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RESUMO

Os consumidores cada vez mais acreditam que os alimentos contribuem para a sua
salde. Em resposta a essa tendéncia, nos Ultimos anos, a utilizagdo dos cogumelos comestiveis
teve crescimento elevado devido o papel significativo na nutricdo e na saude humana. Com isso
esta pesquisa teve como objetivo desenvolver massa alimenticia do tipo capeletti formulado
com bioproduto a base de tubérculo tropical miceliado por cogumelo comestivel, fonte de
enzimas proteoliticas e com qualidade nutricional. Os substratos base utilizados para o cultivo
dos cogumelos Pleurotus ostreatoroseus Singer e Lentinus citrinus Walleyn e Rameloo foram a
polpa submetida a coccdo dos tubérculos tropicais, card-roxo (Dioscorea trifida L), macaxeira
(Manihot esculenta Crantz) e inhame-roxo (Dioscorea alata L). Para obtencdo de cultura pura
dos cogumelos, discos miceliais de 10 mm de didmetro foram inoculados na superficie de agar
aveia com extrato de levedura 0,1% (p/v) — OMYA. As culturas foram mantidas a 25°C, por 7
dias, em auséncia de luz. Destas culturas foram retirados 10 mm discos miceliais e transferidos
para 50 mL de GYP [glicose peptona com extrato de levedura 0,5% (p/v)] mantidas a 25° C,
150 rpm, por 5 dias. A massa micelial recuperada foi utilizada como indculo na fermentagdo no
estado solido. Os cultivos foram mantidos a 25 °C em sem luz, umidade ambiental 80% até
completa miceliagdo do substrato. A selegdo do bioproduto foi realizada com base na atividade
proteolitica e com o significativo foi determinado o efeito e estabilidade do pH e temperatura,
efeito de ions metalicos e inibidores. Para elaboracdo das massas alimenticias foi realizado com
bioproduto selecionado a analise das caracteristicas nutricionais e tecnologicas. As massas
alimenticias foram preparadas adicionando o bioproduto em substituicdo a farinha de arroz com
diferentes proporgdes, 5%, 10% e 15%. Os capeletti foram submetidos as seguintes analises:
testes de cozimento, qualidade microbioldgica, composicdo nutricional e caracteristicas
sensoriais. A maior atividade proteolitica foi determinada no extrato bruto de P. ostreatoroseus
cultivado em D. alata sem suplementacdo (142,22 U/ mL). As proteases apresentaram
atividade 6tima a 40 °C e pH 7.0, e estabilidade a 50 ° C e pH 8.0 e foram classificadas como
proteases de cisteina com base no efeito de inibidores utilizados. O bioproduto formulado com
a massa micelial de P. ostratoroseus em tubérculos de D. alata apresenta viabilidade
nutricional e caracteristica tecnoldgica para o enriquecimento de massas alimenticias do tipo
capeletti, fornecendo um produto fonte de proteinas, fibras e minerais, representando uma
inovagdo na industria de alimentos.

Palavras-chave: Rizomas tropicais, produtos isentos de gliten e massas alimenticias.



ABSTRACT

Consumers increasingly believe that food contributes to their health. In response to this
trend, in recent years, the use of edible mushrooms has grown considerably due to the
significant role in nutrition and human health. The objective of this research was to develop a
capeletti pasta with a bioproduct formulated with a tropical tuber, edible mushroom, source of
proteolytic enzymes and nutritional quality. The base substrates used for the cultivation of the
Pleurotus ostreatoroseus Singer and Lentinus citrinus Walleyn and Rameloo mushrooms were
the pulp undergoing the cultivation of tropical tubers (Dioscorea trifida L.), manihot esculenta
crantz (Dioscorea trifida L.) and purple yam (Dioscorea alata L). To obtain a pure culture of
the mushrooms, mycelial discs of 10mm in diameter were inoculated on the surface of oat agar
with 0.1% (w / V) yeast extract - OMYA. Cultures were maintained at 25 ° C for 7 days in the
absence of light. From these cultures 10mm mycelial discs were removed and transferred to
50ml GYP [0.5% (w / V) yeast extract peptone maintained at 25 ° C, 150 rpm, for 5 days. The
recovered mycelial mass was used as inoculum in the solid state fermentation. Cultures were
maintained at 25 oC in the dark, 80% humidity until complete substrate micelliation. The
bioproduct selection was carried out based on the proteolytic activity and with the significant
was determined the effect and stability of pH and temperature, effect of metallic ions and
inhibitors. To prepare the pasta, a bioproduct was selected to analyze the nutritional and
technological characteristics. The pasta was prepared by adding the bioproduct in substitution
of rice flour with different proportions, 5%, 10% and 15%. The capeletti were submitted to the
following analyzes, cooking tests, microbiological quality, nutritional composition and
sensorial characteristics. The highest proteolytic activity was determined in the crude extract of
P. ostreatoroseus grown in D. alata without supplementation (142.22 U / mL). The enzymes
presented optimum activities at 40 ° C and pH 7.0, and stability at 50 ° C and pH 8.0. Proteases
were classified as cysteine proteases based on the effect of inhibitors used. The bioproduct
formulated with the mycelial mass of P. ostratoroseus in D. alata tubers has nutritional
viability and technological characteristics for the enrichment of capeletti type pasta, providing a
source product of proteins, fibers and minerals, representing an innovation in the foods.

Key words: Tropical rhizomes, gluten-free products and pasta.
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1. INTRODUCAO

A exigéncia dos consumidores por alimentos saudaveis estd estimulando o
desenvolvimento de tecnologias inovadoras, condicdo que estd contribuindo para realizacdo
de diversas pesquisas com a finalidade de elaborar produtos com qualidade nutricional para
promocdo de salde (Abdel-Aziz etal., 2015; Melo et al., 2017).

Nos Ultimos anos, em resposta a essa tendéncia, a utilizagdo dos cogumelos
comestiveis esta em continuo crescimento como fontes de proteinas, carboidratos, vitaminas,
minerais, fibras e, de compostos bioativos com valor medicinal, caracteristicas que despertam
interesse comercial do consumidor (Bernaud; Rodrigues, 2013; Mattila et al., 2016; Zoho et
al., 2016).

Nesse contexto, Pleurotus ostreatoroseus e Lentinus citrinus, cogumelos comestiveis
de comprovada importancia biotecnoldgica, sdo produtos saudaveis, pobres em calorias e
gorduras, ricos em proteinas, vitaminas, fibras dietéticas e aminoacidos essenciais (lisina,
triptofano e leucina). Além disso, L. citrinus sintetiza proteases com atividades diversas,
inclusive tem potencial fibrinolitico enquanto P. ostreatoroseus tem alto teor de fibra (Teixeira
et al, 2011; Machado et al., 2015; Souza et al., 2016).

Dessa forma, a insercdo de espécies de cogumelos na dieta humana associados a
produtos consumidos, tradicionalmente, constitui uma alternativa vantajosa e vidvel para
fabricacdo de novos produtos com qualidades diferenciadas dos alimentos convencionais que
podem contribuir para manutencdo, promoc¢do da saude e qualidade de vida (Falguera et al.,
2012; Khatua et al, 2013).

Portanto, Dioscorea trifida (card-roxo), Dioscorea alata (inhame roxo) e Manihot
esculenta (macaxeira) sdo hortalicas que nos rizforos tem expressivo teor de carbono, baixo
teor de nitrogénio e minerais, atributos que proporcionam a sua utilizagdo como substrato para
crescimento de cogumelos comestiveis e em consequéncia geracdo de novos alimentos
(Barlagne et al, 2016; Davidson et al, 2017; Tiamiyu et al, 2017).

Os rizoforos do género Dioscorea também podem ser utilizados na fabricacdo de
farinha e extracdo de amido. A farinha pode substituir, com vantagens econdmicas, parte da
farinha de trigo na producdo de pdo (Ramos et al., 2013). Na cozinha, tem uso variado,
elaboracdo de doces, bolos e cremes, inclusive como ingrediente de iguarias (Alamu et al,
2014).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Cogumelos comestiveis

Os cogumelos s@o macrofungos sazonais e ocupam diversos nichos nos ecossistemas
florestais. Diversas espécies causam efeitos benéficos a saide do homem, condicdo que esta
estimulando o interesse pelo desenvolvimento de estudos cientificos, em particular na
industria de alimentos, para uso consciente como fontes nutritivas e de compostos com
atividade biologica funcional (Ma et al., 2013; Ao et al., 2016).

Na literatura estima que existem aproximadamente 140.000 espécies de cogumelos,
dos quais apenas 10% sdo conhecidos. Deste quantitativo, cerca de 50% s&o comestiveis e
700 tém comprovada propriedade farmacolgica, propriedade que esta promovendo o
reconhecimento mundial da denomina¢do ‘“cogumelo medicinal’, termo que caracteriza a
acao medicinal desses fungos (Costa, 2010; Kim, 2017; Wen et al., 2017).

Nos dltimos anos, o consumo de cogumelos vem aumentando e ganhando destaque
gastrondmico, em funcdo do seu sabor refinado e valor nutricional excepcional. Comumente
sdo alimentos que tem conteddo lipidico baixo e também sdo fontes de carboidratos, fibras e
proteinas, além de aminoécidos e vitaminas lipossoliveis (A, D, E e K). Akm disso, 0s
cogumelos estdo se tornando cada vez mais atraentes como alimentos funcionais e produtos
potenciais para o desenvolvimento de novas drogas (Correa et al, 2015; Farzana; Mohajan,
2015).

Apesar do conhecimento do valor alimenticio dos cogumelos, o conteddo de nutrientes
varia em funcdo da espécie ou da linhagem cultivada, do processamento apoOs colheita, do
estagio de desenvolvimento do basidioma e do tipo de substrato utilizado para cultivo.
(Fonseca et al., 2014).

O consumo de cogumelos comestiveis no Brasil estd estimado em aproximadamente
160 g/habitante, valor inferior quando comparado ao consumo médio dos franceses, que
chega a 4 Kg/habitante, diferenca que estd associada a falta de tradicdo e ao valor comercial
relativamente elevado no mercado brasileiro (ANPC, 2013). Agaricus bisporus, Lentinus
edodes, Pleurotus ostreatus, Agaricus blazei, Agaricus brasiliensis e Agaricus sylvaticus sao

as espécies de maior comercializacdo e consumo no Brasil, (Costa, 2010).

Nas ultimas décadas o uso de cogumelos e/ou de seus extratos estd em expansdo,
devido suas propriedades farmacéuticas que proporcionam a indicagdo como coadjuvante no
tratamento de diversas patologias (Silva; Jorge, 2015). Dessa forma, os cogumelos estdo se

tornando populares como ingredientes em funcdo do seu conteddo nutricional para
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fortificacdo de diversas preparacOes, entre outras, biscoitos, bolos e massas alimenticias que

sdo processados por tecnologia simples e de baixo custo (Farzana; Mohajan, 2015).
2.1.1 Lentinus citrinus Walley e Ramello

O ¢énero Lentinus foi identificado por Fries, publicado validamente em 1925, e
classificado na ordem Agaricales, familia Pleurotaceae, atualmente constitui a familia
Lentinaceae (Putzke, 2002; Machado et al., 2015).

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 identificacdo das espécies desses dois géneros. A partir desse estudo ficou
constatado que Lentinus estava representado por aproximadamente 14 espécies nativas.
Enquanto Pleurotus representado por 15 espécies. Assim, Lentinus estd classificado no Reino
Fungi; Filo Basidiomycota; Ordem Agaricales; Familia Lentinaceae e, representado por

espécies comestiveis, de importancia econbmica, como L. citrinus (Figura 1).

Figura 1. Lentinuscitrininus cultivado em exocarpo de cupuagu e liteira

O ¢énero Lentinus tem pileo pigmentado, quando velho ou seco, camada cortical
formada por hifas prostadas, lamelas com borda mais ou menos denticulada, crenulada ou

serrilhada e estipe central ou excéntrico (Pereira; Putzke, 1989).

Lentinus spp. sintetiza diversos compostos bioativos, entretanto as peptidases
desempenham papel regulador na natureza, com énfase na morfogénese, fisiologia e
metabolismo de cogumelos. Dentre a diversidade de aplicacdo das peptidases, essas enzimas
também sdo altamente qualificadas para uso no processamento de alimentos, em panificacdo e
confeitaria, clarificacdo de sucos e producdo de queijo (Singhal et al., 2012; Fonseca et al.,
2014; Machado, et al 2015).
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2.1.2 Pleurotus ostreatoroseus Singer

Atualmente Lechner, et al (2005) citam P. ostreatoroseus como P. djamor var. roseus
Corner (Figura 2), uma espécie que tem pileo espatulado a flabeliforme, de coloracdo rosa
quando jovem, esbranquicada ou amarelada apos o envelhecimento, com lamelas decorrentes,
estipe excéntrico quase lateral esbranquicado quando fresco, creme quando seco. Como outras
espécies do género, ocorre em areas tropicais, cresce bem em temperaturas superiores a 20°C
(Menolli; Paccoala-Meirelles, 2010; Omarini et al., 2010).

Fonte: Fonseca

Figura 2. Pleurotus ostreatoroseus cultivado em exocarpo de cupuacu e farelo de arroz

Nos diferentes substratos, durante o ciclo de crescimento, os cogumelos sintetizam e
excretam varios compostos. Pesquisas realizadas revelam que P. ostreatoroseus foi eficiente
produtor de proteases nos cultivos em casca de cupuacu e farelo de arroz, mantidos na
auséncia de luz. Na citacdo de Correia, et al (2015) também ha registro da acdo antitumoral e
imunomoduladora de polissacarideos isolado dos basidiomas desta espécie.

Espécies de Pleurotus e Lentinus sdo fungos que tem ampla adaptabilidade a diversas
condicbes ambientais, por isso, comumente estdo sendo utilizados na bioconversdo de
materiais lignocelulosicos pela tecnologia da fermentacdo em estado solido. Tal bioprocesso,
que proporciona 0 uso de Vvarios substratos para o crescimento de espécies de cogumelos
comestiveis, a exemplo de palhas, gramineas, serragens, cascas de coco, sabugo de milho,
bagaco de cana-de-acucar, farelos, entre outros de natureza organica (Sala Uddin, 2015).

Em diversos estudos mostraram que casca de cupuagu, semente de agai, coroa e casca
de abacaxi suplementados com farelo de arroz ou serragem, estimularam o crescimento de P.
ostreatoroseus quanto de L.citrinus (Fonseca et al 2014; Machado et al., 2015; Souza et al,
2016).



19

2.2 Plantas alimenticias ndo convencionais

Plantas alimenticias sdo aquelas que possuem uma ou mais partes que podem ser
utilizados na alimentacdo humana, tais como: raizes tuberosas, tubérculos, bulbos, rizomas,
cormos, ramos tenros, folhas, brotos, flores, frutos e sementes ou ainda latex, resina e goma,
ou que sdo usadas para obtencdo de Oleos e gorduras comestiveis. Inclui-se neste conceito
também as especiarias, substancias condimentares e aromaticas (Kinupp, 2008).

Brasil (2010) classifica como hortalicas ndo-convencionais produtos de origem vegetal
com distribuicdo limitada, restrita a determinadas localidades ou regibes, exercendo grande
influéncia na alimentacdo e na cultura de populacdes tradicionais. Além disso, sdo especies
gue ndo estdo organizadas enquanto cadeia produtiva propriamente dita, diferentemente das
hortalicas convencionais (batata, tomate, repolho, alface, etc.), ndo despertando o interesse
comercial por parte de empresas de sementes, fertilizantes ou agrogquimicos.

Tais alimentos sdo nutritivos, produzem sensacdo saborosa ao serem ingeridos e ja
foram bastante apreciados, fazendo parte das refeicdes familiares. Porém, aos poucos, foram
sendo esquecidos ou desvalorizados. Entre as principais razGes do abandono gradual desses
alimentos esta o fato de as pessoas terem migrado para cidades grandes, passando a consumir
uma quantidade maior de alimentos industrializados (Dias et al, 2009).

Diversas espécies ainda sub-exploradas da flora brasileira, podem constituir uma fonte
de renda alternativa e uma opcdo de diversificacdo cultural, sobretudo na agricultura familiar.
A maioria das plantas ndo-convencionais é desconhecida, e um reduzido ndmero delas
apresenta comprovacao cientifica de suas propriedades. Para maior valorizacdo das plantas
tradicionais de uso popular sdo necessarios conhecimentos técnicos acerca do cultivo e uso
em grande escala (Kinupp, 2008).

