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RESUMO

Lentinula edodes, ou popularmente shiitake, € um cogumelo da classe dos
basidiomicetos, sendo o segundo cogumelo mais consumido no mundo. O
shiitake pode ser cultivado em material lignocelulosico, como toras e blocos
axénicos; uma mistura de carboidratos, compostos nitrogenados e minerais. Seu
corpo frutificado € um alimento com presenga de compostos protetores da saude
humana, como agentes antioxidantes e fibras nutricionais, mas que se degradam
rapidamente de modo que a perda deste alimento pode ser evitada pela
secagem. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia
do sistema de cultivo e o processo de secagem do shiitake na composicao
nutricional, mineral e perfil de metabdlitos secundarios. Aditivamente, biscoitos
doces “tipo cookies” foram desenvolvidos a partir da farinha dos cogumelos. A
matriz de cultivo de fungo, toras de carvalho e blocos axénicos, foram
caracterizadas quanto sua composi¢cao de lignina soluvel, insoluvel, perfil de
agucares por cromatografia idnica, teor de minerais e analise elementar antes de
inoculagdo e apods trés ciclos de cultivo, ou seja, exauridos. Também, a
composicdo elementar, centesimal, mineral, termoestabilidade (TG/DSC),
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP),
glucanas, grupos funcionais (FTIR-ATR), perfil de metabdlitos secundarios (CG-
MS) dos corpos frutificados no ultimo ciclo foram avaliados. Ainda, a farinha de
shiitake seco foi caracterizada para composi¢ao centesimal e caracteristicas
tecnolégicas (indice de absor¢cao de agua e 6leo, e solubilidade em agua), e
usada como substituta de farinha de arroz na formulacdo de cookies de
chocolate, o qual também teve sua composi¢cao centesimal e cor instrumental
avaliada. Os compostos organicos e minerais dos trancos foram mais
biodisponiveis e concentrados pela emissdo do CO2 durante biodegradacao
cultivo. O shiitake cultivado em toras apresentou maior teor de proteinas, fibras
alimentares soluveis (B-glucanas) e cinzas (minerais), enquanto que o cultivo em
blocos axénicos apresentou maior teor de minerais (K, Mg, Cu, Fe e Zn)
essenciais a saude humana. A secagem do shiitake a 45°C evitou a
termodegradagdo de componentes organicos apos a perda total de umidade e
pode ser prevista pelo modelo de Midilli. A farinha de shiitake substituiu

adequadamente a farinha de arroz para a produgao de cookies chocolates, um



alimento vegano e sem gluten, sendo que disponibilizou maiores teores de

proteinas, fibras alimentares e minerais essenciais para a alimentacado humana.

Palavras-chave: Cultivo de cogumelo comestivel;, Secagem de cogumelo,
alimento funcional; compostos bioativos; 3-glucanas.



ABSTRACT

Lentinula edodes, or popularly shiitake, is a mushroom of the basidiomycete
class, being the second most consumed mushroom in the world. Shiitake can be
grown in lignocellulosic material, such as logand axenic blocks, a mixture of
carbohydrates, nitrogen compounds and minerals. Its fruited body is a food with
the presence of protective compounds of human health, such as antioxidant
agents and nutritional fibers, but which degrade rapidly so that the loss of this
food can be avoided by drying. In this context, the aim of this study was to
evaluate the influence of the cultivation system and the drying process of shiitake
on the nutritional, mineral and secondary metabolite profile. Additively, sweet
cookies "cookie type" were developed from the flour of mushrooms. The growth
matrix of fungus, oak toras and axenic blocks were characterized as their
composition of soluble, insoluble lignin, sugar profile by ionic chromatography,
mineral content and elemental analysis before inoculation and after three cycles
of cultivation, that is, exhausted. Also, the elemental composition, centesimal,
mineral, thermostability (TG/DSC), total phenolic compounds, antioxidant activity
(ABTS, DPPH and FRAP), glucans, functional groups (FTIR-ATR), secondary
metabolite profile (CG-MS) of fruitbodies in the last cycle were evaluated.
Furthermore, dry shiitake flour was characterized for centesimal composition and
technological characteristics (water and oil absorption index, and water
solubility), and used as a substitute for rice flour in the formulation of chocolate
cookies, which also had its centesimal composition and instrumental color
evaluated. The organic and mineral compounds of the strides were more
bioavailable and concentrated by CO2 emission during biodegradation
cultivation. The shiitake cultivated in toras showed higher protein content, soluble
dietary fibers (B-glucans) and ash (minerals), while the cultivation in axinblocks
presented higher content of minerals (K, Mg, Cu, Fe and Zn) essential to human
health. Drying of shiitake at 45°C avoided thermodegradation of organic
components after total moisture loss and can be predicted by the Midilli model.
Shiitake flour adequately replaced rice flour for the production of chocolate
cookies, a vegan and gluten-free food, and provided higher levels of protein,

dietary fibers and minerals essential for human food.



Keywords: Edible mushroom cultivation; Mushroom drying, functional food;

bioactive compounds; 3-glucans.



CB

CB-I

CB-E

CT

CT-l

CT-E

TGA

DSC

FTIR-ATR

CG-MS

IAA

SA

CAO

LISTA DE SIGLAS

Cultivo em blocos axénicos

Cultivo em blocos axénicos sem indculo
Cultivo em blocos axénicos exaurido
Cultivo em toras de carvalho

Cultivo em toras de carvalho sem indculo
Cultivo em toras de carvalho exaurida
Termogravimetria

Calorimetria de varredura diferencial

Espectroscopia no infravermelho por transformada de

Fourier com reflectancia atenuada
Cromatografia ibnica

Cromatografia gasosa com espectro de massa
indice de absorgdo de agua

Solubilidade em agua

Capacidade de absorcao de dleo



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - CULTIVO EM TORAS ..o eseeeees s 22
FIGURA 2 - CULTIVO EM BLOCOS AXENICOS ...coveeeeeeeeeeeeeeee e 22
FIGURA 3 - PRODUGAO DE COGUMELOS NO BRASIL.......ovooveerererreenenns 24
FIGURA 4 - MICELIOS DO LENTINULA EDODES .....covveveeeeeeeeeeeerereeeseeeseons 25
FIGURA 5 - LIGAGAO B(1-53) E B(158)...veveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeseeene 27
FIGURA 6 - FLUXOGRAMA DO ESTUDO ....cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseessereeeeseeneons 30
FIGURA 7 - A) COGUMELO CULTIVADO EM TORAS E B) COGUMELO
CULTIVADO EM BLOCOS AXENICOS ...eoveeeeeeeeeeeeeeeee e eseeeeeseeseeeesee s 31
FIGURA 8 - BANDEJA DE SECAGEM ..o eneeeseeesnons 34
FIGURA 10 - PERFIL DE ACUCARES DO HIDROLISADO DOS SISTEMAS
DE CULTIVO DE SHITAKE ...t eeeeeeeeeeeeeeeseesseeseeeeeessesseeesees s 45
FIGURA 11 - CURVAS DE DSC PARA OS COGUMELOS CULTIVADOS EM:
(A) SUBSTRATO E (B) TORAS. ... eeeeeeeeeeeeseeeseeseeseeseeseeseeeseesses 53
FIGURA 12 - CURVAS DE TGA E DTG PARA OS COGUMELOS
CULTIVADOS EM: (A) SUBSTRATO E (B) TORAS. ... 55

FIGURA 13 - EVOLUCAO DA SECAGEM DE SHIITAKE-CB E SHIITAKE-CT56
FIGURA 14 - AJUSTE DO MODELO DE MIDILLI PARA O SHIITAKE-CB E

SHITAKE-CT e 57
FIGURA 15 - ESPECTROS DE FTIR DOS COGUMELQOS IN NATURA E
SE C O S e e e e 62

FIGURA 16 - INDICE DE ABSORCAO DE AGUA, SOLUBILIDADE EM AGUA
E CAPACIDADE DE ABSORGCAO DE OLEO.........cocooouiueeeeeeieeeeeee e, 67



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS SISTEMAS DE CULTIVO

......................................................................................................................... 23
TABELA 2 - ALGUNS EXEMPLOS DE B-GLUCANAS COM POTENCIAL USO
ALIMENTAR e e e 27
TABELA 3 - MODELOS MATEMATICOS DE CINETICA DE SECAGEM........ 35
TABELA 4 - FORMULACAO DOS COOKIES ELABORADOS A PARTIR DE
DAS FARINHAS DE COGUMELOQ .......coiiiiiiiiiiiiieeee e 41
TABELA 5 - TEOR DE EXTRATIVOS, LIGNINA SOLUVEL E INSOLUVEL DOS
SISTEMAS DE CULTIVO ..ottt 43
TABELA 6 - COMPOSICAO ELEMENTAR DOS SUBSTRATOS DE CULTIVO
T E OB e 45

TABELA 7 - COMPOSICAO MINERAL DOS SUBSTRATOS DE CULTIVO.... 47
TABELA 8 - COMPOSICAO ELEMENTAR DOS SHIITAKES CULTIVADOS EM

TORAS E BLOCOS AXENICOS ..ottt 48
TABELA 9 - COMPOSICAO CENTESIMAL DOS SHIITAKE EM BASE SECA
CULTIVADO EM BLOCOS AXENICOS E AS TORAS.........ccoeveeirieieierieae, 50
TABELA 10 - MACRO E MICRO MINERAIS DOS COGUMELOS................... 51
TABELA 11 - PARAMETROS DE DSC PARA OS COGUMELOS CULTIVADOS
EM SUBSTRATO E TORAS ... 53
TABELA 12 - RESULTADOS DOS TESTES DE TGA E DTG PARA OS
COGUMELOS CULTIVADOS EM SUBSTRATO E TORAS. ... 55
TABELA 13 - AJUSTES E CORRELACOES DA MODELAGEM MATEMATICA
......................................................................................................................... 57
TABELA 14 - COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS
COGUMELOS IN NATURA ... 58
TABELA 15 - COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
APOS SECAGEM ...t 59
TABELA 16 - TEOR DE GLUCANAS NO SHIITAKE SECO EM DIFERENTES
TEMPERATURAS ...t 60
TABELA 17 - CLASSES DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DO SHIITAKE
CULTIVADO EM TORAS ...t 63

TABELA 18 - CLASSES DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DO SHIITAKE



CULTIVADO EM BLOCOS AXENICOS .........ceveuiiieieieeeeeseieeeeees e, 64
TABELA 19 - COMPOSICAO CENTESIMAL DA FARINHA FUNCIONAL DE

SHIIT AKE L. e e e e 66
TABELA 20 - COMPOSIGAO CENTESIMAL DOS COOKIES COM OU SEM
ADICAO DE FARINHA DE SHITAKE-CT ..cooviiiiiiieieieieieieiee et 68

TABELA 21 - CORDOS COOKIES ... 69



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...t 18
1.1. OBUETIVO GERAL ...ttt sttt 19
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t enesneenesn e 20
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt 21
2.1. CULTIVO DE COGUMELOQOS ........cooiieereieeeiesie et 21
2.2. CONSUMO DE COGUMELOQS.........cooerteieeieereeeeeee e 23
2.3. Lentinula edodes.............cooiieiiiiiiieieeeeeete s 24
2.3.1. COMPOSTOS BIOATIVOS ... 25
24, DESENVOLVIMENTO DE ALIMENTOS FUNCIONAIS...........cc....... 28
2.5. DOENGA CELIACA ...ttt 29
3. MATERIAIS E METODOS.......coivieieeeee e 30
3.1. CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS PRODUTIVOS ANTES E
DEPOIS DO CULTIVO DE SHITAKE .......ccoitieieiieieesieeeeseeee e 30
3.1.1. Extrativos totais, teor de lignina soluvel, insoluvel e perfil de
agucares no sistema de CUIIVO.........cccovieiiiiiiece e 31
3.1.2. Analise elementar dos sistemas de Cultivo............ccocceeverieienienennnne 32
3.2. CARACTERIZACAO DE SHITAKE in natura.............c.ccoceveeveeveveenene. 32
3.2.1. COMPOSICAO CENTESIMAL DO SHIITAKE in natura, DA
FARINHA E DOS COOKIES. .......cco oottt 32
3.2.2. Analise de minerais do shiitake in natura .............cccccoecevvveiencenennnne. 33
3.3. SECAGEM DO SHIITAKE EM FORNO CONVECTIVO..........cceu.... 33
3.3.1. Termoestabilidade de shiitake SECO..........ccceoerereninininirenreneee 33
3.3.2. Cinética de secagem e modelagem matematica............ccccoeceverueruenne. 33
3.4. CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE
SHIITAKE IN NATURA E SECO A DIFERENTES
TEMPERATURAS ..ottt ettt 36
3.4.1. Compostos fendlicos totais e da atividade
antioxidante em extratos de shiitake in natura e seco ................... 36
3.4.1.1. Obtencao dos extratos de shiitake...............ccccoeeeiiiiiins 36
3.4.1.2. Compostos fendlicos totais nos extratos de shiitake............ 36

3.4.1.3. Atividade antioxidante estimada pelo método DPPH nos

extratos de ShIltaKe........ooeini e 36



3.4.1.4. Atividade antioxidante estimada pelo método ABTS nos

extratos de ShIltaKe........ooe i 37

3.4.1.5. Atividade antioxidante estimada pelo método FRAP nos

extratos de ShiltaKe............coooiiiiiiiiiii 37

3.4.2. Glucanas totais, a-glucanas e B-glucanas no
shiitake in natura e seco a diferentes temperaturas.........cccoeceeenee. 38
3.4.3. Alteracdo molecular do shiitake in natura e seco a
diferentes tempPeraturas. ... e 38
3.4.4. Perfil de metabdlitos secundarios do shiitake in
natura e seco a diferentes temperaturas........ccoceeveeveeviiieccieciecne, 39
3.5. DESENVOLVIMENTO DA FARINHA FU[\ICIONAL, FORMULACAO
E DESENVOLVIMENTO DE COOKIES SEM GLUTEN.......ccoceiiviiriieirnen, 40
3.5.1. Producao da farinha de shiitake seco na melhor temperatura.......... 40
3.5.2. Caracterizacao tecnoldgica da farinha de cogumelo .......................... 40

3.5.21. Absorgdo de agua — CAA ... i 40

3.5.2.2. Solubilidade emagua — AS..........oooiiiiii e 40

3.5.2.3. Capacidade de absorc¢do de 6leo - CAO.........ccevvvviieeerenne. 41
3.6. COOKIES DE CHOCOLATE COM SHUTAKE.......cccoceevirireeieeeenee 41
3.6.1. Formulagdo dos cookies de chocolate.........ccccoocveeeiieiecieeccieecieeee, 41
3.6.2. Analise de cor instrumental dos cookies de chocolate....................... 42
3.7. ANALISE ESTATISTICA. ..ot 42
4. RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccoooiieiieeeeee e 42

4.1. EXTRATIVOS TOTAIS E LIGNINA SOLUVEL E INSOLUVEL DOS
SUBSTRATOS DE CULTIVO ANTES E DEPOIS DA PRODUCAO DE
SHITAKE ...ttt sttt sbe e 42

