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Resumo

A utilizag¢ao e o consumo dos cogumelos tém vindo a aumentar devido a constatagao de
que estes contém compostos bioativos com propriedades biologicas (atividade
antioxidante, antimicrobiana, antidiabética, anti-hipertensiva, prebioticas, entre outras).
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto do tipo de substrato e
métodos de extracdo nas propriedades antioxidante, antidiabética, anti-hipertensiva e
prebiotica de extratos de duas espécies de cogumelos, o Pleurotus citrinopileatus var.
cornucopiae e o Pleurotus salmoneo stramineus. Ambas as espécies foram produzidas
recorrendo a dois métodos de producao distintos: cultivo no substrato padrao (I) e cultivo
no substrato alternativo (II) composto por mistura de substrato padrdao com borras de café,
1:1. Os cogumelos resultantes foram colhidos, desidratados e submetidos a trés métodos de
extragao diferentes, designadamente extracao aquosa, enzimatica e etanolica, para avaliar o
impacto do método de extracao nas propriedades bioldgicas dos extratos de cogumelos.

Na producdo do cogumelo P. salmoneo stramineus verificou-se uma quebra de 86% no
rendimento de producdo no substrato II e uma producao morfologicamente atipica. A sua
composicao (teor em proteinas, gordura, aclicares e matéria organica) nao variou em
funcdo do método de producao. Por outro lado o rendimento de produ¢ao, a morfologia e a
composicao nao variou para o Pleurotus citrinopileatus var. cornucopiae.

Na preparacao dos extratos, o rendimento foi mais elevado nas extragdes aquosa (60-67%)
e enzimatica (58-63%). Na extra¢ao etandlica houve um rendimento mais baixo (25-32%),
no entanto foi este extrato que apresentou o maior teor de agucares totais (191 - 299 ng/mg
de extrato). Os extratos das duas espécies de cogumelos niao apresentaram atividade
antidiabética (30%) em compara¢do com o controlo positivo (89%), no entanto o extrato
aquoso de P. citrinopileatus var. cornucopiae 1 apresentou uma boa atividade anti-
hipertensiva (ICso = 123,3 pg/mL). Nos extratos etanolicos de P. salmoneo stramineus nao
se detetou esta atividade. Os extratos aquosos e etanolicos das duas espécies de cogumelos
apresentaram atividade prebiotica semelhante a do controlo positivo frutooligossacarideo
(FOS) e nao se verificou diferencas entre métodos de produgcao (I e II).

Verificou-se a presenca de atividade antioxidante, e esta foi mais elevada em extratos de P.
citrinopileatus var. cornucopiae 1 (2,37 - 11,86 mg de acido equivalente por gramas de

extrato liofilizado).






Abstract

The use and consumption of mushrooms have been increasing due to the fact that they
contain bioactive compounds with biological properties (antioxidant activity,
antimicrobial, antidiabetic, antihypertensive, prebiotic, among others). In this context, the
aim of this study was to evaluate the impact of substrate type and extraction methods in
antioxidant properties, anti-diabetic, anti-hypertensive and prebiotic extracts of two species
of mushrooms, Pleurotus citrinopileatus var. cornucopiae and Pleurotus salmoneo
stramineus. Both species were produced using two different production methods: growing
in standard substrate (I) and the alternative cultivation substrate (II) composed of standard
substrate mixture with coffee grounds, 1: 1. The resulting mushrooms were collected, dried
and subjected to three different extraction methods , particularly aqueous, enzymatic-
assisted and ethanolic, to evaluate the impact of the extraction method on the biological
properties of mushroom extracts.

In the production of P. salmoneo stramineus mushrooms there was a decrease of 86 % in
the production yield from substrate II and a morphologically atypical production. Its
composition (protein, fat, sugars and organic matter contents) did not vary according to the
type of production. Moreover the production yield, morphology and composition did not
change for the Pleurotus citrinopileatus var. cornucopiae. When preparing the extracts, the
yield was higher in aqueous (60 - 67 %) and enzyme-assisted (58 - 63 %) extractions. In
the ethanol extraction a lower yield (25 - 32 %) was reported, however 1t was this extract
that had the highest total sugars content (191 - 299 mg / mg extract).

The extracts of the two species of mushrooms did not show antidiabetic activity (30 %)
compared to the positive control (89 %), however an aqueous extract of P. citrinopileatus
var. cornucopiae 1 had a good anti-hypertensive activity (IC50 = 123,3 mg/mL). This
activity was not detected in ethanol extracts of P. salmoneo stramineus. The water and
ethanol extracts of the two mushroom species under study showed prebiotic activity similar
to that of commercial positive control fructooligosaccharides (FOS), and there was no
difference between production methods (I and II).

Antioxidant activity was detected in all extracts, and it was higher in P. citrinopileatus var.

cornucopiae I extracts (2.37 to 11.86 mg equivalent acid per gram of lyophilized extract).
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1. Introducao

Os cogumelos fazem parte da alimentacdo humana desde tempos primordiais. De facto,
afirma-se que assumiriam um papel preponderante na era pré-agricola, como alimento
facilmente disponivel na pratica recolectora. A producao de cogumelos € uma atividade em
expansao que visa um futuro promissor, demonstrado pelo aumento da procura por parte
dos consumidores, e por todas as suas qualidades nutracéuticas e organoléticas, sendo de
todo o interesse aprofundar o estudo da sua composicao, visionando a utilizagao dos seus
compostos benéficos para um melhoramento na alimenta¢dao contribuindo positivamente
para a saude geral da populacdo. Porém, a composi¢ao dos cogumelos pode variar com o
tipo de substrato de cultivo, condi¢des e metodologia de cultivo e espécie cultivada (Chang
& Quimio, 1982). O consumo de cogumelos estd a aumentar na cultura ocidental,
envolvendo um grande numero de espécies: em 1995, a produ¢ao anual mundial fo1 de 2,0
milhoes de toneladas e, em 2005, aumentou para 3,3 milhdes de toneladas, ou seja, mais de
60% em 10 anos (FAOSTAT, 2015).

Numa parceria entre a Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Catolica
Portuguesa e a empresa Bioinvitro — Biotecnologia, Lda. procedeu-se ao estudo em duas
espécies de cogumelos saprofitas com elevado valor comercial.

Este trabalho fo1 realizado no ambito do mestrado em Biotecnologia e Inovagao tendo
como principal objetivo avaliar o impacto do tipo de substrato e métodos de extracdo nas
propriedades biologicas de extratos dos seguintes cogumelos: Pleurotus citrinopileatus var.

cornucopiae € Pleurotus salmoneo stramineus.

1.1 A empresa: Bioinvitro - Biotecnologia, Lda..

Uma parte da dissertacao foi desenvolvida na empresa Bioinvitro — Biotecnologia, Lda.
(Figura 1.1). A atividade da empresa iniciou em setembro de 2010 e esta sediada na Rua do
Pindelo, bloco 2, loja 4/5 Urbanizacao do Pindelo, 4480-047 Arvore, Vila do Conde,
apresentando o CAE: 01300 — Cultura de materiais de propagacao vegetativa.



Figura 1.1: Logdtipo da empresa Bioinvitro — Biotecnologia, Lda..

A empresa € pioneira na area da micologia que se apresenta como uma referéncia no

mercado nacional e intervém nas seguintes areas de negocio:

Plantas — multiplicagao de espécies e variedades selecionadas;

Fungos — produ¢ao e comercializa¢ao de inoculos, substratos e troncos de producao
de cogumelos saprofitas;

Alimentar — produgdo e comercializacio de cogumelos frescos, desidratados e
transformados em produtos de valor acrescentado;

Servicos — servigos personalizados conforme as necessidades dos produtores

agroflorestais e apoio técnico e consultoria prestados aos produtores de cogumelos.

A Bioinvitro tem vindo a estabelecer parcerias com varias institui¢oes de forma a atingir

certos objetivos, tais como I&D de outras aplicagdes para além da alimentar (aplicagdes

téxteis e cosméticas), comercializagao, formacao, divulgacao, entre outras. Desta forma, a

empresa visa a consolidacdo da sua posicao no mercado como empresa biotecnologica

através de parcerias e de equipas I&D.

Relativamente aos valores da empresa, esta pretende satisfazer os seguintes principios:

1.2

Responsabilidade no desenvolvimento economico, social e ambiental de forma
sustentavel;

Melhoria continua dos servigos e produtos;

Satisfagao e fidelizag¢do do cliente;

Criacao de condig¢des para o sucesso da empresa atraveés da motivag¢ao dos recursos

humanos.

Os cogumelos ao longo da Historia

Ha muitos séculos que o reino dos fungos suscita um grande interesse no Homem pela sua

diversidade fisiologica e morfoldgica. No entanto na Europa somente nas ultimas décadas

¢ que os fungos tém sido mais explorados devido ao seu potencial econdmico.



Certas espécies de fungos que pertencem as divisdes Basidiomycota e Ascomycota
frutificam dando origem a um corpo frutifero ou carpoéforo. Todos os macrofungos sao
constituidos por duas partes: o micélio e o carpoforo. O micélio constitui a parte vegetativa
do fungo sendo composta por um conjunto de filamentos ou hifas, geralmente de cor
branca, que vivem de baixo da terra entre o hiumus ou rodeando as raizes, sobre folhas ou
madeira morta e inclusive sobre outros fungos, plantas ou animais. Estes filamentos ou
hifas crescem de forma radial e indefinidamente em todas as dire¢oes. O cogumelo,
denominac¢do comum para carpoforo, surge no extremo do micélio como resposta a um ou
mais fatores bidticos ou abidticos e ¢ formado na sua maioria por um tecido estéril (pé).
Apenas uma pequena parte do cogumelo ¢ fértil: o himénio que se encontra no chapéu e
que corresponde a estrutura produtora de esporos e que pode ter a forma de laminas, tubos
ou agulhas. Sao os esporos produzidos que permitem a disseminacao da espécie. A maioria
dos macrofungos com interesse comercial ¢ constituida por pé, chapéu e estruturas

formadoras de esporos (Figura 1.2) (Rodrigues ez al., 2004; Silva ef al., 2015).

Estrutura
reprodutora
(carpoforo)

= .
";<- Z A Y, Micélio primario
INIY T p (forma
—é( f% ' A vegetativa do
7 T fungo)
Restos do esporo

germinado

Figura 1.2: Forma generalizada da estrutura de um macrofungo (Adaptado de Silva ef al., 2015).

Quando o esporo maduro cai sobre um substrato e encontra condi¢des adequadas, o0 mesmo
pode germinar e dar origem ao cogumelo. O fungo alimenta-se por absor¢ao do substrato,
retirando os nutrientes e as fontes de carbono e de azoto necessarias ao seu metabolismo de
modo a se desenvolver e frutificar (Kala¢, 2009). Na figura 1.3 apresenta-se, em resumo, o

ciclo de vida de um fungo produtor de cogumelos, fase assexuada de reprodugao.
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Figura 1.3: Forma generalizada do ciclo de vida de um fungo produtor de cogumelos — reproducéo assexuada
(Adaptado de Silva ef al., 2015).

Os cogumelos comestiveis sdo conhecidos e consumidos desde tempos pré-historicos, no
entanto, foram os chineses e 0s japoneses 0s primeiros povos a cultivar cogumelos para
consumo proprio. Na China ha registos com 2000 anos em que os cogumelos tém sido
utilizados para suplemento de dietas (Ferrador, 2015; Kala¢, 2009; Guillamén ef al., 2010;
Barros ef al., 2008).

Atualmente os cogumelos suscitam um grande interesse a nivel mundial pelas suas
propriedades quimicas e nutricionais associadas. Ambas tém sido muito exploradas e nesse
sentido os cogumelos tém sido indicados como alimentos que ajudam a prevenir algumas
doencas, tais como: hipertensao, hipercolesterolemia e cancro (Khan e Tania, 2012).

Mais recentemente os compostos que podem ser extraidos dos cogumelos (carotenoides,
compostos fenodlicos, acidos organicos, oligo e polissacarideos) (Kalac, 2009) estao a ter
uma grande atencdo devido ao seu potencial biologico. Estes compostos sao promissores e
podem ser incorporados noutras matrizes alimentares ou nutracéuticas com a perspetiva de
melhorar funcdes bioldgicas nos humanos (Aida ef al., 2009).

Os cogumelos mais cultivados em todo o mundo sdo: Agaricus bisporus, Lentinus edodes e
Pleurotus ostreatus. Nos ultimos anos, o cultivo de espécies de Pleurotus sp. tem sido
economicamente importante em todo o mundo principalmente na industria alimentar por se

caracterizar como o terceiro grupo de cogumelos mais cultivado em todo o mundo (Cohen



et al., 2002), principalmente no leste Asiatico, India, Europa e Afiica (Ferrador, 2015). A
empresa Bioinvitro, Biotecnologia Lda. tem focado uma fra¢do significativa do seu
investimento no cultivo de distintas espécies de Pleurotus, justificando o enquadramento

do estado da arte subsequente enquanto alvo principal desta dissertagao.

1.3  Pleurotus sp.: producao e valor nutritivo

Os cogumelos do género Pleurotus sp., conhecidos normalmente por cogumelos pleurotos
sao um grupo diverso de cogumelos. Existem varias espécies de Pleurotus, algumas das
quais descritas na tabela 1.1, que podem ser facilmente cultivados e tém demonstrado
muitas potencialidades para além do seu valor nutricional nomeadamente propriedades
terapéuticas, aplicagdes biotecnologicas e ambientais (Cohen ef al., 2002; Khan & Tania,

2012).