No que se refere as hortalicas nativas, a pesquisa, 0 cultivo, 0 uso e a valorizagdo
parece ser ainda reduzido. As frutas ttm o chamariz da cor, da dogura e da suculéncia, ja as
hortalicas em geral sdo tratadas como "mato"”, "coisas verdes" aguadas e sem sabores
caracteristicos. As nativas, as quais sdo tratadas aqui como hortalicas regionais ou
genericamente como nao-convencionais, inegavelmente sdo "matos” enquanto ndo cultivadas
e utilizadas com regularidade (Brasil, 2010)

As hortalicas ndo-convencionais sdo importantes na expressdo da cultura de
determinadas populacbes e que em algum momento, tiveram um largo consumo em algumas
regibes ou comunidades e que devido as mudancas no comportamento alimentar, passaram a
ter expressdo econdmica e social reduzida, perdendo mercado para outras hortalicas. Como

exemplo, o inhame (card) que até meados da década de 60 apresentava mercado expressivo e
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grande consumo pela populacdo, fazendo parte do café-da-manhd. Hoje, consumo deste
tubérculo foi reduzido se compararmos com outras hortalicas como tomate e batata (Brasil,
2010).

Dentre as PANC, sdo importantes, a Pereskia aculeata mill (Ora-pro-ndbis), a
Xanthosoma sagittifolium (Taioba), Acmella oleracea (Jambu), Solanum sessiliflorum
(cubiu), Eryngium foetidum (chicoria-de-caboclo). E entre as Dioscoreaceae nativas, uma das
espécies que pode ser consumida como alimento é a caratinga (Dioscorea dodecaneura
Vell.), que ocasionalmente vem sendo cultivada em quintais ou jardins como ornamental,
devido as belas folhas (Kinupp, 2008).

2.2.1 Inhame- roxo (Dioscorea alata L)

Dioscorea alata (Figura 3), da familia Dioscoreacee ¢ uma planta trepadeira tropical
que produz tubérculos comestiveis, de forma variada. Os Inhames constituem alimento
economicamente bésico para milh6es de pessoas em regides tropicais e subtropicais, que foi

principalmente uma cultura alimentar, mas que agora sdo utilizados como matéria-prima em

uma cadeia de producdo de alimentos em beneficio dos produtores e dos consumidores
(Ellong et al., 2015).

Figura 3. Inhame-roxo (Dioscorea alata L) A. tubérculo com exocarpo; B. tubérculo sem exocarpo; C. polpa
Dioscorea alata origindria do Extremo Oriente e € considerada a espécie mais

representativas, devido a maior disponibilidade e valor econdbmico. E tem como caracteristica
caule quadrado, tubérculos variando na coloracdo da polpa (branca, amarela cremosa ou roxa)
(Ellong et al., 2015; Nadia et al., 2015).

A producdo de inhame no Brasil, incluindo D. alata e D. cayenensis / D. rotundata, foi
estimada em 232,100 toneladas, em 2010, em uma area de 25.300 ha concentradas nas regides
Nordeste e Sudeste, principalmente produzidos por agricultores de pequena escala e em
reduzidas areas de plantio. O ciclo de vida da D. alata varia de cinco a 12 meses, dependendo
da espécie e variedade. (Sigueira et al., 2012; Ellong et al., 2015).

Espécies de Dioscorea sdo cultivadas em pequenas quantidades de terra, muitas vezes,

menos de um hectare e geralmente plantada em um campo bem drenado, embora rendimentos
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aceitaveis também sdo obtidos a partir de solo argiloso, especialmente aqueles ricos em
matéria organica (Perlasa et al., 2010).

D. alata, wulgarmente conhecido como inhame chinés ou inhame roxo, é um alimento
funcional amplamente consumida no Sudeste da Asia e da Africa amplamente utilizado na
medicina tradicional como purgativo, diurético, antiespasmodico agente anti-inflamatério e
anti-reumatico e uma das plantas mais nutritivas entre a familia tropical raiz-colheita (Dey;
Chaudhur, 2015; De Paula et al., 2012).

Estudos mostram que D. alata tem propriedade medicinal, com atividade benéfica
para funcbes gastrointestinais e proporcionar uma protecdo oxidativa, possui atividades anti-
hiperglicémica, tem papel protetor contra paracetamol induzida hepatotoxicidade e efeitos
antioxidantes (Maithili et al., 2011).

O D. alata é produtora de tiberos de alto valor nutritivo e energético para alimentacéo
humana, € rica em carboidratos, pobre em gordura, possui sais minerais: célcio, fosforo e
ferro, além de vitaminas do complexo B, principalmente Bl (Tiamina) e B5 (Niacina),
podendo assim ser indicada na alimentacdo pelo seu alto valor energético. (Da Silva Ramos et
al., 2014).

2.3 Tubérculos tropicais
2.3.1 Macaxeira (Manihot esculenta Crantz)

Macaxeira € uma planta dicotileddnea, da familia Euphorbiaceae e género Manihot,
originaria das Américas, esta representada por grande nimero de espécies, mas, a Unica
cultivada para fins alimenticios ¢ a Manihot esculenta Crantz (Figura 4), que pode ser da
variedade brava ou mansa, devido ao teor de glicosidios cianogénicos (que liberam o &cido
cianidrico) presente (Bradbury et al., 2013).

>

Figura 4. Macaxeira (Manihotesculenta Crantz A. tubérculo com exocarpo; B. tubérculo sem exocarpo; C.
polpa

A qualidade culindria dos tubérculos frescos € um pardmetro importante na selecdo de

variedades de macaxeira. A identificacdo dessa qualidade envolve fatores variados e
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complexos por constituir-se de um conjunto de caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais
(Wakil et al., 2015).

A macaxeira vem sendo utilizada nos mais diversos campos da atividade econémica,
destacando-se 0 uso na alimentacdo humana, principalmente pelas populagbes dos paises em
desenvolvimento, que s&o o0s seus maiores produtores e consumidores (Quee etal., 2016).

No preparo de produtos derivados da macaxeira, como o tubérculo cozido, frito, em
forma de bolo, puré, suflé, entre outros, o cianeto presente na polpa é liberado por
volatilizagdo atingindo niveis baixissimos, tornando-os indcuo. No processo de cocgdo e
fritura proporcionam redugdo substancial do conteido de cianeto da polpa, variando entre 56
e 80% (cocgéo) e, 70 a 82% (fritura) (Wakil et al., 2015).

No Brasil, a producdo de macaxeira, em 2011 foi estimada em 25,77 milhdes de
toneladas, ndo havendo diferenciagdo, na coleta desses dados, entre o destino da producdo de
raizes, se para a indGstria ou para o consumo doméstico. Dentre os principais estados
produtores destacam-se: Pard (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 producdo de macaxeira foi de 1,05 milhdes, correspondendo, a 4% da
producdo total (Ibge, 2011).

Os sistemas de producdo e de transformacdo da macaxeira e seus derivados
apresentam grande diversidade tecnoldgica, variando-se desde 0s pequenos cultivos em
quintal & producgdo tradicional dos pequenos agricultores das zonas semi-aridas do Nordeste e
regibes Amazbnicas. Contudo as regibes Norte e Nordeste destacam-se como principais
consumidoras, sendo a producdo essencialmente utilizada na dieta alimentar, na forma de
farinha (De Siqueira etal., 2015).

A industrializacdo da macaxeira visando a producdo de bens econdmicos como
farinhas e féculas desde o descascamento até a torrefagcdo gera residuos, liquidos e solidos,
que podem ser a agua de limpeza dos tubérculos, a casca ou pelicula marrom, a agua da
prensagem da massa ralada, a 4gua de extracdo da fécula, as fibras e a crueira (Wakil et al.,
2015).

2.3.2 Cara-roxo (Dioscorea trifida L)
D. trifida (Figura 5) foi provavelmente a primeira espécie de card cultivada pelos
indigenas e imigrantes da Europa e Africa, na Amazbnia. Embora exista controvérsia acerca

da origem e domesticacdo desse tubérculo, estudos mostram que entre as espécies de
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Discoreaceae, de importancia econdmica D. trifida teve origem na América do Sul, areas de
fronteiras entre o Brasil, Suriname, Guiana e Guiana Francesa (Nascimento et al., 2015)

No Brasil, D. trifida (Figura 5) ocorre em areas de floresta tropical, savana do Planalto
Central e campos e florestas da Cadeia do Espinhaco. Em outras regibes do Brasil foi
introduzida pelos agricultores tradicionais, no Vale do Ribeira (Sdo Paulo), Baixada Cuiabana
(Mato Grosso), em Manaus e seus arredores no Rio Negro e em Belém (Nascimento et al.,
2015). Esta espécie tem uma haste ndo-espinhoso e seus tubérculos sdo geralmente pequenos

(menos de 500 g) com polpa branca ou roxa em forma de péra (Ellong et al., 2015).

P

Figura 5. Card-roxo (Dioscorea trifida L) A.tubérculo com exocarpo; B. tubérculo sem exocarpo; C. polpa

Na Regido Amazonica o card-roxo pode ser consumido de diversas formas: cozidos,
em forma de puré e como ingrediente para sopas e cozidos, assim como sua farinha pode ser
acrescentada no desenvolvimento de pdes, tortas, bolos e mingaus. Contudo, as pesquisas
sobre este tubérculo ainda sdo escassas e consequentemente sdo desconhecidas as respectivas
propriedades nutricionais (Castro et al., 2012).

O card-roxo se destaca como alimento devido o valor nutricional e adstringente, tem
atividade antimicrobiana, propriedade diurética e energizante, permitindo ser utilizado no
combate a desnutricio e no tratamento de varias doencas, como diabetes e reducdo do
colesterol (Melo et al., 2015);

Os dados da literatura mostram que cogumelos e tubérculos comestiveis sdo produtos
alimenticios usados na dieta e que tem propriedades bioativas, caracteristicas que direciona
para 0 uUsO em associacdo originando produtos com qualidade nutricional, caracteristicas
adequados para consumo, promocdo de saude e incentivo ao aumento da producdo desses

tubérculos (Purwandari etal., 2012; Teixeira et al., 2013)

2.4 Massas Alimenticios enriquecidos com cogumelos
Diversas espécies de cogumelos comestiveis estdo sendo adicionados em produtos

alimenticios para enriquecimento da composicdo de nutrientes, melhorar a textura, sabor e
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acrescentar compostos bioativos para consumo dietético de valor funcional (Adedayo et al.,
2010; Khatun et al., 2012; Farzana et al., 2017). Os cogumelos comestiveis sdo alimentos
atraentes para desenvolvimento de produtos funcionais, em especial, por expressarem
propriedades antioxidantes, antitumorais, antimicrobiano, embora tenham amplo espectro de
atividades bioldgicas (Khatun et al., 2012).

Nas Ultimas décadas, os habitos modernos estdo contribuindo para o desenvolvimento
crescente e conscientizacdo sobre o consumo de alimentos saudaveis. Com esse objetivo, 0s
cogumelos preenchem lugar de destaque e estdo ganhando maior aceitacdo como alimento ou
ingrediente alimenticio devido as suas propriedades nutricionais e funcionais especiais.

A adicdo de biomassa de cogumelos em produtos diversos causa acréscimo
principalmente de proteinas, fibras, minerais e peptidases, compostos bioativos que melhoram
as propriedades de manipulagdo, reduzem o tempo de mistura da massa, assim como,
aumentam substancialmente o volume, facilitando a abertura da massa (Ahmad et al, 2015).

Dentre os produtos formulados com biomassa de cogumelo tem énfase os produtos de
panificacdo. Um desses produtos sdo as massas alimenticias que prioritariamente sdo
produzidas a base de cereais, cuja importancia esta relacionada com o baixo custo, preparagdo
facil, propriedades sensoriais agradaveis, vida (til longa de papel importante na nutricdo e
cultura humana (Correia et al., 2017).

Massas alimenticias sdo disponiveis nas mais diversas formas, ricas em amido, tem
baixo teor de gordura por isso sdo produtos predisponentes ao enriquecimento com nutrientes
essenciais para consumo na dieta (Spanholi; Oliveira, 2009).

No Brasil em 2015, o consumo per capita de massas alimenticias, a preferencia do
consumidor foi por massas secas, seguidas de massas instantaneas e frescas, condicdo que
mostrou consumo de 4,96 kg/ano, 0,97kg/ano e 0,23 kg/ano, respectivamente (Abimapi,
2017).

Embora existam varios estudos mostrando a introducdo de cogumelo na forma de po
ou farinha, inexiste formulagdo de capeletti a base de cogumelos. O capeletti € um tipo de
massa fresca que pode ser recheada com carne, com queijo ou com outros ingredientes. O
nome capelete origina-se do italiano cappelletto (no plural, cappelletti), que significa
“chapeuzinho”(Guarienti; Miranda, 2007). Dessa forma, utilizar o bioproduto formulado com
P. ostreatoroseus e D. alata para enriquecer massa de capeletti seria uma alternativa para

disponibilizar um alimento inovador e com potencial nutricional.
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3. Objetivo Geral

Esta pesquisa teve como objetivo desenvolver produto alimenticio adicionado de
bioproduto contendo tubérculo miceliado por cogumelo comestivel como forma de promover
beneficios nutricionais a dieta humana.

3.1 Objetivos Especificos

e Elaborar bioprodutos utilizando polpa de cara-roxo (Dioscorea trifida L), macaxeira
(Manihot esculenta Crantz) e inhame-roxo (Dioscorea alata L) como substrato para cultivo de
Lentinus citrinus DPUA 1535 e Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720;

e Determinar a atividade de proteases para selecionar um bioproduto para a elaboracdo da

massa alimenticia;

Caracterizar as proteases de maior atividade quanto ao pH, temperatura e estabilidade;

Determinar a composicdo centesimal e tecnologica do bioproduto selecionado;

Elaborar massa alimenticia fresca do tipo capeletti com o bioproduto selecionado;

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes do bioproduto na massa alimenticia do tipo
capeletti;
e Determinar a composicdo centesimal e caracteristicas de cozimento das massas

alimenticias do tipo capeletti.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cogumelos comestiveis

As espécies de cogumelos comestiveis selecionadas para este estudo foram Lentinus
citrinus DPUA 1535 e Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, cedidas pela Micoteca DPUA,
da Universidade Federal do Amazonas-UFAM. Os cogumelos foram cultivados em &gar
farelo de awveia, adicionado de Extrato de Levedura 0,1% (p/v) — OMYA para obtencdo de
cultura vidvel e preparacdo do indculo para cultivo nos tubérculos. Os cultivos foram
mantidos a 25 °C por oito dias.
4.2 Preparacao do inéculo por fermentacdo submersa

Dos cultivos em OMYA foram retirados dez discos miceliais, medindo 10 mm de
diametro e transferidos para 50 mL de extrato 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 foi
separada do sobrenadante por filtracdo utilizando peneira de aluminio com 10 mesh. A

biomassa recuperada foi utilizada como indculo para o cultivo em tubérculos esterilizados.

4.3 Preparacao de Bioprodutos por fermentacdo no Estado Sdlido

4.3.1 Tratamento dos tubérculos para cultivo dos cogumelos

Os tubérculos, card-roxo (Dioscorea trifida), macaxeira (Manihot esculenta) e
inhame-roxo (Dioscorea alata) foram adquiridos no comércio e transportados para o
laboratério, em seguida, foram lavados em 4&gua potavel e sanitizados com solugdo
desinfetante para hortifruticolas Pury Vita®, conforme a recomendacdo do fabricante. A
seguir foram descascados e cortados com uma faca de ago inox, em cubos de 10mm. Cada
amostras de 200g foi embalada em saco de polietileno e esterilizados a 121°C por 10 minutos
(Fonseca etal., 2014).