4.2 PERFIL DE ACUCARES DO HIDROLIZADO ACIDO DOS
SUBSTRATOS DE CULTIVO ANTES E DEPOIS DA PRODUGAO DE

SHITTAKE ...ttt 44

4.21. ANALISE ELEMENTAR E MINERAL DOS SUBSTRATOS SEM

INOCULO E APOS EXAUSTAOQ .....oooiiiieriieeieeiesiessisssssssssssss s 45

4.3. CARACTERIZACAO ELEMENTAR E NUTRICIONAL DO SHIITAKE
48

4.3.1. CARACTERIZAGAO ELEMENTAR DO SHIITAKE ......cccccvvrvrrrrrnnn. 48

4.3.2. CARACTERIZAGCAO CENTESIMAL DO SHITAKE .......ccccovvuevvrnnnn. 49

4.3.3. COMPOSICAO MINERAL .......coovvuerrrrerereesiee e 50



4.4. TERMOLESTABILIDADE DO SHIITAKE SECO.......cccecvineiiine. 51
4.5. CINETICA E MODELAGEM MATEMATICA DA SECAGEM DE

SHIITAKE EM ESTUFA CONVECTIVA DE FATIAS DE SHIITAKE ............... 55
4.6. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM EXTRATO DE SHIITAKE
CULTIVADO EM TORA OU BLOCO AXENICO.....c.ooevreereeererenrenreeeneeneeenn. 57
4.7. QUANTIFICACAO DO TEOR DE GLUCANAS ........coooeeereererrennn, 59
4.8. PREPONDERANCIA DE LIGACOES MOLECULARES DO
SHIITAKE IN NATURA E SECO ..ot s 61
4.9. PERFIL DE METABOLITOS SECUNDARIOS DO SHIITAKE IN
NATURA E SECO A DIFERENTES TEMPERATURAS........cccceiiiieiiireeees 62
4.10. DESENVOLVIMENTO DA FARINHA FUNCIONAL DE SHIITAKE
SECO A 4BOC ..t ettt bbbttt 65
411. CARACTERIZACAO TECNOLOGICA — IAA, SA, CAO........ccoou....... 66
4.11.1. indice de absorgao de AgUa ..........c.cucueeeeeceveeeeeeeeeeeeeeeeeens 66
4.11.2. Solubilidade da farinha em agua ........c.cccoeeveveeceicieveceeeee, 66
4.11.3. Capacidade de absorgao de Oleos........cccccevvevereeieeeesieeeenne, 67
4.12. CARACTERIZACAO CENTESIMAL DOS COOKIES COM OU SEM
ADICAO DE FARINHA DE SHITAKE-CT .....ooevereeeeeeteeeeeeeeeeeeseseeseesesseseesessenans 67
4.13. COR DOS COOKIES COM OU SEM ADICAO DE FARINHA DE
SHITTAKE-CT ..ottt sttt st sttt sbe s aeeneas 69
5. CONCLUSOES ..o 70

6. REFERENCIAS ..ottt 71



1.

18

INTRODUCAO

Cogumelos comestiveis s&o utilizados para fins alimenticios e
medicinais ha seéculos, devido a grande quantidade de nutrientes e
compostos bioativos. No entanto, o aumento de seu consumo nio se deve
apenas ao seu valor nutricional, mas também ao seu sabor unico e
especifico e beneficios a saude humana (SUN et al., 2020; LENZI, et al.,
2018), uma vez que seu sabor & um fator decisivo na escolha de alimentos
(SONG, LIU, 2018).

Os cogumelos sao altamente pereciveis, possuem um teor de
umidade com cerca de 90%, sendo um meio propicio para ocorréncia de
reagcdes que aceleram sua degradagao (REIS et al.,, 2012). Com isso,
ferramentas para aumentar a vida util, de forma que mantenha todas suas
propriedades nutricionais sdo empregadas, como por exemplo, a secagem
e modelagem de sua cinética (CELESTINO, 2010). Uma vez que a
modelagem € uma das ferramentas tecnolégicas de secagem mais
importantes para processos industriais e projecdo de equipamentos. Sendo
possivel, realizar a escolha das melhores condigdes de processo
(FERNANDES; GASPARETO; OLIVEIRA, 2006).

Dentre os cogumelos comestiveis comerciais, o Lentinula edodes,
também chamado comercialmente de shiitake, estd entre os mais
consumidos no mundo (CHANGE, WASSER, 2017). E um cogumelo
altamente perecivel e sua deterioragdo ocorre 7 dias apds a colheita. Seu
tempo de armazenamento € curto e indesejavel devido a sua alta taxa de
respiracdo e estrutura epidérmica fragil, o que resulta em capacidade
insuficiente para suportar a perda de agua e contaminagdo microbiana
(JIANG et al., 2013). Portanto, é necessario encontrar condigcbes adequadas
para minimizar a perda de substancias nutritivas associadas ao controle de
qualidade e, por sua vez, estender efetivamente a vida de armazenamento
pés-colheita do cogumelo shiitake (Ql et al, 2014). Uma destas
possibilidades € a secagem do cogumelo de modo a reduzir a umidade e,
consequente, a atividade de agua (MIMURA; JORGE; MATHIAS, 2014).

O shiitake apresenta elevado teor de proteinas e fibras alimentares,

bem como minerais (BACH et al., 2018) que podem contribuir com a ingestao
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diaria recomendada para macro e micronutrientes. Além disso, contém
compostos antioxidantes que podem proteger a saude humana (BACH et al.,
2019). O sistema de cultivo pode ser com uso de toras de carvalho, o método
classico, ou com uso de blocos axénicos, uma mistura organica e mineral
que fornece condi¢des para frutificagdo do shiitake (BACH et al., 2018). O
shiitake produzido por este ultimo sistema ainda ndo foi relatado e este
estudo comparativo contribui com essa informacgao. A vida de prateleira do
corpo de frutificagdo faz com que seja necessario um processo para
aumentar sua preservacdo, sendo que a secagem € uma boa opcgéo
(MIMURA; JORGE; MATHIAS, 2014). A transformagao deste cogumelo em
produtos alimentares de alto valor agregado também contribui para
aumentar a renda de produtores e evitar a geragao de residuos. Produtos de
panificacdo, como por exemplo, biscoitos doces “tipo cookies” podem ser
elaborados com a farinha de shiitake sem a perda das propriedades
nutricionais.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
influéncia do sistema de cultivo e processo de secagem do cogumelo
Lentinula edodes na composi¢cao nutricional, mineral e perfil de metabdlitos
secundarios e ainda, desenvolver formulagdes de cookies sem gluten e

veganos a partir da farinha dos cogumelos.

1.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do sistema de cultivo e processo de secagem do
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cogumelo Lentinula edodes na composi¢cao nutricional, mineral e perfil de
metabdlitos secundarios aplicaveis para o desenvolvimento de cookies sem

gluten e veganos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os teores de lignina soluvel, insoluvel e perfil de agucares,
bem como os principais elementos da base organica de sistemas de
cultivo antes e apds a colheita dos shiitake nas toras e em substrato;

e Caracterizar a composi¢ao nutricional do shiitake in natura nos dois
sistemas de cultivo;

e Avaliar a termoestabilidade, cinética e o efeito da secagem nas
temperaturas de 45, 55 e 65°C na composicao quimicas do shiitake;

e Desenvolver uma farinha funcional de shiitake com alto teor proteico e
fibras alimentares;

e Determinar a composicdo elementar, mineral, centesimal, resisténcia
térmica, teor de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante ABTS,
DPPH e FRAP, teor de glucanas, grupos funcionais por FTIR-ATR e perfil
de metabdlitos secundarios por cromatografia gasosa (CG-MS) no
cogumelo in natura e na farinha produzida. Produzir um cookie, alimento
funcional, sem gluten e vegano, com uso de farinha de shiitake, nas
concentracbes de 25, 50, 75 e 100% e caracterizar a composigao

nutricional.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. CULTIVO DE COGUMELOS

Os cogumelos comestiveis cultivados, sdo os corpos de frutificagéo
dos basidiomicetos com um estilo de vida saprébico, obtém nutrientes a
partir de materiais organicos em decomposi¢céo (GRIMM; WOSTEN, 2018).
A maneira mais antiga de cultivo de cogumelos é a cultura de toras ao ar
livre, que tem sido usada na China para cultivar shiitake ha pelo menos um
milénio (GRIMM; WOSTEN, 2018). Os basidiomicetos podem ser divididos
em decompositores primarios, secundarios e terciarios (GLAZUNOVA et al.,
2018). O Lentinula edodes, um exemplo de decompositor primario, pode ser
cultivado em uma variedade de material lignocelulosico (GLAZUNOVA et al.,
2018; BELLETTINI, 2017), como palhas, cascas de sementes de algodao,
espigas de milho, cascas de amendoim, residuos de algodao da industria
téxtil, polpa de café, residuos de papel (DE AZEVEDO et al., 2014). Isto
valoriza esses residuos com agregacéao de alto valor econémico.

Neste contexto, a produgcédo de cogumelos comestiveis e medicinais
utilizando residuos agroindustriais de natureza lignocelulésica vem
crescendo em todo o mundo, inclusive no Brasil de modo que € uma
alternativa para o reaproveitamento dos residuos agroindustriais das
propriedades rurais, aumentando renda e geracdo de emprego, resultando
no desenvolvimento da regido (BELLETTINI, 2017).

Para o preparo dos sistemas de cultivo, Silva et al. (2010), descrevem
que os troncos devem ser perfurados no sentido longitudinal da sua
superficie (Figura 1) e Souza (2004), relata que essas toras devem possuir
um didmetro de 8 a 12 centimetros e 1 metro de comprimento. Para os blocos
axénicos (Figura 2), Urben et al. (2017), relata que €& feito a mistura de
material orgéanico lignoceluldsico, esterilizado, colocado em sacos de

polipropileno e entao feito o inéculo e cortes axénicos, para frutificacao.
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FIGURA 1 - CULTIVO EM TORAS

Fonte: Silva et al. (2010)

FIGURA 2 - CULTIVO EM BLOCOS AXENICOS

Respirador ———

Furos Axénicos

Fonte: Autor (2021)

Comparando as técnicas de producao de shiitake, toras e substratos,
existem vantagens e desvantagens entre ambas (Tabela 1), portanto, fica a
critério do produtor escolher a técnica que melhor se adeque aos recursos
existentes em sua propriedade e ao investimento que pretende fazer. No
entanto, nao foi verificado relato sobre o efeito na producdo de metabolitos
secundarios, bem como em um produto alimentar, o que € o cerne deste

estudo.
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TABELA 1 - VANTAGENS E DESVANTAGENS DOS SISTEMAS DE CULTIVO

Slstemaﬂde Vantagens Desvantagens Referéncia
Producao
Mais simples; Menor Produgao Sazonal;
Toras ’ Menor Rendimento .
Custo. Pascholati;
(4009!/ tora). )
. . Marassatto;
Maior Producao; .
Reducio dos danos Stangarl!n
Blocos ambientais: Maior Alto valor de (2014); Dias
Axénicos . Investimento (2013)

rendimento (800g/1kg de
substrato)

Fonte: Autor (2021)

2.2 CONSUMO DE COGUMELOS

Os cogumelos sao fungos com valor nutricional significativo, contando
atualmente com cerca de 2.000 espécies comestiveis distribuidas em todo o
mundo (RATHORE et al., 2019).0 perfil de aminoacidos é melhor quando
comparada a de vegetais como batata e cenoura. Além disso, os cogumelos
apresentam baixos teores caldricos (27-30kcal/100g) com uma baixa
quantidade de gordura (1,3-8% de cogumelos secos) e também com
carboidratos digestiveis (BACH et al., 2018; NG; ROSMAN, 2019).

Dentre espécies mais cultivadas, tem-se o Agaricus bisporus,
Lentinula edodes e Pleurotus spp. O valor atual de mercado global de
cogumelos frescos atingiu 38 bilhdes de dolares americanos em 2018. A
China é o maior produtor de cogumelos na regido asiatica, contribuindo com
aproximadamente 35% para o mercado global de cogumelos (MAHARI et
al., 2020). Os paises da Asia contribuem com até 76% da produgdo de
cogumelos, seguidos pela Europa (17,2%) e Estados Unidos (5,9%) (SANDE
et al., 2019). No Brasil (Figura 3), de acordo com o IBGE (2017), a produgcao
de cogumelos chegou a 12.730 toneladas, com um valor de producéo de
135.898 reais, tendo o estado de S&o Paulo como maior produtor e o Parana
como 3° maior produtor. De acordo com a Agéncia Paulista de Tecnologia
de Agronegécios - APTA, (2016), a produgédo de cogumelos no estado de
Sao Paulo, varia de 80 quilos a 60 toneladas, gerando uma receita de
R$21.240.017,00 e mais de 5.000 empregos.
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FIGURA 3 - PRODUCAO DE COGUMELOS NO BRASIL

Produc¢ao de cogumelos no Brasil

Producéo (t)

I 11119

2

Da plataforma Bing

© GeoNames, Microsoft, ToamTom

Fonte: Autor (2021) com base nos dados do IBGE (2017)
2.3. Lentinula edodes

O cogumelo Lentinula edodes, shiitake como €& conhecido
comercialmente, ¢ o segundo cogumelo comestivel mais comumente
cultivado no mundo (HUANG et al., 2019). Pertence ao grupo de fungos de
podriddo branca (Figura 4) com a capacidade de decompor eficientemente
material lignocelulosico (SCHIMPF; SCHULZ, 2016). Assim, produz um
conjunto de enzimas hidroliticas e oxidativas, como celulases,
hemicelulases, lacases e lignases com capacidade lignocelulolitica. Logo,
apto a utilizar lignina, celulose e hemicelulose como fonte de carbono e
podendo ser cultivado em uma grande variedade de residuos agricolas
(BUGG et al., 2011; PASCHOLATI; MARASSATTO; STANGARLIN, 2014).
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E um cogumelo que vem se tornando cada vez mais atraente, pois,
além de seu alto valor alimentar intrinseco, apresenta grandes quantidades
de moléculas que dao a percepgao de sabor umami, ou seja, prazeroso ao
paladar (TIAN et al., 2016; MORALES et al., 2020). Ainda, pode diminuir os
niveis de colesterol no sangue (KABIR; YAMAGUSHI; KIMURA, 1987;
DERMIKI et al., 2013). Durante a década de 1960, foi quando aumentou sua
visibilidade mundial, pois foi relatada sua eficacia como agente antitumoral,
se tornando entdo o mais consumido na China e o segundo no mundo até
os dias de hoje (CHIHARA et al., 1969; WANG et al., 2020; CHEN et al.,
2017). Essas caracteristicas, o torna um ingrediente nobre para producgéo de
alimentos especiais com propriedades bioativas, pois segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, o alimento ou ingrediente que alegar
propriedades funcionais, além de fungdes nutricionais basicas, quando se
tratar de nutriente, devera produzir efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e ou
efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para o consumidor sem
supervisao médica (BRASIL, 1999).

