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RESUMO

TOLEDO, Roémulo César Clemente. Caracterizacdo fisica, quimica,
bioquimica e produtividade de linhagens de Agaricus brasiliensis, 2008. 59 p
Tese (Doutorado em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

O cogumelo Agaricus brasiliensis tem atraido a atencdo da comunidade
cientifica, principalmente devido as suas caracteristicas medicinais. Além das
propriedades medicinais, o conhecimento das caracteristicas bioquimicas, como:
constituicdo quimica nutricional, teor de B-glucano, producdo de enzimas
lignoceluloliticas, bem como a produtividade, sao uteis na selecdo de linhagens.
Neste trabalho foram avaliadas as caracteristicas quimicas nutricionais de
diferentes linhagens de A. brasiliensis, além do teor de B-glucano produzido por
estas linhagens comparando-as com as produzidas por outras espécies de
cogumelos. Foi também avaliada a concentracdo de enzimas lignoceluloliticas
produzidas por este cogumelo em composto de cultivo em diferentes periodos.
Linhagens caracterizadas anteriormente como geneticamente distintas foram
avaliadas quanto a produtividade e caracteristicas morfologicas dos cogumelos
produzidos. Em relagdo a constituicdo quimica nutricional, foram encontradas
diferencas significativas entre as linhagens nas concentracdes de proteina,
glicose, agucares totais, fibras totais, cinzas, umidade, fosforo, enxofre, cobre,
calcio, manganés e zinco. A linhagem CS5 foi a que apresentou as maiores
concentracdes de proteina, fosforo, enxofre, boro, ferro, ¢ a segunda maior
concentragdo de fibras totais e manganés. As linhagens de Agaricus brasiliensis
mais produtivas foram CS10 e CS7 com 6,25 e 6,00 g.100g ~' de matéria seca.
Nos ensaios enzimaticos, verificou-se apenas atividade de lacase no composto
colonizado por A. brasiliensis, confirmando dados anteriores de ensaios in vitro.
A atividade de lacase variou de acordo com a linhagem, tempo e condi¢ao de
cultivo, as linhagens CS5, CS7 e CS10 apresentaram as maiores atividaes com
2,04, 2,59 e 1,55 U/g de composto com dois meses apos a inducdo do composto.

* Orientador: Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias



ABSTRACT

TOLEDO, Rémulo César Clemente. Physical, Chemical and biochemical
characterization and productivity of strains of Agaricus brasiliensis, 2008.
59 p. Thesis (Doctor degree in Agricultural Microbiology) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

The scientific community has been paying special attention to the mushroom
Agaricus brasiliensis, mainly due to its medicinal characteristics. Besides its
medicinal properties, awareness of its biochemical characteristics, such as:
nutritional chemical constitution, amount of f-glucan, production of
lignocellulolytic enzymes, as well as its productivity are useful in strains
selection. We have, through this work, evaluated the nutritional chemical
characteristics of various strains of A. brasiliensis, and also the amount of -
glucan produced by such strains comparing them to the ones produced by other
species of mushrooms. We have evaluated the concentration of lignocellulolytic
enzymes produced by this mushroom in compost at different periods. We have
evaluated strains which were previously characterized as genetically different
considering the productivity and morphologic characteristics of the produced
mushrooms. Regarding its nutritional chemical constitution, we have found
significant differences between the concentrations - of protein, glucose, total
sugars, total fibers, ashes, moist, phosphorus, sulfur, copper, calcium,
manganese, and zinc — of the strains. Strain CS5 has shown the greatest
concentration of protein, phosphorus, sulfur, boron, iron, and the second greatest
concentration of total fibers and manganese. The most productive strains of A.
brasiliensis were CS10 and CS7 with 6.25 and 6.00 g.100g ™' of dry matter. In
the enzymatic analysis we have only found laccase activity in the compost which
was colonized by A. brasiliensis, confirming previous data of in vitro assay.
Laccase activity has varied according to the strain, period of time and cultivation
condition. CS5, CS7 and CS10 strains have shown the greatest laccase activities
for 2.04, 2.59 and 1.55 U/g of compost after two months we had induced the
compost.

* Advisor: Prof. Dr. Eustaquio Souza Dias
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1 INTRODUGAO

O cogumelo Agaricus brasiliensis encontrado no Brasil vém sendo
estudado por diversos grupos de pesquisa, tanto no Brasil quanto no exterior,
devido as suas propriedades medicinais, principalmente no combate ao cancer, o
que ¢ atribuido ao teor de PB-glucano nele encontrado. Por outro lado alguns
grupos t€m procurado estudar também as caracteristicas genéticas, fisiologicas,
quimicas e produtivas deste cogumelo visando selecionar linhagens melhor
adaptadas as diferentes condi¢des de cultivo, bem como selecionar aquelas com
caracteristicas especiais de interesse, como elevado teor de 3-glucano.

As caracteristicas quimicas nutricionais dos cogumelos tém
demonstrado que estes representam uma fonte saudavel de alimento, baixos
valores de lipideos e carboidratos, sendo uma fonte alternativa para alimentagdo
de pessoas que necessitam fazer dietas ricas em proteinas ¢ de baixo valor
calorico. O A. brasilienses ¢ um cogumelo classificado como medicinal, mas que
também apresenta um bom potencial como cogumelo comestivel. Devido a isso
a determinagdo de sua constituicdo quimica ira proporcionar, tanto a comunidade
cientifica quanto ao consumidor, informacdes uteis relativas as suas
caracteristicas nutricionais.

O B-glucano tem sido relacionado as propriedades medicinais do A.
brasiliensis. Embora possa ser encontrado em outras espécies, o grande numero
de estudos tém apontado este cogumelo como tendo um grande potencial no
combate a diversas doengas, principalmente ao cancer, sendo seu principal
atrativo. A determinacdo do teor de B-glucano possibilita selecionar linhagens
cuja concentragdo deste polissacarideo seja mais elevada.

O cultivo de A. brasiliensis é realizado em residuos agricolas ricos em
material lignoceluloliticos, onde ele promove a degradagdo deste material,

principalmente da lignina pré-degradada durante as fases de compostagem. No



processo de crescimento, este fungo libera enzimas que atuam sobre a matéria
organica, liberando moléculas menores que serdo posteriormente absorvidas pelo
cogumelo. O estudo dessas enzimas é importante porque a produtividade pode
estar associada a atividade enzimatica e, por isso, pode ser utilizado como uma
ferramenta para a selecdo de linhagens em um programa de melhoramento
genético.

A avaliagdo de diferentes caracteristicas do cogumelo A. brasiliensis ¢
util na selecdo de linhagens com caracteristicas de interesse; contudo ¢
necessario que estas caracteristicas estejam ligadas também a linhagens que
apresentem alta produtividade. Portanto, novas linhagens poderiam ser obtidas
via cruzamentos de forma a combinar caracteristicas desejaveis observadas em
diferentes linhagens.

Este trabalho teve como objetivos avaliar as caracteristicas quimicas
nutricionais, analisar o teor de B-glucano do A. brasiliensis em relagido a outras
espécies de cogumelos e determinar a concentracdo de enzimas lignoceluloliticas
produzidas pelo fungo durante seu crescimento em composto, além de avaliar a

produtividade de diferentes linhagens deste cogumelo.



2 REFERENCIAL TEORICO GERAL

2.1 Taxonomia
2.1 Agaricus brasiliensis

O Agaricus brasiliensis é um fungo filamentoso pertencente a familia
Agaricaceae, divisdo Basidiomycota, reino Fungi. Sua descoberta no Brasil
ocorreu na década de 1960, quando o agricultor japonés Takatoshi Furomoto
descobriu em sua propriedade, na regido de Piedade, SP, um cogumelo diferente
que chamou sua aten¢do. Néao tendo conseguido identifica-lo, enviou amostras
do cogumelo para o Japao, para serem analisadas pelo Instituto de Cogumelos
Iwade, o qual encaminhou essa mesma amostra para o Dr. Paul Heinemann,
especialista em taxonomia de cogumelos na Bélgica, que identificou o fungo
como Agaricus blazei Murrill. Esta espécie ja tinha sido descrita na Florida
como sendo uma espécie de ocorréncia natural na América do Norte. Ao mesmo
tempo em que mandava a amostra para o Japdo, o Sr. Furamoto enviou uma
amostra para o Instituto Botanico de Sao Paulo que, imediatamente, enviou-a
para o Instituto Real de Botanica, na Inglaterra, aos cuidados do Dr. Pegler, que
identificou o cogumelo como sendo muito parecido com a espécie Agaricus
silvaticus, um fungo humicola florestal, de distribui¢do cosmopolita.
Considerando que Pegler ndo fez uma identificacao precisa mas apenas relatou a
semelhanga com o Agaricus silvaticus, seria um erro taxondmico grosseiro
utilizar esta nomenclatura para o cogumelo descoberto por Furumoto. Por isso, a
partir de entdo passou-se a considerar aquele cogumelo como sendo a espécie
Agaricus blazei descrita por Murril (Amazonas, 2004).