4.3.2 Inoculacdo e crescimento Micelial

A biomassa recuperada da fermentacdo em meio liquido foi inoculada na parte
superior dos tubérculos, suplementados com farinha de arroz e crueira em diferentes
proporcBes, conforme a tabela 1. Como padrdo foi utilizado o tubérculo sem suplementacéo.
A fermentacdo no estado sdlido foi conduzida a 25 °C, na auséncia de luz, umidade ambiental

de 80%, até completa miceliagdo do tubérculo.
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Tabela 1. Mistura de substratos para cultivos de L. citrinus e P. ostreatoroseus

Mistura de substrato

Propor¢éo

(tubérculo: suplemento)

Macaxeira 100:0
Macaxeira + Farelo de arroz 90:10
Macaxeira + Farelo de arroz 80:20
Macaxeira + Crueira 90:10
Macaxeira + Crueira 80:20
Cara roxo 100:0
Cara roxo + Farelo de arroz 90:10
Cara roxo + Farelo de arroz 80:20
Cara roxo + Crueira 90:10
Cara roxo + Crueira 80:20
Inhame roxo 100:0
Inhame roxo + Farelo de arroz 90:10
Inhame roxo + Farelo de arroz 80:20
Inhame roxo + Crueira 90:10
Inhame roxo + Crueira 80:20

4.4 Desidratacdo dos bioprodutos

Os bioprodutos foram desidratados a 40°C por 24 horas, em desidratadora marca

Pardal® com controle de temperatura e circulacdo de ar forcado. As amostras foram trituradas

em mini processador, Black & Decker®. Para padronizagdo da granulometria do bioproduto

foi utilizada peneira de aluminio com 10 mesh.

Lentinus citrinus e Pleurotus ostreatoroseus

1

Cultivo em OMYA — 25°C

l

Fermentagdo submersa em extrato GYP — 5 dias

l

Filtragdo em peneira de aluminio

Inoculagéo nos tubérculos

l

Fermentacdo em estado sdlido

l

Desidratacéo a 40 °C

l

Bioproduto

Tubérculos: D.alata, Manihot
esculenta e D. trifida

l

Selecdo e Sanitizacédo

l

Suplementacdo (crueira e
farelo de arroz)

Esterilizagcdo a 121°C — 10min

Figura 6. Fluxograma de producdo dos bioprodutos formulado com cogumelos comestiveis e tubérculos tropicais
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4.5 Extracdo de enzimas proteoliticas

As enzimas foram extraidas em agua destilada esterilizada na propor¢do de 15
(tubérculo miceliado:agua destilada, m/v) em frascos de Erlenmeyer de 125mL. Os frascos
foram mantidos a 25°C, 150 rpm. Apo6s 1 hora os extratos foram recuperados por filtragdo a

vacuo utilizando de papel de filtro Whatman n° 1 para determinacdo de atividade proteolitica.

4.5.1 Determinacédo da atividade proteolitica

Para a determinacdo da atividade proteolitica 0,15mL do extrato bruto foi adicionado
em 0,25mL de azocaseina 1% (p/v), em tampdo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. As amostras e 0s
brancos foram preparados em triplicada e incubados a 25°C por uma hora em cadmara escura.
A reacdo foi interrompida com 1,2 mL de TCA [&cido tricloroacético 10% (p/v)] seguido de
centrifugacdo por 10 min a 4°C. Posteriormente, do sobrenadante foi retirado 0,8 mL e
adicionado a 1,4mL de hidroxido de sodio (NaOH) 1M. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento na
absorbancia a 440 nm de 0,1 em 1 hora (Leighton et al., 1973).

4.5.2 Determinacdo do efeito do pH e da temperatura

O efeito do pH foi determinado com a amostra com maior atividade de proteases na
faixa de 5,0 a 10,0 utilizando-se o sistema de reacdo formulado com azocaseina 1% em
tampéo: citrato, fosfato e carbonato-bicarbonato a 0,1 M. As amostras foram incubadas
durante uma hora na auséncia de luz e, em seguida foi determinada a atividade proteolitica. O
efeito da temperatura na atividade proteolitica foi avaliado na faixa de 25 °C a 60 °C por 1
hora. Ao término do periodo de incubacdo, a atividade enzimética foi determinada conforme

descrito anteriormente.

4.5.4 Determinacdo da estabilidade do pH e temperatura

Para avaliacdo da estabilidade ao pH, o extrato bruto foi diluido (1:5) nas seguintes
solucdes tampdo a 0,1 M: acetato de sodio (5 e 6), Tris-HCI (7 e 8) e Glicina-NaOH (9 e 10) e
mantidos a 25 °C por 24 horas. Apos este periodo foi determinada a atividade proteolitica, nas
condi¢bes Otimas de pH e temperatura. Na estabilidade térmica, o extrato foi incubado em
diferentes temperaturas que variaram de 30 a 80 °C, por 1 hora. Em seguida, foi determinada
a atividade proteolitica, nas condicbes Otimas de analise. Os resultados foram expressos em

atividade relativa em todos os experimentos.
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4.6 Efeito de ions metélicos e inibidores

O efeito de ions metélicos [Cloreto de calcio (CaCl2), Cloreto de potassio (KCI),
Cloreto de sodio (NaCl), Sulfato de cobre (CuSO4), Sulfato ferroso (FeSO4), Sulfato de
magnésio (MgSO4) e Sulfato de zinco (ZnSO4)] e de compostos inibidores de protease:
EDTA (acido etilenodiaminotetracético), PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), pepstatina e
acido iodoacético, na concentracdo final de 10 mM foi determinado por pré-incubacdo com o
extrato bruto durante 1 hora, a 50 °C. A atividade enzimatica residual foi determinada e
comparada com o controle que corresponde a 100% de atividade. Todas as amostras foram
preparadas em triplicata (Alecrim et al., 2015).

4.7 Composicao centesimal

A determinacdo da composicdo centesimal foi realizada conforme citado a seguir:
e Umidade: determinada por dessecacdo em estufa com circulacdo de ar a 60 °C (método
gravimétrico) até obtencdo de peso constante (A.O.A.C, 2006).
e Proteina total: determinada pela concentracdo de nitrogénio (%) segundo o método micro
Kjeldahl e aplicando o fator de conversédo 6,25.

e Cinzas (residuo mineral fixo): determinado por incineragdo do material em mufla a 550
°C-660 °C até obtencdo de peso constante (A.O.A.C, 2006).

e Lipidios: determinado de acordo com o método descrito por Bligh and Dyer (1959).

e Carboidratos totais: estimados por diferenca entre o somatorio das porcentagens de

umidade, proteina, lipidios, cinzas (Nepa, 2006).
e Energia: a energia total metabolizdvel = (4kcallg de proteina) + (4kcallg carboidratos

totais) + (9kcal/g de lipideos), preconizados por Nepa 2006.

4.8 Determinacdo de macro e micro minerais

A determinacdo dos minerais foi realizada conforme os métodos propostos pela
Embrapa (2009). As amostras foram desidratadas em estufa de circulacdo de ar forcada a 40
°C, em seguida desidratadas e submetidas a digestdo Umida HNO3; + HCI O4 (3:1). O teor de
fosforo foi determinado por Espectrofotometria com azul de molibdénio; célcio, magnésio,
potéssio, sodio cobre, ferro, manganés e zinco por espectrofotometria de absorcdo atbmica
(EAA). Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os valores de macronutrientes (Ca,

P, Mg, K) foram calculados em g.kg™* e os dos micros (Na, Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg .
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4.9 Andlises quimicas

O pH do bioproduto foi aferido usando medidor de pH digital (PHTEK, PHS-3E) pré-
calibrado com tampfes de pH 4,0 e 7,0. A acidez titulavel foi medida por titulagdo com

NaOH 0,1 N e os resultados foram expressos em percentagem de acido citrico (Lagnika et al.,
2017).

4.10 Analise das propriedades tecnolégicas
4.10.1 Determinacdo da capacidade de absorcéo de agua

A capacidade de absorcdo de agua foi determinada pelo método citado por Beuchat et
al (1975). Nesta avaliagdo, em cada tubo do tipo Falcon de 25 ml foi pesado um grama de
amostra e adicionado 10 mL de agua. As suspensdes foram mantidas por 60 minutos, a 25 °C
para posterior centrifugacdo por 30min. Apo6s decantacdo do sobrenadante a amostra foi
novamente pesada. A alteracdo do peso da amostra foi expressa em absorcdo de agua (% )

com base no peso da amostra original. A analise foi realizada em triplicata.

4.10.2 Determinacdo da capacidade de absorcédo de gordura

A determinacdo da capacidade de absorcdo de gordura foi realizada conforme o
método de Sosulski (1962). Nesta anélise, em cada tubo do tipo Falcon de 25 ml foi pesado
um grama de amostra e adicionado 10 mL de 6leo de soja com densidade de 0,98 gm™. As
amostras foram homegenizadas com espatula de aco inoxidavel, seguido de centrifugacdo por
15min. Apoés sedimentacdo do sobrenadante, a amostra foi novamente pesada. A capacidade
de absorcdo de gordura da amostra foi expressa como ganho de massa de Oleo ligado em

porcentagem. A analise foi realizada em triplicata.

4.10.3 Determinacdo da densidade aparente

A densidade foi determinada em triplicata pelo método de Narayana e Narasinga-Rao
(1984). Em cada proveta foi pesado 50g de amostra e pressionadas continuamente até que ndo
houvesse mais nenhuma alteracdo no volume. A diferenca de peso e volume final da amostra
foi determinada na proveta. A densidade aparente foi calculada em g/mL da amostra.
4.10.4 Determinacdo da capacidade de inchamento

A capacidade de inchamento foi determinado com o método descrito por Leach et al.
(1959) com modificacdo para pequenas amostras. Em cada tubo do tipo Falcon foi misturado
um grama da amostra com 10 ml de agua destilada. As amostras foram mantidas a 80 °C em

banho de agua com agitacdo por 30 min. Os tubos fechados foram retirados do banho e secos,
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depois das amostras resfriadas foram invertidos para homogeneizagdo e centrifugados por 15
minutos. O sobrenadante decantado foi removido cuidadosamente e o poder de inchamento

determinado como o peso do sedimento dividido pelo peso da amostra seca.

4.10.5 Determinacdo da capacidade e estabilidade da espuma

A capacidade de espuma (FC) e a estabilidade da espuma (FS) foram determinadas de
acordo com Narayana e Narasinga Rao (1984). Em cada proveta de 100 ml foram adicionados
dois gramas de amostra a 50 ml de agua destilada a 30 °C. A suspensdo foi misturada e
devidamente agitada para formacdo da espuma durante 30 segundos. O FC foi expresso em
porcentagem considerando o aumento do volume da espuma na proveta. O volume de espuma
foi registrado ap6s 1 hora da agitacdo para determinar o FS como porcentagem do volume

inicial de espuma.

4.11 Teste de toxicidade in vitro
O teste de toxicidade foi realizado no laboratorio de atividade bioldgica, da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Amazonas.

4.11.1 Linhagem e condigdes de cultivo

Nesta analise, fibroblastos humano (MRC5) foram mantidos em garrafas de cultura
contendo meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM), com Soro Fetal Bovino 10%
(p/V) (SFB) e Ampicilina-Estreptomicina 1% (p/v). As células foram mantidas a 37 °C em
estufa com 5% de CO,. O modelo de estudo proporcionou a comparacao do efeito citotoxico
do extrato do bioproduto, em diferentes concentracbes sobre linhagens de fibroblastos
humanos (MRC5).

4.11.2 Citoxicidade em fibroblastos humanos

A citotoxicidade dos extratos do bioproduto foi avaliada pelo teste do Alamar Blue
(resazurina) (Ahmed et al., 1994). O Alamar Blue (resazurina) de cor azul e ndo fluorescente
é reduzido pelas células viaveis a resofurina (cor rosa e fluorescente).

As células foram transferidas para microplacas (96 pocos) na concentracdo de 0,5 X
10* células por poco e mantida a 37 °C com atmosfera de 5% de CO; por 24 h. As células
foram tratadas por 72 h com extrato do bioproduto com concentracdo Unica (200 pg/mL
diluida em DMSOQO). Como controle positivo foi utilizado a doxorrubicina (1720 pM). O

controle negativo diluido foi DMSO 0,1% (v/v). Trés horas antes do final de cada tempo de
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tratamento foi acrescentado 10 pL do Alamar Blue 0,02% (p/v). A leitura foi feita em Leitor
de microplaca na regido da fluorescéncia a 465 nm e 540 nm. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata. Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0.

4.12 Avaliagdo da qualidade microbioldgica

Para avaliar a qualidade microbiologica do bioproduto desidratado e triturado foi
realizada a determinagdo de Coliformes Totais, Bacillus cereus e Salmonella sp. de acordo
com Regulamento Técnico Sobre Padrbes Microbiologicos preconizados pela RDC n°12, da
ANVISA, 2001, citado por Silva, 2007.

4.13 Elaboracdo da massa alimenticia formulada com o bioproduto

As massas alimenticias foram formuladas utilizando os ingredientes citados na tabela
1. Separadamente, nas quatro formulacbes contendo o bioproduto 5%, 10% e 15% (p/v),
exceto o padrdo, os ingredientes foram misturados na seguinte ordem, farinha de arroz, goma
xantana, biproduto, ovos, azeite e agua, em batedeira industrial Black & Decker®, até a
obtencdo de uma massa homogénea. Em seguida, a massa foi moldada em maquina de
cilindro manual para abertura de massa fresca. As massas cortadas em formato triangular
foram utilizadas na elaboracdo dos capelettis e recheadas com frango desfiado e outros
temperos (Figura 2).

Tabela 2. Formulagdo do capeletti com bioproduto & base de cogumelo comestivel e tubérculo Amazbnico

Formulagfes

Ingredientes

CcpP C5 C10 C15

Agua 20ml 20ml 20ml 20ml
Azeite 200ml 200ml 200ml 200ml
Bioproduto - 259 509 759

Farinha de arroz 500 g 4759 450g 4259
Goma xantana 100g 100g 100g 100g
Ovos 230g 230g 230g 230g
Peito de frango* 100g 100g 100g 100g

! Formulagdo equivalente o capeletti padrdo (CP); capeletti com 5% do bioproduto (C5);
capeletti com 10% do bioproduto (C10) e capeletti com 15% do bioproduto (C15).
“Foram utilizados como tempero: Sal, Alho, Cebola, Tomilho e Coentro.
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Figura 2. Fluxograma de producdo de capelletis formulados com cogumelo comestivel e tubérculo tropical

4.14 Testes de cozimento das massas alimenticias
O teste de cozimento foi realizado segundo o método 16-50 da AACC (1997). Os

parametros avaliados foram:

4.14.1 Tempo de cozimento

O tempo de cozimento foi determinado pela coccdo de 10 g de amostra em 350 mL de

agua destilada em ebulicdo, até atingir a qualidade visual adequada em conseqléncia da

gelatinizacdo do amido em toda a secdo da massa. Este ponto foi determinado pela

compressdo de amostras de produto cozido, a cada 30 segundos, entre duas laminas de vidro

até o desaparecimento do eixo central.
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4.14.2 Aumento de massa do produto cozido

O aumento de massa foi determinado pela pesagem de uma amostra antes e apds a
cocgdo, utilizando-se o tempo de cozimento ideal de cada amostra. O valor do aumento de
massa € a razdo entre a massa da pasta cozida e a massa da pasta crua (10 g), expresso em
porcentagem (%).

4.14.3 Perda de so6lidos na dgua de cozimento

A quantidade de sodlidos perdidos na agua de cozimento foi determinada pela
evaporacdo de 25 mL de &gua de cozimento, obtida com o cozimento da massa. Aumento de
massa do produto cozido acima, em estufa a 105 °C, até peso constante.

4.15 Avaliacdo do custo das massas alimenticias

Na determinagdo do calculo do custo de cada produto no final da fabricacdo foi
considerado o preco dos ingredientes utilizados nas formulagbes controle e experimentais

adquiridos no comercio local no municipio de Manaus-Amazonas-Brasil.

4.16 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva (Tabelas e gréficos). Para
analisar os resultados os dados foram submetidos a andlise de variancia - ANOVA e, as
médias comparadas pelo teste de Tukey (5%). As analises foram realizadas utilizando-se o

programa estatistico Minitab versdo18.0.
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Resumo

As proteases sd0 enzimas comerciais importantes, e entre suas numerosas fontes estdo as
Basidiomycetes. O uso de proteases em muitas &reas industriais promove a busca de enzimas com
novas propriedades. O objetivo deste estudo foi produzir e caracterizar as peptidases de um bioproduto
de biomassa micelial cultivada em tubérculos amazonicos. Lentinus citrinus DPUA 1535 e Pleurotus
ostreatoroseus DPUA 1720 foram cultivados em Dioscorea trifida, Manihot esculenta e Dioscorea
alata suplementado com farelo de arroz ou residuo de farinha de mandioca em diferentes proporcdes.
A atividade proteolitica significativa foi determinada no extrato bruto de P. ostreatoroseus cultivado
em D. alata (DA) sem suplementacédo (142,22 U / mL). As enzimas apresentaram atividades 6timas a
40 ° C e pH 7.0; e Estabilidade a 50 ° C e pH 8,0. As proteases foram classificadas como proteases de
cisteina com base no efeito deinibidores utilizados.

