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RESUMO

A crescente exigéncia do consumidor por alimentos funcionais com excelente qualidade
sensorial e nutricional estd proporcionando a busca por novos ingredientes que atendam as
exigéncias dos consumidores, destacando-se 0s cogumelos que, devido as suas propriedades
farmacoldgicas e nutricionais, contribuem para melhoria da qualidade de vida do homem. O
objetivo desse trabalho foi avaliar o rendimento e a qualidade nutricional de L.citrinus
cultivado em duas misturas de agroresiduos disponiveis na Amazonia para p desenvolvimento
de um produto de confeitaria a base de crueira e como forma de disponibilizar um produto
fonte de fibras e com qualidade proteica desejavel para alimentacdo humana. Nos cultivos em
CC+Li, a produtividade de L.citrinus foi significativa, os basidiomas apresentaram boa
qualidade nutricional, com teor de proteinas, aminoacidos essenciais e fibras superior aos
valores observados nos cultivos em CC+FA. A concentragdo de minerais foi superior em
CC+FA, ndo sendo constatada diferenca significativa da eficiéncia biologica e produtividade
quando comparado a CC+Li. Para o preparo dos trés produtos de confeitaria foi utilizado
crueira e, substituindo esses residuo da mandioca por L. citrinus 15% e 25% (p/p) nas
respectivas formulagdes. O resultado dessa pesquisa mostra que a casca de cupuagu, pode ser
aproveitada como principal substrato para producdo de L. citrinus em regido de clima tropical
e os trés produtos de confeitaria apresentaram caracteristicas viaveis para consumo, entre estes,
0 produto contendo crueira e L. citrinus 25% (p/p) apresentou caracteristica morfoldgica
adequada e qualidade nutricional significativa, com destaque para o contetdo fibra, proteina de
macro e microminerais. Os resultados desta pesquisa mostraram a viabilidade da producdo de
cogumelo comestivel, uma forma de aproveitamento de residuo agroindustrial proveniente da

Regido Amazonica.

Palavras-chaves: Lentinus citrinus, bolos, alimentos funcionais, produtos de panificacdo



ABSTRACT

The growing consumer demand for functional foods with excellent sensory and
nutritional quality is providing the search for new ingredients that meet consumer demands,
especially the mushrooms that due to its nutritional and pharmacological properties, contribute
to improving the quality of life of man. The aim of this study was to evaluate the yield and
nutritional quality of cultivated L.citrinus in two mixtures agrowaste available on Amazon for
development of a confection to crueira base and as a way to provide a product source of fiber
and protein quality desirable for human consumption. Of cultures in CE + Li, the L.citrinus
productivity was significant, the basidioma showed good nutritional quality protein, essential
amino acids and higher fiber to those observed in cultures CE + RB. The mineral concentration
was higher in CE + RB not being observed significant difference in the biological efficiency
and productivity when compared to CE+ Li. For the preparation of the three confectionery was
used crueira and replacing these cassava residue by L. citrinus 15% and 25% (w / w) in the
respective formulations. The result of this research shows that cupuacu exocarp, can be utilized
as the primary substrate for production of L. citrinus in tropical climate region and the three
confectionery presented viable characteristics for consumption, among these, the product
containing crueira and L. citrinus 25% (w / w) showed adequate morphological characteristic
and significant nutritional quality, especially the fiber content, macro protein and trace
minerals. The results have shown the feasibility of edible mushroom production, a form of

agrowaste utilization from the Amazon region.

Key-words: Lentinus citrinus, cakes, functional foods, bakery products
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1. INTRODUCAO

Consumidores preocupados com a prevencao da saude estdo cada vez mais procurando alimentos
saudaveis com qualidade sensorial e nutricional para manutengdo do seu bem estar. Esta condicéo
esta promovendo a realizacdo de pesquisas para descoberta de novos componentes naturais
biologicamente ativos possam atender a estas exigéncias do mercado (BADARO, 2009). Desse
modo, diversas matérias-primas ou biocompostos estdo sendo utilizadas na elaboracdo de
produtos de panificagdo e massas alimenticias para modificar ou enriquecer a qualidade
nutricional destes alimentos (GUIMARAES et al, 2010; ZAVAREZE, 2010).

Dentre a diversidade de produtos pertencentes a alimentacdo da populacdo nativa amazénica, a
crueira, um residuo grosseiro formado por pedacos de casca e raiz ap0s a peneiragem da
mandioca na casa de farinha, comumente vem sendo descartado ou apenas utilizado como racéo

animal e na preparacdo de minguais e biscoitos (ZOLDAN, 2006).

Além da crueira, a fécula é outro subproduto entre os 200 derivados da mandioca que estd
substituindo o trigo no desenvolvimento de produtos de panificacdo, tal como biscoito doce, pédo
de forma e pdo de queijo, todos apresentaram boa aceitacdo de consumo (VIEIRA et al, 2010,
SOARES-JUNIOR et al., 2010; APLEVICZ, 2006).

Outra alternativa alimenticia pouco explorada na Regido Norte sdo as espécies de cogumelos
comestiveis, fungos que promovem da melhoria da qualidade de vida do homem. Estes
macrofungos classificados na ordem Agaricales tem caracteristicas nutricionais semelhantes a
diversos produtos vegetais e animais, ou seja, fonte de proteinas, polissacarideos, minerais e
fibras. Além dessas qualidades nutricionais, 0os cogumelos comestiveis fornecem compostos
bioativos, como antioxidantes, antibidticos e enzimas que potencializam suas caracteristicas
sensoriais e funcionais (SMITH, SULLIVAN, 2004; FURLANI, GODQY, 2005).

Pesquisas realizadas demonstraram que cogumelos promovem o melhoramento nutricional, assim
como, podem enriquecer produtos alimenticios melhorando, entre outras caracteristicas, o sabor e
a textura. Na literatura estdo disponiveis dados que demonstram produtos com caracteristicas
aceitaveis pelo consumidor, como mingau de arroz, bolo convencional e pdo a base de Pleurotus
sajor-caju em pé (AISHAH; ROSLI, 2013), hamburger de Agaricus brasiliensis (LEMOS, 2009),
pdo enriquecido com micelio liofilizado de Agaricus. blazei, Antrodia camphorata, Hericium
erinaceus e Phellinus linteu (ULZIJARGAL et al, 2013). Sheikh et al. (2010) produziu
formulacBes de bolos com trigo adicionado de diferentes concentracBes de uma espécie de

cogumelo ostra (Pleurotus sp.).
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Considerando-se a importancia do consumo de cogumelos e 0 aproveitamento de subproduto da
cadeia produtiva da farinha de mandioca, a realizacéo deste trabalho teve a finalidade de elaborar
um produto & base de crueira, isento de gliten e lactose e enriquecido com basidiomas de
Lentinus citrinus como forma de disponibilizar um produto funcional com qualidade nutricional
desejavel, numa perspectiva de melhoria da condicdo de saude e insercdo este produto na

alimentacéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mandioca e seus subprodutos

A mandioca € uma planta dicotiledonea, da familia Euphorbiaceae e género Manihot,
originaria das Américas.Este género apresenta um grande nimero de espécies, mas, a Unica
cultivada para fins alimenticios € a Manihot esculenta Crantz que pode ser da variedade brava ou
mansa, devido ao teor de glicosidios cianogénicos (que liberam o &cido cianidrico) presente
(SOUZA; MENEZES, 2004).

A qualidade culindria de raizes frescas € um parametro importante na selecdo de
variedades de mandioca de mesa. A identificacdo dessa qualidade envolve fatores variados e
complexos por constituir-se de um conjunto de caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais,
algumas das quais sdo determinadas objetivamente, como teores de cianeto, amido e fibra, e
tempo de coccdo e, outras, subjetivamente, como sabor, consisténcia e textura da polpa cozida
(BORGES et al, 2002).

Essa planta é utilizada nos mais diversos campos da atividade econdmica, destacando-se
seu uso na alimentacdo humana, principalmente pelas populacdes dos paises em

desenvolvimento, que sdo o0s seus maiores produtores e consumidores (DIAS, 2002).

No preparo de produtos derivados da mandioca de mesa, como mandioca cozida, frita,
bolo, puré, suflé, entre outros, o cianeto presente na polpa também é desprendido por
volatilizagdo atingindo niveis baixissimos, tornando-os indcuo, em que na coccdo e fritura
proporcionam reducdo substancial do contetdo de cianeto da polpa, variando pela cocgédo entre
56 e 80% e, pela fritura, entre 70 a 82% (BORGES et al, 2002).

No Brasil a producgdo de mandioca em 2011 foi estimada em 25,77 milhGes de toneladas,
ndo havendo diferenciacdo, na coleta desses dados, entre o destino da producéo de raizes, se para
a industria ou para o consumo doméstico. Dentre os principais estados produtores destacam-se:
Para (18%), Parana (16%), Bahia (11,48%), Maranhdo (7%), Rio Grande do Sul (5%), que em
conjunto sdo responsaveis por 57% da producdo total do pais. No Amazonas, a produgdo de
mandioca foi de 1,05 milhGes, correspondendo, somente, a 4% da producéo total (IBGE, 2011).

A composi¢do quimica das raizes de mandioca mostra que é a principal fonte de
carboidratos para os consumidores, sendo, portanto, para converter a mandioca em mais

produtos utilizaveis.
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Os sistemas de producdo e de transformacdo desta raiz e seus derivados apresentam
grande diversidade tecnologica, variando-se desde os pequenos cultivos em quintal, a producao
tradicional dos pequenos agricultores das zonas semi-aridas do Nordeste e regides Amazonicas
até as producdes em larga escala das farinheiras da regido Sul do Brasil, que utilizam a colheita
semi-mecanizada. Contudo as regides Norte e Nordeste destacam-se como principais
consumidoras, sendo a producdo essencialmente utilizada na dieta alimentar, na forma de farinha
(ZOLDAN, 2006).

A industrializagdo da mandioca visando a producdo de bens econdmicos como farinhas e
féculas desde o descascamento até a torrefacdo gera residuos, liquidos e solidos, que podem ser a
agua de limpeza das raizes, a casca ou pelicula marrom, a agua da prensagem da massa ralada, a
agua de extracao da fécula, as fibras e a crueira (WOSIACKI; CEREDA, 2002).

A crueira é constituida por pedacos de raizes e entrecasca da mandioca, separados por

peneiras antes da torrefacdo, conforme demonstra a figura 1 (NEVES et al, 2008).

Recepgio das
[ m:I:es ) ) .
i - . ) 3 Agua de
Raizes, dgua — Lavagem ’_I't laovazem |
I . rs -
Descascamento —“ Cascas
I ! ’
- N " N -
Agua — Lavagem Agua de
’ I ’ lavagem
Trituragio o
LS A . .
p 1 ,-I-[ Manipueira
Prensagem
" - =
p 1 ) -I-[ Cruetra
FPenairamento -
L A il R R
) | ) Cruerra,
Tomracio particilados
L J o -
f I % - R R
Peneiramento —._{ C rueira,
f“ 1 -: L parficuladas )
Torragae final
:, I 1_” Paticulados
Resfiiamento )
LS I 4 -
[ Envase ] Enbalagens
| | mnnhzadas,
L paiticuladas

Figura 1. Fluxograma do processo de beneficiamento de raizes com descri¢do das etapas
(azul), entradas (verde) saidas (ZOLDAN, 2006).
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Durante o processo de fabricacdo de farinha de mandioca, a massa € prensada, geralmente
com o uso do tipiti, para a diminuicdo da umidade. A massa compactada é esfarelada antes da
peneiracdo. Posteriormente, a massa € peneirada com retencdo dos maiores fragmentos (crueira),
resultando numa farinha mais uniforme, ou seja, a crueira é o fragmento ou o conjunto de
fragmentos mais grosseiros da massa esfarelada de mandioca retido durante a peneiracéo
(ZOLDAN, 2006).

A composicao fisico-quimica da crueira (tabela 1) demonstra que seu percentual de amido
(81,1%) e fibras (7,39%) ¢ elevado, 0 que pode se caracterizar como um bom elemento para ser

utilizado na producdo de produtos de confeitaria.

