGGR) como substrato (Wilcox et al.,
2014). Em resumo, 140 pL de solugdo de enzima lipase pancreatica suina tipo II (Sigma;
0,2 mg/mL) em tampéo Tris-HCI (0,05 M; pH 8,0) juntamente com 100 pL de extrato foram
pré-incubadas a 37° C por 5 min. Apos, foram adicionados 80 uL da solu¢do de DGGR (Labtest;

270 umol/L). Entdo, foi lida a absorbancia, em espectrofotdbmetro UV-vis (Spectra Max
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190/Molecular Devices, USA) a 570 nm, aos 90 e 180 s de reacdo. Dois controles foram
utilizados nesta determinacéo, um controle de inibi¢do (100% de inibig&o) com Orlistat (0.025
mg/mL) no lugar na amostra e um controle da enzima (0% de inibigdo) com agua destilada no
lugar da amostra. A diferenga de absorbancia (AA) entre as leituras nos dois tempos (Ao —

Ago) foi utilizada na determinacdo, conforme Equacéao 9:

Inibigio lipase(%) = ==y 100  (9)
Ace

Em que Aace € a diferenga da absorbancia do controle da enzima a 517 nm e Aaa é a

diferenca da absorbancia da amostra a 517 nm.

3.6.7.2 Inibi¢ao de a-glicosidase

A habilidade de inibi¢do da a-glicosidase foi avaliada usando p-nitrofenil B-D-
glicopiranosideo como substrato (de Camargo et al., 2016). Primeiramente, foram preparadas
solucBes de a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae (Sigma; 0,1 mg/mL) e de substrato p-
nitrofenil B-D-glicopiranosideo (Sigma; 0,1 mol/L) em tampao fosfato de potassio (0,1 mol/L;
pH 6,8). Para reacdo, foram pré-incubados 185 pL de extrato e 15 pL da solug@o enzimatica a
37° C por 5 min. Entdo, 800 puL da solug¢do de substrato foram adicionados e a reagdo realizada
a 37° C por 10 min e terminada com a adi¢do de 1 mL de carbonato de célcio (1 mol/L). Em
seguida, leitura da absorbancia a 400 nm, em espectrofotbmetro UV-vis (Spectra Max
190/Molecular Devices, USA). Paralelamente, foram realizadas as determinagdes do branco
das amostras, sem a adicdo de enzima que foi substituida por solucéo tampdo, e do controle da

enzima, sem extratos. Para fins de comparagao, como controle positivo de inibicéo, foi utilizada
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acarbose (1 mg/mL). A inibigéo da atividade de a-glicosidase foi determinada pela Equacgéo

10:

(Abs controle — Abs amostra)

inibicio a — glicosidase (%) = x 100 (10)

Abs controle

Em que: Abs controle é a absorbancia do controle da enzima a 400 nm; Abs amostra é

a absorbancia da amostra a 400 nm.
3.6.7.3 Inibigdo de a-amilase

Foi avaliada pelo método Caraway modificado (Yang et al., 2012; Zengin et al., 2014).
Primeiramente, 25 uL de amostra e 25 pL enzima a-amilase de pancreas suino tipo VI-B
(Sigma; 1 mg/mL) em tampéo fosfato de sédio (0,05 mol/L; pH 7,0) foram pré-incubados a 37°
C por 10 min. Apés, 25 pL de solucdo de amido (0,4 g/L) foram adicionados e incubados a 37°
C por 10 min. Por fim, adicionou-se 25 uL de solucdo contendo iodato de potéssio 16,7 mmol/L,
iodeto de potassio 271 mmol/L e &cido cloridrico 112 mmol/L e 200 pL de &gua destilada. As
amostras foram lidas a 660 nm, em espectrofotdometro UV-vis (Spectra Max 190/Molecular
Devices, USA). Paralelamente, processou-se o controle negativo, com &gua destilada no local
da amostra e um branco substituindo a enzima por 4gua destilada. Como controle positivo de

inibicéo foi utilizada acarbose (1 mg/mL). A inibicdo foi obtida pela equacao 11:

(Absy—Absyp)

Inibicao a — amilase (%) = [1 ~ UAbs.s—Abs )] x 100 (11)
c+~ c—

Em que Absa, Absy, Absc+, Absc. sdo definidos como a absorbancia da amostra (com

enzima), a absorbancia do branco da amostra (amostra sem enzima), absorbancia de 100% de
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atividade da enzima (somente enzima, sem inibidores), absorbancia de 0% de atividade

enzimaética (somente substrato sem enzima).

3.6.8 Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas

3.6.8.1 pH

Amostras das farinhas foram avaliadas quanto ao pH antes e ap6s o CES, em
potencidmetro, no qual 1 g de amostra foi misturada com 10 mL agua deionizada e procedida

a leitura do pH (Canedo et al., 2016).

3.6.8.2 Atividade de agua (Aw)

A atividade de dgua de amostras das farinhas e dos biscoitos foi determinada a 25° C,
em equipamento LabMaster-AW (Novasina, Suica). Amostras moidas e homogeneizadas foram

colocadas em porta amostra e inseridas no equipamento para leitura da Aw.

3.6.8.3 Cor

A cor de amostras das farinhas e dos biscoitos foi avaliada instrumentalmente em
colorimetro digital com esfera difusa d/0° (Delta Color, modelo Delta Vista, Brasil) com a
leitura dos pardmetros cromaticos CIE (L" a” b"). Em que o pardmetro L~ corresponde a
luminosidade, variando de 0 (amostra escura) a 100 (amostra clara), o parAmetro a  esta
relacionado a dimensdo de cores verde (valores negativos) e vermelho (valores positivos), € o

A B * r . \ .
parametro cromatico b esta relacionado as cores azul (valores negativos) e amarelo (valores
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positivos). Os resultados foram expressos com o parametro de avaliacdo da Diferenca Total de
Cores (TDC") das amostras antes e ap6s o cultivo com os micélios, determinado pela equagio

12 (Xiao et al., 2016).

1
TCD = [(AL?> + Aa? + Ab?)]z (12)

r . A I3 . A *
em que AL ¢ a diferenca no valor do parAmetro L*, 4a ¢ a diferenca no valor do parametro a”,

Ab ¢é a diferenca no valor do parametro .

3.6.8.4 Determinacéo de Textura

Um analisador de textura TAXT Plus (Stable Micro Systems, Reino Unido), equipado
com software Exponent versdao 6.1.11.0, foi empregado na avaliacdo da textura do alimento
desenvolvido com incorporacao das farinhas miceliadas. Os ensaios realizados foram de acordo
com as particularidades do alimento a ser analisado.

Para avaliacdo da textura dos cookies preparados com incorpagao de micoproteina, apds
24 horas do forneamento, os biscoitos foram avaliados quanto a dureza (“hardness”), sendo
registrada a forca maxima (N) necessaria para cortar o biscoito, nas seguintes condi¢cdes de
teste: probe “blade set with knife”, célula de carga 5 N, velocidades pré-teste 1,5 mm.s™!, do
teste 1,0 mm.s™!, velocidade pos-teste 5.0 mm.s™!, distancia inicial da faca 20 mm. Foram

avaliadas cinco 5 amostras de cada formulacgao.
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3.6.9 Propriedades tecnoldgicas das farinhas

3.6.9.1 Indice de absorcéo de agua (1AA) e Indice de solubilidade em agua (1SA)

Foram determinada com base na método descrito por Anderson (1982), no qual 1,0 g de
amostra moida foi colocada dentro de um tubo de falcon (massa do tubo previamente
determinada em balanga analitica) e adicionada de 10 mL de dgua destilada, a 24° C. Os tubos
foram agitados a 150 rpm durante 30 min e apos, centrifugados (Eppendorf 5840 R, Alemanha,
3320 g, 20° C, 10 min). O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e vertido numa placa de
Petri (200 mm diametro), previamente pesada, e seco em estufa a 105° C até massa constante.
A massa de sélidos remanescentes da evaporacao foi utilizada para determinar o indice de
solubilidade em agua (ISA). O massa do material hidratado que permeceu no tubo foi
considerada na determinagdo do indice de absor¢ao de agua (IAA). Os valores de IAA e ISA

foram determinados pelas equacdes 13 e 14, a seguir:

-1~ _ massadaamostra hidratada (g)
IAA (g 9 ) " massa inicial da amostra (9 (13)
ISA (%) _ massa do residuo da evaporagio (g) % 100 (14)

massa da amostra (g)

3.6.9.2 Capacidade de retencdo de agua

A capacidade de reten¢do de dgua (CRA) foi analisada de acordo com método proposto
por Raghavendra et al. (2004). Dentro de um tubo de Falcon (50 mL), 1 g de amostra foi

mantido em hidratacdo com 30 mL de agua destilada, durante 18 h, a 24° C. O material foi
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filtrado a vacuo através de um cadinho de vidro, previamente tarado. A massa do material
umido contido no cadinho foi aferida. Apds 2 h de secagem em estufa a 105° C, o cadinho foi
novamente pesado. A capacidade de retengdo de dgua (CRA) foi obtida pela equacdo 15 que

segue:

- massa da residuo hidratada (g) — massa do residuo seco (g)
CRA(g.g™") = (15)

massa do residuo seco (g)

3.6.9.3 Capacidade de absorcéo de dleo

Para avaliar a capacidade de absorcdo de 6leo foi utilizada 0 método descrito por Lin &
Humbert (1974), com modificacGes. Dentro de um tubo previamente tarado, foram dispostos
0,5 g de amostra e 6 mL de 6leo de soja, mantidos por 30 minutos a 24° C, centrifugados (3220
g, 20° C, por 30 min). O 6leo sobrenadante foi cuidadosamente removido com auxilio de uma
pipeta e os tubos inclinados (45°) durante 25 min para drenar o restante do 6leo. Ap6s os tubos

foram pesados e calculada a capacidade de absorg¢do de dleo pela equacédo 16:

massa do 6leo absorvida pela amostra (g)

CAO (%) =

x 100 (16)

massa da amostra (g)

3.6.10 Andlise estatistica

Os resultados obtidos neste trabalho foram avaliados em analise de variancia (ANOVA)
e comparacdo de médias pelo do teste de Tukey (p<0,05), com auxilio do software Origin

versdo 8.1 (OriginLab).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo apresentados na forma de capitulos redigidos na forma de artigos
cientificos, os quais serdo submetidos a periodicos internacionais.

