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RESUMO

A industria de alimentos produz uma série de residuos de alto valor econémico que, se
submetidos a tecnologias adequadas, podem ser convertidos em produtos comerciais ou
matérias-primas para processos secundarios. Para a reciclagem destes residuos, o0s
cogumelos comestiveis sdo alternativas para producdo de biomassa, sendo que o substrato
gerado ao final do bioprocesso pode ser utilizado na elaboracéo de produtos alimenticios,
pois suas caracteristicas nutricionais aliadas a riqueza de nutrientes disponiveis favorece
0 aproveitamento desses subprodutos. Além disso, os impactos ambientais causados pelo
descarte irregular de residuos sdo minimizados. Esta pesquisa teve como objetivo
desenvolver e caracterizar trés produtos alimenticios do tipo shake formulados com
bioprodutos resultantes do processamento da casca de abacaxi como uma alternativa
alimentar fonte de fibras. Os bioprodutos foram caracterizados quanto a atividade
antioxidante, teor de fendis totais, digestibilidade in vitro das proteinas, bioensaio de
toxicidade frente a Artemia salina, atividade hemolitica qualitativa e atividade citotoxica
contra fibroblastos humanos MCR5. Os shakes foram elaborados utilizando formulacgdes
compostas pelos bioprodutos em pd, nas proporcdes de 0 e 100%, em substituicdo a
farinha de aveia para obtencdo de quatro formulagdes, incluindo a padrdo. Os shakes
produzidos foram submetidos a determinacdo de composicdo centesimal, teor de
minerais, determinacdo de pH e acidez titulavel total, e determinagdo da qualidade
microbioldgica. Os bioprodutos apresentaram atividade antioxidante e reduzido teor de
fenois totais e elevada digestibilidade de proteinas. Todos os ensaios toxicologicos
revelaram que se tratam de produtos seguros para o consumo humano. Quando substituida
a farinha de aveia pelos bioprodutos houve aumento de minerais, fibras, potassio, célcio,
sodio, cobre e manganés, além da redugdo das calorias totais.. O pH dos produtos do tipo
shake apresentaram menor valor que a amostra padrdo, maior acidez titulavel total e

qualidade microbiolégica dentro das especificagdes higiénico-sanitarias em vigor.

Palavras-chave: bioprodutos, casca de abacaxi, fibra alimentar, Lentinus citrinus,

Pleurotus albidus, Pleurotus ostreatus var. florida.



ABSTRACT

The food industry produces a series of wastes of high economic value which, if subjected
to appropriate technologies, can be converted into commercial products or raw materials
for secondary processes. Edible mushrooms are alternatives for the recycling of these
residues and the substrate generated at the end of the bioprocess can be used in the
elaboration of food products, since its nutritional characteristics, combined with the
richness of available nutrients, favors the utilization of these by-products. In addition, the
environmental impacts caused by irregular waste disposal are minimized. The objective
of this research was to develop and characterize three shakes, formulated with bioproducts
resulting from the processing of pineapple peel as an alternative food, source of fiber. The
bioproducts were characterized for antioxidant activity, total phenol content, in vitro
protein digestibility, bioassay of toxicity against Artemia salina, qualitative hemolytic
activity and cytotoxic activity against human MCRS fibroblasts. Shakes were made using
formulations composed of powdered bioproducts in the proportions of 0 and 100%,
replacing oat flour to obtain four formulations, including the standard one. The shakes
produced were submitted to determination of centesimal composition, mineral content,
determination of pH and total titratable acidity, and determination of the microbiological
quality. The bioproducts presented antioxidant activity and reduced content of total
phenols and high protein digestibility. All toxicological tests have shown that these
products are safe for human consumption. When oatmeal was replaced by bioproducts
there was an increase in minerals and fibers contente and the reduction of total calories.
In addition, there was increase of potassium, calcium, sodium, copper and manganese.
The pH of the shake products presented lower value than the standard sample, higher total
titratable acidity and microbiological quality within the sanitary and hygienic

specifications.

Key-words: Bioproducts, fiber, pineapple peel, Lentinus citrinus, Pleurotus albidus,

Pleurotus ostreatus var. florida.
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1 INTRODUCAO

Cogumelos comestiveis sdo macrofungos intensamente cultivados desde a
antiguidade. Estes basidiomicetos sdo muitos apreciados por suas caracteristicas
gastrondmicas e nutricionais, por apresentar alto teor de fibras, proteinas, vitaminas e
minerais, além de baixo teor de lipidios, sendo excelentes escolhas alimentares para serem
inclusas em dietas de baixa caloria (HELENO et al., 2015).

Além das caracteristicas nutricionais, 0s cogumelos comestiveis tém potencial
terapéutico, uma vez que produzem varios metabdlitos com atividade bioldgica de
interesse  medicinal, como antitumorais, antioxidantes, imunoestimuladores e
antimicrobianos (RAI et al., 2005; FINIMUNDY et al., 2013; YANG et al., 2013)

Em adicdo a importancia metabdlica, diversas espécies de cogumelos possuem
elevado potencial produtivo. A producéo de cogumelos em residuos agroindustriais é uma
alternativa extremamente eficiente para reciclagem de matéria organica. A biomassa
gerada pode ser utilizada como fonte de nutrientes e a utilizacdo dos residuos reduz os
impactos ambientais oriundo do descarte de materiais dispensaveis (SALES-CAMPOS e
ANDRADE, 2011; FONSECA et al., 2015).

Os residuos gerados pelo processamento do abacaxi sdo exemplos de residuos
agroindustriais que podem ser utilizados no cultivo de cogumelos comestiveis, uma vez
que no processamento industrial deste fruto apenas uma pequena porcentagem da
inflorescéncia é aproveitada, ja que a parte comestivel do abacaxi representa apenas
22,5% do seu volume (SILVA e ZAMBIAZI, 2008). A casca do abacaxi tem valor
nutricional superior que sua parte comestivel, com um grande contetdo de fibras e
proteinas. Assim, o fruto do abacaxizeiro pode ser considerado um grande fornecedor de
residuos com constituintes nutritivos adequados para serem utilizados na alimentagédo
humana (MARTIN et al., 2012).

Uma caracteristica da casca do abacaxi € o baixo teor lipidico, possibilitando que
este residuo seja utilizado em dietas que visam perda de peso. Além disso, a grande
quantidade de fibras presente na casca também age regularizando as fungdes intestinais e
prevenindo uma série de complica¢des fisioldgicas decorrentes da falta de fibras no
organismo como, por exemplo, obstipacdo intestinal, doengas cardiovasculares e cancer
de intestino (GONDIM et al., 2005; RODRIGUES e SARAIVA, 2007; MARTIN et al.,
2012).
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Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo utilizar o subproduto do
processamento da casca de abacaxi enriquecido com a massa micelial de trés espécies de
cogumelo comestivel (Pleurotus albidus, Pleurotus ostreatus var. florida e Lentinus
citrinus) para a elaboragdo de produtos alimentares do tipo shake, um alimento saudavel

e nutritivo.
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2 JUSTIFICATIVA

O cultivo de cogumelos comestiveis € um processo biotecnoldgico que vem
contribuindo para a reciclagem de residuos organicos e que atualmente pode ser
considerado como um dos poucos processos que combinam a producao de alimentos ricos
em proteinas com a reducio dos impactos ambientais (SANCHEZ, 2010).

Nos Ultimos anos, os cogumelos comestiveis vém se revelando como excelentes
veiculos nutricionais para estudo e aplicacdo na fabricacdo de produtos alimenticios,
devido suas caracteristicas gastrondmicas e propriedades medicinais, aliadas a sua vasta
diversidade, contribuindo para melhoria da qualidade de vida do homem. As espécies
comestiveis podem ser consumidas in natura ou como ingrediente, principalmente na
forma de po, podendo ainda ser associadas a produtos formulados com farinhas (pao,
macarrdo) e em outros produtos para consumo em lanches (KIM et al, 2011).

Além da utilizacéo direta dos residuos agroindustriais para o cultivo de cogumelos
comestiveis, 0 biocompdsito gerado ao final do processo de cultivo pode ser utilizado
como matéria prima para elaboracdo de produtos alimenticios, uma vez que séo fontes de
proteinas, minerais, fibras soltveis e insollveis e compostos fendlicos (GONCALVES et
al., 2010; SALES-CAMPOS, 2011).

Deste modo, a realizagéo desta pesquisa justifica-se pela contribuicdo em fabricar
trés produtos alimentares do tipo shake com alto valor nutricional, com residuo
agroindustrial enriquecido com cogumelos comestiveis, um produto inovador com alto
valor agregado e baixo custo produtivo, que atenda as exigéncias do mercado consumidor

quanto a qualidade tecnoldgica e sensorial.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Desenvolver trés produtos alimenticios tipo shake adicionado de bioproduto do

processamento da casca de abacaxi enriquecido com massa micelial de cogumelos

comestiveis, como alternativa alimentar nutritiva e fonte de fibra.

3.2 Objetivos Especificos
e Caracterizar o bioproduto contendo massa micelial de cogumelos comestiveis quanto

a atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos;
e Determinar a atividade de dgua do bioproduto e dos shakes elaborados;

e Investigar a digestibilidade in vitro do bioproduto adicionado de massa micelial de
cogumelos comestiveis;

e Determinar a toxicidade in vitro dos bioprodutos;

e Elaborar trés produtos alimenticios do tipo shake adicionado de bioproduto;

e Determinar a composicdo centesimal e mineral dos produtos do tipo shake;

e Determinar o pH e a acidez total titulavel dos produtos elaborados;

e Analisar a qualidade microbioldgica dos produtos do tipo shakes.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Cogumelos comestiveis

Cogumelos sdo fungos saprébios integrantes da classe dos Basiodiomycetes que
crescem nos mais diversos substratos e desempenham papel essencial na ciclagem de
nutrientes, uma vez que colonizam e degradam uma grande variedade de residuos
lignoceluldsicos em um ciclo relativamente curto (CARVALHO et al., 2010, FONSECA
etal., 2015). Existem de 14 000 a 22 000 espécies de cogumelos no mundo, cerca de 2000
delas sdos comestiveis mas apenas 25 sdo consideradas alimentos e poucas sdo
comercializadas (PATEL et al., 2012; VALVERDE et al., 2015).

Por séculos os cogumelos tém sido utilizados nos paises asiaticos por suas
caracteristicas gastrondmicas, incluindo aroma e textura. Na Franga, o consumo de
cogumelos remonta desde o século XVII, sendo Agaricus bisporus (champignon-de-
Paris), a principal espécie cultivada pelos franceses (MOON e LO, 2013).

Cogumelos possuem alto teor de proteinas, baixo teor de lipidios e fornecem um
contetdo energético baixo, fatores que fazem deles excelentes alimentos para dietas de
baixa caloria (HELENO et al., 2015). Além disso, apresentam em sua composi¢do
minerais e vitaminas, especialmente aquelas do complexo B, acido ascorbico e ergosterol,
que é convertido em vitamina D na presenca de luz solar (SALES-CAMPOS et al., 2013).