Tabela 1. Caracterizacéo fisico-quimica da crueira

Componentes Média

Umidade (%) 15,5
% base seca
Amido 81,1
Fibras 7,39
Cinzas 0,90
Proteinas 1,41
Matéria graxa 0,44
Acucares sollveis totais 2,24

Fonte: NEVES et al., 2008

2.2. Produtos de confeitaria

Produtos de panificacdo e confeitaria sdo os alimentos formulados com trigo que estdo
disponiveis para consumo humano no formato de bolo, biscoitos, massas, entre outros. Estes
produtos estdo em constante modificacdo com o aparecimento e a comercializacdo de alimentos
funcionais. As receitas desses produtos convencionais estdo sendo alteradas frequentemente
substituindo-se ou reduzindo-se o teor de trigo por outras matérias-primas alternativas para
disponibilizagdo de alimentos com caracteristicas nutricionais a fim de atender a demanda dos
diferentes grupos de consumidores como forma de contribuir com a melhoria da qualidade de
vida (KIRINUS et al,. 2010).
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Além dos aditivos convencionais de confeitaria, diversos suplementos estdo sendo

adicionados a farinha de trigo na tentativa de inovar e enriquecer com outros nutrientes produtos

ja existentes no mercado, a exemplo de farinhas de frutos regionais, farinhas integrais, goma

xantana e soro de leite (Quadro 1).

Produto

Beneficio Nutricional

Fonte

Bolo com soro de leite

Enriquecimento com proteinas de
excelente valor nutricional e baixo
custo em relacdo ao leite.

Zavareze et al, 2010

Bolo de chocolate com
farinha de Yacon

Aumento no teor de fibra alimentar
na forma de frutanos, que possuem
acdo prebidtica e aos quais sdo
atribuidos varios beneficios a salde.

Padilha et al, 2010

Bolo com goma xantana

Substituicdo do gluten presente na
farinha de trigo.

Preichardt et al, 2009

Bolo com farinha mista de
aveia

Aumento do teor de fibras.

Borges et al 2006

Bolo com farinha de
entrecasca de melancia

Aumento dos teores de fibra

insollvel.

Guimaraes etal, 2010

Bolo com farinha de
bagaco de magé

Aumento da fibra solivel na dieta,
desempenhando um papel importante
no tratamento da obesidade e, assim,
reduzir a ingestdo diaria de calorias.

Coelho; Wosiacki, 2010

Bolo sem gldten com
cogumelo Agaricus
brasiliens

Alimento complementa para
portadores de doenca celiaca.

Bassan et al, 2011

Panetone com farinha de
pupunha

Aumento do teor de carboidratos,
fibras, proteinas e carotenoides

Oliveira; Marinho, 2010

Quadro 1. Produtos de confeitaria enriquecidos com farinhas de frutas, goma xantana e soro de leite

A mandioca e seus residuos podem ser alternativas para suplementacdo desses produtos,

pois € um alimento fonte de energia, visto que 0s grdos mais nobres sdo usados na alimentacao

humana e de animais ndo-ruminantes, que apresentam melhor resposta a utilizacdo deste tipo de
alimento (MARQUES et al, 2000).

A farinha de mandioca de alta qualidade pode ser utilizada para produzir produtos

alimentares seguros, nutritivos e aceitaveis, e que também necessitam serem ainda mais

enriquecidos, a fim de satisfazer os requisitos nutricionais de pessoas de diferentes grupos etarios

e, também, para ser utilizada em programas de intervencdo nutricional (AKINLONU, 2011).

Gomes, et al (2005) citam que o amido de mandioca tem muitas caracteristicas marcantes,

incluindo alta viscosidade de massa, alta transparéncias e congelamento de alta estabilidade, que
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sdo vantajosos para muitas industrias, principalmente a de alimentos, conforme demonstra o

quadro 2.

Quadro 2. Utilizagdo e os beneficios da farinha de mandioca na industria alimenticia.Fonte: Ukwuru; Egbonu,

R Nivel de inclusdo de farinha de
Produtos a base de e . .

. Utilizacéo mandioca alta qualidade

mandioca
no produto (%)

Péo Padarias 5-25
Biscoitos Fabrica de biscoitos 10-50
Macarrdo Fabrica de massas 10
Bolos Confeitarias 5-10
Semovita de milho Restaurantes 18
Chips Indstrias N&o especificado
Tortas Confeitaria 10-100
Cookies Confeitaria 10-100
Flocos Confeitaria Né&o especificado

Conforme Ukwuru; Egbonu (2013) vérios tipos de alimentos tradicionais que sao
geralmente preparados a partir de farinha de trigo, farinha de arroz ou amido de milho s&o feitos
com farinha de mandioca, como um substituto parcial ou total destes ingredientes, assim como a

producdo de bolos nas confeitarias.

O procedimento béasico para a preparacéo do bolo € de mistura de ovo, aglcar e um agente
de fermentacéo, em seguida a farinha de mandioca e margarina derretida séo entéo adicionados e
bem misturados em massa para a coc¢do durante 30 minutos. Contudo, torna-se necessaria a
realizacdo de diferentes substituicdes da farinha de trigo por farinha de mandioca para que o bolo
obtenha caracteristicas sensoriais desejaveis (UKWURU; EGBONU, 2013).

2.3. Cogumelos comestiveis como fonte de nutrientes

Os cogumelos comestiveis sdo consumidos desde a idade antiga por serem considerados
uma iguaria nobre e apresentarem valor nutricional e medicinal (GODOY, 2008). No Brasil,
Agaricus bisporus, Lentinus edodes, Pleurotus ostreatus, Agaricus blazei, Agaricus brasiliensis e
Agaricus sylvaticussdo sdo as especies disponiveis para comercializagdo como alimento fonte de
proteinas, fibras, lipideos e de elementos minerais (FURLANI, GODOY, 2005; FORTES,
NOVAES, 2006).

No quadro 3 estdo apresentadas espécies de cogumelos comestiveis, o respectivo valor
nutricional e os compostos bioativos que tem motivado o uso dessas espécies como suplementos
dietéticos (GRACIOLLI, 2010).
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Valor Nutricional Composto Ativo
Cogumelo
P C L F
Agaricus bisporus 39,32 | 524 | 045 18,2 Fenois?
Agaricus brasiliensis 45 38 3 28 Flo-a-p*
Lentinus edodes 17,5 5,37 4,3 449 Lentinana’
Pleurotus osteatrus 34,73 | 6,69 | 2,16 11,1 B-glucano®

Quadro 3. Valor nutricional e compostos ativos de cogumelos comestiveis. ‘Imunomodulador; 2Antioxidante
P=proteina; C=carboidrato; L=lipideo; F=fibra. Fonte: Furlani & Godoy (2005); Fortes & Novaes (2006),
Lindequist et al, (2005); Synytsya, et al , 2008, Toro et al (2006).

Os suplementos alimentares sdo produtos alimenticios feitos com o propésito de serem
ingeridos na forma de tabletes, farinha, géis, capsulas de gel ou gotas liquidas e que fornecam
vitaminas, minerais, ervas ou outro substrato botanico, aminoacidos ou outra substancia dietética
(incluindo um concentrado metabolico, extrato ou combinacéo de qualquer um dos componentes
referidos acima). Os alimentos para fins dietéticos especiais sdo aqueles processados ou
formulados para atender as necessidades de grupos especificos da populacdo, devido a uma
determinada condicéo fisiologica. (MORAES; COLLA, 2006).

Nas Ultimas décadas, o uso de suplementos dietéticos, como cogumelos e/ou de seus
extratos estdo em expansdo em funcdo das agdes antitumorais, anticarcinogénicas, antivirais,
antiinflamatérias, hipoglicemiantes, hipocolesterolémicas, hipotensivas, inclusive estdo sendo
indicados como coadjuvantes do tratamento das neoplasias malignas, entre outras (FORTES;
NOVAES, 2006).

Nos ultimos anos, a procura de tecnologias mais produtivas e a introducédo de cogumelos
como alternativa alimenticia esta em crescimento devido ao potencial protéico associadas as
propriedades  antioxidantes, antitumorais e  antimicrobianas  desse = macrofungo
(FURLANI;GODOI, 2005).



20

No Brasil ha varias espécies de cogumelos consideradas medicinais por apresentarem

propriedades funcionais, descritas na literatura cientifica (Quadro 4).

Cogumelo Nome Popular Propriedades Funcionais Referéncia
Efeito terapéutico; acéo
. . Cogumelo do . .
Agaricus blazei sol antitumoral; imunomoduladoras; Braga et al, 2005

antivirais e antimicrobiana.
Efeito anticoagulante;
AuriCl_JIaria Orelha-de-judeu hipocolestgrolf‘emico; aprgsenta
polytricha atividade antioxidante e estimula o
sistema imunoldgico.
Normaliza o nivel de aglcar no
Coprinus comatus - sangue e possui atividade Cogumelos, 2009
antiinflamatoria.
Ac&o antitumoral, antioxidante e

Tang et al, 2010

Cordyceps sinensis - . . . . . Chiba et al, 2010
antidepressiva; hipoglicemiante.
Ganoderma Efeito antioxidante; possui
lucidum . ropriedades antimutagénicas e
Reishi prop . g . Cogumelos, 2009
aumenta a resposta imunoldgica.
Grifola frondosa Maitake Estimula o sistema imunolégico
Hericium u Efeito antioxidante e
. Juba-de-ledo o .. Wong et al, 2009
erinaceus antiinflamatorio;
Ac0es antitumorais e Kitzberger et al, 2007
Lentinus edodes Shiitake hipocolesterolémico e potencial

antimicrobiano e antioxidante.
Quadro 4. Espécies de cogumelos com suas caracteristicas funcionais

2.4. Lentinus citrinus Walley & Ramello

O género Lentinus foi classificado por Fries, publicado validamente em 1925, e
classificado na ordem Agaricales, familia Pleurotaceae. Em 1972, Locquin o classificou na
familia Lentinellaceae (MORENO, 1975).

Nos estudos realizados por Putzke (2002), ap6s uma revisdo do material depositado em
herbérios brasileiros envolvendo os géneros Lentinus e Pleurotus, esse cientista elaborou lista e
chaves para as espécies confirmadas. Nesse periodo ficou constatado que Lentinus esta
representado, aproximadamente, por 14 espécies nativas e a distincdo entre Pleurotus,
representado por pelo menos 15 espécies.. A partir dessa investigacdo cientifica, Lentinus teve a
seguinte posicdo taxondmica: Reino Fungi; Filo Basidiomycota; Ordem Agaricales; Familia
Lentinaceae. Esse género tem representantes comestiveis e de importancia econdmica, como

exemplo L. citrinus.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Fabricar e avaliar um produto de confeitaria isento de glaten e com caracteristicas

sensoriais agradaveis aos consumidores.

3.2 Objetivos Especificos

e Produzir o cogumelo comestivel Lentinus citrinus por fermentacdo semi-solida em

residuo agroindustrial de casca de cupuacu e farelo de arroz;

e Determinar a composicao fisico-quimica e microbioldgica dos basidiomas, da farinha de

crueira e do produto elaborado;

e Auvaliar o efeito desses ingredientes na composicdo nutricional e nas caracteristicas

sensoriais do produto final.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Matérias Primas:
4.1.2. Cogumelo comestivel

A espécie selecionada para este estudo foi Lentinus citrinus DPUA 1535, cedida pela
Micoteca DPUA (Colecéo de Culturas), da Universidade Federal do Amazonas-UFAM e da Rede
de Colecdes de Culturas de Microrganismos do Norte e Nordeste do Brasil-RENNEBRA e

produzida conforme o fluxograma descrito na figura 2.
4.1.3. Crueira

A crueira foi adquirida nas casas de farinha de mandioca do municipio de Manacapuru-
AM. No laboratério da Universidade Federal do Amazonas, foi desidratada em estufa de ar
circulante a 40°C até peso constante e posteriormente triturada e acondicionada em frasco de
vidro hermeticamente fechado. Este produto, demonstrado na figura 2,foi submetido a analise da
composicdo centesimal e a analise microbiolégica, conforme citado nos itens 4.4 e 4.5,

respectivamente.