O primeiro capitulo esta intitulado como “Chemical features and bioactivity of grain
flours colonized by macrofungi as a strategy for nutritional enrichment”. Foi objetivo deste
manuscrito obter e avaliar farinhas de gréos colonizados por A. blazei, A. fuscosuccinea ou P.
albidus quanto ao enriquecimento proteico e a atividade biol6gica (tais como, atividades
antioxidante anti-hiperglicémica e capacidade de inibicdo da enzima lipase pancreética).
Adicionalmente, caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das farinhas obtidas foram analisadas.

O segundo intitula-se “Production of edible fungi mycoprotein on agroindustry
wastes: influence on nutritional, chemical and biological properties”. O objetivo do
manuscrito foi obter e caracterizar as farinhas de bagacos com micoproteina dos macrofungos
comestiveis (P. albidus, A. fuscosuccinea ou A. blazei) quanto a sua composi¢ao nutricional,
compostos bioativos (ergosterol, lovastatina e ergotioneina), atividade bioldgica (antioxidante
e inibicdo de enzimas do metabolismo in vitro) além de propriedades fisicas e fisico-quimicas.

O titulo do terceiro artigo é “Physicochemical properties and biological activity of
novel cookies produced with brewer spent grain flour colonized by Pleurotus albidus
mycelia”, que teve objetivo avaliar o efeito da farinha de bagaco de malte colonizada pelo
micélio de P. albidus nas atividades antioxidantes e de inibi¢cdo da enzima a-glicosidase de
biscoitos tipo cookies, bem como os efeitos sobre os contelidos de proteina, de fibra alimentar

total, caracteristicas de coloragdo e textura dos biscoitos também foram investigados.
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ABSTRACT
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In conclusion, grains colonized by macrofungi mycelia through S5C can enrich the nutritional value and the
biological activity of the flours, which presents a polential for functional foods.
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Abstract
Agaricus blazei, Auricularia fuscosuccinea and Pleurotus albidus mycelia were obtained in solid-state
cultivation (SSC), using grains (brown rice, canjica corn and wheat) as raw material. Colonized grain
flours were analysed for their nutritional, physical and physico-chemical characteristics and biological
activity in vitro. Wheat flour with P. albidus showed higher values for protein (18.34 g/100 g), ergosterol
(0.60 mg/g), mycelial biomass (183 mg/g) and total amino acids (58.34 mg/g). Corn flour with A.
fuscosuccinea showed the highest total phenolic content (2.38 mg GAE/g), antioxidant activity in the 1,1-
Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (8.90 umol TEAC/g) and 2,2 '-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) (16.52 umol TEAC/g) assay. Wheat flour with P. albidus were more effective at
inhibiting of pancreatic lipase (74.5 %) and of a-glucosidase (98.2 %). In conclusion, grains colonized by
macrofungi mycelia through SSC can enrich the nutritional value and the biological activity of the flours,

which presents a potential for functional foods.

Keywords: mycoprotein; antioxidant activity; enzymatic inhibition.

Chemical compound studied in this article
Ergosterol (PubChem CID: 444679); Gallic acid (PubChem CID: 370); DPPH radical (PubChem CID:
2735032); Trolox (PubChem CID: 40634); Ergothioneine (PubChem CID: 5352619); Lovastatin

(PubChem CID: 53232).

1. Introduction

Widely used in food, cereal grains are an important nutritional source, mainly supplying energy (Pordevié¢
et al., 2010). Grain consumption has already been shown to be beneficial to human health, particularly
when in whole form, due to the dietary fibre content, as well as the presence of phytochemicals, including

phenolic acids, flavonoids, vitamins and minerals, among others (Wang et al., 2014).
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Macrofungi are fungi that can form fruiting bodies (basidiome), also known as mushrooms (edible or not).
Edible mushrooms have attracted the attention of the food industry for their use in the development of
functional foods. Mushrooms sometimes have secondary compounds that for many years have been
associated with health promotion (Gambato et al., 2016; Zhai, Wang, & Han, 2015). However, the
consumption of edible mushrooms may be limited due to their high cost, which is a consequence of the
time required for cultivation. Alternatively, using macrofungi in the form of mycelium produces a product
faster. Recent studies have demonstrated that mycelia, as well as the cultivation media used for their
microbial growth, can represent a source of bioactive compounds, such as phenolic acids and ergosterol,
both with antioxidant activity (Souilem et al., 2017). In addition, the combination of raw plant materials
and mycelial biomass from mushrooms is considered an alternative protein source, in this case a microbial
protein. Mycoproteins, single cell protein (SCP) or direct-fed microbials are terms that have been
expressed in human and animal nutrition as being proteins derived from fungi (yeast or filamentous)
processes in plant biomass. The consumption of such mycoprotein usually occurs through flour that can
be used in the formulations of food or animal feed (Anupama and Ravindra, 2000).
Cereal grains can be used as raw material for the production of macrofungi mycelium by solid-state
cultivation (SSC) (Kang, Zhai, Li, Cao, & Han, 2017; Zhai, Wang, & Han, 2015). This bioprocess has
advantages, such as the availability of bioactive compounds in the cereals, reduction of antinutritional
factors and an increase in the digestibility of the structural components of grain, in addition to the bioactive
microbial compounds, which increases the nutritional value of the foods (Pordevi¢ et al., 2010). The
colonization of food by various fungi has been investigated as a tool for inhibiting the activity of some
enzymes that are important in metabolism, such as pancreatic lipase (Dwivedi et al., 2015) and o-
glucosidase (Zengin et al., 2016). The suppression of the activity of these enzymes is one of the
mechanisms of prevention and/or treatment of diseases such as obesity and diabetes (Dwivedi et al., 2015;
Zengin et al., 2016). Other advantages of this microbial bioprocess are in the exploration of mycelia flour,
which is rich in proteins and polysaccharides (fibres) from the mycelial biomass of macrofungi that can

be exploited for food technology. Such flours can be used in food formulation, providing products with
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desirable characteristics of colour, flavour, emulsion stabilization, texture enhancement and water-holding
capacity, among others (Kurt and Genccelep, 2018). We hypothesize that the SSC of grains with edible
macrofungi mycelia increases the availability of nutrients and the biological activity of the flours obtained
from these colonized grains.

With proven bioactivity, edible macrofungi have been studied as functional foods (Castro-Alves et al.,
2017). Among the native species in Brazil is Agaricus blazei Murrill, popularly known as the Sun
Mushroom, which is consumed in several countries due to its potential health benefits (Zhai, Wang, &
Han, 2015). There are reports that the polysaccharides (beta-glucans) in this mushroom have positive
effects in disease prevention, due to its immunomodulatory and anticancer actions. Although the
conventional form of A. blazei consumption is their basidiome, studies indicate that the nutritional and/or
bioactive constituents found in the mycelium may be similar, or even larger, than those present in the
basidiome (Zhai and Han, 2016).

The genus Pleurotus is among the most cultivated mushroom for human consumption in the world.
Known as the oyster mushroom, it is much appreciated for its gastronomic, nutritional and medicinal
characteristics (Lechner & Albertd, 2011). Pleurotus albidus, found in South and Central America, is one
species of this genus recently isolated and identified in Brazil, on which the studies are scarce and
fragmented (Menolli et al., 2014). However, it has potential to be used as an ingredient in functional foods
or nutraceuticals, since several compounds with biological activity have already been extracted from this
species, such as glucans with immunomodulatory effects (Castro-Alves et al., 2017), as well as phenolic
compounds and ergothioneine with antioxidant activity and a capacity to minimize the oxidative damage
induced by hyperglycaemia in endothelial cells (Gambato et al., 2018).

Basidiomes of the Auricularia genus, known as the ear mushroom, have been used for hundreds of years
in traditional Chinese medicine for food and medicinal purposes (Souilem et al., 2017). A. fuscosuccinea
is one of the species of this genus found in Brazil (Alvarenga et al., 2015).