2.3.1. COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos fendlicos sdo antioxidantes naturais encontrados em
vegetais e cogumelos e podem agir diretamente na neutralizagdo da agao
dos radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com

essa fungdo (LEAL, 2012). O potencial antioxidante de um composto é
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determinado pela reatividade dele como um doador de elétrons ou
hidrogénio, capacidade de deslocar ou estabilizar um elétron
desemparelhado, reatividade com outro antioxidante e reatividade com
oxigénio molecular (MAISUTHISAKUL et al., 2007).

Os cogumelos sao considerados, em todo o mundo, como alimentos
valiosos, saudaveis, uma vez que apresentam baixos teores caldricos de
lipideos, e altos teores de proteinas, vitaminas e minerais (REIS et al., 2012;
PEREIRA et al.,, 2012). Quanto as atividades bioativas, propriedades
medicinais tém sido relatadas por agcao antitumorais e imunomoduladores
(FERREIRA et al., 2010), inibicdo da agregacao plaquetaria (HOKAMA &
HOKAMA, 1981), reducado das concentragdes de colesterol no sangue
(JEONG et al., 2010), prevengao ou atenuagdo de doengas cardiacas e
reducdo dos niveis de glicose no sangue (JEONG et al.,, 2010) e
antimicrobiana (HIRASAWA et al., 1999). Estas propriedades s&o atribuidas
aos compostos bioativos antioxidantes, como os compostos fendlicos
(FERREIRA et al., 2009; BARROS et al., 2009; REIS et al., 2012).

O shiitake inclui moléculas que induzem efeitos benéficos para a
saude humana, pois além dos compostos fendlicos, também apresenta a
ergotioneina (atividade antioxidante), o ergosterol, a B-glucana e a
eritadenina (propriedades hipocolesterolémicas), os peptideos anti-
hipertensivos, a lentionina (com capacidade antitrombdtica), entre outros
(MORALES et al., 2018).

Além de toda atividade antioxidante, podem atuar como prebidticos,
uma vez que apresenta fibras dietéticas em sua composicao, representadas
por polissacarideos nao digeriveis como a quitina, as B e a-glucanas, as
xilanas, as mananas e as galactanas (AIDA et al., 2009) como ja observado
em outros estudos (PELAES VITAL et al.,, 2015). As B-glucanas séo
exemplos de fibra alimentar soluvel composta por monémeros da D-glicose

interligadas por ligagdes B-glicosidicas tipo B (1—3) e B(1—6) (Figura 5).
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FIGURA 5 - LIGAGAO B(1—3) E B(1—6)
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Fonte: Autor (2021)

As B-glucanas estdo presentes em cereais, cogumelos, leveduras,
algumas bactérias e algas. Apresentam diferentes tipos de ligacdo em
fungdo de sua fonte bioldgica (Tabela 2), bem como tipo de ramificagao e
massa molecular média (DU; BIAN; XU, 2014). A estrutura (Figura 5)
também é afetada pelo método de isolamento, variando principalmente na
distribuicdo e comprimento das cadeias laterais. Essas caracteristicas
permitem a formacgdo de estruturas terciarias complexas, as quais sao
estabilizadas por ligacbes de hidrogénio entre cadeias (MANTOVANI et
al., 2008).

TABELA 2 - ALGUNS EXEMPLOS DE B-GLUCANAS COM POTENCIAL USO

ALIMENTAR
Fonte Ligacao Efeito biolégico Referéncia
B(1—3) e B(1—6)  Anti-diabetes; efeito Chen e Seviour
Cogumelos anti-inflamatorio (2007); Du et al.
(2015)
B(1—3) e B(1—4) Propriedades Rieder e Samuelsen
Cereais imunomoduladoras; (2012); Brennan e
Reducao de Colesterol Cleary (2005)
B(1—3) e B(1—6) Propriedades Magnami e Castro-
Leveduras imunomoduladoras; Gbémez (2008)
Anticarcinogénica
Algas B(1—3) Antitumoral Watanabe et al. (2013)
Bactérias B(1—3) Prebidtico Shi et al. (2018)

Fonte: Autor (2021)
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Neste contexto, o consumo de cogumelos torna-se benéfico, uma vez
que possui alto teor destes tipos de fibras alimentares, que melhora a saude
intestinal e ajudam na prevencéo e tratamento de doengas crénicas, como
agente de reducédo do colesterol no sangue. Além disso, sua adicdo em
produtos pode agregar no teor de proteinas, menos calorias e baixo teor de
gordura resultam em alimentos mais saudaveis (WANG et al., 2014,
WHITEHEAD et al., 2014). Assim, do ponto de vista da saude, as funcbes
bioldgicas da B-glucana (Tabela 2) estdo associadas a sua capacidade de
formar solugdes viscosas que retém agua no trato digestivo, principalmente
no intestino grosso. Isso, por sua vez, melhora a saude digestiva
aumentando o volume das fezes e a homeostase dos niveis de glicose no
sangue com base nos impactos na hiperglicemia (GAMEL et al., 2014;
BURKUS; TEMELLI, 2005). Diante disso, os cogumelos estdo se tornando
cada vez mais atraentes como alimentos funcionais e produtos potenciais
para o desenvolvimento de novos produtos medicinais (CORREA et al.,
2015; FARZANA; MOHAJAN, 2015).

2.4. DESENVOLVIMENTO DE ALIMENTOS FUNCIONAIS

A busca por alimentos funcionais e o crescimento desse segmento
aumentou nos ultimos anos. Os alimentos funcionais podem ser o proprio
alimento ou ingrediente de fortificagdo que possui além das fungdes
nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz
efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a saude, e deve
ser seguro para consumo sem supervisdo médica (MORAIS, 2006; ANJO,
2004).

No caso especifico do tema deste estudo, a inser¢cao do shiitake na
dieta humana, associado a produtos consumidos tradicionalmente, constitui
uma alternativa vantajosa e viavel para fabricagdo de novos produtos com
qualidades diferenciadas dos alimentos convencionais que podem contribuir
para manutengao, promog¢ao da saude e qualidade de vida (FALGUERA et
al., 2012; KHATUA ET AL, 2013)

A adicdo de biomassa de cogumelos em produtos diversos

alimentares, causa acréscimo principalmente de proteinas, fibras, minerais
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e peptidases, compostos bioativos que melhoram as propriedades de
manipulagdo, reduzem o tempo de mistura da massa, assim como,
aumentam substancialmente o volume, facilitando a abertura da massa
(AHMED et al, 2015).

Dentre os produtos formulados com biomassa de cogumelo tem
énfase os produtos de panificacdo, como paes, hamburgueres e bolos
(AISHAH e WAN ROSLI, 2013; LEMOS, 2009; SHEIKH et al., 2010). Neste
sentido, este estudo abordara a possiblidade de produzir cookies veganos
com uso de farinha de shiitake, mas também contemplando individuos com

doenca celiaca.

2.5. DOENCA CELIACA

A doencga celiaca € uma doenga autoimune que afeta o intestino
delgado e, em casos mais graves, também o ileo e o colon. Seu tratamento
é fundamentalmente dietético, sendo necessaria total exclusdo de alimentos
que possuem gluten, como trigo, centeio e cevada (LAURIN; WOLVING,;
FALTH-MAGNUSSON, 2002; ARAUJO et al., 2010; CICLITIRA; MOODIE,
2003). O gluten esta presente como mondémeros ou interligados por ligagdes
de dissulfeto inter-cadeia de oligbmeros e polimeros proteicos. Em termos
de processo, essa fracdo de proteina também possui papel fundamental na
qualidade do trigo, conferindo boa absor¢ao de agua, coesao, viscosidade e
elasticidade de massa. (WIESER, 2007; WRIGLEY; BIETZ, 1988). Assim, a
elaboragao de novos produtos livres de gluten para os individuos celiacos
ou ndo, € importante, uma vez que possuem poucas opg¢des (DE JESUS
FREITAS; VALENTE; CRUZ, 2014).
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho pode ser subdividido em cinco etapas (Figura 6)
desde a obtencdo da matéria-prima até desenvolvimento de cookies sem

gluten e veganos com a farinha de shiitake.

FIGURA 6 - FLUXOGRAMA DO ESTUDO

Obtengéo da matéria-prima e

x : Caracterizacdo dos Desenvolvimento da farinha Desenvalvimento de cookies
caracteﬂzggacgrg‘?gS|stemas cogumelos; funcional; veganos e sem gliten.
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tecnolégica. Cor instrumental.
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3.1. CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS PRODUTIVOS ANTES E
DEPOIS DO CULTIVO DE SHIITAKE

Os sistemas de cultivos em toras de carvalho (CT, cultivo em toras) e
em blocos axénicos (CB, cultivo em blocos), bem como os corpos de
frutificacdo do cogumelo shiitake (Lentinula edodes) foram obtidos de dois
comerciantes locais da regido metropolitana da cidade de Curitiba-PR. As
toras de carvalho possuem 8 a 12 cm de didmetro e 1 m de comprimento. A
composicédo do CB foi composta por uma mistura de farelo de arroz, farelo

de soja, casaquinha de soja, gesso e carvao.
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FIGURA 7 - A) COGUMELO CULTIVADO EM TORAS E B) COGUMELO

Fonte: Autor (2021)

3.1.1. Extrativos totais, teor de lignina soluvel, insoluvel e perfil de agucares

no sistema de cultivo

O teor de extrativos totais dos sistemas de cultivo foi determinado por
extracao sélido-liquido com uso de uma mistura etanol:tolueno (1:2, v/v) por
4 horas com uso de um equipamento Soxhlet, de acordo com a NBR 14853
(ABNT, 2010). Para determinar o perfil de monossacarideos da matriz depois
da remocao dos extrativos, a amostra exaurida foi seca e entdo submetida a
uma hidrélise acida. O residuo foi considerado o teor de lignina insoluvel, a
solucdo hidrolisada foi submetida a leitura da absorbancia a 205 nm,
utilizando espectrofotdbmetro UV-VIS (Shimadzu-1800) para determinacao
do teor de lignina soluvel e depois submetida a analise de cromatografia
idbnica-IC-PAD, para determinar o perfil de acucares e estimar quantidade de
celulose e hemicelulose, através da soma de hexoses e pentoses, conforme

descrito por Franco et al. (2019).
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3.1.2. Analise elementar dos sistemas de cultivo

O teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre de amostras (2 mg)
dos sistemas de cultivo antes e apoés cultivo dos cogumelos, bem como dos
corpos de frutificagdo de cogumelo (secos a 105 °C), foram analisadas pelo
método da diferenga no equipamento elementar (Elementar — Modelo Vario
Macro Cube).

3.2. CARACTERIZACAO DE SHIITAKE in natura

3.2.1. COMPOSIGCAO CENTESIMAL DO SHIITAKE in natura, DA FARINHA
E DOS COOKIES

As duas amostras de cogumelos, cultivados em toras e em bloco
axénico, foram fornecidas por comerciantes da regido metropolitana de
Curitiba-PR.

O teor de umidade do shiitake in natura foi determinado pela diferenca
de massa antes de depois da secagem em estufa a 105 °C até massa
constante pelo método AOAC (Association of Official Analytical Chemicals)
n® 925.09 (AOAC, 2005). As cinzas pelo método de incineragao e calcinagao
em mufla a 550°C por 5h, conforme o método n° 923.03 (AOAC, 2005), foi
considerado como minerais. O teor lipidico foi determinado pelo método de
extracdo solido-liquido em Soxhlet com uso de éter etilico, por evaporagao
do solvente, por 2h e massa residual da matéria extraida de acordo com
método n°® 920.39, C (AOAC, 2016). O teor de proteinas foi determinado pelo
método de Micro-Kjeldahl, método n° 920.87 (AOAC, 2005), sendo que o
teor proteico foi estimado com uso do fator de 4,38, considerando que os
cogumelos apresentam uma alta propor¢ao de compostos nitrogenados nao
proteicos (NPN), como a quitina (REIS et al., 2012; RASHIDI e YANG, 2016).

As fibras alimentares totais foram determinadas pelo método
enzimatico-gravimétrico de acordo com as fragbes solluveis e insoluveis
conforme o método n°® 991.43 (AOAC, 2005). O teor de carboidratos totais,
incluindo as fibras alimentares, foi calculado por diferenga, ou seja, 100g de

amostra menos a soma de umidade, cinzas, proteinas e lipideos. Todas as
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analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em

matéria seca (MS).

3.2.2. Analises de minerais do shiitake in natura

Os minerais foram quantificados utilizando amostras secas dos
cogumelos e dos sistemas de cultivo antes do indculo e apds exaustao de
colheita, de acordo com o método descrito por Silva (1999), Sarruge e Haag
(1974). Para determinagao dos macrominerais as amostras de shiitake foram
digeridas com acido nitro-perclérico (NOGUEIRA; SOUZA, 2005). Os teores
de sédio e de potassio foram determinados por fotbmetro de chama (SILVA,
1999). O célcio e o magnésio foram quantificados por espectroscopia de
absorcao atébmica (SARRUGE; HAAG, 1974). O fésforo foi determinado em
espectrofotometro UV/VIS a 660nm apdés a produgcao de acido
fosfomolibdico de cor azul (NOGUEIRA; SOUZA, 2005). As concentragdes
de manganés, ferro, cobre e zinco foram determinadas de acordo com Silva
(1999) em um espectrébmetro de absorcao atébmica, nos comprimentos de
onda de 279,5, 248,3, 324,7 e 213,9 nm, respectivamente. As analises foram

realizadas em triplicatas e expressados em MS (Matéria-seca).

3.3. SECAGEM DO SHIITAKE EM FORNO CONVECTIVO

3.3.1. Termoestabilidade de shiitake seco

Para avaliar a estabilidade térmica do shiitake, amostras de cogumelo
seco a 105°C (~10 mg) foram adicionados em cadinho de platina do
equipamento de analises térmicas TGA e DSC, SDT (Q600, TA Analysis).
As amostras foram submetidas a uma taxa de aquecimento de 10°C/min,
com temperatura de 0 a 800°C e atmosfera modificada de nitrogénio com
fluxo de 50 mL.min"". Os resultados foram analisados utilizando o software

TA Universal Analysis.

3.3.2. Cinética de secagem e modelagem matematica
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A cinética de secagem dos cogumelos foi realizada com as amostras
de cogumelo fatiadas ao meio, com espessuras de 4 a 5 mm. Apds, foram
colocados em bandejas de aluminio com perfuragido de 10 mm? (Figura 8),

a fim de garantir a circulagao de ar e homogeneizagao do processo.

FIGURA 8 - BANDEJA DE SECAGEM
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Fonte: Autor (2021)

A secagem em estufa com circulacdo de ar a 45, 55 e 65°C
(WAKACHAURE et al. 2010) e a massa foi determinada a cada 5 min até
massa constante (TIMM et al., 2019), para melhor observagao do fenémeno
de perda de massa.