Palavras-chave: Pleurotus, Lentinus, Dioscorea, protease.
Abstract:

Proteases are important commercial enzymes, and among their numerous sources are the
Basidiomycetes. The use of proteases in many industrial areas promotes the search for enzymes with
new properties. The aim of this study is to produce and characterize the peptidases of a biocomposite
from mycelial biomass grown in Amazonic tubers. Lentinus citrinus DPUA 1535 and Pleurotus
ostreatoroseus DPUA 1720 were cultivated on Dioscorea trifida, Manihot esculenta and Dioscorea
alata supplemented with rice bran or manioc flour residue in different proportions. The higher
proteolytic activity was determined in the crude extract from P. ostreatoroseus grown in D. alata (DA)
without supplementation (142.22 U / mL). The enzymes showed optimum activities at 40 ° C and pH
7.0; and stability at50 ° C and pH 8.0. The proteases were classified as cysteine proteases based on the
effect of inhibitors used.

Key words: Pleurotus, Lentinus, Dioscorea, protease
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Introdugédo

As proteases sdo enzimas com importante uso biotecnologico. Eles tém aplicacfes em
reagbes quimicas e bioquimicas, alimentos, bebidas, produtos farmacéuticos e cosméticos. As
proteases representam 0s maiores grupos de enzimas industriais mundiais com perspectivas
crescendo em torno de 7% até 2020 (Singh et al, 2016; Geng et al, 2016; Chandrasekaran et
al., 2015).

Peptidades podem ser obtidas por microorganismos como bactérias e fungos, plantas
ou animais. No entanto, as fontes microbianas dessas enzimas tém preferéncia para serem
utilizadas devido as suas propriedades fisiologicas e bioquimicas, sdo adequadas a
manipulacdo genética e podem ser cultivadas em curto prazo por processo de fermentacdo
(Sharma et al, 2017; Souza et al., 2015)

Nos ultimos anos, os cogumelos comestiveis Lentinus crinitus, L. citrinus, Pleurotus
ostreatoroseus, P. florida e P. albidus sdo relatados como fontes de enzimas, incluindo
proteases (Fonseca et al, 2014; Kirsch et al., 2011; Machado et al. , 2015; Martim et al, 2017;
Souza et al, 2016). Os cogumelos comestiveis sdo consumidos por muitas civilizacdes
durante séculos devido as suas propriedades nutricionais e dietéticas. Eles apresentam altas
guantidades de proteinas, fibras e baixos niveis de gorduras e produzem enzimas, vitaminas,

compostos antimicrobianos, antioxidantes e imunossilicidos (Reid et al, 2016).

Em termos de variedade, qualidade nutricional e a sintese de compostos bioativos, 0s
cogumelos proporcionam excelente escolha do consumidor em beneficio da sadde. Inclusive,
0 conteldo proteico dos cogumelos tem similaridade entre os de origem animal e vegetal,
contudo superior a maioria dos outros alimentos, contém todos os aminoacidos essenciais

exigidos pelo homem (Nwoko et al., 2017).

Portanto, o cultivo de cogumelos para fabricacdo de biocompositos, combinacdo de
micélio com substrato de diferentes composiches possibilita a obtencdo de diversos
compostos com atividade biologica (Haneef et al., 2017). Assim sendo, polpa de tubérculo,
como Dioscorea trifida (cara-roxo), Dioscorea alata (inhame roxo) e Manihot esculenta
(macaxeira) sdo substratos com propriedades nutricionais que podem ser utilizados para
cultivo de cogumelos comestiveis e sintese de biocatalisadores, por exemplo peptidases.

Considerando a disponibilidade de tubérculos comestiveis na Amazbnia esta pesquisa foi
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realizada com o objetivo de produzir e caracterizar peptidases de bioproduto obtido contendo

biomassa micelial e polpa de tubérculos amazobnicos.

Material e Métodos
Cogumelos Comestiveis

As espécies de cogumelos comestiveis selecionadas para este estudo foram Lentinus
citrinus DPUA 1535 e Pleurotus ostreatoroseus DPUA 1720, cedidas pela Micoteca DPUA,
da Universidade Federal do Amazonas-UFAM.  Os cogumelos foram cultivados em
BDA+YE [agar Batata com Extrato de Levedura 0,5% (p/v)] para obtencdo de cultura viavel

e preparagao do indculo.
Selecéo do meio de cultivo para preparacdo do indculo

A selecdo do meio de cultura solido para preparacdo do inoculo, os cogumelos foram
cultivados em BDA adicionado de Extrato de Levedura 0,5% (p/v) e Agar com farelo de aveia
adicionado de Extrato de Levedura 0,1% (p/v) — OMYA. As culturas foram incubadas a 25°C,
por 8 dias, na auséncia de luz. O meio de cultivo selecionado foi 0 que proporcionou a taxa de
crescimento radial significativa. A taxa de crescimento radial foi avaliada medindo-se o
diametro da coldnia com o auxilio de uma regua, a cada 24 horas, a partir do segundo dia de
cultivo até a completa colonizacdo da superficie do meio de cultura em placa (Fonseca et al,
2014).

O vigor micelial foi classificado pelo método subjetivo de notas, nota 1 - fracamente

adensado, nota 2 - mediamente adensado e nota 3 - fortemente adensado (Marino et al., 2008).
Preparacédo do inoculo por fermentacdo submersa

Dos cultivos mantidos no meio de cultura que proporcionar taxa significativa de
crescimento radial foram retirados dez discos miceliais (@ = 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 foi separada do sobrenadante por

filtracdo, em crivo de aluminio (@ =75 mm) e inoculada nos tubérculos esterilizados.
Cultivo dos cogumelos comestiveis nos tubérculos

Os tubérculos, card-roxo (Dioscorea trifida), macaxeira (Manihot esculenta) e

inhame-roxo (Dioscorea alata) utilizados como substrato para cultivo dos cogumelos foram
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adquiridos no comércio da cidade de Manaus-Amazonas. No laboratorio, os tubérculos foram
lavados em agua potavel e sanitizados em hipoclorito de sédio 50 ppm de cloro por 10
minutos. Posteriormente foram descascados manualmente com uma faca de aco inox e as
imperfeicdes eliminadas. Em seguida foram cortados em cubos de 1cm, acondicionados em

sacos de polietileno e esterilizados a 121°C por 10 minutos.

A biomassa recuperada da fermentacdo em meio liquido foi inoculada nos tubérculos
suplementados com farinha de arroz e crueira em diferentes proporcdes, conforme a tabela 1.
Como padrdo foi utilizado o tubérculo sem suplementacdo. A fermentacdo no estado sélido
foi realizada a 25°C, na auséncia de luz, umidade ambiente de 60% até completa miceliagdo

dos substratos. Todos 0s experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 1. Mistura de substratos para cultivos de L. citrinus e P. ostreatoroseus

. Proporcgéo
Mistura de substrato (tubérculo: suplemento)
Macaxeira 100:0
Macaxeira + Farelo de arroz 90:10
Macaxeira + Farelo de arroz 80:20
Macaxeira + Crueira 90:10
Macaxeira + Crueira 80:20
Cara roxo 100:0
Cara roxo + Farelo de arroz 90:10
Cara roxo + Farelo de arroz 80:20
Cara roxo + Crueira 90:10
Cara roxo + Crueira 80:20
Inhame roxo 100:0
Inhame roxo + Farelo de arroz 90:10
Inhame roxo + Farelo de arroz 80:20
Inhame roxo + Crueira 90:10
Inhame roxo + Crueira 80:20

ApoOs a completa miceliacdo dos tubérculos pelos cogumelos, as polpas foram
desidratadas a 40°C por 24 horas, em desidratadora marca Pardal® com controle de
temperatura e circulacdo de ar forcado. Em seguida os tubérculos miceliados foram triturados
em processador para determinacdo da atividade proteolitica. Para padronizagdo da
granulometria do tubérculo miceliado e triturado foi utilizada peneira com 10 mesh de

diametro.
Extracdo de enzimas e determinacdo da atividade proteolitica

As enzimas foram extraidas em agua destilada esterilizada na propor¢do de 1.5

(tubérculo miceliado:dgua destilada, m/v) em frascos de Erlenmeyer de 125mL, mantidos a
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25°C, 150 rpm durante 1 hora. Os extratos foram recuperados por filtracdo a vacuo utilizando

de papel de fitro Whatman n° 1 para determina¢do de atividade proteolitica.
Determinacdo da atividade proteolitica

Para a determinacdo da atividade proteolitica 0,15mL do extrato bruto foi adicionado
em 0,256mL de azocaseina 1% (p/v), em tampédo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. As amostras e 0S
brancos foram preparados em triplicada e incubados a 25°C por uma hora em camara escura.
A reacdo sera interrompida com 1,2 mL de TCA [&cido tricloroacético 10% (p/v)] seguido de
centrifugacdo por 10 min a 4°C. Posteriormente, do sobrenadante serd retirado 0,8 mL e
adicionado a 1,4mL de hidroxido de sédio (NaOH) 1M. Uma unidade de atividade
proteolitica sera definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento na
absorbancia a 440 nm de 0,1 em 1 hora (Leighton et al, 1973).

Determinacdo do efeito do pH e da temperatura

O efeito do pH serd determinado na faixa de 5,0 a 10,0 utilizando-se o sistema de
reacdo formulado com azocaseina 1% em tampdo: citrato, fosfato e carbonato-bicarbonato a
0,1 M. As amostras serdo incubadas durante uma hora na auséncia de luz e, em seguida sera
determinada a atividade proteolitica. O efeito da temperatura na atividade proteolitica sera
avaliado na faixa de 25 °C a 60 °C por 1 hora. Ao término do periodo de incubacdo, a

atividade enzimatica serd determinada conforme descrito anteriormente.
Determinacdo da estabilidade do pH e temperatura

Para a estabilidade ao pH, o extrato bruto serd adicionado (1: 1) nas seguintes solucbes
de tampdo 0,2 M: citrato-fosfato (5,0 e 6,0), Tris-HCI (7,0 e 8,0) e glicina-NaOH (9,0 e 10,0)
e mantido a temperatura otima nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 min. No teste de estabilidade
térmica, 0s extratos serdo incubados a diferentes temperaturas que variam de 25 °C e 70 °C

durante 0, 30, 60, 90 e 120 min. Todas as amostras serdo preparadas em triplicata.

Efeito de ions metalicos e inibidores

O efeito de ions metalicos [Cloreto de calcio (CaCl2), Cloreto de potassio (KCI),
Cloreto de sodio (NaCl), Sulfato de cobre (CuSO4), Sulfato ferroso (FeSO4), Sulfato de
magnésio (MgSO4) e Sulfato de zinco (ZnSO4)] e de compostos inibidores de protease
[EDTA (4cido etilenodiaminotetracético), PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil), pepstatina e

acido iodoacético], na concentracdo final de 10 mM foi determinado por pré-incuba¢do com o



47

extrato bruto durante 1 hora, a 50 °C. A atividade enzimatica residual foi determinada e
comparada com o controle que corresponde a 100% de atividade. Todas as amostras foram

preparadas em triplicata (Alecrim et al., 2015).

Resultados e Discussdo

Selecdo do meio de cultivo para preparacdo do indculo

A tabela 2 demonstra os resultados do crescimento radial, em seis dias, de L. citrinus e
P. ostreatoroseus, em meio de cultura solido. Entre os meios avaliados, os valores
significativos (67,0 e 65,5 mm) do crescimento e a maior densidade micelial foi observada em
OMYA + YE, para P. ostreatoroseus e L. citrinus. Em todos os meios de cultura L. citrinus
produziu micélio branco, mas com micélio mediamente adensado em OMYA, inferior quando
comparado a P. ostreatoroseus, no mesmo meio.

No cultivo de P. ostreatoroseus, a densidade do foi do tipo mediamente adensado e
coloracdo branca, em BDA+YE. Em OMYA+ YE, a massa micelial apresentou coloracdo
rosea e fortemente adensada, colonizando totalmente a superficie do meio. Com esses dados a
pesquisa mostrou que OMYA+YE pode ser o meio adequado para o crescimento das duas
espécies nas condicdes analisadas.

Os resultados sdo semelhantes aos de outros estudos que observaram o crescimento e a
morfologia de cogumelos em cultura pura, usando outros meios de cultivo, comprovando que
essa condicdo influencia no crescimento de fungos (SASTRE-AHUATZI et al, 2007,
WIRIYA et al 2014; MASOUMI et al., 2015). O cultivo in vitro busca elucidar as condicdes
Otimas de crescimento de espécies de fungos, em relacdo aos nutrientes dos meios de cultura,
temperatura e tempo de incubacdo, sendo este conhecimento um pré-requisito para o cultivo
em larga escala (DE ANDRADE et al, 2010).

Tabela 2. Caracteristica morfolégica e média de crescimento micelial radial (cm) de L. citrinus e P.
ostreatoroseus em meios agar Batata Dextrose adicionado de Extrato de Levedura 0,5% (p/v) — BDA e agar com
farelo aveia adicionado de Extrato de Levedura 0,1% (p/v) — OMYA ap6s 6 dias de cultivo.

. . Cor do Vigor Media do crescimento
Meios de cultivo S Lo L
Cogumelo micelio micelial micelial (mm)
- BDA + YE 0,5% Branca 2 48,8+0,2 °
L. citrinus DPUA 1535
OMYA + YE 0,1% Branca 2 65,5+0,3 ®
BDA + YE 0,5% Branca 2 64,0£0,1 °
P. ostreatoroseus DPUA 1720

OMYA + YE 0,1% Résea 3 67,0£0,2 ?

Medias com letras iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Selecdo da espécie de cogumelo de maior atividade proteolitica

A tabela 3 mostra a atividade de proteases por L. citrinus e P. ostreatoroseus quando
cultivado em tubérculos tropicais ou misturados com farelo de arroz e crueira. As enzimas
foram sintetizadas e excretadas em todas as condigdes analisadas sendo que o valor da
atividade proteolitica variou de acordo com o tipo de suplementacdo e macrofungo
investigado.

O valor significativo de atividade proteolitica (142,22 U/mL) foi determinado em P,
ostreatoroseus cultivado em inhame roxo (Dioscoreae alata L), sem suplementacdo. Quando
P. ostreatoroseus foi cultivado em cara-roxo (Dioscoreae trifida) suplementado com farelo
de arroz 20% (m/m), em base Umida, houve reducdo de 61,45 % do valor significativo de
atividade proteolitica.

Entre o0s demais substratos os valores inferiores de atividade proteasica,
respectivamente, foram 10,73 U/mL e 18 U/mL, observados em L. citrinus cultivado em

Inhame roxo + FA (90:10) e P. ostreatoroseus em Macaxeira + CRU (90:10).

Tabela 3. Atividade proteolitica dos cultivos de L. citrinus e P. ostreatoroseus em tubérculos tropicais
suplementados com farelo de arroz e crueira )

Experimento L. citrinus (U/mL) P. ostreatoroseus (U/mL)
Macaxeira 100% 23,11+1,9' 31,26+0,6"
Macaxeira + FA 80:20 51,11+0,7 4311431
Macaxeira + FA 90:10 41,33+2,3° 22,46+0,4'
Macaxeira + CRU 80:20 4355+1,5" 37,33+2,6"
Macaxeira + CRU 90:10 32,66+0,6' 18,00+0,6™
Inhame roxo 100% 29,97+0,21" 142,22+0,8
Inhame roxo + FA 80:20 28,37+0,7' 48,89+2,3%
Inhame roxo + FA 90:10 10,730,2" 24,88+0,3¢
Inhame roxo + CRU 80:20 30,11+0,3" 45,15+0,5°"
Inhame roxo + CRU 90:10 30,40+0,1" 44,31+0,1%"
Cara-roxo 100% 42,47+0,1" 51,04+0,2
Cara-roxo + FA 80:20 52,40+0,11°° 54,82+0,7°
Cara-roxo + FA 90:10 23,97+0,23' 49,04+0,1%°
Cara-roxo + CRU 80:20 47,80+0,1% 32,26+0,3'
Cara-roxo + CRU 90:10 44,37+0,2° 44,66+0,5°"

FA = Farelo de arroz; CRU = crueira
WAs médias sequidas da mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).