Os cogumelos sdo muito valorizados por seu valor nutricional e aceitabilidade,
assim como por suas caracteristicas farmacolOgicas. Esses basidiomicetes tem
apresentado diversas aplicagbes medicinais incluindo atividade antitumoral,
imunomodulatéria,  cardiovascular, antiviral, antibacteriana,  antiparasitaria,
hepatoprotetora entre outras (WASSER, 2010). Além disso oferecem uma variedade de
compostos metabdlicos, como compostos fenolicos e antioxidantes (PALACIOS et al.,
2011; MOON e LO, 2013; HELENO et al., 2015).

4.2 Género Pleurotus
Os basidiomicetes do género Pleurotus sdo cosmopolitas, comestiveis,

encontrados naturalmente em florestas Umidas tropicais e subtropicais e possuem a
habilidade de colonizar os mais diversos substratos (RIVAS et al., 2010, PATEL et al,

20



2012). As principais caracteristicas morfoldgicas desses cogumelos incluem basidiomas
com aspecto similar a uma ostra, estipe geralmente lateral, lamelas decurrentes e esporada
branca (PUTZKE, 2004; KIRSCH et al, 2016). Esses macrofungos tém distribuicédo
mundial e j foram documentados em areas da mata atlantica brasileira e mesmo na regido
da Floresta Amazonica (TEIXEIRA et al., 2009; RIVAS et al., 2010). Pertencem a classe
Basiodiomycetes, ordem Agaricales, familia Polyporaceae (PUTZKE, 2004).

Pleurotus sdo um dos principais grupos de cogumelos comercializados
mundialmente, junto com os dos géneros Agaricus e Lentinus. Eles apresentam alto
contetdo de proteinas, vitaminas e minerais, baixo contetdo de carboidratos, agucar e
lipidios (PATEL et al., 2012). Estes cogumelos sdo extensamente cultivados devido sua
alta eficiéncia bioldgica, pois secretam um complexo de enzimas, incluindo peroxidases,
lacases, celulases, hemicelulases e xilanases, capazes de promover a degradacdo de
substratos ricos em lignina e celulose (ALEXANDRINO et al., 2007, RAMPINELLI,
2009).

O Brasil possui pelo menos 15 espécies do género Pleurotus que séo consideradas
nativas, sendo elas: Pleurotus albidus (Berk.) Pegler, Pleurotus araucariicola Sing.,
Pleurotus calyx (Speg.) Sing. (=Lentinus patulus), Pleurotus djamor (Fr.) Boed;j. [sin.:
Pleurotus flabellatus (Berk. & Br.) Sacc.], Pleurotus dryinus (Pers.: Fr.) Kummer,
Pleurotus eugrammus (Mont.) Dennis — Pegler (como Nothopanus), Pleurotus favoloides
Sing., Pleurotus hirtus (Fr.) Sing., Pleurotus macropus Bagl. [sin.: Pleurotus
cornucopiae (Paulet : Pers.) Rolland], Pleurotus opuntiae (Dur. & Lév.) Sacc., Pleurotus
ostreatoroseus Sing., Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kumm., Pleurotus rickii Bres.,
Pleurotus submembranaceus (Berk.) e Pleurotus subtilis (Berk.) Br. (PUTZKE, 2002).

Entre os Pleurotus, P. albidus ocorre na Argentina e ja foi documentado no Brasil
e no México, tem como caracteristica, coloracdo clara, variando de creme a branco,
margem inteira & crenada, fina, geralmente encurvada. H4 uma grande variagédo entre 0s
espécimes, ndo s6 em colecdes cultivadas em laboratério como também em exemplares
coletados da natureza (LECHNER e ALBERTO, 2011). Pleurotus albidus é uma espécie
com grande potencial produtivo, estudos feitos por Lechner e Alberté (2011), mostram
que foram obtidos basidiomas de boa qualidade em menor tempo por P. albidus quando
comparado a outras espécies do mesmo género (LECHNER e WRIGHT, 2004).
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Pleurotus ostreatus var. florida é outra espécie extensamente cultivada no mundo,
especialmente na india. Estudos mostram que Pleurotus ostreatus var. florida apresentou
37,19% de proteinas e apenas 3,72% de lipideos, em base seca (ROUT et al., 2006). Além
do potencial nutricional de Pleurotus ostreatus var. florida, € comumente reportado seu
potencial terapéutico, uma vez que ja foram isoladas substdncias com atividade

antitumoral e imunoestimuladoras (ROY et al., 2009).

Figura 1. Pleurotus albidus. Acervo fotografico do ~ Figura 2. Pleurotus ostreatus var. florida.
Herbéario Micoldgico Jair Putzke/UFAM. Acervo fotogréafico do Herbario Micoldgico Jair
Putzke/UFAM.

4.3 Género Lentinus

O género Lentinus Fr. esta constituido por cerca de 63 espécies, com distribuicdo
mundial e ocorrendo principalmente em areas tropicais e temperadas. S&o cogumelos
saprobios com sabor distinto e alto conteido de proteinas, fibras, minerais, vitaminas e
teor reduzido de lipidios (KARUNARATHNA et al., 2011; MACHADO et al.,2015).
Pertencem a classe Basiodiomycetes, ordem Agaricales, familia Polyporaceae (PUTZKE,
2002).

Algumas espécies deste género sdo comestiveis, sendo Lentinus edodes a espécie
mais consumida mundialmente. Além desta especie, Lentinus cladopus Lév., Lentinus
crinitus, Lentinus glabratus Mont., (L.), Lentinus subnudus Fr., Lentinus velutinus Fr.,
Lentinus cubensis Berk e Lentinus strigosus (Schwein) Fr. sdo outras espécies
comestiveis do género (KARUNARATHNA et al., 2011, ZENT et al., 2004).

Lentinus citrinus Walleyn et Rammeloo € um basidiomicete saprobio, que ocorre
principalmente em regifes tropicais e subtropicais. L. citrinus é descrito como uma
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espécie comestivel, embora pouco se conhega em relacdo ao seu potencial biotecnoldgico
(KIRSCH et al, 2013). Kirsch et al., observaram uma grande producdo de protease por
este fungo (7,33 a 23,22 U/mL) e Machado et al. (2015) constataram que L. citrinus
apresentou grande quantidade de fibras (11,209/100g), proteinas (27 g/100g) e presenca
de aminoéacidos essenciais, possuindo propriedades nutricionais para a sua inclusdo na

dieta humana.

Figura 3. Lentinus citrinus. Acervo fotografico
do Herbario Micolégico Jair Putzke/UFAM.

4.4 Aplicacédo dos cogumelos comestiveis na industria de alimentos

Recentemente, muitos estudos vém sendo conduzidos com cogumelos de forma
estimular a sua inclusdo em alimentos processados, seja de forma direta ou indireta (LIN
et al., 2008). Estes fungos tém sido adicionados diretamente como ingredientes ou usados
indiretamente como uma fonte de fermentacdo (MOON e LO, 2013).

Diretamente, os cogumelos vém sendo utilizados para a producdo de varios
produtos, como por exemplo na inddstria de panificacdo, sendo adicionados nas massas
na forma de po (LIN et al., 2008; OKAFOR et al., 2012). Lin et al. (2008) conduziram
um experimento com uma formulacdo de 5% de estipe de shiitake em substituicdo a
farinha de trigo e obteve um pdo com alto contetudo de fibra. Machado et al., (2014)
elaborou um produto de confeitaria (bolo) a base de crueira adicionado de biomassa de
Lentinus citrinus cogumelo e observou uma maior concentracao de fibras e proteinas nos

produtos experimentais.
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Outros trabalhos tém mostrado a utilizacdo de cogumelos comestiveis em
produtos diversos. Chockchaisawasdee et al. (2010) no estudo realizado para desenvolver
uma alternativa para melhorar a qualidade nutricional da linguica de porco tailandesa
fermentada, com foco na reducdo da gordura, utilizou um ingrediente saudavel, o
cogumelo ostra (Pleurotus ostreatus). Este estudo revelou o desenvolvimento de um
processo de producdo alternativo viavel, econémico e mais saudavel para a linguica
tailandesa. O produto final formulado ndo s6 atende as normas de seguranca
microbioldgica, como também o teor de gordura saturada foi reduzido significativamente.
Assim, os autores ao final do processo obtiveram uma salsicha mais saudavel em
comparagao ao produto tradicional.

Em outro trabalho realizado por Lemos (2009), o hamburguer formulado com
12% de A. brasiliensis apresentou teor de proteina, carboidratos, fibra alimentar e cinzas
superior aos hamburgueres comerciais avaliados e o teor de lipideos muito inferior. Com
esses dados, o produto elaborado demonstrou ser uma alternativa mais saudavel ao
produto tradicional, pois além das propriedades nutricionais e gastronémicas, o cogumelo
apresenta inumeras propriedades medicinais.

Indiretamente, os cogumelos vém sendo utilizados para produzir novos produtos.
Lin et al. (2010) utilizaram a estipe de Lentinus edodes como uma fonte alternativa de
nitrogénio em fermentagGes alcodlicas, uma vez que os estipes possuem alto contetdo de
proteinas e eram geralmente descartadas. Okamura-Matsui et al. (2003), demonstraram a
habilidade de Pleurotus ostreatus, Tricholoma matsutake e Agaricus blazei de substituir

Saccharomyces cerevisiae na producdo de cerveja, vinho e saqué.

4.5 Alimentos funcionais

O conceito de alimentos funcionais foi inicialmente introduzido no Japdo na
década de 80 e se referia aos alimentos utilizados na dieta normal e que, além de suas
funcdes bésicas nutricionais, demonstram beneficios fisioldgicos ou reduzem o risco de
doencas cronicas. Esses alimentos, designados para uso especifico na saude e conhecidos
como “foshu”, foods for specified health use, trazem o selo de aprovacdo do Ministério
da Saude e Bem Estar japonés (ROSA e COSTA, 2016).
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A legislacdo brasileira, por sua vez, define alimentos funcionais como os
alimentos ou ingredientes que, além das func¢des nutricionais basicas, quando consumido
como parte da dieta usual, produz efeitos metabolicos e/ou fisioldgicos e/ou efeitos
benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica (ANVISA,
1999).

Diversos ingredientes podem ser adicionados em produtos alimenticios com a
intencdo de conferir caracteristicas funcionais. A crescente preocupagao por uma
alimentacdo saudavel coloca alguns alimentos, como proteinas do soro de leite, soja,
aveia, gergelim, chia, psyllium, quinoa e linhaca na lista de preferéncia de um nimero
cada vez maior de consumidores (OLIVEIRA, 2013).

Segundo Barbosa et al. (2010) fatores como envelhecimento das populagdes, as
descobertas cientificas que vinculam determinadas dietas as doencas, o estilo de vida nas
grandes cidades, influenciam a busca por um estilo de vida mais saudavel, aumentando a
procura por alimentos funcionais e evidenciando cada vez mais essa tendéncia de
consumo. A busca por alimentos funcionais tem formado diferentes nichos de mercado
como, por exemplo, os de produtos benéficos ao desempenho fisico e mental, para saude
cardiovascular, saide gastrointestinal, energéticos, para relaxamento e até mesmo com
fins estéticos.

O mercado de alimentos e bebidas ligados a salde e ao bem-estar movimentou
cerca de 750 bilhdes de dolares no ano de 2013, destes 264 bilhGes correspondiam aos
produtos funcionais fortificados. A América Latina foi responsavel por movimentar 45
bilhdes desse montante ou cerca de 17% do mercado de produtos funcionais e o Brasil
responsavel por movimentar 14,6 bilhdes desse total (SCHULKA e COLLA, 2014).