A cinética de secagem foi calculada as propor¢cées de umidade em
base umida e seca (Equacéao 1 e 2) e umidade adimensional (Equacao 3) da

amostra em cada tempo de pesagem (GEANKOPLIS, 1993).

U(%b.u.) = (ﬂ) ¥ 100 (Equacéo 1)

m;
Onde:
m,= Massa de agua perdida;

m;= Massa inicial da amostra.

U(%b.u.)

100—U(%b.u.) (Equagéo 2)

U (%b.s.) =
Onde:

U(%b.u.) = Umidade calculada em base umida.
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X—Xe

Xr=—= (Equacéo 3)

Xi—Xe
Sendo:

Xr = Umidade admensional da amostra;

X = Teor de umidade no tempo especifico;

Xe = Teor de umidade de equilibrio da amostra;

Xi = Teor de umidade inicial da amostra.
As curvas cinéticas de secagem foram ajustadas aos modelos

matematicos empiricos e semiempiricos (Tabela 3) (TIMM et al., 2019;
WAKACHAURE et al., 2010) com uso de regressao nao-linear.

TABELA 3 - MODELOS MATEMATICOS DE CINETICA DE SECAGEM

Modelo Equacio
Page Xr =e7kn
Handerson e Pabis Xr =ae ¥
Silva Xy = e—at—bVt
Logaritmico Xr=ay+ae
Midilli Xr = ae ¥ + bt

Exponencial de Dois
Xr =ae ® + (1 —a)e ket
Termos

Dois Termos Xr = aq,e ¥t 4 q,ek?t

Fonte: Autor (2021)

Em cada modelo, Xr representa a umidade adimensional ao longo do
tempo de secagem (t), enquanto que as letras a, b, n e k, sdo as constantes
dos modelos de secagem. Os parametros foram ajustados, através de uma
regressdo nao linear e o coeficiente de correlagdo (R?), soma do quadrado
do erro (SSE) e erro quadratico médio (RMSE), foram utilizados para definir
o melhor modelo para a secagem do shiitake, conforme ja utilizados por
Macedo et al. (2020), Ouaabou et al. (2020), Timm et al. (2019).
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3.4. CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE SHIITAKE
IN NATURA E SECO A DIFERENTES TEMPERATURAS
3.4.1. Compostos fendlicos totais e da atividade antioxidante

em extratos de shiitake in natura e seco

3.4.1.1. Obtencao dos extratos de shiitake

O preparo dos extratos seguiu o0 método otimizado por Bach et al.
(2019). Foram pesadas 0,5 g de shiitake in natura e seco (macerados) a 45,
55 e 65°C e colocados em 30 mL de solugéo hidroalcdolica (25% etanol). A
mistura foi colocada em incubadora shaker orbital refrigerada TE-42I
(Tecnal, Piracicaba, Brazil) sob agitagdo a 100 rpm, a 25°C por 2 horas.
Apds, a mistura resultante foi filtrada para obtencdo do extrato
(sobrenadante) e usado para avaliar os compostos fendlicos e as atividades

antioxidantes in vitro sob diferentes metodologias.

3.4.1.2. Compostos fendlicos totais nos extratos de shiitake

Os teores de compostos fendlicos foram determinados pelo método
de Folin-Ciocalteu, conforme o procedimento de Singleton e Rossi (1965),
para amostras de shiitake in natura e secas. As absorbancias realizadas a
760 nm e os valores comparados com a curva padrao de acido galico,

expressos em mg de acido galico por grama de cogumelo.

3.4.1.3. Atividade antioxidante estimada pelo método DPPH nos extratos

de shiitake

A atividade antioxidante via eliminacdo de radicais livres foi
determinada pelo ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), conforme
Brand-Williams et al. (1995), com pequenas modificagdes. Primeiramente,
0,1 mL do extrato foram adicionados a 3,9 mL da solugdo metandlica de
DPPH (6x10-° mol/L). A mistura foi deixada reagindo no escuro por 30 min e
sua absorbéncia a 515 nm foi medida em espectrofotdmetro UV/VIS
(Shimadzu-1800).
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3.4.1.4. Atividade antioxidante estimada pelo método ABTS nos extratos de

shiitake

A atividade sequestradora do radical ABTS (2,2’-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) dos extratos dos cogumelos foi determinada
conforme Re et al. (1999). Um volume de 88uL de persulfato de potassio
(140 mmol/L) foi adicionado a 5mL de ABTS (7 mmol/L). Ambos os reagentes
foram solubilizados em solugcdo tampao de acetato de sddio 20 mmol/L. A
mistura foi armazenada em frasco ambar, no escuro e a temperatura
ambiente, durante 16h. A solugdo tampao foi utilizada para ajustar a
absorbancia da solugdo ABTS em 0,700 £ 0,050 no comprimento de onda
de 734 nm, em espectrofotdbmetro (UV-VIS Shimadzu-1800). Em seguida
30uL do extrato hidro etandlico otimizado diluido (1:2 — extrato:agua
deionizada) dos cogumelos foram adicionados a 3mL da solugdo ABTS. A
mistura permaneceu no escuro, durante 2h a temperatura ambiente. A

absorbancia da amostra foi medida a 734 nm.

3.4.1.5. Atividade antioxidante estimada pelo método FRAP nos extratos

de shiitake

O ensaio de potencial antioxidante total dos extratos de cogumelo foi
realizado utilizando o método potencial antioxidante de reducdo do ferro
(Ferric Reducing Antioxidant Power - FRAP) segundo a metodologia descrita
por Benzie e Strain (1996), com pequenas modificacdes. O reagente FRAP
foi preparado pela mistura de tampao acetato (0,3 mol/L), TPTZ (10x103
mol/L) solubilizado em HCI (40x10-3 mol/L) e cloreto férrico (40x10-3 mol/L),
na proporgdo 10:1:1, respectivamente. Entdo, 3,0mL do reagente FRAP
foram adicionados a 0,1mL do extrato etandlico de cada cogumelo. A mistura
foi mantida a temperatura ambiente, no escuro. Apés 30min foi realizada a
medida da absorbancia, em espectrofotémetro (UV/VIS Shimadzu-1800), no

comprimento de onda de 593 nm.
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3.4.2. Glucanas totais, a-glucanas e B-glucanas no shiitake in

natura e seco a diferentes temperaturas

Primeiramente as amostras foram maceradas com auxilio de gral e
pistilo, apds os teores de glucanas totais e a-glucanas, foram quantificados
utilizando o Kit comercial K-YBGL/Megazyme, seguindo-se o protocolo
conforme o fabricante. Por meio deste kit, foi realizada a dosagem para
glucanas totais e a-glucanas, medindo as absorbancias de todas as solugdes
resultantes do protocolo dos ensaios, a 510 nm, contra o branco do reagente,
em espectrofotdbmetro (UV/VIS Shimadzu1800). O teor de B-glucanas foi

calculado, entdo, por meio das Equacgdes 4, 5 e 6.

Glucanas totais (% E) = AE x% x 90 (EQUACAO 4)
a — glucanas (% g) = AE x% x9,27 (EQUACAO 5)

B — glucanas (% g) = (Glucanas totais) — (a — glucanas) (EQUACAO 6)

Onde:

AE = absorbancia amostra — absorbancia branco.

F = Fator de conversao para ug de D-glucose = 100/absorbéancia padréo.
W = massa da amostra utilizada.

90 e 9,27 = Fator de corregao de volume.

3.4.3. Alteracdo molecular do shiitake in natura e seco a

diferentes temperaturas

A alteracdo de grupos funcionais presentes na estrutura das
substancias de cogumelo secos a 45°, 55° e 65°C em relagdo ao organismo
in natura foram avaliadas por Espectroscopia no Infravermelho por

Transformada de Fourier com reflectédncia atenuada acoplada (FTIR-ATR),
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utilizando um equipamento espectrometro ALPHA-P FTIR Bruker com
reflectancia total atenuada — ATR acoplado. Amostras foram previamente
maceradas em graal e pistilo, e colocadas sobre o cristal de leitura do FTIR
(ALPHA-P FTIR, Bruker) para gerar a média espectral de absorbancia de 64
varreduras, na faixa de onda de 4000 cm™" a 400 cm™' com uma resolugéo de

4 cm™ a temperatura ambiente.

3.4.4. Perfil de metabdlitos secundarios do shiitake in natura e

seco a diferentes temperaturas

As amostras de cogumelo in natura e secas a 45°, 55° e 65°C (10 mg)
foram acrescidas de 30 uL de solugéo de 13C6-sorbitol (0,2 pg/pL) e 30uL
de acido nonadecandico (2,0 ug/uL) para avaliagcdo semiquantitativa de
compostos hidrofilicos e lipofilicos, respectivamente. As amostras foram
extraidas com etanol: tolueno (1:1,1,2 mL x 2,70°C, 950 rpm, 15 min), em
seqguida, 0,4mL de H20 foi adicionado para a separacgao de fases etanol:H20
(compostos hidrofilicos) tolueno (compostos lipofilicos). A fase de
etanol:H20 foi limpa com uma extragao extra com tolueno. A fase etanol:H20
foi seca no vacuo, em equipamento thermomixer (30°C, 8h), entéo
metoxilada (20 mg.mL-" cloridrato de metoxiamina em piridina, 50 uL, 40°C,
90 min,) e sililada (MSTFA, 50 pL, 40°C, 90 min).

A fracdo de tolueno foi seca numa ligeira corrente de nitrogénio, a
amostra foi transesterificada (9:1, 1mL, etanol:cloreto de acetila, 60°C, 12h).
Posteriormente, 0,5mL de KCI (10%, p/v) foi adicionado, e os compostos
lipofilicos foram extraidos com éter etilico (3x, 0,5 mL), e a agua residual foi
removida usando sulfato de sédio (0,5 g). Metade do extrato foi seco em uma
corrente de nitrogénio e sililado com BSTFA: piridina (1:1, 100uL, 70°C, 60
min). As amostras contendo os compostos hidrofilicos e lipofilicos foram
analisadas por cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro de
massa de ions trap com modo split (1:25). Os compostos foram separados
com uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 025 pm) com temperatura do injetor
a 230°C e linha de transferéncia a 250°C, com 1,5 ml.min' hélio como
transportador de gas. Conjunto de forno CG: 70°C, isoterma de 1 min,

aquecimento a 320°C a uma taxa de 8°C.min"", com isoterma final de 5 min.
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O espectrometro de massa foi operado em modo positivo com ionizagao por
impacto de elétrons a 70 eV, com temperatura da fonte de ions a 200°C. Os
compostos foram identificados usando o software AMDIS usando a colecao
de referéncia do Golm Metabolome Database?* para compostos hidrofilicos
e uma biblioteca construida no Software AMDIS com amostras analisadas

na Embrapa para compostos lipofilicos.

3.5. DESENVOLVIMENTO DA FARINHA FUNCIONAL, FORMULACAO E
DESENVOLVIMENTO DE COOKIES SEM GLUTEN

3.5.1. Producéo da farinha de shiitake seco na melhor temperatura

A farinha de shiitake foi preparada utilizando moinho comercial de
café e peneirada em peneira com 28 mesh. Foi considerado o cogumelo com
maior teor proteico, cinzas e fibras, para a elaboragdo da farinha. Sua

composic¢ao centesimal foi realizada conforme o item “3.2.17.

3.5.2. Caracterizagao tecnologica da farinha de cogumelo
3.5.2.1. Absorcao de agua — CAA

O indice de absorgao de agua (IAA) da farinha de cogumelo, seca em
estufa com circulagao de ar forgado a 60°C (Equacéo 7), foi determinado de
acordo com metodologia de Okezie e Bello (1988). Uma suspensédo foi
preparada pela mistura de 0,5 g de farinha e 25 mL de agua, agitada e em
seguida centrifugada a 5300 rpm por 20 min. O liquido sobrenadante foi

escorrido e o material remanescente (farinha umida) foi pesado.

Agua absorvida pela amostra (g)

[AA =

(Equacéao 7)

Peso da amostra (g)

3.5.2.2. Solubilidade em agua — AS

Para a determinagdo da solubilidade em agua (SA) da farinha do

cogumelo (Equacéo 8), foi utilizado o liquido sobrenadante da analise de IAA,
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e evaporado a agua do sobrenadante em placa de Petri previamente tarada

em estufa a 105 °C até peso constante.

SA = Residuo da Evaporagio (g) x 100 (Equagéo 8)

peso da amostra (g)

3.5.2.3. Capacidade de absorgao de 6leo - CAO

A capacidade de absor¢do de o6leo (CAO) da farinha de cogumelo
(Equacao 9) foi determinada de acordo com metodologia de Okezie e Bello
(1988). Uma suspensao foi preparada pela mistura de 0,5 g de farinha e 25
mL de 6leo de soja, agitada e em seguida centrifugada a 5300 rpm por 20
min. O liquido sobrenadante foi escorrido e o material remanescente (farinha

umida) pesado.

Oleo absorvido pela amostra (g)

CAO = (Equacéo 9)

Peso da amostra (g)

3.6. COOKIES DE CHOCOLATE COM SHIITAKE

3.6.1. Formulacdo dos cookies de chocolate

A formulac&o dos cookies foi realizada seguindo a formulagdo de uma
comerciante local da cidade de Curitiba-PR, com a substituicdo de maneira
parcial e integral da farinha de arroz por farinha de shiitake (Tabela 4)
conforme realizado por Stoffel et al. (2021), sendo que sua composi¢cao

centesimal determinada conforme item “3.2.1".

TABELA 4 - FORMULACAO DOS COOKIES ELABORADOS A PARTIR DE
DAS FARINHAS DE COGUMELO

Ingredientes Amostra
S-CT0 S-CT6,7% S-CT13,3% S-CT20,0% S-CT26,7%
Acucar mascavo (Q) 130 130 130 130 130
Oleo de girassol () 55 55 55 55 55
Esséncia de Baunilha (g) 2 2 2 2 2

Chocolate meio amargo (g) 70 70 70 70 70
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Leite vegetal (g) 30 30 30 30 30
Farinha de arroz (g) 125 93,75 62,5 31,25 0
Farinha de shiitake (g) 0 31,25 62,5 93,75 125

Polvilho doce (g) 30 30 30 30 30
Fermento quimico (g) 2 2 2 2 2
Cacau 100% (9) 25 25 25 25 25

3.6.2. Analise de cor instrumental dos cookies de chocolate

A avaliagdo da cor na superficie dos cookies foi realizada em
colorimetro digital com espago de cores CIELAB, também conhecido como
L*, a* e b*, cores definidas pela Comissao Internacional de lluminagcao em
1976. O parametro L* corresponde a luminosidade, variando de 0 (amostra
escura) a 100 (amostra clara). O parametro a* esta relacionado a dimensao
da cor verde (valores negativos) e vermelho (valores positivos) e o b* esta
relacionado as cores azul (valores negativos) e amarelo (valores positivos).
O aparelho utilizou o parametro de iluminagao D65° e angulagao de 10°. O
valor (Delta) E (Equacao 10), foi usado para calcular a diferenga, ou seja, a

variagao de cor.