Tabela 1.1: Composicdo de algumas espécies de Pleurotus (Fonte: Khan & Tania 2012)

Espécie Proteinas* Hidratos de Lipidos* | Fibras* | Minerais*
Carbono*
Pleurotus ostreatus 17—-42 37—-48 05-5 [24-31 4-10
Pleurotus sajor-caju 16 —38 37-40 1-5 22 -31 5-9
Pleurotus florida 15-21 40 —43 1I-5 23 -27 8-12
Pleurotus cystidiosus 17—-18 43 —45 5-6 [25-26 7-8
Pleurotus highking 51 20 —21 36 —37 5-6 |30-31 5-6
Pleurotus gesstaranus 19-20 45 —-46 3—4 |126-27 5-6
Pleurotus eryngii 11-12 39-40 7-8 28—-29 4-5
Pleurotus tuber-regium | 13 —17 53-54 02-2 |15-16| 4-10

Pleurotus flabellatus 21-22 59 -60 1-2 [10-12 6-7
*2/100 g de cogumelo desidratado

Os cogumelos tém sido associados a uma boa fonte alternativa na alimentacdo humana
pelo seu valor nutritivo, caracteristicas organoléticas e, principalmente, por poder
complementar ou equilibrar dietas ricas em lipidos — sdo reconhecidos pelo seu valor
calorico baixo, por exemplo o Pleurotus ostreatus ¢ caracterizado por um valor calorico de

360 kcal/kg parte edivel (Jaworska & Bernas, 2009). Os cogumelos podem conter um teor



de proteinas entre 25 — 44 % de proteina sobre o seu peso desidratado, por outro lado, sdo
pobres em lipidos apresentando apenas cerca de 1 — 3 % de lipidos sobre o seu peso
desidratado (Tabela 1.1). De notar que os cogumelos apresentam também um apreciavel
teor em fibra. No que diz respeito a vitaminas e minerais nos cogumelos, os mais
frequentes sao: as vitaminas tiamina (B1); riboflavina (B2); piridoxina (B6); vitamina D;
vitamina B12; vitamina C; acido Nicotinico; acido folico; acido pantoténico e os minerais
potassio; ferro; calcio e fosforo.

A produc¢ao de cogumelos Pleurotus sp. € relativamente mais facil de produzir
comparativamente a outros tipos de cogumelos como sdao o Macrolepiota procera, a
Lepista nuda e a Morchella esculenta) (Pereira, 2014). O seu cultivo em grande escala
deve-se ao facto de resistir a contaminagdes e invasores devido ao seu crescimento rapido
nao permitindo que contamina¢des inibam o crescimento do micélio, sendo possivel a sua
produgdo através de pasteurizacdo do substrato e nao esteriliza¢do como a maioria das
especies de outros cogumelos. Os Pleurotus sp. conseguem desenvolver-se bem em uma
grande variedade de substratos organicos como matéria-prima nomeadamente em
substratos a base de palha (Mishra ef al., 2013), serrim (Pereira, 2014), aparas de madeira
(Khan ef al., 2013), aveia , trigo, centeio (Mycelia, 2015), residuos de bananeira (Carvalho
et al., 2014) e polpa de café¢ (Fan ef al., 2003; Salmones ef al., 2005). Como a sua
produgao deve ocorrer em salas climatizadas, controlando temperatura, humidade relativa e
preseng¢a/auséncia de luz torna-se possivel o seu cultivo ao longo de todo o ano (Tabela

1.2).



Tabela 1.2: Caracteristicas de producdo de Pleurotus sp em termos de fase, condicdes a controlar e
respectivos valores (Fonte: Mycelia, 2015)

Fases de Producao Parimetros Valores
Temperatura (°C) 20-22
Humidade Relativa (%) 90-95
Incubagio _
Tempo (dias) 20-30
Luz Nido aplicavel
Temperatura (°C) 18-20
_ Humidade Relativa (%) 80-90
Frutificacdo _
Tempo (dias) 4-7
Luz Fotoperiodo

Antes da frutificacdao (formacdao do cogumelo), a propagagao do micélio passa por uma
série de etapas nomeadamente na formagao de micélio primario a partir da remog¢ao de um
fragmento do cogumelo, ou seja, retirando uma pequena por¢ao estéril de uma zona do
cogumelo que nunca esteve em contacto com o meio exterior e a sua posterior inoculagao
em meio nutritivo adequado (Potato Dextrose Agar, PDA). Depois de obtida a cultura pura,
¢ realizado um cultivo em grao de cereal (trigo, centeio, aveia, etc) para a obtencdo do
spawn-mother, o qual permite obter o spawn, que sera usado para inocular o substrato.
Apos a inoculagdo o substrato ficara em incubag¢ao durante 4 semanas dando-se de seguida

a frutificacao e obtém-se o corpo frutifero (cogumelo) (Figura 1.4) (Pereira, 2014).
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Figura 1.4: Esquema genérico da producéo de Pleurotus ostreatus (Adaptado de Ferrador, 2015).

Como ja foi mencionado, varias espécies de cogumelos Pleurotus sao produzidas e
consumidas em todo o mundo, tendo-se tornado alvo de muitos estudos (Cohen ef al.,
2002; Aida er al., 2009; Kala¢, 2009; Guillamon ef al., 2010; Khan & Tania, 2012). Assim,
muitas investigagoes realizadas em diferentes partes do mundo tém vindo a afirmar a
importancia destes cogumelos tanto pelo seu interesse nutricional como pelas suas
propriedades biologicas (Khan & Tania, 2012). Sendo varias as espécies de Pleurotus
(Tabela 1.1) estas distinguem-se entre si em algumas destas propriedades sendo importante
destacar as diferencas, particularmente de espécies menos estudadas como sdo o P.

citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo stramineus.

1.4  Pleurotus citrinopileatus var. cornucopiae e Pleurotus salmoneo stramineus

A espécie P. citrinopileatus var. cornucopiae tem origem no leste Asiatico, também
conhecida e denominada de Pleurotus amarelo ou repolga amarela, pertence a familia
Pleurotaceae e ¢ caracteristica pela sua coloracdo amarela e pela sua semelhanca

morfologica ao Pleurotus ostreatus, com crescimento em cacho de pétalas pequenas e em



forma de funil (Figura 1.5). Esta espécie de fungo € considerada de crescimento rapido e
com tolerancia a temperaturas elevadas, permitindo ciclos de produgao rapidos e de
elevado rendimento.

Trata-se de um cogumelo comestivel que tem vindo a ser bastante apreciado devido aos
seus elevados valores de proteina (15 - 21 g/100 g de cogumelo desidratado), hidratos de
carbono (40 - 43 g/100 g de cogumelo desidratado) e minerais (8 - 12 g/100 g de cogumelo
desidratado) (Khan & Tania, 2012). Recentemente estes cogumelos tém sido usados pelas
suas propriedades biologicas associadas a prevencao de algumas doencas (cancro prostata,
leucemia, cancro da mama e hipertensao) (Khan & Tania, 2012), pois tém apresentado
atividades fisiologicas interessantes, tais como: atividades antioxidante, antitumoral e
imunorreguladora, onde aparentemente os polissacaridos presentes neste cogumelo sao

responsaveis pela maior parte da sua atividade biologica (Zhang ef al., 2014).

Figura 1.5: Pleurotus citrinopileatus var. cornucopiae. (Fonte: Antunes, 2015).

A espécie P. salmoneo stramineus também conhecida e denominada por Pleurotus djamor
ou Pleurotus flabellatus, ¢ um fungo que pertence a familia Pleurotaceae com origem no
sul da asia e India. Apresenta semelhan¢as morfologicas com o P. citrinopileatus var.
cornucopiae € Pleurotus ostreatus, com crescimento em cacho e formacgao de pétala de
tamanho variavel. A coloracdo rosa a salmao torna este cogumelo muito caracteristico e
unico sendo, por 1sso, denominado normalmente de cogumelo cor-de-rosa. No entanto, a

baixas temperaturas de cultivo apresenta desvios morfologicos de coloracao e forma.

Figura 1.6: Pleurotus salmoneo stramineus (Fonte: Antunes, 2015).



A espécie P. salmoneo stramineus, por pertencer a um género de cogumelos tao estudado
mundialmente, também tem sido referida em varios estudos, existindo evidéncias de que
este cogumelo apresenta propriedades imunoreguladoras, antioxidantes e anti tumorais no
combate a cancros em fase inicial no figado (Wang et al., 2000; Gern ef al., 2008).

Os substratos para a produgao destes cogumelos (P. citrinopileatus var. cornucopiae e P.
salmoneo stramineus) sao a base de palha e serrim de madeira. Desta maneira, é possivel
obter ciclos de cultivo rapidos e com elevado rendimento (cerca de 25% do seu peso
inicial), este tipo de substratos ja foram descritos como ideais para estes cogumelos
(Ferrador, 2015). As caracteristicas de producao mais adequadas para estas duas espécies
de cogumelos sao apresentadas na Tabela 3, nao havendo diferencas de cultivo entre elas

(Ferrador, 2015).

Tabela 1.3: Caracteristicas de producdo de Pleurotus citrinopileatus var. cornucopiae e Pleurotus salmoneo

stramineus (Adaptado de Ferrador, 2015)

Fases de Producao Parimetros f:aflg‘;tg ilj;z:z I;';;;’?}f:j:
Temperatura (°C) 22 22
) Humidade Relativa (%) 20-95 20-95
Incubacio Tempo (dias) 20— 30 20— 30
Luz Nao aplicavel Nao aplicével
Temperatura (°C) 18-20 20-22
Humidade Relativa (%) 80-90 80-90
Frutificacéo Tempo (dias) 4-7 8
Luz Fotoperiodo Fotoperiodo
CO, (ppm) <800 <800
Ciclos (frutificagdes) 2-3 4-7
Rendimento total (%) 25 25
Colocar luvas previamente desinfetadas e
Cuidados de colheita colher o cacho pela sua base. Armazenar os
cogumelos a 4 °C
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1.5  Propriedades bioldgicas e compostos bioativos em Pleurotus sp.

Conforme ja foi referido em sec¢des anteriores, ao longo dos anos os cogumelos tém sido
tradicionalmente mais utilizados na China, Coreia e Japao devido as suas propriedades
nutricionais e biologicas. Este tipo de utilizagao e aplicacao dos cogumelos na saude foi
registado pela primeira vez na China 100 aC. Muitas destas formas de medicina tradicional
utilizavam extratos aquosos de cogumelos para o tratamento de doen¢as. Havendo varios
relatos, em particular na Asia, em que extratos de cogumelos continuam a ser utilizados
com eficacia em tratamentos de doengas como o cancro, infecdes ou simples alergias
(Gongalves & Lima, 2011).

Atualmente, por todo o mundo, parece existir um renascimento pelo interesse deste tipo de
“remédios” tradicionais e naturais associados ao uso dos cogumelos. Varios estudos tém
relatado que os extratos de cogumelos e o micélio de Pleurotus sp. possuem atividades anti
tumorais (Cohen er al., 2002), anti-hipertensivas (Kwon ef al., 2008), antioxidantes
(Mishra ef al., 2013), antidiabéticas (Hu ef al., 2006), antimicrobianas (Smolskaité er al.,
2015), pré-bidticas (Aida er al., 2009) e ajudam no combate a obesidade (Khan e Tania,
2012). Estudos recentes tém demostrado que este género Pleurotus sp. apresenta diversos
mecanismos anti tumorais nas suas mais variadas espécies conforme ja referido

anteriormente e aqui detalhado (Tabela 1.4) (Khan & Tania, 2012).

Tabela 1.4: Diferentes mecanismos de acdo anti tumoral de diversas espécies de Pleurotus sp. (Adaptado de
Khan & Tania, 2012)

Espécie Tipo de cancro Modo de acao
Cancro da
Inducéo da apoptose
prostata
P. ostreatus Leucemia Regulacdo de genes por atividade da RNase
Cancro da mama Interrupcio do ciclo celular
P. pulmonarius Cancro do célon Regulacdo da adesdo celular
P. citrinopileautus Leucemia Através da acdo da proteina anti proliferativa
var. cornucopiae Hepatoma Proliferacdo da atividade inibidora da lacase
P. salmoneo Regulacio de genes da proliferacido da atividade
Hepatoma
straminetuts da RNase
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Para além da existéncia de propriedades anti tumorais, existem também outros estudos que
evidenciam a existéncia de compostos com propriedades bioldgicas em extratos de
cogumelos, tais como polissacarideos, acido nicotinico, ergosterol, terpenos e compostos
fenolicos. Ha um estudo que relata a atividade antioxidante de extratos de P.
citrinopileatus var. cornucopiae e a sua relagdo com fungdes anti-hiperlipidémicas que
podem ajudar a combater o colesterol e a combater o risco cardiovascular (Guillamon et
al., 2010).

Os efeitos anti-diabéticos também ja foram descritos na espécie Pleurotus sp., onde
extratos aquosos ricos em polissacarideos de P. cifrinopileatus var. cornucopiae
demostraram baixar os niveis de glucose no sangue entre 16 a 23 % em ratos
experimentais. Este mecanismo pode estar ligado a inibicdo dos transportadores da
glucose, inibi¢ao da enzima o-glucosidase responsavel pela sua absor¢cdo ou pela
estimulacdo dos recetores de insulina. Em P. ostreatus também ja foi descrito o mesmo
efeito, onde os niveis de glucose no sangue de ratos experimentais baixaram, mas neste
caso os investigadores nao usaram extratos mas sim cogumelos. Estes resultados parecem
indicar o uso promissor dos Pleurotus sp. na modulagao da absor¢ao dos niveis de glucose,
mas mais estudos clinicos sdo necessarios para comprovar este potencial anti diabético
(Khan & Tania, 2012).

Os cogumelos Pleurotus sp. também apresentam substincias com capacidade
antimicrobiana e antiviral. Varios estudos (Smolskaité er a/. 2015; Khan & Tania, 2012;
Aida ef al., 2009) descrevem algumas substancias, provenientes de extratos aquosos, com
propriedades chave em P. ostreatus com a¢ao inibidora de algumas bactérias tais como
Escherichia coli e Bacillus subtilis. Do mesmo modo, em P. citrinopileatus Vvar.
cornucopiae inclusive ja foi isolada a enzima lacase que demonstrou ter um papel

importante na inibi¢ao do virus da hepatite C (El-Fakharany ef al., 2010).

1.6  Meétodos de extracao de compostos bioativos
Na consequeéncia destes estudos ha assim a necessidade de recorrer a métodos de extragao

para extrair e concentrar os compostos provenientes dos cogumelos, assim pode-se avaliar

as suas propriedades biologicas.
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A extrag¢do de compostos bioativos com interesse biologico divide-se geralmente em dois
grandes grupos de extracdo, as técnicas convencionais € nao convencionais. Dentro das
técnicas convencionais existem as extragcdes por macerac¢ao, infusdo, decocc¢ao e ebulicao
sob refluxo. Por outro lado, nas técnicas ndo convencionais temos as extragoes assistidas
por micro-ondas, por ultrassons, extracao com fluido supercritico, liquido pressurizado,
extragdo hidrotrépica e extra¢do assistida por enzimas (Brusotti er al., 2014). Na maior
parte dos casos, as extragdes aquosas por acao da agua quente sdo complementadas com
extragoes com alcoois para que se consiga isolar compostos insoluveis em agua (Gongalves
& Lima, 2011).