To test the above-mentioned hypothesis, this study aimed to obtain and evaluate grain flours colonized by

A. blazei, A. fuscosuccinea or P. albidus in protein enrichment and in biological activity (i.e., antioxidant,
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anti-obesity and anti-hyperglycaemic activity). Additionally, physical and physico-chemical

characteristics were also evaluated.

2. Material and methods

2.1 Microorganisms

Three macrofungi were used: Agaricus blazei Murrill (syn. Agaricus brasiliensis Wasser) from the
company Brasmicel Biotecnologia (Suzano, S&o Paulo, Brazil); Pleurotus albidus 88F.13 (MIUCS 1586)
e Auricularia fuscosuccinea 78F.3 (MIUCS 1577), collected from the Pampa and Mata Atlantica biomes
in S&o Francisco de Paula city (Rio Grande do Sul, Brazil) under special authorization from the Brazilian
Institute for the Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA), with access and sending of
genetic heritage component samples registered as part of process 02001.007656/2012-11. The isolates
were identified through molecular analyses, as described in the study (Cantele et al., 2017). These belong
to the collection of microorganisms from the Laboratory of Enzymes and Biomass, Institute of
Biotechnology, University of Caxias do Sul (UCS, Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil) and were
deposited in the mycological section of the UCS Herbarium. Mycelia were maintained in potato dextrose
agar (PDA) medium (Merck, Germany). The inoculum for SSC was obtained by transferring 1 cm? of
mycelium to Petri dishes (200 mm diameter) containing 20 mL of sterile PDA medium in a vertical
laminar flow cabinet (Filterflux, Brazil), and then incubating at 28 + 1°C for 15 to 20 days, until complete

colonization of the medium.

2.2 Solid-state cultivation (SSC)
Cultivation were carried out with three types of grain: brown parboiled rice (Oryza sativa L.), yellow
canjica corn (Zea mays) and wheat (Triticum durum), which were purchased in local markets (Caxias do

Sul, Rio Grande do Sul, Brazil) and tested to obtain colonized grain flours by cultivation of the macrofungi
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mycelia of A. blazei, A. fuscosuccinea or P. albidus through SSC. The cultivation medium was constituted
only of hydrated grains in water (1:1 ratio) and cooked in an autoclave at 1 atm for 1 h.

After 24 h, portions (200 g) of each grain (moisture of approximately 60 g/100 g) were distributed in glass
flasks, separately. The flasks were sealed and autoclaved at 1 atm for 2 h. After cooled, the flasks with
the sterile grains were inoculated in a vertical laminar flow cabinet (Filterflux, Brazil), with the contents
of half of the Petri dish (20 mm diameter) containing PDA with mycelium. Each type of grain was
inoculated with each microorganism, separately. Samples of grains without inoculum were kept under the
same cultivation conditions as controls. The flasks were covered with a layer of gauze and sterile cotton,
then incubated at 24 + 2°C. The media colonization was monitored daily by visual inspection. Sampling
(collection of flasks) was performed three times: for P. albidus, samples were collected at 15, 21 and 28
days; A. fuscosuccinea at 21, 28 and 35 days; and A. blazei at 28, 35 and 42 days. For each treatment,

three replicates were prepared.

2.3 Colonized grain flours

Colonized grain flours were obtained from the total contents of the flasks; that is, the grains with
macrofungi mycelia. Based on the methodology of Zhai et al. (2015), the collected material was
homogenized and dried in an oven (Medclave, Brazil) at 60° C until at a constant mass. Then, the material
was ground in a Willey-type knife mill (Solab, Brazil) to obtain the colonized grain flours (standardized
in 40 mesh, particle size <0.42 mm). Non-inoculated samples of grains were submitted to the same
procedures and referred to as control flours. The flour was stored in polyethylene packages, away from

humidity and light, until the analysis.

2.4 Mycelial biomass
Mycelial biomass of the flour samples was estimated by extraction and quantification of ergosterol, using
a method described by Heleno et al. (2016), with modifications. First, the biomass of A. blazei, A.

fuscosuccinea and P. albidus were obtained by submerged cultivation. For A. blazei the medium was
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composed of wheat extract, peptone and maltose, according to Zhai & Han (2016). The biomass of A.
fuscosuccinea and P. albidus were produced in medium consisting of potato broth, as described by Cantele
et al. (2017). The cultivation was conducted in Erlenmeyer flasks (500 mL), containing 100 mL of the
sterile cultivation medium and inoculated with 3 mycelial discs (1.5 cm in diameter), which were then
covered with a thin layer of cotton and gauze and incubated at 28 + 2°C with agitation (180 rpm) for 7
days. The contents of the flasks were collected every 24 h, starting on the 2" day. The mycelial biomass
was separated by centrifugation (3220 g, 20 min, 4°C) and lyophilized for subsequent extraction and
quantification of ergosterol.
The extraction of ergosterol was carried out based on methodologies described in the literature (Heleno
etal., 2016), with modifications. The previously ground (40 mesh) samples, were extracted with methanol
at a ratio of 1:10 (sample:solvent) for 1 h at 24°C, then were vortexed vigorously for 10 s every 15 min
for 1 h, followed by 5 min of ultrasound (200 W, 40 kHz, Ultronique, Brazil). Samples were centrifuged
at 3220 g for 15 min at 4°C and filtered through 0.2 um nylon filters.
The ergosterol extracted from the mycelial biomasses and the flour samples (colonized and controls) was
identified and quantified in an high-performance liquid chromatography (HPLC) system (Shimadzu,
Quioto, Japan) with UV-Vis detector and reverse phase column Inertsil ODS-3 (GL Science, Tokyo,
Japan, 250 x 4.6 mm and particle size 5 um). Volumes of 20 uL of sample were injected into the system
at 35°C with mobile phase acetonitrile/ methanol (70:30, v/v), with a flow rate of 1 mL/min and detection
at 282 nm (Barreira et al., 2014). The identification of ergosterol (Sigma, Cod. 45480) was based on
comparing the peaks of the sample areas with the peaks of the areas of standard solutions with known
concentrations (0.0039-1 mg/mL). The data obtained for the production of ergosterol in submerged
medium were used to determine the correlation factor between biomass and ergosterol production (Dalla-

Santa et al., 2012).

2.5 Evaluation of nutritional composition
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The analyses of the proximal composition of moisture, ash, total protein, total fats, total dietary fibre
and carbohydrates were determined. Moisture was determined gravimetrically in an oven at 105°C to a
constant weight. The ash content was quantified by incinerating the sample to 550°C for 6 h and fat
analysis was obtained by extraction of the sample in Soxhlet. Total protein content was determined by
the Kjeldahl method using a factor of 5.7 for conversion of nitrogen into protein. For total dietary fibre,
the gravimetric-enzymatic method was used (AOAC, 2016). Carbohydrates were determined by
difference, as follows:

% Carbohydrate = 100 — (moisture + ash + fat + total protein + total dietary fibre)

2.6 Amino acids composition

The evaluation of the amino acid composition of colonized grain flours and control flours was performed
at the Laboratory of Methods, Institute of Biosciences, Federal University of Rio Grande do Sul, as
previously described (Camargo et al., 2018). The results of the 15 amino acids investigated (histidine,
arginine, serine, aspartic acid, glutamic acid, threonine, glycine, tyrosine, alanine, methionine, valine,

phenylalanine, leucine + isoleucine, lysine) were expressed as mg of amino acids per g of dry flour sample.

2.7 Analyses of physical and physicochemicat characteristics

Samples were evaluated for pH by potentiometer, in which 1 g of the sample was mixed with 10 mL of
deionized water. The colours of the flours were evaluated using a digital colorimeter with a diffuse d/0°
sphere (Delta Color, Delta Vista model, Brazil) by reading the CIE (L*, a* and b*) parameters. Where the
parameter L* corresponds to the lightness, ranging from 0 (dark sample) to 100 (light sample), the
parameter a* is related to the green colour dimension (negative values) and red (positive values), b* is
related to the colours blue (negative values) and yellow (positive values). The results were expressed
through the Total Colour Difference (7CD*) parameter of the control and colonized grain flour samples,
obtained using the following equation: TCD* = [(difference in the value of L*)? + (difference in the value

of a*)* + (difference in the value of h*)?]"2,
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The water activity was determined at 25°C using LabMaster-AW equipment (Novasina, Switzerland).
Water absorption index (WAI) was determined according to a methodology adapted from Xiao et al.,
(2015). Sample (1 g) and distilled water (5 mL) was shaken at 150 rpm for 30 min at 23 + 1°C and
centrifuged at 1800 g (Centribio 80-2B-15, Brazil) for 20 min. The supernatant was carefully removed,
and WAI determined as: WAI (g/g) = mass of the hydrated sediment (g)/initial sample mass (g).
For analysis of fat absorption capacity (FAC), samples (0.5 g) and soybean oil (6 mL) were maintained
for 18 h at 23 + 1°C and then centrifuged at 3200 g (Eppendorf 5840 R, Germany) for 20 min. The
supernatant oil was removed, and tubes were inverted for 25 min to drain the excess oil. FAC was
determined as follows: FAC (%) = 100 x (mass of fat absorbed by the sample (g)/mass of the sample (g))

(Xiao et al., 2015).