Wasser et al. (2002) em estudos morfoldgicos comparativos como:
tamanho e coloragdo de esporos, coloracdo e tamanho dos corpos de frutificagio,
demonstraram que a espécie norte-americana A. blazei ss. Murrill e a brasileira

amplamente cultivada A blazei ss. Heinemann, sdo na verdade, duas espécies



diferentes, sendo proposta uma re-classificagdo da espécie. Agaricus blazei ss.
Heinemann foi, entdo, nomeada como uma nova espécie, denominada Agaricus
brasiliensis. Entretanto, Kerrigan (2005), em estudos baseados no
sequenciamento da regido ITS do rDNA e em analises genéticas de progénies
hibridas, verificou que todas as defini¢des que foram atribuidas a esse cogumelo
até o momento (A. blazei ¢ A. brasilienses) sdo, na verdade, sindnimas de uma
espécie, Agaricus subrufescens, identificada em 1893 por Charles Horton Peck.
Entretanto, a polémica ndo se encerrou em fungdo de pontos de vista
diferentes quanto aos critérios taxondmicos defendidos por Kerrigan (2007) e
Wasser (2007). Considerando que a denominagéo A. brasiliensis atualmente tem
sido a mais aceita, principalmente pela comunidade cientifica brasileira (Dias et

al., 2008; Fan et al., 2007; Neves et al., 2005), esta sera utilizada neste trabalho.

2.2 Produtividade e mercado do cogumelo Agaricus brasiliensis

O cultivo de A. brasiliensis tém sido feito utilizando o processo de
compostagem tradicional desenvolvido para A. bisporus, contudo por ser uma
espécie diferente, com necessidades nutricionais diferentes sua produtividade
tem sido baixa em tais condi¢des de cultivo. Diferentes fatores tém sido
apontados para uma menor produtividade de diferentes espécies de cogumelos
comestiveis, sendo as mais comuns: formulagdo e processo de produgdo do
substrato de cultivo, linhagem e qualidade do inoculante, além da camada de
cobertura (Noble & Gaze, 1996; Curvetto et al., 2002; Harada et al., 2004;
Neves et al., 2005; Andrade et al., 2007 e 2008; Cavalcante et al., 2008; Mamiro
& Royse, 2008).

Segundo Urben (2004), o mercado de Agaricus brasiliensis se destina
principalmente a exportacdo para o Japao e Estados Unidos. Embora o mercado

interno ainda ndo tenha a expressdo econdmica desejavel, o consumo no



mercado nacional vem crescendo a cada ano, apesar dos altos precos que vém
sendo praticados.

Segundo o setor de promog¢do comercial da Embaixada do Brasil em
Toquio(http://www.mackenzie.br/fileadmin/Graduacao/CCSA/Publicacoes/Jovens_Pes
quisadores/06/4.6.04.pdf - atualizado em janeiro/2006), o mercado de A.
brasiliensis teve seu pico de consumo no periodo de 1998 a 2000. A dimenséo
do mercado japonés de produtos derivados de A.brasiliensis ¢ de 35 bilhdes de
ienes (US$ 318 milhdes), sendo que o A. brasiliensis desidratado representa
cerca de 15 bilhdes de ienes (US$136 milhdes). Em 2005, o volume de
importagdo do cogumelo era estimado em 250 toneladas, 150 das quais da
China, que ¢ responsavel por 45% do volume total, seguida do Brasil com 60
toneladas (35% do volume total). O cogumelo A. brasiliensis importado ocupa
parcela cada vez maior no mercado japonés. Os precos médios de importagdo
dos cogumelos provenientes da China alcangam 3.000 a 6.000 ienes/Kg (US$30
a US$50/Kg); e os originados do Brasil, 7.700 a 12.100 ienes/Kg (US$70 a
US$110/Kg).

Os produtos A. brasiliensis sdo comercializados como extrato, tabletes,
em po, ¢ em formas de chds no mercado japonés. Os pregos diferenciados
praticados entre os produtos originarios do Brasil ¢ da China devem-se a
preferéncia dos japoneses pelos produtos organicos (provenientes do Brasil).

Segundo dados da embaixada do Brasil no Japao, atualmente o mercado
se encontra reduzido a metade do seu auge, devido a problemas decorrentes da
violagdo da Lei para assuntos farmacéuticos por algumas marcas, e da decisdo de
suspensdo de venda, em fevereiro de 2006, pelo Ministério da Satde, do
Trabalho e do Bem-Estar (MHLW) dos produtos da empresa, “Kirin Well-Foods
Co., Ltda”, de origem chinesa. Esta medida foi tomada com base na suspeita de
que um dos produtos a base A. brasiliensis teriam propriedades capazes de

causar estimulos ao surgimento de cancer. Posteriormente, foram anunciados os
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resultados de testes realizados com ratos, indicando que um dos produtos, a base
de A. brasiliensis examinados (da empresa Kirin Well-Foods), mostrava efeitos
estimuladores das propriedades cancerigenas, contudo isso nao foi observado em
outros produtos.

Desta forma, com os problemas no mercado japonés, e queda nas
importagdes, também houve queda nos pregos, o que tornou o mercado ainda
mais restritivo, levando a uma maior necessidade de aumento de produtividade e
redugdo de custos. Antes da suspeita do produto chinés, os produtores brasileiros
ja enfrentavam sérios problemas de competicdo, porque o produto da China é
mais barato e agora, além da competicdo com os produtos chineses, ha o
problema da redugdo do mercado japonés. Diante dessa nova realidade, a busca
de novos mercados e a exploracdo do grande potencial do mercado interno serdo
essenciais para a sobrevivéncia dessa atividade no Brasil e, para isso, o aumento
da produtividade de modo a tornar os pregos mais competitivos e acessiveis sera
uma estratégia essencial na busca de novos rumos para o cultivo desse cogumelo

no Brasil.

2.3 Caracteristicas medicinais do A. brasiliensis
O grande interesse pelo cogumelo A. brasiliensis, evidenciado pelo grande
numero de trabalhos publicados, foi desencadeado pela descoberta das suas
propriedades medicinais, principalmente a atividade anti-tumoral (Firenzuoli et
al., 2007). Trabalhos de fracionamento e analise da atividade antitumoral
revelaram que polissacarideos de ligagdo B-(1-6), denominados B-D-Glucanos,
complexados com proteina, correspondiam a fracdo com maior atividade
antitumoral (Kawagishi et al., 1989).

Dong et al. (2002) e Mizuno et al. (1990), fizeram a caracterizagdo
estrutural do B-D-Glucano extraido dos corpos de frutificacdo e encontraram que

as cadeias ramificadas (1—6)-(1—>3)-p-D-glucano e (1—4)-a-glucano,



apresentam atividade imunomodulatoria, sendo reconhecidos como sendo o seu
principio ativo.
A estrutura quimica das ligagdes de P-glucanos encontradasa em A.

brasiliensis estido representadas na figura 1.

FIGURA 1 Estrutura de 3-glucano (1—3) com ramificacdo B-(1—6) e com
ramificacdes B-(1—>4) (Mantovani 2008).

O efeito no sistema imunoldgico de extratos aquosos de A. blazei foi
investigado por Cooper et al. (2004), sendo relatada uma agdo imune contra

tumores e agentes citotoxicos em estudos in vivo.



Kobayashi et al. (2005) demonstraram o efeito supressivo de extratos de
A. blazei na disseminagdo espontinea e peritoneal de metastase em ratos. O
extrato do cogumelo também foi utilizado por Yoshimura et al. (2005), como
complemento e medicamento alternativo em pacientes com cancer urologico,
tendo obtido bons resultados. Kim et al. (2005), identificaram atividade anti-
diabética de uma por¢do de oligossacarideos de A. blazei hidrolisados
enzimaticamente, também a partir de extratos do cogumelo.

Cogumelos do género Pleurotus apresentam, além das caracteristicas
nutricionais, propriedades medicinais, considerados como potenciais fontes para
a extragdo de metabdlitos para a industria farmacéutica, além de poderem ser
utilizados como produtos nutrac€uticos (Pramanik, et al., 2007; Dias, 2003). O
cogumelo P. ostreatus demonstrou possuir atividade contra células tumorais in
vitro, com componentes que atuam na inativagdo de proteinas das células
tumorais, além de apresentarem efeito preventivo (Gerasimenya, 2002; Wang &
Gao 2000; Zusman et al.,, 1997). Sarangi et al., (2006) testaram extratos
alcoodlicos de P. ostreatus in vivo e in vitro em células de tecido e em ratos
expostos ao Sarcoma 180, tendo observado uma redugdo do numero de células
tumorais, comprovando seu efeito imunomodulatorio e anti-cancerigeno.

Jayakumar et al., (2006) verificaram que extratos alcodlicos de P.
ostreatus apresentaram efeito antioxidante em tecidos de ratos Wistar
submetidos a acao de tetracloreto de carbono CCly.

Jose et al. (2002) demonstraram que extratos alcodlicos de P.
pulmonarius apresentaram efeito antiinflamatério, em ratos, equivalente ao
apresentado pelo diclofenaco. Carbonero et al. (2006) isolaram e caracterizaram
molecularmente B-glucanos de extratos aquosos de P. ostreatus e P. eryngii, que
apresentam potencial atividade anti-cancerigena e antiinflamatoria. Kim et al.
(2006) demonstraram em experimentos com ratos, que extratos de P. eryngii

aumentaram a atividade da fosfatase alcalina de osteoblastos ¢ da expressdo do



mRNA da osteocalcina de osteoblastos primarios, promovendo uma reducao na
perda de minerais na estrutura 6ssea. Pramanik et al. (2007) isolaram e
determinaram a estrutura quimica dos o e B-glucanos do cogumelo P. saju-caju
que apresentam efeito imunomodulatdrio e anticancerigeno.