Os resultados obtidos neste estudo para P. ostreatoroseus foram superiores aos citados
por Fonseca et al (2014), que observou atividade proteolitica significativa (7,89 U/mL) ao
utilizar exocarpo de cupuagu suplementado com 20% farelo de arroz para a mesma espécie de

macrofungo.
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Os valores obtidos para L. citrinus também foram superiores ao encontrado por Kirsch
et al (2013) cultivado em meio liquido utilizando diferentes fontes de carbono e nitrogénio.
Contudo os resultados foram similares aos trabalhos de Machado et al. (2015) e Souza et al.
(2016) que produziram L. citrinus em exocarpo de cupuagu + liteira e casca de abacaxi, sem
suplementacéo, respectivamente.

Muitas enzimas produzidas por cogumelos sdo usadas no processamento de alimentos
para a melhoria da qualidade nutricional de produtos alimentares. Ahmed et al. (2015)
estudaram a influéncia de quatro diferentes tipos de enzimas comerciais sobre reologia da
massa e qualidade final de um cookie. Esses autores demonstraram que as proteases afetam o
grau de amolecimento, quebrando a rede de gliten, responsével pela retencdo, migracdo e
evaporacdo de agua durante o cozimento e desnaturacdo de proteinas.

Os resultados desta investigacdo revelaram a produgdo de proteases por P.
ostreatoroseus e L. citrinus e o potencial dos tubérculos tropicais, principalmente o inhame

roxo (Dioscoreae alata L) como substrato para produgdo de proteases.

Caracterizagdo parcial das enzimas proteoliticas
pH 6timo e temperatura 6tima na atividade de protease

Os resultados da caracterizagdo enzimatica de P. ostreatoroseus cultivado em inhame
roxo (Dioscoreae alata L) estdo descritos na figura (1 e 2). Os dados mostram que em
relagdo ao pH (figura 1A) foi observado que as enzimas foram ativas na faixa de pH 5,0 a
10,0, mas apresentaram atividade 6tima em pH 7,0 permanecendo ativas em pH neutro 6,0 e
7,0 com atividade relativa de 88% e 100%. Esses dados estdo em concordancia com 0S
encontrados na literatura uma vez que espécies do género Pleurotus apresentam enzimas
proteoliticas com atividade na faixa de pH de 6,0-7,0 quando cultivado em substratos
amazbnicos (serragem, semente de acai, exocarpo de cupuagu, exocarpo e coroa de abacaxi
(Fonseca et al, 2014).

A producdo de proteases extracelulares com atividade oOtima em 7,0 por P.
ostreatoroseus cultivado em inhame roxo (Dioscoreae alata L) provavelmente esteja
associada a necessidade do cogumelo em hidrolisar os diferentes substratos disponiveis como
fonte de nutrientes protéicos. Nirmal et al. (2011), citam que os fungos produzem proteases
acidas, neutras e alcalinas, inclusive uma espécie pode produzir mais de um tipo dessas
enzimas que podem ser ativas a uma ampla faixa de pH (4,0 a 11,0).

Quanto ao efeito da temperatura na atividade das proteases de P. ostreatoroseus

(Figura 1B), os dados mostram que entre 25°C a 80°C as enzimas permaneceram ativas por 60
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minutos. Nestas condicBes, as enzimas de P. ostreatoroseus demonstraram atividade 6tima a
40° C, seguido de decréscimo, até a completa inativacdo a 80°C. Em temperaturas elevadas,
as enzimas sofrem desnaturacdo protéica, pois as ligacGes intramoleculares sdo afetadas
(AHMED et al., 2011, ALI etal., 2014).

Estes resultados estdo semelhantes com Fonseca et al. (2014), Guan et al. (2011) e
Machado et al. (2015) em que a temperatura 6tima das proteases de Pleurotus ostreatoroseus ,

Pholiota nameko e Lentinus citrinus, foi determinada a 40 °C - 50°C.
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Fig. 1-Efeito do pH (A) e temperatura (B) na atividade proteolitica de P. ostreatoroseus cultivadi em Dioscorea

alata.

Estabilidade ao pH e temperatura

A estabilidade ao pH e temperatura é um parametro importante na utilizacdo de
enzimas em industrias pois determina a viabilidade econdmica do processo (MORETTI et al.,
2012). A estabilidade ao pH foi mantida entre pH 7,0 e 8,0 de 95%-100% de atividade por 1
hora, com reducdo de atividade em pH 9,0 (Figura 2A). Em intervalo de tempo similar, a
estabilidade térmica destas enzimas foi mantida entre 40 a 50 °C, exibindo 94 a 100% de
atividade relativa, respectivamente. Em 70 °C foi verificada a inativacdo das enzimas (Figura
2B). Proteases produzidas por Lentinus citrinus cultivado em exocarpo de cupuagu e liteira
mostrou que as enzimas foram ativas a todas as temperaturas com maior atividade a 30 C
durante 60 min (Machado et al, 2015). De acordo com Cheng et al. (2012) a termoestabilidade

de proteinas de cogumelos comestiveis pode variar.
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Fig. 2-Efeito do pH (A) e a temperatura (B) na estabilidade de P. ostreatoroseus cultivado em Dioscorea alata.

Efeitos de ions metalicos e inibidores

Os resultados do efeito de inibidores sobre atividade das proteases apresentados na
tabela 4 demonstram que as enzimas foram inibidas em 95%, 94% e 87% por acido
iodoacético, PMSF e EDTA, sugerindo a presenca de cisteina proteases, metalo-proteases e
serino-proteases no extrato de P. ostreatoroseus cultivado em Dioscorea alata L,
respectivamente. Estudos tém citado a presenca de diferentes classes de proteases em
cogumelos. Saboti¢ et al. (2007) cita a presenca de cisteino-proteases e metalo-proteases em
P. ostreatus. Lebedeva et al. (2009) e Zhang et al. (2010) verificaram a inibicdo da atividade
proteolitica de P. ostreatus (Fr.) xkumm © Hypsizigus marmoreus ao utilizar PMSF, sugerindo a

presenca de serino-proteases.

Os ions Cu2+ e Zn2+ causaram uma reducdo de 95% respectivamente. Em condicdes
similares, K2+, Mg2+ e Ca2+ exerceram pouca influéncia na atividade enzimatica. Martin et
al, (2017) mostraram que 0 ion Zn2+ aumentou a atividade de coagulacdo em 78% no estudo
com Pleurotus albidus. Ahmed e Helmy (2012) também observaram o aumento da atividade
na presenca de ions Zn2 + (67,7%) no estudo com Bacillus licheniformis 5A5. Segundo Couto
et al, (2005) a interacdo de metais com enzimas ligninoliticas extracelulares de fungos de
podriddo-branca é particularmente importante para a compreensdo da regulacdo de processos

biotecnolégicos de degradacdo flngica. Os ions podem ligar-se a residuos de aminodcidos e



52

modificar a estrutura de proteina que pode ter influéncia positiva ou negativa na atividade
proteolitica (Merheb-Dini, 2009).

Tabela 4. Efeito de ions metélicos e inibidores sobre a atividade de proteases de P.

ostreatoroseus
fons metéalicos e inibidores Inibicdo (%)
Control 100 +0,1
cu® 95+0,7
Zn?* 95+0,3
Fe®* 34+0,6
Mg?* 11+0,7
Mn? 52+0,3
Ca®* 1740,1
K% 11+0,7
Na?* 21+0,6
Acido lodoacetico 95+0,2
EDTA 87+0,1
PMSF 94+0,8
Pepstatina A 36+0,1
Conclusao

Os valores significativos de atividade de proteases foram determinados no bioproduto
originario da miceliacdo de P.ostreatoroseus em tubérculo de D.alata. Nas condicOes
experimentais 0s dados sugeriram a presenca predominante de cisteina proteases e serina
protease. As proteases expressaram atividade Otima a 40 °C, pH 7,0 com maior estabilidade a
50 °C, pH 8,0.
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Resultados e Discussdo
Artigo 2: “Caracteristicas nutricionais e tecnoldgicas de bioproduto inovador para inser¢do na

alimentacdo humana”
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Resumo

Nos ultimos anos, o consumo de cogumelos vem aumentando e ganhando destaque gastronémico
devido o seu sabor refinado, por se tratar de um alimento saudavel. O objetivo deste estudo foi
desenvolver um bioproduto formulado com massa micelial de Pleurotus ostreatoroseus utilizando
como substrato tubérculos de Dioscorea alata para ser utilizado como ingrediente em preparacdes
alimentares. A composicdo centesimal, o contedo de macro e micro minerais, os testes funcionais e
toxicologicos foram avaliados no bioproduto a base de Dioscorea alata com o micélio de Pleurotus
ostreatoroseus. O bioproduto foi obtido por processo de fermentacdo semi-sélida e desidratagdo. As
andlises foram realizadas seguindo metodologias padrdo. Os dados mostraram que a porcentagem de
proteinas, fibras e minerais do bioproduto foi superior por conta da miceliagdo pelo cogumelo. Os
testes funcionais mostraram que bioproduto possui caracteristicas comerciais para producdo e
desenvolvimento de outros produtos alimenticios. Estes dados mostram que o bioproduto possui alto
valor nutricional e pode ser utilizados como ingrediente para elaboragio de produtos de panificagdo e
massas alimenticias.

Palavras-chave: Cogumelo comestivel, Tubérculo, Pleurotus ostreatoroseus, Dioscoreae alata,
PANC.

Abstract

In recent years, the consumption of mushrooms has been increasing and gaining gastronomic
prominence due to its refined taste, because it is a healthy food. The objective of this study was to
develop a bioproduct formulated with Pleurotus ostreatoroseus mycelial mass using as substratum
Dioscorea alata tubers to be used as an ingredient in food preparations. Centesimal composition,
macro and micro mineral contents, functional and toxicological tests were evaluated in the Dioscorea
alata based bioproduct with Pleurotus ostreatoroseus mycelium. The bioproduct was obtained by
semi-solid fermentation and dehydration. The analyzes were performed following standard
methodologies. The data showed that the percentage of proteins, fibers and minerals of the bioproduct
was superior due to the micelliation by the mushroom. Functional tests have shown that bioproducts
have commercial characteristics for the production and development of other food products. These
data show that the bioproduct has high nutritional value and can be used as an ingredient for the
preparation of bakery products and pasta.

Keywords: Edible Mushroom, Tuber, Pleurotus ostreatoroseus, Dioscoreae alata, PANC.
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Introdugédo

Atualmente a maioria dos alimentos ndo sO fornecem nutrientes, mas também
compostos com atividade bioldgica que promovem a prevencdo de doencas e contribui para a
melhoria da saude e bem estar geral humano. Esta condicdo que estd estimulando a demanda
por alimentos com essas caracteristicas pelos consumidores (Cardoso et al., 2017; Pereira et
al., 2017).

Entre os alimentos com propriedade funcional e com acdo biolégica, se destacam os
cogumelos comestiveis, produtos alimenticios que tem uso tradicional em funcdo de suas
caracteristicas nutricionais, organolépticas e gastrondmicas. Diversas espécies produzem
compostos bioativos que proporcionam beneficios a salde humana, condicdo que esta
estimulando a producdo e o crescimento da inclusdo desses macrofungos na dieta (Reis;
Rocha, 2017; Souza et al, 2016).

Pleurotus ostreatoroseus que tem basidiomas carnoso de coloracdo rosada, assim
como outros representantes do género, cresce naturalmente em florestas tropicais e
subtropicais. E uma espécie fonte de proteinas, fibras dietéticas, carboidratos, minerais,
aminodcidos essenciais e teor baixo de lipidios. Além disso, produz compostos com acdo
redutora de triglicerideos, antioxidantes, antimicrobianos, enzimas, entre outros (Cardoso et
al., 2017; Fonseca et al., 2015).

Espécies de Pleurotus crescem em diversos substratos organicos, condicdo que
proporciona o aproveitamento de diferentes substratos para obtencdo de biomassa com
qualidade nutricional (Fonseca et al., 2015). Nesse contexto, 0 aproveitamento de tubérculos,
provenientes da producdo no Estado Amazonas, para crescimento de cogumelos comestiveis
consiste em uma opc¢do biotecnoldgica relativamente simples e de baixo custo para geracdo de
produtos alimenticios com qualidade nutricional e tecnolégicas vidveis para aplicacdo
industrial.

Entre as plantas alimenticias ndo convencionais disponiveis na Amazonia, Dioscorea
alata, da familia Dioscoreaceae, apresenta tubérculos comestiveis sdo fontes ricas de
carboidratos e baixo teor de nitrogenio, caracteristica que favorece o cultivo de cogumelos
para formagdo de produtos para fins alimenticios (Awoyale et al., 2016; Ellong et al, 2015;
Nadia et al, 2015). O objetivo deste estudo foi desenvolver um bioproduto formulado com
massa micelial de Pleurotus ostreatoroseus utilizando como substrato tubérculos de

Dioscorea alata para ser utilizado como ingrediente em preparacfes alimentares.
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Material e Métodos

Matéria-Prima
Para elaboracdo do bioproduto, neste estudo foram utilizados como matéria-prima Pleurotus
ostreatoroseus DPUA 1720, do acervo da Micoteca DPUA, da Universidade Federal do
Amazonas-UFAM e Dioscorea alata como substrato para o cultivo do cogumelo.
Cultivo de P. ostreatoroseus em meio solido

P. ostreatoroseus foi cultivado em agar farelo de aveia, adicionado de Extrato de
Levedura 0,1% (p/V) — OMYA, esterilizado a 121 °C, por 15 minutos. De cada cultura foi
transferido um disco micelial de 10mm de diametro para a superficie de OMYA. Os cultivos

foram mantidos a 25 °C por seis dias.

Preparacdo do In6culo por Fermentacdo Submersa

Dos cultivos de P. ostreatoroseus em OMYA foram retirados dez discos miceliais,
medindo 10 mm de diametro e transferidos para 50 mL de extrato GYP [glicose- peptona com
extrato de levedura 0,5% (p/v)]. A fermentacdo foi conduzida a 25° C, 150 rpm. Apds cinco
dias, a biomassa foi separada do sobrenadante por filtracdo utilizando peneira de aluminio
com 10 mesh. A biomassa recuperada foi utilizada como inéculo na elaboragdo do
bioproduto.

Preparacdo do Bioproduto por Fermentacdo no Estado Sélido

Para elaboracdo do bioproduto foi utilizado como substrato D. alata para cultivo in
vitro de P. ostreatoroseus. Todos 0s experimentos foram realizados em triplicata.

Ttubérculos de D. alata foram adquiridos de unidade domiciliar e transportados para o
laboratério, em seguida, foram lavados em 4&gua potavel e sanitizados com solugédo
desinfetante para hortifruticolas Pury Vita®, conforme recomendacdo do fabricante. A seguir
foram descascados e cortados com uma faca de aco inox, em cubos de 10mm. Cada amostra
de 200g foi embalada em saco de polietileno e esterilizados a 121°C por 10 minutos (Fonseca
et al., 2015).

Inoculagdo e Crescimento Micelial
A biomassa recuperada da fermentacdo em meio liquido foi inoculada na parte

superior da amostra de tubérculo, umidade 60%, em embalagem de polipropileno de alta
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densidade. A fermentacdo no estado solido foi conduzida a 25 °C, na auséncia de luz,

umidade ambiental de 80%, até completa miceliacdo do tubérculo.

Desidratacdo do bioproduto

O bioproduto foi desidratado a 40°C por 24 horas, em desidratadora marca Pardal®
com controle de temperatura e circulacdo de ar forcado. As amostras foram trituradas em mini
processador, Black & Decker®. Para padronizacdo da granulometria do bioproduto foi

utilizada peneira de aluminio com 10 mesh.

Composicdo centesimal

A composicdo centesimal foi realizada através da determinagdo 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 incineracdo do material em mufla a 550-660 °C e digestdo &cido-basica,
segundo método de Weende, respectivamente (A.O.A.C, 2006). Os carboidratos totais foram
estimados por diferenga. O valor calorico das massas foi calculado utilizando-se os
coeficientes de ATWATER que considera 4kcal/g de proteinas e carboidratos e 9kcal/g para
os lipidios.