2.8 Extraction and determination of total phenolic content

Total phenolic content was extracted as described by Zhai, Wang, & Han (2015), with modifications. The
extraction was performed using 0.6 g of each sample with 6 mL of ethanol:water solution (80:20 v/v).
Vigorous shaken by vortexing (Vortex Mixer, 2500 rpm, Brazil) was performed for 10 s, every 15 min
for 1 h at 25°C. Afterwards, the mixtures were placed in an ultrasonic bath (Cristofoli, 42 Hz, Brazil) for
5 min at 25°C, centrifuged at 1800 g and 25°C for 20 min (Centribio, 80-2B-15, Brazil), filtered
(Whatmann n1° filter paper).

The Folin-Ciocalteu colorimetric method was used to measure the total phenolic content of extracts
(Singleton and Rossi Jr., 1965), expressed in mg of equivalent gallic acid (EAG) per g of sample, using a

calibration curve of gallic acid (0.002-0.0012 mg).

2.9 Analysis of antioxidant activity in vitro
The DPPH' (2,2-diphenyl-1-picryllydrazyl) assay was performed based on the methodology described by
Gambato et al. (2016). The results were expressed as micromoles of Trolox Equivalent Antioxidant

Capacity (TEAC) per g of sample, using a Trolox calibration curve (0.0-0.2 umol).
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A previously published method was adapted for the 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) (ABTS) radical assay (Re et al., 1999). The results were expressed as micromoles of Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) per g of sample using a Trolox calibration curve (0.000-0.075

umol).

2.10 Ergothioneine and Lovastatin

Ergothioneine was extracted from 0.5 g of sample, according to the methodology proposed by Dubost,
Beelman, Peterson, & Royse (2006). Identification and quantification of ergothioneine was performed in
an HPLC system (Gambato et al., 2018). Identification of ergothioneine was based on the comparison of
the sample area peaks with the peaks of the areas of standard solutions with known ergothioneine
concentrations (0.006-0.100 pg/mL).

For the quantification of lovastatin, the samples (0.5 g) were extracted with methanol (5 mL) (Sorrentino
et al., 2010), followed by identification and quantification through an HPLC system (Shen et al., 1996).
The lovastatin identification was performed at 254 nm, and samples were quantified by comparing the
sample area peaks with the peaks of the standard solution with known lovastatin concentrations (0.001—

0.015 pg/mL).

2.11 Anti-obesity and anti-hyperglycaemic activity

The phenolic extracts of colonized grain flours and control flours were evaluated in an in vitro assay to
detect inhibition of pancreatic lipase enzyme activity to evaluate their anti-obesity effects using the
colorimetric method using 1-2-o-dilauryl-rac-glycero-3-glutaric acid (6-methylresorufin)-ester (DGGR)
as a substrate (Wilcox et al., 2014). The results were expressed as percent inhibition of pancreatic lipase.
Anti-hyperglycaemic activity was determined by in vitro assays against the a-glucosidase enzyme using
p-nitrophenyl B-D-glucopyranoside as a substrate (Camargo, Regitano-d’Arce, Telles Biasoto, & Shahidi,
2016), and against the a-amylase enzyme using the modified Caraway method (Zengin et al., 2016). The

results were expressed as percent of inhibition of a-glucosidase and a-amylase, respectively.
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2.12 Statistical analysis
Results were expressed as the mean + standard deviation of triplicate values. For analysis of variance

(ANOVA) and Tukey's test (p < 0.05), Origin software version 8.1 (OriginLab®) were used.

3. Results and discussion

3.1 Mycelia colonized grains

In this study, the three evaluated fungi were able to colonize each tested grain (Figure S1). Mycelial
growth was observed on surface and interior of the cultivation media. However, total colonization
occurred at different times: 28 days for A. blazei, 21 days for A. fuscosuccinea and 15 days for P. albidus
(Figure S1). In this way, it was possible to obtain mycelia growth in all the grains, making it possible to
obtain new formulations containing a flour with mycelium of different macrofungi. Some grain-based
foods colonized with microrganisms are already traditionally used, such as ‘natto’ (soybeans cultivated
with Bacillus subtilis) and ‘anka’ (rice cultivated with Monascus sp.). Most of the studies reporting the
beneficial health properties of macrofungi were performed with the fruiting bodies. However, mycelia
can also be exploited as potential sources of bioactive compounds, with the advantage of the shortest
incubation time (Souilem et al., 2017). Thus, it is an interesting strategy to use biotechnology to develop
new products with increased nutritional value, with claims of functional and bioactive properties, such as
antioxidant activity and inhibition of enzymes associated with the onset of diseases in humans (Dwivedi
etal., 2015).

Ergosterol content can be used for the indirect estimation of the amount of fungal biomass in SSC. The
mycelial biomass produced by submerged culture was used to establish a correlation between the
ergosterol concentration of each microorganism and the biomass. Afterwards, this correlation was used
to determine the biomass concentration in SSC. Comparing the ergosterol curves obtained for the different
mycelium, the highest quantities were identified in the A. fuscosuccinea mycelia and the lowest in A.

blazei. The following relations were obtained: each 1 g of mycelia biomass of P. albidus, A. blazei and A.
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fuscosuccinea obtained by submerged cultivation contained 3.10, 1.20 and 6.40 mg of ergosterol,
respectively (Figures 1A and B). These data were calculated from the equations y = 0.0012x — 0.0011 (R?
=0.996) for A. blazei; y = 0.0064x + 0.0037 (R? = 0.9965) for A. fuscosuccinea and y = 0.0031x + 0.003
(R? = 0.9972) for P. albidus.

Figure 1C shows the ergosterol values determined in samples of colonized flour. The amount of ergosterol
varies with the type of grain and the microorganism used, and greater quantities of ergosterol were seen
in rice flour with A. fuscosuccinea (0.37 mg/g), as well as in wheat flour with A. fuscosuccinea (0.34
mg/g) and P. albidus (0.60 mg/g). In comparison, another study reported that wheat grains colonized with
A. blazei mycelium exhibited 0.29 mg ergosterol/g after 14 days of SSC (Dalla-Santa et al., 2012).

Due to the difficulty of separating the mycelial biomass from the grain, the indirect determination method
was used with the ergosterol dosage to estimate the amount of mycelium present in the colonized flours.
The results of ergosterol for the non-inoculated control samples are not presented, since they were below
the limit of detection for the method. Among the analysed flours, the highest amount of fungal biomass
was observed in wheat with A. blazei (178 mg/g) and P. albidus (183 mg/g) (Figure 1D).

Ergosterol is a primary sterol produced by macrofungi. Besides being useful in the indirect quantification
of mycelial biomass, it is a compound with recognized bioactivity (antioxidant, inhibition of low-density
lipoprotein cholesterol (LDL) synthesis, precursor of vitamin D2, anti-cancer and anti-inflammatory
effects) for the formulation of functional foods and still little explored (Heleno et al., 2016; Souilem et

al., 2017).

3.2 Nutritional, physical and physico-chemical characteristics

Bromatological analyses were performed with the objective of evaluating the nutritional composition of
flours, mainly in relation to total protein content (Figure S2). Colonized grain flours presented a significant
increase (p < 0.05) in total protein content in relation to the control.

Rice flour (Figure S2A) total protein content ranged from 6.91 + 0.01 g/100 g (control) to 8.97 + 0.40

0/100 g (when cultivated with A. fuscosuccinea). However, this protein value does not differ significantly
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(p < 0.05) from that observed in the flour with P. albidus (8.54 + 0.04 g/100 g), which has the advantage
of a shorter bioprocess time when compared to the others.
In relation to the protein content of corn flours (Figure S2B), the highest total protein value (6.80 + 0.04
9/100 g) was observed after 35 days of cultivation with A. fuscosuccinea, which differed statistically from
the others (p < 0.05). Regarding the total protein content of wheat flour (Figure S2C), the value obtained
with P. albidus (18.34 + 0.13 g/100 g) was significantly higher (p < 0.05) than the other fungi after 28
days of SSC. Thus, the total protein content results demonstrate the potential of A. blazei, A. fuscosuccinea
and P. albidus in the enrichment of microbial proteins with plant biomasses, as already reported in
tangerine residues with Lentinus polychrous (Nitayapat et al., 2015b), cereals with A. blazei (Zhai, Wang,
& Han, 2015) and wheat bran with P. eryngii and P. ostreatus (Wanzenbdck et al., 2017). The increase in
protein content observed in this study needs to be carefully considered, since the increase in the absolute
amount of protein suggests an increase of nitrogen in the colonized grains. However, white degradation
fungi, such as those used in this work, are not able to fix nitrogen gas (Nayan, Sonnenberg, Hendriks, &
Cone, 2018). Although research by Jayasinghearachchi & Seneviratne (2004) suggests that the
macrofungi are able to fix the nitrogen in the atmosphere, for this to occur, symbiotic interactions with
nitrogen-fixing bacteria or mycorrhizae are required. Since the grains were sterilized in this work, bacteria
cannot perform the nitrogen-binding role unless they are present in the isolated fungi. The most accepted
explanation for the increase in protein content is that it occurs at the expense of other nutrients. Degraded
carbohydrates are converted into fungal biomass and COz, leading to as increase in the nitrogen content.
White degradative fungi depolymerize the cell wall components and assimilate nitrogenous compounds
from the substrates, altering the solubility of the proteins and improving the degradability of plant
biomasses (Nayan, Sonnenberg, Hendriks, & Cone, 2018).
Considering the data collected in the analysis of total proteins in different culivation times, for which most
of the results presented a higher concentration of this macronutrient in the last sampling, the other

analytical procedures were performed at the last sampling time.