4.6 Aproveitamento de residuos agroindustriais

Em todo mundo, sdo geradas milhdes de toneladas de residuos provenientes de
atividades agroindustriais que, em pequena escala, sdo utilizados para producao de ragdo
animal ou dispostos no campo para compostagem. A maior parte destes residuos ainda é
descartada sem tratamento, causando danos ao meio ambiente (MELO et al., 2011). Além

de criar potenciais problemas ambientais, 0s residuos representam perdas de matérias-
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primas e energia, exigindo investimentos significativos em tratamentos para controlar a
poluicdo (PELIZER et al., 2007).

Os residuos originados pela industria apresentam varia¢6es, dependendo do tipo
de insumo a ser processado e pode ser composto de cascas, sementes, carogos e até mesmo
a polpa (NASCIMENTO e FRANCO, 2015). No processamento de frutas para obtencgéo
de sucos e polpas sdo gerados cerca de 40% de residuos agroindustriais (INFANTE et al.,
2013; NASCIMENTO e FRANCO, 2015). Estes residuos possuem alto teor de nutrientes
como proteinas, carboidratos, lipidios, fibras, flavonoides, antioxidantes e podem ser
utilizados para a producdo de alimentos. Além disso, sdo insumos de baixo custo, que
podem ser de grande interesse as industrias de alimentos, pois enriquecem o produto final
sem onerar significativamente o custo de producdo. (MAURO et al., 2010; MIRANDA
etal., 2013).

Estudos vém sendo conduzidos com o intuito de aproveitar os residuos oriundos
do processamento de frutas, hortalicas, grdos, entre outras matérias primas. Arimatéia et
al. (2016) elaboraram um péo de forma enriquecido com residuos de goiaba e mangaba,
observando que algumas das caracteristicas fisico-quimicas inerentes aos residuos
agroindustriais das frutas foram incorporadas ao produto. Bender et al. (2016) estudaram
a utilizacéo de farinha de casca de uva para formulacdo de um snack, o que resultou em
um produto enriquecido nutricionalmente, principalmente com fibras e compostos
fenolicos. Miranda et al. (2013), investigou o uso da farinha da casca de maracuja como
ingrediente da producdo de bolos e observou que a farinha do residuo enriqueceu
nutricionalmente o produto, aumentando a quantidade de fibras destes. Coelho e
Wosiacki (2010) desenvolveram produtos panificados adicionados de farinha de casca de
maca, residuo que apresentou 43% de fibra em base seca e caracterizado como alternativa

potencial de fibra alimentar.

4.7 Abacaxi (Ananas comosus)

Abacaxis, ou ananas, sdo frutos pertencentes a familia Bromeliaceae e ao género
Ananas originarios da América do Sul (SILVA et al., 2013). Séo frutos cilindricos, com
polpa de cor branca, amarela ou laranja-avermelhada, com peso médio de 1 Kg
(GRANADA et al., 2004; RODRIGUES e SARAIVA, 2007).
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A producdo mundial total de abacaxis esta entre cerca de 16 e 19 milhdes de
toneladas, o Brasil é considerado o segundo maior produtor mundial, atras apenas da
Costa Rica. No ano de 2013, o Brasil produziu 2.483.831 toneladas desse fruto (FAO,
2013). No Estado do Amazonas, 0 abacaxi € a cultura temporaria com maior produgéo,
sendo que no ano de 2015 o Estado produziu 69 milhdes de frutos. Desta producao, 79%
¢ oriunda do municipio de Itacoatiara, regido do Novo Remanso (IBGE, 2015).

Os talos, cascas, coroas e cilindros do abacaxi sdo considerados rejeitos pelas
industrias processadoras apesar de possuirem um elevado teor de acglcares e fibras
(MARTIN, 2012). A porcao comestivel do fruto representa apenas 22, 5% a 35% do seu
volume total e cerca de 4,5 % corresponde a casca e 73% a sua parte vegetativa
(RODRIGUES e SARAIVA, 2007; SILVA e ZAMBIAZI, 2008).

Dados de Gondim (2005) mostram que a casca do abacaxi apresenta nutrientes
maiores do que em suas partes comestiveis, contendo grande quantidade de fibras
alimentares, proteinas e até mesmo calcio. A tabela 1 mostra a comparacao entre as duas
partes dessa fruta. Santos et al. (2010) obtiveram valores de 0,3% lipidios, 1,08% de

proteinas e 2,06% de fibras para esse residuo.

Tabela 1. Teor de nutrientes analisados da casca e da polpa de abacaxi.

100g de amostra in natura de abacaxi

Parametro
Casca Parte comestivel
Umidade (g) 78,13 86,00
Cinzas (9) 1,03 0,40
Lipideos (g) 0,55 0,00
Proteinas (g) 1,45 1,00
Fibras (g) 3,89 1,00
Carboidratos (g) 14,95 12,00
Calorias (Kcal) 70,55 48,00
Calcio (mg) 76,44 22,00
Ferro (mg) 0,71 0,30
Sédio (mg) 62,63 <0,40
Magnésio (mg) 26,79 18,00
Zinco (mg) 0,45 0,30
Cobre (mg) 0,11 0,11
Potéssio (mg) 285,87 131,00

Adaptado de GODIM et al. (2005).
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Os valores nutricionais da casca do abacaxi fazem dele um residuo com grande
potencial para ser utilizado na alimentacdo humana (MARTIN et al., 2012). A casca de
abacaxi possui um baixo teor lipidico, possibilitando que este residuo seja utilizado em
dietas que visam perda de peso. A grande quantidade de fibras presente na casca também
age regularizando as funcbes intestinais e prevenindo uma série de complicacdes
fisioldgicas decorrentes da falta de fibras no organismo como, por exemplo, obstipacao
intestinal, prisdo de ventre, doencas cardiovasculares e cancer de intestino (GODIM et
al., 2005; RODRIGUES e SARAIVA, 2007).

5 METODOLOGIA

5.1 Matéria Prima

Os bioprodutos gerados pela fermentacdo semi-solida da casca de abacaxi pelos
cogumelos comestiveis (separadamente) foram produzidos conforme citado por Souza et
al. (2016). Nesta pesquisa foram utilizados trés tipos de bioprodutos como matéria prima:
O bioproduto | - constituido por casca de abacaxi miceliada por Pleurotus albidus;
bioproduto Il - casca de abacaxi miceliada por Pleurotus ostreatus var. florida e;
bioproduto Il - casca de abacaxi miceliada por Lentinus citrinus. Todos as matérias
primas foram acondicionadas em frascos de vidro lacrados, previamente esterilizados. Os

trés bioprodutos foram desidratados e triturados até a obtencéo de um pé fino.

5.2 Escaneamento por microscopia eletrénica
A microestrutura da casca de abacaxi e dos bioprodutos foram visualizadas por

microscopia eletronica de varredura com utilizagdo de microscopio eletrénico modelo
Quanta 250 (FEI Company), em diferentes magnitudes. Nas analises foi utilizado
potencial de aceleracdo de 15 kV (TSUJIKAWA et al., 2003).

5.3 Determinacao da atividade bioldgica

5.3.1 Preparacao dos extratos
Para preparacdo dos extratos, 2 g dos bioprodutos foram adicionados em 20 mL

de 4gua destilada esterilizada, em frascos de Erlenmeyer de 125 mL. Os frascos foram
mantidos a 30 °C, 180 rpm. Apds 30 minutos os extratos brutos foram recuperados por
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filtracdo em tecido de algoddo e filtrados em membrana de polietersulfénica com
porosidade de 0,22um para analises posteriores (CHUTMANOP et al., 2008).

5.3.2 Determinagdo do teor de compostos fenolicos totais
A concentracdo de fenais totais foi quantificada pelo método de Folin-Ciocalteau

descrito por Singleton e Rossi (1965). Em placas de 96 pocos foi adicionado 10 pL dos
extratos numa concentragdo de 100 mg/ml e 50uL de Folin-Ciocalteau, incubados no
escuro por 8 minutos a temperatura ambiente. Logo ap0s esse periodo foi adicionado 240
uL de solugdo saturada de carbonato de sddio 0,4% e incubado novamente por 3 minutos.
Em seguida, foi realizada a leitura na absorbanciaem 715 nm no Multimode Detetor DTX
800 (Beckman Coulter), sendo que o teor fendlico das amostras foi expressa em mgEAG
quando comparado com o padrdo acido galico (SIGMA, G7384-100G).

5.3.3 Determinacdo da atividade antioxidante
A atividade sequestrante do radical lipossoltvel DPPH (SIGMA) foi realizado

segundo metodologia de Molyneux (2004). Para os testes foi preparada uma solucao de
2 ug/mL de DPPH (SIGMA®) com codigo D9132-5G em etanol. Esta solucdo foi diluida
com etanol até a absorvancia do controle (DMSO) de 1,000+0,1. Em cada pogo da
microplaca de 96 pocos, foram adicionados 270 pL de DPPH e 30 pL de cada amostra na
concentracdo de 100 mg/mL. Como controle positivo foi utilizado acido galico e, para o
controle negativo foram utilizados 270 pL de DPPH e 30 pL de etanol. A placa foi
incubada por 30 minutos em temperatura ambiente, no escuro e, a leitura da absorvancia
foi realizada em 492 nm no Multimo de Detetor DT X 800 da Beckman. As analises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em porcentagem de captura do
radical DPPH. A capacidade de sequestrar radial livre foi expressa pelo percentual de
inibicdo de oxidacéo do radical, conforme a equacdo |.

Inibigéo (%) =100 — Absorbancia da amostra %100 Equa(;éo (|)

Absorbancia do controle
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5.4 Determinacao da digestibilidade de proteina in vitro
A digestibilidade proteica in vitro foi determinada de acordo com o método de

Akeson e Stahman (1964) e Paiva et al. (2015). Uma amostra de 0,775g do bioproduto
foi homogeneizada com 1,5 mg de pepsina, em 10 mL de acido cloridrico 0,1N. Nesta
solucdo foram adicionados 500 pL digluconato de clorexidina 10mg/mL (Merthiolate®,
Brainfarma Industria Quimica e Farmacéutica S/A), para inibir o crescimento microbiano.
A mistura reacional foi incubada por 24 horas, a 37 °C. Ao término da reacdo, a amostra
foi neutralizada com solucéo de hidroxido de sédio 0,2 M. Nessa mistura foi adicionadalO
mL de solucdo de pancreatina em tampéo fosfato, pH 8,0 (0,5 mg/10 mL). Ap6s 24 horas,
a enzima foi inativada pela adicdo de 10 mL de &cido tricloroacético 10 % (p/v), para
precipitar a proteina ndo digerida. A amostra foi centrifugada a 8.000 xg, por 15 minutos.
A proteina do sobrenadante foi determinada pelo método de micro-Kjeldahl (AOAC
2002). O resultado foi expresso em porcentagem de nitrogénio digerido, em relacéo ao

nitrogénio total da amostra inicial (Equacao I1).