AE = \J[(L — Lo)? + (a — ag)? + (b — by)? (Equagéo 10)

3.7. ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas a partir das médias dos
resultados das analises realizadas, em ftriplicata. Foi utilizada a Analise de
Variancia (ANOVA), seguida do método de Tukey, para testar a significancia
das médias de cada variavel entre as areas de estudo (p <0,05), utilizando o

software Statistics 8.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. EXTRATIVOS TOTAIS E LIGNINA SOLUVEL E INSOLUVEL DOS
SUBSTRATOS DE CULTIVO ANTES E DEPOIS DA PRODUCAO DE

SHIITAKE

Os teores de extrativos no CT sem in6culo e no final do cultivo tiveram
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uma redugao 72,5%, ou seja, a fermentagao de estado sélido também se
baseia no consumo de substéncias de baixa e média massa molecular, como
acidos e ésteres graxos, alcoois de cadeia longa, esteroides, compostos
fendlicos e glicosideos que podem ser solubilizados em solventes organicos
(SILVEIRO et al., 2006; BARRICHELO, BRITO, 1985). Em estudo similar, a
reducao foi de 32,0% decorrente da redugao de 1,53% a 1,04% de extrativos
(BACH et al., 2018), ou seja, os teores de extrativos disponiveis nas toras
eram de mesma grandeza, mas a metabolizagdo néao foi tdo intensa do que
o estudo presente. Logo, estudos complementares especificos para esta
abordagem se faz necessario.

Os blocos axénicos (CB) apresentaram teores iguais (p>0,05) de
extrativos do que o observado no CT (Tabela 5). Apds a fermentagéo, houve
um aumento no teor de extrativos totais, o que foi relatado com residuos
miceliais do cogumelo que ficam nos blocos axénicos (LOU et al., 2017). O
presente estudo reforga esta hipétese, sendo que os micélios residuais do

cogumelo no meio de cultivo também possuem fontes extraiveis.

TABELA 5 - TEOR DE EXTRATIVOS, LIGNINA SOLUVEL E INSOLUVEL
DOS SISTEMAS DE CULTIVO (SUBSTRATOS)

Extrativos (%) Lignina insoluvel  Lignina soluvel

CB-l 1,56 + 0,052 10,11+0,142 1,40+0,102
CB-E 5,32 + 0,687 367+0,21° 0,48 + 0,00°
CT-l 1,67 £ 0,452 28,76 + 0,27 0,58 + 0,018

CT-E 0,46 + 0,128 1520+ 0,298 1,21+ 0,094

*Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si de acordo com teste de Tukey

a 5% de significancia.
**CB-I: Cultivo em blocos axénicos sem inodculo; CB-E: Cultivo em blocos axénicos

exauridos; CT-I: Cultivo em toras sem indculo; CT-E: Cultivo em toras exauridas.

A composicao dos substratos lignoceluldsicos € um dos fatores mais
importantes que afetam o crescimento do micélio, o rendimento do cogumelo
e sua qualidade nutricional (REZAEIAN; POURIANFAR; DOWOM, 2021).
Neste sentido, Peralta et al. (2017) afirmam que as enzimas produzidas pelos
fungos hidrolizam a celulose, a hemicelulose e a lignina e as decompde de
modo que o fungo possa se desenvolver. Assim, a degradacéo da lignina é

um pré-requisito para que o L. edodes acesse a celulose e a hemicelulose



44

para obtencdo de monossacarideos (RAJARATHNAM; BANO, 1998).
Aditivamente, o L. edodes, por ser um fungo lignocelulolitico, é capaz de
fragmentar a lignina pela agao das ligninases, o que gera moléculas menores
de lignina (ANDRADE et al., 2009). Isto a torna mais soluvel, o que justifica a
reducao do teor de lignina durante a fermentagao de CB e de CT. No entanto,
a lignina soluvel aumentou no caso de CT, mas reduziu no caso da CB, o que
pode ser atribuido a matriz biolégica mais integra da CT quando comparada
a CB (serragem de eucalipto, farelo arroz e casaquinha de soja). Assim,
conforme a lignina é degradada, essas fragbes menores sdo incorporadas
pelo shiitake para sua metabolizagdo para desenvolvimento do corpo de

frutificacao.

42. PERFIL DE AGUCARES DO HIDROLIZADO ACIDO DOS
SUBSTRATOS DE CULTIVO ANTES E DEPOIS DA PRODUCAO DE
SHIITAKE

A hidrolise do material lignocelulésico permitiu a remocao da
lignina e a produgdo de um hidrolisado contendo os
monossacarideos formadores dos polissacarideos dos sistemas de
cultivo; blocos axénicos (CB) e em toras (CT). A glicose foi
preponderante para ambos os casos (Figura 10), o que é atribuido
a quantidade majoritaria de celulose nos tecidos de arvores
(FRANCO et al., 2019). A celulose e a hemicelulose estdo a
associadas por interacbes moleculares formando uma estrutura
coesa (CARVALHO et al., 2009).

A hemicelulose é um polissacarideo composto por diversos
monossacarideos, com destaque para xilose, manose, galactose,
arabinose e ramnose (GONCALVES et al., 2006). O teor de xilose
foi maior no CT do que na CB, o que é compativel com a grande
quantidade relativa dessa pentose em hidrolisados (CONVERTI,
DEL BORGHI, 1998). A glicose foi a grande fonte de carbono usado
pelo shiitake crescido no CB, o que nao foi observado no cultivo em
CT. Aparentemente, a hidrélise ocorre de modo mais restritivo

devido a matriz biolégica, similarmente ao observado para os
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extrativos, o que faz que o consumo seja homogéneo para os
diversos monossacarideos.

FIGURA 9 - PERFIL DE ACUCARES DO HIDROLISADO DOS
SISTEMAS DE CULTIVO DE SHITAKE

Perfil de acucares dos sistemas de cultivo
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Fonte: Autor (2021)
*CB-I: Cultivo em blocos axénicos sem inéculo; CB-E: Cultivo em blocos axénicos

exauridos; CT-I: Cultivo em toras sem indculo; CT-E: Cultivo em toras exauridas.

4.2.1. ANALISE ELEMENTAR E MINERAL DOS SUBSTRATOS SEM
INOCULO E APOS EXAUSTAO

A composigao elementar de blocos axénicos (CB) sem inéculo (-1) foi
igual (p>0,05) ao exaurido (-E), exceto para o teor de carbono (Tabela 6).
Assim, o teor de carbono do CB-E foi cerca de 10% inferior ao CB-I. Isso pode
ser atribuido ao uso do carbono para sua frutificacdo. Para o cultivo em toras,
a diferenga ocorreu para o teor de enxofre, bem como a relagao C/N. No caso
do enxofre, a formulacdo do CB com sulfato de calcio (gesso) € a razao.
Ainda, a reducido da relagdao C/N é compativel com a emissdo de CO2
decorrente do metabolismo aerdbico (ATILA, 2019).

TABELA 6 - COMPOSICAO ELEMENTAR DOS SUBSTRATOS DE CULTIVO
CTECB

Parametros Cultivo em blocos axénicos Cultivo em toras
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CB-l CB-E CT-1 CT-E

C (%)  4151%128% 3741:103° 4368053 4364 %0860
H(%)  960+0782 896+103° 1030%061A  10.36 0,712
N(%)  066+006° 057£000° 024+0018  061%001A
S(%)  043%009° 057£003  014+004° 007 %0018
O(%) A4779+212% 5248+288° 4562+ 110° 4530 + 1,45
Féf,'\laf;‘; 6280+ 185° 6564+104° 177.08+215% 7077 +0,788

*Letras iguais na mesma linha nao diferem entre si de acordo com teste de Tukey a
5% de significancia.
**CB-I: Cultivo em blocos axénicos sem inéculo; CB-E: Cultivo em blocos axénicos

exauridos; CT-I: Cultivo em toras sem indculo; CT-E: Cultivo em toras exauridas.

O substrato pode influenciar o valor nutricional e o conteudo dos
componentes bioativos dos cogumelos cultivados (ATILA et al., 2017;
CARRASCO et al., 2018; RATHORE et al., 2020). Cheung (2005) e Wang et
al. (2013) afirmaram que a razdo C/N é de extrema importancia e que para
que ocorra o crescimento micelial vegetativo deve-se ter uma razdo C/N de
25, enquanto que para a fase de producao essa razédo deve serde 40 a 73. O
valor C/N para o CB-l estava nesta amplitude, mas o CT-I apresenta valor
muito maior, quase o triplo. Assim, € esperado que o teor de compostos
bioativos deve ser mais favoravel para cultivo em CB-I.

No entanto, de acordo com a United States Department of Agriculture
(USDA, 2016), é normal ter valores elevados para a razao C/N, assim como o
encontrado para CT-l (177,08%). Da mesma forma, Andrade et al. (2011)
relataram que essa relagdao também é alta (aproximadamente 200/1) para uso
de eucalipto como meio de cultivo.

A redugédo da razédo C/N durante o ciclo de produg¢ao de cogumelos esta
amplamente associada ao consumo constante de materiais lignocelulésicos
contendo carbono, ou seja, a perda de peso do substrato e liberacdo de CO2
através do processo de respiracao, juntamente com um aumento do conteudo
de proteina durante o crescimento do cogumelo no substrato (ATILA, 2019).
Assim, apos a fermentagao, a relagdo C/N das toras (CT-E) teve uma redugao
de 60,03%, enquanto que houve um aumento, 4,37% para os blocos axénicos
(CB-E), o que é compativel com a presenca de residuos miceliais retidos neste
substrato.

Bach et al. (2018) afirmaram que a maior biodisponibilidade de N nos
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blocos axénicos (CB) pode fornecer maiores teores de proteinas aos corpos
de frutificacdo, porém o presente estudo ndo confirmou essa hipétese. Além
de fornecer um cogumelo mais proteico, Ozgelik e Peksen (2007) e
Philippoussis, Diamantopoulou, Israilides (2007) afirmaram que a taxa de
crescimento e a eficiéncia biolégica do L. edodes esta relacionada a
biodisponibilidade de nitrogénio e € um fator limitante para o crescimento
desse cogumelo. Atilla et al. (2017) confirmaram que o aumento da relagcao
C/N influencia significativamente o aumento micelial.

Rezaeian, Pourianfar e Dowom (2021) estudaram as mudancgas
quimicas e bioquimicas de substratos apds cultivo do cogumelo enoki e
perceberam significativo aumento em suas composicoes de minerais apds 0s
cultivos. Assim, como a composig¢ao elementar, a composi¢cao mineral (Tabela
7) é outro fator bastante importante para desenvolvimento micelial e
frutificacdo dos cogumelos. Jonathan, Fasidi e Ajay (2004) relataram que
minerais como Ca, Mg, K, Cu e Zn sado necessarios para alto rendimento
micelial e producédo de corpo de frutificagdo dos cogumelos em toras ou blocos
axénicos.

Tanto nos cultivos CT como CB, revelaram que o0s minerais
aumentaram significativamente, o que foi atribuido a presenga de micélios
residuais (LOU et al, 2017), mas que € também decorrente de suas
concentragdes devido a emissdo de matéria, CO2 pela respiragao (ATILA,
2019). No cultivo de toras, todos minerais tiveram suas concentragdes
aumentadas (p<0,05), exceto o K, que teve uma reducdo significativa,
perdendo 51,42% deste macromineral, o que pode ser atribuido a sua
incorporacgao ao corpo de frutificacdo. Essa hipotese podera ser confirmada

na caracterizacdo mineral deste cogumelo.

TABELA 7 - COMPOSICAO MINERAL DOS SUBSTRATOS DE CULTIVO

Minerais CB-l CB-E CT-l CT-E
P (g/kg) 2,85 % 0,249 4,50 £ 0,332 0,29 £ 0,03 0,31 £ 0,02
K (g/kg) 2,12 £ 0,230 4,20 £ 0,362 1,05+ 0,21~ 0,51 + 0,048

Ca(gkg) 25,92 +0,85 41,81+ 0,182 5,22 + 0,678 12,58 + 0,677

Mg (g/kg) 3,76 £ 0,100 5,18 + 0,13 0,61 £ 0,038 2,78 + 0,15
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Cu(g/kg) 11,00 £0,712 8,00 + 1,002 4,00 £0,008 20,330,714
Fe (mg/kg) 1362,66 +49,50° 2893,33 +44,55° 51,33+ 0,008 168,00 + 4,95
Mn (mg/kg) 261,33 + 0,00 522,66 +4,95° 107,33 + 17,968 420,00 + 49,50~
Zn (mg/kg) 61,33 +1,41° 81,66 +10,60° 33,00 +6,00° 4533+ 4,95

*Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si de acordo com teste de Tukey a 5% de
significancia.
**CB-I: Cultivo em blocos axénicos sem inéculo; CB-E: Cultivo em blocos axénicos exauridos;

CT-I: Cultivo em toras sem in6culo; CT-E: Cultivo em toras exauridas.

4.3. CARACTERIZAGAO ELEMENTAR E NUTRICIONAL DO SHIITAKE

4.3.1. CARACTERIZACAO ELEMENTAR DO SHIITAKE

O carbono (C) é o principal constituinte celular em base seca (BACH et
al., 2018), o que é compativel com a matéria viva, bem como ha alta
contribuicdo de H e S. Todos os elementos e a relagdo C/N (Tabela 8) foram
diferentes (p<0,05). Apesar da diferenga de C e H para ambos os cogumelos,
a ordem de grandeza é bastante similar, o que n&o ocorre para Ne S. O
shiitake-CT possui 50% maior relacdo C/N do que o shiitake-CB, enquanto
que o S para o shiitake-CB é 153% maior do que o shiitake-CT. O N esta
principalmente relacionado com proteinas, mas também a outros
componentes nitrogenados. Similarmente, S € componente de aminoacidos
proteicos, mas também compde outros compostos. Estes resultados
sugerem que o anabolismo celular € dependente do tipo de matriz do sistema

de cultivo.