Segundo Gu & Belury (2005) extratos alcodlicos de Lentinula edodes
tém demonstrado efeito inibidor no crescimento e proliferacdo de células de
carcinoma (CH72) em ratos. Adams et al. (2008) testaram extratos de Agaricus
bisporus em ratos e verificaram que eles promoveram a regressdo dos tumores

anteriormente induzidos assim como das células tumorais DU145 e PC3.

2.4 Determinacéo do teor de B-glucano em cogumelos

A obtengdo de B-glucano pode ser feita utilizando métodos quimicos,
enzimaticos, ou a combinagdo de ambos. Métodos quimicos para a obtencao das
fibras insoluveis sdo muito severos, podendo causar sérios danos a estrutura
original dos polimeros, assim como impedir uma perfeita separagao das fibras de
outras estruturas constituintes da parede celular, o que ndo acontece quando a
amostra € tratada com enzimas (Dallies et al., 1998).

Prosk et al. (1988) desenvolveram uma metodologia para extracdo
enzimatica de fibras insoliveis em alimentos. As amostras sdo submetidas a uma
seqiiéncia de digestdes enzimaticas e as fibras insoliiveis sdo posteriormente
precipitadas em etanol.

A concentragdo de fibras totais soluveis em alcalis em cogumelos do
género Pleurotus pode variar de 126 a 293g/kg de cogumelo, sendo que estas
fibras sdo constituidas basicamente de 3-glucano (Cheung & Lee, 2000).

McClear & Glennie-Holmes (1985) utilizaram um  método
cromatografico, utilizando o complexo enzimatico oxidase/peroxidase para
determinar B-glucano de cevada e malte. Esta ¢ uma técnica simples e de facil

aplicacao.



Dallies et al. (1998) extrairam e determinaram a concentracao de -
glucano de Saccharomyces cerevisiae através de uma combinagdo de métodos
quimicos e enzimaticos. As células foram hidrolisadas com 4cido sulfurico e o
teor de B-glucano presente, na forma de glicose, foi determinado através do
complexo enzimatico oxidase/peroxidase. Park et al. (2003) utilizando método
similar determinaram a concentrag¢do de fB-glucano em Agaricus blazei Murrill
encontrando elevados niveis deste polissacarideo.

Liu et al. (2008) desenvolveram um método utilizando etapas suaves de
extragdo de B-glucano em Saccharomyces cerevisiae, tendo sido a extragdo feita
através de agua quente, homogenizacdo, solventes organicos (acetona) e
proteases.

Rhee et al. (2008) comparam dois métodos de extragdo: enzimatico e
alcalino, na determinagdo do teor de B-glucano no cogumelo Inonotus obliquus,
ndo encontrado diferenga significativa entre os teores de B-glucano encontrados
pelos dois métodos.

Manzi & Pizzoferrato (2000) determinaram o teor de P-glucano em
cogumelos utilizando um método enzimatico de deteccdo, sem a digestdo acida
das fibras. Encontraram baixos teores de B-glucano em Pleurotus ostreatus e
Lentinula edodes. Estes baixos niveis encontrados se devem ao fato de as

enzimas utilizadas ndo terem tido acesso ao substrato.

2.5 Composicéo quimica

O cultivo e consumo de cogumelos tém se expandido por todo o mundo,
sendo que Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus sdo as
espécies mais cultivadas no mundo (Ragunathan & Swaminathan, 2003). Os
cogumelos constituem parte importante em varias dietas, principalmente por
suas caracteristicas nutricionais € organolépticas; sdo mais ricos em proteina

quando comparados a alimentos vegetais, com composi¢do de aminoacidos
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comparada a proteinas animais, porém, considerados mais saudaveis do que a
carne animal (Barros et al., 2007; 2008). Sdo também ricos em carboidratos,
minerais (calcio, fosforo, ferro), vitaminas (tiamina, riboflavina e niacina), além
de possuir baixa quantidade de lipideos (Bonatti, et al., 2004; Mattila et al. 2001;
Demirbas, 2001).

A qualidade nutricional dos cogumelos pode variar em fungdo da
espécie (Furlani & Godoi, 2007), dos substratos de cultivo e condigdes
ambientais (Fan et al., 2007; Silva et al., 2007; Liu et al., 2005; Bonatti et al.,
2004; Ragunathan & Swaminathan, 2003) e ainda em funcgdo de linhagens
diferentes de uma mesma espécie (Toro et al., 2006).

Yang et al., (2001) observaram varia¢cdes nutricionais entre diferentes
espécies de cogumelos, sendo que os resultados obtidos estdo demonstrados na

Tabela 1.

TABELA 1 Constituicdo quimica nutricional de diferentes espécies de

cogumelos (Yang et al., 2001).

ESPECIES DE COGUMELOS

Flamulina Lentinula edodes Pleurotus

velutipes ostreatus
UMIDADE 89,06 81,79 88,60
MATERIA SECA 10,94 18,21 11,40
CINZAS 6,93 5,27 7,59
CARBOIDRATOS 48,20 62,30 61,10
LIPIDIOS 8,89 6,34 2,16
FIBRAS 15,99 5,63 5,33
PROTEINAS 20,00 20,50 23,90
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Na determinagdo da andlise centesimal de cogumelos um cuidado
especial deve ser tomado no momento de determinar o teor de proteinas, visto
que o fator de corre¢do de nitrogénio deve ser de 4,38 (Tsai et al., 2008; Silva et
al., 2007; Crisan & Sands, 1978), e ndo 6,25 que ¢ adotado comumente para
outros alimentos.

A pectina é um importante componente da parede celular dos vegetais,
sendo uma fibra dietética que pode ser encontradas na forma de protopectina,
insoluvel em agua, ou na forma soluvel (Fietz & Salgado, 1999). Por isso, a
analise de pectina ¢ geralmente feita em alimentos, contudo ndo existem relatos
na literatura sobre sua presenca em fungos, sendo que estes possuem parede
celular geralmente constituida por quitina, proteina, lipidios e glucanas, podendo
ser encontrados também em algumas espécies polimeros de galactosamina, acido
glucurénico ¢ melanina derivada de compostos aromaticos (Carlile, 1994).

O cogumelo A. brasiliensis é conhecido também por apresentar
propriedades antioxidantes (Huang & Mau, 2006); esta caracteristica em
cogumelos vem sendo relacionada a presenca de compostos fendlicos (Barros et
al., 2008; Elmastas et al., 2007).

Barros et al. (2007) e Cheung et al. (2003) encontraram concentracdes
de compostos fendlicos em cogumelos Agaricus arvensis (2,83%), Lentinula
edodes (4,79%), Volvariella volvacea (15,0%), Leucopaxillus giganteus
(6,29%) e Sarcodon imbricatus (3,76%).

2.6 Enzimas Celuloliticas
2.6.1 Celulose, hemicelulose, e lignina

Segundo Rajarathan & Bano (1989) a celulose ¢ um polimero formado
por unidades de anidro-glicose através de ligagdes glicosidicas 3-(1-4), sendo a

substancia organica mais abundante da terra.
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A degradagdo da celulose até glicose ¢ realizada por trés etapas de
quebra enzimatica, feita pelas enzimas endo-1,4-B-glucanase, exo-1,4-B-
glucanase e 1,4-B-glucanase. Estas enzimas tendem a aumentar a atividade na
presenga de cadmio (Baldrian 2003).

As hemiceluloses podem constituir 20% da matéria lignocelulosica. Sdo
facilmente hidrolisadas e sdo constituidas de pentoses e hexoses. As pentoses
mais comuns em sua constituicdo sdo xilose e arabinose e as hexoses mais
comuns s3o glicose, manose e galactose (Rajarathan & Bano 1989).

A lignina é um polimero amorfo complexo composto de unidades fenil
propano unidas por diferentes tipos de ligagdes (Fengel ¢ Wegener, 1984). Ela ¢
obtida de todos os tipos de madeira (Corradini et al., 1999; Rohella et al., 1996),
constituindo o segundo mais abundante grupo de biopolimeros da biosfera
(Eggert et al.,, 1996). Dentre as enzimas que degradam a lignina estdo as
peroxidases, como a lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase (Duran &
Esposito, 2000).

Fungos decompositores primarios, de podriddo branca, como
Phanerochaete chrysosporium, Bjerkandera adusta, Trametes versicolor e
Phlebia radiata sdo considerados grandes produtores de lacase (Leonowicz et
al., 1999). A capacidade de degradacdo da lignina pelos decompositores
primarios esta relacionada a secre¢do de peroxido de hidrogénio e enzimas

peroxidases e fenoloxidases (Kirk, 1985).