336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

89
Table 1 displays the general results of protein, total fat, ash, total dietary fibre and carbohydrates of the
flours obtained from grains colonized by A. blazei, A. fuscosuccinea and P. albidus. In addition to
significantly concentrating (p < 0.05) the protein content, the microbial bioprocess also increased total
ash and total dietary fibre and significantly reduced (p < 0.05) the carbohydrate and total fat content.
In rice flour, SSC with P. albidus resulted in the greatest increase in total dietary fibre (175% or 2.75-
fold) and ash (213% or 3.14-fold). On the other hand, after cultivation with P. albidus, the carbohydrate
and fat values of the rice flours were the lowest, with reductions of 15% and 83%, respectively, compared
to the control.
Regarding the corn flour compositions, the presence of the P. albidus mycelium resulted in a higher
increase in total dietary fibre content (100% or 2.0-fold) and a decrease in the fat value (89%), unlike with
A. blazei that presented a significant increase (p < 0.05) in fat (59%). There was no significant change in
total ash content, although the highest value was obtained in corn flour with A. fuscosuccinea (0.63 g/100
g). Regarding the carbohydrate content, both colonization with A. fuscosuccinea and P. albidus caused
significant decreases (p < 0.05) of 7.50% and 7.46%, respectively, in relation to the control. According to
Xiao et al. (2015), the carbohydrate content decreases because they are used by the fungi during growth.
The nutritional composition of wheat flour colonized with P. albidus resulted in a higher enrichment of
total dietary fibre (112% or 2.12-fold) and ash (87%) and a decrease of 87% in fat content when compared
to control wheat flour. With A. fuscosuccinea and A. blazei, the fat content of colonized wheat flour nearly
doubled. Wanzenbock et al. (2017) previously observed a decrease in the fat content of wheat bran during
SSC by species of the genus Pleurotus, suggesting that they consume fats during mycelial formation. On
the other hand, some fungi are able to synthesize fatty acids during cultivation, as reported by Dwivedi et
al. (2015) and observed in our work with A. fuscosuccinea and A. blazei.
After the colonization of grains with macrofungi mycelia, there was an important nutritional enrichment,
mainly in the total protein content (Figure S2, Table 1). Other data have previously been reported by Zhai
et al. (2015) on the use of A. blazei in SSC of seven different grain types; however, literature data on grain

SSC using mycelium of the wild strains A. fuscosuccinea and P. albidus are scarce. Thus, this work
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demonstrates interesting results regarding the possibility of enrichment and availability of bioactive and
important nutrients of cereal grains previously treated by edible macrofungi.

Table 2 shows the amino acid profiles of grains after SSC by macrofungi mycelia. Concerning colonized
rice flours, the bioprocess with A. fuscosuccinea and P. albidus did not significantly alter the value of
total amino acids when compared to the control, and with A. blazei this value was significantly reduced.
However, there was a significant increase (p < 0.05) in the contents of the essential amino acid tyrosine
and methionine with the three fungi. Furthermore, A. fuscosuccinea and P. albidus increased threonine
and glycine. Aspartic acid and glutamic acid showed increases in flours with P. albidus. Although not
essential, this result is interesting due to the fact that these amino acids are responsible for the umami
flavour and constituents of the food flavour enhancer monosodium glutamate (Ulziijargal et al., 2013).
In corn, A. blazei cultivation significantly reduced the total amino acid value. However, the significant
increases (p < 0.05) in the concentrations of the essential amino acid threonine, valine, phenylalanine and,
mainly, methionine after cultivation by A. fuscosuccinea should be highlighted. On the other hand, after
the bioprocess with P. albidus, the total amino acids increased 7.2% in relation to the control (p < 0.05),
with increases in all amino acids analysed except tyrosine and lysine (Table 2).

Colonized wheat flour with A. blazei maintained the total amino acid content and significantly increased
(p <0.05) in P. albidus colonization, with an increase of 17.7% in relation to the control sample. However,
after colonization with A. fuscosuccinea, the total amino acid value decreased by 28.1%. Comparing the
amino acids analysed in the colonized samples with the respective controls, it was observed that in all
three flours there was increase of aspartic acid and that P. albidus increased all the amino acids
investigated, except glutamic acid and methionine (Table 2).

The increase in grain amino acid levels through SSC by macrofungi was reported in other studies. For
example, colonization of chickpeas flour by Cordyceps militaris for 7 days resulted in increases of 10.9%
in total amino acid content and 14.4% in total essential amino acids analysed, compared to uncultivated

grain (Xiao et al., 2015).
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Table 3 shows the results of the physio-chemical properties (pH, water colour, water absorption index and
fat absorption capacity). In general, the pH decreased after SSC by macrofungi mycelia, except in wheat
with A. fuscosuccinea, in which the pH increased from 6.20 + 0.01 (control) to 6.45 £ 0.01.
Water activity (aw) is an important factor for the conservation of fermented cereals. Colonized grain flours
presented greater aw values than the respective control flours. Cultivation with A. fuscosuccinea resulted
in flours with higher aw and those with A. blazei, at lower aw values, regardless of the grain tested.
Instrumental colour evaluation of the colonized grain flours and controls indicated that the development
of the mycelia on the grains resulted in significant differences in the colour of the flours (p < 0.05, Table
3). Among the rice and wheat flours, those obtained from the grains colonized with P. albidus had the
highest total colour differences compared to the others. This result is associated with the greater
luminosity presented by the rice flour (84.22 + 1.64) and wheat (72.48 £ 1.45) after the colonization of P.
albidus in the grain. It was also noted that these are lighter than the respective control flours, in which the
L* value was 65.50 + 1.42 for rice and 55.36 + 1.84 for wheat. The higher the value of the L* parameter,
the whiter the sample.
Comparing the values of Total Colour Difference (TCD) of corn flours, the greatest difference was
observed after colonization with A. fuscosuccinea. This was a consequence of a decrease in the chromatic
parameter b*, which represents a decrease in the characteristic yellow colour of corn, from 44.24 + 1.82
(before) to 14.03 + 2.14 (after cultivation). In flours, the instrumental evaluation of colour is an important
factor for its use as an ingredient in various formulations of food products. Colour alteration in the flours
after SSC can be attributed to the presence of the mycelium or to the drying process, in which reactions
of non-enzymatic browning may occur, such as ‘Maillard’ or caramelization reactions (Nitayapat et al.,
2015b).
The water absorption index (WAI) for flours (controls and after colonization by macrofungi) was
evaluated, since it is an important property for food applications. This refers to the capacity of a
component to be soaked in water and hold it against a gravitational force within a food matrix (Zhao et

al., 2017). The SSC of grains with macrofungi resulted in a decrease in the water absorption index of
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colonized grain flours when compared to controls, except for corn colonized by P. albidus (Table 3).
Among the macrofungi tested, P. albidus was found to have the highest water absorption index of all the
grains tested, being even greater than the capacity of the corn flour control. This property may be
associated with the insoluble dietary fibre content and the cellular structure of the grains. The reduction
of the WAL in the mycelium milled meal may be due to the decrease in the content of insoluble food fibre
after cultivation (Zhao et al., 2017). In the case of corn, for which the WAI after colonization with P.
albidus was higher than the control, there may have been an increase in the amount of insoluble food
fibre. This may be interesting for yield purposes in the preparation of products with these flours, as greater
water absorption index results in a higher yield.
As shown in Table 3, the SSC altered the fat absorption capacity (FAC) of colonized grain flours, which
generally presented lower FAC than the controls. Among the mycelia of fungi used in the bioprocess, A.
fuscosuccinea resulted in flours with the lowest FAC, while P. albidus resulted in the largest. Similar
studies have shown that the SSC changes the FAC of grains, such as in chickpeas, which may be related
to the amino acid profile of the mycelia, since fungi can synthesize different amino acids that present
radical groups with distinct apolar characteristics in their structures, with greater or lower affinity with
lipid molecules (Xiao et al., 2015). The addition of L. edodes mushroom flour in doughs prepared by
frying immersion reduced oil absorption by up to 51%, improving food crust barrier oil absorption
properties (Kim et al., 2010). Thus, from the point of view of food technology, it is suggested that grain
flours grown with A. fuscosuccinea could be incorporated in foods in order to reduce the absorption of fat

during processing, as in the case of fried foods.