Assim, da mesma forma que existem métodos para extrair compostos de plantas e algas,
existem metodologias adaptadas para os cogumelos. Verificando-se muitos métodos
utilizados e adaptados para extrair compostos dos cogumelos (Gongalves & Lima, 2011).
A eficiéncia dos processos de extra¢do culminam na escolha do solvente a usar consoante
os compostos que se pretende extrair. Assim, a polaridade do solvente ¢ uma das
propriedades fundamentais a considerar uma vez que um solvente com uma certa
polaridade ira apenas dissolver eficientemente compostos com a mesma polaridade. Entre
os solventes mais utilizados estdo presentes agua, hexano, metanol, etanol, cloroformio e
acetato de etilo cuja polaridade ja € conhecida. Na Tabela 1.5 apresentam-se os indices de

polaridade e o ponto de ebuli¢ao de alguns dos solventes.

Tabela 1.5: Indice de polaridade (P’) e ponto de ebulicio (°C) de alguns solventes (Adaptado de Mendes,
2012)

Solvente Indice de Polaridade (P’) | Ponto de Ebulicao (°C)
Hexano 0.0 69
Etanol 52 78
Metanol 5.1 65
Cloroférmio 4.1 61
Acetato de etilo 4.4 77
Agua 9.0 100

Impoe-se, assim, a necessidade de combinar abordagens diferentes que permitam retirar o

maximo partido das espécies utilizadas com o objetivo de obter determinado composto

(Gongalves & Lima, 2011).
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1.7  Objetivos

Este estudo teve como principal objetivo avaliar o impacto do tipo de substrato e de
meétodos de extracdo nas propriedades biologicas de extratos de duas espécies de
cogumelos: o P. citrinopileatus var. cornucopiae € o P. salmoneo stramineus. Para tal,
estes cogumelos foram produzidos sob modos de producao diferentes no que diz respeito a
constitui¢do do seu substrato. De modo a alcangar este objetivo, foi necessario estabelecer
objetivos mais especificos: (1) produzir P. citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo
stramineus em modo de produgdo padrao e modo de producao alternativo na presenca de
borras de café; (i1) caracterizar a composi¢ao nutricional dos cogumelos resultantes dos
dois métodos de produgdo; (ii1) aplicar trés métodos diferentes de extra¢ao usando
solventes diferentes ou combinado com enzimas e (iv) analisar a composi¢do dos
diferentes extratos obtidos assim como avaliar as suas atividades prebiotica, antioxidante,

anti-hipertensiva e antidiabética.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Producao de Cogumelos

A produgao dos cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo stramineus
utilizados neste estudo foi realizada nas instalagdes da empresa Bioinvitro, Biotecnologia
Lda. sob as condi¢oes recomendadas para a produ¢ao, nomeadamente com temperatura
compreendida entre os 22 e 24 °C, humidade relativa do ar (HR) de 57 a 59 % e com o
fotoperiodo de 12 horas dia e 12 horas noite.

Para obter os cogumelos, usaram-se sacos produtores com 2 formulagdes: substrato padrao
(I) composto por serrim, palha e graos de cereais e substrato teste (II) suplementado com
borras de café. O substrato padrio € um substrato otimizado para o cultivo de P.
citrinopileatus var. cornucopiae e de P. salmoneo stramineus produzido por uma empresa
especializada (Mycelia, Bélgica).

O substrato teste foi obtido a partir da mistura de substrato padrao com borras de café na
propor¢ao 1:1 (p/p), sendo assim constituido por 50 % de substrato padrao e 50 % de
borras de café. A mistura do substrato teste (inoculac¢ao) foi realizado em condic¢des de
assepsia em camara de fluxo laminar, apos as borras de café serem esterilizadas em
autoclave a 121 °C durante 120 min.

Cada saco produtor de cogumelos pesava 3.5 kg, tendo sido colocados em frutificacao 4
sacos com substrato padrao e 4 sacos com substrato teste para cada espécie de cogumelo,
num total de 16 sacos produtores.

Os sacos, apos inoculagao, foram a incubar numa sala com auséncia de luz, temperatura
entre os 22 e os 25 °C. Este periodo ¢ fundamental para que o fungo cres¢a e o micélio
cubra todo o substrato.

Apos 4 a 5 semanas, apareceram os primordios dos cogumelos que indicam que os sacos
produtores devem ser abertos para que a frutificacdo seja plena. A abertura dos sacos para
as espécies em estudo so ¢€ realizada na fase inicial de frutificacdo, uma vez que o CO,
favorece o crescimento do micélio e o O, a formag¢ao dos primordios e o desenvolvimento
do cogumelo. Nas figuras 2.1 e 2.2 apresentam-se os fluxogramas gerais de producao de P.

salmoneo stramineus e de P. citrinopileatus var. cornucopiae respetivamente.
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O rendimento tedrico total de cada saco produtor € de 25 % do seu peso inicial, distribuido
por 3 frutifica¢des por ciclo de produgao das espécies P. citrinopileatus var. cornucopiae

de P. salmoneo stramineus. No fim do ciclo produtivo, os sacos foram eliminados.

Figura 2.1: Fluxograma de todas as etapas da producao de P. salmoneo stramineus I e II.
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Figura 2.2: Fluxograma de todas as etapas da producdo de P. citrinopileatus var. cornucopiae 1 e IL.

2.2  Desidrata¢ao

Apos a frutificacdao, os cogumelos foram colhidos e de seguida procedeu-se a respetiva
secagem no sentido de reduzir o elevado teor de agua (cerca de 90 % (p/p)) para valores
minimos de modo a concentrar a0 maximo o teor de solidos totais e consequentemente
reduzir a atividade de agua. Este processo visa permitir a sua conserva¢ao e a posterior
preparacao de extratos. Os cogumelos foram colocados de forma dispersa sobre os
tabuleiros forrados com papel de aluminio e com pequenos buracos para ajudar a uma

maior ventilagao equivalente em todo o tabuleiro (Figura 2.3).
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Figura 2.3: Cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae dispersos num tabuleiro de desidratacéo.

Os cogumelos foram pesados antes e apos secagem para determinar o teor de agua perdido
durante a desidratacdo. Posteriormente a desidratagdo, todos os cogumelos foram moidos

para facilitar as suas futuras extragdes recorrendo a um moinho de café (Tabela 2.1).

Tabela 2.1: Percentagem de humidade (%) removida nos cogumelos desidratados

Cogumelos Peso humido Peso seco | Humidade
(kg) (kg) (%, p/p)
P. citrinopileatus var.
. 0.62 0.06 90.32
corntcopiae
P. salmoneo stramineus 1.24 0.22 82.25

2.3  Composicao dos cogumelos

O teor de humidade, matéria organica e cinzas foram determinados em triplicado de acordo
com os métodos AOAC (Official Methods of Analysis of AOAC International). O teor de
proteina foi determinada pelo método adaptado de Kjedahl (US ISSO 5983-1) utilizando
4.38 como fator de conversao e o teor de gordura total foi determinada pelo procedimento
de extracao em Soxhlet. Por fim o teor de agucares totais foi determinado indiretamente

pela subtracao do teor de proteina e de gordura ao conteudo em matéria organica.
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2.4  Preparacao de Extratos

As suas espécies de cogumelos desidratados provenientes dos dois modos de produgado (I e
II) foram extraidas usando trés tipos de extra¢do: extracdo aquosa, extra¢ao aquosa
assistida com a enzima Alcalase (Sigma-Aldrich, EUA) e extracao com solvente organico

(etanol a 70%) de acordo como planeamento listado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Tipos de extragao realizadas as diferentes espécies de cogumelos vs. tipos de substrato (I e II)
usados na produgao

Espécie Tipo de substrato Extraccao

Aquosa

Substrato — padrao (I) Enzimatica (Agua + Alcalase)

Solvente organico: Etanol

Aquosa

Substrato — teste (II) Enzimatica (Agua + Alcalase)

P. citrinopileatus var.
cornucopiae

Solvente organico: Etanol

Aquosa

Substrato — padrao (I) Enzimatica (Agua + Alcalase)

Solvente organico: Etanol

Aquosa

P. salmoneo
stramineus

Substrato — teste (II) Enzimatica (Agua + Alcalase)

Solvente organico: Etanol

2.4.1 Extracao Aquosa

Para a preparacao dos extratos aquosos, 1 g de cogumelo desidratado e moido fo1 colocado
em 50 mL de agua desionizada e colocada num banho termostatizado a 50 °C durante 24h.
De seguida, centrifugou-se mistura a 5000 g durante 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi
filtrado com um filtro de vidro (porosidade 1). O valor de pH dos extratos foi ajustado para
7,0 com HC1 1 M e/ou NaOH IM. Por fim, foram congelados de imediato a -80 °C para
posterior liofiliza¢dao. Foram realizadas sete réplicas desta extragcao que apos a liofilizagao,

foram pesadas e armazenadas em exsicadores a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
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2.4.2 Extracio Enzimatica

A extra¢ao enzimatica foi realizada com 1g de cogumelo desidratado em 50 mL de agua
desionizada e depois de se ajustar as condigdes otimas da enzima especifica (valor de pH =
8.0 e temperatura de 50 °C) foram adicionados 10 mg da enzima Alcalase (endopeptidase
de Bacillus licheniformis, Sigma-Aldrich, EUA). A mistura foi colocada num banho
termostatizado a 50 °C durante 24 h. A atividade enzimatica foi interrompida pela agao do
aquecimento da amostra entre 95 a 100 °C durante 10 min seguido de arrefecimento
imediato em banho de gelo. De seguida, centrifugou-se a mistura a 5000 g durante 10 min
a 4 °C e o sobrenadante foi1 filtrado com um filtro de vidro (porosidade 1). O valor de pH
dos extratos foi ajustado para 7,0 com HCl 1 M e/ou NaOH 1 M. Por fim, os extratos
resultantes foram congelados de imediato a -80 °C para posterior liofilizagao. Foram
realizadas sete réplicas desta extracdo que apos a liofilizagdo, foram pesadas e

armazenadas em exsicadores a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

2.4.3 Extracdo com solvente organico etanol

Esta extracao foi realizada com 5 g de cogumelo desidratado e moido em 45 mL de etanol
a 70 % (v/v). De seguida a mistura foi colocada num banho termostatizado a 25 °C com
uma agitacao de 150 rpm durante 14 h. Apds este periodo a mistura foi centrifugada a 5000
g durante 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi transferido para um balao de fundo redondo
para ser evaporado até a secura num rotavapor. Estas extragoes foram realizadas em
triplicado. Os extratos resultantes foram resuspendidos em 5 mL de agua desionizada e
congeladas de imediato a -80 °C para posterior liofiliza¢do. Os extratos, apos liofilizacao,

foram pesados e armazenados em exsicadores a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

2.5 Determinacao dos acucares totais nos extratos

O teor de agucares totais nos extratos foi determinado de acordo com o método modificado
de (Dubois et al., 1956) recorrendo a uma curva de calibragao (Anexo 6.1) com glucose e
concentragoes de 0, 10, 25, 50, 75, 100 pg/mL. Para cada extrato, foram misturados 400
uL da amostra em triplicado (10 mg/mL), 400 uL de fenol (5 %) e 2 mL de acido sulfiirico

(H2S0O,4) concentrado. Esta mistura foi agitada num vortex durante 1 min e incubada
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durante 30 min a 30 °C. Posteriormente foram realizadas leituras espectrofotométricas num
espectrofotometro UV-Vis (UVmini-1240; Shimadzu, Japan a 490 nm. Todas as medigdes

foram realizadas em triplicado para cada amostra.

2.6 Atividade antidiabética

A atividade antidiabética foi determinada pela inibi¢do da enzima o-glucosidase em placas
de 96 pocos conforme o método descrito por Kwon et al., (2008). A enzima utilizada neste
meétodo foi obtida a partir da levedura Saccharomyces cerevisiae adquirida a Sigma
Chemical Co (St. Louis, EUA). Para tal, foram misturados 50 pL de cada um dos
diferentes extratos em triplicado, a uma concentra¢ao de 10 mg/mL, com 100 pL de
tampao fosfato a 0.1 M (pH 6.9) contendo solu¢dao da enzima a-glucosidase (1.0 U/mL) e
pré-incubados a 25 °C durante 10 min. De seguida foi adicionado a cada pogo da
microplaca 50 puL da solug¢ao p-nitrofenil-a-D-glucopiranosido (5 mM) em tampao fosfato
a 0.1 M (pH 6.9). A mistura foi entdo incubada a 25 °C durante 5 min, a sua absorvancia
foi registada a 405 nm por um fluorometro leitor de microplacas (FLUOstar optima, BMG
Labtech, Offeuburg, Germany) e comparada com o controlo que em vez do extrato levou
50 uL da solugdo tampao na mistura. Para o controlo positivo foi utilizada a acarbose
(Sigma, St. Louis, EUA) numa concentrag¢ao equivalente ao do extrato (10 mg/mL).

A atividade inibidora da o-glucosidase foi expressa em percentagem de inibicdo (%)
(Equagao 2.1):

S Abs —Abs ~
Inibicio (%) = “’“;T;;:mm:m““m Equacéo (2.1)

2.7  Atividade anti-hipertensiva

A atividade inibitoria da angiotensina determinou-se de acordo com o método descrito por
Sentandreu & Toldra (2006) com algumas modificacdes. Na realizagdo do ensaio,
misturaram-se 160 UL do substrato, com 40 pL de cada um dos extratos em triplicado nos
quais se pretendia determinar a atividade inibitoéria da Enzima Conversora da Angiotensina
(ECA) e adicionou-se 2 mU da enzima ECA, dissolvida em glicerol a 50 % e preparada
numa solucao tampao Tris-HCl a 150 mM com 0,1 uM de ZnCl, a pH 8,3 numa

microplaca de poliestireno preta (Nunc, Dinamarca). A rea¢ao foi levada a cabo a 37 °C
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durante 30 min. Mediu-se a fluorescéncia ao fim de 30 min num fluorimetro FluoSTAR
OPTIMA (BMG Labtech, Offenburg, Alemanha), tendo sido o comprimento de onda de
excitacao 350 nm e o de emissao 420 nm. O software utilizado foi Fluostar Control versao
1.32 R2.

A atividade inibitoria da ECA foi calculada como a quantidade de proteina soluvel
necessaria para inibir 50 % da enzima (ICs) (g de proteina/mL). Para ser realizado esse
calculo, fo1 feito um ajuste nao linear dos dados com o software PRISM versao 4.02 para
Windows (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, EUA). A atividade de cada amostra
foi determinada em triplicado para calcular a atividade inibitoria de cada extrato (Equagao

2.2):

(Fcomroﬁo - Fbranco)— (Ffrmostm — F branco da nmosrra) .