Determinacdo de macro e micro minerais

A determinacdo dos minerais foi realizada conforme os métodos propostos pela
Embrapa (2009). As amostras foram desidratadas em estufa de circulacdo de ar forcada a 40
°C, em seguida desidratadas e submetidas a digestdo Umida HNO3; + HCIl O4 (3:1). O teor de
fosforo foi determinado por Espectrofotometria com azul de molibdénio; célcio, magnésio,
potéssio, sodio cobre, ferro, manganés e zinco por espectrofotometria de absorcdo atdémica
(EAA). Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os valores de macronutrientes (Ca,

P, Mg, K) foram expressoss em g.kg* e os dos micros (Na, Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg ™.

Analises quimicas

O pH do bioproduto foi aferido usando medidor de pH digital (PHTEK, PHS-3E) pré-

calibrado com tampdes de pH 4,0 e 7,0. A acidez tituldvel foi medida por titulagdo com
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NaOH 0,1 N e os resultados foram expressos em percentagem de &cido citrico (Lagnika et al.,
2017).

Analise das propriedades tecnoldgicas
Determinacdo da capacidade de absorcdo de agua

A capacidade de absor¢do de agua foi determinada pelo método citado por Beuchat et
al (1975). Nesta avaliagdo, em cada tubo do tipo Falcon de 25 ml foi pesado um grama de
amostra e adicionado 10 mL de agua. As suspensdes foram mantidas por 60 minutos, a 25 °C
para posterior centrifugacdo por 30min. Apds decantacdo do sobrenadante a amostra foi
novamente pesada. A alteracdo do peso da amostra foi expressa em absorcdo de agua (% )

com base no peso da amostra original. A analise foi realizada em triplicata.

Determinacédo da capacidade de absor¢do de gordura

A determinacdo da capacidade de absorcdo de gordura foi realizada conforme o
método de Sosulski (1962). Nesta analise, em cada tubo do tipo Falcon de 25 ml foi pesado
um grama de amostra e adicionado 10 mL de 6leo de soja com densidade de 0,98 gm™. As
amostras foram homegenizadas com espatula de aco inoxidavel, seguido de centrifugacdo por
15min. Apoés sedimentacdo do sobrenadante, a amostra foi novamente pesada. A capacidade
de absorcdo de gordura da amostra foi expressa como ganho de massa de Oleo ligado em

porcentagem. A analise foi realizada em triplicata.

Determinacao da densidade aparente

A densidade foi determinada em triplicata pelo método de Narayana e Narasinga-Rao
(1984). Em cada proveta foi pesado 50g de amostra e pressionadas continuamente até que ndo
houvesse mais nenhuma alteracdo no volume. A diferenca de peso e volume final da amostra

foi determinada na proveta. A densidade aparente foi calculada em g/mL da amostra.

Determinacéo da capacidade de inchamento

A capacidade de inchamento foi determinado com o método descrito por Leach et al.
(1959) com modificacdo para pequenas amostras. Em cada tubo do tipo Falcon foi misturado
um grama da amostra com 10 ml de &gua destilada. As amostras foram mantidas a 80 °C em
banho de agua com agitacdo por 30 min. Os tubos fechados foram retirados do banho e secos,

depois das amostras resfriadas foram invertidos para homogeneizagdo e centrifugados por 15
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minutos. O sobrenadante decantado foi removido cuidadosamente e o poder de inchamento

determinado como o peso do sedimento dividido pelo peso da amostra seca.

Determinacédo da capacidade e estabilidade da espuma

A capacidade de espuma (FC) e a estabilidade da espuma (FS) foram determinadas de
acordo com Narayana e Narasinga Rao (1982). Em cada proveta de 100 ml foram adicionados
dois gramas de amostra a 50 ml de &gua destilada a 30 °C. A suspensdo foi misturada e
devidamente agitada para formacdo da espuma durante 30 segundos. O FC foi expresso em
porcentagem considerando 0 aumento do volume da espuma na proveta. O volume de espuma
foi registrado ap6s 1 hora da agitacdo para determinar o FS como porcentagem do volume

inicial de espuma.

Teste de toxicidade in vitro
O teste de toxicidade foi realizado no laboratério de atividade bioldgica, da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Amazonas.

Linhagem e condicdes de cultivo

Nesta analise, fibroblastos humano (MRC5) foram mantidos em garrafas de cultura
contendo meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM), com Soro Fetal Bovino 10%
(p/vV) (SFB) e Ampicilina-Estreptomicina 1% (p/v). As células foram mantidas a 37 °C em
estufa com 5% de CO?. O modelo de estudo proporcionou a comparacéo do efeito citotoxico
do extrato do bioproduto, em diferentes concentracbes sobre linhagens de fibroblastos
humanos (MRC5).

Citoxicidade em fibroblastos humanos

A citotoxicidade dos extratos do bioproduto foi avaliada pelo teste do Alamar Blue
(resazurina) (Ahmed et al., 1994). O Alamar Blue (resazurina) de cor azul e ndo fluorescente
é reduzido pelas células viaveis a resofurina (cor rosa e fluorescente).

As células foram transferidas para microplacas (96 pocos) na concentracdo de 0,5 X
10* células por poco e mantida a 37 °C com atmosfera de 5% de CO? por 24 h. As células
foram tratadas por 72 h com extrato do bioproduto com concentracdo Unica (200 pg/mL
diluda em DMSO). Como controle positivo foi utilizado a doxorrubicina (1720 pM). O
controle negativo diluido foi DMSO 0,1% (v/v). Trés horas antes do final de cada tempo de
tratamento foi acrescentado 10 pL do Alamar Blue 0,02% (p/v). A leitura foi feita em Leitor
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de microplaca na regido da fluorescéncia a 465 nm e 540 nm. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata. Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0.

Avaliacdo da qualidade microbioldgica

Para avaliar a qualidade microbioldgica do bioproduto desidratado e triturado foi
realizada a determinacdo de Coliformes Totais, Bacillus cereus e Salmonella sp. de acordo
com Regulamento Técnico Sobre Padrfes Microbiologicos preconizados pela RDC n°12, da
ANVISA, 2001, citado por Silva, 2007.

Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva (Tabelas, graficos e
distribuicdo de frequéncia em classes). Para analisar os resultados da composicdo nutricional e
caracteristica tecnoldgica os dados foram submetidos a analise de variancia - ANOVA e, as
médias comparadas pelo teste de Tukey (5%), utilizando o software Minitab 18.0.

Resultados e Discussao

Na tabela 1 estdo apresentados os valores meédios da composicdo centesimal do
bioproduto e do tubérculo de D.alata. A umidade do bioproduto e do tubérculo foi de 8,60% e
23,88%, respectivamente. O valor médio de umidade para o tubérculo D. alata foi 67%
inferior ao encontrado por Teixeira et al. (2016). Enquanto a umidade do bioproduto em
média foi 58% superior ao relatado por Souza et al (2016) no bioproduto formulado com

casca de abacaxi miceliada com Pleurotus albidus.

O quantitativo de cinzas do bioproduto foi de 1,72%, valor que representou aumento
de 68% comparado ao teor de cinzas do tubérculo D. alata. Estudos revelaram teores de
cinzas de 0,55 a 0,87% para batatas organicas (Virmond et al., 2014) e 2,37% para farinha de
Dioscorea alata cultivada na Nigéria (Awoyale et al., 2016). Essa diferenca de contelido de
mineral pode estar relacionada com as caracteristicas intrinsecas dos tubérculos, solo de

cultivo e com o processo de fabricacdo (Alvares et al, 2015).

O teor de lipidios do bioproduto foi de 1% e o da D. alata 0,11%, resultado que
corrobora com outros dados referidos para tubérculos, incluindo D. alata cultivada na Nigéria
(Vengaiah etal, 2013 ; Awoyale et al., 2016).



64

O conteudo de proteinas do bioproduto foi de 6,60%, representando aumento de 30%
comparado a D.alata. Valor inferir foi determinado Dioscorea cayenensis (2,62%), por
Adepoju et al, (2017), farinha de card-roxo (Dioscorea trifida) citado por Costa et al (2016)
(2,65%) e Teixeira et al, (2016) com a farinha de Aria (Calathea allouia) (4,16%). De acordo
com a Dietary Reference Intakes (DRI, 2005) produtos alimentares com no minimo de 6g de
proteinas em 100g de produto pode ser considerado fonte proteica. O acréscimo do teor de
proteina no bioproduto estd indicando que o cogumelo de contribuiu com aporte de proteinas
(Souza et al, 2016).

Em relacdo ao valor de fibras o valor do bioproduto 60% superior comparado ao D.
alata. Em outros estudos realizados com tubérculos, os resultados mostraram valores
inferiores em Dioscorea cayenensis (0,4%), D. remotiflora (1,22%) e Dioscorea trifida
(2,21%) (Adepojo et al, 2016; Soto et al, 2014; Teixeira et al, 2016). Baseado na Dietary
Reference Intakes (DRI, 2005) produtos alimenticios com um quantitativo maior que 3g/100g
podem ser considerados alimentos fontes de fibras. O aumento de fibra provavelmente esta
associado a acdo de diferentes enzimas durante 0s estagios vegetativos e reprodutivos dos

cogumelos (Souza et al, 2016).

Os dados também mostraram que bioproduto tem conteudo de carboidrato (77,40%)
similar quando comparado a farinha de outros tubérculos amazonicos, Cara-roxo e Aria
[Dioscorea trifida e Calathea allouia (83 e 81%)], respectivamente. Os valores elevados de
carboidratos sdo sugestivos para a inclusdo do bioproduto na elaboracdo de pées e/ou massas
alimenticias (Teixeira et al, 2016). Nas condicdes experimentais, a incorporacdo da massa
micelial de P.ostratoroseus no tubérculo D.alata, aumentou significativamente o0s Vvalores

nutricionais do produto final produzido por fermentacdo no estado solido.

Tabela 1. Composi¢do centesimal do bioproduto a base de P. ostratoroseus e D. alata

Variawis Dioscorea alata Bioproduto
Umidade (%) 23,88+0,01° 8 600,04°
Cinzas (%) 0,55:0,07° 1,72+0,03"
Lipideos (%) 0,11+0,04° 1,0040,11°
Proteina (%) 4,60+0,05" 6,60:0,30°
Fibras (%) 2,00£0,12° 5,0£0,05°
Carboidratos 68,84+0,28 77+0,81°

Energia (kcal 100g ) 294+0,22° 343+0 05°
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Os resultados referentes ao teor de minerais do bioproduto estdo citados na tabela 4.
Os cogumelos podem acumular em seus corpos de frutificacdo grandes quantidades de macro
e micro elementos que sdo essenciais para os fungos e seus consumidores, sendo 0 potassio
(K) e o fosforo (P) dois elementos predominantes e geralmente sdo seguidos por Ca, Mg, Na
e Fe (Wang et al, 2014).

Dos microminerais, a maior taxa no bioproduto foi ferro (2.54mg/100g). Resultados
semelhantes (2.4 — 2.7mg/100g) foram demostrados por Souza et al (2016) no bioproduto
contendo exocarpo de abacaxi miceliado por Pleurotus albidus ou P. florida. De acordo com
a DRI (2005) a ingestdo diaria de ferro deve ser acima de 8 e 18mg/dia para homens e
mulheres em fase adulta, respectivamente, sendo que para um alimento ser considerado de

fonte de ferro é necesséario que atenda no minimo 15% da recomendagdo diaria (2,0mg/100g).

Zinco (1,65 mg/100g) foi outro micromineral que teve destaque no bioproduto.
Resultados superiores aos encontrados em Ganoderma lucidum e Trametes versicolor com
50mg.kg! e 14,0 mgkg'! (Cohen et al, 2014). Outras espécies de cogumelos, Pleurotus
ostreatus e Lentinus edodes apresentaram um quantitativo maior de zinco 8,8 mg/100g e 7,7
mg/100g respectivamente (Falandysz; Borovicka, 2013). Este resultado revela que o

bioproduto pode ser considerado alimento fonte de zinco (DRI, 2005).

Entre os macrominerais, potassio (1,15 g/100g) foi determinado em maior quantitativo
no bioproduto. Este valor de potassio foi similar ao de Lentinus citrinus cultivado em
exocarpo de cupuacu e farelo de arroz e, superior a mesma espécie cultivada em liteira,
20g.kg e 1g.kg, respectivamente (Machado et al, 2015). Com base nesses resultados e a
determinagdo da DRI (2005) o bioproduto investigado pode ser classificado como alimento
fonte de potassio. O quantitativo de minerais nos cogumelos podem variar de acordo com a

linhagem e o substrato utilizado no cultivo (Lou et al, 2017).

Tabela 2. Minerais presentes no bioproduto a base de P. ostratoroseus e D. alata

Nutrientes

Valores
P(gkg™ 1,86+1,25
K (gkg™) 11,5040,00
Ca (g kg™) 0,48+5,00
Mg (g kg™) 0,46+0,36

Fe (mg kg™) 25,45+0,02
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Na (mg kg™) 1,00+0,81
Cu (mg kg™) 6,09+0,81
Mn (mg kg™) 1,43£0,81
Zn (mg kg™) 16,50£0,07

O valor de pH do bioproduto formulado com polpa de Dioscorea alata miceliado com
P. ostreatoroseus foi 5,5, atributo benéfico, pois contribui para maior vida de prateleira e em
consequéncia a conservacdo das caracteristicas nutricionais (Borges et al, 2009; Reis et al,
2017) Os resultados apresentados estdo na faixa daqueles citados para farinha de batata doce,
farinha de casca de batata e farinha de banana verde, o pH foi registrado na faixa de 5,70, 4,96
e 5,30, respectivamente (Borba et al, 2005; Fernandes et al, 2010 e Borges et al, 2009).

A acidez titulavel do bioproduto foi de 1,3 g.100 g-*, resultado superior ao apresentado
por Fernandes et al, (2006) e Trindade et al, (2010) para espécies de batata e de inhame
(Dioscorea sp), 0,20 g.100 g-! e 0,5 g.100 g-! respectivamente. No estudo realizado por
Kirsch (2013), barra de cereais elaborada com massa micelial de Pleurotus albidus a acidez
titulavel foi de 2,01 g.100 g-!, valor superior a0 determinado nesta pesquisa. A acidez de um
produto alimenticio pode ser derivada dos proprios compostos naturais do alimento, pelo tipo
de processamento ao qual o alimento foi submetido e deterioragdo microbiana (Santos et al,
2012; Vengaiah etal, 2013).

A tabela 3 apresenta as caracteristicas tecnologicas do bioproduto determinadas pelas
seguintes andlises, absorcdo de agua, absor¢do de gordura, densidade aparente, capacidade de

inchamento, capacidade de espuma e estabilidade de espuma.

A capacidade de absorcdo de 4gua para o bioproduto foi 2,2 g.g* (Tabela 3), valor
aproximado ao determinado para farinha de tubérculo palmyrah (Vengaiah et al, 2013), 2,5
g.g* . Também foram relatados para fécula de mandioca e farinha de bagaco de mandioca,
valores de 1,6 a 6,73 g.g-' (Fiorda et al, 2013). Valores altos de absorcdo de &gua sido
importantes para ajudar a manutengdo da umidade de produtos e a capacidade de associagdo
com a agua (Wang et al, 2006). Neste sentido, a adicdo do bioproduto elaborado nesta
pesquisa pode contribuir para 0 melhoramento do manuseio e impedir o ressecamento do
produto final durante o armazenamento, como exemplo, produtos de panificacdo, confeitaria e

massas alimenticias.
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Tabela 3. Caracteristicas tecnoldgicas do bioproduto a base de P. ostratoroseus e D. alata

Parametros Valores
Capacidade deabsorcéode agua (g g ™) 2.240.25
Capacidade de absorcéo de gordura (g g ™) 1,0+0,07
Densidade aparente (g cm®) 0,2+0,02
Capacidade deinchamento (g g ™) 3,0020,22
Capacidade de espuma (%) 30+0,02
Estabilidade de espuma (%) 15+0,81

Na avaliagdo da capacidade de absorcdo de gordura equivaleu a 1,0 g.g-*, dado que
indica a baixa solubilidade em Oleo no bioproduto (Tabela 3). No trabalho realizado por
Santana et al, 2017 e Fiorda et al (2013) foram relatados valores de 1,7 a 2,75 ml de g-* para
farinhas vegetais e 0,59 g.g* para farinha do bagaco da mandioca. A diferenca dos valores de
absorcdo de gordura pode estar relacionada com maior quantidade de grupos hidrofébicos
expostos nas proteinas presente nos alimentos, assim sendo, quanto maior teor de proteinas no
alimento maior é a absorcdo de gorduras (Santana et al, 2017). Além disso, a absorcdo de
gordura é uma caracteristica importante nas formulacdes alimentares, ou seja, gorduras
realcam o sabor e sdo desejaveis para melhorar a sensacdo do produto na boca (Porte et al,
2011).