3.3 Total phenolic content and antioxidant activity in vitro

Table 4 shows the results of total phenolic compounds, antioxidant activity, lovastatin and ergothioneine.
A significant increase (p < 0.05) in phenolic compounds and antioxidants of colonized grain flours was
observed when compared to controls. Colonized rice flours presented total phenol content varying

between 0.44 and 1.36 mg GAE/g, and cultivation with A. blazei resulted in the highest value of phenolic
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content that, consequently, presented the highest antioxidant activity among the colonized rice in DPPH
and ABTS assays (8.75 + 0.06 and 11.64 + 0.25 umol TEAC/g of sample, respectively). The antioxidant
activity of Agaricus strains has been previously investigated in wheat, rice, oats, corn, millet, sorghum
and buckwheat (Kang et al., 2017; Zhai, Wang, & Han, 2015). According to the same authors, the total
phenolic content and grain antioxidant activity can be improved after SSC with Agaricus strains. Kang et
al. (2017) reported that the ICso value in the DPPH" assay with extracts of buckwheat flour decreased from
1.53 mg/mL (before) to 0.76 and 0.85 mg/mL after 21 days of SSC with Agaricus blazei Murrill SH26
and Agaricus bisporus AS2796, respectively. Among the corn flours, those colonized with A.
fuscosuccinea presented higher total phenolic content (2.38 = 0.05 mg GAE/g) and higher antioxidant
activity in the DPPH" (8.90 £ 0.02 umol TEAC/g) and ABTS (16.52 + 1.03 umol TEAC/g) assays. For
wheat flours, the highest total phenolic content was also observed after SSC with A. fuscosuccinea (0.98
+ 0.03 mg GAE/g), which also had the highest scanning ability of the ABTS radical (16.04 = 0.17 pumol
TEAC/g). However, in the DPPH" antioxidant capacity assay, the highest activity was observed with the
A. blazei colonized wheat (8.36 + 0.04 umol TEAC/g). Although Auricularia spp. is used for millennial
eastern culture, there is little information about their use after SSC regarding nutritional enrichment of
raw materials such as grains, this being one of the first studies to report total phenolic content and
antioxidant activity in A. fuscosuccinea colonized grain flours (Table 4). Grains and oilseeds have
important nutrients and phenolic antioxidants in their composition. However, the main phenolic
compounds of cereals, such as ferulic acid, are bound to cellulose and hemicellulose through ester bonds
in the cell wall, which can hinder their extraction (Pordevi¢ et al., 2010). It is known that fungi excrete
enzymes capable of cleaving these bonds, facilitating the extraction of phenolics, which may explain the
significant increase of these compounds and the consequent increase in the antioxidant activity of grain
flours biotransformed by SSC (Kang et al., 2017). In addition, macrofungi are recognized by the phenolic
compounds produced in their secondary metabolism because they have a high capacity to sweep free
radicals (Gambato et al., 2016). However, products obtained through SSC and subjected to drying

processes need to be carefully handled with regard to temperature. On the one hand, the excess of heating
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can degrade bioactive compounds, and on the other hand, new compounds can be formed by reactions
like ‘Maillard’ and can even increase the antioxidant activity (Nitayapat et al., 2015b).

The functional components lovastatin and ergothioneine were found in some flour samples after the SSC
bioprocess. Lovastatin was detected in small quantities in A. fuscosuccinea (0.66 + 0.02 ug/100 g) and A.
blazei (0.10 £ 0.01 ug/100 g) colonized wheat flour. Lovastatin is a natural statin, an inhibitor of the rate-
limiting enzyme in cholesterol production (3-hydroxy-3-methylgluctilyl-coenzyme A reductase
inhibitors), which assists in lowering total cholesterol and LDL cholesterol levels and is used in patients
who are at risk of coronary heart disease and atherosclerotic disease (Sorrentino et al., 2010).

The ergothioneine analysis revealed the presence of this compound only in grain flours colonized by P.
albidus, with the highest amount found in wheat (26.01 + 0.12 ug/100 g). Ergothioneine has antioxidant
activity in vitro. It is a secondary metabolic enzyme that can be found in several edible macrofungi, but
species of the genus Pleurotus attract attention because of the content they present (Dubost et al., 2006;
Gambato et al., 2018). Recently, Gambato et al. (2018) reported the ergothioneine content in P. albidus
extracts (2.13 + 0.01 mg/g), suggesting that it could have contributed to the mitochondrial biological
activity of the extract that prevented the decline of the activity of the complex | of the electron transport

chain and minimized the oxidative data induced by hyperglycaemia in endothelial cells (EA.hy926).

3.4 Inhibition of enzymatic activity

Extracts from the samples before (control) and after SSC by macrofungi mycelia were evaluated for their
ability to inhibit pancreatic lipase, a-glucosidase (Table 5) and a-amylase. Lipase is an important enzyme
involved in the absorption of triacylglycerol in the small intestine, as it acts by hydrolysing
triacylglycerols to glycerol and fatty acids (Dwivedi et al., 2015). In this work, the inhibition of pancreatic
lipase was different for each grain tested. Rice and corn control extracts (without mycelia) were more
effective in lipase inhibition and were even more efficient than their respective extracts of the colonized
grains. On the other hand, extracts of wheat grains flours colonized with macrofungi presented with

greater inhibition of pancreatic lipase (p < 0.05) than wheat extract (control). Extracts of wheat grain
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flours with P. albidus and A. fuscosuccinea inhibited 74.5% and 45.5% of lipase activity, respectively.
These were the extracts with the highest anti-obesity activity after SSC with edible macrofungi mycelia
in this work. This suggests the use of colonized wheat flours in the formulation of functional foods, since
the suppression of triacylglycerol absorption by inhibition of lipase could be a strategy in the control of
obesity.

Recently, a new food called “nilamadana”, capable of inhibiting 17% of pancreatic lipase activity and
55% of the formation of advanced glycation end products (AGEs), was created from the SSC of the great
millet (Paspalum scrobiculatum) by Penicillium roqueforti (Dwivedi et al., 2015).

The a-glucosidase and a-amylase enzymes play important roles in the control of glycaemia, since they
regulate the absorption of glucose in the small intestine (Camargo et al., 2016). In the a-glucosidase
enzyme inhibition assay, all colonized grain flours extracts presented inhibitory action superior to the
controls (p < 0.05) and acarbose (1 mg/mL), used as a positive control. Among the colonized macrofungi
mycelia, P. albidus and A. blazei were the ones that most inhibited a-glucosidase activity (above 78.4%
inhibition), regardless of the cultivated grain. Akata, Zengin, Picot, & Mahomoodally (2018) evaluated
the inhibition of a-glucosidase in six species of macrofungi (Lycoperdon utriforme, Macrolepiota
mastoidea, Agaricus campestres, Macrolepiota procera, Leucoagaricus leucothites and Coprinus
comatus), obtaining values that varied between 0.24 £ 0.10 and 2.97 £ 0.14 mmol equivalents of acarbose.
The inhibitory action of the extracts against the a-amylase enzyme was also investigated. However, the
results pointed out that colonized grain flour extracts and controls were not able to inhibit the enzyme
during the assay. This fact may be related to the production of amylases by the fungi during their growth,
since the culture medium composed of grains is rich in starch. Other studies have reported that macrofungi
extracts are more efficient at inhibiting a-glucosidase than a-amylase (Akata et al., 2019; Zengin et al.,
2016). According to Zengin et al. (2016), the anti-glycaemic therapies currently used are characterized by
marked inhibition of a-amylase and, consequently, gastrointestinal discomfort due to undigested
carbohydrates. Thus, the development of hypoglycaemic agents that discretely act on the inhibition of a-

amylase and more strongly against a-glucosidase is a topic of interest (Akata et al., 2019).
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The enzymatic inhibition by colonized grain flours extracts may be associated with the presence of several
compounds, such as phenolics (Akata et al., 2019; Zengin et al., 2016) and low molecular weight
polysaccharides (Zhu et al., 2016). The need to elucidate the mechanisms of action of colonized mycelial
extracts in inhibiting the activity of important enzymes in human metabolism is evident, as this is one of
the first studies to report the potential anti-obesity and anti-hyperglycaemic activities of cereal grain flours

previously treated and enriched with mycelial biomass from edible macrofungi in vitro.

4. Conclusion

The bioprocess used in this study was able to significantly concentrate protein in some treatments, as in
wheat grain flours cultivated with P. albidus. Flours of colonized grains also showed a change in
colouration. The water and fat absorption capacities were higher in flours with P. albidus, while A.
fuscosuccinea cultivation decreased the fat absorption capacity of the flours. Extracts of colonized grain
flours had increased total phenolic content after SSC and showed higher antioxidant activity, especially
in the cultivation of A. blazei and A. fuscosuccinea. Extracts of wheat grains with P. albidus and A.
fuscosuccinea showed anti-obesity activity in vitro. With regard to the anti-hyperglycaemic activity the
extracts were more effective against a-glucosidase than a-amylase, with the highest inhibitions occurring
in grains with P. albidus and A. blazei. In view of the results obtained, it can be noticed that the flour
obtained from cereal grains treated by SSC with edible macrofungi present potential food developments
with aggregate nutritional and bioactive value and suggest that further studies should be conducted with

the purpose of elucidating the mechanisms involved in biotransformation processes.
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Figure 1. Mycelial biomass (g/L) produced by submerse culture during 168 h (A); Ergosterol curve of mycelial biomass (B); Ergosterol determined (mg/g) of

colonized grain flours (C); Indirect determination of mycelial biomass (mg/g) of colonized grain flours (D).
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Table 1. Contents of the nutritional constituents (dry matter) of grains flours control and colonized by mushrooms mycelia (Agaricus blazei, Auricularia. fuscosuccinea
and Pleurotus albidus).