TABELA 8 - COMPOSICAO ELEMENTAR DOS SHIITAKES
CULTIVADOS EM TORAS E BLOCOS AXENICOS

Parametros CT CB
N (%) 2,34 +0,06° 3,58 +0,012
C (%) 42,38 +0,02° 42,2 +0,022
H (%) 9,38 +0,02° 9,79 +0,212
S (%) 0,68 + 0,02° 1,04 + 0,042
O*(%) 4455 + 0,272 43,38 + 0,05
C/IN (%) 18,14 + 0,482 11,78 + 0,05°

n = 3; *Letras iguais na mesma linha n&o diferem entre si de acordo com teste de Tukey
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a 5% de significancia
**CB: Cultivo em blocos axénicos; CT: Cultivo em toras;

# calculado como valor complementar para 100%

4.3.2. COMPOSICAO CENTESIMAL DO SHIITAKE

A composigao quimica dos cogumelos é diretamente influenciada pela
composi¢cao quimica de seu sistema de cultivo, fator que permite o acumulo
de determinados macros e micronutrientes (BENTO; CASARIL, 2012). Houve
diferenca (p<0,05) dos componentes da composi¢cao centesimal do shiitake
para os blocos axénicos (shiitake-CB) e as toras (shiitake CT). O teor de
proteina do shiitake-CT foi 10% maior do que o shiitake-CB, o que foi inverso
do observado de teor de N na analise elementar (53% maior para o shiitake-
CB). Assim, o N nao deve estar diretamente relacionado a compor as
moléculas de proteinas, podendo compor outras moléculas (p. ex., DNA e
RNA) e ions (p. ex., NH4*) (DAMODARAN, PARKIN, 2018). Dentro deste
contexto, a modulacdo metabdlica pode estar sendo condicionada por
parametros diversos, até mesmo micronutrientes usados por este cogumelo.
Shiitake de CT apresentou 29% mais cinzas, o que foi considerado
inesperado no primeiro momento devido a maior fragmentagédo da matriz de
CB e a maior disponibilidade de minerais; P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn
(Tabela 7). Por outro lado, a biodisponibilidade pode estar relacionada a
forma que o componente esta associado a matriz bioldgica, sendo que
madeira é seu substrato natural (SILVA et al., 2010). O teor de proteinas
(Tabela 9), um componente fundamental para alimentagao, sendo essencial
para a disponibilidade balanceada para a opg¢ao vegana, e a fracéo das B-
Glucanas, fibras alimentares soluveis, um protetor da saude humana
(SALDANHA, MARTINS, DE NARDI JUNIOR, 2018) é mais abundante
também. Assim, shiitake podem ser preferencialmente produzidos com uso
de toras de carvalho. O teor de carboidrato foi baixo, estimado como
componente residual depois de descontado proteina, lipidios, fibras e cinzas,
0 que pode justificar sua baixa contribuicdo nos niveis glicémicos (DU et al.,
2015). Ainda, a disponibilidade energética baixa (4*proteina + 4*carboidrato

+ 9%lipidios) também pode ser conveniente para controle de peso (BENASSI,
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WATANABE, LOBO, 2001), sendo que shiitake-CB foi 10% maior do que
shiitake-CT. Por ultimo, o elevado teor de fibras alimentares caracteriza o
shiitake como uma fonte alimentar de fibras, o que sera detalhado na

discussao de producao de cookies, alimento escolhido para seu uso.

TABELA 9 - COMPOSICAO CENTESIMAL DOS SHIITAKE EM BASE SECA
CULTIVADO EM BLOCOS AXENICOS E AS TORAS

Componente, g/100g CT CB

Umidade* 89,10 £ 0,21° 90,56 + 0,152
Cinzas 7,88 £ 0,052 5,59 + 0,08°
Proteinas 20,22 + 0,052 18,40 + 0,06°
Lipideos 4,76 + 0,062 5,67 £ 0,142
Fibras Totais 64,38 + 1,492 64,32 + 0,162
Fibras Insoluveis 58,27 + 1,112 43,18 + 0,272
Fibras Soluveis 6,11 + 0,372 21,14 £ 0,102
B-Glucanas 5,03 + 0,072 3,19 +£0,07°
Carboidratos 2,76 £ 1,412 6,01 + 0,082

Energia (kcal) 134,76 148,71

*em base Umida. *Letras iguais sdo iguais (Tukey a 5%). **CB: Cultivo em blocos axénicos;

CT: Cultivo em toras.

Bach et al. (2017) relatou teores similares de proteinas para shiitake
cultivados em blocos axénicos, 18,87%, mas teores menores de lipidios,
sendo 3,4 vezes menores para CT (4,76g/100g) e 4,05 vezes menores para
CB (5,67g/100g). O teor de cinzas relatado para CT (7,88g/100g) foi 11%
menor ao presente estudo, enquanto que foram 57% maior para o CB.

Essas diferengas nutricionais além de serem relacionadas aos
sistemas de cultivo, pode ser também relacionada a escolha do inoculo e
sua pré-adaptacao ao sistema de cultivo. Pois € uma etapa essencial para
seu desenvolvimento, uma vez tendo uma cepa bem adaptada, essa ira
conseguir converter melhor os nutrientes do sistema de cultivo e podera até
mesmo ter maior capacidade nutricional (GAITAN-HERNANDEZ, CORTES,
MATA, 2014; SAVOIE et al., 2000)

4.3.3. COMPOSICAO MINERAL

Componentes macro e microminerais (Tabela 10) auxiliam na
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manutencado da qualidade de vida das pessoas (HENRIQUE et al., 2018).
Apesar de haver maior teor de cinzas para Shiitake-CT (Tabela 9), o teor de
P e Ca foram iguais (p>0,05) e os demais macro e micronutrientes foram
maiores para o CB. Logo, a hipotese de que as toras possam ser melhor
substrato deve ser reconsiderado no caso da opg¢ao de melhor fonte de
minerais. O teor de K, Mg, Cu e Fe em Shiitake-CB foi 42%, 38%, 100% e
38%, respectivamente, maior do que para Shiitake-CT. Isto comprova que o
uso de um sistema de cultivo enriquecido com minerais € essencial para que
os corpos de frutificagdo também o sejam. Estudos futuros com uso de toras
enriquecidas com minerais por imersao pode ser essencial para obter
shiitake ricos em proteinas e B-Glucanas, bem como com os minerais

contidos na solucao de imersao.

TABELA 10 - MACRO E MICRO MINERAIS DOS COGUMELOS

Minerais CT CB

P (g/kg) 3,29+0,112 3,74 £ 0,432

K (g/kg) 16,21 + 0,49P 23,1+ 02

Ca (g/kg) 2,34 + 0,182 2,02 +0,182
Mg (g/kg) 0,96 + 0,02° 1,33 £ 0,072

Cu (g/kg) 4,33 +0,57° 8,66 + 0,572
Fe (mg/kg) 97,5 + 0,35P 135,33 £ 02
Mn (mg/kg) 144,66 + 02 34,33 +1,76°
Zn (mg/kg) 57 £ 0P 232 + 0?2

*Letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si de acordo com teste de Tukey
a 5% de significancia

**CB: Cultivo em blocos axénicos; CT: Cultivo em toras.

4.4. TERMOLESTABILIDADE DO SHIITAKE SECO

A analise simultédnea de perda de massa (TGA) e de troca energética
(DSC) de cogumelos previamente secos em estufa até massa constante
revelou comportamentos similares. As curvas de DSC para o shiitake-CB e
shiitake-CT (Figura 11) revelaram uma fase endotérmica (Q < 0), compativel
com a evaporag¢ao de umidade, e uma exotérmica (Q > 0), compativel com
termodecomposicéo (TSAI et al., 2018). A temperatura de inicio de mudanca

de fase (Tonset) baixa, cerca de 22°C (Tabela 11), confirmou a facil perda de
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umidade das amostras maceradas devido a necessidade da realizagao
analitica. Assim, a umidade do interior dos tecidos dos cogumelos ndo tem
retencdo das barreiras bioldgicas de protecdo de perda de agua do fruto
(URBEN, 2017). A temperatura de pico (Tpico) possibilitou estimar a
velocidade maxima da evaporacao a 41°C, bem como a maior demanda de
energia (AHendotérmica) para Shiitake-CB, 58% maior do que o Shiitake-CT.
Essa grande diferenca nao era esperada por se tratar de um tecido de uma
mesma espécie (Lentinula edodes). No entanto, essa diferenga pode estar
associada a variagao anatdmica e bioquimica dos dois shiitake.

A partir de cerca de 96°C ocorre uma mudanga de fluxo energético,
decorrente da atmosfera de nitrogénio. Quanto a fase exotérmica, a Tonset fica
mais dificil de definir devido a fendmenos exotérmicos (descontado de
eventos endotérmicos de baixa intensidade para ativagao de reagdo), o que
justifica a grande diferenca observada (94,03 versus 174,83°C), o que é
confirmado pela Tpico (313,90 versus 467,39°C). O shiitake-CB libera mais
energia por unidade de massa (20%), o que faz crer que ha diferengas
bioquimicas dadas pelas suas moléculas, conforme verificado na composicao
centesimal, embora com 10% a mais apenas (Tabela 9). Logo, isto confirma
que meio de cultivo influencia na formagao bioquimica do corpo de

frutificacdo do shiitake.



FIGURA 10 - CURVAS DE DSC PARA OS COGUMELOS CULTIVADOS EM: (A)
SUBSTRATO E (B) TORAS.
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TABELA 11 - PARAMETROS DE DSC PARA OS COGUMELOS
CULTIVADOS EM SUBSTRATO E TORAS

Amostra Shiitake-CB Shiitake-CT
Massa (mg) 9,123 12,746
Tonset endotérmica (°C) 21,75 22,04
Tpico endotérmica (°C) 41,15 41,78
Diferenca de entalpia
233,16 147,45
endotérmica (J/g)
T de mudancga de endo
95,40 94,80
para exotérmico
Tonset €xotérmica (°C) 94,03 174,83
Tpico €xotérmica (°C) 313,90 467,39
Diferenca de entalpia
6410,4 5330,6

exotérmica (J/g)

53
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Em relacao as analises termogravimétricas (TGA), a variagao massica
de perda de agua foi estimada entre 20 e 150°C (Figura 9), e sua baixa
intensidade (decréscimo suave para a TGA e pouco evidente e com queda
suave na dTGA) esta relacionada a uma baixa fracdo de agua livre na
amostra (XUE et al., 2019). Os cogumelos ndo apresentaram degradacao
térmica em temperaturas menores que 200°C (Figura 12 — sem perda clara
de massa e sem geracao de energia), reforgando a hipotese de Forero et al.
(2016). Esta propriedade é desejavel para posteriores operagdes e suas
aplicagdbes em alimentos que sofrem processos de aquecimento
(BRUMATTI, 2019). A diminuigao significativa de massa € observada entre
150 € 400°C pode ser associada a diversas reagdes quimicas de degradagao
sofridas pelos compostos orgénicos presentes nas amostras, como, por
exemplo, as reacdes de descarboxilacdo e desidroxilagdo observadas em
polissacarideos (FORERO et al., 2016; XUE et al., 2019).

Logo, a secagem destes cogumelos deve ser realizada com cuidado
para n&o ultrapassar as condigbes de degradagao, que no caso da presenga
de oxigénio do ar deve ser ainda menor que 150°C, por exemplo até 60°C,
conforme descrito por Wakachaure et al. 2010. A massa residual a 800°C do
shiitake-CT foi 6% maior do que o shiitake-CB, o que pode ser decorrente da
formagdo de carvdo residual devido a maior resisténcia de suas
biomoléculas ou o maior teor de cinzas (Tabela 9). A variagdo de massa do
shiitake-CB foi 2,5% maior do que shiitake-CT, comprovando essa hipotese,
enquanto que as Tpico de pirdlise foram similares (Tabela 16), o que pode ser

atribuido ao mesmo padréo de decomposigao molecular ja descrita.



FIGURA 11 - CURVAS DE TGA E DTG PARA OS COGUMELOS
CULTIVADOS EM: (A) SUBSTRATO E (B) TORAS.

b) 100
%0

80

70

. 60

< 50 £ g
40 £ 0
30
20
10

100

0 100 200 300 400 500 800 700 800 0 100 200 300 400 500 600 700 800
T(C) T ()

a) 0.3 b)
02 02
0,1

001
£.02
503
E.04
o
-05
06 06
07

-08 -08
0 100 200 300 400 500 600 700 800 0 100 200 300 400 500 600 700 800

G T (o)

dmvdT (%/°C)

TABELA 12 - RESULTADOS DOS TESTES DE TGA E DTG PARA OS
COGUMELOS CULTIVADOS EM SUBSTRATO E TORAS.

Amostra shiitake-CB shiitake-CT
Thpico secagem (°C) 47,23 22,00
Tpico pirslise (°C) 276,64 281,26
Amassa (%) 72,15 70,38
Miresidual (%) 27,85 29,62

45. CINETICA E MODELAGEM MATEMATICA DA SECAGEM DE
SHIITAKE EM ESTUFA CONVECTIVA DE FATIAS DE SHIITAKE

As curvas de cinética de secagem (Figura 13) sdo instrumentos
importantes para desenvolvimento de processos para aumento da vida util de
alimentos. Os resultados mostraram que a temperatura de 45°C levou-se
maior tempo para estabilizagdo da umidade, porém quando se elevou a
temperatura (55°C e 65°C), nédo foi observada diferenga no tempo de

secagem. Isso pode ser associado ao fato de que a uma temperatura maior
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que 60°C inicia-se a degradacdo de componentes como proteinas e
polissacarideos (WAKACHAURE et al., 2010), o que leva a um certo aumento
do tempo de secagem e por isso, teve equivaléncia com a secagem a 55°C.
Pode também ser relacionado com as velocidades de difusdo da agua das
camadas mais internas do tecido e de evaporagao da agua, que devem ser
proximas da igualdade para esse nivel de temperatura. Possivelmente, acima
dessa temperatura havera um fechamento dos poros dificultando a difusao

de camadas mais internas e pode apresentar rachaduras superficiais

FIGURA 12 - EVOLUGAO DA SECAGEM DE SHIITAKE-CB E
SHIITAKE-CT

Cogumelo cultivado em toras Cogumelo cultivado em blocos axénicos
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Os 7 modelos matematicos (Tabela 1) usados para explicar os dados
experimentais (Tabela 13) revelaram coeficientes de determinagdo (R?)
variando entre 0,9530 e 0,9999. Isto também foi relatado por Macedo et al.
(2020), Ouaabou et al. (2020), Timm et al. (2019) para secagem cogumelos.
Para o shiitake-CT, os maiores valores de R? foram observados para os
modelos de Page e de Midilli. O uso da soma do quadrado do erro (SSE) e
do erro quadratico médio (RMSE) confirmou que sao os modelos com
menores erros. Para o shiitake-CB, os maiores valores de R2? foram
observados para os modelos de Page e de Midilli, sendo que a soma do
quadrado do erro (SSE) e o erro quadratico médio (RMSE) confirmaram que
sao os modelos por apresentarem menores erros. Assim, o Midilli pode ser
usado para prever o comportamento da secagem do shiitake (Figura 14).
Mesmo assim, os modelos matematicos empiricos e semi-empiricos devem
ser usados com cuidado (TIMM et al., 2019). E necessario avaliar o conjunto
de dados, as amostras, os parametros do processo e os resultados

esperados, observando as caracteristicas especificas de cada caso.
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FIGURA 13 - AJUSTE DO MODELO DE MIDILLI PARA O SHIITAKE-CB E