Vengaiah et al (2013) citam que, a densidade aparente de produto alimenticio depende
do tamanho das respectivas particulas, caracteristica que determina o0s requisitos de
embalagem, manuseio de materiais € a aplicacdo em processamento industrial. Nesta pesquisa
foi constatado valor igual a 0,2 g.cm® referente a densidade aparente do bioproduto (Tabela
2). Estudos mostraram valores de densidade aparente para farinha de tapioca e farinha de

pupunha, respectivamente, 0,1 g.cm™ e 0,7 gcm™ (Silva et al,2014; Carvalho et al, 2010).

O poder de inchamento do bioproduto foi de 3,0 g.g™, uma caracteristica que mede a
capacidade de hidratacdo e de peso de grénulos inchados da amostra e a agua ocluida na
anélise. Nunes et al (2009) encontraram teor igual a 7,0 g.g”* em féculas de mandioca, produto
que contém maior quantidade de amido. Segundo Limberger et al (2008) a magnitude do
inchamento ocorre em funcdo do amido e da temperatura utilizada experimentalmente,

quando a temperatura do meio aumenta as moléculas de amido sdo ativadas
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termodinamicamente, aumentando a mobilidade granular e por consequéncia a penetracdo da

agua, condicdo que facilita a capacidade de inchamento.

A formagéo de espuma do bioproduto foi cerca de 30%, valor superior ao encontrado
por Suriya et al (2016) que relataram valores entre 9 a 20% em diferentes tratamentos com a
farinha do tubérculo (Amorphophallus paeoniifolius). No experimento realizado com D. alata
a formacdo foi de 25% (Nwakaudu et al, 2017). Quanto a estabilidade da espuma, 15% foi 0
valor determinado no bioproduto valor inferior ao citado por Vengaiah et al (2013), 20%. A
formacdo e a estabilidade de espuma sdo importantes em produtos de panificacdo e confeitaria

por auxiliarem na incorporacdo de ar mantendo a boa textura da massa (Wang et al, 2006).

O extrato aquoso do bioproduto ndo demosntrou toxicidade contra os fibroblastos
humanos (MRC5), nas condi¢Oes experimentais, resultado evidenciado pela manutencdo das
caracteristicas morfologicas dos fibroblastos nas condicdes avaliadas. Os extratos aquosos dos
cogumelos Hericium erinaceus e P. albidus ndo apresentaram toxicidade contra fibroblastos
humanos (MRC5), resultados observados por Lai et al. (2013) e Martim et al. (2017),
respectivamente. Yuan et al.(2014) também ndo verificaram toxicidade dos extratos aquosos

de Inonotus obliquus, Cordyceps militaris e Uncaria tomentosa contra fibroblastos humanos.

Os resultados daavaliagdo da qualidade microbiologica do bioproduto demonstraram
auséncia de Coliformes Totais, Bacillus cereus, Salmonella sp e Staphylococcus coagulase
positiva, resultados que comprovam que o processo de elaboracdo do bioproduto foi realizado

em adequadas condi¢fes higiénico-sanitaria (Silva et al, 2007).

Conclusao

O bioproduto formulado com a massa micelial de P. ostratoroseus em tubérculos de
D. alata tem viabilidade nutricional e boa caracteristica tecnologica para fortificacdo de
produtos de panificacdo e massas alimenticias, representando uma inovacdo na industria de

alimentos.
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Resumo

Alimentos comumente consumidos pela populacdo constituem matéria-prima essencial para
fortificacdo de produtos de baixo contetdo de nutrientes. A utilizacdo de alimentos alternativos para a
manutencdo da saude vem demonstrando aumento de interesse pelo consumidor. Diante disso o
objetivo deste trabalho foi avaliar a composicédo e as caracteristicas tecnologicas de massa alimenticia
fresca do tipo capeletti formulada com diferentes propor¢Ges de bioproduto contendo tubérculo
miceliado com Pleurotus ostreatoroseus. Os capelettis foram caracterizados quanto sua composicdo
nutricional com diferentes concentracdes (5; 10 e 15%) e apresentaram elevadp teor de proteinas,
fibras e cinzas mineirais. Dentre as formulacGes testadas a com melhor contetdo nutricional foi o
capeletti com 15% do bioproduto em sua formulagédo, se destacou por apresentar maior contetdo de
fibras e minerais quando comparado com a massa padréo. Os resultados do presente estudo indicam a
viabilidade da utilizagdo do bioproduto constituido por tubérculo de Dioscorea alata miceliado com
Pleurotus ostreatoroseus, como ingrediente na elaboragdo de massa alimenticia do tipo capeletti fonte
de proteinas, fibras e minerais, constituintes que proporcionam beneficios a satde humana.

Palavras-chave: Pleurotus ostreatoroseus, Dioscoreae alata, produto isento de gluten.
Abstract

The use of alternative food for health maintenance has been showing an increase of interest by the
consumer. Foods commonly consumed by the population are essential raw materials for fortifying
products with low nutrient content. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
composition and technological characteristics of fresh pasta of the capeletti type formulated with
different proportions of bioproduct containing mycotic tuber with Pleurotus ostreatoroseus. The
capelettis were characterized as their nutritional composition with different concentrations (5, 10 and
15%) and showed considerable protein, fiber and mineral ash contents. Among the formulations tested
with the highest nutritional content was capeletti with 15% of the bioproduct in its formulation, it was
distinguished by its higher content of fibers and minerals when compared to the standard mass. The
results of the present study indicate the feasibility of using the bio - product constituted by Dioscorea
alata mycelia tuber with Pleurotus ostreatoroseus, as an ingredient in the elaboration of capeletti type
pasta source of proteins, fibers and minerals, constituents that provide benefits to human health.

Key words: Pleurotus ostreatoroseus, Dioscoreae alata, gluten-free product.
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Introdugédo

As massas alimenticias sdo alimentos consumidos mundialmente, popular entre 0s
consumidores pela facilidade de transporte, manipulagdo e suas propriedades de
armazenamento (Khan et al, 2014; Silva et al, 2016). No mercado brasileiro, as massas estao
sendo 0 segundo alimento mais consumido, contudo tem baixo valor nutricional,
predominando os carboidratos, com deficiéncia vitaminas fibras, minerais e baixa qualidade
proteica (Kahlon; Chiu, 2015).

Alimentos comumente consumidos pela populagcdo constituem matéria-prima essencial
para fortificacdo de produtos de baixo conteido de nutrientes. Nesse sentido, a exigéncia do
consumidor pela disponibilizacdo de produtos saudaveis esta incentivando o desenvolvimento
de produtos com qualidade nutricional de forma a contribuir com a promoc¢do da saude e bem-
estar da humanidade.

A utilizacdo de tecnologias que explorem as propriedades de componentes da matéria-
prima para desenvolver produtos com propriedade de formar estrutura semelhante a do gltten
estdo proporcionando a melhoria da qualidade de nutrientes das massas alimenticias, as quais
séo as denominadas de ndo convencionais (Ormenese; Chang, 2002).

O enriquecimento das propriedades nutricionais e a inovacdo tecnologica de massas
alimenticias consiste na incorporacdo de novos ingredientes. Entre as diversas matérias-
primas utilizadas no enriquecimento de massas estdo inulina, aveia, amaranto, trigo sarraceno,
farinha de sorgo, farelo de trigo, quinoa e cogumelos comestiveis (Boletus edulis e Lentinula
edodes) (Bustos et al, 2013; Kahan et al, 2014; Sobota et al, 2015; Kahlon; Chiu, 2015; Lu et
al, 2016).

A incorporacdo do bioproduto contendo tubérculo miceliado por Pleurotus
ostreatoroseus constitui uma forma de incorporar nutrientes, especialmente fibras e minerais,
caracteristicas benéficas para as fungbes metabolicas humanas, assim como, geracdo de
beneficios econdmicos em coragdo a massa tradicional.

Fonseca et al (2015) demonstrou que Pleurotus ostreatoroseus, um isolado amazonico,
contém teor de proteina 23,53% , 3,08% de lipidios, 6,49% de cinzas, 12,79% de fibras e
46% de carboidratos quando cultivado em exocarpo de cupuagu misturado com farelo de
arroz 20% (p/p). Sendo assim a incorporacdo de bioproduto teve como objetivo avaliar a
composicdo e as caracteristicas tecnoldgicas de massa alimenticia fresca do tipo capeletti
formulada com diferentes propor¢bes de bioproduto contendo tubérculo miceliado com

Pleurotus ostreatoroseus.
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Material e Métodos

Matéria-prima

O bioproduto utilizado neste estudo foi obtido por fermentacdo no estado solido,
originario da miceliacdo dos rizomas de Dioscorea alata por Pleurotus ostreatoresus e
rizoma (Machado et al, 2017), cedido pelo Laboratério de Micologia Industrial e Médica da
Universidade Federal do Amazonas. O bioproduto foi desidratado e triturado até a obtencdo
de um pé fino. Para a utilizacdo na elaboracdo de quatro massas do tipo capeletti o bioproduto

foi armazenado em frascos de vidro esterilizados com tampa rosqueavel.

Elaboragéo do capeletti enriquecido com o bioproduto

As massas alimenticias foram formuladas utilizando os ingredientes citados na tabela
1. Separadamente, nas quatro formulagdes contendo o bioproduto a 5%, 10% e 15% (p/v),
exceto 0 padrdo, os ingredientes foram misturados na seguinte ordem, farinha de arroz, goma
xantana, biproduto, ovos, azeite e &gua, em batedeira industrial Black & Decker®, até a
obtencdo de uma massa homogénea. Em seguida, a massa foi moldada em maquina de
cilindro manual para abertura de massa fresca. As massas cortadas em formato triangular

foram utilizadas na elaboracdo dos capelettis e recheadas com frango desfiado.

Tabela 1. Formulagdo do capeletti com bioproduto a base de cogumelo comestivel e tubérculo tropical

Formulagfes ™

Ingredientes

CpP C5 C10 C15

Agua 20ml 20ml 20ml 20ml
Azeite 200ml 200ml 200ml 200ml
Bioproduto - 259 509 759

Farinha de arroz 500 g 4759 4509 425¢
Goma xantana 100g 100g 100g 100g
Ovos 230g 230g 2309 230g
Peito de frango* 100g 100g 100g 100g

! Formulacdo equivalente o capeletti padréo (CP); capeletti com 5% do bioproduto (C5);
capeletti com 10% do bioproduto (C10) e capeletti com 15% do bioproduto (C15).
“Foram utilizados como tempero: Sal, Alho, Cebola, Tomilho e Coentro.

Teste de cozimento dos capelettis
O teste de cozimento foi realizado segundo o método 16-50 da AACC (1995). Os

parametros avaliados foram:
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Tempo de cozimento

O tempo de cozimento foi determinado pela coccdo de 10 g de amostra em 350 mL de
agua destilada em ebulicdo, até atingir a qualidade visual adequada em conseqiéncia da
gelatinizagdo do amido em toda a secdo da massa. Este ponto foi determinado pela
compressdo de amostras de produto cozido, a cada 30 segundos, entre duas laminas de vidro

até o desaparecimento do eixo central.

Aumento de massa do produto cozido

O aumento de massa foi determinado pela pesagem de uma amostra antes e apos a
coccdo, utilizando-se o tempo de cozimento ideal de cada amostra. O valor do aumento de
massa € a razdo entre a massa da pasta cozida e a massa da pasta crua (10 g), expresso em

porcentagem (%).

Perda de solidos na &gua de cozimento
A quantidade de sdlidos perdidos na agua de cozimento foi determinada pela
evaporacdo de 25 mL de agua de cozimento, obtida segundo procedimento descrito no item

Aumento de massa do produto cozido acima, em estufa a 105 °C, até peso constante.

Avaliacdo da qualidade microbiolégica

Para avaliar a qualidade microbiologica das massas alimenticias foram verificadas a
presenca de Coliformes Totais, Bacillus cereus, Salmonella sp e Staphylococcus aureus, de
acordo com Regulamento Técnico Sobre Padrdes Microbiologicos preconizados pela RDC
n°12, da ANVISA, 2001, citado por Silva, 2007.

Composicdo centesimal

A composicdo centesimal foi realizada através da 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 quantificacdo de
lipidios foi realizada segundo o método Bligh and Dyer. As cinzas, fibra bruta foram
determinadas por incineracdo 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 diferenca. O valor calorico das massas foi calculado utilizando-se os
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coeficientes de ATWATER que considera 4kcallg de proteinas e carboidratos e 9kcal/g para

os lipidios.

Determinagdo de macro e micro minerais

A determinacdo dos minerais foi realizada conforme os métodos propostos pela
Embrapa (2009). As amostras foram desidratadas em estufa de circulacdo de ar forcada a 40
°C, em seguida desidratadas e submetidas a digestdo Umida HNO3; + HCI O4 (3:1). O teor de
fosforo foi determinado por Espectrofotometria com azul de molibdénio; célcio, magnésio,
potassio, sodio cobre, ferro, manganés e zinco por espectrofotometria de absorcdo atbmica
(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 (Na, Fe, Cu, Mn e Zn) em mg.kg >.

Avaliacao do custo das preparacdes

Na determinagdo do calculo do custo de cada produto no final da fabricacdo foi
considerado o preco dos ingredientes utilizados nas formulagcBes controle e experimentais

adquiridos no comercio local no municipio de Manaus-Amazonas-Brasil.

Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva (Tabelas, gréaficos e
distribuicdo de frequéncia em classes). Para analisar os resultados da composicdo nutricional e
0 teste de cozimento os dados foram submetidos & anélise de variancia - ANOVA e, as medias
comparadas pelo teste de Tukey (5%). As analises foram realizadas utilizando-se o programa

estatistico Minitab versdo 16.0.

Resultados e Discussao

A figura 1 mostra as massas do tipo capeletti formuladas com diferentes concentraces
do bioproduto (5%, 10% e 15%, p/p) e recheadas com frango desflado. Na abertura das
massas foram observadas as seguintes caracteristicas, aspecto firme, ndo quebradica,
coloragdo levemente marronvarroxeada e aderéncia adequada do bioproduto & massa, sem
desprendimento durante a coc¢do. Estas caracteristicas mostraram que as massas do tipo
capetelli contendo bioproduto foram similares ao capeletti padrdo. Qualidades fundamentais
que podem auxiliar no desenvolvimento de tecnologia de processamento comercial para a
utilizacdo efetiva do bioproduto, sobretudo na fabricacdo de massas alimenticias do tipo
capeletti (Lu et al, 2016; Farzana; Mohajan; 2015).
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Figura 1. Aspectos morfolégicos dos capelettis experimentais. Capeletti padrdo (A); capeletti com 5% do

bioproduto (B); capeletti com 10% do bioproduto (C) e capeletti com 15% do bioproduto (D).

O teste de cozimento da informacBes de como o produto se comporta durante a
coccdo, informando o tempo de cozimento das massas, seu aumento de massa e perda de
residuos sélidos na agua (Tabela 2). O comportamento das massas alimenticias durante e apos
0 cozimento € um dos parametros de qualidade de maior importancia para os consumidores
desse produto (Del Bem et al, 2012).

O tempo de coccdo variou em funcdo da composicdo das massas, sendo acrescido em
alguns segundos com a adicdo do bioproduto, cerca de 12% de diferenca entre o capeletti
padrdo (CP) do capeletti com 15% (C15), esse resultado pode ter sido em fungdo do
quantitativo de fibras presente no bioproduto que requer maior tempo de cocgdo. Resultados
similares foram encontrados por Feitoza et al (2015) que desenvolveram massas alimenticias
com farinha de arroz integral organico e o seu tempo de cozimento variou de 7-8min.
Contudo, Khan et al, 2014 elaboraram macarrdo com farinha de sorgo em diferentes
proporcdes e seu tempo de cocgdo variou entre 14-15 minutos. O consumidor atual tende a
procurar por alimentos praticos, com qualidade nutricional, de facil e rapido preparo, sendo

assim o tempo de coccdo influencia diretamente na compra do produto.