nitrogénio digerido

Digestibilidade (%) = x 100 Equacao (I1)

nitrogénio total da amostra

5.5 Bioensaio de toxicidade dos extratos brutos frente a Artemia salina
O teste de toxicidade foi avaliado segundo metodologia de Atayde (2011). Os

cistos de Artemia salina (0,1% p/v) foram incubados em solugdo de sal marinho néo
iodado (3% p/v) por 26 horas, sob luminosidade constante, a 30 °C e 140 rpm. Em uma
microplaca de 24 pocos foram adicionados 200 pL do extrato (100 mg/ml), 1700 pL de
solucéo de sal marinho e 100 uL de suspensédo de larvas de A. salina. A microplaca foi
mantida sob luminosidade constante, a 30 °C, por 24 horas. A mortalidade das larvas foi
determinada pela auséncia de mobilidade observada sob estereomicroscopio. A
toxicidade foi classificada como: ndo toxico (0-9%), ligeiramente tdxico (10-49%), toxico
(50-89%), e altamente toxico (90-100%). Para o célculo da porcentagem foi utilizada a

seguinte férmula:

ne de nauplios mortos

Mortalidade (%) =

x 100 Equacao (1)

total de nauplios
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5.6 Determinacao da atividade hemolitica qualitativa

A atividade hemolitica dos extratos brutos contra hemécias de carneiro foi
realizada pela técnica de hemdlise em tubos contendo sangue de carneiro desfibrinado
(Ebefarma®), de acordo com a metodologia preconizada por Carneiro et al. (2011). Uma
solucéo de sangue de carneiro desfibrinado a 2% (v/v) foi preparada em tampéo fosfato,
pH 7,4. Os extratos foram diluidos em soro fisioldgico e testados em concentracdes de
1000 a 100 pg/ml. Um volume de 1,0 mL da suspensdo de sangue foi adicionado a cada
tubo contendo os extratos e estes foram homogeneizados lentamente e deixados em
repouso. Apos 60 minutos, os tubos foram homogeneizados novamente e mantidos em
repouso por mais 24 horas. Como controle negativo foi utilizado soro fisioldgico e como
controle positivo solugéo de Triton-X. Os resultados foram descritos como a presencga ou
auséncia de hemdlise, baseando-se na coloracdo do sobrenadante. A presenca de um

precipitado de células indica um resultado negativo.

5.7 Avaliagéo da citotoxicidade utilizando fibroblastos humanos MCR5

5.7.1 Linhagem e cultura celular
Neste teste, foram utilizados fibroblastos humanos (MRC5) do Laboratério de

Atividade Biologica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFAM. As linhagens
foram mantidas em garrafas de cultura contendo meio de cultura Dulbeco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de
antibiético Ampicilina (p/v). As células foram acondicionadas em estufa com 5% de CO»,
a 37 °C. O modelo de estudo proporcionou a comparagdo do efeito citotoxico dos extratos
dos bioprodutos, em diferentes concentragdes, sobre linhagens de fibroblastos humanos
MRCS5.

5.7.2 Avaliacéo da citotoxicidade
A citotoxicidade dos extratos dos bioprodutos foi avaliada por meio do teste de

Alamar Blue, conforme metodologia descrita por Ahmed et al. (1994). Neste teste o
Alamar Blue (resazurina) de cor azul e ndo fluorescente, é reduzido a resofurina, de cor
rosa e fluorescente, pelas células viaveis. As células foram transferidas para placas com
96 pogos na concentracdo de 0,5 x 10%células por poco. Esta placa foi mantida a 37 °C

com 5% de CO; durante 24 horas. Apos este periodo as células foram tratadas na
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concentracdo Unica de 200 pg/ml de extrato durante 72 horas. Como controle positivo foi
utilizada a doxorrubicina (1720 uM) e como controle negativo DMSO 0,1% (v/v). Trés
horas antes do final de cada tempo de tratamento foi acrescentado 10 pL do Alamar Blue
0,02% (v/v) . A leitura das placas foi realizada em Leitor de microplaca na regido da
fluorescéncia a 465 nm e 540 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e 0s

dados foram analisados no programa GraphPad prism 5.0.

5.8 Formulacéo dos shakes

A formulacdo dos shakes foi baseada no levantamento dos ingredientes dos
rotulos das formulagdes disponiveis no mercado e no trabalho de Araudjo et al. (2013). Os
produtos foram compostos de uma parte fixa e outra parte varidvel. A parte fixa da
formulacdo foi elaborada com maltodextrina, colageno hidrolisado, leite desnatado,
gelatina sem agUcar sabor morango e goma xantana (Tabela 2).

Na parte variavel da formulacéo foi utilizado farinha de aveia e bioproduto em pé.
Para elaboracdo do shake padrdo foi utilizada farinha de aveia e nas amostras foram
adicionadas o bioproduto, os demais ingredientes permaneceram inalterados. Apos a
mistura dos constituintes foi obtido o produto final. A reconstituicdo do produto do tipo

shake foi feita com agua mineral ou leite.

Tabela 2. Formulaco dos shakes para preparo de 500g do produto.

shake

Ingredientes padrao shake I*  shake 11**  shake I11***

Farinha de aveia (g) 1154 0 0 0

P6 do bioproduto (g) 0 1154 1154 1154

Maltodextrina (g) 115,4 115,4 115,4 115,4

Leite desnatado em p6 (g) 153,8 153,8 153,8 153,8

Colageno hidrolisado (g) 19,2 19,2 19,2 19,2

Goma xantana (g) 19,2 19,2 19,2 19,2
76,9 76,9 76,9 76,9

Gelatina sem aglcar sabor morango (g)
* shake preparado com o bioproduto | — casca de abacaxi e P. albidus; ** shake preparado com o
bioproduto Il — casca de abacaxi e Pleurotus ostreatus var. florida; *** shake preparado com o
bioproduto I11 — casca de abacaxi e L. citrinus.
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5.9 Determinacao da atividade de 4gua dos bioprodutos e dos produtos do tipo
shake
A determinacdo da atividade de agua dos bioprodutos e dos produtos do tipo shake

foi realizada utilizando um medidor de atividade de 4gua, modelo AQUALab 4TEV a

uma temperatura de 25 °C.

5.10 Determinacéo da acidez titulavel e pH dos shakes

O pH dos shakes foi medido usando medidor de pH digital (PHTEK, PHS-3E)
pré-calibrado com tampdes de pH 4,0 e 7,0. A acidez titulavel dos batidos foi medida por
titulagdo com NaOH 0,1 N e fenolftaleina como indicador, de acordo com metodologia

preconizado pelo Instituto Adolpho Lutz (2008).

5.11 Determinacéo fisico-quimica dos shakes
5.11.1 Determinacdo da composicao fisico-quimica dos shakes

e Umidade: foi determinada por dessecacdo em estufa com circulagcdo de ar a 105 °C
(método gravimétrico) até obtencdo de peso constante (A.O.A.C., 2002).

e Proteina: foi determinada pela concentracdo de nitrogénio (%) segundo o método
micro Kjeldahl, aplicando o fator de converséao 6,26 (A.O.A.C., 2002).

e Fibras totais: A fibra bruta foi determinada através de digestdo acido-basica, segundo
método de Weende estabelecido pela A.O.A.C (2002).

e Cinzas (residuo mineral fixo): foi determinado por incineracdo do material em mufla
a 550-660 °C até obtencdo de peso constante (A.O.A.C., 2002).

e Lipidios: foi obtido com misturas de solventes a frio segundo o método Bligh and Dyer
(BLIGH e DYER, 1959).

e Carboidratos totais: foram estimados por diferenca (100 — gramas totais de umidade,
proteina, lipidios, cinzas e fibra alimentar) (LATINFOODS, 2002; NEPA, 2006).

e Energia: a energia total metabolizavel, expressa em kilocalorias (kcal), foi calculada
pelo fator de conversdo de Atwater: (4 g proteina) + (4 g carboidratos totais) + (9 g de
lipideos), preconizados pelo Latinfoods (2002) e NEPA (2006).
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5.11.2 Determinagdo 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 circulagédo de ar forcada a
40 °C, em seguida desidratadas e submetidas a digestdo umida HNO3 + HCI O, (3:1). O
teor de fdsforo foi determinado por Espectrofotometria com azul de molibdénio; célcio,
magnésio, potassio, cobre, ferro, manganés e zinco por espectrofotometria de absorcao
atdbmica (EAA). Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os valores de
macronutrientes (Ca, P, Mg, K) foram calculados em g.kg* e os dos micronutrientes (
Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg L.

5.12 Determinacao da qualidade microbiolédgica dos produtos
A andlise microbioldgica foi realizada baseada na determinacdo do nimero mais

provavel de bactérias dos grupos: coliforme totais, coliformes de origem fecal ou
Escherichia coli e pesquisa de Salmonella, de acordo com a metodologia preconizada
pelaa RDC n°12 da ANVISA (SILVA et al., 2007).

5.13 Analises estatisticas
Os resultados foram analisados utilizando analise estatistica descritiva (média,

desvio padrdo, etc.). Os dados referentes & composi¢do centesimal do produto final
produzido com diferentes concentracdes de casca de abacaxi enriquecido com biomassa
de cogumelo comestivel foram submetidos a analise de Variancia ANOVA e Tukey ao

nivel de 5% de significancia.
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7 RESULTADOS

CAPITULO 1

Digestibilidade in vitro, atividade antioxidante e toxicidade de
bioprodutos enriquecidos com cogumelos comestiveis.
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Resumo

Os cogumelos comestiveis séo uma boa alternativa para a bioconversdo dos residuos da
industria alimentar. Os trés bioprodutos formulados com casca de abacaxi e os cogumelos
comestiveis Pleurotus albidus, Pleurotus ostreatus var. florida e Lentinus citrinus

tiveram a atividade da &gua determinada, assim como a capacidade antioxidante,
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atividade fendlica total e digestibilidade in vitro de proteinas. A toxicidade dos
bioprodutos foi investigada utilizando o teste de toxicidade com Artemia salina, teste de
atividade hemolitica qualitativa e avaliacdo da citotoxicidade contra fibroblastos
humanos MCR5. Os dados mostraram baixa atividade da agua, atividade antioxidante
variando de 7,21% a 62,17% e atividade fendlica total em torno de 3 mgeEAG/g de extrato.
Todos os bioprodutos apresentaram altos niveis de digestibilidade. Os trés bioprodutos

ndo mostraram toxicidade nas doses testadas.

Palavras-chave: Pleurotus, Lentinus, residuos agroindustriais, abacaxi.

Introducéo

Cogumelos sdo considerados uma iguaria com alto valor nutricional e funcional,
sendo produtos de extrema relevancia comercial devido as suas qualidades
orgaonolépticas, propriedades medicinais e significativa importancia econdmica
(Valverde et al., 2015). Estes macrofungos podem crescer em uma grande variedade de
residuos e em diversos ecossistemas sao importantes decompositores de matéria organica,
degradando a celulose, hemicelulose e lignina (Adebayo e Martinez-Carrera, 2015).

O cultivo de cogumelos comestiveis em residuos agroindustriais tem se
apresentado como uma alternativa para o melhor reaproveitamento da matéria organica
(Fonseca et al., 2015). Estes residuos sdo importantes fontes de fibras e ricos em
antioxidantes, aumentando, assim, a sua utilizagdo para o preparo de alimentos ou
formulagdes nutracéuticas (Mokochinski et al., 2015). Além disso, a producdo de
cogumelos pode originar dois produtos de alto valor agregado, os cogumelos para

consumo humano e os substratos utilizados para seu cultivo, que podem ser utilizados
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como ingredientes para producdo de novos produtos alimenticios para alimentacéo
humana e animal (van Kuijk et al., 2015).