(L. citrinus)

[ Produgdo Matriz Priméria ]

[ Matéria Prima/Cogumelo Comestivel ]

[ Producdo do Spwan em gréos de cereais Produgdo do Spwan em meio liquido ]

[ Fermentacdo Semi-sélida ]

[ Coleta dos basidiomas ]
L [ Matéria Prima/Crueira

[ Desidratag8o dos basidiomas ]
1

Caracterizagdo quimica da biomassa desidratada e
avaliacdo micrabiol6aica

[ Elaboracédo do produto ]—[ Andlise da cor e textura ]

[ Analise da composicao centesimal do produto ]74[ Avaliacdo da qualidade microbioldgica }
final

[ Andlise sensorial ]

Figura 2. Fluxograma do processo de obtengdo do produto de confeitaria a base de
crueira e cogumelo comestivel
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4.2. Producéo do cogumelo comestivel
4.2.1. Producao da Matriz primaria

O cultivo da matriz foi realizado em Agar Batata Dextrose adicionado de Extrato de
Levedura 0,5% (p/v) — BDA, em placa de Petri de 90x15mm. Com cuidados assepticos, o
basidioma de L. citrinus foi transferido de um disco micelial de 10 mm para a superficie de BDA.

As culturas foram incubadas a 25°C, por 8 dias, em auséncia de luz.
4.2.2. Producdo de L. citrinus em residuo agroindustrial

Para a obtencdo dos basidiomas foi produzido Spawn em grdos de cereais e, em meio
liquido, por fermentacdo submersa, com a finalidade de se verificar, dentre esses métodos, aquele

que proporcionara melhor rendimento bioldgico (g de cogumelo fresco/3kg/fluxo).

Ao término da producdo os basidiomas totalmente desenvolvidos foram contados e
separados daqueles que apresentarem deformidades em suas caracteristicas morfoldgicas para ser
determinado o peso médio dos corpos de frutificacdo (peso médio de cada fluxo/nimero de
basidiomas), comprimento, largura e espessura dos pileos e hastes (mm), eficiéncia bioldgica,

produtividade e taxa de producdo de acordo com Ahmed et al (2013).
4.2.2.1. Preparacdo dos gréos de trigo para producéo do spawn

O spawn foi produzido de acordo com a metodologia descrita por Rollan (2003). Os gréos
de trigo adquiridos no comercio local foram lavados e deixados em imersdo em agua. Apds 12 h,
0 excesso da agua foi retirado e, em seguida, foram imersos em solucéo de hipoclorito 1% (v/v)
por 30 minutos. Ao término do tratamento, os graos foram pré-cozidos por 15 minutos. O excesso
de &gua foi retirado e, nos graos, adicionado carbonato de calcio (3,59/Kg de grdo, em relacdo ao
peso dos grdos desidratados). Os grdos acondicionados em frascos de vidro com tampa
rosqueavel, contendo um furo central, tamponado com algoddo cardado, foram esterilizados a
121 °C, por 60 minutos.

4.2.2.2. Producéo de Spawn por fermentacéo semi-sélida

Cada frasco, contendo os grdos de cereais esterilizados, preparados conforme item
4.2.2.1., foi inoculado com 12 discos da matriz primaria, produzida de acordo com o item 4.2.1.
A fermentacdo em estado estacionario foi realizada a 25°C, sem luminosidade, até a completa
miceliacdo dos graos. (ROLLAN, 2003).
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4.2.2.3. Producédo do Spawn por Fermentacédo em meio liquido

Dos cultivos de L. citrinus (item 4.2.1) foram retirados discos medindo 10 mm para serem
inoculados em 50 mL de GYP [glicose- peptona com extrato de levedura 0,5% - (p/v)]. A
fermentacdo foi conduzida a 25° C, 150 rpm. Apos cinco dias, a biomassa na forma de pellets foi
separada do sobrenadante por filtragdo, em crivo de aluminio (didmetro = 75 mm), para

inoculacdo no residuo agroindustrial.
4.2.3. Fermentacdo Semi-Soélida
4.2.3.1. Producéo dos basidiomas em residuo agroflorestal

A producéo de L. citrinus foi realizada em residuo agroflorestal (CC= Casca de Cupuacu
e FA= farelo de arroz), concentracdo 2:1, umidade 60%, em base seca. A mistura de substrato
(3kg) foi acondicionada em embalagens de polietileno, transparentes, medindo 28 cm x 45 cm. A
esterilizacdo do substrato foi feita a 121°C, por uma hora, em trés dias consecutivos. A
fermentacéo foi realizada a 25°C até completa miceliagdo do substrato, em ambiente sem luz,
umidade ambiente 80%, perfurando-se as embalagens ap6s 72 horas. Ap6s a inducdo dos
primordios a 12°C, os cultivos foram expostos a luz difusa por 12 horas, 25 °C, em ambiente com
umidade 90% .

4.3. Desidratacdo da biomassa in natura

Ao término do ciclo de crescimento, os basidiomas foram colhidos e, posteriormente,
submetidos a desidratacdo (40°C) até alcancarem umidade final em torno de 5%. Em seguida, 0s

basidiomas foram triturados em processador para serem utilizados nos proximos testes.
4.4. Determinacao da composicao centesimal da biomassa desidratada

A biomassa triturada foi embalada em potes de vidro, hermeticamente fechados, para a

determinacdo da composicéo centesimal:

= Umidade: determinada por dessecacao em estufa com circulacéo de ar a 60 °C (método

gravimétrico) até obtencdo de peso constante (A.O.A.C, 2006).

» Proteina total: determinada pela concentragdo de nitrogénio (%) segundo o método
micro Kjeldahl e aplicando o fator de converséo 4,28. Para o substrato, o fator de converséo foi
6,25.

= Cinzas (residuo mineral fixo): determinado por incinera¢do do material em mufla a 550
°C-660 °C até obtengdo de peso constante (A.O.A.C, 2006).
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= Lipidios: determinado de acordo com o método descrito por Bligh and Dyer (1959).
= Fibras:

= Carboidratos totais: estimados por diferenca entre o somatdrio das porcentagens de
umidade, proteina, lipidios, cinzas (LATINFOODS 2002, NEPA 2006).

= Energia: a energia total metabolizavel = (4kcal/g de proteina) + (4kcal/g carboidratos

totais) + (9kcal/g de lipideos), preconizados pelo Latinfoods 2002; Nepa 2006.

4.5. Avaliacdo da qualidade microbioldgica dos basidiomas e do produto final de confeitaria

a base de crueira e cogumelo comestivel

As condicdes higiénico-sanitarias da biomassa desidratada de L. citrinus e do produto
alimenticio foi realizada de acordo com a metodologia preconizada pela a RDC n°12, da
ANVISA, citado por Silva (2007). Também foi verificada a presenca de bolores e leveduras,

embora nao seja exigida pela legislacdo (WHO, 1998).
4.5.1. Preparacao das diluicdes

Para a analise microbioldgica, 25 g de basidioma desidratado ou do produto alimenticio
foi homogeneizada com 225 ml de agua peptonada, em vortex, por 2 minutos. A partir dessa
diluicdo, foram preparadas as diluicBes sucessivas até 102, em tubos contendo 9 mL de 4gua
peptonada 0,1% (p/v). Dessas diluices 10 a 10~ foram retirados diferentes volumes para

determinacéo de bolores e leveduras, coliformes totais, termotolerantes e Salmonella sp.
4.5.2. Determinacao de bolores e leveduras

De cada diluicdo, obtida conforme item 4.5.1., foram retirados 200 pyL para serem
semeados por toda superficie de agar Rosa Bengala adicionado de cloranfenicol 0,001% até total
absorcdo no meio. As placas, em triplicata, foram incubadas a 25°C, por sete dias. Os resultados
foram expressos em Unidades Formadoras de Col6nia por grama de produto (UFC/g) (Silva et
al., 2007).

4.5.3. Analise de coliformes totais, termotolerantes, Salmonela sp. e Staphylococcus aureus

Na determinacdo do NOmero Mais Provavel (NMP.gY) de coliformes totais,
termotolerantes e Salmonela sp, de cada diluicdo foram retirados 1000 pL para inoculagdo em
séries de trés tubos contendo 9 mL de caldo Brila (Himedia®, Mumbai-India), com tubo de

Duhran invertido. Os tubos foram incubados a 35°C, por 24-48 horas. A partir dos tubos com
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leitura positiva (formacao de gas) foram realizados os testes confirmativos para coliformes totais
em caldo Brila (Himedia®, Mumbai-India) a 35°C, por 24-48 horas e coliformes termotolerantes
em caldo Escherichia coli (EC) (Himedia®, Mumbai-India) a 45°C, por 24 horas. Os valores de
NMP.g* foram calculados de acordo com Silva et al. (2007).

A analise para verificacdo da presenca de Salmonella sp. dos tubos com formacao de gas
mantidos a 35 °C, com auxilio de uma al¢a de platina foi tirada uma aliquota e inoculado em
Agar Verde Brilhante (VB) (Himedia®, Mumbai-India) a 35°C, por 24 horas. As colbnias
suspeitas foram submetidas a testes bioquimicos para identificagdo de Salmonella (Silva et al.,
2007).

Para a quantificagdo de Staphylococcus aureus coagulase positivas, das diluicdes 10™ a
10°® foram retirados 100 pL e inoculados em 15 mL de Agar Manitol Salgado, fundido e
resfriado até 45°C. Ap6s a homogeneizacdo e solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a
37°C. A leitura foi realizada ap6s 24 e 48 horas de incubacdo. O resultado positivo foi
determinado pela mudanca da coloracdo do meio de vermelho para amarelo (fermentadoras de
manitol). Para a confirmacdo das colbnias coagulase positivas, trés col6nias que promoveram a
mudanga de coloragdo do meio foram selecionadas conjuntamente com 3 trés coldnias atipicas
para o teste de coagulase. Com alca de platina estas colénias foram transferidas, separadamente,
para 2 ml de Caldo Infusdo Cérebro Coracédo (BHI), em tubos de ensaio com tampa rosqueavel e
mantidas a 37°C. Apds 24 horas, 300 pL desse Caldo BHI fermentado foram transferidos para
300 pL de plasma de coelho, em tubos esterilizados. Estes tubos-teste foram incubados a 37°C

por 6 horas. O resultado positivo foi determinado pela presenca do codgulo (REIS, 2010)
4.6. Desenvolvimento do produto de confeitaria suplementado com basidioma de L. citrinus
4.6.1. Ingredientes

Para a produgdo do produto de confeitaria foram utilizados a biomassa desidratada e
triturada de L.citrinus (item 4.3), a farinha de crueira (item 4.6), leite, manteiga, agUcar, leite e
ovos. Todo o processamento do produto foi realizado no laboratério de Tecnologia do Tecnologia

de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Amazonas.
4.6.2. Formulacéo do produto

Para a elaboragdo do bolo de crueira e cogumelo foram feitas trés diferentes formulac6es
em que as concentracdes de leite, manteiga, aclcar e ovos foram fixas e 0s percentuais de crueira

e cogumelo irdo variar: ® bolo controle (sem a adi¢do de cogumelo em sua formulacdo); @ bolo
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contendo 15% de cogumelo em substituicdo a crueira (p/p); @ produto contendo 25% de

cogumelo em substituicdo a crueira (p/p).
4.8.Anélise Sensorial

As amostras do produto foram elaboradas 12 horas antes da realizacdo da andlise
sensorial. Na analise sensorial foram avaliados os atributos, aroma, sabor, cor, textura e aceitacdo
geral, de acordo com a escala hedbnica de 5 pontos (FERREIRA, 2000). O recrutamento foi
realizado, verbalmente, entrevistando os provadores antes da andlise sensorial. Os candidatos
foram escolhidos de acordo com os critérios de incluséo e exclusdo descritos na tabela 2. Como

degustadores foram selecionados 50 julgadores néo treinados.

Tabela 2. Critérios de inclusdo e exclusdo para selecdo dos provadores para anélise sensorial.