% Actividade IACE = 100

Fcontrolo — F branco

Equacgao (2.2)
Em que:

Fcontrolo: Fluorescéncia emitida pelo grupo o-aminobenzoilglicina através da ac¢ao da ECA

sobre o substrato fluorescente Abz-Gly-Phe(NO;)-Pro sem inibidor.
Foranco: Fluorescéncia emitida pelo substrato fluorescente Abz-Gly-Phe(INO,)-Pro.

Famostra: Fluorescéncia emitida pelo grupo o-aminobenzoilglicina através da ac¢ao da ECA

sobre o substrato fluorescente Abz-Gly-Phe(NO,)-Pro na presenca de inibidor.

Firanco amostra: FIUOTEscéncia emitida pelo substrato fluorescente Abz-Gly-Phe(NO,)-Pro na

presenga de inibidor.

O branco recebeu o mesmo tratamento que as amostras, sO que em vez de se adicionar a
enzima, adicionou-se agua destilada, e o controlo positivo foi também submetido ao

mesmo tratamento colocando-se 40 uL de agua destilada em vez da amostra.
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2.8  Atividade prebiotica

2.8.1 Microrganismos

As estirpes utilizadas para avaliar a potencial atividade prebidtica dos diferentes extratos
provenientes das duas espécies de cogumelos obtidos em modos de producdo diferente
(substrato-padrao e substrato-teste) foram Lactobacillus acidophilus Ki, Lactobacillus
casei 1.26, Bifidobacterium animalis Bo e Bifidobacterium lactis BB12. A estirpe de L.
casei 1.26 foi obtida da DSM (Moorebank, NSW, Australia), a estirpe de B. lactis BB12 foi
obtida da Christian Hansen (Dinamarca) e as estirpes de L. acidophilus Ki e de B. animalis
Bo foram previamente isoladas a partir de leite fermentado e obtidas a partir da CSK
(Holanda) ultracongeladas. Estes microrganismos foram reativados e incubados em meio
MRS (Man-Rogosa-Sharpe) (MRS, Biokar Diagnostics, Fran¢a) durante a noite a 37 °C.
Para o cultivo de B. animalis Bo e B. lactis BB12 foi adicionado ao meio MRS 0.5 g/L de
L-cisteina-HCI (Fluka, Suiga), previamente esterilizado através de um filtro 0,22 um, para
reduzir o potencial redox. Apds inoculag¢ao estes meios suplementados foram incubados
numa jarra de anaerobiose contendo um sistema de geracdo de atmosfera anaerobia
(AnaeroGen, Inglaterra). A incubagao de Lactobacillus acidophilus Ki e de Lactobacillus

casei 1.26 foi efetuada sob condi¢des de aerobiose.

2.8.2 Meio de cultura

O meio utilizado para a avaliacao do potencial prebiodtico dos diferentes extratos for MRS
preparado através da mistura de 10 g/L. de peptona (Sigma-Aldrich, EUA), 10 g/L de
extrato de carne (Merck, Alemanha), 5 g/L. de extrato de levedura (Biokar, Diagnostics,
Franca), 1.08 g/L de tween 80 (Merck), 2 g/L de fosfato de di-potassio (Merck), 5 g/L de
acetato de sodio (Merck), 2 g/LL de citrato de amoénio (Sigma-Aldrich), 0.2 g/L. de sulfato
de magnésio (Merck), 0.04 g/L. de sulfato de manganésio (Sigma-Aldrich) e 20 g/LL da
respetiva fonte de carbono. Baseada nesta composi¢do do meio MRS foram preparados
quatro tipos de meio de cultura: (1) MRS sem fonte de carbono (controlo negativo), (i1)
MRS com 2 % (p/v) de glucose, (ii1)) MRS com 2 % (p/v) de Frutooligossacarideo (FOS)
(Orafti® P95; Orafti, Belgium) (controlos positivos) e (iv) MRS com 2 % (p/v) dos

diferentes extratos. A concentracdo a 2 % da fonte carbono foi escolhida com base na
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composicao do meio MRS comercial que contem 2 % (p/v) de glucose. O FOS foi
selecionado com controlo positivo na medida em que ¢ um prebiodtico reconhecido e ja

comercializado.

2.8.3 Selecio dos diferentes extratos por avaliacio do crescimento dos

microrganismos em microplaca

Os diferentes meios de cultura MRS foram inoculados com 2% (v/v) de uma cultura
overnight de Lactobacillus acidophilus K1, de Lactobacillus casei 1.26, de Bifidobacterium
animalis Bo ou de Bifidobacterium lactis BB12 (previamente inoculados e incubados em
meio MRS com 2% (v/v) de glucose). No caso de L. acidophilus Ki e L. casei 1.26 foram
transferidos 300 pL de cada meio de cultura inoculado, em triplicado, para uma microplaca
de 96 pogos (Nunc, Dinamarca), enquanto que para B. animalis Bo e B.lactis BB12 foram
transferidos apenas 250 UL do meio inoculado, em triplicado, e 50 uL de parafina para
garantir as condi¢des anaerobias necessarias. A microplaca foi incubada durante 24 h a 37
°C e programada para medir a absorvancia (Abs) a 660 nm a cada hora (680 Microplate
Reader, Bio-Rad, EUA) usando o programa Microplate Manager 5.2.1 (Bio-Rad). As
diferentes curvas de crescimento que foram determinadas serviram para avaliar quais os
extratos com maior potencial prebidtico e quais 0s microrganismos mais vViavels para mais
tarde se realizar este estudo em macro escala. Adicionalmente procedeu-se a contagem do
numero de células viaveis ao fim de 24 h de incubacdo com o objetivo de se confirmar o
potencial dos diferentes extratos. As contagens foram obtidas em placas de petr1 com
MRS, com ou sem cisteina, incubadas a 37 °C sob anaerobiose ou aerobiose, para as

estirpes de Bifidobacterium e Lactobacillus, respetivamente.

2.8.4 Avaliacao da atividade prebiotica através da determinacio do niimero de
células viaveis dos microrganismos em macro placa e da sua atividade

metabolica

Com o objetivo de se avaliar e confirmar o potencial prebidtico dos extratos selecionados
(Tabela 2.3) procedeu-se a obtencdo das curvas de crescimento B. animalis Bo e L.
acidophilus Ki, as duas estirpes selecionadas para esta segunda parte do estudo do

potencial da atividade prebidtica dos extratos, através da contagem do nimero de células
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viaveis em placas de Petri com MRS. Adicionalmente efetuou-se a avaliagdo da atividade
metabdlica através da medi¢ao do valor de pH e da determinagdo da produgao dos acidos
organicos e consumo dos agucares, através de analise cromatografica por HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) ao longo do tempo.

Para as curvas de crescimento, procedeu-se a inoculagdo de B. anmimalis Bo e de L.
acidophilus Ki (2% (v/v)) em MRS sem fonte de carbono (controlo negativo), com fonte
de carbono: 2% (p/v) de glucose e 2% (p/v) de FOS; e por ultimo com 2% (p/v) dos
diferentes tipos de extratos, em duplicado, a 37 °C sob agitagao ao longo de 48 horas com

os seguintes pontos de amostragem: 0, 4, 6, 8, 10, 12, 24 e 48 horas.

Tabela 2.3: Extratos selecionados para avaliagdo do seu potencial prebiotico através do crescimento de
microrganismos em macroplaca

Cogumelo Producio Extraciao | Microrganismo
_ B. animalis Bo
Etanolica _
Substrato-Padrio (I) L. acidophilus Ki
P. citrinopileatus Aquosa B. animalis Bo
var. cornucopiae ) B. animalis Bo
Etandlica )
Substrato-Teste (II) L. acidophilus Ki

Aquosa B. animalis Bo

B. animalis Bo

Etanolica _
Substrato-Padrio (I) L. acidophilus Ki
P. salmoneo Aquosa B. animalis Bo
stramineus ) B. animalis Bo
Etandlica )
Substrato-Teste (II) L. acidophilus Ki

Aquosa | B. animalis Bo

2.8.5 Analise de acidos organicos e acucares por HPLC

A analise de acidos organicos e agucares por HPLC fo1 efetuada segundo o método
descrito por Zeppa er al., (2001) com algumas modificacdes. De cada meio foram
recolhidas aliquotas de 500 pL as 0, 6, 12, 24 e 48 horas de incubacgao, estas foram
centrifugadas a 18.000 rpm durante 10 min a 4 °C (Universal 32R; Hettich, Alemanha), e
subsequentemente foram retirados 400 puL do sobrenadante e diluidos em 400 pL de acido
sulfirico 13 mM (97%, Merck) e homogeneizados num Ultra-Turrax (T18 Basic; IKA
Works, Inc, EUA).
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As analises foram efetuadas num HPLC constituido por uma bomba LaChrom 1-7100
(Merck-Hitachi, Alemanha), uma coluna de permuta 16nica Aminex HPX-87H,(300 x 7.8
mm) (Bio-Rad), que fo1 mantida a 55 °C (L-7350 Column Oven; LaChrom, Merck-
Hitachi), um detetor de indice de refra¢ao (L-7490 RI Detector; LaChrom, Merck-Hitachi)
para detetar os aguicares e um detetor de ultravioletas (L-7400 UV Detector; LaChrom,
Merck-Hitachi) para detetar acidos organicos a um comprimento de onda de 200 nm. A
fase movel utilizada foi acido sulfurico 13 mM com um fluxo de 0.4 mL/min. O tempo de
corrida foi de 30 min com um volume de injecao de 50 pL. Os dados foram recolhidos por
uma D-700 Interface (LaChrom, Merck-Hitachi) e analisados pelo programa HPLC
System Manager 3.1.1 (Merck-Hitachi). Para cada condi¢ao foram testadas e analisadas

duas amostras, e cada amostra foi injetada em duplicado.

2.1 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos diferentes extratos provenientes dos cogumelos obtidos em
modos de produgio diferentes foi determinada através dos seguintes métodos: ABTS™
(acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)), ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity - Capacidade de absor¢ao de radicais de oxigénio), FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power - Poder redutor férrico) e TPC (Zotal Phenolic Content —

Teor em fenolicos totais).

2.1.1 ABTS"”

Foi determinada a capacidade antioxidante através de medidas espectrofotométricas
utilizando o método do radical catido ABTS™ (acido 2.2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico) de Re ef al., (1999) com algumas alteragcdes. A solug¢do stock de ABTS foi
preparada através da mistura de uma solu¢ao de 7mM de ABTS (0,0384 g de reagente
ABTS a 10 mL de agua ultrapura num gobelé protegido com papel de aluminio) e uma
solucdo de 2,45 nM de persulfato de potassio (adicionar 0,0066 g de K;OsS; a 10 mL de
agua ultrapura num gobelé protegido com papel de aluminio). Esta solu¢ao ficou em
repouso no escuro durante a noite a temperatura ambiente. Posteriormente foram filtrados
5 mL desta solugao-stock para 100 mL de agua ultrapura e de seguida foi ajustada a sua
absorvancia a 734 nm para 0,700 = 0,020. Para cada extrato, foi misturado 1 mL da
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solugdo ABTS™ com 20 uL de extrato e transferidos para uma microplaca de 96 pogos (em
triplicado). O tampao fosfato (PBS) 0,075 M a pH 7.4 fo1 utilizado como branco neste
meétodo. A curva de calibragao (Anexo 6.2) foi determinada usando concentrag¢des de 35.5;
13,75; 27.5; 55; 82,5 e 110 pg/mL Equivalente Acido Ascérbico (EAA) /g de extrato

liofilizado pesado.

2.1.2 ORAC

O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) (Davalos et al., 2004) foi
utilizado com algumas alteracoes, onde a fluoresceina foi utilizada como sonda
fluorescente e a reagao foi realizada num tampao fosfato (pH 7.4).

Preparou-se a microplaca preta com 25 pL das amostras/padrdes e adicionou-se 150 pL de
fluoresceina a todos os pogos e deixou-se a incubar durante 30 min. Apos este periodo de
incubacao adicionou-se 25 pL de Cloreto de 2,2'-Azobisisobutiramidinio (AAPH) (40,0
g/L) a todos os pogos na auséncia de luz, uma vez que esta ¢ degradada pela presenca de
luz, e a placa ficou a incubar tendo sido realizadas medi¢des subsequentes de 5 em 5 min.
Estas medicoes foram feitas num leitor de microplacas (Synergy HT W/TRF Multi Mode
Microplate Reader; BioTek Instruments, EUA) a 37 ° C. A fluorescéncia de cada pogo foi
medida durante 100 min e com uma definicio de sensibilidade de 60, um filtro de
excitacao a 485 nm e o filtro de emissdo a 528 nm. Os valores ORAC foram calculados
usando o programa Gen5 2.0 (BioTek Instruments). Todas as amostras foram avaliadas em
triplicado e comparadas com a curva de calibracdo (Anexo 6.3) para a qual foram
utilizadas concentragoes de 12.5; 25; 50; 75 e 100 uM/L Equivalente Trolox (ET) / g de

extrato liofilizado pesado.

2.1.3 FRAP

Este método de acordo com Smolskaité er al., (2015) com algumas modificagoes € baseado
na reduciio do Fe** para a sua forma de Fe** (que apresenta cor azul). Os resultados foram
expressos em IM EAA / g de cogumelo desidratado. O reagente FRAP fo1 preparado com
tampao acetato (3.6 pH), 10 mM de solug¢ao de 2,4,6-Tripiridil-s-Triazina TPTZ em 40
mM HCI e 20 mM de Ferro (III) e solugdo de cloreto nas propor¢des de 10:1:1 (v/v)

respetivamente. Este reagente foi preparado diariamente e aquecido a 37 °C num banho
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antes da sua utiliza¢ao. De seguida foram adicionados 20 pL das amostras (em forma de
extrato) a 180 puL do reagente FRAP, no caso da amostra branco foram adicionados 20 pL
de agua desionizada na vez do extrato. Apdés 4 minutos de reacdo as absorvancias das
amostras foram lidas a 593 nm. Todas as amostras foram avaliadas em triplicado e
comparadas com a curva de calibracio (Anexo 6.4) para a qual foram utilizadas

concentragoes de 5, 10, 20, 50, 75 e 100 pM/L EAA / g de extrato liofilizado pesado.