No presente estudo o aumento de massa (%) acompanhou 0 aumento do teor de
bioproduto. Segundo Hummel (1966), o aumento adequado de massa situa-se entre a faixa de
200 e 300% para massas a base de trigo. De modo geral, as massas elaboradas no presente
trabalho apresentaram valores inferiores a esses padrdes (entre 130 e 160%), o que pode ser
explicado pelo baixo tempo de cozimento e por ser uma massa alimenticia sem gliten e com
recheio.
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Os valores encontrados na determinacdo das perdas de sélidos sollveis mostraram que
os capelletis elaborados com o bioproduto perderam entre 3,3 a 7,8%, e 0 capeletti padrdo
4,4% de perda de sélidos. Segundo Sobota et al. (2015) uma massa alimenticia com maior
quantitativo de fibra dietética em sua composicdo pode apresentar um aumento nas perdas de
matéria seca durante o cozimento. Perdas de solidos de até 6% sdo caracteristicas de massas
de qualidade muito boa, até 8% de massas de média qualidade e valores iguais ou superiores a
10% sdo caracteristicas de massas de qualidade ruim (Hummel ,1966). O alto teor de perda de
solidos é uma caracteristica indesejavel e representa alta solubilidade do amido, resultando em
turbidez na agua e baixa tolerancia ao cozimento (Khan et al, 2014).

Com relacdo as caracteristicas intrinsecas das matérias-primas, acredita-se que a
reducdo na quantidade de farinha de arroz pela adicdo do bioproduto possa ter influenciado os
resultados obtidos, em que contribuiu para o aumento de massa, no teor de solidos soliveis
em agua quente e favoreceu o aumento do tempo de cozimento. Contudo a massa de capeletti
com maior qualidade nos parametros avaliados foi o capeletti elaborado com 10% de
bioproduto em sua formulagdo, apresentando tempo 6timo de cozimento, volume de massa e
perda de solidos que caracterizam a massa de qualidade boa.

Tabela 2. Testede qualidade dos capelettis enriquecidos com o bioproduto a base de cogumelo comestivel e
tubérculo tropical

Cape lettis experimentais*
CP C5 C10 C15

Variaveis

Tempo de
cozimento (m)
Aumento de massa

6,50+0,10° 6,48+0,26° 740,21 7,40+0,41°

(%) 132+0,15° 134+007°  143+054°  158+0,04°
E:,Z';da de solidos 4420,07° 3+0,04° 540,03 7.8+0,08°

As médias seguidas da mesma letra nas linhas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).
*Testes realizados em triplicata - capeletti padrdo (CP); capeletti com 5% do bioproduto (C5); capeletti com 10% do
bioproduto (C10) e capeletti com 15% do bioproduto (C15).

Os resultados da andlise microbiologica das massas alimenticias demonstraram a
auséncia Coliformes Totais, Bacillus cereus, Salmonella sp e Staphylococcus aureus. Estes
resultados mostraram que os produtos foram elaborados em condi¢fes higiénico-sanitarias
adequadas e 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 citacOes de Silva, et al (2007).
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Na tabela 3 estdo apresentados os valores médios da composicdo centesimal dos
capelettis elaborados com o bioproduto formulados com Pleurotus ostreatoroseus e
Dioscorea alata. A umidade significativa dos capeletti foi na massa com 5% de bioproduto
em sua massa (C5) com 9,21% , cerca de 2,50% superior quando comparado aos capeletti
com 15% e 10% de bioproduto, respectivamente. Valores similares foram encontrados por
Rocha, et al (2009) em macarrdo elaborado com ora-pro-n6bis e por Sobota et al (2015) em
massa integral formulada com farelo de trigo. Os teores de umidade dos capeletti estdo em
conformidade com a legislagdo que estabelece um teor de umidade maximo para as massas
secas de 13,0%.

O quantitativo de cinzas significativa foi no capeletti contendo 15% de bioproduto
com 1,64% valor 18% superior quando comparado ao produto padrdo. Resultados inferiores
foram encontrados em massas de semolina e mistas de semolina com farinhas de leguminosas
com 1,8% (Del Bem et al, 2012) e em macarrdo isento de gliten com farinha de arroz com
0,8% de cinzas. Segundo Borges et al (2003) o fato de se usar farinhas fontes de fibras
implica em valores altos no teor de cinzas, que no produto final podera variar segundo a
percentagem de farinha utilizada no seu preparo e que 0 teor de cinzas estd diretamente

relacionado a coloragdo que a massa alimenticia apresenta no estado cru.

O teor de lipidios significativo foi no capeletti padrdo (CP) com 17,90%, valor que
representou aumento de 10% ao capeletti com 15% de bioproduto. O quantitativo de lipidio

diminui conforme a adicdo do bioproduto na massa.

O teor de proteina do capeletti diminuiu significativamente (P <0,05) em massas
contendo 15%, 10% e 5% em comparacdo com a massa de controle. O contetdo de proteinas
do capeletti padréo foi de 19,55% valor 23% superior ao capeletti com 15% de bioproduto.
Valores inferiores foram determinado em macarrdo formulado com farinha de sorgo
(12,59%), por Khan et al (2014), macarrdo com farelo de trigo (13,40%) citado por Sobota et
al (2015) e Martinez et al (2017) com macarrdo sem gliten elaborado com farinha de
améndoa (12%). A recomendacdo diaria de proteinas estimada pela OMS é de 19,0g para
criancas de 4 a 8 anos e de 56,09 para adultos acima de 18 anos. Sendo assim, o consumo de
100,0g de capeletti com 5% de bioproduto atende 91% da necessidade diaria de proteina para

criancas e em media 13% das necessidades diarias para adultos.

Em relacdo ao valor de fibras o valor do capeletti formulado com 15% de bioproduto

foi significativo quando comparado ao capeletti padrdo, cerca de 62% superior. Em outros
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estudos realizados com massas alimenticias sem gliten, os resultados mostraram valores
inferiores em macarrdo de arroz (0,8%), macarrdo com ora-pro-ndbis (0,46%), macarrdo com
Salvia hispanica (2%) (Tomicki et al, 2015; Rocha et al, 2008; Menga et al, 2016). De acordo
com Sobota et al (2014) o conteudo de fibras alimentares em massas alimenticias depende do
tipo de matérias-primas utilizadas na producdo e varia de 2,80% para 9,40%. Baseado na
Dietary Reference Intakes (DRI, 2005) produtos alimenticios com um quantitativo maior que

39/100g podem ser considerados alimentos fontes de fibras.

A adicdo do bioproduto formulado a base de P. ostreatoroseus e D. alata constituiu,
portanto, boa alternativa para aumentar o teor de fibras dietéticas no capeletti contendo 15% e

com isso favoreceu o valor nutricional desse alimento.

Os dados da tabela 3 também mostram que em relacdo ao conteudo de carboidratos o
seu quantitativo foi diminuido conforme a adicdo do bioproduto na massa. O capeletti padréo
foi 12% superior ao capeletti com 15% de bioproduto em sua formulag&o. Valores superiores
foram encontrados em outras massas alimenticias sem gliten, Tomicki et al (2015) e Borges
et al (2003) com 60% e 80%, respectivamente.

Tabela 3. Composigdo centesimal dos capelettis enriquecidos com o bioproduto a base de cogumelo comestivel
e tubérculo tropical

Cape lettis experimentais

(/1000 15) cP Cs C10 C15
Umidade 9,15+0,04° 921+0,01°  9,00+0,20° 8,08+0,04°
Cinzas 1,35+0,03° 1,06+0,05°  1,10+0,06° 1,64+0,07°
Lipideos 17,90+0,08° 17,50+0,02° 1650+0,02°  16,21+0,77°
Proteina 19,55+0,06° 17,42+0,07° 16,00+0,02°  14,90+0,39"
Fibras 1,20+0,06° 2,00+0,08°  2,70+0,20° 3,20+0,10°
Carboidratos 50,90+0,05* 47,20+0,20° 4530+0,06°  44,90+0,03"
Energia (kcal) 442+0,02*  415+0,05°  393+0,04° 250+0,08"

As médias seguidas da mesma letra nas linhas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).
capeletti padréo (CP); capeletti com 5% do bioproduto (C5); capeletticom 10% do bioproduto (C10) e capeletti com 15%
do bioproduto (C15).

A tabela 4 demonstra os resultados referentes ao teor de minerais dos capelettis
enriquecidos com o bioproduto a base de cogumelo comestivel e tubérculo amazodnico. Nos
produtos experimentais, & medida que aumentou a concentracdo de cogumelo houve reducéo
de 23, 9 e 23% do teor de sddio, cobre e manganés quando comparado ao produto controle,
respectivamente. Provavelmente este resultado pode ter ocorrido em fungdo da retirada da

farinha de arroz.
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Em relacdo a ferro, potassio, fosforo, calcio, enxofre e zinco o efeito foi inverso, o
conteudo desses dois minerais aumentou de acordo com a adi¢cdo do bioproduto, enquanto o
quantitativo de manganés foi semelhante em todos os produtos.

Dos microminerais, 0 que expressou maior taxa nos capelettis experimentais foi o
ferro, variando de 2,63mg a 3,10mg/100g , sendo que o capeletti com 15% de bioproduto foi
21% superior quando comparado com o capeletti padrdo. Valores inferiores foram
encontrados em macarrdo elaborado com arroz e feijdo (1,98%) e macarrdo de arroz com
farinha de milho (1,44%) (Minguita et al, 2015; Silva et al, 2016). De acordo com a Dietary
Reference Intakes (DRI, 2005) a ingestdo diaria de ferro deve ser acima de 8 e 18mg/dia para
homens e mulheres em fase adulta, respectivamente, sendo que para um alimento ser
considerado de fonte de ferro é necessario que atenda no minimo 15% da recomendacédo
didria (2,0mg/100g).

O zinco foi outro micromineral que teve maior quantitativo nos capelettis, variando de
12,31mg.kg a 14,04 mg.kg. Resultados superiores aos encontrados em macarréo de arroz com
farinha de milho com 7,0mg.kg (Silva et al, 2016), macarrdo de trigo sarraceno com 3,5 mg.kg
(Rybicka et al, 2016). Este resultado revela que o bioproduto pode ser considerado alimento
fonte de zinco (DRI, 2005).

Entre 0s macrominerais, potassio foi determinado em maior quantitativo nos capelettis
variando de 2,459.kg a 3,25 g.kg, sendo que o capeletti com 15% de bioproduto em sua
formulagdo foi 24% superior ao capeletti padrdo. Este valor de potéassio foi similar ao
macarrdo sem gliten com semente de amaranto e macarrdo com farinha de arroz e milho,
3,25g.kg e 2,50 g.kg (Céardenas-Hernandez et al, 2016; Tomicki et al, 2015). Com base nesses
resultados e a determinacdo da DRI (2005) os capeletti formulados com o bioproduto podem

ser classificados como alimento fonte de potéssio.

Tabela 4. Andlise de minerais dos capelettis enriquecidos com o bioproduto a base de cogumelo comestivel e
tubérculo tropical

Cape lettis experimentais

Nutrientes
CP C5 C10 C15

P (g kg-Y) 1,63+0,08° 1,32+0,03° 1,38+0,10° 1,63+0,04%
K (g kg-1) 2,45+0,53° 2,50+0,10° 2,75+0,23° 3,25+0,45%
Ca (g kg-) 2,12+0,74° 2,23+0,23° 2,35+0,74° 2,400,357
Mg (g kg-1) 0,26+0,17% 0,23+0,07° 0,22+0,23° 0,24+0,13°

S (g kg-Y) 1,12+0,17° 1,08+0,07 1,23+0,23" 1,31+0,13°
Fe (mg kg-Y) 24,51+1,52° 26,33+0,24° 29,60+0,23" 31,03+1,04°

Na (mg kg-') 5,22+0,05° 4,00+0,30° 4,50+0,07° 5,00+,0,19
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Cu (mg kg-!) 321 +0,0° 3,35 £ 0,18 2,98+2,24° 2,91 + 0,28
Mn (mg kg-1) 5,53+0,0% 4,84+0,0° 4,58+0,14° 4,27+0,0°
Zn (mg kg-t) 14,04+0,0% 12,31+0,0° 12,73+0,35° 13,95+0,0°

Avaliacao do Preco de Custo
O custo total do capeletti sem a adicdo do bioproduto (Tabela 5.) foi estimado em R$
9,00 e rendeu uma porcdo de 700g. Nos capelettis contendo 5%, 10 e 15% (Tabela 6, 7 e 8) o
rendimento foi semelhante ao controle e a estimativa de preco foi de R$ 10,15, R$ 11,26 e

R$12,36, respectivamente.

Tabela 5. Avaliagdo do custo do capeletti padrdo (porgao: 700g)

Ingrediente Und Preco (R9) Qtd Preco total (R$)

Azeite L 18,00 0,200 3,60
Farinha de arroz kg 6,00 0,500 3,00

Ovos und 0,43 2 0,86
Goma Xantana kg 4,00 0,100 04

Peito de Frango kg 12,00 0,200 12
Bioproduto kg 50,0 0,000 -

Total 9,00

Tabela 6. Avaliagdo do custo do capeletti com 5% de bioproduto (por¢édo: 700g)

Ingrediente Und Preco (R$) Qtd Preco total (R$)
Azeite L 18,00 0,200 3,60
Farinha de arroz kg 6,00 0,475 2,85
Ovos und 0,43 2 0,86
Goma Xantana kg 4,00 0,100 04
Peito de Frango kg 12,00 0,200 1,2
Bioproduto kg 50,0 0,025 1,25
Total 10,15

Tabela 7. Avaliagdo do custo do capeletti com 10% de bioproduto (porgédo: 700g)

Ingrediente Und Preco (R$) Qtd Preco total (R$)
Azeite L 18,00 0,200 3,60
Farinha de arroz kg 6,00 0,450 2,70
Ovos und 043 2 0,86
Goma Xantana kg 4,00 0,100 04
Peito de Frango kg 12,00 0,200 1,2
Bioproduto kg 50,0 0,050 2,50

Total 11,26
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Tabela 8. Avaliacdo do custo do capeletti com 15% de bioproduto (porgédo: 700g)

Ingrediente Und Preco (R$) Qtd Preco total (R$)
Azeite L 18,00 0,200 3,60
Farinha de arroz kg 6,00 0,425 2,55
Ovos und 043 2 0,86
Goma Xantana kg 4,00 0,100 04
Peito de Frango kg 12,00 0,200 12
Bioproduto kg 50,0 0,075 3,75
Total 12,36

Concluséao

Os resultados do presente estudo indicam a viabilidade da utilizagdo do bioproduto
constituido por tubérculo de Dioscorea alata miceliado com Pleurotus ostreatoroseus, como
ingrediente na elaboracdo de massa alimenticia do tipo capeletti fonte de proteinas, fibras e

minerais, constituintes que proporcionam beneficios a salde humana.
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CONCLUSOES

Com os resultados obtidos conclui-se que:

e Entre os bioprodutos elaborados, o selecionado foi o tubérculo de Dioscorea alata
miceliado por Pleurotus ostreatoroseus em funcdo do conteldo significativo de proteases que

expressaram atividade oOtima a 40 °C, pH 7,0 com maior estabilidade a 50 °C, pH 8,0;

e As proteases extraidas do tubérculo de Dioscorea alata miceliado por Pleurotus
ostreatoroseus, nas condicOes experimentais, os dados sugeriram a presenca predominante de

cisteina proteases e serina protease;

e A inclusdo de P. ostreatoroseus no tubérculo de D.alata originou um bioproduto ndo
toxico, com caracteristicas tecnologicas e acrescido de conteudo nutricional, com valores
significativos de proteinas e fibras, caracteristicas que viabiliza o uso para fortificacdo de
massas alimenticias;

e Como ingrediente de massa alimenticias do tipo capeletti o bioproduto em diferentes
concentracdes, proporcionou a fortificacdo do produto final com proteinas, fibras e minerais,
representando uma inovacdo na industria de alimentos;

e Tanto o bioproduto como as massas alimenticias do tipo capeletti tem qualidade

microbioldgica e nutricional para consumo humano.