Grain  Macrofungi Protein Fat Ash Total dietary  Carbohydrate®
mycelia (9/1009) (9/1009) (9/100g) fiber (g/100g) (9/100g)
Brown Control! 6.91+£0.01°¢ 2.13+£0.10°2 0.93+0.31¢ 6.16 +0.17 ¢ 83.86 £0.46¢
rice A. blazei® 8.38+0.02° 0.48+0.10° 1.56+0.18 ¢ 1054+0.31¢ 79.02+0.18"
A. fuscosuccinea? 8.97+040% 150+088%  227+0.20° 1581+026° 71.53+095°¢
P. albidus® 8.54+0.04 % 0.36 +0.11° 2.92+0.14°2 16.98+0.272 71.17+£047°
Corn Control* 5.70+0.13°¢ 0.63+0.17" 0.37+0.04% 660+0.04¢ 86.60+0.32°2
A. blazei? 6.06 +0.14° 1.00+0.10° 0.34+£0.062 11.05+047% 81.51+0.43°
A. fuscosuccinea? 6.80+£0.042 0.29+0.05°¢ 0.63+£0.192 1218+ 0.112  80.08+0.37°¢
P. albidus? 6.17+0.14° 0.07 £0.03° 0.46+0.012 13.25+0.642 80.13+£0.79°
Wheat  Control* 12,56 £ 0.14° 0.85+0.09° 1.77+0.10° 13.53 +£0.02 ¢ 71.25+0,26%
A. blazei? 14.72 £0.10° 1.72+0.26 2 1.94+0.08% 16.43+0.06° 66.17 +0.24"
A. fuscosuccinea? 12.87 £0,11° 1.79+0.46° 2.00+£0.04° 18.24 +0.53" 64.33 +1.25°
P. albidus?® 18.34+£0.132 0.11£0.03°¢ 3.31+£0.012 28.74 £0.13% 49.50 + 0.27°¢

b.¢ Values were determined in triplicate. Equal letters in the same column, for the same grain, indicate that there is no significant

difference at 5 % (p < 0.05) in the parameter evaluated.
!Grain non-cultivated with macrofungi mycelia; 2Sample collected 15 days after total colonization; 3Carbohydrate, other than total dietary fiber.
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Table 2. Amino acids composition (mg/g of sample) of grains flours control and colonized by mushrooms mycelia (Agaricus blazei, Auricularia. fuscosuccinea

and Pleurotus albidus).

Aa Brown rice Corn Wheat
Control* A. blazei? A P. albidus? Control* A. blazei? A P. albidus? Control* A. blazei? A P. albidus?
fuscosuccinea? fuscosuccinea? fuscosuccinea?

His 0.98+0.142 0.67+£0.04° 0.73+0.10° 0.82+0.03%® | 1.03+0.00° 0.19+0.01¢ 0.74+0.00°¢ 1.14+0.06% 1.46+0.06* 1.21 +0.03° 0.72+0.04° 1.45+0.10°
Arg 2.84+0.03% 1.98+0.01° 1.84 £0.03° 211+0.12° 1.09 +0.00° 0.19+0.00¢ 1.00£0.04¢ 1.22+£0.00 2.70 £0.04° 2.46 +0.04° 1.85+0.02¢ 3.09+0.29°
Ser 1.76 £0.02? 1.14+0.03¢ 1.37+0.02° 1.62+0.02° 1.46 +0.06° 0.27 £0.02°¢ 1.38 +£0.04° 1.91+0.06% 2.69+0.08° 2.18+0.00° 1.94 +0.004 293+0.12%
Asp 3.67+0.06" 2.99 +0.07 ¢ 3.48+0.04° 3.93+0.102 2.24+0.13° 0.47£0.00°¢ 244 +0.15° 2.85+0.072 3.25+0.01¢ 4.32+0.03° 3.64+0.09¢ 5.14+0.012
Glu 6.58 +0.02° 494 +0.20¢ 5.42+0.06 © 715+0.21° 6.15+0.20° 0.99 +0.03¢ 5.16 £0.23° 6.66 +0.15* 11.19+1.10% 8.15+0.26° 5.48 +0.02° 9.22+0.50°
Thr 154+0.01° 1.38+0.01°¢ 1.74+0.08" 2.06+0.132 1.20+0.03¢ 0.32+0.02¢ 1.36 +0.08"° 1.78 £ 0.00° 2.16+0.03% 2.27+0.07° 1.77 £ 0.03¢ 3.20+£0.362
Gly 1.85+0.02° 1.51+0.03¢ 2.12+0.032 1.97 £0.03° 1.09+0.01° 0.34+£0.00°¢ 1.39+0.16 1.49 +0.032 2.34+0.04% 2.60+0.20® 2.05+0.02° 2.74£0.18%
Tyr 0.00+0.00° 0.32+£0.02%® 0.29+0.04° 045+0.14% 0.00 £0.00° 0.00 £0.00" 0.09 £0.022 0.00 £0.00" 0.28 +0.07° 0.25+0.04° 0.00+0.00¢ 0.59+0.062
Ala 2.40+0.08? 1.89 +0.02° 2.36+0.032 244 +0.04° 2.41+0.08° 0.44£0.00°¢ 2.20+0.18° 2.80+0.03% 2.28+0.03°¢ 2.74+0.13° 2,36 £0.02° 3.09+0.22*
Met 0.05+0.01¢ 0.12+0.00°¢ 0.36+0.002 0.32+0.02° 0.00£0.00°¢ 0.00£0.00°¢ 0.99+0.102 0.22 £0.02° 0.15+0.042 0.10+0.032 0.00 +0.00° 0.00+0.00°
Val 267+0.052 2.06 +0.05° 2.49+0.00% 2.61+0.15* 1.86+0.04° 0.37 £0.00¢ 2.13+0.06° 2.27+0.01% 2.76 £0.10% 2.81+0.05° 2.56+0.00°¢ 3.28+0.08*
Phe 2.15+0.092 1.70 £0.00° 1.97 +0.042 2.07+0.12% 1.84 +0.02° 0.32+0.01°¢ 1.80 +£0.05° 2.09+0.002 2.75+0.06° 2.26+0.12° 2.05+0.00° 2.80+0.072
Leu +lle 544 +0.11% 4.21+0.10° 5.10 £ 0.05* 5.32+0.28? 590+0.11° 0.98 +£0.02¢ 5.62+0.16° 6.41+0.07% 6.29+0.30" 6.01+0.10° 5.26+0.01° 6.98+0.37%
Lys 8.37+£0.882 7.11+0.80 7.64+1.03% 8.97+£1.24% 7.70+0.40% 2.02+0.43¢ 529 +0.15° 557 +0.23° 9.27 +1.34° 7.98 £0.13% 5.95+0.74¢ 13.84 +0.682
Total 40.31+1.48%® 32.02+1.32° 36.92+122° 4185+235% | 33.96+1.02° 6.90+0.50¢ 31.61+0.36° 36.41+£0.73% | 4957 297" 45.35+1.06° 35.63+£0.62° 58.34+2.07?

1Grain non-cultivated with macrofungi mycelia; 2Sample collected 15 days after total colonization.
Aa: Amino acid; His: histidine; Arg: arginine; Ser: serine; Asp: Aspartic acid; Glu: Glutamic acid; Thr: threonine; Gly: glycine; Tyr: Tyrosine; Ala: alanine; Met: methionine; Val: Valine; Phe: phenylalanine; Leu + lle: Leucine + Isoleucine;

Lys: Lysine.

abe \/alues were determined in triplicate. Equal letters in the same row, for the same grain, indicate that there is no significant difference at 5 % (p < 0.05) in the parameter evaluated.
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Table 3. Physicochemical properties of grains flours control and colonized by mushrooms mycelia (Agaricus blazei, Auricularia. fuscosuccinea and Pleurotus albidus).