Critérios de Incluséo

Critérios de Exclusdo

De 18 4 80 anos
De ambos 0s sexos
Apreciadores de bolo
Né&o fumantes

Alérgico aos materiais de
teste

Com resfriado
Diabéticos
Gestantes

Cada amostra foi servida, individualmente, em prato descartavel, contendo

aproximadamente 5g do produto, agua no intervalo de uma degustacdo para outra.

Aos provadores foi entregue uma ficha de avaliacdo sensorial, (Apéndice A), adaptado

por Ferreira et al (2000), correspondente a cada amostra e duas copias do termo de consentimento

livre esclarecido, sendo uma copia para o provador e a outra para equipe do projeto.

4.9. Analise Estatistica

Em todos os experimentos os dados foram submetidos a analise estatistica descritiva

(Tabelas, gréaficos e distribuicdo de frequéncia em classes), de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey (5%), utilizando o programa Minitab verséo 16.0.
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CAPITULO 1

Nutritional value and proteases of Lentinus citrinus produced by

solid state fermentation of lignocellulosic waste from tropical region

Food Technology and Biotechnology
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Nutritional value and proteases of Lentinus citrinus produced by solid

state fermentation of lignocellulosic waste from tropical region

Ana Rita Gaia Machadol, Maria Francisca Simas Teixeira2 Larissa de Souza Kirsch2
Maria da Conceicéo Loureiro Campelo” & Ila Maria de Aguiar Oliveira”

1Federal University of Amazonas-UFAM, Pharmaceutical Science College, Manaus, AM,
Brazil.

* DPUA Culture Collection-UFAM, Federal University of Amazonas, Manaus, AM,
Brazil;

3Western Amazonas Embrapa, Department of Laboratory Management-LASP, Manaus,
AM, Brazil.

Summary

Lentinus citrinus was cultivated on cupuagu exocarp (Theobroma grandiflorum) mixed
with litter (CE+LI) or rice bran (Oryza sativa) (CE+ RB) (2:1 w/w) to investigate the
nutritional composition and proteolytic potential of the fruiting body produced.
Significance values of yield were determined on both formulations. In CE+LlI, the
biological efficiency of the mushrooms was 93.5% and the content of fat (4.5%), fiber
(11.0%), protein (27.0%) and amino acids were higher when compared with CE+RB.
Among the amino acids, the amount of glutamic acid, aspartic acid, arginin, alanin,
arginine and leucine were high. The biological efficiency on CE+RB reduced to 84.2% and
based on the nutritional value, carbohydrates (53.59%), energy (324.33 kcal) and minerais
like zinc, iron, copper, potassium and phosphorus were higher in this formulation. Among
the used substrates, the proteolytic activity from the fruiting body was significant in CE+Li
(463.55 U/mL) with optimal enzyme activity at 50°C in neutral and alcaline pH with
maximum stability at 30°C and at alkaline pH.

Keywords: Lentinus citrinus, basidiomata, nutritional value, proteases, solid state

fermentation

. Corresponding author: Phone: +55 92 3305-4284; E-mail: mteixeira@ufam.edu.br
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Introduction

Edible mushrooms are considered healthy food rich in protein, dietary fiber, reduced fat
content and a broad spectrum of bioactivity, particulars that enable the inclusion of these
fungi in human diet (1-3).

Among the mushrooms, the genus Lentinus Fr., represented by about 63 species, are
known as saprobecosmopolitan basidiomycetes of occurrence in tropical and temperate
areas (4). Many of these macrofungi have distinct flavor and are foods with high amount of
protein, fibers, minerals, vitamins and reduced lipid content (5,6).

Lentinus edodes occupies a prominent place in world consumption of mushroomswhen
compared to other commercialized species (7). Besides this species, Lentinus cladopus
Lév., Lentinus crinitus, Lentinus glabratus Mont., (L.), Lentinus subnudus Fr., Lentinus
velutinusFr., Lentinus cubensis Berk and MA Curtis, Lentinus strigosus (Schwein) Fr. are
other examples recorded as edible mushrooms (5,8-11).

Other representatives of the genus Lentinus like L. crinitus and L. citrinus produce
proteases, Lentinus tigrinusproduces esterases (12-14). Lentinus edodes and L. strigosus
synthesize compounds with immunomodulatory activity and properties to chemotherapy of
Leishmaniasis and Chagas disease, respectively (4,14,15).

Literature data show that between the bioactive compounds produced by Lentinus,
proteases have an important regulatory role in nature with emphasis on morphogenesis,
physiology and metabolism of mushrooms. Besides, proteolytic enzymes have applications
in food processing, bakery, juices and cheese production. These properties contributed to
the promotion of the predominance of these biocatalysts in the enzymes world market
estimated in billion of dollars (16-19).

Proteases are a complex group with different substrate specificity, active site, catalytic
mechanism, optimal pH and temperature and stability profile (20,21).

In many ecosystems mushrooms play an important role in the decomposition of organic
matter. The white rot fungi cleavage cellulose, hemicellulose and lignin in wood, while
others, like brown rot fungi, only cleavage cellulose and hemicellulose (17, 22).
Mushroom production as a sustainable alternative can contribute to reducing of organic
waste and minimize the content of environmental pollutants. They also can aggregate value
to low-cost products as agrowastes (22-26).

In Amazon, agrowastes as cupuagu exocarp, litter and rice bran exist in abundance, they

are little explored but have important nutritional characteristics for using in edible
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mushrooms cultivation (27). The aim of this study was to analyze the yield performance,
nutritional quality and proteolytic potential of Lentinus citrinus fruiting bodies produced in

lignocellulosic substrates.

Material and Methods

Mushroom strain

Lentinus citrinus DPUA 1535 obtained from DPUA Culture Collection, Federal University
of Amazonas—-UFAM, Brazil, was maintained on potato dextrose agar (PDA)

supplemented with 0.5% (w/v) yeast extract, at 25°C for 8 days in the absence of light.

Mushroom Production

The spawn was produced in wheat grain pre-cooked for 15 minutes and then added to
calcium carbonate (3.5 g/kg grain, dry basis). In flasks of glass, with screw cap containing
a central holecapped with a cotton plug, 300g of these grains were stored and sterilized at
121°C for 15 minutes. After cooling, each flask was inoculated with 12 mycelial agar
discs. The cultures were mantained at 25 °C in absence of light until the completion of
growth of mycelium on substrate (28).

The production of L. citrinus was performed in substrates 2:1 ratio (dry basis, w/w):
CE+RB (cupuaguexocarp+rice bran) and CE+Li (cupuaguexocarp+litter), 60% moisture.
Samples of 3 kg of each substrate mixtures were filled in uncolored polyethene bags
measuring 28 cm x 45 cm. The substrates were sterilized at 121°C during 60 minutes for
two consecutive days. After cooling, the bags were inoculated with the spawn (10% w/w),
and incubated at 25°C in absence of light, 80% moisture. When the mycelium had
completely covered the substrates, the induction ofprimordia was made at 12°C, 90%
moisture, with alternating light every 12 hours and fruiting body production at 25°C, 80%
humidity, with alternating light every 12 hours. For each substrate mixture, fifteen
repetitions were performed. The mushrooms were collected for determination of biological
efficiency (g of fresh mushroom / dry substrate weight x 100), productivity (g of fresh
mushroom/fresh substrate weight x 100) and production rate (biological efficiency/days

crop) as described by Ahmed 23.
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Proximate Composition

The fruiting bodies of L. citrinus were analysed for moisture content, crude fat, crude
protein, ash and carbohydrates. The moisture was determined by drying, in a forced air
circulation oven at 40°C, until stable weight (29), crude protein fractions by micro
Kjeldahl method (29), using 4.38 as conversion factor. Quantification of crude fat was
determined by Bligh and Dyer method, ash by incineration of the material, in a muffle
furnace at 550-660°C, until constant weight (29). Crude fibers by digestion of acid-base
according to Weende (29), total carbohydrates were estimated by difference (100g-total
grams of moisture, protein, fat and ash) and total energy was calculated using the
conversion factor Atwater, both recommended by NEPA (30).

The determination of minerals was performed according to the proposed by Embrapa
methods (31). The samples were dried in aforced air circulation oven at 40°C and then
submitted to acid digestion in HNO3 + HCIO4 (3:1 ratio). Phosphorus content was
determined by Ultraviolet-visible spectroscopy. Calcium, magnesium, potassium, copper,
iron, manganese and zinc contents were determined by atomic absorption

spectrophotometry (AAS). All analyzes were performed in triplicate. The amounts of

macronutrients (Ca, P, Mgand K) were calculated in g.kg_1 and micronutrients (Fe, Cu,
Mn, and Zn) in mg.kg_l.

The amounts of amino acids were performed by high performance liquid chromatography
(HPLC). The samples were submitted to hydrolysis with 6N hydrochloric acid (HCI)
followed by derivatization of amino acids with phenylisothiocyanate (PITC) and separation
of the phenylthiocarbamyl derivative amino acids in reversed phase column with UV
(Ultraviolet) detection at 254 nm. The quantification was performed by multilevel internal
calibration with a-aminobutyric acid (AABA) as internal standard for total amino acids.
The determination of tryptophan was performed after hydrolysis with pronase enzyme and

color reaction with p-dimethylamino benzaldehyde (DAB) according to Spies (32).

Extraction of Mushroom

The enzymatic extract of L. citrinus (dehydrated) was obtained through water extraction
(distilled water, 1:10 ratio) and buffer extraction (0.2M Tris-HCI, pH 7.2, 1:10 ratio). The
samples were submittedto constant agitation of 150 rpm on orbital shaker (Certomat MO)
at 25°C for 24 hours followed by vacuum filtration on Whatman filter paper no 1.
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Protease assay

Proteolytic activity

Proteolytic activity was determined according to methodology described by Leighton (33).
A mixture containing 0.15 mL of crude extract and 0.25 mL of substrate [1% (w/v)
azocasein in 0.2M Tris-HCI buffer, pH 7.2) was incubated for 60 minutes. The reaction
was interrupted by addition of 10% (w/v) trichloroacetic acid and centrifuged (8000 rpm)
for 15 minutes at 4°C. One unit of proteolytic activity was defined as the amount of

enzyme that produces a 0.01 increase of absorvance in one hour at 440 nm.

Effect of pH and temperature on activity and stability

To assay optimum pH, proteolytic activity was determined at 25°C with different pH
ranges using the following 0.2 M buffer solutions: citrate-phosphate (5.0 and 6.0), Tris-
HCI (7.0 and 8.0) and glycine-NaOH (9.0 and 10.0). Optimum temperature was
determined by incubating the enzyme extract at different temperatures ranging from 25°C
to 70°C and assaying the activity at the pH determined as optimum.

For the pH stability, the crude extract was dispersed (1:1) in the following 0.2M buffer
solutions: citrate-phosphate (5.0 and 6.0), Tris-HCI (7.0 and 8.0) and glycine-NaOH (9.0
and 10.0) and maintained at optimum temperature for 0, 30, 60, 90 and 120 minutes. In
thermal stability, the extracts were incubated at different temperatures ranging from 25°C

to 70°C for 0, 30, 60, 90 and 120 minutes. All samples were prepared in triplicate.

Statistical analysis
The results were statistically analyzed at a significance level of 95% by Tukey’s test

carried out with MiniTab program, version 16.0.

Results and Discussion

L. citrinus micelium colonized completely the substrates, cupuagu exocarp mixed with
litter (CE+Li) and cupuacu exocarp mixed with rice bran (CE+RB), and no significant
difference in the number of mushrooms and in the weight of in natura biomass in both
substrates were observed (Table 1). These data are in agreement with those reported by
Milles and Chang (16).

Lentinus and Pleurotus are fungi that grow on substrates with low content of nitrogen in

the range from 0.03 to 1%. The agrowastes cupuagu exocarp, rice bran and litter used for
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cultivation of L. citrinus in this study are substrates that contain 0.29%, 1.2% and 0.21% of
nitrogen, respectively.

After inoculation, the development of primordia occurred in 15 and 23 days in CE+Li and
CE+RB, respectively. The formation of Lentinus citrinus fruiting bodies occurred in 19
days (CE+Li) and in 27 days (CE+RB). The first harvest of mushrooms in all substrates
was taken around 4 days. In CE+Lli, regardless of production flows, the amount of fresh
weight was 145g.