2.14 TPC

O teor de compostos fenolicos totais foi medido com o reagente Folin-Ciocalteu de acordo
com o descrito por Smolskaité et al., (2015). Para tal, foram misturados 25 pL da amostra
com 25 pL do reagente Folin-Ciocalteu (diluido 10 x) e com 100 pL de Na,COs (7.5 %) e
75 nL de agua destilada em microplaca. De seguida, a microplaca foi inserida no leitor e
incubada durante 90 min. a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apos este periodo
de tempo, foram realizadas leituras de absorvancia a 765 nm. Todas as leituras foram
realizadas em triplicado para cada amostra. A curva de calibracao (Anexo 6.5) foi
determinada usando concentracdes de 5.5; 13,75; 27.5; 55; 82,5 e 110 pg/mL EAA /g de

extrato liofilizado pesado.

2.2 Analise Estatistica

Os resultados das varias analises em cada ponto de amostragem sao apresentados sob a
forma de média e respetivo desvio padrao de réplicas verdadeiras.

Foi realizada a analise de variancia com um fator (one-way ANOVA), com efeitos fixos,
em associag¢ao com o teste Tukey com um intervalo de confianca a 95% entre as diferencas
em grupos de amostras para os diferentes tipos de extracao.

Todos os testes foram realizados com um nivel de significancia de 5%, e utilizando o

software SPSS (v 23,0, da SPSS, Chicago, IL, EU.A)).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Substratos

A suplementacao do substrato padrao de cogumelos com borras de café teve como objetivo
avaliar o seu potencial como matéria-prima para substratos produtores de cogumelos, uma
vez que ¢ um residuo com impacto ambiental devido ao consumo elevado de café a nivel
mundial (Fan ef al., 2002). Por outro lado, aferir sobre a influéncia das borras de café nas
propriedades biologicas dos cogumelos e extrato de cogumelos.

Nas figuras 3.1 e 3.2 apresenta-se o aspeto dos sacos de substrato (I e II respetivamente)
que foram usados na producdo dos cogumelos das espécies de P. cifrinopileatus var.

cornucopiae e de P. salmoneo stramineus.

Substrato Substrato
P. citrinopileatus var. .
3 P. salmoneo stramineus
cornucopiae

Figura 3.1: Sacos com substrato padrao para a producgao de cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae I e
P. salmoneo stramineus 1.

Substrato padrio ~ borras de café Substrato Teste

Figura 3.2: Sacos com substrato alternativo, designado por substrato teste, para a producéo de cogumelos P.
citrinopileatus var. cornucopiae 11 e P. salmoneo stramineus I1.

Um dos aspetos fundamentais na produ¢do de cogumelos esta relacionada com o tipo de

embalagem a utilizar (recipiente de produg¢do), uma vez que a mesma deve permitir trocas

29



gasosas de dioxido de carbono e oxigénio garantindo uma taxa de respira¢cao adequada ao
fungo, evitar a entrada de contaminantes e manter os niveis de humidade no substrato. As
embalagens devem ser resistentes ao calor, ao frio e a choques mecanicos, para que possam
ser manuseados sem risco de rasgar durante o processo de esteriliza¢ao. A composi¢ao dos
sacos, por norma, ¢ de polipropileno e devem ser transparentes de modo a possibilitar a
visualizagdo do crescimento do micélio no substrato e identificar qualquer contaminacao

ou degradagao do substrato.

3.2  Producao e composicio

Na figura 3.3 apresentam-se as fotografias da producdo dos cogumelos de P.
citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo stramineus obtidos nos dois tipos

substratos: padrao (I) e teste (II).

P. citrinopileatus var.
cornucopiae

P. salmoneo stramineus

Figura 3.3: Fotografias de cogumelos de P. citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo stramineus
produzidos em substrato padrao (I) e em substrato teste (II).

O aspeto morfologico dos cogumelos de P. citrinopileatus var. cornucopiae produzidos
nos dois substratos nao diferiu muito, ao contrario do que se observou nos cogumelos de P.
salmoneo stramineus. Pelo que se pode constatar que a presenga de borras de café no
substrato II parece ter influenciado o processo de frutificacdo dando origem a cogumelos
com caracteristicas morfologicas alteradas influenciado a produgao tipica de P. salmoneo

stramineuis.
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A partir das pesagens dos cogumelos obtidos em cada frutificacao fo1 possivel construir a
tabela 3.1. Pode-se verificar que o rendimento da produgao de cogumelos na espécie P.
citrinopileatus var. cornucopiae nao apresentou diferencas consideraveis, sendo até
ligeiramente superior ao rendimento tedrico (25% do peso total do substrato — 875 g de
cogumelos) (Mycelia, 2015). No entanto, para os cogumelos da espécie P. salmoneo
stramineus verificou-se uma redu¢do de 86% do rendimento tedrico esperado, indicando
mais uma vez que as borras de café influenciaram o desenvolvimento e crescimento do

cogumelo desta espécie.

Tabela 3.1: Rendimento (%) e peso (g) da producdo dos cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae e em
P. salmoneo stramineus produzidos em substrato padrao (I) e em substrato teste (II)

Cogumelos Producdo | Peso (g) [ Rendimento (%)
i 880 100.0
P. citrinopileatus Controlo
var. cornucopiae | oo 877 99.7
| Controlo | 874 99.3
P. salmoneo
stramineus Teste 128 14,3

Para verificacdo da presenca de cafeina foram efetuadas analises aos substratos e aos
cogumelos produzidos, apresentando-se os resultados obtidos na tabela 3.2. Estas analises
foram efetuadas por uma empresa contratada para o efeito, as amostras foram enviadas

apenas com codigos e sem conhecimento das designagoes e respetiva correspondéncia.

Tabela 3.2: Presenca de cafeina (%) nos substratos (I e II) e respetivos cogumelos P. citrinopileatus
var. cornucopiae e P. salimoneo stramineus

~ | Cafeina - Substrato | Cafeina - Cogumelo
Cogumelos Producio (%) (%)
. <0,005 <0,005
P. citrinopileatus Controlo
var. cornucopiae | .o 0,11 0,08
Controlo <0,005 <0,005
P. salmoneo
stramineiis Teste 0,07 0,06

Dos resultados obtidos, verifica-se que de facto o substrato padrdo ndo continha cafeina
assim como os cogumelos colhidos desses substratos. Do mesmo modo, verifica-se que os

substratos teste continham cafeina assim como os cogumelos produzidos a partir dos
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mesmos. Sendo a diferenca de teor de cafeina entre os substratos e os cogumelos minima,
embora ligeiramente maior na espécie de P. cifrinopileatus var. cornucopiae. De referir
que as analises ao teor de cafeina foram efetuadas aos substratos esterilizados. No entanto,
da analise dos resultados pode-se afirmar que a espécie P. salmoneo stramineus podera ser
mais sensivel a substratos com borras de café, uma vez que apresentaram morfologia
diferente e baixo rendimento produtivo. Em 2003, foi realizado um estudo por Salmones et
al. com o objetivo de comparar o cultivo de diferentes espécies de Pleurotus sp. em
substratos em palhas de trigo e substratos com polpa de café. As espécies estudadas foram
Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius e Pleurotus djamor. Os resultados obtidos
sugerem que nas espécies de Pleurotus sp. a capacidade das espécies crescerem em novos
substratos esta relacionado com a atividade metabdlica durante o desenvolvimento inicial
do micélio e da capacidade da espécie em utilizar os nutrientes disponiveis no substrato,
alguns dos quais sao indispensaveis para a morfogénese dos carpoforos (cogumelos). Este
estudo demonstrou também que as espécies cultivadas em substratos de palha de trigo
apresentam maior atividade biologica do que as cultivadas em substratos com polpa de
café, os resultados obtidos sugerem que a complexa composi¢ao quimica da polpa de café
impede uma conversao eficiente pelo micélio. Neste estudo, foi também verificado que o
teor de cafeina nos substratos de polpa de café decresceu durante o ciclo de producao,
principalmente na fase de frutificacdo durante o desenvolvimento dos cogumelos,
atingindo redugoes superiores a 50%. Esta reducao foi porque a cafeina degradou-se
durante o processo, mas porque passa para o cogumelo devido ao tipo de alimentacdo dos
fungos — absor¢ao, uma vez que os cogumelos analisados apresentavam teores de cafeina
entre 0,17 e 0,22 %. Estes resultados estao de acordo com outros estudos realizados em
especies de Pleurotus (0,20 e 0,25 %) (Fan ef al., 2003). Na tabela 3.2 verifica-se que as %
de cafeina nos cogumelos produzidos em borras de café sao proximos das % de cafeina dos
substratos, o que em certa medida revela a passagem da cafeina do substrato para o
cogumelo (Fan ef al., 2003; Salmones ef al., 2005). Estes trabalhos demonstraram que as
espécies de Pleurotus nao tém capacidade de degradar a cafeina mas de a acumular. A
diferenca do teor de cafeina que se encontra entre os trabalhos de Fan er al. (2003) e
Salmones er al. (2005) e os obtidos (0,08 e 0,06 %) pode estar relacionada com dois
fatores, a composic¢ao do substrato teste, uma vez que apenas apresenta 50% de borras de

café, e o tempo de esterilizacao ser diferente. Nos trabalhos referidos, os substratos eram
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compostos apenas por polpa de café, no entanto, Fan ef al., (2003) pasteurizaram os
substratos a 70°C durante 15 minutos, enquanto que Salmones er al., (2005) esterilizaram
os substratos a 121°C durante 60 minutos. Ou seja, o tipo de tratamento para eliminagao de
microrganismos contaminantes nos substratos para produ¢dao de cogumelos parece ter
influéncia no teor de cafeina, uma vez que as condigdes de esterilizagao deste trabalho
foram de 121 °C durante 120 minutos: 0,20 — 0,25; 0,17 — 0,22 e 0,08 — 0,06 %,
respetivamente. Por 1sso, torna-se necessario investigar se a capacidade de acumular a
cafeina nos cogumelos € transversal ou se existe grupos mais restritos, quais as implicagoes
na qualidade nutricional dos cogumelos e possiveis efeitos no consumidor.

As borras de café sao de facto uma matéria-prima com custos muito baixos e com impacto
ambiental, no entanto, é necessario avaliar os efeitos da pasteurizagao ou da esterilizagao
dos substratos no teor de cafeina e redimensionar o delineamento experimental deste
trabalho para que se possa avaliar a evolugao da cafeina em todo o ciclo de producao.
Outros estudos demonstraram a capacidade bio-acumuladora de diversos nutrientes em
diferentes cogumelos saprofitas e silvestres, constituindo um importante papel na teoria de
que os cogumelos poderao serem suplementos alimentares em populagdes com dieta
alimentar a base de cereais, mas podera ser problematico se na composi¢ao dos substratos
existirem nutrientes nocivos ou com efeitos menos positivos para os humanos (Kalac,
2009; Mallikarjuna ef al., 2013).

O estudo de Salmones er al, (2005) revelou ainda que a espécie Pleurotus djamor em
substratos com polpa de café apresentou baixos rendimentos quando comparado com as
outras espécies de Pleurotus em estudo. Deste modo, os resultados obtidos no presente
trabalho sdao semelhantes, embora no estudo de Salmones er al, (2005) nao haja uma
referéncia direta a morfologia do cogumelo, mas referem que o numero de colheitas e o
peso dos cogumelos foi metade do obtido em palhas de trigo.

Na bibliografia consultada nao existe informag¢oes sobre a produgao da espécie Pleurotus
citrinopileatus var. cornucopiae em borras de café ou em polpa de café. No entanto,
podera existir algum paralelismo com os resultados obtidos por Fan er al, (2003) e
Salmones ef al., (2005) com o Pleurotus ostreatus, dado que a produ¢do e o
comportamento fisiologico sao semelhantes nestas duas espécies. Da mesma forma, em
trabalhos futuros devera ser estuda a evolu¢ao do teor de cafeina e de outros nutrientes nos

ciclos de produgdo dos cogumelos, inclusive proceder-se a andlise e comparacdo de
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substratos com borras de café que sdo comercializados das espécies Pleurotus ostreatus, P.
citrinopileatus var. cornucopiae e Pleurotus djamor.

A composi¢ao em matéria organica (% p/p), proteina (% p/p), gordura (% p/p) e aglicares
(% p/p) determinada em P. citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo stramineus
produzidos em substrato padrao (I) e em substrato teste (II) podem ser observados na
Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Composicdo em matéria organica (%), proteina (%), gordura (%) e acucares (%) determinada em

P. citrinopileatus var. cornucopiae ¢ em P. salmoneo stramineus produzidos em substrato padrdo (I) e em
substrato teste (IT)

‘ ~ Matéria f o (0 , o

Cogumelos Producio Organica (%) Proteina (%) | Gordura (%) | Acticares (%)
P citrinoni Controlo | 93:4%£0.1 235+1.1 2,0+0,0 679+1.,0

. citrinopileatus
var. cornucopiae Teste 92.5+0,2 24.1+£2.6 25+03 65.9+28
| Controlo | 20:5£0.1 32.8+04 2,1+0,6 55,6+0.1
P. salmoneo

straminetis Teste 91,5+ 0,0 2744105 2.1+04 62,1£09

Embora a composi¢do dos cogumelos das duas espécies nao difiram muito entre si,
observou-se algumas diferencas que devem ser destacas. Os cogumelos de P.
citrinopileatus var. cornucopiae possuem maior teor de aguicares, menor teor proteico e um
teor de gordura variavel em compara¢ao com os cogumelos P. salmoneo stramineus. O
tipo de substrato teve a partida efeito variavel na composi¢ao dos cogumelos das duas
espécies de acordo com os resultados obtidos. Nos cogumelos P. citrinopileatus var.
cornucopiae resultou numa pequena redugao de teor de aglicares € num aumento do teor de
proteina e de gordura. Nos cogumelos P. salmoneo stramineus, observou-se um efeito
oposto no que respeita ao teor de aguicares e de proteina, nao se observando alteragao do
teor de gordura. Deste modo, verifica-se um efeito variavel na composi¢ao do cogumelo de
acordo com o tipo de substrato. No entanto, para se confirmar este efeito sera necessario no
futuro proceder a mais bateladas de producdo com a respetiva determinagdo da sua
composicao.