2.6.2 Lacase, Lignina-peroxidase e manganés-peroxidase

As lacases sdo cuproproteinas, que fazem parte de um pequeno grupo de
enzimas denominadas oxidases azuis (Messerschimidt, 1993; Duran et al.,
2002). Essas enzimas catalisam a oxidagdo de uma série de compostos
aromaticos e substancias inorgéanicas por extracdo de um elétron de substrato

fenolico, gerando radicais fenoxilos (Mayer & Staples, 2002; Duran & Esposito,
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2000; Xu, 1996). Em fungos, as lacases podem ser intra ¢ extracelulares (Duran
et al., 2002), estando associadas a algumas fun¢des como: a formagdo de
pigmento; degradacdo da lignina; detoxicag@o (Solomon et al., 1996).

A produgdo de lacase em meio solido, geralmente residuos agricolas e
materiais ricos em lignina, como farelo de trigo e algodao, tem sido obtida
por cogumelos como Pleurotus pulmonaris, P. saju-caju e Lentinula tigrinus
(Lechner & Papinutti, 2006; Souza et al., 2002; Tan & Wahab, 1997).

A produgdo de lacase pode variar de acordo com a linhagem, este fato
foi comprovado por Savoie et al. (1996), que ao avaliar seis isolados de
Agaricus bisporus cultivados em composto tradicional, encontraram diferentes
teores de lacase e manganés peroxidase.

Ullrich et al. (2005) conseguiu extrair grandes quantidades de lacase,
5000U/L, de Agaricus blazei, em meio liquido a base de suco de tomate, sendo
expressa como uma proteina de massa molecular de 66 kDa e ponto isoelétrico
4.0.

Lignina peroxidases s3o heme-proteinas que contém o grupo heme
(ferro protoporfirina IX) em sua estrutura, catalisando a oxidagdo de compostos
fenolicos, grupos nao fenolicos e similares, promovendo a transformagao dos
fragmentos de lignina, inicialmente liberados pela acdo da manganés peroxidase
(Wesemberg et al., 2003; Duran & Espdsito, 2000). Essas enzimas foram
isoladas de muitos fungos que promovem a degradacgdo branca (podriddo branca
ou clara) e alguns de degradagao parda (podriddo parda) (Duran et al., 1998).

Segundo Hofrichter (1999) a manganés peroxidase ¢ uma enzima do
grupo das peroxidases muito parecida com a lignina peroxidase, pois também &
extracelular, glicosilada e possui um grupo heme, mas difere de outras
peroxidases, devido ao fato de depender tanto do perdéxido de hidrogénio quanto
do Mn*" como cofator (doador de elétrons), que estd geralmente presente nos

materiais lignoceluloliticos. Baldrian & Gabriel (2003) verificaram que o
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cadmio afeta negativamente a atividade da manganés peroxidase produzida pelo

cogumelo Pleurotus ostreatus.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Microrganismos

Foram utilizadas cinco linhagens de Agaricus brasiliensis (CS1, CSS5,
CS7, CS9, CS10) pertencentes a colecdo de fungos do Laboratorio de
Cogumelos Comestiveis do Departamento de Biologia da Universidade Federal
de Lavras, obtidas de diferentes localidade, Tabela 2, as quais foram
caracterizadas como linhagens geneticamente distintas (Tomizawa et al., 2007).

As linhagens foram cultivadas e mantidas em placas com meio BDA. O
inoculante foi produzido em substrato a base de arroz com casca, suplementado
com 10% de farelo de trigo, 2% de gesso € 2% de calcario. O arroz foi cozido
previamente por 30 minutos, escorrido e deixado a parte. O farelo de trigo foi
misturado ao calcario e gesso, umedecido para 65% e autoclavado por 30
minutos a 121° C. O arroz pre-cozido foi entdo misturado ao farelo pre-
autoclavado e a mistura resultante foi acondicionada em frascos (200g/frasco) e
autoclavada duas vezes a 121° C por 1 hora, com intervalo de 24 horas entre as
autoclavagens. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, os frascos foram
inoculados com fragmentos de BDA colonizado com as diferentes linhagens do
cogumelo. Os frascos inoculados foram incubados em sala com temperatura

ambiente até que os frascos estivessem completamente colonizados.
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TABELA 2 Relagio das linhagens de Agaricus brasiliensis utilizadas no estudo

e sua procedéncia.

LINHAGENS PROCEDENCIA
Cs1 Vitéria, ES (Produtor)
CS5 Aragatuba, SP (Produtor)
CS7 Porto Alegre, RS
CS9 Eloi Mendes, Produtor
CS10 Belo Horizonte, MG

Na determinagdo de B-glucano também foram analisados os cogumelos
Pleurotus ostratus (PO), P. eryngii (PE), P. saju-caju (PC), Lentinula edodes
(LE) e A. bisporus (AB). Todos os isolados sdo pertencentes a colegdo do
Laboratorio de Cogumelos comestiveis da Universidade Federal de Lavras, com
excecdo do L. edodes que foi obtido no mercado local.

Os cogumelos foram cultivados em vasos separados de tal forma que de
cada espécie e/ou linhagem fossem obtidas quatro repetigdes. Os corpos de
frutificagdo foram colhidos e secados por 24 horas aproximadamente a 60°C e

posteriormente triturados em moinho Wiley e homogeneizados.

3.2 Composto de cultivo

Os cogumelos foram cultivados em composto a base de capim Coast-
cross (Cynodon dactylon (L.) Pers) - 45%, bagago de cana-de-agtcar
(Saccharum officinarum L.) - 45% e farelo de trigo - 10%, suplementado com
superfosfato simples - 1%, calcario - 2%, gesso agricola - 2% e uréia - 2%. A
porcentagem dos suplementos foi definida em fungfo do total do substrato base.

O composto foi preparado de acordo com tecnologia convencional descrita para
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este cogumelo, assim como as etapas de indugdo da frutificagdo, cultivo e

colheita (Eira, 2003).

3.3 Analises fisicas e quimicas

As amostras provenientes das diferentes linhagens de cogumelo foram
desidratadas a 60°C por 48 horas, trituradas em moinho Wiley e
homogeneizadas, sendo devidamente acondicionadas em frascos de vidro,
fechados e armazenados, sob refrigeracdo, a aproximadamente 5 °C. As analises
quimicas nutricionais foram feitas em quatro repeti¢des para cada tratamento.

Os seguintes procedimentos foram feitos para a analise dos
basidiocarpos, seguindo a metodologia adotada pelo INSTITUTO ADOLFO
LUTZ (1985): umidade em estufa a 105 °C por 6 horas; extrato etéreo por
gravimetria em extrator “soxhlet”; cinzas apos incineracdo das amostras e fibra
bruta apods digestdo com acido. A fragdo protéica foi determinada pelo método
“Micro Kjeldahl”, sendo a proteina bruta do cogumelo determinada a partir do
teor de nitrogénio, utilizando-se o fator de conversao N x 4,38 (Miles & Chang,
1997; Silva et al., 2007; Tsai et al., 2008).

Os agucares redutores foram determinados segundo método
desenvolvido por Somogyi e adaptado por Nelson (1944) e os agucares ndo
redutores pelo método de Antrona (Trevelyan & Harrison, 1952). Na
determinagdo dos minerais, utilizou-se 0,5 g da amostra de cada linhagem e a
analise foi feita em triplicata, sendo que o calcio, magnésio, cobre, manganés,
zinco e ferro, foram determinados por espectrofotometria de absor¢do atomica
(Silva, 1998). Os elementos fosforo e enxofre foram determinados por
colorimetria em espectrofotometria a 420 nm e o boro a 540 nm; o potassio foi
determinado em espectofotometro de chama (Malavolta, 1997). Na
determinagdo dos compostos fenodlicos foi utilizado 1 g da amostra pelo método

Folin-Denis (Swain & Hillis, 1959).
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3.4 Procedimento para obtencéo de B-Glucano

As fibras insoluveis, as quais, segundo Park et al. (2003) e Manzi &
Pizzoferrato (2000), contém basicamente -glucano, foram obtidas conforme a
metodologia modificada utilizada por Prosky et al. (1988). Para isso, lg da
amostra, constituida de cogumelo moido, foi adicionado em Erlenmeyer (500
mL), juntamente com 50 mL de tampao fosfato 80mM, pH 6,0. Seguiram-se
entdo trés etapas de tratamento enzimatico da amostra: 1- 100uL da enzima o-
amilase termoestavel Termamyl 120L (Novo Nordisk) foram adicionados a
solucdo de pH 6,0, incubando-a por 30 minutos em banho-maria em ebuli¢do. 2-
100pL da protease neutra bacteriana (Novo Nordisk) foram adicionados a
solugdo com o pH ajustado para 7,5, com NaOH 25mM, incubando-a por 30
minutos a 60°C. 3- 300 puL de amiloglicosidase AMG 300 (Novo Nordisk)
foram adicionados a solugdo com pH ajustado para 4,0-4,5, incubando-a por
mais 30 minutos a 60°C. Apos as trés etapas 200 mL de alcool etilico 95%
foram adicionados a solugdo, incubando-a a 60°C por 60 minutos ¢ deixando-a
em repouso “overnight”. As fibras insoluveis precipitadas no etanol foram entio
filtradas em filtro Whatman n° 5B e lavadas trés vezes em solugdo de 80% de
alcool etilico e 20% de acetona, sendo secadas a temperatura ambiente e
cuidadosamente removidas do papel de filtro.