SHIITAKE-CT
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TABELA 13 - AJUSTES E CORRELACOES DA MODELAGEM

MATEMATICA
Modelo T ) Shitake-CT Shiitake-CB
SSE RMSE R2 SSE | RMSE | R2

45 | 212E-07 | 0,00000 | 0,9999 |1,19E-02 |3,09E-09|0,9949
Page 55 | 5,90E-03 | 7,93E-07 | 0,9971 |4,68E-03|1,92E-050,9980
65 | 9,21E-03 | 1,76E-11 | 0,9949 |3,57E-03 |5,39E-05|0,9986
45 | 213E-03 | 3,48E-34 | 0,9979 |4,38E-02 | 1,46E-05|0,9811
Ha”g:gf:”e 55 | 1,47E-02 | 3,08E-05 | 0,9927 |2,45E-02|2,61E-04|0,9898
65 | 2,96E-02 | 1,97E-06 | 0,9835 |1,92E-02|2,67E-04 |0,9925
45 | 4,93E-02 | 0,00000 | 0,9530 |2,89E-02 |2,39E-04 |0,9922
Silva 55 | 1,64E-02 | 2,21E-05 | 0,9933 |3,08E-02 |3,49E-04|0,9903
65 | 3,28E-02 | 1,41E-06 | 0,9841 |2,55E-02 |4,20E-04 |0,9926
45 | 213E-03 | 2,76E-35 | 0,9979 |4,38E-02 | 1,46E-05|0,9811
Logaritmico | 55 | 1,47E-02 | 3,08E-05 | 0,9927 |2,45E-02 |2,61E-04|0,9898
65 | 2,96E-02 | 1,97E-06 | 0,9835 |1,92E-02|2,67E-04|0,9925
45 | 1,81E-07 | 0,00E+00 | 1,0000 |1,03E-02 |1,96E-09 |0,9956
Midilli 55 | 5,53E-03 | 1,66E-06 | 0,9972 |4,07E-03|2,99E-050,9983
65 | 8,73E-03 | 3,53E-11 | 0,9952 |3,23E-03 |6,40E-050,0987
Exponencial | 45 | 2,13E-03 | 1,24E-36 | 0,9979 |5,08E-02 | 1,76E-05]0,9781
de Dois 55 | 1,64E-02 | 2,21E-05 | 0,9919 |3,07E-02|3,50E-04 |0,9872
Termos 65 | 3,28E-02 | 1,41E-06 | 0,9818 |2,55E-02 |4,20E-04 |0,9901
45 | 213E-03 | 2,77E-35 | 0,9979 |2,63E-02 |2,99E-04 |0,9905
Dois Termos | 55 | 1,47E-02 | 3,08E-05 | 0,9927 |2.45E-02 |2,60E-04 |0,9898
65 | 2,96E-02 | 1,96E-06 | 0,9835 | 1,92E-02|2.67E-04]0,9925

**Shiitake-CB: Shiitake cultivado em blocos axénicos; Shiitake-CT:

Shiitake cultivado em toras;

4.6.

CULTIVADOS EM TORAS E BLOCOS AXENICOS

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM EXTRATOS DE SHIITAKE

O teor de compostos fendlicos totais tem sido associado a protegao da
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saude humana (MACHADO et al., 2021), sendo que o sistema de cultivo nao
influenciou (p>0,05) sua concentracao neste estudo (Tabela 14). Os teores
de compostos fendlicos para shiitake-CT (1,16 mg/g) e para shiitake-CB (1,18
mg/g) foram muitos inferiores ao relatado anteriormente para shiitake
cultivado em toras (5,66 mg/g) (Bach et al. 2019). Essa diferenga pode ser
atribuida a muitos fatores, como estagio de maturagdo, época de colheita e
sistemas de cultivo (RAYA et al., 2014), sendo que Bach et al. (2019), relatou
0 uso de cogumelos de segunda frutificagdo, enquanto o presente trabalho
utilizou a ultima colheita (terceira). A terceira colheita é a ultima apanhadora
devido a exaustdo de recurso deste substrato, o que € compativel com a
baixa quantidade de fendlicos.

Varias técnicas tém sido aplicadas para avaliar a capacidade
antioxidante devido aos diversos principios de reag¢ao, sendo comum utilizar
mais do que uma metodologia (BACH et al., 2019). Assim, o extrato de
shiitake-CB mostrou maior atividade 4,60 e 1,40 vezes maiores para ABTS e
FRAP, respectivamente, enquanto que o shiitake-CT foi 3,28 vezes maior
para DPPH. De modo geral, ambos os cogumelos apresentam atividade

protetora na forma in natura.

TABELA 14 - COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DOS COGUMELOS IN NATURA

Fendlicos (mg ABTS (uMol DPPH (uMol FRAP (uMol
de GAE/gde deTE/gde de TE/gde de TE/g de
Amostra amostra seca) amostra) amostra) amostra)

CT 1,16 £0,232 1,15+0,63°* 0,95+0,112 13,24 +0,60°
CB 1,18 £0,20® 5,30+0,212 0,29+0,00° 18,66 + 0,892

*Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si para Tukey (p<0,05)

**CB: Cultivo em blocos axénicos; CT: Cultivo em toras;

O teor de compostos fendlicos secos foi igual (p>0,05) para 0 mesmo
tipo de cultivo (Tabela 15), sendo que o shiitake-CT foi 53% maior do que o
shiitake-CB. Ainda, o processo de secagem aumentou o teor de compostos
fendlicos em relacdo a forma in natura, sendo 4,30 vezes maior para o
shiitake-CT e 3,02 vezes maior para o shiitake-CB. Em relacdo a atividade

antioxidante, a temperatura de secagem influenciou (p<0,05) essa
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propriedade para todos os sistemas analiticos, mas sem um padréao
detectavel. Os compostos fendlicos do shiitake-CT foram 1,43 vezes maior,
mas o shiitake-CB foi maior para os demais parametros, sendo 3,04 vezes
para o ABTS, 2,41 vezes para o DPPH e 1,13 vezes para o FRAP.

Quanto maior a temperatura de secagem aplicada no cogumelo
cultivado em toras, menor (p<0,05) foi sua atividade antioxidante ABTS e
DPPH, tendo apenas aumento significativo (p<0,05) para atividade FRAP.
Para os cogumelos cultivados em blocos axénicos, um comportamento
diferente foi observado. Ao se utilizar a temperatura de 45°C e 55°C, obteve-
se os maiores valores para DPPH (p>0,05) e uma reducao de 1,35 vezes

quando utilizou a secagem a 65°C.

TABELA 15 - COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

APOS SECAGEM
Fendlicos (mg de ABTS (uMol DPPH (uMol FRAP (uMol de
GAE/g de amostra de TE/g de de TE/g de TE/g de
seca) amostra) amostra) amostra)
CT-45° 5,54 + 0,722 22,38 + 0,21 6,5 + 0,482 18,67 + 0,66°
CT-55° 4,05 + 0,562 24,79 £ 0,202 594 + 0,792 23,01+ 1,29°
CT-65° 5,39 + 0,962 9,39 + 0,83¢ 1,96 + 0,68 26,9 + 0,272
CB-45° 3,58 £ 0,794 61,14 £ 0,954 13,38+0,71A 33,031,167
CB-55° 3,02 £ 0,88% 51,96 + 0,498 12,00 £0,71A 22,14 £ 0,768
CB-65° 4,08 +0,14A 62,12 +1,16" 9,89 + 1,088 23,7 £ 0,638

*Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si de acordo com teste de Tukey
a 5% de significancia

**CB: Cultivo em blocos axénicos; CT: Cultivo em toras;

4.7. QUANTIFICACAO DO TEOR DE GLUCANAS

O uso de forma incorreta da temperatura pode acarretar na
degradagdo de muitos nutrientes presentes nos alimentos (MING et al.,
2020). As B-glucanas sao os principais polissacarideos encontrados nos
cogumelos, os quais constituem aproximadamente 50% da parede celular
dos fungos (VALVERDE, HERNANDEZ-PEREZ & PAREDES-LOPEZ,
2015). Esse potencial benéfico e importante a saude faz com que seja
também necessario avaliar se ha perda durante o processo de secagem. A

temperatura de secagem nao provou diferenga (p>0,05) no teor de glucanas,
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discriminando como a e B-glucanas (Tabela 16), para as temperaturas de
secagem entre 45 e 65°C, exceto no caso de shiitake-CB para as
temperaturas extremas de secagem. Reforgando a hipdtese de que as
glucanas nao sédo degradadas facilmente. A caracterizagao nutricional dos
cogumelos revelou valores ainda maiores para shiitake-CT in natura (5,03
g/100g), ou seja, 1,64 vezes maior do que a média das amostras secas entre
45 e 65°C, sendo que essa diferenga pode ser atribuida a variacao biologica.
Usando o mesmo principio para shiitake-CT, a relacéo seria 0,99, pois o teor
de glucanas totais de shiitake-CB in natura foi muito similar (3,19 g/100g).
Dentro disto, estudos futuros devem ser realizados para confirmar a maior
dependéncia do estado das torras e realmente a situagao critica de exaustao
de seus componentes essenciais para o metabolismo dos cogumelos

formarem o corpo de frutificagao.

TABELA 16 - TEOR DE GLUCANAS NO SHIITAKE SECO EM
DIFERENTES TEMPERATURAS

Glucanas Totais a-glucanas B-glucanas
CB-45° 3,62 + 0,282 0,18 £ 0,002 3,63 £ 0,282
CB-55° 2,88 £+ 0,182 0,09 £ 0,03° 2,70 £ 0,182
CB-65° 3,18 + 0,502 0,15+ 0,012 3,03 £0,492
CT-45° 3,13+ 0,147 0,08 + 0,007 3,06 £ 0,154
CT-55° 2,97 + 0,304 0,09 + 0,017 2,88 + 0,297
CT-65° 3,10 £ 0,044 0,03 + 0,008 3,01 £ 0,01~

*Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si de acordo com teste de Tukey
a 5% de significancia

**CB: Cultivo em blocos axénicos; CT: Cultivo em toras;

Os cogumelos ndo possuem diferengas (p>0,05) quanto aos teores
de glucanas apos a secagem. O cultivo influenciou nos teores de glucanas
(Tabela 9) para as amostras in natura, porém com aplicagdo da secagem,
fez com que esses valores ficassem iguais. Tendo significativa reducao das
glucanas dos cogumelos cultivados em toras. Timm et al. (2019), estudou a
influéncia da temperatura de secagem na composicao de fibras alimentares

do Lentinula edodes e obteve resultados similares ao aqui obtidos. Além
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disso, confirmou que o aumento da temperatura nao influenciou de maneira
significativa no teor de fibras alimentares e glucanas.

Fernandes et al. (2015), afirma que os cogumelos podem fornecer
25% da ingestdo de fibra dietética recomendada pelas organizagbes de
saude. O que nos leva a concluir que o processo de desidratagcao de
Lentinula edodes, € viavel para aumento da vida util e como fonte de fibras

alimentares.

4.8. PREPONDERANCIA DE LIGAGOES MOLECULARES DO SHIITAKE
IN NATURA E SECO

A espectroscopia FTIR-ATR foi usada para avaliar possiveis
alteragdes dos grupos funcionais das biomoléculas dos shiitake in natura,
apos secagem a 45, 55C e 65°C. A secagem nao alterou o perfil espectral
em relagao a forma in natura (Figura 15) para ambos os sistemas de cultivo,
logo a secagem até 65°C aparentemente ndo alterou as moléculas do
cogumelo. Similarmente, os espectros das amostras shiitake-CT e shiitake-
CB foram similares. Os espectros revelaram picos de absorg¢ao intensos em
torno de 3420 cm™' (seta ouro) correspondem a vibragdes de alongamento
OH e uma banda fraca em 2932 cm-' (seta verde) para vibragbes de
alongamento CH, confirmando o relato de Li et al. (2018) e Yin et al. (2018).
Absorcgdes tipicas de polissacarideos, como vibracdes em torno de 1650
cm™' e 1450 cm™ (seta azul) devido a vibragdo de alongamento CH, foram
detectadas, bem como as vibragdes de alongamento e flexao de COC e COH
entre 1175 cm™ e 1000 cm™' (seta laranjada). A presenca de anel piranose
dos polissacarideos foi revelado pelo sinal intenso em torno de 1050 cm™
(seta preta) (EL ENSHASY E HATTI-KAUL; 2013). Por fim, o sinal em torno
de 860 cm™' (seta vermelha) corresponde a ligagbes B-glicosidicas (WANG
et al. 2020) revela a presenga também dos polissacarideos. Alguns picos
sdo intensificados quando se aumenta a temperatura de secagem, mas sem
alterar o padréo. As elevadas taxas de absor¢gdes podem ser associadas a
grande quantidade de umidade, essencialmente na amostra in natura, e
proteinas presentes na amostra (NANDIYANTO, OKTIANI, RAGHADITA,
2019).
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SECOS

FTIR - Cogumelos cultivados em blocos axénicos

FIGURA 14 - ESPECTROS DE FTIR DOS COGUMELOS IN NATURA E
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Foram identificados 81 compostos hidrofilicos e 9 lipofilicos com 19
classes organicas diferentes, sendo 15 classes hidrofilicas conhecidas e 1
composto nao identificado. Similarmente, foram determinadas 3 classes
lipofilicas, sendo 2 conhecidas e 1 desconhecida (Tabela 17 e 18). Para o
shiitake-CT, a classe hidrofilica mais importante € de agucares alcodlicos,
sendo que a média para secagem 45°C e 55°C (86,9%) foi um pouco superior
a shiitake-CT in natura (84,3%), mas bem superior ao seco a 65°C. Isto
sugere degradacao de carboidratos, como as 3-glucanas.

Esta hipotese € reforgada pelo aparecimento de acidos orgénicos a
65°C (sendo o triplo do observado para 45 e 55°C). Também foi observado
um aumento de aminas de 4 vezes maior do que a secagem 55°C e quase
10 vezes maior na forma in natura. Ainda, a secagem provocou reducao
severa de triterpenos para todas as temperaturas de operacdo. Para as
classes lipofilicas, nao foi possivel estabelecer um padrao légico de
alteracao, pois a secagem a 55°C e 65°C manteve a mesma grandeza para
as trés classes, enquanto que a secagem a 45°C aumentou a proporgéo de
acidos carboxilicos e reduziu a de acidos a-hidroxidos e dos componentes da

classe de compostos nao identificados.

TABELA 17 - CLASSES DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DO
SHIITAKE CULTIVADO EM TORAS

Cogumelo cultivado em toras

Classe dos compostos

hidrofilicos (ug/g) in . . .
natura seco a 45° seco a 55°C seco a 65°C
Acucar amino 0,67 6,47 3,83 37,89
Amina 13,97 68,33 88,59 365,93
Aminoacido 21,72 34,65 68,02 89,05
Aromatico 2,17 2,47 1,6 1,38
Nitrogénio Ciclico 0 0,58 1,67 5,73
Ciclitol 13,16 61,25 73,25 96,7
Nucleosidico 0,15 4,61 3,02 16,02
Acido organico 30,45 59,78 69,78 196,44
Nitrogénio organico 0,18 16,92 23,75 21,74
Fenol 0 9,83 11,56 10,61
Fosfato 3,64 8,75 7,94 20,03
Acucar 165,87 313,82 346,4 458,1

Agucar acido 0,91 4,83 5,75 7,85
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Acucar alcodlico 1692,6 5020,56 44342 3914,7
Triterpeno 59,35 53,5 36,01 39,95
Nao identificado 3,13 15,72 16,7 14,43

Total (ug/g) 2007,97 5682,07 5192,07 5296,55

Classe dos compostos lipofilicos (ug/g)
Acidos carboxilicos 1343,03  40092,98 4641,04 2949,35

Nao identificados 299,46 1239,13 1298,23 737,95
Acidos a-hidroxidos 204,32 569,83 1005,53 436,13
Total (ug/g) 1846,81 41901,94 6944,8 4123,43

Para o shiitake-CB, a classe hidrofilica mais importante também foi de
agucares alcodlicos, sendo que a média para secagem 45°C e 55°C (63,7%) foi
bem menor que a shiitake-CT in natura (95,2%), mas maior que para secos a
65°C (55,1%). Isto suporta a hipotese que o sistema de cultivo pode influenciar
na termorresisténcia durante a secagem do cogumelo. As classes hidrofilicas
mais importantes para o shiitake-CB também contempla amina, acido organico
agucar, bem como ciclitol, o qual nao era relevante para o shiitake-CT.