No trabalho realizado por Khan ef al., (2013), foram estudados 6 tipos de substrato para a
produgdo de cogumelos da espécie Pleurotus (flabellatus) djamor tendo revelado que os
diversos parametros em estudo, proteina, gordura, cinzas, fibras, matéria seca e humidade,

diferiam conforme o tipo de substrato tendo sido obtido um valor maximo de proteina de
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21,89 % em cogumelos produzidos em substratos de algodao, valor inferior ao obtido neste
estudo (32,8%). Os valores de teor proteico aproximam-se mais do trabalho realizado por
Rodrigues e al., (2015) em que o teor proteico € de 26,6 % em P. salmoneo stramineius €
23.8% para P. citrinopileatus var. cornucopiae. A diferenca no teor proteico ¢ resultado
direto do tipo de substrato (Khan ef a/., 2013) mas também podera ser influenciada pela
estirpe do fungo (Rodrigues ef al., 2015). No que diz respeito, aos aglicares nos cogumelos,
no trabalho realizado por Rodrigues ef al. (2015), os valores obtidos sdo superiores (55,6 -
67,9 %) aos obtidos por Rodrigues er al. (2015) para os cogumelos de P. salmoneo
stramineus € P. citrinopileatus var. cornucopiae indicando que as borras de café como
matéria-prima influenciam o teor de aglcares nos cogumelos produzidos. O teor de
gordura embora seja mais baixo nos resultados obtidos neste trabalho (2,0 - 2,5 %) sao
muito semelhantes aos obtidos por Rodrigues ef al., (2015) (2,3 - 3,5 %). No entanto, em
comparag¢ao com o trabalho efetuado por Khan e al, (2013) (0,80 %), o teor de gordura ¢
muito superior, tal facto pode dever-se a estirpe, aos tipos de substrato usados e ao método
de extracdo. Em ambas as espécies P. citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo
stramineus, o teor de matéria organica obtidos (90,5 - 93.4 %) ¢ superior aos obtidos por
Rodrigues et al.,, (2015) (81,63 - 82,03 %). Nao tendo sido encontrado na bibliografia
consultada outras referéncias, as diferencas existentes poderao ser devidas as condi¢des de
cultivo, quantidade e qualidade da luz, trocas gasosas, humidade relativa do ar e

temperatura (Ferrador, 2015).

3.3  Extracao
Apos a produgao e secagem dos respetivos cogumelos, procedeu-se aos diferentes tipos de

extragdo. Na figura 3.4 encontram-se os valores de rendimento (p/p) obtido em cada tipo

de extragao para os diferentes cogumelos produzidos nos dois tipos de substratos (I e II).
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Figura 3.4: Rendimentos (%, p/p) da extracio aquosa, enzimatica com Alcalase e etandlica de P.
citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo stramineus produzidos em substrato padrao (I) e em substrato
teste (I[); Para cada tipo extracdo, valores com a mesma letra subscrita ndo demonstram diferenca
significativa (p<0,05).

De acordo com os valores de rendimento obtidos verifica-se que as extragdes aquosas e
enzimaticas foram as mais eficientes com valores de rendimento entre 57 e 66% nao
diferindo de forma significativa (p>0.05) entre os extratos aquosos obtidos de diferentes
cogumelos e diferentes substratos. A extracdo etanolica mostrou-se a menos eficiente,
tendo-se obtido valores de rendimento entre 24 e 31 %. Neste tipo de extragao observou-se
que o rendimento fo1 significativamente (p<0.05) mais elevado nos extratos de cogumelos
P. salmoneo stramineus produzidos em substrato padrao (I), ao contrario do observado
com cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae. Nestes ultimos, o rendimento mais
elevado fo1 registado nos extratos de cogumelos produzidos no substrato teste com borras
de café (II). Na extracdo enzimatica e etanolica verificaram-se diferencas significativas de
rendimento (p<0.05) entre os diferentes tipos de cogumelos e tipos de substratos.

Os rendimentos das extra¢des aquosas (60 - 67 %) e etanolicas (25 - 32 %) dos cogumelos
P. citrinopileatus var. cornucopiae foram mais elevadas do que as publicadas por Lee et

al., (2007) em que o rendimento para extratos aquosos obtidos com agua fria fo1 52 %,
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para agua quente foi 41 % e para extratos etandlicos foi 20 %, nos cogumelos P.
citrinopileatus var. cornucopiae produzidos em substrato padrao.

O teor de agucares total em cada extrato foi avaliado e os respetivos valores encontram-se
na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Médias e desvio-padrdo dos agucares totais (ug/mg de extrato) determinados nos diferentes tipos

de extratos em P. citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo stramineus produzidos em substrato padrao
(I) e em substrato teste (IT)

Cogumelo Substrato Acucares Totais. ( u’g{’mg de extrffc?ro)

Aquosa |Enzimatica| Etandlica

var. cornucopiae Teste (II) 109 + 3 75+ 4° 365+ 9"

P salmoneo Controlo () | 79+1° 57 +2° 233 +12°

stramineus Teste (II) 87 +5° 51+3° 191 +9¢

Nota: Para cada tipo de extra¢io, valores com a mesma letra subscrita ndo
demonstram diferenca significativa (p<0.,05)

Como se pode verificar, o teor de acticares totais € mais elevado nos extratos etandlicos,
diminuindo nos extratos aquosos e nos enzimaticos, respetivamente. Os valores mais
elevados nos extratos obtidos pela extracdao etanolica eram expectaveis uma vez que este
tipo de extragdo € um passo comum aos procedimentos de extra¢do e purificacdo de
polissacarideos (Vaz ef al., 2011; Barros et al., 2007). A precipitacio com etanol, de
grandes moléculas com carga negativa a partir de solu¢do aquosa ¢ um procedimento
bioquimico comum para polissacarideos. O teor de aglicares nos extratos aquosos foi mais
elevado nos cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae do que em P. salmoneo
stramineus verificando-se diferencas significativas (p<0.05), nao se verificando no entanto
diferencas significativas para os dois tipos de substratos (I e II) (p>0.05). Na extragao
enzimatica, o teor de agucares foi mais elevado em cogumelos P. cifrinopileatus var.
cornucopiae do que em P. salmoneo stramineus verificando-se diferencas significativas
(p<0.05), entre substratos apenas nos cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae.

No geral, valores mais elevados e estatisticamente significativos foram obtidos nos extratos
dos cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae do que nos extratos de P. salmoneo
stramineus.

O tipo de substrato revelou novamente um efeito com repercussdes variaveis. No geral, os
extratos de cogumelos produzidos com substrato teste possuem menor teor de aglicares

(Tabela 3.4) exceto nos extratos etanolicos de P. cifrinopileatus var. cornucopiae € nos
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extratos aquosos de P. salmoneo stramineus. Nos extratos etanolicos de P. citrinopileatus
var. cornucopiae Il registou-se o valor de agucares total mais elevado (365 =+ 9) o que pode
indicar que as borras de café tenham tido uma influéncia positiva no teor de
polissacarideos dos extratos mas que nao se repercutiu no teor de agticar nos cogumelos
(Tabela 3.3).

Tendo em conta os resultados de rendimento de extracdo, poder-se-a afirmar que a
extragdo etanolica ndo ¢ a mais vantajosa, mas se o objetivo passar por se obter extratos
mais ricos em polissacarideos sem duvida que as extra¢des aquosas e enzimaticas sao as

menos favoraveis.

34 Atividade antidiabética

Com o objetivo de se avaliar o potencial inibidor da enzima a-glucosidase dos diferentes
tipos de extratos procedeu-se a sua compara¢do com um controlo positivo (acarbose,
utilizado como farmaco para reduzir os niveis de glucose). No geral, a atividade inibidora
de a-glucosidase foi menor em todos os extratos (Figura 3.5) em compara¢ao com o da

acarbose que foi de aproximadamente de 89 %.
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Figura 3.5: Inibicdo (%) da u-glucosidase determinada em P. cifrinopileatus var. cornuicopiae e P. salmoneo
stramineus produzidos em substrato padrdo (I) e em substrato teste (II); Para cada tipo extracdo. valores com
a mesma letra subscrita ndo demonstram diferenca significativa (p<0,05).

38



De acordo com os resultados obtidos, a atividade antidiabética fo1 muito variavel entre os
diferentes extratos, espécie de cogumelo e tipo de substrato usado na sua producdo. Os
extratos que demonstraram menor potencial foram os extratos etanolicos evidenciando que
um teor elevado de polissacarideos nao sera o fator principal na atividade inibidora da
enzima o-glucosidase.

Poder-se-a dizer de uma forma geral que os extratos enzimaticos, e em particular o extrato
enzimatico dos cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae, produzidos no substrato
padrao (I), demonstraram ser os que possuiam maior potencial antidiabético. Em termos de
espeécie de cogumelo, valores mais elevados foram obtidos com P. citrinopileatus var.
cornucopiae nomeadamente nos extratos aquosos e no enzimatico obtido de cogumelos
produzido com substrato padrdo (I). No que respeita ao tipo de substrato usado na
produgdo, verificou-se no geral que os extratos de cogumelos P. citrinopileatus var.
cornucopiae produzidos em substrato padrao apresentaram valores mais elevados. O
oposto foi observado para os extratos P. salmoneo stramineus com o substrato teste (II).
Tendo em conta a variabilidade observada ¢ dificil estabelecer um critério sobre qual a
melhor combinacdo de fatores, no entanto o valor mais elevado e estatisticamente
significativo foi o obtido no extrato enzimatico de P. citrinopileatus var. cornucopiae
produzidos em substrato padrao (I) em comparag¢ao com os restantes.

Pode-se afirmar que os diferentes extratos resultantes das diferentes espécies de cogumelos
(P. citrinopileatus var. cornucopiae e P. stramineus salmoneo) produzidos em substratos
diferentes (I e II) possuem um potencial antidiabético relativamente reduzido em
comparagdo a acarbose. Estes resultados contrariam resultados publicados por Khan &
Tania, 2012 em ensaios in vivo. De acordo com estes autores os extratos aquosos de
cogumelos Pleurotus sp. demonstraram-se promissores nesta atividade uma vez que a sua
administracao em ratos promoveu a redugao de niveis de glucose no sangue (16 - 23 %),).
No entanto face ao potencial antidiabético observado nos extratos estudados, mais estudos
deverdao ser efetuados com as espécies estudadas e nao so, envolvendo outros tipos de
ensaio para se determinar que espécies de Pleurotus sp. possuem maior potencial
antidiabético, otimizando a sua extra¢do e analisando quais os compostos que sao

responsaveis por esta mesma atividade.
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3.5  Atividade anti-hipertensiva

Os resultados obtidos para a determinacdao da ICsp - concentracdo de proteina (extrato
peptidico), em pg/mL, que inibe 50 % da atividade da ECA obtida nos diferentes extratos

encontram-se descritos na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Valores de IC5, (ug/mL) determinados em P. cifrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo
stramineus e nos seus diferentes extratos e modos de producéo (I e II)

Espécie dsllj;lszgigo Extracdo | ICso (ug/mL) | Atividade
Aquosa 123.3 Boa

Padrao (I) | Enzimatica 178,1 Intermédia

P. citrinopileatus Etanolica - -
var. cornucopiae Aquosa 276.0 Intermeédia
Teste (I) | Enzimatica 2432 Intermédia

Etanolica - -

Aquosa - -

Padrao (I) | Enzimatica - -

P. salmoneo Etanolica - -

stramineus Aquosa - -

Teste (I) | Enzimatica - -

Etanolica - -

*_: Nao foi detetada atividade

Os péptidos anti-hipertensivos identificados ou aplicados em alimentos, demonstram que
valores de ICso menor do que 50 sdo indicadores de excelente atividade anti-hipertensiva,
valores entre 50 e 150 sdo por sua vez indicadores de uma atividade considerada boa
enquanto valores entre 150 e 400 sdo indicadores de uma atividade intermédia e superiores
a 400 de uma baixa atividade.

Da analise dos resultados obtidos na Tabela 3.5, podemos verificar que somente os extratos
aquosos e enzimaticos obtidos de P. citrinopileatus var. cornucopiae possuem potencial
anti-hipertensivo. Esta observa¢ao demonstra que a atividade da enzima Alcalase durante a
extragdo ndo se repercutiu a partida num maior teor de péptidos anti-hipertensivos em
cogumelos P. salmoneo stramineus, apesar do seu teor mais elevado de proteina (Tabela
3.3).

Nos extratos com atividade anti-hipertensiva, esta oscilou entre uma boa atividade
(50<IC5¢<150) para o extrato aquoso de P. citrinopileatus var. cornucopiae produzidos em

substrato padrao e uma atividade intermédia (150<IC5y<400) para os restantes extratos. Os
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extratos de cogumelos produzidos com substrato padrao apresentaram um maior potencial
anti-hipertensivo do que os produzidos pelo substrato teste com borras de café.

De acordo com a literatura (Khan & Tania, 2012), estes resultados vao de acordo com os
publicados para cogumelos Pleurotus sp. uma vez que a administragdo de 6 % de extrato
aquoso de cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae e de P. nebrodensis resultou
numa redu¢do da pressdo sanguinea em ratos. Tendo em considera¢ao os resultados
obtidos, poder-se-a afirmar que os extratos aquosos ou enzimaticos (Alcalase) de
cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae produzidos em substrato padrao sao os que
evidenciam maior potencial anti-hipertensivo provavelmente pela presenca de possiveis
péptidos nos extratos, cuja concentracao nao parece ter sido afetada pela acdo da enzima
Alcalase durante o processo de extragao .

O fator que leva a que os cogumelos sejam considerados como anti hipertensores esta
relacionado com a composi¢ao dos minerais, baixa concentra¢do em sodio e elevada
concentracdo de potassio (Guillamoén er al, 2010). De facto o Pleurotus djamor (P.
salmoneo stramineus) deveria apresentar atividade anti-hipertensiva uma vez que apresenta
uma concentra¢do elevada de potassio (3634 mg/100 g) e baixa concentra¢do em sédio
(61,6 mg/100 g) (Mallikarjuna et al., 2013). Os resultados obtidos podem estar
relacionados com possiveis efeitos da composicdo quimica das borras de café nos
nutrientes habitualmente presentes, como acontece com a polpa de café (Salmones ef al.,

2005).
3.6  Atividade prebiotica

3.6.1 Selecao dos extratos com maior potencial prebidtico

A selecao dos extratos com maior potencial prebiotico foi realizada recorrendo a analise de
curvas de crescimento de quatro estirpes probioticas (L. casei 126, L. acidophilus Ki, B.
animalis Bo e B. lactis Bb12) realizadas em microplaca com meios suplementados com os
diferentes extratos em estudo (Figuras 3.6 - 3.9). Da analise das curvas de crescimento de
L. casei 1.26, L. acidophilus Ki e B. animalis Bo (Figuras 3.6a-c - 3.8a-c, respetivamente)
observou-se que os extratos etanolicos das duas espécies de cogumelos produzidas nos dois
tipos de substratos revelaram um maior potencial prebiotico. A presenca destes extratos

etandlicos no meio MRS, enquanto fonte de carbono, originou valores mais elevados de
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absorvancia e mais proximos dos meios de cultura controlos positivos (MRS com glucose
e FOS) ao longo de 24 h de incubagao. Os niimeros de células viaveis registados ao fim de
24h de incubacao nos diferentes meios (Figuras 3.6d-3.8d) estdo de acordo com as
tendéncias observadas nas curvas de crescimento para o mesmo tempo de incubagio;
numeros de células viaveis acima dos 9 log ufc/mL foram registados pelas trés estirpes
probiodticas incubadas nos meios contendo os extratos etanolicos.