Para a determinagdo da concentracdo de B-glucano nas fibras insoluveis,
estas foram transferidas para Erlenmeyer de 300 mL sendo entdo hidrolisadas
pela adicdo de 10 mL de H,SO, 72% e incubadas a temperatura ambiente
overnight. Foram adicionados entio, 140mL de agua destilada e a solucao
incubada por 2 horas em banho-maria em ebulicdo. O pH da solugdo foi entdo
ajustado para 7,0 utilizando-se NaOH 5N, e o volume final ajustado para 250

mL. A solugdo foi filtrada primeiramente em papel de filtro Whatman n°® 5B e
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em seguida em membrana ultrafiltrante GV (Durapore) de porosidade 0,20um,

da marca Millipore.

3.4.1 Quantificagéo e calculo do teor de B-glucano pelo método enzimatico
A quantificacdo do B-glucano, a partir da glicose, foi feita de acordo
com McClear & Glennie-Holmes (1985), sendo utilizado um kit enzimatico
(LaborLab Ltda., Guarulhos/SP) que contém 4-aminofenazona (0,025 mol.L™),
fenol (0,055 mol.L™), glicose oxidase (1 U.mL™) e peroxidase (0,15 U.mL™). A
absorbancia (505 nm) foi mensurada em espectrofotdometro UV-VISIBLE
modelo UV-1601PC marca SHIMADZU. Os resultados foram usados na

seguinte formula:

B-glucano (g/100g) = A *f*0,9 * 0,25
A — absorbancia da reagdo de cada amostra, apos tratamento acido;

f=463 — 100mg/dL/P. Em que P ¢ a leitura da absorbancia do padrao (20uL de
reativo padrao + 2mL de reativo de trabalho);

162/180 — Fator de conversao da glicose livre que foi determinada, para glicose
anidra que ocorre em -glucano (McClear & Glennie-Holmes (1985).

0,25 — fator de conversdao das unidades de mg/dL para g/100g uma vez que o
volume final da extragdo é de 250 mL;

3.4.2 Quantificagdo e célculo do teor de B-glucano por HPLC

Para realizacdo das andlises cromatograficas, foram utilizadas as
amostras obtidas conforme procedimento descrito no item 3.4. As amostras
foram transferidas do freezer (-20°C) para refrigerador (10°C), permanecendo
neste por aproximadamente 12h. Em seguida, foram deixadas a temperatura
ambiente por aproximadamente 4h, antes de serem analisadas. Apods

estabilizagdo da temperatura, 25ul. das amostras foram diluidas 20 vezes em
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agua ultra pura filtrada em membrana ultrafiltrante GV (Durapore) de
porosidade 0,20um, da marca Millipore. Foram injetados 20uL. da amostra para
a corrida cromatografica.

Os valores foram determinados usando metodologia de acordo com as
técnicas da AOAC (1992), modificada por Schwan et al., (2001), e Shimadzu
(1998). Foi utilizado cromatdgrafo de fase liquida Shimadzu, modelo LC-10Ai
(Shimadzu Corp., Japdo), equipado com detectores de indice de refragdo,
modelo RID-10A. Para determinagdo da glicose foi utilizada coluna de troca
cationica (Shim-Pack) SCR-101H (7,9mm de diametro x 30 cm). Para a
determinagdo de carboidratos, a coluna operou a temperatura ambiente, tendo
como fase movel agua ultra pura com pH ajustado para 2,1, a um fluxo de 0,6
mL/min. A quantificacdo foi feita a partir de comparagdo com a curva de
calibracdo de glicose, determinada utilizando padrdo certificado da marca

Supelco. Os resultados de leitura no HPLC foram usados na seguinte formula:
B-glucano (g/100g) = G*25*0,9

Em que:

G ¢é a concentragdo de glicose em mg/mL determinada por meio da curva
padrdo;

0,9 ¢ o fator que leva em consideracgdo a glicose vinda somente do B-glucano;

25 ¢ o fator de conversdo das unidades de mg/mL para g/100g uma vez que o
volume final da extragdo ¢ de 250 mL

Curva padrao: Y=0,000004x + 0,036622

Y ¢ a concentragdo de glicose em mg/mL (G);
X ¢ a area do pico de cada amostra
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3.5 Determinacao da atividade enzimatica

As atividades enzimaticas da lacase, manganés peroxidase e lignina
peroxidase foram determinadas nos cinco isolados de A. brasiliensis (CS1, CS5,
CS7, CS9 e CS10) em diferentes momentos de crescimento micelial no
composto de cultivo do cogumelo. A primeira amostra T1 foi a amostra controle,
qual o composto foi autoclavado duas vezes a 121° C por 1 hora, com intervalo
de 24 horas. Apds o resfriamento, o composto foi inoculado e incubado a 26° C
30 dias, quando as amostras de composto colonizado foram entdo retiradas para
a analise de atividade enzimatica. Os demais tratamentos consistiram de
compoto obtido segundo procedimento convencional descrito na literatura (fases
I e I da compostagem). A segunda amostra (T2) foi obtida a partir de composto
convencional inoculado e incubado a 26° C também 30 dias (composto
totalmente colonizado). A terceira amostra (T3) foi obtida durante o cultivo do
cogumelo, 30 dias ap6s a inducdo da frutificagdo e a quarta amostra (T4), 60
dias apds a inducdo da frutificagdo, ambos mantidos em ambiente com

temperatura variando de 26 a 28° C e umidade relativa do ar acima de 80%.

3.5.1 Atividade de Lacase (benzenodiol : oxigénio oxiredutase, EC 1.10.3.2)
A atividade de lacase foi determinada por método espectrofotométrico
indireto utilizando-se 2,2’-azino-bis-etilbentiazoline (ABST) em mistura de
reacdo de 1 mL contendo 0,3 mL de tampao acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0), 0,1
mL de ABST ImM (em agua) e 0,6 mL da fonte enzimatica. Utilizando o
protocolo modificado de Buswell et al. (1995), a oxidagdo do ABST foi medida
pelo aumento da absorbancia a 420nm a 30°C, contra um tubo branco contendo
todos os reagentes e substituindo o ABST por agua destilada. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar
1 umol de ABST por minuto (€40 = 3,6 x 10* mol™. cm™). Para cada amostra

foram realizadas quatro repetigoes.
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3.5.2 Atividade de manganés peroxidase (Manganés dependente de
peroxidase EC 1.11.1.13)

A atividade de manganés peroxidase foi medida usando o vermelho de
fenol (1g. L") como substrato (¢ = 4.460 mol”. L".cm™) de acordo com a
metodologia modificada descrita por Kuwahara et al. (1984). A mistura de
reacdo de 1 mL continha 500uL do extrato enzimatico, 100 uL. de solucdo de
vermelho de fenol (1,0 g.L™"), 100 pL de lactato de sodio pH 4,5 (250mmol.L™),
200uL de albumina bovina (0,5%), 50 pL de sulfato de manganés (2mmol. L") e
50uL de H,0, (2 mmol.L™") em tampdo succinato de sédio (20 mmol.L™") pH
4,5. A solugdo resultante foi incubada por 5 minutos a 30°C e a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de NaOH (2 mol.L™"). A absorbancia foi medida a 610
nm contra um tubo branco contendo todos os reagentes, exceto o sulfato de
magnésio que foi substituido por lactato de sédio. Uma unidade de manganés
peroxidase foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar 1pumol de
vermelho de fenol por minuto. Para cada amostra foram realizadas quatro

repeticoes.

3.5.3 Atividade de lignina peroxidase (EC 1.11.1.14)

A atividade de lignina peroxidase foi determinada pelo monitoramento
da absor¢io em 310 nm da formagdo de veratraldeido (¢ = 9.300 M. cm™),
através da oxidacdo de alcool veratrilico de acordo com a metodologia
modificada descrita por Tien & Kirk (1984). A mistura de reagdo de 2 mL,
constou de 0,5 mL da fonte enzimatica, 0,5 mL deH,O, 2mM, 0,5 mL de alcool
veratrilico 10 mM e 1 mL de tartararo de sédio 0,125 M pH 3,0 a 37°C. A
absorbancia foi medida em 310 nm contra um tubo branco contendo todos os
reagentes, exceto o alcool veratrilico que foi substituido por tartarato de sédio.

Uma unidade da enzima foi definida como a quantidade de enzima capaz de
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oxidar 1 pumol de alcool veratrilico a veratraldeido por minuto. Para cada

amostra foram realizadas quatro repetigdes.

4.6 Avaliacdo do crescimento micelial das diferentes linhagens de A.
brasiliensis

O crescimento micelial de A. brasiliensis foi avaliado nas diferentes
condigdes que representam todas as etapas para o cultivo do cogumelo, desde a
producdo das matrizes em laboratorio até a colonizacdo dos substratos de
cultivo. Para o cultivo em meio de cultura, foi utilizado o meio BDA em placas
de Petri, as quais foram inoculadas com discos de 6 mm contendo micélio de
culturas jovens (14 dias) de cada uma das linhagens do fungo, e incubadas a
25°C. O raio das colonias foi medido a partir dos discos inoculados nas placas,
sendo medidos quatro raios por placa, cuja média consistiu em uma repetigao,
transformando-se os resultados em mm/dia.