The biological efficiency and productivity in CE+Li were 93.5% and 24.17%, respectively.
These values did not differ significantly when compared to the same variables determined
in cultivations using CE+RB. The exception observed was between the values of
production rate that was significant in CE+Li (Table 1). Literature data show that the
efficiency of mushrooms production is directly related to the genetic characteristics of each
species, as well as the structure, nutritional quality of the substrate and conditions of
cultivation. Furthermore, the supplementation of the substrate with cereal brans or the use
of new combinations may promote increased productivity and biological efficacy of the
fungus (35, 36).

The following morphological characteristics of L. citrinus fruiting bodies after harvest
were observed: the diameter was averaging 3.7 x 3.8 cm (CE+RB) and 2.4 x 2.5 cm
(CE+Li) and the stipe measured 3.50 cm (CE+RB) and 2.8 cm (CE+Li) showing
significant differences between them. The dimentions of mushrooms influence on their
weight and yield and these parameters are also positively correlated with productivity,

content of carbohydrates and proteins (23,37).

Table 1

Moisture content of the mushrooms grown in CE+Li and CE+RB was 10.94% and
11.88%, respectively. Protein content was 27% in CE+Li cultivation and 25.92% in
CE+RB (Table 2). These results are close to the ones found in Pleutrotus ostreatus that
showed 28-31% of protein in dry basis (23).

Fat content in CE+RB was 3.33% and 4.50% in CE+L.i (Table 2). This value is close to the
result obtained by Alam et al. (38) using Pleurotusflorida (4.30 to 4.50%). Other similar
results were reported for species of edible mushrooms sources of low lipids content that are

usually constituted of more unsaturated fatty acids than saturated ones. Unsaturated fatty
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acids are beneficial because of their prophylactic action in cholesterol and triglycerides
reduction (16,17,39,40).

L. citrinus ash levels were 4.90% and 4.95% in CE+RB and CE+Li, respectively. In
CE+RB, carbohydrate content was 53.59% and fiber 6.30% and in CE+L.i, carbohydrate
content was 41.41% and fiber 11.30% (Table 2). These fibers values are close to those
described for Pleutrotus florida (11.5%) and are higher than Lentinus tuberregium (3.6%)
fiber content. Fibers are essential nutrients that comprise a healthy diet and have a
preventive action in reducing cholesterol (16, 17). Energy content represented 324.33
kcal/100g in CE+RB and 314.14 kcal/100g in CE+Li, dry basis (Table 2).

Singh and Singh (40) reported that species of mushrooms that have low calories and high
protein content can be compared to food sources of essential nutrients to organism, as raw
rice (7.2 g/100g), wheat (9.8 g/100g), egg (13.09/100g) some vegetables and milk
(25.0g/100g) (42). The concentration around 27% of protein and 59% of carbohydrate

shows that these nutrients are the main constituents of L. citrinus mushroom.
Table 2

Mineral content in CE+RB had good values of potassium, phosphorus, iron, sodium, zinc
and copper (Table 3). In CE+Li cultivation, calcium and sodium were predominant. The
amount of sodium was 446mg/kglin dry basis or 4.46 mg/10g in wet basis. These values
are lower than the ones determined by Brazilian administrative rule no. 24/1998, which
deals with the classification of foods in relation to sodium quantitative: “foods classified as
no sodium content present levels equal to or less than 5mg Na/l0g of solids™ (43). Data
presented by Gucia et al. (44) showed that in Boletus edulis, potassium content was on
average 25 to Zgg/kg'1 in the pileus and 20-40%in the stipe when compared with the
previous value.

Mushrooms can be considered sources of K, P, Cu and Zn, which are, among the mineral
nutrients, essential to the human body acting as regulators and/or co-factors for many
enzymes (45). Singh and Singh (40) reported the existence of a large variation of mineral
content in mushrooms of the same species due to genetic variation, substrates and
cultivation technologies that affect its composition. In combination, the variation in the
content of minerals probably reflects the mineral composition of the substrate used in

different cultivations (46).



© 00 N o o B WD P

W W W W NN NN N DD DN T T g g g T O = Y SN

36

Table 3

Amino acids content of Lentinus citrinus grown in CE+Li and CE+RB showed a total of
27.0 and 20.1 g/100g, respectively (Table 4). The most abundant components between the
essential and nonessential amino acids were leucine (2.07 mg/100 g) and glutamic acid
(4.41 mg/100 g) in CE+Li with a difference of 55% and 9.2%, respectively, of these
components when compared to CE+RB. The values presented in this study are higher than
those found by Lee et al. (47) with Agrocybe chaxingu. Singh et al. (47) reported that
mushrooms with high protein content also show high levels of essential amino acids.
Tryptophan (0.37 mg/100g) and serine (1.52 mg/100g) concentrations were lower in
CE+Li than in CE+RB (1.83 and 0.41 mg/100g, respectively). The total amount of
essential amino acids was 36% higher in CE+Li (Table 4). These results are considered
significant when compared to those made by Lee et al. (47) with Agrocybe chaxingu (2.70
g/100 g), Pleurotus ostreatus (2.38 g/100g) and Flammulina velutipes (1.66 g/100g).
According to Singh and Singh (41), mushrooms produce extracellular enzymes that affect
the increase of its nutritional value. In the present work, the mushrooms cultivated in
CE+Li had high qualitative protein content due to the presence of essential amino acids in
its composition (leucine, isoleucine, valine, threonine, methionine, tryptophan and

phenylalanine) and by its protein content (48).

Table 4

Protease activity was determined using the mushrooms crude extracts obtained from
extraction in sterile distilled water and in buffer 0.2M Tris-HCI, pH 7.2. Among these
extracts, the enzyme activity was significantly higher in the aqueous extract of the
mushroom produced in CE+Li (463.55 U/mL). On the same substrate, when was used
buffer in the extraction, the proteolytic activity was 6.04% lower.

The extracts from the mushrooms produced in CE+RB showed proteolytic activities of
246.88 U/mL (destilled water) and 365.55 U/mL (buffer). Comparing the substrates used
for growing of L. citrinus, cupuagu exocarp mixed with litter (CE+Li) was the substrate
which promoted the development of mushrooms with a greater quantity of proteases. There
are several parameters that affect the production of enzymes; however, a major factor is the

source of nitrogen (49). In this study, the type of substrate promoted an influence in
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protease quantity. It probably happened because of the relation with the protein content of
the substrates used in the bioprocess, since the mean value of the proteolytic activity was
determined in the substrate composed by cupuacu exocarp mixed with litter (CE+Li).

The crude extract selected to parcial characterization of proteases was that one obtained
from L. citrinus cultivated in CE+Li (Figures 1 and 2). The optimal pH (Figure 1A) was
determinated in pH 7.0 and 9.0 (470.3 U/mL and 453.0 U/mL, respectively). In the study
by Cui et al. (50), in natura mushrooms proteases of Pleurotus citrinopileaus showed an
optimal pH of activity at pH 10.0. Proteases with optimal activity at neutral and alkaline
conditions have potential use as detergent additives in leather processing, silver recovery,
medical purposes, food processing, animal feed production and in chemical industries as
well as for the treatment of agro-industrial wastes (51-53).

The optimal temperature (Figure 1B) for protease activity was determined at 50°C (660.0
U/mL). Similar data have been shown in extracts from in natura mushrooms of P.
citrinopileatus (50°C), Hypsizigus marmoreus (50°C) and Termitomyces albuminosus (60
°C) (50, 54, 55).

Fig. 1

L. citrinus proteases showed better stability at pH 7.0 and 9.0 retaining more than 100% of
its initial activity for 90 minutes (Figure 2A). At pH 10.0, however, the relative activity
decreased to almost 70% in 30 minutes and decreased after 90 minutes. Nishiwaki et al.
(56) obtained a stability of 70% in Grifola frondosa proteases at pH range from 4.5 to 8.5
after incubation at 30°C for 30 minutes.

Thermal stability (Figure 2B) showed that the enzymes were active at all temperatures with
higher activity at 30°C during 60 minutes (112.7% of residual activity). At 25°C and 40°C
the activity was maintained in 98.5% and 97.8% for 60 minutes, respectively. At 50°C and
60°C was observed 54.1% and 14.5% of enzyme activity, respectively. Different results of
protease characterization were obtained by Kirsch et al. (57) using the crude extract of L.
citrinus produced in liquid medium. In the same culture conditions these proteases
expressed optimal activity at pH 7.0 and 40°C. These enzymes were stable at pH 5.0, 6.0
and 7.0 with retention of 85% of activity after 90 minutes. Thermal stability was observed
at 25°C and 40°C with retention of activity higher than 85%.
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Fig.2

Conclusion

The results of this research indicate that cupuagu exocarp with litter or cupuagu exocarp
with rice bran can be used as alternatives substrates for L. citrinus cultivation and
production of proteases. Lentinus citrinus edible mushrooms cultivated in substrates
containing vegetable wastes have nutritional property for inclusion in the human diet as an
innovative product source of protein, essential amino acids and fiber. They can be
consumed in natura, dried or as supplement of food products. The proteases extracted from
these mushrooms expressed optimal activity in neutral and alkaline pH and at 50 °C
showing maximum stability in alkaline pH and at 30 °C. Therefore, this study also reveals

potential use of L. citrinus proteases for industrial application.
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Table 1. Characteristics and total yield of Lentinus citrinus.

Substrates
Variables i
CE+RB CE+Li
Number of mushrooms 95+ 2,5° 120+ 2,8°
Weight (g) 98+ 38 116 + 54°
Total yield
Biological efficiency (%) 84,242 2 93,5+3,1°
Produtivity (%) 20,52+1,9° 24,17+2,1°
Production rate (%) 20,32+8° 34,15+14°
Mushrooms dimentions
Pileus thickness (cm) 3,7+0,82 2,410,8b
Pileus width (cm) 3,820,42 2,540,6°
Stipe length (cm) 3,50+0,3° 2,8 0,4°
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Means followed by the same letters did not differ from one another by the Tukey test (p

< 0.05).

Table 2. Centesimal composition of L. citrinus (g/100g of substrate in dry basis).

Substrates
Variables -

CE+RB CE+Li
Humidity 11,88+0,4 10,94+0,1"
Ash 4,90+0, 72 4,95+0,42
Fat 3,3340,3" 4,50+0,12
Nitrogen 4,67+0,1° 6,3040,22
Protein (Nx 4,38) 20,000,2° 27,00£0,3¢
Total Fiber 6,300,4” 11,20+0,22
Total Carbohidrates 53,59+0,12 41,41+0,1°
Energy (Kcal) 324,33+0,18 314,1410,1b

Means followed by the same letters did not differ from one another by the Tukey

test (p < 0.05).
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Table3.Biomass minerals of L. citrinus cultivatedin differentsubstrates.

Substrates
Nutrients i

CE+RB CE+Li
P(gkg™) 10,94+0,01%  0,01+0,01°
K (g kg™ 22,25¢0,02%  0,96£0,03
Ca(gkg®)  0,09+0,01°  40,00£0,02%
Mg (gkgh)  1,26+0,04%  0,58+0,01"
Fe(mgkg?) 53,340,02% 0,570,03
Na(mgkg?l) 174,4240,02° 446,0£0,52°
Cu(mgkgl) 34,84+0,01% 0,27+0,02°
Mn (mgkg?) 9,05£0,022 ND
Zn(mgkgl) 66,21+0,02° 0,100,01°

Means followed by the same letters did not differ from one
another by the Tukey test (p < 0.05).ND: No determined
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Table 4.Amino acids presented in the biomass of Lentinus citrinus cultivated in different substrates (mg/ 100

g protein).