A selecdo de um substrato de cultivo econdmico e eficiente que reduza os custos
de producdo, é um fator de extrema importancia no cultivo de cogumelos (Yang et al.,
2015). Neste cenario, os residuos do processamento de abacaxi podem ser utilizados
como um excelente substrato para a produgdo de tais insumos, pois 0 processamento do
abacaxi gera uma grande quantidade de residuos com constituintes nutricionais, podendo
ser utilizados na alimentag&o humana (Bresolin et al., 2013).

O objetivo deste estudo foi caracterizar a digestibilidade de proteinas in vitro,
toxicidade, atividade antioxidante e compostos fendlicos totais de trés bioprodutos
formulados com casca de abacaxi e micélio de cogumelos comestiveis, Pleurotus albidus,
Pleurotus ostreatus var. florida e Lentinus citrinus, podendo ser utilizados para o

desenvolvimento de novos produtos alimenticios.

Materiais e Métodos

Matéria-prima

Os bioprodutos gerados a partir de casca de abacaxi e cogumelos comestiveis
foram previamente produzidos conforme citado por Souza et al. (2016), no laboratdrio de
Micologia da Universidade Federal do Amazonas e séo resultados da fermentagao semi-
solida da casca de abacaxi pelos cogumelos (separadamente). O bioproduto | foi originado
da miceliacdo da casca de abacaxi por Pleurotus albidus, enquanto o bioproduto Il foi
originado pela miceliacdo de casca de abacaxi por Pleurotus ostreatus var. florida. O
Gltimo bioproduto, bioproduto 11, foi composto por casca de abacaxi e 0 micélio do

cogumelo Lentinus citrinus. Todos os bioprodutos foram desidratados e triturados até
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obtencdo de um po6 fino, e mantidos em frascos selados e previamente esterilizados até

sua posterior utilizagao.

Determinacdo da atividade de agua

A determinacdo da atividade de agua dos pds dos bioprodutos foram realizadas
utilizando um medidor de atividade de agua, modelo AQUALab 4TEV, a temperatura de

25°C.

Escaneamento por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microestrutura da casca de abacaxi e dos bioprodutos foram visualizadas por
microscopia eletronica de varredura com utilizacdo de microscopio eletrénico modelo
Quanta 250 (FEI Company,), em diferentes magnitudes. Nas analises foi utilizado

potencial de aceleracdo de 15 kV (Tsujikawa et al., 2003).

Preparacéo do extrato aquoso

O extrato aquoso foi obtido adicionando-se 2 g, separadamente, dos bioprodutos
I, I1'e 11 em 20 mL de &4gua destilada esterilizada em frascos Erlenmeyers de 125 mL. As
solucBes foram mantidas em agitador por 30 minutos, a 30 °C, 180 rpm e apds este tempo
0s extratos brutos foram recuperados por filtragdo em tecido de algodéo e passados em
membrana polietersulfénica 0,22 um. Os extratos obtidos foram acondicionados para

analises posteriores (Chutmanop et al., 2008).

Determinacéo do teor de fendis totais

O conteudo total de fendis dos extratos foi determinado utilizando o método de
Folin-Ciocalteau, de acordo com Singleton e Rossi (1965). Em placas de 96 pocos foram
adicionados 50 uL de Folin-Ciocaulteau a 10 pL de extrato (100 mg/ml). A solucéo foi

incubada por 8 minutos, a temperatura ambiente, entdo a absorvancia foi lida a 715 nm
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(DTX 800, Beckman Coulter). Em seguida foi adicionado 240 pL de carbonato de célcio
0,4% e a reacdo foi incubada por trés minutos. As solugdes foram lidas novamente a 715
nm. O teor fendlico das amostras foi expressa em mgEAG quando comparado com 0

padrdo acido galico (SIGMA, G7384-100G).

Determinacéo da atividade antioxidante

A determinacdo de antioxidantes por DPPH é baseada na reducao do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de acordo com a metodologia descrita por Molyneux
(2004). Em uma microplaca de 96 pocos, 270 uL da solucdo de DPPH foi adicionada a
30 pL do extrato aquoso, a concentracdo de 100 mg/mL. A reacdo foi incubada por 30
minutos a temperatura ambiente na auséncia de luz. Apds a incubacéo, a absorbancia foi
lida a 492 nm. Acido gélico foi utilizado como padréo positivo e a solugio sem o0s extratos
como controle negativo. A atividade antioxidante foi calculada utilizando a seguinte

formula:

Absorbancia da amostra

Inibicao (%) = 100 — 100

X
Absorbancia do controle

Determinacao da digestibilidade de proteina in vitro

A digestibilidade de proteina foi determinada de acordo com Paiva et al. (2015).
Uma quantidade de 0,775 g de bioproduto foi incubada com 1,5 mg de pepsinaem 10 mL
de acido hidrocloridrico 0,1N, a 37 °C por trés horas. Nesta solugdo foram adicionados
500 pL digluconato de clorexidina 10mg/mL (Merthiolate®, Brainfarma Industria
Quimica e Farmacéutica S/A), para inibir o crescimento microbiano. Ao término da
reacdo, a amostra foi neutralizada com solucdo de hidroxido de sédio 0,2 M. Nessa
mistura foi adicionada 10 mL de solucdo de pancreatina em tampdo fosfato, pH 8,0 (0,5
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mg/10 mL). ApOs 24 horas, a enzima foi inativada pela adicdo de 10 mL de acido
tricloroacético 10 % (p/v), para precipitar a proteina ndo digerida. A amostra foi
centrifugada a 8.000 xg, por 15 minutos. A proteina do sobrenadante foi determinada pelo
método de micro-Kjeldahl e a digestibilidade proteica in vitro expressa como a
porcentagem do nitrogénio digerido, em relagcdo ao nitrogénio total da amostra inicial, de

acordo com a seguinte equagao:

) . nitrogénio digerido
Digestibilidade (%) = — — x 100
nitrogénio total da amostra

Bioensaio de toxicidade utilizando Artemia salina

O teste de toxicidade foi avaliado segundo metodologia de Atayde (2011). Os
cistos de Artemia salina (0,1% p/v) foram incubados em solugdo de sal marinho néo
iodado (3% p/v) durante aproximadamente 26 horas, sob luminosidade constante, em
agitador orbital a 30 °C e 140 rpm. Em uma microplaca de 24 pocos foram adicionados
200 pL do extrato, 1700 uL de solucédo de sal marinho e 100 pL de suspensdo de larvas
de A. salina. A microplaca foi mantida sob luminosidade constante, a 30 °C, por 24 horas.
A mortalidade das larvas foi determinada pela auséncia de mobilidade observada sob
estereomicroscopio. A toxicidade foi classificada como: ndo toxico (0-9%), ligeiramente
toxico (10-49%), tdxico (50-89%), e altamente toxico (90-100%). Para o calculo da

porcentagem foi utilizada a seguinte formula:

] n? de nauplios mortos
Mortalidade (%) = — x 100
total de nauplios

Atividade hemolitica qualitativa

A atividade hemolitica dos extratos brutos contra hemaécias de carneiro foi

realizada pela técnica de hemolise em tubos contendo sangue de carneiro desfibrinado
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(Ebefarma), de acordo com a metodologia preconizada por Carneiro et al. (2011). Uma
solucéo de sangue de carneiro desfibrinado foi preparada em uma suspensao a 2% (v/v)
em tampdo fosfato, pH 7,4. Os extratos foram diluidos em soro fisiolégico e testados em
concentracOes de 1000 a 100 pg/mL. Um volume de 1,0 mL da suspensdo de sangue foi
adicionado a cada tubo contendo os extratos e estes foram homogeneizados lentamente e
deixados em repouso por 60 minutos. Apds este tempo os tubos foram homogeneizados
novamente e mantidos em repouso por mais 24 horas. Como controle negativo foi
utilizado soro fisiolégico e como controle positivo solugdo de Triton-X. Os resultados
foram descritos como a presenga ou auséncia de hemolise, baseando-se na coloragdo do

sobrenadante. A presenca de um precipitado de células indica um resultado negativo.

Avaliacéo da citotoxidade

Para determinacéo da citotoxidade foram utilizados fibroblastos humanos MRC5
mantidos no meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibiético Ampicilina (p/v). As células
foram mantidas em estufa com injecdo de 5% de CO3, a 37 °C. A citotoxidade foi avaliada
por meio do teste de Alamar Blue (Ahmed et al., 1994). As células foram inoculadas na
concentragéo de 0,5x10* células por pogo em microplaca com 96 pogos e mantida a 37
°C com 5% deCO,. Apds 24 horas, as células foram tratadas na concentracdo de 200
ug/mL de extrato dos bioprodutos durante 72 horas. Como controle positivo foi utilizada
a doxorrubicina (1720 uM) e como controle negativo foi utilizado DMSO 0,1% (v/v).
Apos a adicdo de 10 uL de Alamar Blue a concentracédo de 0,02%, foi realizada a leitura
das placas em leitor de microplaca (DTX800 Beckman and Coulter) nos comprimentos

de onda de 465 nm e 540 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata. As
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imagens foram capturadas utilizando o programa Zen 2 da Carl Zeiss Microscopy GmbH

Company e os dados foram analisados no programa GraphPad prism 6.0.

Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando estatistica descritiva (media e desvio
padrdo) e também analise de variancia (ANOVA) e Teste de Tukey (p<0,05), utilizando

o software Minitab 17.0.

Resultados e Discussao

Determinacéo da atividade de agua

Todos os bioprodutos analisados mostraram baixa atividade de agua (Aw). A Aw
do bioproduto | foi de 0,4964, enquanto que a do bioproduto 111 e do bioproduto Il foi
0,5121 de Aw e 0,4393 de Aw, respectivamente. De acordo com Kim et al. (2016) esta é
uma medida da quantidade de agua ndo ligada disponivel em um produto alimenticio, que
propicia o crescimento de micro-organismos. De modo geral, micro-organismos
necessitam, no minimo, 0,60 de Ay para seu crescimento enquanto que o minimo de
atividade de agua requerido para o crescimento da maioria das bactérias é de cerca de
0,87. Bactérias halofilicas requerem 0,75 de Aw e para a produgdo de micotoxinas por
bolores é necessario 0,80 de Aw (Beuchat et al., 2013). Consequentemente, estes
resultados indicam um fator de protecéo para o desenvolvimento de micro-organismos

patogénicos e deterioracdo dos produtos.
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Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A imagem obtida por microscopia eletronica pode ser observada na figura 1.
Fungos de podriddo branca seletivamente degradam lignina, especialmente durante a fase
de colonizacdo do substrato. Mais tarde esses fungos requerem grandes quantidades de
hemicelulose e celulose como fontes de carbono para producéo da energia necessaria para
a geracdo dos corpos de frutificacdo (van Kuijk et al., 2015). Os resultados obtidos no
MEV mostram a casca de abacaxi antes da colonizagdo pelos cogumelos comestiveis
(figura 1A) e depois da miceliagdo (figuras 1B, 1C e 1D). Pode observar-se que a
miceliacdo causa modificacGes na estrutura da casca de abacaxi, devido a quebra do

material lignoceluldsico.