Em relagdo ao shiitake-CB in natura aumentaram os teores de amina,
ciclitol e agucar, enquanto que reduziram acido organico e agucar alcodlico. Para
as classes lipofilicas do shiitake-CB, a propor¢ao de acidos carboxilicos reduziu
e a proporgao de acidos a-hidroxidos aumentaram depois da secagem. Dentro
do exposto, essa metodologia comprovou que alteragdes ocorrem durante a
secagem e que nao é evidenciada pelas técnicas anteriores. No entanto, isto ndo
inviabiliza o uso do produto, mas é conveniente o uso de temperaturas de

secagem mais amenas, como a 45°C.

TABELA 18 - CLASSES DOS METABOLITOS SECUNDARIOS DO
SHIITAKE CULTIVADO EM BLOCOS AXENICOS

Cogumelo cultivado em blocos axénicos

Classe dos . . R R
compostos hidrofilicos n seco a seco a seco a
natura 45°C 55°C 65°C
(Mg/9)
Acucar amino 0,81 10,99 29,59 8,12
Amina 41,41 484,49 739,51 276,53
Aminoacido 65,62 47,16 66,27 16,29
Aromatico 0 3,42 2,13 0,14
Nitrogénio Ciclico 0 4,52 13,94 2,51

Ciclitol 26,87 125,1 104,82 75,03
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Nucleosidico 0 5,3 23,64 11,06
Acido organico 124,97 34,87 74,2 35,29
Nitrogénio organico 0,14 34,52 44,32 9,42
Fenol 0 8,51 8,23 6,24
Fosfato 23,46 12,86 33,73 2,59
Acgucar 81,19 240,56 377,9 132,84
Acucar acido 4.1 17,21 26,03 14,26
Acucar alcodlico 7689,2 514597 5148,64 4450,37
Triterpeno 0 30,57 4,59 2,27
Nao identificado 18,41 20,67 23,51 9,06
Total (ug/g) 8076,2 6226,72 6721,05 5052,02

Classe dos compostos lipofilicos (ug/g)

Acidos carboxilicos 1834,7 34294 3214,58 2602,95

N&o identificados 361,64 852,56 602,39 522,01
Acidos a-hidréxidos 0,05 491,44 399,64 240,95
Total (ug/g) 2196,4 47734 421661  3365,91

4.10. DESENVOLVIMENTO DA FARINHA FUNCIONAL DE SHIITAKE
SECO A 45°C

Para a elaboragcdo das farinhas os cogumelos utilizados foram os
cultivados em toras de carvalho, por conter mais proteinas, fibras e glucanas,
e secos 45°C para minimizar perdas de nutrientes bioativos e alteracdes
moleculares em geral. Os cogumelos secos foram moidos para produzir uma
farinha na granulometria de peneira de 28 mesh. A composigao nutricional
(Tabela 19) da farinha de shiitake-CT apresentou valores bem superiores para
proteinas (3,17 x) e fibras (3,58 x) do que a farinha funcional proposta com
sorgo, sem gluten, desenvolvida por Marston, Khouryieh e Aramouni (2016).
Aditivamente, a farinha deste cogumelo apresentou 1,29 vezes menos
lipideos, o que favorece aplicagao alimentar para reducao de valor calérico. O
elevado teor de proteinas (18,94 g/100g) e fibras alimentares (53,71g/100g)
da farinha deste cogumelo caracteriza-o como alimento funcional segundo a
RDC 269:2005 (BRASIL, 2005), pois preve que uma pessoa adulta deve ter
uma ingestdo diaria de 50g/100g de proteinas, e a RDC 54:2012, que
considera que um alimento pode ser considerado uma fonte de fibras

alimentares se tiver no minimo 6% (BRASIL, 2012).
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TABELA 19 - COMPOSICAO CENTESIMAL DA FARINHA FUNCIONAL DE SHIITAKE

Farinha funcional de shiitake

Cinzas 4,99 + 0,04
Proteinas 18,94 + 0,52
Fibras Insoluveis 51,09 = 0,91
Fibras Soluveis 2,63+1,63
Fibras Totais 53,71 £ 4,83
Lipideos 2,36 £ 0,19
Carboidratos 20,0 £ 4,63

*Valores em g/100g de amostra seca

4.11. CARACTERIZAGCAO TECNOLOGICA - IAA, SA, CAO

4.11.1. indice de absorgao de agua

Porte et al. (2011) afirma que a absor¢cdo de agua das farinhas de
origem vegetal esta associada ao seu teor de fibras alimentares. Assim,
quanto maior o teor de fibras, maior sera sua capacidade de absorver agua.
Portanto, a analise do IAA é essencial para determinar o nivel de sua adigao
em produtos carneos, paes e bolos, sendo que a adigao de agua a fim de
facilitar o manuseio da massa e evitar seu ressecamento durante o
armazenamento pode ser realizado de modo confiavel (PORTE et al.,2011).
Para a farinha de shiitake-CT, o indice de absorcao de agua (IAA) da (Figura
16) foi de 6,38%g/g, sendo 3,0 vezes maior do que para farinha de maracuja
e 7,5 vezes maior do que para farinha de aveia (SANTANA, OLIVEIRA FILHO
E EGEA, 2017).

4.11.2. Solubilidade da farinha em agua

A farinha que possui elevada solubilidade em agua é o6tima para
aplicagdo em alimentos que requerem baixas temperaturas em seu preparo
ou para formulagdes de produtos instantdneos como sopas, molhos e
sobremesas, uma vez que requerem ingredientes com maiores solubilidades
(LEONEL, FREITAS, MISCHAN, 2009). O valor de solubilidade da farinha em

agua (AS) (Figura 16) foi de 38%g/g, sendo 2,5 vezes maior que os valores
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encontrados para a farinha de linhaga dourada (SANTANA, OLIVEIRA FILHO
E EGEA, 2017).

4.11.3. Capacidade de absorcéo de 6leos

Rodriguez-Ambriz et al. (2005) afirma que alta capacidade de absorgéo
de d6leos (CAO) melhora a palatabilidade do alimento conferindo propriedades
adequadas de consisténcia, viscosidade e adesao, tornando a qualidade da
textura melhor e faciltando seu uso como ingredientes analogos ou
substitutos em formulagdes de alimentos. A CAO das farinhas (Figura 16)
pode estar relacionada a presenga de grupos hidrofobicos expostos das
proteinas (DENCH, RIVAS e CAYGILL., 1981; SANTANA, OLIVEIRA FILHO
e EGEA, 2017). A CAO da farinha deste cogumelo aqui encontrada foi de
1,87% g/g, valor este que é 32% menor do que o valor relatado para a farinha
de aveia (SANTANA, OLIVEIRA FILHO E EGEA, 2017)

FIGURA 15 - INDICE DE ABSORGAO DE AGUA, SOLUBILIDADE EM
AGUA E CAPACIDADE DE ABSORGAO DE OLEO
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4.12. CARACTERIZACAO CENTESIMAL DOS COOKIES COM OU SEM
ADICAO DE FARINHA DE SHIITAKE-CT

A producdo de cookies com farinha de shiitake-CT como substituto
funcional da farinha de arroz apresentou o mesmo nivel de facilidade. Os
cookies com farinha de cogumelo apresentaram maiores teores (p<0,05) de

cinzas, proteinas e fibra (Tabela 20), exceto para lipidios, o qual nao teve
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diferencas estatisticas entre as formulagdes. A substituicdo de farinha de
arroz (S-CT27%) aumentou 1,9 vezes o teor de cinzas, 2,5 vezes o teor de
proteinas e 2 vezes o teor de fibras. Assim, a insergao de farinha de shiitake
na elaboragdo dos cookies é extremamente vantajosa, uma vez que a
ingestao diaria de proteinas por um adulto deve ser de 50g/100g, conforme
descrito na RDC 269:2005 (BRASIL, 2005).

TABELA 20 - COMPOSICAO CENTESIMAL DOS COOKIES COM OU SEM

ADICAO DE FARINHA DE SHIITAKE-CT

P(S-CT0%) S-CT7% S-CT13% S-CT20% S-CT27%

Cinzas 1,567+0,04¢ 2,79+0,08%2 259+0,09 2,09+0,06° 3,09+0,18°
Proteinas 397+0,15¢ 560+0,44°c 7,98+0,10°¢ 8,80+ 0,44%® 10,08 +£0,132
Fibras Insoluveis 9,55+ 0,73° 12,73 +0,29* 1943 +1,74% 21,55+0,522 23,38 + 0,872
Fibras Soluveis 4,04 +0,71¢ 547 +0,16® 7,61+0,11% 5,06+0,31° 4,28 +0,23¢
Fibras Totais 13,59 £ 0,01® 18,21 +0,29> 27,04 +1,62% 26,62 +0,842 27,67 +0,632
Lipideos 11,81 +£0,562 12,03 +1,122 12,73 +0,06® 12,48+1,412 11,9+0,682
Carboidratos 69,03 £ 0,702 61,34 +£1,04> 52,65+ 1,52 49,99+2,18° 47,24 +1,22°

Energia (kcal) 398.41 376.15 357.10 347.56 336.44

*Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si de acordo com teste de Tukey

a 5% de significancia.

De acordo com a RDC 54:2012, o valor minimo de fibras
alimentares para que um alimento seja considerado “fontes de fibras
alimentares” deve ser de 6% (BRASIL, 2012), o que € respeitado
por todas as formulacbes. Ainda,
360:2003 (BRASIL, 2003) que recomenda a ingestdo diaria de

25g/100g para um adulto, o consumo de cookies podera fornecer

conforme descrito na RDC

essa demanda. Quanto aos lipideos, o cookie fornece valor acima
do recomendado (11,81g/100g — 12,73g/100g), pois a IN 28:2018
(BRASIL, 2018) e a RDC 54:2012 (BRASIL, 2012) definem 3% como
valor maximo, o que pode ser evitado por recomendacao de porcéao
do produto e uso de uma alimentacao balanceada.

A partir disto, a aplicagcdo da farinha de shiitake aplicada na
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fabricacdo de alimentos pode gerar produtos com alto valor
nutricional, alto teores de minerais, de proteinas e de fibras
alimentares, bem como de compostos bioativos, ajudando na

manutencao da saude dos consumidores.

4.13. COR DOS COOKIES COM OU SEM ADICAO DE FARINHA DE
SHIITAKE-CT

Francis & Clydesdale (1975) afirmam que a diferenca de cor (AE)
acima de 2 é perceptivel ao olho humano, qunado comparado a uma amostra
padrdao. A adicdo de farinha de shiitake-CT apenas produziu alteracao
perceptivel (P<0,05) para a formulagdo S-CT7% (Tabela 21). A farinha de
shiitake possui uma coloragao clara, e seu escurecimento na amostra com
menor quantidade de farinha de shiitake pode ser devido possivel reagao de
Maillard acarretada pelos polissacarideos presentes na farinha de arroz
(FELLOWS, 2006). Houve uma diferenca significativa (p<0.05) nos valores
do parametro L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho) e b*
(intensidade de amarelo). Azevedo et al. (2015) elaborou cookies com farinha
de acai e relatou mesmo fenébmeno ao substituir a farinha de trigo, o que
demostra a dificuldade de substituir a algumas farinhas. Por outro lado, certo
escurescimento pode ser benéfico, quando o padrao de cor do produto é

escuro, como foi a prosposta aqui para o cookies de chocolate.

TABELA 21 - COR DOS COOKIES
L* a* b* AE
P(S-CT0%) 22,26 +0,11° 6,90 £ 0.14> 6,19 + 0.36° -
S-CT7% 23,76 £0.272 6,73 +0.032 7,48+0.05% 2,19+0.19°
S-CT13% 22,55+0.08> 6,73+0.09° 6,54+0.15> 0,47 +£0.10°
S-CT20% 21,80 +£0.01¢ 6,74+0.12° 6,30+0.32> 0,37 £0.11°¢
S-CT27% 21,53 £0.01¢ 6,73+0.072 7,18 £0.22% 1,26 +0.16°




70

5. CONCLUSOES

O sistema de cultivo foi fonte de compostos fendlicos e de
monossacarideos que sao utilizados na formagao do corpo de frutificagéo,
sendo que a disponibilidade imediata nado garante sua assimilagao.
Similarmente aos compostos organicos, os minerais dos troncos parece ser
mais biodisponiveis e foram concentrados pela emissdo da matéria organica
como CO:2 durante a respiragédo do shiitake. Logo, as toras podem ser
melhores sistema de cultivo do que os blocos axénicos.

Quanto a composicao do shiitake, o sistema de cultivo € uma variavel
importante no desenvolvimento do corpo de frutificagcdo, bem como na sua
composic¢ao nutricional. O cultivo em toras favoreceu a maior concentragao de
proteinas, B-glucanas e fibras alimentares, enquanto que a cultivo em blocos
axénicos favoreceu um maior teor K, Mg, Cu, Fe e Zn.

A secagem do shiitake pode ser realizada para produzir a farinha de
cogumelo, mas deve ser tomado cuidado para minimizar degradagédo de
componentes organicos a partir da perda total de umidade. A evolugédo de
umidade foi similar para os dois tipos de shiitake, sendo que pode ser prevista
pelo modelo de Midilli. O shiitake in natura apresentou atividade antioxidante,
a qual foi potencializada pela secagem. As glucanas presentes no shiitake
seco foram em sua maioria do tipo 3 e foram bem preservadas no caso do
shiitake de cultivo em blocos axénicos. A espectrometria FTIR-ATR néo
deixou clara se houve alteracdo molecular durante a secagem, mas foi
evidente alteracdo do perfil de metabdlitos secundarios, sendo bastante
similares para os dois tipos de shiitake cultivados em substratos diferentes.
Assim, a secagem a 45°C deve ser usada para minimizar alteragoes.

O cogumelo shiitake seco se mostrou como uma matéria-prima
promissora para elaboragdo de farinha. Ela tem boas propriedades
tecnologicas e pode ser aplicada no desenvolvimento de produtos especiais.
Essa farinha é rica em proteina, fibras e minerais, sendo que pode ser
aplicada como substituta de farinha de arroz, como foi o caso da elaboragéo

de cookies veganos e sem gluten.
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