Lentinus citrinus

Amino acids CE+RB CE+Li
Aspartic acid 2,49 2,57
Glutamic acid 4,00 4,41
Serine 1,83 1,52
Glycine 1,24 1,45
Histidine 0,49 0,70
Arginine 1,47 2,28
Threonine 0,96 1,30
Alanine 1,11 1,78
Proline 0,49 1,24
Tyrosine 0,46 1,10
Valine 1,25 1,55
Methionine 0,18 0,48
Cysteine 0,04 0,15
Isoleucine 0,65 1,27
Leucine 0,93 2,07
Phenylalanine 0,77 1,28
Lysine 1,33 1,85
Tryptophan 0,41 0,37
Total 20,10 27,00
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Table 1. Characteristics and total yield of Lentinus citrinus.

Substrates
Variables i
CE+RB CE+Li
Number of mushrooms 95+ 2,5° 120+ 2,8°
Weight (g) 98+ 38 116 + 54°
Total yield
Biological efficiency (%) 84,242 2 93,5+3,1°
Produtivity (%) 20,52+1,9° 24,17+2,1°
Production rate (%) 20,32+8° 34,15+14°
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Pileus thickness (cm) 3,7+0,82 2,410,8b
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Stipe length (cm) 3,50+0,3° 2,8 0,4°
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Means followed by the same letters did not differ from one another by the Tukey test (p

< 0.05).

Table 2. Centesimal composition of L. citrinus (g/100g of substrate in dry basis).

Substrates
Variables -

CE+RB CE+Li
Humidity 11,88+0,42 10,94+0,1°
Ash 4,90+0,72 4,95+0,42
Fat 3,3340,3" 4,50+0,12
Nitrogen 4,67+0,1° 6,30+0,22
Protein (Nx 4,38) 20,000,2° 27,00+0,32
Total Fiber 6,300,4” 11,2040,28
Total Carbohidrates 53,59+0,12 41,4110,1'0
Energy (Kcal) 324,33+0,18 314,1410,1b

Means followed by the same letters did not differ from one another by the Tukey

test (p < 0.05).
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Substrates
Nutrients _

CE+RB CE+Li
P(gkg™) 10,94+0,01°  0,01+0,01°
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Means followed by the same letters did not differ from one another by
the Tukey test (p < 0.05).ND: No determined

Table 4.Amino acids presented in the biomass of Lentinus citrinus cultivated in different substrates (mg/ 100 g
protein).

Lentinus citrinus

Amino acids CE+RB CE+Li
Aspartic acid 2,49 2,57
Glutamic acid 4,00 4,41
Serine 1,83 1,52
Glycine 1,24 1,45
Histidine 0,49 0,70
Arginine 1,47 2,28
Threonine 0,96 1,30
Alanine 1,11 1,78
Proline 0,49 1,24
Tyrosine 0,46 1,10
Valine 1,25 1,55
Methionine 0,18 0,48
Cysteine 0,04 0,15
Isoleucine 0,65 1,27
Leucine 0,93 2,07
Phenylalanine 0,77 1,28
Lysine 1,33 1,85
Tryptophan 0,41 0,37

Total 20,10 27,00
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Elaboracao de produto de confeitaria sem glaten formulado com
farinha de crueira e cogumelo comestivel

Ana Rita Gaia Machado', Maria Francisca Simas Teixeira® Lorisa Simas Teixeira®, Maria da Conceicéo
Loureiro Campelo *, Ila Maria de Aguiar Oliveira®

'Universidade Federal do Amazonas-UFAM — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal do Amazonas-UFAM — Instituto de Ciéncias Bioldgicas
¥ Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE - Biotecnologia/RENORBIO
* Embrapa Amazdnia Ocidental, Setor de Gest#o de laboratérios — LASP

RESUMO

OBJETIVO: desenvolver um produto de confeitaria a base de crueira e enriquecido com basidiomas de Lentinus
citrinus como forma de disponibilizar um produto fonte de fibras e com qualidade proteica desejavel para
alimentacdo humana.

METODOS: Para o preparo dos trés produtos de confeitaria foi utilizado crueira e, substituindo esses residuo da
mandioca por L. citrinus 15% e 25% (p/p) nas respectivas formulagdes. Os ingredientes foram pesados e
homogeneizados até formar uma massa homogénea. A massa preparada foi transferida para formas de papel
individualizadas e submetidas & coccdo em forno pré-aquecido a 180 °C por 45-60 minutos. Apds a cocgdo, 0s
produtos foram resfriados a 25 °C para posterior avaliacdo da caracteristica morfoldgica, composicdo centesimal,
anélise microbioldgica, determinacdo de minerais e do custo das preparagdes.

RESULTADOS: Os trés produtos de confeitaria apresentaram caracteristicas viaveis para consumo, entre estes, o
produto contendo crueira e L. citrinus 25% (p/p) apresentou caracteristica morfoldgica adequada e qualidade
nutricional significativa, com destaque para o contetdo fibra, proteina de macro e microminerais.

CONCLUSAO: O residuo da mandioca, a crueira e L. citrinus, cogumelo comestivel de ocorréncia em clima
tropical sdo ingredientes vidveis para utilizagdo na fabricacdo de produtos de confeitaria, como opcéao para obtengdo
de produtos sem glaten e de baixo custo.

Termos de Indexagdo: Bolo, residuo de mandioca, L. citrinus, fonte de fibra
ABSTRACT

OBJECTIVE: developing a cake based on crueira and Lentinus citrinus mushroom powder to make avaible a
product rich fiber and protein.

METHODS: Three cakes were made using crueira, L. citrinus powder 15% and 25% (w/w) was incorporated in the
formulations. The ingredients were weighed and mixed to form a mass. The prepared mass was transferred to an
individual cake pan and submitted to cooking in 180 ° C oven for 45-60 minutes. After cooking, the products were
cooled to 25 ° C for later assessment of morphology, chemical composition, microbiological analysis, and
determination of minerals and the cost of preparations.

RESULTS: The different formulations were viables for consumption. The product with L. citrinus powder 25%
(w/w) resulted in significant adequate morphology and nutritional quality, especially the fiber content, protein macro
and trace minerals.

Index: cake, crueira, L. citrinus, fiber



52

INTRODUCAO

Para suprir as necessidades dos portadores de doenca celiaca e daqueles que necessitem de dieta especifica,
a demanda por produtos que ndo contenham gluten estdo despertando interesse da indlstria de alimentos
(GORGONIO et al, 2011; HAMADA et al, 2013)

Em funcdo dessa proposicdo, o consumidor estd buscando novos alimentos que promovam bem estar e
longevidade, uma tendéncia que impulsiona o desenvolvimento de produtos ndo convencionais formulados com
novos ingredientes para atender as exigéncias do mercado, a exemplo de farinhas ricas em fibra e outros nutrientes
para elaboragdo de produtos confeitaria e massas alimenticias (GUIMARAES et al, 2010; LEMOS, 2009; KIRINUS
et al., 2010; ZAVAREZE, 2010) .

Dentre os produtos regionais amazoénicos ricos em fibras e amido, a crueira é um subproduto constituido por
pedacos de raizes e entrecasca, separados por peneiras antes do processamento da farinha de mandioca. Como
subproduto de descarte, a cureira geralmente vem sendo comercializada como racdo animal, adubo orgénico e
utilizada na formulagdo de mingaus e biscoitos para consumo por parte da populacdo (NEVES et al, 2008).

Outro produto alimenticio que esta se tornando uma alternativa para promocéo da melhoria da qualidade de
vida do homem sdo os cogumelos comestiveis, macrofungos da ordem Agaricales, ricos em compostos bioativos e
gue tem caracteristicas nutricionais semelhantes a diversos produtos vegetais e animais, ou seja, como fonte de
proteinas (19 a 35 %), tém baixo valor calérico (30 cal/100 g de matéria seca), alto valor de aminoacidos essenciais
(lisina, triptéfano e leucina), vitaminas (B, e C), polissacarideos, minerais, fibra (4 a 20%) e carboidratos (51 a 88 %)
(SMITH; SULLIVAN, 2004; FURLANI; GODOY, 2005).

Produtos contendo subproduto da mandioca sdo capazes de serem produzidos em diversas regiGes
brasileiras, como uma alternativa vidvel que pode contribuir para a reducdo do custo do produto, assim como, em
substituicdo a farinhas convencionais utilizadas em panificagdo (VIEIRA et al., 2010)

Dada a importancia de produtos sem glaten, dos cogumelos comestiveis e a falta de tradicdo em consumir
os subprodutos da mandioca, esta pesquisa teve como objetivo elaborar um produto de confeitaria a base de crueira,
enriquecido com basidiomas de Lentinus citrinus como forma de disponibilizar produto regional rico em fibras e
com qualidade proteica desejavel para alimentagdo humana, em uma perspectiva e melhoria da condicao de sadde da

populagéo.

MATERIAL E METODOS
Matéria Prima
Crueira

Como matéria prima base foi utilizada crueira desidratada em estufa de ar circulante a 40°C adquirida em
casa de farinha de mandioca do municipio de Manacapuru-Amazonas. A crueira triturada e peneirada apresentava a
seguinte composicao centesimal: umidade 11,54 %; proteinas 3,93%; lipidios 0,58%; cinzas 0,47%; fibra 0,70%;

carboidratos totais. 82,78% e Valor energético 352,06 Kcal.
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Cogumelo Comestivel

A biomassa desidratada e triturada de Lentinus citrinus DPUA 1535 foi produzido em residuo agroflorestal
amazOnico em escala laboratorial na Universidade Federal do Amazonas-UFAM. A composicdo centesimal do
cogumelo foi determinada: umidade  10,94%; proteina 27,0%, lipidios 4,50%; cinzas 4,95%; fibras 11,20%;
carboidratos totais 41,41% e Valor energético 314,14 Kcal.

Preparacéo dos produtos de confeitaria
Para preparacdo do produto foram utilizadas trés formulagBes, contendo 15% e 25% de cogumelo
desidratado em substituicdo a crueira e o controle, sem L.citrinus. Na tabela 1 estdo as formulagbes dos produtos

mensurados individualmente sem gliten e lactose.

Tabela 1. Formulagdo dos bolos a base de crueira e cogumelo comestivel

) Formulacoes®
Ingredientes ¢

Bl B15 B25
Ovos 2 unidades 2 unidades 2 unidades
Acucar refinado 200 ¢ 200g 200g
Oleo vegetal 120 ml 120 ml 120 ml
Claras 4 unidades 4 unidades 4 unidades
Fermento quimico Y colher Y colher % colher
Baunilha % colher % colher % colher
Crueira triturada 120 g 1029 90g
Basidiomas desidratado - 18g 309

! Formulagéo equivalente ao bolo controle (B1); 15% (B15); 25% (B25) da quantidade de cogumelo

Técnica de preparo dos produtos

Para o preparo da massa, todos os ingredientes foram pesados, adicionados
individualmente e misturados com auxilio de uma batedeira doméstica Walitta® até formar um
massa homogéneo. Em seguida foi acrescentado a massa, a crueira triturada e peneirada e o
cogumelo desidratado. A massa preparada foi transferida em formas de papel individualizadas e
assada em forno pré-aquecido a 180 °C por 45-60 minutos. Apos cocc¢do, os produtos foram

resfriados em temperatura ambiente e acondicionados em potes hermeticamente fechados.

Caracterizacdo macroscopica dos produtos

As caracteristicas morfoldgicas de cada produto foram determinadas de acordo com a metodologia citada
por Gorgonio et al (2011). A imagem digital de cada bolo foi obtida utilizando uma cdmera Canon 18.0 Mega Pixel
para posterior avaliacdo dos aspectos morfologicos.

Ao término da coccdo, os bolos foram avaliados para determinacdo do didmetro (D) e Espessura (E) com
auxilio de uma régua de 30 centimetros e o peso determinado em analitica. O indice de expansao obtido pela relagdo

D/E dos produtos formulados foram determinados de acordo com a AACC (1995).
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Avaliacéo da qualidade microbiolégica

Os produtos de confeitaria foram processados pela técnica de diluicdo sucessiva, em triplicata. De cada
réplica foi retirada uma amostra de biomassa equivalente a 10% da biomassa obtida para obtencdo de amostra
composta. De cada amostra composta foi retirada um grama para analise microbioldgica, incluindo leveduras, fungos
filamentosos, Eschericia coli e Staphylococcus aureus (SILVA et al, 2007) O crescimento dos microrganismos foi

observado a cada 24 horas quando determinou-se as UFC’s.