As mesmas linhagens foram também inoculadas no substrato utilizado
para produgdo do inoculante, nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente,
bem como no composto de cultivo do cogumelo, produzido da mesma forma
descrita no item 3.2, porém, acondicionado em frascos de vidro em vez de
sacolas plasticas. Todos os frascos, tanto de inoculante como de composto,
foram inoculados apenas na superficie, para permitir que o crescimento micelial
pudesse ser medido. As medi¢des foram feitas a cada 7 dias, até que os
substratos fossem completamente colonizados, tomando-se 4 medidas de cada
frasco, cujas médias constituiram em uma repeti¢do. Os resultados foram

transformados em mm/dia, como citado anteriormente.
4.7 Avaliagdo da produtividade e medidas dos corpos de frutificagéo

Para os experimento de cultivo, foram utilizados vasos contendo 5 kg de

composto colonizado. Apds ser acondicionado nos vasos, 0 composto recebeu
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uma camada de 5 cm de cobertura, a qual foi constituida de Latossolo Vermelho
Distroférrico, sem corre¢do de pH. Durante todo o cultivo, os vasos foram
mantidos em ambiente com a umidade mantida acima de 80% e temperatura
oscilando entre 22 e 28° C. . A produtividade (%) das linhagens de A.
brasiliensis foi calculada em fun¢do da relacdo entre o peso de cogumelos
frescos e a massa de composto umido.

Foram avaliados todos os cogumelos colhidos quanto ao comprimento
do pileo, didmetro do estipe e tamanho total dos cogumelos. As medidas foram

tomadas com auxilio de paquimetro, cuja média foi expressa em milimetros.

4.8 Analise estatistica dos dados

Os experimentos de crescimento micelial em placa, inoculante e
composto foram realizados com 4 repetigdes para cada linhagem. O experimento
de produtividade foi montado em blocos casualizados com 4 repeti¢des, sendo
cada repeticdo composta por 3 unidades (vasos).

A avaliagdo das medidas dos corpos de frutificagdo foi feita com base no
mesmo delineamento experimental descrito para o experimento de
produtividade.

Os dados foram analisados com o auxilio do Software Sisvar 4.3, sendo

aplicado o teste de média Tukey, a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas nutricionais de diferentes linhagens do cogumelo
Agaricus brasiliensis

Os resultados da composi¢do quimica nutricional dos cogumelos
desidratados das diferentes linhagens de Agaricus brasiliensis estdo
apresentados na Tabela 3, com diferencas significativas (P < 0,05) para todos os
demais parametros avaliados, com exceg¢do de extrato etéreo.

A linhagem CS5 destacou-se dentre as demais, apresentando uma maior
composic¢do protéica (27,07%) e de cinzas (7,17%). Com relagdo a fibras brutas,
a linhagem CS9 apresentou a maior composigéo (18,3%), seguida pela linhagem
CS5 (17,5%). Estes dados estdo muito proximos dos obtidos por Tsai et al.
(2008) para amostras de uma linhagem de A. brasiliensis adquirida em pontos
comerciais de Taiwan. Diferentes polissacarideos compdem o grupo de fibras
brutas, contando-se entre eles as P-glucanas, as quais sdo o principal alvo de
estudos acerca da atividade antitumoral (Firenzuoli et al., 2007; Bellini et al.,
2006; Machado et al., 2005; Park et al.,2003). Nao houve diferenca significativa
na porcentagem de extrato etéreo, sendo que todas as linhagens apresentaram
valores inferiores a 2%. De modo geral os cogumelos sdo conhecidos por
apresentar baixa composi¢ao de lipidios (Furlani & Godoy, 2007; Liu et al.,
2005), o que os torna uma excelente fonte de alimento em dietas nutricionais. A
analise de aglicares detectou concentragdes minimas de glicose para todas as
linhagens, as quais também apresentaram baixa concentracdo de aglcares totais,

sendo que o isolado CS7 apresentou a maior concentracao (0,76%).
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TABELA 3 Composi¢do quimica nutricional dos cogumelos desidratados das diferentes linhagens de Agaricus

brasiliensis em g/100g de matéria seca.

LINHAGENS % PROTEINA % EXTRATO % EXTRATO % FIBRAS % CINZAS % UMIDADE % UMIDADE
- NAO
ETERIO NITROGENADO BRUTA COGUMELO
DESIDRATADO
CS1 24’50 B +201 1,86 At 0,08 48,45 B +16 16,5 CB 017 6,36 C +0,25 83, 25 B +2,60 12’41 A£0728
CS5 27’07 A+0,50 1’70 Ax 0,10 44’99 C +15 17’5 BA+0,17 7117 A+011 85, 75 B +2,50 11,65 A+0,92
cs7 2208C 046 170 A% 010 5349 A£049  170CB $015 g37C: 019 g5 o5 A£226 9708 +043
Cs9 2337C B 046 gy Az 008 gugE B A*0% g3  Ax06 gy B $007 g9 op A210 9998 +0,09
CSlO 24,84 BA+111 1’79 At 0,09 51’57 A +125 16,3 C +0,19 6,75 B +0,06 911 75 A+124 8,71 B +0,15
Os valores precedidos pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste Tukey (p < 0.05). Os valores

sobrescrito representam o desvio padrdao da média.
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O cogumelo A. brasiliensis é conhecido também por apresentar
propriedades antioxidantes (Huang & Mau, 2006), sendo que esta caracteristica
em cogumelos tém sido relacionada a presenga de compostos fenolicos (Barros
et al., 2008; Elmastas et a., 2007). As concentragdes de compostos fenodlicos no
cogumelo A. brasiliensis observadas neste trabalho (Tabela 4) sdo proximas
aquelas observadas em Agaricus arvensis (2,83%) e inferiores as relatadas paras
espécies pertencentes a outros géneros de cogumelos como Lentinula edodes
(4,79%), Volvariella volvacea (15,0%), Leucopaxillus giganteus (6,29%) e
Sarcodon imbricatus (3,76%) (Barros et al., 2007; Cheung et al., 2003).

TABELA 4 Valores médios de compostos fenolicos nos cogumelos de A.

brasiliensis em g/100g de matéria seca.

LINHAGENS % AGUCARES % AGUCARES POLIFENOIS
REDUTORES NAO 9/100g
REDUTORES
Cs1 0054  A*0% 61 B 0% 182° AT0®
CS5 0045 ¢  *%% 045° 001 9 9g A£011
CS7 0048 ° *°% 076 A%010 1 ggB A+026
CS9 0,044 ¢ *002 @3 B *002 9 7gB A£008
CS10 0,039°  *%% 052¢B =00 165° £012

Os valores precedidos pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo
teste Tukey (p < 0.05). Os valores sobrescrito representam o desvio padrdo da
média.

A composi¢ao mineral do cogumelo A. brasiliensis esta representada na
Tabela 5, com diferencas significativas (P < 0,05) entre os tratamentos. Nao
foram encontradas diferencas significativas entre as linhagens para os minerais
potassio, magnésio, boro e ferro. A linhagem CS5 apresentou a maior

concentracdo de fosforo, enxofre € cobre, enquanto que a maior concentragdo de
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manganés foi encontrada na linhagem CS9 e a de zinco na linhagem CS1. A
linhagem CS7 apresentou uma porcentagem significativamente menor de calcio,
manganés e zinco, além de estar entre as linhagens com menor concentragao de
fosforo, enxofre e ferro.

Todos os resultados obtidos neste trabalho referem-se ao cogumelo
desidratado, o que significa que no cogumelo fresco deve-se considerar apenas
10%, aproximadamente, dos valores aqui relatados. Portanto, considerando o
cogumelo fresco, o teor de proteina é menor do que 3%, o qual ndo pode ser
considerado um valor elevado em comparacdo com alimentos considerados
protéicos, como a carne ¢ a soja, ¢ pode ser também mais pobre em proteina do
que alimentos mais comuns como o leite, por exemplo, cujo teor varia de 3,0% a
4,5%. Entretanto, comparando com vegetais de modo geral, mesmo o cogumelo
fresco pode ser considerado um alimento mais rico em proteina, além de ser uma
importante fonte de vitaminas e sais minerais.

Os resultados encontrados demonstraram também que as diferencas
genéticas entre as linhagens de A. brasiliensis observadas por Tomizawa et al.
(2007) resultaram em diferengas nas concentragdes quimicas nutricionais,
corroborando também os resultados encontrados em outros trabalhos com
diferentes linhagens de Pleurotus ssp, Flammulina velutipes, Lentinula edodes e
Agaricus bisporus, que também apresentaram diferengas em sua constitui¢do
quimica (Toro et a., 2006; Yang et al., 2001; Calonje et al., 1995). Entretanto,
para a selecdo de linhagens, as caracteristicas nutricionais devem ser
consideradas em conjunto com outros parametros. Dentre esses, a produtividade,
¢ um dos mais importantes na selecdo da melhor linhagem comercial ou na
escolha das melhores linhagens para um programa de melhoramento genético.
Além disso, as diferencas observadas na composi¢do quimica podem ser também
um reflexo direto de diferencas de produtividade uma vez que linhagens mais

produtivas tendem a drenar maior quantidade de nutrientes do composto,
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levando a uma diminui¢do da concentra¢do desses nutrientes nos cogumelos
oriundos de colheitas subsequentes. Portanto, ainda que a linhagem CS5 tenha
apresentado maior concentra¢do de proteina, fibras totais e de alguns minerais,
caracteristicas agronomicas como produtividade e precocidade deverdo ser

também consideradas para a escolha da melhor linhagem.
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TABELA 5 Composi¢do mineral média dos cogumelos das diferentes linhagens de A. brasiliensis em g/100g de matéria

seca.