O maior potencial prebidtico observado com os extratos etanolicos dever-se-a certamente
ao seu elevado teor de aguicares totais em comparacao com os valores registados para os
extratos aquosos e enzimaticos. De realgar que o teor de acticares nos extratos etanolicos
foi, em média, superior em 4 vezes em relagcdo aos extratos enzimaticos e 2.5-2.6 vezes em
relacdo aos exftratos aquosos, independentemente da espécie de cogumelo e tipo de

substrato usado na producao (Tabela 3.4).
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P. citrinopileatus var. cornmicopiae (--M--;--[1--) e de P. salmoneo stramineus (-- & --;--/\--) produzidos em substrato padréo (I) (--M--;-- A--) ou em substrato teste (IT) (--CJ--
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Figura 3.8: Curvas de crescimento em MRS com (--O--) e sem (--@®--) glucose, com FOS ( ) e com os diferentes extratos (a) aquosos, (b) enzimaticos e (c) etandlicos de
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:--/A\--) e (d) respetivos nameros de células viaveis (Log ufc/mL) de Bifidobacterium animalis Bo apos 24h de incubacéo a 37 °C.
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No que diz respeito as curvas de crescimento de B. /actis Bbl2 (Figura 3.9a-c), valores
reduzidos de absorvancia foram observados em todos os meios suplementados com os
diferentes extratos sob analise ao longo de 24h de incubag¢do. Adicionalmente, apesar dos
valores mais elevados de absorvancia nos controlos positivos, estes também se revelaram
inferiores ao esperado e estdo correlacionados com os valores baixos de lof ufc/mL (Figura

3.9d). Pelo que se presume que algum problema possa ter ocorrido nomeadamente com a
viabilidade de B. lactis Bb12.
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Figura 3.9: Curvas de crescimento em MRS com (--O--) e sem (--@®--) glucose, com FOS (

) e com os diferentes extratos (a) aquosos, (b) enzimaticos e (c) etandlicos de

P. citrinopileatus var. cornmicopiae (--M--;--[1--) e de P. salmoneo stramineus (-- & --;--/\--) produzidos em substrato padréo (I) (--M--;-- A--) ou em substrato teste (IT) (--CJ--

:--/A\--) e (d) respetivos numeros de células viaveis (Log ufc/mL) de Bifidobacterium lactis BB12

apds 24h de incubacdo a 37 °C.
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Tendo em conta os resultados obtidos em microplaca e com a objetivo de se confirmar o
efeito prebidtico em macro escala (contagens em placa de petri), selecionaram-se dois

microrganismos e dois tipos de extratos de acordo com os seguintes principios:

® Bifidobacterium animalis Bo (Extratos Aquosos e Etanolicos): entre as estirpes de
Bifidobacterium fo1 esta a que apresentou resultados mais promissores
independentemente de considerar as curvas de crescimento ou o nimero de células
viaveis alcan¢adas ao fim de 24 h de incubacdo. Pelas mesmas razoes selecionaram-se
os extratos etanolicos e os extratos aquosos em detrimento dos extratos enzimaticos
que apresentaram um crescimento exponencial mais lento e um numero de células

viaveis as 24 h de incubag¢ao mais baixo de todos;

® Lactobacillus acidophilus Ki (Extratos Etandlicos): pese embora o crescimento
apresentado pelas duas estirpes de Lactobacillus ter sido equivalente, optou-se por
selecionar o L. acidophilus Ki por esta estirpe ser, em geral, mais fastidiosa do que a
L. casei 1.26. Neste caso optou-se por selecionar apenas o grupo de extratos com o
melhor potencial prebiotico considerando tanto as curvas de crescimento como o
numero de células viaveis as 24 h de incubacdo, critérios cumpridos pelos extratos

etanolicos.

3.6.2 Avaliacao da atividade prebiotica dos extratos selecionados

A evolu¢ao do numero de células viaveis de B. animalis Bo e de L. acidophilus Ki em MRS
suplementado com os extratos etanolicos e aquosos assim como a respetiva variagao de pH ao
longo de 48h de incubagao a 37 °C podem ser observados nas figuras 3.10 e 3.11,
respetivamente. A titulo complementar foram também calculadas as taxas de crescimento
especificas (h™) para cada microrganismo probidtico em MRS basal adicionado de extratos
etanodlicos ou aquosos de cada tipo de cogumelo em cada tipo de substrato e comparadas com
as taxas de crescimento em meio MRS convencional (com glucose) ou em MRS contendo
FOS, enquanto controlos positivos (Tabela 3.6).

De facto, podemos observar que a evolu¢ao do numero de células viaveis de B. animalis Bo
em MRS suplementado com os extratos etandlicos e aquosos de ambas as espécies de
cogumelos produzidos com os dois tipos de substratos foi muito semelhante a observada em
MRS suplementado com os controlos positivos glucose e FOS durante a fase exponencial
(entre as 0 e 8 horas), e inicio da fase estacionaria (entre as 8 e 12 horas) (Figura 3.10). Apos

10 horas de incubacao valores ligeiramente mais elevados de células viaveis de B. animalis
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Bo foram registados em MRS suplementado com os extratos, particularmente apos 24 e 48h
com os extratos de P. salmoneo stramineus, em compara¢ao com MRS suplementado com
glucose e com FOS. De notar, igualmente, que os numeros de células viaveis de B. animalis
Bo em MRS suplementado com os extratos aquosos, independentemente da espécie de
cogumelo e do substrato, se mantiveram mais estaveis apos 24 e 48 h de incubacao (Figura
3.10-b), do que com os extratos etanolicos que registaram um declinio a partir das 24 h de
incubacdo. Assim, os extratos etanolicos e aquosos de ambas as espécies de cogumelos
mostraram-se ser uma fonte alternativa bastante eficaz no crescimento de B. animalis Bo
(Figura 3.10) evidenciando um bom potencial prebiotico. De notas as ligeiras diferencas das
taxas de crescimento de B. animalis Bo em MRS suplementado com extratos aquosos ou
etandlicos ao longo das 48h de incuba¢do nao se mostrou concordante com as curvas de
crescimento obtidas em microplaca. Este facto real¢a que ndo sera somente o teor de acticares
totais presente nestes dois tipos de extratos o possivel fator preponderante para a formagao de

novas células viaveis.

(c)

(b) Bifidobacterium animalis Bo (d)

Tempo (hr} Tempa (hr}

Figura 3.10: Variacdo do nimero de células viaveis de B. animalis Bo em MRS com (--O--) ¢ sem (--@--)
glucose, com FOS ( ) e com os diferentes extratos etanolicos (a) e aquosos (b) e respetiva variagdo de pH
(c) e (d), de P. citrinopileatus var. cornucopiae (--M--;--[1--) e de P. salmoneo stramineus (--h--;--/\--)
produzidos em substrato padrao (I) (--M--;--A--) ou em substrato teste (II) (-CJ--;--/\--) ao longo de 48h de
incubacédo a 37 °C.
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No que respeita a variacdo de pH nos varios meios ao longo de 48 h de incubagao, pode-se
observar um maior efeito do tipo de fonte de carbono. Valores de redu¢ao de pH foram muito
mais acentuados em MRS suplementado com glucose e FOS logo apds 4h de incubagio.
Reducdo intermédia foi observada em MRS suplementado com extratos de P.citrinopileatus
var. cornucopiae enquanto a menor reducao de pH se verificou em MRS suplementado com
extratos de P. salmoneo stramineus. Esta tendéncia foi mais acentuada em MRS com extratos
etanodlicos onde se verificaram valores de pH inferiores ao longo do tempo em comparacao
com os obtidos em MRS com extratos aquosos. Este facto tera certamente a ver com a maior
disponibilidade de agticares fermentaveis presentes nos extratos etanolicos. Nao se verificou
um efeito por parte do tipo de substrato em que os cogumelos foram produzidos. De notar a
semelhanca entre as tendéncias na variacao de pH e as tendéncias anteriormente observadas
relativas as taxas de crescimento, refletindo um certo acoplamento entre o crescimento e a
acidificacao.

No que respeita ao numero de células viaveis de L. acidophilus Ki em MRS suplementado
com os extratos etanolicos e respetiva varia¢ao de pH ao longo de 48 h de incubagao (Figura
3.11) observa-se no geral um semelhante cenario ao obtido com B. animalis Bo. No entanto
alguns aspetos podem ser destacados: 1) apds 12 h de incubagao observou-se um decréscimo
mais acentuado do numero de células viaveis de L. acidophilus Ki em MRS suplementado
com extracto etandlico de P. salmoneo stramineus produzido em substrato padrdo; i1)
observou-se uma diferenc¢a maior entre o numero de células viaveis de L. acidophilus Ki em
MRS suplementado com os outros trés extratos etanolicos em comparacdo com MRS
suplementado com glucose e com FOS, particularmente apds 24 e 48 h de incubacdo; ii1) A
varia¢ao de pH em MRS com os quatro extratos etanolicos foi semelhante ao obtido com B.
animalis Bo, ndo se tendo repercutido na variacao de pH a diminui¢ao do nimero de células
viaveis de L. acidophilus Ki em MRS suplementado com extracto etanolico de P. salmoneo

stramineus produzido em substrato padrao.
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Figura 3.11: Variacdo do numero de células viaveis de L. acidophilus Ki em MRS com (--O--) ¢ sem (--@®--)
glucose, com FOS ( ) e com extratos etanolicos (a) e respetiva variacdo de pH (b), de P. citrinopileatus var.
cornucopiae (—-M--;--[1--) e de P. salmoneo stramineus (-- A--;--/\--) produzidos em substrato padrao (I) (--H--
;—-4A--) ou em substrato teste (IT) (-OJ--;--/\--) ao longo de 48h de incubacéo a 37 °C.

No geral, os extratos etanolicos e aquosos selecionados demonstraram ser uma boa fonte de
carbono alternativa evidenciando um bom potencial prebiotico em comparagcdo com o FOS.
No entanto, podemos observar que os extratos etanolicos promoveram um crescimento
ligeiramente mais acentuado de B. animalis Bo (Figura 3.10) do que de L. acidophilus Ki
(Figura 3.11). De acordo com Aida et al., (2009) diferentes estudos provaram um
significativo efeito prebidtico nomeadamente com extratos de P. ostreatus e P. eryngii no
crescimento de Lactobacillus sp. e de Bifidobacterium sp. (Synytsya et al., 2008).

Desta forma, verifica-se que os extratos em estudo possuem atividade prebiotica, o que pode
trazer beneficios para a saude humana se estes comecarem a ser incluidos em alimentos,

produzindo assim alimentos funcionais.

Tabela 3.6: Médias e desvio-padrdo da taxa de crescimento especifica (h™") para as duas estirpes prebiéticas em
MRS suplementado com extratos etandlicos e aquosos de P. citrinopileatus var. cornucopiae ¢ P. salmoneo
stramineus produzidos em substrato padrao (I) e em substrato teste (II)

Taxa de crescimento especifica (11'1)
Bifidobacterium animalis Bo Lactobacillus acidophilus Ki
H,0 EtOH EtOH

Controlo Pos. Glu | 0,169 +0,025* | 0,167 + 0,007 0,169 + 0,012
Controlo Neg. 0,126 + 0,009° | 0,098 +0,009° 0,011 +0.,011%
Controlo Pos. FOS | 0,190+ 0,012 | 0,181 +0,008% 0,152 £ 0,023°
P. cornucopiae 1 | 0,182+0,005" | 0,187 + 0,005 0,190 + 0,013
P. cornucopiae 11 | 0,172+0,003" | 0,186 = 0,003 0,198 + 0,012
P. stramineusT | 0,171 £ 0,004 | 0.175 + 0,007 0,196 + 0,013%
P. stramineus II | 0,176 +0,009%° | 0,184 + 0,009 0,207 + 0,010°

Nota: Para cada extracdo, valores com a mesma letra subscrita ndo demonstram diferenca

significativa (p<0,05)
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Através da Tabela 3.6 em B. animalis Bo, verifica-se que a taxa de crescimento especifica em
MRS e FOS ¢é superior em termos absolutos do que em MRS convencional (glucose) tanto na
experiéncia realizada com os extratos aquosos como com os extratos etanolicos mas nao é
estatisticamente significativo (p>0,05). A Taxa de crescimento em MRS com os extratos
aquosos sao equivalentes a taxa observada para o MRS e FOS. A taxa de crescimento em
MRS com extrato de P. cornucopiae var. cornucopiae 1 ¢é a mais elevada de entre os 4
extratos embora nao seja estatisticamente significativa esta diferenca (p>0,05).

A mesma tendéncia ¢ observada para o crescimento na presenca dos extratos etandlicos
embora a ordem de grandeza das taxas registadas sejam superiores, € mais uma vez a maior
taxa de crescimento ¢ observada em MRS contendo o extrato de P. cornucopiae var.
cornucopiae 1.

Em L. acidophilus K1, a taxa de crescimento especifica em MRS com glucose € superior em
termos absolutos do que em MRS com FOS mas nao € estatisticamente significativo (p>0,05).
A ordem de grandeza das taxas de crescimento em MRS com extratos etanolicos € superior

para cada extrato quando comparado com o mesmo no impacto sobre B. animalis Bo.