Composicdo centesimal

Os produtos elaborados com basidiomas de L. citrinus foram submetidas & determinacdo de umidade,
lipideos, proteina, cinzas e carboidratos. A umidade foi determinada por dessecacdo 105 °C até obtencdo de peso
constante. A determinacdo da fracdo protéica foi realizada pelo método micro Kjeldahl, aplicando o fator de
conversdo 6,25 (SILVA et al, 2007). A quantificagdo de lipidios foi realizada segundo o método Bligh and Dyer. As
cinzas, fibra bruta foram determinadas por incineragdo do material em mufla a 550-660 °C e digestdo acido-basica,
segundo método de Weende, respectivamente (A.O.A.C, 2006). Os carboidratos totais foram estimados por
diferenga. O valor caldrico dos bolos foi calculado utilizando-se os coeficientes de ATWATER que considera
4kcal/g de proteinas e carboidratos e 9kcal/g para os lipidios (MOSCATTO et al, 2004).

Determinacéo de macro e micro minerais

A determinacdo dos minerais foi realizada conforme os métodos proposto pela Embrapa (2009). As
amostras foram desidratadas em estufa de circulacdo de ar forgada a 40 °C, em seguida desidratadas e submetidas a
digestdo umida HNO3 + HCI O4 (3:1). O teor de fésforo foi determinado por Espectrofotometria com azul de
molibdénio; célcio, magnésio, potassio, cobre, ferro, manganés e zinco por espectrofotometria de absor¢éo atémica
(EAA). Todas as analises foram realizadas em ftriplicata. Os valores de macronutrientes (Ca, P, Mg, K) foram

calculados em g.kg* e os dos micros ( Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg .

Avaliacéo do custo das preparacdes
Na determinagdo do célculo do custo de cada produto no final da fabricacdo foi considerado o preco dos
ingredientes utilizados nas formulacBes controle e experimentais adquiridos no comercio local no municipio de

Manaus-Amazonas-Brasil.
Anadlise Estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%),

utilizando o programa Minitab versdo16.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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As caracteristicas fisicas dos trés produtos de confeitaria elaborados com cureira e enriquecidos com L.
citrinus esta apresentado na Tabela 2. Os produtos no final da fabricacdo apresentaram aparéncia integral, contudo a
medida que se aumentou a concentracdo de cogumelo em substituicdo da crueira, os valores dos parametros,
tamanho e peso foi crescente (Figura 1). A diferenca significativa dos parametros avaliados s6 foi observada nos
produtos experimentais contendo 25% de cogumelo, com destaque para 0 peso e a espessura, parametros cujo valor
foi superior 10%, em relagdo ao produto controle. Todavia, o indice de expansdo ap6s cocgao reduziu, a medida que
foi aumentado o teor de cogumelo, consequentemente o contetido de fibra, em substituicdo a crueira. Este aumento
de peso e a redugdo do indice de expansdo podem esta associado as propriedades hidrofilicas das fibras constituintes
do cogumelo, especialmente polissacarideos, polimeros que tem a propriedade de retengdo da agua nos produtos
(ORSINE et al, 2012; GUIMARAES et al., 2010). Os dados aqui apresentados sdo similares aos citados por
Guimardes et al. (2010) para bolos simples elaborados com farinha da entrecasca de melancia 7% e 30% em

substituicdo a farinha de trigo refinada.

Figura 1. Aspectos morfologicos dos produtos experimentais. Produto sem adi¢do de cogumelo (A); Produto com
15% cogumelo (B); Produto com 25% cogumelo (C).

Outro resultado evidenciado foi o aumento crescente da espessura ap6s a adi¢do do cogumelo nas
formulacBes experimentais (Tabela 2), com diferenca significativa no produto contendo L. citrinus 25% (p/p), efeito
determinado pelas proteases dessa espécie. Além disso, essas enzimas também podem ter impedido a deformacéo do
produto no forno (KOBLITZ, 2013). O potencial de L. citrinus como fonte de proteases foi identificado nos estudos
realizados por Kirsch et al (2011) e UFAM (2011).

Tabela 2. Caracteristica morfoldgicas dos produtos a base de crueira e cogumelo comestivel

Produto de Confeitaria

Tempo de cocgédo Peso Diametro x Espessura Indice de

Amostra (min) (9) (cm) Expanséo
Controle 40 50+1,00° 6,5+0,05% x 4,5+0,05°  1,60°+0,02
Cogumelo 15% 50 53+0,50° 6,5+0,05° x 4,7+0,05°  1,45°+0,01
Cogumelo 25% 55 55+1,00° 6,5+0,05% x 5,0£1,00*  1,30°+0,05

As médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Qualidade microbioldgica dos produtos

Os resultados da analise microbiolédgica dos basidiomas desidratados de L. citrinus, assim como, dos bolos
com e sem adicdo de cogumelo demonstraram a auséncia de coliformes fecais, Salmonella sp. e de fungos. Estes
resultados mostraram que a qualidade desses produtos estd em conformidade com as exigéncias da legislacdo
brasileira, RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 e as citagdes de Silva et al (2001) que exige a auséncia de Salmonella,
teor igual a 10* para Coliformes Totais e Escherichia coli ou coliformes termotolerantes, Staphylococcus coagulase
positiva, (5x10%) e bactérias psicrofilas (500 UFC’s).

A presenca de fungos em excesso, contagem acima de a 10° UFC/g, indica manipulacdo inadequada,
podendo ser decorrente de falhas na limpeza da matéria-prima, ou no manuseio realizado em condicGes
insatisfatorias (LEMOS, 2009). Com relagdo as bactérias meséfilas, quando a contagem também for superior a 10°

UFC/g, podem levar a alteragéo sensorial e redugcdo do tempo de prateleira, indicando insalubridade do produto.

Composicdo centesimal

Na tabela 3, os resultados referentes a média da composi¢do centesimal dos produtos de confeitaria
utilizando crueira como ingrediente base mostra que as variaveis lipidios e carboidratos foram significativos no bolo
controle. Quando a crueira foi substituida por 15% de cogumelo a significancia so foi observada nos teores de
umidade e cinzas. No produto experimental em que a crueira foi substituida em 25% de cogumelos, os teores da
maioria dos parametros avaliados (cinzas, lipidios, proteinas, fibras e carboidratos) foram significativos, exceto a
umidade que o valor foi semelhante ao do controle.

Em comparacdo ao controle, o teor de proteina e fibra foi crescente nos produtos experimentais, a medida
que aumentou a concentracdo de cogumelo. Efeito inverso foi verificado no quantitativo de carboidratos e no
conteldo cal6rico, ou seja, houve redugdo dessas variaveis nos dois produtos (Tabela 3), resultados que demonstram
a qualidade nutricional dos produtos a base de cureira e a eficacia do cogumelo L. citrinus nas formulagdes
experimentais, considerando que os demais ingredientes foram mantidos nas mesmos quantidades.

O produto desenvolvido nesta pesquisa com maior percentual de fibras (Tabela 3) apresenta teor
consideravel quando comparado aos produtos elaborados com matéria prima similares, a exemplo do bolo de
macaxeira (0,7%g/100g) e, biscoito formulado com polvilho azedo que apresentou 0,3%g/100g de fibra alimentar
(TACO, 2011; APLEVICZ et al, 2006). Além disso, outros produtos descritos na literatura, bolo enriquecido com
entrecasca de melancia (fibra=2,51%g/100g), bolo de chocolate com soja (fibra=0,3%g/100g); bolo com farinha de
casca de maracuja ( fibra=1,86%g/100g), apresentaram quantitativo de fibras inferior (GUIMARAES et al, 2010;
JUSTINO et al, 2010; MIRANDA et al, 2013).

A Portaria n° 27 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria de 1998, classifica alimentos solidos como
fonte de fibra, aqueles contendo no minimo 3 g/100 g™ . Os produtos contendo 6 g/100g™ séo referidos como fonte
de alto teor de fibra (BRASIL, 1998). Com base nesse documento, o produto elaborado com farinha de crueira
contendo 25% de L. citrinus caracteriza-se como alimento fonte de fibra.

Segundo Miranda et al (2013) o enriquecimento com fibras pode melhorar a qualidade nutricional de dietas,

reduzindo inclusive suas calorias com o uso de farinhas que tem grande potencial para servirem como ingredientes
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alimenticios. Em se tratando do cogumelo comestivel estudado, um ingrediente pouco explorado, porém tem
constituicdo adequada para ser usado como ingrediente alimenticio de alta qualidade. IOM (2005) cita que conforme
a Dietary Reference Intake (DRI), para homens e mulheres entre 19 e 70 anos a a ingestdo diaria de fibras
alimentares dever ser equivalente a 21- 38g. Dessa forma, as preparacdes enriquecidas com Lentinus citrinus podem
ser consideradas alimentos fontes de fibras visto que oferecem, por porcéo, até 1g de fibras a mais que a formulagéo
controle (BRASIL, 1998).

O teor lipidico encontrado nas trés formulagdes dos produtos a base de crueira que apresentou
aproximadamente 31% foi devido a adicdo de Oleo vegetal, inclusive, em substituicio ao volume de leite,
respectivamente com a finalidade de formar uma emulsdo para aprimorar a textura do alimento e elaborar um
alimento sem leite na sua composicéo de forma a favorecer o consumidor que apresenta alergias e intolerancias aos
constituintes do leite.

O ¢leo vegetal usado nas formulagdes tem na composicao basicamente, 7% de acido graxo saturado, 11%
de &cido graxo linolénico e 21% de &cido graxo linoléico, ambos poliinsaturados e, 61% de acidos graxos
monoinsaturado. Segundo Lottenberg (2009) o consumo de &cidos graxos insaturados esta associado diminui¢do de
LDL sérico e assim prevenir o surgimento de doengas coronarianas. Por esse critério, o risco pode ser reduzido de
forma mais eficaz quando os &cidos graxos trans e &cidos graxos saturados sdo substituidos por &cidos graxos
insaturados (MARTIN et al, 2006).

Tabela 3. Composicéo centesimal dos produtos elaborado a base de crueira e cogumelo comestivel

Produto de confeitaria

Variaveis (g/100g ms) B1 B15 B25
Umidade 10,11+1,25° 12,92+1,26° 10,07+0,41°
Cinzas 0,72+0,00° 0,93+0,07° 1,06+0,04%
Lipideos 30,37+5,00°% 30,42+1,64°% 30,65+0,77°
Nitrogénio 0,52+0,02° 0,8+0,05" 1,13+0,04%
Proteina (Nx 6,25) 3,25+0,36° 5,0+0,07° 7,1+0,81°
Fibras 0,83+0,02° 1,98+0,01° 3,29+0,01°
Carboidratos 54,72+0,81° 48,72+0,05° 48,53+0,36"
Energia (kcal) 502,2+0,07%  488,66+0,04 498,37+0,08°

As médias seguidas da mesma letra nas linhas néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Macro e micro minerais dos produtos a base de crueira

A tabela 4 demonstra os resultados referentes ao teor de minerais dos produtos elaborado a base de crueira
adicionado de L. citrinus. Neste estudo a concentragdo de potassio e fosforo aumentaram 15,5% e 46,0% nos
produtos suplementados de cogumelo [15% e 25% (p/v)], respectivamente. Nos produtos experimentais, a medida
gue aumentou a concentragdo de cogumelo houve redugdo de 8,9% e 16,7% do teor de calcio quando comparado ao
produto controle. Provavelmente este resultado pode ter ocorrido em funcéo da retirada da crueira, alimento derivado
do processamento da mandioca que na forma crua e cozida contém 15 e 19mg de célcio /100g, respectivamente

(TACO, 2011). Em relagdo a magnésio e ferro o efeito foi inverso, o contelido desses dois minerais aumentou de
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acordo com a concentracdo do cogumelo, enquanto o quantitativo de sédio foi semelhante em todos os produtos,
porém manganés ndo foi determinado no produto controle. Ja nos demais produtos, o teor de manganés foi similar. O
quantitativo de cobre e zinco aumentou nos produtos adicionados de cogumelo, com variacdo de 53,12% a 16,40%,
respectivamente.