Figura 1. Imagens microscopicas em diferentes magnitudes da casca de abacaxi antes da
miceliacdo pelos cogumelos (A) e dos bioprodutos apds a miceliagdo por Pleurotus albidus
(B), Pleurotus florida (C) e Lentinus citrinus (D).
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Avaliacéo da determinacéo de fendlicos totais e capacidade antioxidante

Os resultados do teor total de fendlicos e da capacidade antioxidante dos extratos
dos bioprodutos estdo expressos na tabela 1. A quantidade de fendis nas amostras
analisadas variou de 3,71 a 3,87 mgGAE/g, ndo sendo observada diferenca significativa.
Os valores obtidos neste estudo foram menores em comparacao aqueles encontrados por
Wong & Chye (2009), que observaram valores de 23,84 mg GAE/g em extrato metanolico
de Pleurotus florida. Stefan et al. (2015) também encontraram valores superiores quando
avaliaram o contetdo de fenodis em extratos de Pleurotus ostreatus, variando de 43,6 a 68
mg GAE/qg.

Os valores obtidos na determinacdo da atividade antioxidante variaram de 7,21%
a 62,17%, sendo observada diferenca significativa entre os trés produtos estudados nesta
pesquisa. O extrato do biopoduto Il teve 0 maior valor de atividade antioxidante, enquanto
que o extrato do bioproduto | mostrou o menor valor. Stefan et al. (2015), observaram
uma atividade antioxidante maxima de 47,83% e minima de 20% em extratos metanolicos
de Pleurotus ostreatus. Mishra et al. (2013) observaram valores proximos ao encontrado
neste estudo para extrato do bioproduto Il, 67,4 a 69,67%, para extratos de P. eryngii, P.
djamor e P. flabellatus, enquanto que para os extratos de P. sajor-caju e Pleurotus florida
os valores obtidos foram de 41,99 a 43,88%. De acordo com Marinova & Batchvarov
(2011), a presenca de alguns compostos secundarios como carboidratos e/ou proteinas
pode interferir na acuracia dos resultados expressados através do uso do radical DPPH.

As diferencas entre os valores encontrados neste estudo e em outras pesquisas
podem ser devido as variedades dos tipos de substrato, tipos de cogumelos estudados e a

atividade destes fungos no meio de crescimento.
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Tabela 1. Atividade antioxidante e contetdo de fendis totais dos extratos aquosos dos
bioprodutos.

Bioprodutos Atividade antioxidante (%0) Fenois totais (MgGAE/g extrato)
Bioproduto | 7,21 £1,10° 3,73+0,16°
Bioproduto 11 62,17 + 5,282 3,71+ 0,09
Bioprodutolll 33,68 £ 1,21° 3,87 £ 0,03

* em cada coluna, letras diferentes expressam diferencas significativas entre as amostras.

Determinacéo da digestibilidade de proteina in vitro

Os resultados da determinacao da digestibilidade de proteinas in vitro podem ser
observados na tabela 2. Todas as amostras apresentaram altos niveis de digestibilidade,
sendo o bioproduto 11 aquele que apresentou o maior valor (90,89%). Néo foi observada
diferenga significativa entre o valor de digestibilidade encontrado no extrato do

bioproduto 1 (76,33%) e o do bioproduto 1l (76,62%).

Tabela 2. Digestibilidade de proteinas in vitro dos bioprodutos.

Bioprodutos % Digestibilidade
Bioproduto | 76,33 +£2,14°
Bioproduto 11 76,62 + 2,36"
Bioproduto 111 90,89 + 0,032

* em cada coluna, letras diferentes expressam diferencas significativas entre as amostras.

Os resultados obtidos neste estudo foram maiores do que os encontrados por Bento
et al. (2014), que observaram valores variando de 26,11 a 61,96% de digestibilidade em
diversos residuos agroindustriais lignoceluldsicos inoculados com Pleurotus ostreatus e
Lentinus edodes. El-Waziry et al. (2016) também obtiveram valores inferiors, 39,29% de

digestibilidade em residuos de palmeira tratados com Pleurotus florida. Nasehi et al.

56



(2017) observaram valores de 68,87% de digestibilidade, no tratamento de palha de

ervilha por Pleurotus florida.

Bioensaio de toxicidade frente a Artemia salina

O bioensaio utilizando o microcrustdceo Artemia salina é considerado um
screening preliminar de rapida execucdo para a determinacdo da toxicidade de extratos
brutos (Syahmi et al., 2010). Os resultados da avaliacdo de toxicidade dos extratos dos
bioprodutos contra Artemia salina estdo expressos na tabela 3. Nenhum dos extratos,
avaliados mostrou toxicidade contra as suspensoes de larvas, sendo que a menor taxa de
mortalidade foi observada no extrato aquoso do bioproduto II. O extrato do bioproduto |
demonstrou uma taxa de mortalidade superior aos demais, mas que ainda € considerado

nao toxico.

Tabela 3. Toxidade dos extratos aquosos frente a Artemia salina ap6s 24 horas.

Extratos % Mortalidade Resultado
Bioproduto | 9,00 + 0,01° Nao-toxico
Bioproduto I 0,00 + 0,00° N&o-toxico
Bioproduto 111 2,93 +0,05% Né&o-toxico

* em cada coluna, letras diferentes expressam diferencas significativas entre as amostras.

Atividade Hemolitica Qualitativa

Os resultados da atividade hemolitica qualitativa podem ser observados na figura
2. E possivel observar na imagem a auséncia de células vermelhas no sobrenadante dos
tubos, que demonstram uma coloracdo limpida e transparente, similar ao controle
negativo. Todos os tubos apresentaram, também, um precipitado de células,
demonstrando que os extratos avaliados ndo promoveram lise das células do sangue. A

hemdlise refere-se a lise ou ruptura das membranas das células vermelhas do sangue,
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permitindo a liberagcdo de hemoglobina para o plasma. Altos valores de hemoglobina livre

podem provocar injurias renais (Paula et al., 2014). Os resultados obtidos neste teste

confirmam a ndo toxicidade dos extratos dos bioprodutos para a membrana eritrocitaria.

[— _ - -]
Figura 2. Atividade hemolitica qualitativa dos extratos dos bioprodutos a diferentes concentrages, utilizando sangue
comercial de carneiro desfibrinado. NC= controle negativo. PC = controle positivo. (A) Bioproduto | - Pleurotus
albidus. (B) Bioproduto Il - Pleurotus florida, (C) Bioproduto 111 — Lentinus citrinus

Avaliacdo da citotoxidade

Apols 72 horas de tratamento com os extratos dos bioprodutos I, Il e IlI, a
viabilidade celular das células MRC5 foi igual ou superior a 100% e as células nao
apresentaram alteracfes morfoldgicas quando comparadas ao controle negativo com
DMSO (figura 3). A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo para a morte
celular e apresentou 23% de viabilidade celular quando testada a 20uM ou 34ug/mL.
Estes dados indicam que os trés extratos avaliados ndo exibiram agéo citotoxica contra 0s
fibroblastos humanos MRC5. Al-Temimay (2015), também observou a ndo toxicidade de
pleurotina extraida de Pleurotus ostreatus contra células MRC5. O extrato de outro

cogumelo, Fomes fomentarius também ndo apresentou atividade citotdxica contra estas
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mesmas células (Kolundzi¢ et al., 2016) enquanto que o extrato de Grifola frondosa
(Klaus et al., 2015) apresentou baixa toxicidade contra os fibroblastos humanos MRC5.
Estes resultados corroboram os testes anteriores e indicam que os bioprodutos gerados a

partir de casca de abacaxi e cogumelos comestiveis sdo seguros ao consumo humano.

DMSO Bioproduto | Bioproduto Il Bioproduto Il Doxorrubicina
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Figura 3. Ensaio de toxicidade dos extratos dos bioprodutos em fibroblastos humanos (MRC5) apds
72 horas de tratamento. A — Imagens dos fibroblastos MRC5 ap0s 72 horas de tratamento com DMSO,
extratos dos bioprodutos e doxorrubicina. B — Porcentagem da viabilidade celular dos extratos dos

bioprodutos. DMSO - (controle negativo, 0,01%) e doxorrubicina (controle positivo,

20uM/34pg/mL).
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Conclusédo

1. Os bioprodutos demonstraram baixa atividade de agua, reduzindo a probabilidade de
contaminagdo por micro-organismos e podendo ter sua vida Util aumentada devido a esta
caracteristica;

2. Os bioprodutos demonstraram atividade antioxidante e um pequeno teor de fenois
totais, podendo ser caracterizados como produtos com propriedades funcionais;

3. Os bioprodutos demonstraram altos valores de digestibilidade de proteina in vitro,
podendo ser utilizados como ingredientes de novos produtos alimenticios;

4. Os bioprodutos séo seguros ao consumo humano, ndo demonstrando toxicidade em
nenhum dos testes realizados;

5. Os bioprodutos podem ser considerados produtos com qualidade bioldgica;

6. Os bioprodutos de casca de abacaxi miceliados com cogumelos comestiveis

apresentam caracteristicas nutricionais para aplicagdo na industria de alimentos.
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CAPITULO 2

PEDIDO DE REGISTRO DE PROPRIEDADE INTELECTUAL

Suplementos alimentares do tipo shake formulados a partir de casca de
abacaxi e cogumelos comestiveis
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ANEXO
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CAPITULO 3

Qualidade nutricional de produto do tipo shake elaborado com
bioprodutos contendo cogumelos comestiveis
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Resumo

Shakes sdo misturas constituidas por varios ingredientes na forma de p6 indicados para o
preparo de alimentos pela adicdo de agua, leite ou outro produto alimenticio, submetidos
ou ndo a posterior cozimento. Este estudo teve como objetivo elaborar trés produtos do
tipo de shake formulados com bioprodutos a base de casca de abacaxi miceliada por
Pleurotus albidus, Pleurotus ostreatus var. florida e Lentinus citrinus. Na formulagéo das
misturas foi substituida a farinha de aveia por bioproduto contendo cogumelo. Para
obtencdo de trés produtos, em cada mistura foi adicionado, separadamente, bioproduto a
base de Pleurotus albidus, Pleurotus ostreatus var. florida e Lentinus citrinus. Como
padrdo foi utilizado a mistura a base de aveia. Os produtos foram submetidos a
determinacdo de composicdo centesimal, teor de minerais, determinacdo de pH e acidez
titulavel total e determinacdo da qualidade microbioldgica. Nos trés shakes, com a
substituicdo da aveia pelo bioproduto, houve aumento de fibras, além dos minerais
potéssio, célcio, sddio, cobre e manganés. Nestes produtos o pH foi inferior ao do padréo,
exceto aquele contendo bioproduto miceliado por L. citrinus, e maior acidez titulavel
total. Todos os produtos apresentaram qualidade microbioldgica de acordo com as

especificacBes higiénico-sanitarias em vigor.

Palavras-chave: Abacaxi, Pleurotus albidus, Pleurotus ostreatus var. florida, Lentinus
citrinus, mistura em po.
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Introducéo

Nos altimos anos, devido a aceleracdo do ritmo urbano, a busca por alimentos
industrializados de facil preparo e de qualidade nutricional vém aumentando
significativamente (Oliveira et al., 2013). A tendéncia em expansdo na industria
alimenticia esta associada ao consumo de alimentos semi-prontos, uma vez que aumenta
a cada vez mais entre os consumidores a necessidade de reduzir o tempo gasto no preparo
de produtos alimenticios (Gouveia, 2006). Esta tendéncia converge com a necessidade de
salide e bem-estar, resultando em um aumento da demanda por alimentos convenientes,
como bebidas, snacks de frutas e vegetais, iogurtes, entre outros (Barbosa et al., 2010).