Na figura 3.12 pode-se visualizar a variagao das concentracoes de glucose e FOS, acido
lactico e acido acético ao longo do tempo de incuba¢do nos diferentes meios de MRS
suplementados com extratos aquosos e etanolicos de P. cifrinopileatus var. cornucopiae e P.
salmoneo stramineus produzidos em substrato padrao (I) e em substrato teste (II) e inoculados

com Bifidobacterium animalis Bo e Lactobacillus acidophilus Ki.
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Bifidobacterium animalis Bo — Extrag3o Etandlica

3“' o cotmines (a.i) > (a.iii)

GluooseFOS (gL)

Acido acético (g/L)

D?—&:a 3 =

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Tempo (hr) Tempo (hr) Tempo (hr}

Bifidobacterium animalis Bo — Extragio Aguosa

“ - ey (bi) = (b.ii) ™ (b.iii)
=] S onm
‘\ —i— Pleurctus clrnopleatus var comucopéae |

gzﬂ'l\‘ —h— P. saimoneo sramineus |
by \ —f\— P. saimoneo stramineus Il

153\
§m- -

5l J
u: _——— I
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0D 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Tempa (hr) Tempo (hr) Tempo (hr}

Lactobacillus acidophilus Ki — Extrag3o Etandlica

1 ) (c.ii) 2 (c.ii)
By ~8- cortmi Pos. FOS 1

20 4 \\ —{- Plewrotrs clrnoplleatus var comucopiae Il

154 Y

GucoseF OS5 (giL)

104

Acido Wdtico (g/L)

5

Ly

] B
W 2
I
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 0D 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Tempo (hr) Tempo (hr) Tempo (hr}

0

Figura 3.12: Evolucdo das concentracdes de glucose e FOS (i), acido lactico (ii) e acido acético (iii) ao longo do
tempo de incubacdo nos diferentes meios de MRS basal suplementados com extratos etandlicos (a, c) e aquosos
(b) de P. citrinopileatus var. cornticopiae (--M--;--[1--) e P. salmoneo stramineus (-- & --;--/\--) produzidos em
substrato padrdo (I) (--M--;--A--) e em substrato teste (II) (-CJ--:--/A--) e inoculados com Bifidobacterium
animalis Bo (a, b) e Lactobacillus acidophilus Ki (c).

Através da observagao da Figura 3.12, pode-se observar que o consumo de glucose e FOS foi
semelhante por parte das duas estirpes probioticas atingindo valores proximos de zero ao fim
de 24 horas (Figura 3.12 a.i-c.i). O consumo de glucose e FOS foi acompanhado pela
producdao de &cidos organicos, em particular, de acido latico (Figura 3.12 a.ii-c.i1). A
concomitante producdao esperada de acido acético para o B. animalis Bo, dada a sua
caracteristica de ser heterofermentativo, nao fo1 verificada, independentemente da condi¢ao
de crescimento (Figura 3.12 a.iii-b.ii1). A auséncia de produ¢do apreciavel de acido acético
pela estirpe L. acidophilus Ki (Figura 3.12 c.ii) era esperada pela sua natureza
homofermentativa (Becker, 2009). No que respeita a produgao de acido lactico, em particular,
pode-se observar um aumento ao longo das primeiras 24 h em MRS suplementado com

glucose e com FOS e ao longo de 12h em MRS suplementado com extratos aquosos e
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etanolicos de cogumelos das duas espécies. Esta producdo progressiva de acido latico €

inversamente proporcional a variacao de pH observada e discutida anteriormente.

3.7 Atividade antioxidante
Segundo a literatura, os cogumelos sdo ricos em compostos antioxidantes, sendo os
compostos fenolicos os principais componentes antioxidantes encontrados nos extratos de
cogumelos. O teor em fenolicos totais (TPC), poder redutor férrico (FRAP), captura do
radical ABTS™ (ABTS) e capacidade de absorcao de radicais de oxigénio (ORAC) analisados
nos diferentes extratos de cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo
stramineus produzidos em substrato padrao (I) e em substrato teste (II) estdo apresentados na

Figura 3.13.
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Figura 3.13: Teor em fendlicos totais (TPC) (a): poder redutor férrico (FRAP) (b); captura do radical ABTS™
(ABTS) (c) e capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) (d) determinados nos diferentes extratos
aquosos, enzimaticos e etanolicos de cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae e P. salmoneo stramineus
produzidos em substrato padrdo (I) e em substrato teste (II); Para cada extracdo, valores com a mesma letra
subscrita nio demonstram diferenca significativa (p<0.05).

Os resultados representados na Figura 3.13 (a) refletindo o teor de fendlicos totais em cada
extrato sugerem que a extragao aquosa ou extra¢ao enzimatica favorecem uma maior extragao
dos compostos fendlicos totais presentes nas duas espécies de cogumelos, em comparacao

com a extracao etanodlica. Por outro lado, e independentemente do tipo de extragdo empregue,
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o teor de fenolicos totais variou consoante o tipo de cogumelo e o tipo de substrato usado na
producdo, nao apresentando uma tendéncia generalizada. Por exemplo na extragdo aquosa,
valores mais elevados foram registados com P. citrinopileatus var. cornucopiae produzido em
substrato I (11,86 = 0,63 mg de GAE/ g de matéria seca) e com P. salmoneo stramineus
produzido em substrato IT (11,18 + 0,63 mg de GAE/ g de matéria seca), respetivamente. Na
extracdo enzimatica, o valor mais elevado foi registado com P. salmoneo stramineus
produzido em substrato I (6,95 + 0,86 mg de GAE/ g de matéria seca). O conteudo total em
compostos fenolicos determinados para as duas espécies de cogumelos extraidos com agua,
sem ou com enzima, variou entre 10,11 +£ 0,78 e 11,86 + 0,63 mg de GAE/ g de matéria seca.
Estes valores sao semelhantes aos obtidos por (Mishra ef al., 2013) os quais referem uma
concentra¢ao de 3.94 e 21.67 mg ET/g de matéria seca para extratos preparados a partir de
cogumelos destas espécies.

E bem estabelecido que a capacidade antioxidante varia com as condicdes da metodologia
podendo ser influenciada por diversos fatores. Assim, de forma a proceder a uma analise mais
precisa e complementar devem ser utilizados mais do que um método para a determinagao da
capacidade antioxidante. No presente trabalho, a capacidade antioxidante dos diferentes
extratos aquosos, enzimaticos e etanolicos das espécies P. citrinopileatus var. cornucopiae e
P. salmoneo stramineus produzidos no substrato I e substrato II, foi avaliada através de tres
métodos diferentes: o poder redutor férrico (FRAP) (Figura 3.13b), a captura do radical
ABTS™ (ABTS) (Figura 3.13c) e a capacidade de absorcao de radicais de oxigénio (ORAC)
(Figura 3.13d). A capacidade antioxidante dos extratos aquosos em termos de poder redutor
(FRAP) e captura do radical ABTS™ foi superior nas duas espécies face ao obtido para os
extratos enzimaticos e etanolicos, que foram aqueles que também originaram extratos com
uma maior quantidade de compostos fendlicos (Figura 3.13a). Os extratos aquosos de P.
citrinopileatus var. cornucopiae 1 destacaram-se em relagdo aos restantes, apresentando
elevado teor de fendlicos totais (11,86 + 0,63 mg EAG/g), elevado poder redutor férrico (2,37
+ 0,24 mg EAA/g) e capacidade de captura do radical ABTS™ (7,12 + 0,84 mg EAA/g)
respetivamente . A capacidade de absor¢do de radicais de oxigénio foi superior nos extratos
enzimaticos, mas desta vez em P. salmoeno stramineus 1 (48,72 + 4,06 mg ET/g).

O poder redutor no extrato aquoso e a capacidade de captura do radical ABTS™ no extrato
etanolico de P. salmoeno stramineus apresentaram valores diferentes e estatisticamente
significativos (p<0,05), o que sugere a influéncia da composicao do substrato no potencial

antioxidante do cogumelo em estudo.
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Em P. citrinopileatus var. cornucopiae verificaram-se valores diferentes e estatisticamente
significativos (p<0,05) no poder redutor e captagdo da absor¢ao dos radicais livres de
oxigénio pelos extratos aquosos e etandlicos e na capacidade de captura do radical ABTS™
por todos os extratos (aquosos, enzimaticos e etanolicos), o que sugere a influéncia da
composicao do substrato no potencial antioxidante do cogumelo em estudo. De facto,
verifica-se que os extratos etanolicos dos cogumelos cultivados em borras de café (II)
apresentaram superiores poderes redutor e capacidade de captura do radical ABTS™ mas
menor capacidade de absorc¢ao de radicais livres de oxigénio (Fig. 3.13 b, ¢ e d). Pese embora,
esta tendéncia parecer demonstrar que estes extratos possuem maior atividade antioxidante, a
menor capacidade de absor¢ao de radicais de oxigénio impede uma confirmacao absoluta. Por
outro lado, os extratos aquosos e 0s extratos enzimaticos apresentaram, geralmente,
capacidade antioxidante equivalente ou inferior, independentemente do método utilizado.

Os extratos aquosos e os extratos etanodlicos dos dois cogumelos cultivados no substrato
padrao I apresentaram capacidade de captura do radical ABTS™ e dos radicais livres de
oxigénio bastante proximos entre si, apesar de serem de diferentes espécies. No entanto, os
valores correspondentes dos cogumelos cultivados no substrato II sdo essencialmente
inferiores.

Com o objetivo de se avaliar a relacao entre o teor de fenolicos totais e atividade antioxidante
determinada por trés métodos diferentes procedeu-se a determinag¢do da sua correlagao.
Obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,728 entre o teor total de fenolicos totais e
ORAC, o que sugere que a natureza dos compostos fenodlicos presentes possuem uma boa
capacidade de absor¢ao de radicais oxigenados, relacionando-se de forma positiva com o tipo
de cogumelos, produgao e extra¢ao. Menores valores de correlacao foram obtidos para os dois

restantes meétodos.

56



4. Conclusoes gerais

Apos realizag¢ao deste trabalho, cujo objetivo principal foi avaliar o impacto do substrato e
métodos de extra¢ao nas propriedades biologicas de extratos de cogumelos P. citrinopileatus
var. cornucopiae e P. salmoneo stramineus, ¢ possivel concluir que:

- A produgao dos dois cogumelos em estudo foi concluida com sucesso, embora o rendimento
de producao do cogumelo P. salmoneo stramineus no substrato teste (II) tenha sofrido uma
quebra de 86%, tendo também se verificado uma produgao atipica o que indica que as borras
de café tiveram influéncia na sua produgao.

- A composi¢ao dos cogumelos em estudo ndo apresentou variabilidade entre os diferentes
métodos de producao (I e II).

- O método de extra¢ao com maior rendimento foi a extragao aquosa, no entanto a nivel de
acucares nos diferentes extratos verificou-se que foi a extragdo etandlica a mais eficaz na
extra¢ao de polissacarideos embora tenho sido o método de extragdo que apresentou menor
rendimento.

- Os cogumelos em estudo ndo apresentaram atividade antidiabética em compara¢dao com o
controlo positivo que ¢ utilizado como farmaco.

- Apenas os cogumelos P. citrinopileatus var. cornucopiae apresentaram atividade anti-
hipertensiva, tendo sido no extrato aquoso dos cogumelos produzidos pelo método de
producao I que se verificou o melhor resultado.

- Os extratos aquosos e etanolicos dos diferentes cogumelos e produzidos pelos dois métodos
de producdo apresentaram uma importante atividade prebidtica similar ao controlo positivo, o
que indica que as borras de café nao afetaram esta atividade.

- Os extratos das duas espécies de cogumelos obtidos por extracdo enzimatica e/ou extragao
aquosa mostraram ser os mais eficazes na avaliagdo da capacidade antioxidante, tendo-se
verificado que os cogumelos apresentaram um bom conteido em fenolicos totais,
independentemente do substrato de produ¢do. Os extratos aquosos e etanolicos de P.
citrinopileatus var. cornucopiae, para além de apresentarem uma maior capacidade redutora
total, demonstraram um efeito de captagio do radical ABTS™ e dos radicais livres de oxigénio
equivalente ou mais elevados do que os correspondentes de P. salmoneo stramineus. Em
relacdo aos extratos enzimaticos, os extratos de P. salmoneo stramineus evidenciaram-se face
aos de P. citrinopileatus var. cornucopiae.

Assim, verificou-se que os trés métodos de extragao devem continuar a ser explorados com o

objetivo de se identificar e isolar os compostos responsaveis por estas atividades, que podem
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ser uma fonte de compostos bioativos com aplicagdes nutricionais, nutracéuticas e

cosmeéticas.
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5. Trabalho futuro

Apos a realizagdo deste trabalho, e tendo em conta os resultados neles obtidos, é possivel
enumerar varios e possiveis trabalhos futuros, que possam complementar ou explicar os
resultados obtidos até ao momento. Sera importante avaliar a produc¢do de Pleurotus
citrinopileatus var. cornucopiae e Pleurotus salmoneo stramineus noutros substratos testando
outras matérias-primas e perceber de que maneira estas podem alterar a composi¢ao quimica e
as propriedades biologicas dos cogumelos. Adicionalmente este estudo pode ser alargado a
producao de outras espécies de cogumelos que podem ser afetadas pela presenca de borras de
café no seu substrato.

Numa vertente funcional, sera importante enriquecer cada um dos substratos
propositadamente em minerais e nutrientes (por exemplo com selénio, cobre ou potassio
devido a sua crescente procura e interesse) e perceber até que ponto os cogumelos resultantes
desta produ¢ao sao ou nao mais enriquecidos em sabor, nutrientes e minerais valorizando
assim o produto final com maior interesse para o consumidor. Pese embora os beneficios
esperados sera crucial avaliar a eventual absor¢cao de componentes prejudiciais para a saude
devido a alteracao destes substratos padronizados.

Os extratos obtidos das duas espécies de cogumelos podem ser avaliadas em mais
propriedades biologicas, como por exemplo propriedades anti-tumorais, anti-alérgicas,
antimicrobianas, antivirais e imonoreguladoras, caracterizando os compostos que podem ser
efetivamente responsaveis por estas acoes.

De futuro sera ainda interessante perceber a importancia destes compostos na saude humana e
de que forma poderao comegar a serem incluidos em alimentos, produzindo assim alimentos

funcionais.
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6. Anexos

6.1  Curva de calibraciio do método Fenol-Acido-Sulfiirico
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Figura 6.1: Curva de calibracdo obtida usando a glucose como padrido para calcular os valores de acticar no
método Fenol-Acido-Sulfiirico.

6.2 Curva de calibracio do método ABTS™
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Figura 6.2: Curva de calibracdo obtida usando o acido ascérbico como padrdo para calcular os valores no método
de ABTS™.

6.3 Curva de calibracio do método ORAC

Tabela 6.1: Dados da reta da curva de calibracio obtida usando o trolox como padréo para calcular os valores no
método de ORAC

Nome da Curva de . 2
e Formula A B R
Curva Trolox Y=A*X+B|0,254|5,02(0,945
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6.4  Curva de calibracio do método FRAP
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Figura 6.3: Curva de calibracdo obtida usando o acido ascérbico como padréo para calcular os valores no método
de FRAP.

6.5  Curva de calibra¢io do método TPC
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Figura 6.4: Curva de calibracdo obtida usando o acido ascérbico como padrdo para calcular os valores no método
de TPC.
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