Grain  Macrofungi pH Aw Color WAI FAC
mycelia TCD* (9/9) (%)

Brown Control? 6.22+0.01% 0.21+0.00¢ - 3.40+0.032 60.2+8.8%®

rice A. blazei? 490+0.01°¢ 0.32+0.00° 8.98 +2.41° 2.72+0.03° 54.4+1.6%
A. fuscosuccinea®  4.64+0.03¢ 0.39+0.002 8.50+2.18° 2.80+0.17° 47.4+39°
P. albidus® 5.05+0.02° 0.35+0.00° 2058+ 153% 3.17+0.03? 61.4+28%

Corn Control* 5.74+001% 0.15+0.00¢ - 3.06+0.012 57.0+45¢%
A. blazei? 5.32+0.02° 0.37+0.00°¢ 31.80+0.75° 2.84+0.06" 574+29¢%
A.fuscosuccinea?  4.84+0.08°¢ 051+0.00% 37.92+165% 279+0.04° 51.6+20°
P. albidus?® 472+012¢ 0.47+0.00° 16.46+192°¢ 3.17+0.03% 569+16%

Wheat Control? 6.20+0.01°> 0.11+0.00¢ - 3.27+0.03° 615+35%
A. blazei® 542+001¢ 0.33+0.00° 11.08+1.48° 3.00+0.03° 51.6+26%
A.fuscosuccinea?  6.45+0.012% 0.38+0.00% 9.63+152° 280+0.06° 48.0+14°
P. albidus® 556+0.06°¢ 0.34+0.00° 1751+0.79% 3.07+0.04° 584+53¢

Aw: Water activity; TCD*: Total color difference; WAI: Water absorption capacity; FAC: Fat absorption capacity.
Grain non-cultivated with macrofungi mycelia; 2Sample collected 15 days after total colonization.

abcd values were determined in triplicate. Equal letters in the same column, for the same grain, indicate that there is no significant difference at 5 % (p < 0.05) in the parameter evaluated.



Table 4. Antioxidant profile and functional components of grains flours control and colonized by mushrooms mycelia (Agaricus blazei, Auricularia.

fuscosuccinea and Pleurotus albidus).

Grain  Macrofungi Total phenolic” DPPH™ ABTS™ Lovastatin ~ Ergothioneine

mycelia (mgGAE/qg) (umol TEAC/g) (umol TEAC/g) (ng/100g) (ng/100g)
Brown  Control? 0.12+0.00¢ 1.53+0.11¢ 0.47 £0.07 ¢ n.d. n.d.
rice A. blazei® 1.36+0.07% 8.75+0.06 @ 11.64+0.252 n.d. n.d.

A. fuscosuccinea?® 0.96 +0.01° 8.13+0.07° 8.70+0.39° n.d. n.d.

P. albidus?® 044+£0.01°¢ 552+0.10° 3.70£0.13°¢ n.d. 15.96+0.102
Corn Control* 0.08 +£0.02 ¢ 0.83+0.08¢ 0.30+0.05¢ n.d. n.d.

A. blazei? 1.16 +0.03° 8.31+0.03" 11.46 +0.53° n.d. n.d.

A. fuscosuccinea? 2.38x0.05° 8.90+0.02°2 16.52+1.03° n.d. n.d.

P. albidus® 042+0.02°¢ 4,26 £0.02°¢ 245%+0.16° n.d. 1.27+0.102
Wheat  Control? 0.17+0.03¢ 1.84 +0.08 ¢ 044 +0.20¢ n.d. n.d.

A. blazei? 0.92 +£0.02° 8.36+0.042 12.60+0.39° 0.10+0.01° n.d.

A. fuscosuccinea? 0.98+0.032 7.88+0.07° 16.04 £0.172 0.66+£0.022 n.d.

P. albidus?® 055+£0.01¢ 7.32+£0.24° 6.10+£055°¢ n.d. 26.01+0.12%

abcd values were determined in triplicate. Equal letters in the same column, for the same grain, indicate that there is no significant difference at 5 % (p < 0.05) in the parameter evaluated.
* Total phenolic content was expressed as mg of gallic acid equivalents/g of sample; ™ DPPH and ABTS scavenging was expresses as pmol of Trolox equivalents antioxidant activity/g of sample;

Grain non-cultivated with macrofungi mycelia; 2Sample collected 15 days after total colonization.
n.d.: not detected.
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Table 5. Enzyme inhibitory activities of grain flours control and colonized by mushrooms mycelia (Agaricus blazei, Auricularia. fuscosuccinea and Pleurotus albidus).

Grain Macrofungi mycelia Lipase inhibition a -glycosidase inhibition (%0)
[0)
Brown rice Control* 70.1( f)2.6 a 0.0+0.0°¢
A. blazei® 519+12°¢ 98.2+04°
A. fuscosuccinea® 60.0+3.2° 95.7+0.4"
P. albidus® 115+39¢ 97.3+£0.6°
Corn Control* 447+4.62 0.0+0.0¢
A. blazei? 28.9+24° 784+27°
A. fuscosuccinea® 20.6 +3.5°¢ 61.5+0.9°¢
P. albidus?® 179+23°¢ 96.4£0.32
Wheat Control* 145+43¢ 0.0+00°¢
A. blazei? 455+29° 985+1.0°
A. fuscosuccinea® 20.3+2.6°¢ 535+1.9°
P. albidus? 745+09° 98.2+05¢%
Orlistat 100.0 0.0 -
Acarbose - 325%10

abcd Values were determined in triplicate. Equal letters in the same column, for the same grain, indicate that there is no significant difference at 5 % (p < 0.05) in the parameter evaluated.
Grain non-cultivated with macrofungi mycelia; 2Sample collected 15 days after total colonization.



Supplementary material

a) Brown rice

b) Corn

c) Wheat

Figure S1.

| 2) A. fuscosuccinea |

3) P. albidus

Grains colonized by macrofungi mycelia in solid-state cultivation.

108



109

A) Brown rice B) Corn
202 20-8)
—Ml— Agaricus blazei —B— Agaricus blazei
—@— Auricularia fuscosuccinea —@— Auriculania fuscosuccinea
—A— Pleurotus albidus —A— Pleurotus albidus
__ 18 = 182 P>
g =
: 1 ¢ =
§ ol B . :
g 84 - % - S 8-
(5] = -/ g
c b o 1 ! ]
T £ /
£ 6 T 6 _a——3% iy
= o \‘\
= & 0/
3 s
= -
= 4 0 4
[
24 -
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
0 7. 14 21 28 35 42 49 0 74 14 21 28 35 42 49
Cultivation time (days) Cultivation time (days)

C) Wheat
20
—M— Agaricus blazei
19+ —@— Aauricularia fuscosuccinea
4 —A— Pleurotus albidus

18 4
g 17
% 16+ A
£ 4
o 15
o 4
£ 14
[
5 ] —
= 13
I o T~
S 12
5] L

11

102 =

14
0 T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49

Cultivation time (days)

Figure S2. Total protein content (%) determined of flours obtained from macrofungi mycelia colonized grains in solid-state cultivation: brown rice (A); corn

(B); wheat (C).
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Abstract

The production of Agaricus blazei, Auricularia fuscosuccinea and Pleurotus albidus
mycoproteins in malt (BSG) and grape (GB) by solid-state cultivation was studied, including
an investigation of their nutritional value and biological activity. The production of P. albidus
mycoprotein in BSG resulted in the highest increase of protein (42.0%) and total amino acids
(20.2%), with the highest values of ergosterol (0.39 + 0.01 mg.gl) and mycelial biomass
(125.60 + 3.30 mg.g™l). The A. fuscosuccinea mycoprotein in BSG resulted in the highest
increase in phenolic content (51.4%) and higher antioxidant activity. Using GB, the P. albidus
mycoprotein increased the proteins (23.9%) and reduced total fats (15.5%) and phenolics
(77.0%). Capacity of a-glycosidase inhibition was observed in the P. albidus and A. blazei
mycoproteins produced in BSG (inhibition greater than 98%). Mycoproteins produced in BSG
and GB could be a strategy to increase the nutritional value and biological activity of these

agroindustrial residues.

Keywords: macrofungi, solid-state cultivation, brewer spent grain, grape bagasse, enzyme

inhibition.

1. Introduction

According to estimates by the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQO)
(2017), it will be necessary to double the world food production from 2012 until the middle of
the century, when the world population could reach 9.8 billion inhabitants (FAO, 2017).
Because of the environmental impacts caused by livestock and issues related to animal welfare,
the meat industry will not be able to respond to this increase in demand with the use of more

resources (Bonny et al., 2015).
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Fungal protein or mycoprotein are terms that refer to proteins derived from the cultivation
processes of fungi (yeast or filamentous) in plant biomass. They are considered alternative
sources of protein, which can be used for human food or animal nutrition (Moreira and Furlong,
2007). The concept of mycoproteins involves other nutritional components besides proteins,
such as amino acids, fats, carbohydrates, vitamins and minerals (Zepka et al., 2010).

An alternative to the production of mycoprotein is the use of agroindustrial residues as raw
material to obtain fungi mycelia in solid-state cultivation (SSC). Thus, in addition to obtaining
an alternative protein source to animal protein, it is possible to add value to the substrate through
its nutritional enrichment (Canedo et al., 2016; Cooray and Chen, 2018; Moreira and Furlong,
2007).

Brewer spent grain (BSG) is the main solid waste generated by the brewing industry, accounting
for 85% of all solid waste (Mussatto et al., 2006). Considering the growth of the craft beer
sector on the world stage, and that a volume of 20 kg of wet BSG is generated for every 100
litres of beer produced, there is an estimated annual average generation of more than 30 million
tons of BSG in the world (Lynch et al., 2016). Generally, BSG is used for ruminant feed
(Canedo et al., 2016; Mussatto et al., 2006), but it can also be used as a raw material for fungi
cultivation (Cooray and Chen, 2018; Gregori et al., 2008).

The grape is one of the most cultivated fruits in the world. During industrial processing, waste
is generated, consisting of bark, seeds and stalk, de