LINHAGENS % % % % % mg.Kg? mg.Kg' mgKg' mgKgt mgKg*
P K Ca Mg S B Cu Mn Zn Fe

CS1 1,12CB #0831 gqA005  (3gAL002  (13A00L  (37B:00l  gogAsill g g CB 03 g7 B £0S5  gyg A4l0 70 3BTV
CSS 1’23 A£0,07 1'95 A£0,02 0]34 A£0,02 0'13 A£0,01 0'41 A£0,01 4]00 A£150 53,9 A+0,65 8,17 B %029 51'5 CB 0,57 91’2 A+ 653
CS7 1,08C 001 1 gqAt0®  (qgBr00l g 13AL00L  3EBOOL  34gAflT6  39gC 015 750C 010 4g3C 087 g7 gBr0ds
CSQ 1,08 (o} +0,02 1'95 A£0,02 0,36 A£0,03 0'14 A£0,01 0’34 B+0,01 2]17 A£0,06 23,7 D +0,25 9,43 A0,40 56,0 B +0,68 67,0 B+0,83
CS10 1,16 B #0021 gqA00L  g37A00L  (5A00L (37800l pagAL08  p74C 208 g3CB 012 79 A08 g9 (B0

Os valores precedidos pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste Tukey (p < 0.05). Os valores

sobrescrito representam o desvio padrao da média.
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5.2 Determinacéo da concentracdo de B-glucano de diferentes linhagens do
cogumelo Agaricus brasiliensis em relacdo a outras espécies de cogumelos

A extragdo de B-glucano foi feita segundo metodologia descrita por
Prosky et al. (1988) e a determinacdo da sua concentracdo foi feita utilizando
dois métodos diferentes. O primeiro método foi baseado na determinagdo
enzimatica, através do complexo enzimatico oxidase/peroxidase, especifico para
determinagdo da glicose proveniente de -glucano (McClear & Glennie-Holme,
1985; Dallies et al. 1998). No segundo método a concentragdo de glicose
proveniente da hidrolise de B-glucano foi determinada em HPLC utilizando
0,20um da mesma amostra que foi utilizada na determinagdo do método
enzimatico.

Os resultados obtidos na determinagdo do teor de P-glucano das

diferentes amostras de cogumelos estdo demonstrados na Tabela 6.
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TABELA 6 Concentracdo de B-glucano das amostras de cogumelos comestiveis e medicinais (g/100g de cogumelo
seco) determinadas pelo método enzimatico e por HPLC.

Amostras * HPLC Método Enzimatico
CSs2 3,05 F E +0,50 410 E D C 1,10
CS9 3,17 F E D C +0,29 427 E D C +0,71
Cs1 2,70 F 125 3,36 E D +1,02
CS5 3,84 FE D +0,38 3,26 E D +1,22
AB 2,99 F E +084 211 E +0,67
CS7 4,20 F E D C +0,65 5,00 E D C +1,00
CS10 4,35 c B +0,81 6.03 D C B +0,83
PE 5,39 c B +0,29 6,72 C B A %043
PC 4,87 E D C +0,85 7.03 cC B A $195
PO 7,62 B A 2068 9,63 A £204
LE 8,12 A 2L® 9,00 A £143

Os valores precedidos pelas mesmas letras maiusculas na coluna e minusculas nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste
Tukey (p < 0.05). Os valores sobrescritos representam o desvio padrao da média.

* CS1 a CS10: linhagens de A. brasiliensis; AB: A. bisporus; LE: L. edodes; PE: P. eryngii; PC: P. sajor-caju; PO: P.
ostreatus.
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As amostras quantificadas pelo método enzimdtico revelaram que os
cogumelos Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes, possuem a maior
concentracdo total de (-glucano, com 9,63 e 9,00g/100g de cogumelos secos,
respectivamente. Em relacdo as amostras de Agaricus brasiliensis, duas
linhagens, CS7 ¢ CS10, apresentaram teores mais elevados de B-glucano, com
5,00 e 6,30g/100g de matéria seca, respectivamente. Estes valores foram
semelhantes aos encontrados em P. eryngii (6,72g/100g) ¢ P. saju-caju (7,03
g/100g) . Os menores valores foram encontrados para as demais linhagens de A.
brasiliensis ¢ para o cogumelo A. bisporus. Varios estudos apontam o alto
potencial medicinal do cogumelo A. brasiliensis (Bellini et al., 2006; Machado
et al., 2005; Oliveira et al., 2002; Menoli et al., 2001), o qual estd normalmente
relacionado ao teor de P-glucano (Firenzuoli et al., 2007). Entretanto, neste
trabalho, as amostras de P. ostratus e L. edodes, foram as que apresentaram
maior teor deste polissacarideo. Por outro lado, hoje sabe-se também que as
propriedades medicinais estdo também relacionadas com o tipo de ligagdo das
ramificagdes desse polissacarideo e ndo simplesmente com a sua quantidade no
cogumelo (Kawagishi et al., 1989).

Nao foram encontradas diferencas significativas ao se comparar os
resultados obtidos pelas diferentes metodologias (método enzimatico e analise
por HPLC). Na quantificacdo das amostras utilizando HPLC foram encontradas
as mesmas diferencgas significativas entre as linhagens obtidas pelo método
enzimatico de quantificacdo. Estes resultados contrariam aqueles obtidos por
Rhee et al., (2008) que, ao utilizarem as mesmas técnicas de quantificagdo de [3-
glucano de Inonotus obliquus, encontraram diferengas significativas entre os
resultados obtidos pelos dois métodos. E provavel que as diferengas observadas
por Rhee et al. (2008) tenham ocorrido devido ao fato dos autores ndo terem
submetido as amostras a uma filtracdo adequada apds a hidrolise enzimatica,

antes da quantificagdo pelo método enzimatico.
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A concentracdo de fibras totais soliveis em alcalis em cogumelos do
género Pleurotus pode ser de 126 a 293g/kg de cogumelo seco, sendo que estas
fibras sdo constituidas basicamente de B-glucano (Cheung & Lee, 2000).

Empregando a mesma metodologia utilizada neste trabalho Park (2003)
encontrou concentra¢des proximas de -glucano na faixa de 7,6 a 10,1g/100g de
cogumelo seco em A. brasiliensis. Da mesma forma Rhee et al. (2008),
utilizando as mesmas técnicas de deteccdo de [-glucano encontrou
concentragdes de P-glucano de 13,7-15,3g/100g de matéria seca em Inonotus
obliquus.

Os resultados obtidos no presente também revelaram que, além das
diferencas normalmente encontradas entre as espécies, ¢ possivel encontrar
também diferengas entre linhagens de uma mesma espécie, como foi observado
para as linhagens CS7 e CS10 de A. brasiliensis, as quais apresentaram maiores
concentragdes de B-glucano do que as demais. Estes resultados indicam que
estas duas linhagens possuem bons atributos para o cultivo comercial, pelo fato
de apresentarem a melhor produtividade e os maiores valores de B-glucano. Com
isso, as duas linhagens tornam-se também interessantes para futuros estudos de

melhoramento genético.

5.3 Determinacdo da atividade de peroxidases de linhagens do cogumelo
Agaricus brasiliensis em composto.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo demonstrados na Tabela 7,
onde foi avaliada a atividade de lacase, manganés peroxidase e lignina
peroxidase em composto de cultivo com diferentes intervalos de cultivo ¢ em

diferentes condicdes.
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TABELA 7 Atividade de lacase de diferentes isolados de A. brasiliensis no composto de cultivo.

Atividade enzimética media (U/g)

Isolado T1 T2 T3 T4
Cs1 049 A P +0,24 075 A @ %013 0,70 A a z017 (ggg C a £016
css 071 AP s gg5 A P 202  g5g A P 20l 704 A A xom
CS7 0,47 A b +0,02 088 A b +014 0,85 A b +033 259 A a +025
CS9 0,75 A b a +013 0,92 A a 1001 0,56 A b +007 0,74 C b a +0,06
csio o071 A P %00 g75 A b 03 gy A P 2002 155 B A a 02

T1 — Controle. Amostra utilizando composto esterilizado com 30 dias de inoculagao.

T2 — Amostra contendo composto sem esterilizacdo com 30 dias de inoculagéo.

T3 — Amostra obtida durante o cultivo, 30 dias ap6s a indugao da frutificagdo.

T4 — Amostra obtida durante o cultivo, 60 dias apds a indugdo da frutificacao.