Os minerais em sua maioria sdo considerados essenciais devido as diversas funcdes que exercem no
organismo dos seres humanos, tais como, participagdo em diferentes formas no processo de crescimento;
constituintes estruturais dos tecidos corporais; reguladores de atividades enzimaticas; facilitam a transferéncia pela
membrana de nutrientes e outras moléculas (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2005).

Entre os macrominerais, o sodio presente em quantitativo significativo nos produtos, controle e
experimentais, Estes alimentos ainda podem ser classificados como apropriados para consumo em relacdo ao teor de
sodio. De acordo com as recomendagdes de ingestdo diaria preconizada pelas DRI’s (2005), a taxa maxima do nivel
de ingestdo (UL) de sddio para individuos de 19-70 anos, 2,3 g/dia.

Dos microminerais, 0 que expressou maior taxa nos produtos experimentais foi o ferro, variando de 9,83mg
a 16.65mg/100g . De acordo com a DRI (2005) a ingestdo diéria de ferro deve ser acima de 8-18mg/dia para homens
e mulheres em fase adulta, respectivamente. Os produtos elaborados com crueira e cogumelo comestivel demonstram
conteido de ferro superior quando comparado a outros produtos fontes de ferro, tais como sardinha (3,9mg/100g);
carne bovina (3,6mg/100g); mitdos de frango (6,5mg/100g); figado (9,5mg/100g; feijéo carioca (8,0mg/100g); soja
(13,1 mg/100g) (TACO, 2011). De acordo com Hoffmann; Kruger (2011) o consumo de alimentos ricos em ferro

reconhecido auxiliam na composicao de células vermelhas do sangue.

Tabela 4. Analise de minerais dos produtos elaborado a base de crueira e cogumelo comestivel
Produtos de confeitaria

Nutrientes
B1 B15 B25

P (g kg-1) 0,90+0,08° 1,41+0,03° 1,67+0,04°

K (g kg-1) 21,96+1,53° 35,97+4,10° 45,08+1,14°
Ca (g kg-1) 10,14+0,74° 9,23+0,23% 8,44+0,35"
Mg (g kg-1) 2,29+0,17° 3,52+0,07" 3,90+0,13°
Fe (mg kg-1) 9,83+1,52" 14,53+2,24° 15,67+1,04°
Na (mg kg-1) 1235+22,9° 1235+22,9° 1235+,22,9°
Cu (mg kg-1) 0,50°+ 0,0 2,17°+0,28 2,67°+0,28
Mn (mg kg-1) ND=0,0° 0,50+0,0° 0,50+0,0°
Zn (mg kg-1) 3,83+0,0° 6,83+0,0° 8,17+0,0°

Avaliacéo do Preco de Custo
O custo total do produto sem a adicdo de cogumelo (Tabela 5.) foi estimado em R$ 4,80 e rendeu 10
por¢des, com custo de R$ 0,48/porcdo. Nos produtos contendo 15% e 25% (Tabela 6 e 7) o rendimento foi
semelhante ao controle e a estimativa de preco foi de R$ 5,76, e R$ 6,40, respectivamente, custando cada porgdo R$

0,58 e R$ 0,64 respectivamente.



Tabela 5. Avaliacdo do custo do produto controle sem cogumelo (porcéo: 10)

Ingrediente Und Preco (R$) Qtd Preco total (R$)

Acucar refinado kg 2,50 0,200 0,50

Oleo vegetal L 4,00 0,120 0,53

Ovos und 0,35 6 2,10
Baunilha L 5,50 0,005 0,91
Fermento Quimico kg 3,00 0,001 0,30
Crueira kg 4,50 0,120 0,54
Cogumelo triturado kg 58,0 0,000 -

Total 4,80

Tabela 6. Avaliacdo do custo do produto com 15% cogumelo (porg¢édo: 10)

Ingrediente Und Preco (R$) Qtd Preco total (R$)
Acucar refinado kg 2,50 0,200 0,50
Oleo vegetal L 4,00 0,120 0,53
Ovos und 0,35 6 2,10
Baunilha L 6,50 0,005 0,91
Fermento Quimico kg 3,00 0,001 0,30
Crueira kg 4,50 0,102 0,46
Cogumelo triturado kg 58,0 0,018 1,04
Total 5,76
Tabela 7. Avaliacéo do custo do produto com 25% cogumelo (porc¢do: 10)
Ingrediente Und Preco (R$) Qtd Prez;é);)o tal
Acucar refinado kg 2,50 0,200 0,50
Oleo vegetal L 4,00 0,120 0,53
Ovos und 0,35 6 2,10
Baunilha L 6,50 0,005 0,91
Fermento Quimico kg 3,00 0,001 0,30
Crueira kg 4,50 0,090 0,40
Cogumelo triturado kg 58,0 0,030 1,74

Total

6,40
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam a viabilidade da utilizacdo da crueira e de L. citrinus como
suplemento na formulacdo de produtos sem gliten como uma alternativa para o desenvolvimento de novas
tecnologias alimentares na industria de confeitaria para elaboracdo de produtos de baixo custo, ricos em macro e

micronutrientes que proporcionam beneficios a salide humana.

REFERENCIAS

AMERICAN ASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTS - AACC. Approved methods of the AACC. 8. ed. Saint
Paul, 1995.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC. Official methods of analysis. 15.ed.
Washington: AOAC, 2006.

APLEVICZ, K. S. Caracterizagdo de produtos panificados a base de féculas de mandioca nativas e
modificadas. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos), Universidade Federal do Parand.
Ponta Grossa, 2006.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Portaria n. 27, de 13 de janeiro de 1998.
Aprova o regulamento técnico referente a informacéo nutricional complementar. Diério Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 16 jan. 1998.

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS. Bioprocesso para producdo de extrato
proteolitico fibrinolitico, e composicao fibrinolitica de cogumelo comestivel. Pl 1107365-9 de 07/11/2011.

FURLANI R.P., GODOY H.T. Valor Nutricional de cogumelos comestiveis: uma revisdo. Revista Instituto
Adolfo Lutz, v. 64, n. 2, 149- 154 pp, 2005.

GORGONIO, C. M. S; PUMAR1, M; MOTHE, C. G. Macrocospic and physiochemical characterization of a
sugarless and gluten-free cake enriched with fibers made from pumpkin seed (Cucurbita maxima, L.) flour
and cornstarch. Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 31(1): 109-118, jan.-mar. 2011.

GUIMARAES, R. R ; FREITAS, M. C. J,; SILVA, V. L. M. Simple cakes elaborated with flour of watermelon
inner skin (Citrullus vulgaris, Sobral): chemical, physical, and sensory evaluation. Ciénc. Tecnol. Aliment.
Campinas, vol. 30, n. 2, June 2010.

HAMADA, S; SUZUKI, K; AOKI, N; SUZUKI, Y. Improvements in the qualities of gluten-free bread after
using a protease obtained from Aspergillus oryzae. Journal of Cereal Science. 57, 91- 97, 2013.

HOFFMANN, S. A.; KRUGER, R. L. Preparation, sensory and physical-chemical cookie iron-rich meal to
bovine lung. Alim. Nutr., Araraquara, v. 22, n. 4, p. 577-583, out./dez. 2011.

INSTITUTE OF MEDICINE. Dietary reference intakes for energy, carbohydrate, fiber, fat, fatty acids,
cholesterol, protein, and amino acids . Washington, DC: National Academy, 2005. 1331p

JUSTINO, P. F. Avaliacdo sensorial de bolo de chocolate acrescido de soja por criangas em idade escolar.
Revista Salus-Guarapuava (PR). Jul./Dez; 3(2): 13-20, 2009.

KIRINUS, P; COPETTI, C; OLIVEIRA, V. R. Utilizacdo de farinha de soja (Glycine max) e de quinoa
(Chenopodium quinoa) no preparo de macarrdo caseiro sem gldten. Alim. Nutr., Araraquara v. 21, n. 4, p. 555-
561, out./dez, 2010.



61

KIRSCH, L. S; PINTO, A. C. S; PORTO, T. S; PORTO, A. L. F; TEIXEIRA, M. F. S. The Influence of Different
Submerged Cultivation Conditions on Mycelial Biomass and Protease Production by Lentinus citrinus
Walleyn et Rammeloo DPUA 1535 (Agaricomycetideae). International Journal of Medicinal Mushrooms, 13(2):
185-192, 2011.

KOBLITZ, M. G. B. Bioquimica de Alimentos: Teoria e Aplicacdes Praticas. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan.
Reimpr, 2013.

LEMOS, F. M. R. Elaboracédo e caracterizacdo de produto analogo a hamburguer de cogumelo Agaricus
brasiliensis. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos), Universidade Federal do Parana. Curitiba, 2009.

LOTTENBERG, A. M. P. Importancia da gordura alimentar na prevencdo e no controle de distdrbios
metabdlicos e da doenca cardiovascular. Arq Bras Endocrinol Metab. 53/5, 2009.

MAHAN, L.K; ESCOOT-STUMP, S. Alimentos, Nutricio e Dietoterapia. S&o Paulo: Roca, 11%d., 2005.

MARTIN, C. A, et al . Acidos graxos poliinsaturados 6mega-3 e dmega-6: importancia e ocorréncia em
alimentos. Rev. Nutr., Campinas, v. 19, n. 6, dez. 2006.

MIRANDA, A.A; CAIXETA, A.C.A; FLAVIO, E.F; PINHO, L. Desenvolvimento e analise de bolos enriquecidos
com farinha da casca do maracuja (Passiflora edulis) como fonte de fibras. Alim. Nutr. Braz. J. Food Nutr.,
Araraquara v. 24, n. 2, p. 225-232, abr./jun. 2013.

MOSCATTO, J. A.; PRUDENCIO-FERREIRA, S. H.; HAULY, M. C. O. Farinha de yacon e inulina como
ingredientes na formulacdo de bolo de chocolate. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 24 (4): 634-640, out.-dez,
2004,

NEVES, V. J. M; BROETTO, F; MARCHESE, J. A. Aproveitamento do residuo da producéo de farinha de
mandioca na producao de Alcool fino. Revista Raizes e Amidos Tropicais, volume 4, p.14-21, 2008.

ORSINE, J. V. C; BRITO, L. M; NOVAES, M. R. C. G. Cogumelos comestiveis: uso, conservagao,
caracteristicas nutricionais e farmacoldgicas. Rev. HCPA & Fac. Med. Univ. Fed. Rio Gd. do Sul;32(4):452-460,
2012.

SILVA, N. Manual de Métodos de Analise. Microbiolégica de. Alimentos. S&o Paulo - Livraria Varela Editora,
2007.

SMITH J.E., SULLIVAN R. The Western approach to medicinal mushrooms. Journal Science. 1-11 pp. 2004.

TACO. Tabela brasileira de composi¢do de alimentos / NEPA — UNICAMP.- 4. ed. rev. e ampl.-- Campinas:
NEPA- UNICAMP, 2011.

VIEIRA, J. C, et al . Qualidade fisica e sensorial de biscoitos doces com fécula de mandioca. Cienc. Rural, Santa
Maria, v. 40, n. 12, Dec. 2010.

ZAVAREZE, E. R; MORAES, K. S; SALAS-MELLADO, M. L. M. Qualidade tecnoldgica e sensorial de bolos
elaborados com soro de leite. Ciénc. Tecnol. Aliment. Campinas, vol. 30, n. : 100-105, 2010.



62

5. CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa mostraram a viabilidade da producdo de cogumelo
comestivel, uma forma de aproveitamento de residuo agroindustrial proveniente da Regido
Amazonica.

A partir dos cultivos nos residuos agroindustriais foram obtidos basidiomas com
qualidade nutricional com teores de proteinas, fibras, minerais e aminoacidos essenciais
aceitaveis para ser agregada a dieta de individuos que buscam uma alimentacdo saudavel e
também como ingrediente para o desenvolvimento de outros produtos.

Os produtos de confeitaria desenvolvidos a base de crueira quando adicionados de
basidiomas de L. citrinus apresentaram caracteristicas morfoldgicas, sobressaindo a textura e a

qualidade nutricional adequada para consumo humano.
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