A preocupacdo com o bem-estar e com a melhoria da qualidade de vida tém
levado os consumidores a buscarem produtos alimenticios mais saudaveis e mais
nutritivos, com propriedades funcionais. Os alimentos funcionais séo definidos, de modo
geral, como alimentos que promovem beneficios a salde, ao bem-estar fisico e que
podem, ainda, prevenir doengas (Almeida, 2009, Lopes et al., 2015)

Diversos ingredientes podem ser adicionados a produtos alimenticios com a
intencdo de conferir caracteristicas funcionais, as fibras sendo um dos principais
elementos utilizados (Lopes et al., 2015). As fibras alimenticias melhoram a atividade
intestinal, com o aprimoramento da sua integridade e fungéo absortiva, manutengédo das
barreiras intestinais e normalizagdo da microbiota intestinal. O consumo adequado de
fibras esté relacionado, também, a reducdo do risco de desenvolvimento de doencas
coronarianas, infarto, hipertensdo, diabetes e algumas desordens gastrointestinais. O
aumento do consumo de fibras melhora, ainda, os niveis de lipidios séricos, ajuda na
reducdo do peso corporal e atua na melhoria do sistema (Bernaud e Rodrigues, 2013;
Oliveira et al., 2013; Souza, et al., 2016).

Os residuos agroindustriais sdo matérias primas ricas em fibras, vitaminas,
minerais, compostos antioxidantes e nutrientes essenciais para o bom funcionamento do
organismo humano e sdo encontrados em abundancia, uma vez que a industria
processadora de alimentos gera, aproximadamente, 40% de residuos agroindustriais.
Estes residuos sdo constituidos de cascas, sementes, carocos e até mesmo polpas.
(Nascimento Filho e Franco, 2015).

Assim sendo, este estudo tem como objetivo desenvolver e caracterizar a

composigéo fisico-quimica de trés produtos do tipo shake formulados com trés diferentes
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bioprodutos a base de casca de abacaxi miceliada por Pleurotus albidus, Pleurotus

ostreatus var. florida e Lentinus citrinus.

Material e Métodos

Matéria-prima

Os bioprodutos gerados pela fermentacdo semi-solida da casca de abacaxi pelos
cogumelos comestiveis (separadamente) foram produzidos previamente por Souza et al.
(2016). Nesta pesquisa foram utilizados trés tipos de bioproduto como matéria prima: O
bioproduto | - constituido por casca de abacaxi miceliada por Pleurotus albidus;
bioproduto Il - casca de abacaxi miceliada por Pleurotus ostreatus var. florida e;
bioproduto 11 - casca de abacaxi miceliada por Lentinus citrinus. Todas as matérias prima
foram acondicionadas em frascos de vidro lacrados, previamente esterilizados. Os trés

bioprodutos foram desidratados e triturados até a obtencéo de um pé fino.

Producao dos shakes

A formulacdo dos shakes foi baseada no levantamento dos ingredientes dos
rotulos das formulag6es disponiveis no mercado e Aradjo et al. (2013). Os produtos foram
compostos de uma parte fixa e outra parte varidvel. A parte fixa da formulacdo foi
formulada com maltodextrina, colageno hidrolisado, leite desnatado, gelatina sem agUcar
sabor morango e goma xantana.

Na parte variavel da formulacdo foi utilizada farinha de aveia e bioproduto em pd.
Para elaboracdo do shake padrdo foi utilizada farinha de aveia em substituicdo ao
bioproduto, e os demais ingredientes permaneceram inalterados (Tabela 1). Apds a
mistura dos constituintes foi obtido o produto final. A reconstituicdo do produto do tipo

shake foi feita com agua mineral ou leite.
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Tabela 1. Ingredientes utilizados na formulagdo dos produtos do tipo shakes por 100g de produto.

Ingredientes (g) SP SPA SPF SLC
Farinha de aveia 23,1 0,0 0,0 0,0
P6 do bioproduto 0,0 23,1 23,1 23,1
Maltodextrina 23,1 23,1 23,1 23,1
Leite em p6 desnatado 30,8 30,8 30,8 30,8
Colageno Hidrolisado 3,8 3,8 3,8 3,8
Goma xantana 3,8 3,8 3,8 3,8
Gelatina sem agucar sabor morango 15,4 15,4 15,4 15,4

SP = shake padrdo; SPA = shake + bioproduto miceliado por P. albidus; SPF = shake + bioproduto
miceliado por P. ostreatus var. florida; SLC = shake + bioproduto miceliado por L. citrinus

Determinacédo da composicao fisico-quimica

As amostras de shakes foram submetidas as analises de umidade, cinza, lipidios,
carboidratos e energia total. Todos os testes foram realizados de acordo com o0s
procedimentos descritos pela AOAC (2002). A umidade foi determinada por secagem em
estufa a 105°C até peso constante. A determinacdo da quantidade de cinzas foi realizada
por incineracdo em mufla a 550-660°C até peso constante e a quantificacdo de lipidios
foi determinada pelo método de Bligh e Dyer. A determinacdo da fracdo protéica foi
realizada pelo método de micro Kjeldahl e a determinacdo de fibras totais foi realizada
por digestdo acido-basica, de acordo com o método de Weende. Os carboidratos totais
foram estimados por diferenca e o total de energia metabolizavel foi calculado pelo fator
de conversdo de Atwater, ambos recomendados por Latinfoods (2011).

Determinacédo de macro e micro minerais

A determinacdo dos minerais foi realizada conforme os métodos proposto pela
AOAC (2002). As amostras foram desidratadas em estufa de circulagdo de ar forcada a
40 °C, em seguida desidratadas e submetidas a digestdo umida HNOz + HCI O4 (3:1). O
teor de fosforo foi determinado por Espectrofotometria com azul de molibdénio; calcio,
magnésio, potassio, cobre, ferro, manganés e zinco por espectrofotometria de absorcao
atdbmica (EAA). Todas as andlises foram realizadas em triplicata. 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 2.
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Determinacdo da atividade de agua

A determinacédo da atividade de 4gua dos p0os dos bioprodutos foram realizadas
utilizando um medidor de atividade de agua, modelo AQUALab 4TEV, a temperatura de
25°C.

Determinacéo da acidez total titulavel e do pH

O pH dos produtos foi mensurado utilizando medidor de pH digital (PHTEK,
PHS-3E), pre calibrado com tampdes de pH 4,0 e 7,0. A acidez total titulavel foi aferida
por titulacdo com NaOH 0,1N e fenolftaleina como indicador, e os resultados foram
expressos como miliequivalentes por 100g de produto (Adolfo Lutz, 2008).

Determinacdo da qualidade microbioldgica dos produtos

As analises microbioldgicas foram realizadas baseadas no nimero mais provavel
de coliformes totais, coliformes fecais ou Escherichia coli (Kornacki e Johnson, 2001) e
presenca/auséncia de Salmonella (ISO 6579:2002, 2002).

Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando estatistica descritiva (media e desvio
padrdo) e também analise de variancia (ANOVA) e Teste de Tukey (p<0,05), utilizando
o0 software Minitab 17.0.

Resultados e Discussdo
Determinacdo da composicao fisico-quimica

Os resultados da composigéo fisico-quimica dos shakes podem ser observados na
tabela 2. De acordo com os dados apresentados todas as amostras apresentaram baixo
valor de umidade e ndo houve diferenca significativa entre os resultados obtidos. O maior
teor de umidade foi observado no shake padréo (SP), com valor de 5,43% de umidade. A
umidade reduzida dificulta a contaminagdo por micro-organismos, além de favorecer a
concentracdo dos nutrientes.

O contetdo de cinzas se refere ao residuo inorganico ou mineral. Neste estudo, 0s

valores de cinza observados nas amostras mostraram um aumento significativo apds a
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substituicdo da farinha de aveia pelos bioprodutos. Os resultados foram similares aos
obtidos por Souza et al. (2016), que observaram valores variando de 3,5-6,1 g/100g de
cinza em bioprodutos originados pela fermentacdo semi-sélida de casca de abacaxi por
cogumelos comestiveis. Os resultados foram superiores aos valores observados por Reis
et al. (2012) que avaliaram cinco espécies de cogumelos comestiveis, variando de 0,62 -
1,36 g/100g e aos encontrados por Gondim et al. (2005) para a casca de abacaxi,
05g/100g. Estes resultados indicam que os shakes produzidos contém um alto contetdo

de minerais.

Tabela 2. Composicéo fisico-quimica dos shakes produzidos (g/100g).

Pardmetros SP SPA SPF SLC
Umidade (%) 5,43 +0,18° 5,05 £ 0,24° 5,24 £ 0,272 4,94 + 0,352
Cinzas (g) 3,60 £0,81° 4,98 + 0,10 4,98 + 0,072 5,03 + 0,06
Lipidios (g) 2,83 +0,072 2,74 +0,54° 2,09 + 0,29 3,84 + 2,79
Proteinas (g) 8,39 + 0,52 8,64 + 0,52 9,85+ 0,84 8,41 £ 0,49°
Fibras totais (g) 2,42 + 0,70° 5,11 + 0,562 5,70 + 0,702 3,48 £ 0,76
Carboidratos (g) 77,32 £ 2,032 73,47 £1,078 72,13 £ 1,36° 73,47 + 3,612

Calorias (Kcal) 364,48 +0,528 353,15 +3,74° 346,73 +3,43° 358,71 + 6,59%
* em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas entre as amostras.
SP = shake padrdo; SPA = shake + bioproduto miceliado por P. albidus; SPF = shake + bioproduto
miceliado por P. ostreatus var. florida; SLC = shake + bioproduto miceliado por L. citrinus

Em relacdo ao quantitativo de lipidios dos shakes ndo houve alteracdo
significativa ap0s a substituicdo da farinha de aveia, sendo que todos os shakes
apresentaram baixo teor de lipidios. De acordo com a RDC n° 54 da Agéncia de Vigilancia
Sanitéria (2012) produtos alimentares com no méximo 3g de gorduras totais em 100 g de
produto podem ser considerados com baixo teor de gordura, de modo que os shakes
produzidos, com excecdo do shake SLC, podem ser classificados como produtos com
baixo teor de gordura.

Embora ndo tenha sido observado diferenca significativa entre o contetdo de
proteinas dos produtos avaliados, pode-se observar um pequeno aumento no teor proteico
dos shakes SPA e SPF ap06s a substituicao da farinha de aveia pelos bioprodutos. No shake
SPF houve um aumento de 17% em comparacao ao shake padrdo (SP). Os valores estéo

em consonancia com os valores observados no trabalho de Souza et al. (2016), 7,0 -10
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9/100g. Os valores obtidos neste estudo sdo préximos, também, ao encontrado por Torres
(2000) na clara de ovo de pata (9,84 g/100g). De acordo com a RDC n° 54 da Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (2012) produtos alimentares com no minimo de 6 g de proteinas em
100 g de produto podem ser considerados fonte de proteinas.