Os valores precedidos pelas mesmas letras maiusculas na coluna e minusculas nas linhas ndo diferem entre si, pelo teste
Tukey (p < 0.05). Os valores sobrescrito representam o desvio padrdo da média.
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Das trés enzimas avaliadas neste trabalho, foi detectada apenas atividade
de lacase, ou seja, as enzimas manganés peroxidase e lignina peroxidase ndo
foram detectadas em nenhuma das linhagens de A. brasiliensis nas condi¢des
testadas neste trabalho. A atividade dessas enzimas ja foi relatada em outras
espécies de cogumelos como Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleurotus
ostreatus (Boer et al., 2006; Baldrian et al., 2003; Bonnen et al., 1994). ,
Entretanto, Ullrich et al. (2005) ndo encontraram atividade de manganés
peroxidase quando A. blazei foi cultivado em meio liquido. Segundo Hofrichter
(1999), enzimas ligninoliticas podem ser produzidas de forma constitutiva,
porém, a sua produgdo por basidiomicetos pode ser influenciada pelas condigoes
de cultivo. A atividade de manganés peroxidase, por exemplo, ¢ sensivel a
presenca de alguns metais como o cadmio (Boer et al., 2006). Diante disso,
apesar dos resultados negativos obtidos por Ullrich et al. (2005), seria
importante avaliar a atividade dessas enzimas nas condi¢des de cultivo, nas
quais a atividade enzimatica poderia ser induzida.

O tratamento controle (T1), cujo composto foi esterilizado antes de ser
inoculado, apresentou a mesma atividade de lacase que o tratamento T2, ou seja,
a atividade enzimatica ocorreu exclusivamente em funcdo da acdo do A.
brasiliensis. A utiliza¢do desse controle era importante, uma vez que o cultivo
do cogumelo se d4 em composto fermentado e pasteurizado, o qual conta com a
presenca de grande nimero de microrganismos que continuam presentes durante
a colonizagdo e frutificacdo do cogumelo, os quais poderiam de alguma forma
estar contribuindo para a producdo dessas enzimas. Por outro lado, foi possivel
inferir também que o tratamento de esterilizacdo do composto ndo comprometeu
a produgdo e atividade da lacase.

A atividade de lacase variou entre as linhagens apenas nas amostras
retiradas 60 dias apos a indugdo da frutificagdo (tabela 7), ou seja, a diferenca

entre algumas linhagens ocorreu somente quando o ciclo de producdo do
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cogumelo estava proximo do fim. Para as linhagens CS1 ¢ CS9 a atividade da
enzima permaneceu estavel durante todo o ciclo de producdo, mas para as
linhagens CS5, CS7 e CS10, houve um aumento significativo da atividade
enzimatica 60 dias apos a indugdo da frutificagdo (T4). Nesse tratamento, essas
linhagens apresentaram atividade de lacase superior as linhagens CS1 e CS9.

Portanto, as maiores atividades de lacase foram observadas 60 dias apds
a indugdo da frutiticagdo, para as linhagens CS10 (1,55 U/g), CS5 (2,5 U/g) e
CS7 (2,59 U/g), as quais foram estatisticamente semelhantes.

Ullrich et al. (2005) trabalharam na extracdo e caracterizacdo de lacase,
produzida por A. brasiliensis (Agaricus blazei) em meio liquido a base de suco
de tomate e obtiveram uma atividade SU/mL. Esse valor esta compativel com o
obtido no presente trabalho, entretanto, indica que a produgad da enzima nas
condi¢des de cultivo do cogumelo ndo foi estimulada, como se pensava a
principio que poderia ocorrer. Além disso, o fungo ndo produziu as outras
enzimas (manganés peroxidase e lignina peroxidase) como ocorre com outras
espécies, inclusive o A. bisporus que produz a trés enzimas (Bonnen et al., 1994)
e ¢ um cogumelo de estilo de vida muito parecido com o A. brasiliensis.

Essas diferencas de atividade enzimatica podem ajudar a explicar porque
o ciclo de produ¢ao do cogumelo A. brasiliensis é tio longo quando comparado
com o A. bisporus, cujo cultivo comercial em condi¢des controladas pode ter o
ciclo fechado em menos de um més ap6s a indugdo da frutificagdo, ao passo que
o A. brasiliensis precisa de cerca de trés meses apo6s a indug@o da frutificagdo

para alcangar uma producdo economicamente viavel.
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5.4 Avaliacéo da produtividade de linhagens de Agaricus brasiliensis

Os resultados de crescimento micelial nos diferentes meios ou substratos
estdo descritas na tabela 8, sendo que foram observada diferencas significativas
apenas para o crescimento em composto de cultivo. As linhagens de A.
brasiliensis apresentaram o mesmo desempenho em BDA e no arroz em casca +
farelo de trigo. Apenas no composto de cultivo foi observado um menor
crescimento micelial para a linhagem CS5, enquanto que as demais

apresentaram os mesmos resultados de crescimento micelial.

TABELA 8 Avaliagao crescimento micelial das linhagens de A. brasiliensis em

BDA, arroz em casca + farelo de trigo e composto de cultivo

Tratamentos BDA Arroz em casca Composto
Cs1 528 A 128 g9l A 3005 500 A 1034
CS5 528 A £133 799 A £037 3g5 B 036
Ccs7 553 A 041 791 A 08 g A 050
CS9 6,83 * 067 706 A 087 g9 A 2081
CS10 6,96 * *00t 7,66 * 1088 §op A *0l

* As médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo
teste Scott-Knott (p < 0.05). Os valores sobrescritos representam o desvio
padrdo da média.

Quanto a avaliag@o da produtividade, cujos resultados estdo descritos na
tabela 9, os dados obtidos demonstraram diferengas significativas entre as
linhagens, confirmando que as mesmas sdo, de fato, geneticamente distintas. As
linhagens CS7 ¢ CS10 foram as mais produtivas, com 9,51 e 8,92% de
produtividade, respectivamente. Por outro lado, a linhagem CS5 foi a que

apresentou menor produtividade (3,66%), seguida pelas linhagens CS1 (6,35%)
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e CS9 (5,40%). E interessante observar que a linhagem CS5 apresentou,
juntamente com CS7 e CS10, as maiores atividades de lacase apds 60 dias de
inducdo da frutificacdo, entretanto, ao contrario das duas ultimas linhagens, que
foram as mais produtivas, a atividade enzimadtica mais elevada nao resultou em
boa produtividade. Esses resultados demonstram que outros fatores estdo
envolvidos no processo de frutificacdo e, provavelmente, outras diferencas

genéticas estdo contribuindo para que essa linhagem seja tdo pouco produtiva.

TABELA 9 Produtividade das linhagens do cogumelo Agaricus brasiliensis

[(massa de cogumelos frescos/massa de composto imido) x 100].

Tratamentos Produtividade (%0)
Cs1 6,35 . =036
CS5 3,66 © 123
Cs7 9,51 A 2080
Cs9 5,40 © B =077
CS10 8,92 A =08

* As médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste

Tukey (p < 0.05). Os valores sobrescrito representam o desvio padrdo da média.

Embora existam relatos de que diferentes linhagens apresentem
diferencas quanto ao tamanho e ntimero dos cogumelos (Mamiro, 2008), essas
diferencas nao foram observadas no presente trabalho. Portanto, ndo foi
observada variacao entre as linhagens quanto ao tamanho médio dos cogumelos
e nem nas suas dimensdes de pileo, estipe € no peso unitario (Tabela 10). A
Unica diferenca observada foi no nimero de cogumelos colhidos, sendo este o
fator preponderante para que houvesse diferenga na produtividade entre as

linhagens.
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TABELA 10 Avalia¢do do numero, do tamanho do pileo, didmetro do estipe dos corpos de frutificagdo do Agaricus

brasiliensis em composto de cultivo

Tratamentos Estipe (mm) Pileos (mm) Tamanho Peso Unitério NUmero
(mm) 9) Cogumelos
Csl 62,70 A +521 40,60 A+ 6,40 67,59 A +5,10 47,89 A +10,33 20’50 CB +4,04
CS5 57,27 * #2900 49,00 A 2% 62,02 A *T 62,14 A t27 0g75¢  *28
Cs7 62,40 * #0445 71 A %0 742 A *T 5556 A £968 26,00 A 28
CS9 62,28 * =006 4650 A *°>% 6728 4 *%%% @016 A £1560  1400C B 316
CSlO 66,99 A +4,36 45,77 A +4,00 71,99 A + 4,36 52,78 A +10,16 25,75 A £310

* As médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Scott-Knott (p < 0.05). Os valores

sobrescrito representam o desvio padrao da média.
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6 CONCLUSOES

Os cogumelos frescos de Agaricus brasiliensis ndao podem ser
considerados um alimento protéico. Constituem uma importante fonte de fibras e
sais minerais, além de apresentar baixos teores de lipidios. Podendo ser
considerados uma fonte alternativa de alimento em dietas e na alimentagdo em
geral.

O cogumelo A. brasiliensis produz lacase, mas ndo manganés
peroxidase e nem lignina peroxidase no composto de cultivo.

As linhagens CS5, CS7 e CS10 apresentaram aumento da atividade de
lacase 60 dias apos a indugdo da frutificagao.

As linhagens CS7 e CS10 e se mostraram as mais adaptadas as
condigdes de cultivo utilizadas neste experimento, apresentando bom
crescimento micelial ¢ maior produtividade e ainda resultando em cogumelos

com, maiores concentracdes de B-glucano.
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