Os dados apresentados na tabela mostram gque houve um aumento significativo na
quantidade de fibras dos produtos ap6s a substituicdo da farinha de aveia pelos
bioprodutos. O aumento nos shakes SPA e SPF foram superiores a 100% e no shake SLC
foi de 43%. Os resultados foram superiores aos encontrados por Erkel et al. (2015) que
formulou cookies com farinha de casca de abacaxi (1,25%). Segundo a ANVISA (2012)
produtos alimenticios com um quantitativo maior que 3g/100g podem ser considerados
alimentos fontes de fibras. As fibras sdo nutrientes essenciais para o corpo humano, que
possuem acao preventiva na reducdo do colesterol e estdo presentes em dietas saudaveis
(Machado et al., 2016).

Determinacdo de macro e micro minerais

Os resultados de macro e micro minerais dos shakes formulados estdo dispostos
na tabela 3. Os minerais sdo essenciais para os compostos das funcdes organicas, seja na
forma idnica ou como compostos como hormdnios, enzimas e proteinas teciduais,
totalizando cerca de 4% do peso corporal total (Ramires, 2014). Eles sdo indispensaveis
no metabolismo humano, sendo parte importante em diversas reacdes, na transmissao de
impulsos nervosos, desenvolvimento ésseo e regulacdo dos sais e equilibrio hidrico
(Okoro e Achuba, 2012).

Os macro minerais calcio e potassio apresentaram aumento significativo nos
shakes preparados com os bioprodutos. Os valores de potassio observados neste estudo
foram inferiores aos observados por Souza et al. (2016), que foram de 15,9, 16,7 e 16,9
g/kg nos bioprodutos formulados com Lentinus citrinus, Pleurotus albidus e Pleurotus
florida, respectivamente. Contudo, os valores de célcio foram superiores aos encontrados
por Gondim et al. (2005), cerca de (0,76g/kg) em casca de abacaxi.

Potassio € um mineral essencial para a performance das fungées celulares, sendo
responsavel por varias reacdes organicas como transporte de oxigénio, participa¢do na
conversdo da glicose em glicogénio pelo figado, auxilio na contracdo muscular e
regulacdo osmotica (Batista e Silva, 2012). Esse mineral também tem um papel atenuante
na hipertensao arterial, resisténcia a insulina e comorbidades (Jodas et al., 2014).
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Tabela 3. Composi¢do de macro e micro minerais dos shakes produzidos.

Macrominerais Amostras
(@kg™) SP SPA SPF SLC
P 3,77 £ 0,022 3,11 £ 0,01¢ 3,22 +0,01° 3,16 +0,01°
K 6,95 +£0,01° 10,35 £0,012 9,28 +0,01° 9,25 +0,01°
Ca 4,65 +0,02¢ 4,93 £0,01° 5,02 +0,02° 5,14 +£0,022
Mg 0,50 + 0,012 0,42 +0,01° 0,44 +0,01° 0,42 +0,02°
S 1,12 +0,02° 1,18 £ 0,012 1,11 £ 0,01° 1,01 £0,01°
Micromingrais sp SPA SPF SLC
(mg.kg™)
Na 6284,66 + 0,019 7192,24 + 0,04 6748,02 £ 0,02¢ 7093,51 + 0,03°
B 3,57 +0,02° 5,18 + 0,012 2,25 +0,01° 1,20 +0,01¢
Cu 0,98 +0,02¢ 1,40 £0,01° 1,60 + 0,02° 1,75 +£ 0,012
Fe 159,02 + 0,012 84,81 + 0,02° 68,87 + 0,01¢ 94,46 + 0,02°
Mn 11,24 +0,02¢ 13,10 £ 0,01°¢ 15,90 + 0,022 13,18 +0,01°
Zn 43,41+0,01*  1538+0,019 21,86+0,01° 20,30+0,01°

* em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas entre as amostras.
SP = shake padrdo; SPA = shake + bioproduto miceliado por P. albidus; SPF = shake + bioproduto
miceliado por P.ostreatus var. florida; SLC = shake + bioproduto miceliado por L. citrinus

O célcio, por sua vez, é um nutriente essencial para a manutencdo da salde 0ssea
e contribui para a mineralizacdo do esqueleto prevenindo, consequentemente, problemas
como osteoporose e fraturas na vida adulta e em idades mais avancadas, além disso
também participa na formacgdo de fibrina no processo de coagulagdo sanguinea e na
regulacdo da contragdo muscular (Assumpcao et al., 2016).

Entre os microminerais, aqueles com maior aumento foram sédio, cobre e
manganés. Abdolgader et al. (2016) tambeém observou alto contetido de s6dio em seu
trabalho, 1797 mg/kg no corpo de frutificacdo de Agaricus bisporus coletado da regido
de Alosita, na Libia. Miranda et al. (2013) encontrou elevado contetido de sodio em bolos
formulados com farinha de casca de maracuja, 235,85 mg/60g de produto ou 3930,83
mg/kg™?. Contudo uma colher de sopa (20g) do shake possui, em média, 0,14g de sddio,
enquanto o limite maximo recomendado pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) é
de 2 g/dia (WHO, 2006).

O quantitativo de cobre encontrado no shake SLC foi de 1,75 mg.kg* e manganés
foi de 13,18 mg.kg?, resultados superiores ao encontrado em basidioma de Lentinus
citrinus cultivado em exocarpo de cupuacu e liteira que foi de 0,27 mg.kg™e 9,05 mg.kg

! quando cultivado em casca de arroz e exocarpo de cupuagu (Machado et al., 2016). O
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cobre, juntamente com zinco e ferro, tem papéis proeminentes na formacdo da
hemoglobina, células vermelhas do sangue e mioglobina nas fibras musculares, assim
como na producao de energia mitocondrial, na producdo de antioxidantes e na formacéo
de radicais livres (Souza et al., 2016).

Os valores de manganés observados nos shakes foram superiores aos encontrados
por Novaes et al. (2015) em biscoitos amanteigados produzidos com farinhas de casca de
frutas (0,29 mg/100g ou 2,9 mg/kg). O manganés € um dos minerais necessarios as
principais fungdes metabolicas do organismo, atuando como um cofator fundamental
(Silva et al., 2014).

Os valores de ferro neste trabalho foram comparados a outros produtos
alimenticios e se mostraram superiores aos encontrados por Machado et al. (2006) em
ovo (13,3 mg/kg), couve (2,5 mg/kg) e cenoura (6,3 mg/kg). Embora tenha ocorrido
reducdo no quantitativo de ferro apos a substituicdo da farinha de aveia pelos bioprodutos,
ainda assim, de acordo com a RDC n° 54 da Agencia de Vigilancia Sanitaria (2012), os
shakes produzidos podem ser classificados como produtos alimenticios fonte de ferro,
uma vez que os valores obtidos correspondem no minimo a 15% da ingestdo diaria

recomendada deste nutriente, que é de 14 mg/dia para um adulto.

Atividade de agua

Todas as amostras obtiveram baixos resultados de atividade de dgua (Aw). A Aw para o
shake padrdo (SP) foi de 0,380, enquanto que para o shake SPA foi de 0,3219 e para o
shakes SPF e SLC esses valores foram de 0,3338 e 0,3569, respectivamente. A atividade
de agua é importante para a industria de alimentos uma vez que estd relacionada a
estabilidade microbiana e deterioracdo dos alimentos, afetando diretamente a vida de
prateleira dos produtos (Khalloufi et al., 2000). De modo geral, 0os micro-organismos
necessitam de, no minimo, 0,60 Aw para crescer, sendo que maioria das bactérias crescem
em ambiente com atividade de agua de 0,87 Aw (Beuchat et al., 2013). Esses resultados

indicam que os produtos nao oferecem condigdes para o desenvolvimento microbiano.

Acidez titulavel e pH

A acidez tituldvel afere a concentracdo total de acidez em alimentos e tem
influéncia no sabor, cor, estabilidade microbiana e qualidade geral destes (Tyl et al.,
2017). Os resultados da determinacéo de acidez titulavel total e afericdo de pH dos shakes
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estdo expostos na tabela 4. Observou-se que a acidez titulavel aumentou nos shakes
formulados com os bioprodutos. Esse resultado provavelmente foi pela presenca da casca
de abacaxi dos bioprodutos, um residuo com caracteristica acida. Costa et al. (2007)
observaram valores de acidez similares na analise de pds alimenticios produzidos com
casca e bagaco de abacaxi, 2,53 e 2,98, respectivamente. Silva et al. (2013) obtiveram
valores superiores aos deste estudo, cerca de 5 g/100 g, na analise de casca de abacaxi e

valores inferiores na analise de demais residuos deste fruto, 2 g/100 g.

Tabela 4. Determinacéo do pH e acidez total titulavel dos shakes.

Shakes pH Acidez titulavel (ml/100g)
SP 5,16 + 0,012 2,33 +0,11¢
SPA 5,02 +0,01° 3,23 +0,112
SPF 5,03 +0,01° 2,97 +0,05
SLC 5,07 + 0,062 2,60 +0,10°

* em cada coluna, letras diferentes expressam diferencas significativas entre as amostras.
SP = shake padrédo; SPA = shake + bioproduto miceliado por P. albidus; SPF = shake + bioproduto
miceliado por P.ostreatus var. florida; SLC = shake + bioproduto miceliado por L. citrinus

Os valores de pH apresentaram reducao significativa quando comparados ao shake
padréo, em conformidade com o aumento da acidez observado, e variou de 5,03 a 5,16.
De acordo com os valores de pH e acidez obtidos, os shakes podem ser classificados como
produtos &cidos, o que pode limitar o crescimento microbiano no produto e aumentar a

sua vida util.

Qualidade microbiolégica

Todos os produtos obtiveram resultados negativos para Salmonella sp., coliformes
totais e fecais e E. coli, o que indica que as amostras se encontravam dentro das
especificacGes higiénicos sanitérias estabelecidas pela legislagdo brasileira (RDC n°

12/2001, ANVISA) e podem ser consideradas seguras para consumo.
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Conclusao

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que os shakes séo produtos alimenticios
fonte de proteina, fibras, tem baixo teor de lipidio e o valor de contribuicéo calorica esta
de acordo com os requisitos referente ao produto pronto para consumo. Além disso, séo
produtos constituidos de minerais como ferro, cobre, potassio e manganés, elementos
importantes para o desenvolvimento e satide humana, caracteristicas que qualificam como

uma nova alternativa alimentar de boa qualidade nutricional.
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CONCLUSOES

Com os resultados deste estudo conclui-se que:

e Os bioprodutos contendo casca de abacaxi miceliada por cogumelos
comestiveis tem atividade antioxidante e reduzido teor de fendis, baixa atividade de agua
e, portanto, menor risco de contaminagao por micro-organismos, alta digestibilidade de

proteina in vitro e ndo sdo toxicos e podem ser consumidos com seguranca;

¢ A guantidade de fibras nos shakes aumentou com substituicdo da farinha de

aveia pelos bioprodutos;

¢ Os shakes séo fontes de proteinas, ferro e a contribuicdo calorica esta de acordo

com os requisitos de produto pronto para consumo;

e Os shakes possuem baixa atividade de &gua e estdo de acordo com as

especificacOes higiénico-sanitarias previstas pela legislacdo brasileira.
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