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RESUMO

ASSUNQAO, Laélia Soares de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2010. Acumulacdo e acessibilidade de minerais em
cogumelos de Pleurotus ostreatus enriquecidos com ferro, zinco e litio.
Orientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya. Coorientadoras: Denise Mara
Soares Bazzolli e Maria Cristina Dantas Vanetti.

Cogumelos de Pleurotus ostreatus constituem um alimento com
excelente valor nutritivo que podem ser enriquecidos, contribuindo para a
mobilidade, biodisponibilidade e transferéncia de diversos elementos quimicos
do ambiente para outros organismos. Suplementos minerais e alimentos
enriquecidos tém sido utilizados com o intuito de garantir a quantidade
necessaria de minerais essenciais que possam estar em deficiéncia na dieta. O
ferro (Fe) e o zinco (Zn) sdo minerais importantes para a saude humana e,
embora o litio (Li) ndo possua funcdo nutricional reconhecida, um aporte
adequado desse metal pode fornecer beneficios comportamentais. Dessa
maneira, 0 enriquecimento de cogumelos de P. ostreatus com Fe, Zn ou Li
pode ser (til na obtencdo de uma fonte concentrada e biodisponivel desses
microelementos. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram enriquecer
cogumelos de P. ostreatus cultivados em substratos a base de casca de café
suplementados com Fe, Zn ou Li, avaliar a capacidade de acumulacdo desses
elementos nos cogumelos e verificar a acessibilidade desses elementos em
relacdo a suplementos minerais comerciais. Os cogumelos foram produzidos
em substrato & base de casca de café adicionado de diferentes concentracfes
de sulfato ferroso (FeSO,) (0; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 ou 2,0 mg kg'l); carbonato de
zinco (ZnCOs3) (0; 0,53; 1,07; 2,13; 4,27 ou 8,53 mg kg'l); ou cloreto de litio
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(LiCl) (0; 62,25; 125; 250; 500 ou 1000 mg kg*). Determinou-se a eficiéncia
biologica (EB), o teor de proteinas, as concentracfes de Fe, Zn, Li e também
de Mn, K, P, Ca, Cu, Pb, Cd, S, Cr, Mg, Ni e Al, em trés colheitas consecutivas.
Para verificar a acessibilidade do Fe, Zn e Li, duas metodologias foram
realizadas, a extracdo sequencial e a digestibilidade in vitro. Amostras dos
cogumelos enriquecidos com FeSO,, ZnCOj3; ou LIiCl foram avaliadas em
comparacao a trés suplementos minerais comerciais contendo FeSO,, Oxido de
zinco (ZnO) ou carbonato de litio (LioCOg). A eficiéncia bioldgica (EB) foi maior
na primeira colheita e reduziu consideravelmente na terceira colheita, néo
sendo influenciada pelas diferentes concentracdes de FeSO,4, ZnCO3 ou LiCl (P
> 0,05). A acumulacao de Fe foi afetada tanto pela dose de FeSO, adicionada
ao substrato quanto pela ordem das colheitas (P < 0,05).0 cogumelo de P.
ostreatus acumulou Zn e Li, e a concentracéo foi influenciada pelo aumento da
concentracdo de ZnCOg; e LICl adicionada ao substrato (P < 0,05). Nao foram
observadas a presenca de Al, Cu, Mn, Cr, Pb, Ni e Cd nos cogumelos
enriquecidos com FeSO4, ZnCOs3 ou LICl. Os teores de S, K e P foram afetados
pelas diferentes doses de FeSO4, ZnCO3 ou LiCl adicionadas ao substrato (P <
0,05), sendo os teores de Ca e Mg afetados pelas diferentes concentracdes de
FeSO, e ZnCO;3 (P < 0,05). O teor de proteinas foi somente afetado pela dose
de FeSO, adicionada ao substrato casca de café (P < 0,05). Os elementos Fe,
Zn e Li presentes tanto nos cogumelos enriquecido quanto nos cogumelos nao
enriquecidos, apresentaram acessibilidade maior que esses mesmos
microelementos presentes em seus respectivos suplementos. O cogumelo de
P. ostreatus pode ser uma fonte alternativa de Fe, Zn e Li de alta

acessibilidade.
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ABSTRACT

ASSUNCAO, Laélia Soares de, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February 2010. Accumulation and accessibility of minerals in Pleurotus
ostreatus mushrooms enriched with iron, zinc and lithium. Adviser:
Maria Catarina Megumi Kasuya. Co-advisers: Denise Mara Soares Bazzolli
and Maria Cristina Dantas Vanetti.

Pleurotus ostreatus mushrooms are food with excellent nutritional value
that may be enriched contributing to the mobility, bioavailability and transfer of
various chemicals elements from the environment for other organisms. Mineral
supplements and fortified foods have been used in order to ensure the
necessary amount of essential microelements that may be lacking in the diet.
Iron (Fe) and zinc (Zn) are important minerals for human health and although
lithium (Li) has no known nutritional function, an appropriate supply of this metal
would provide behavioral benefits. Thus the enrichment of mushrooms of P.
ostreatus with these elements may be useful for obtaining a concentrated and
bioavailable source of these microelements. Thus, the objectives were to enrich
mushrooms of P. ostreatus grown on substrates based on coffee husk
supplemented with Fe, Zn or Li, to evaluate the accumulation capacity of these
elements in mushrooms and evaluate the accessibility of these elements in
relation to the commercial mineral supplements. The mushrooms were
produced on substrate based on coffee husk supplemented with different
concentrations of ferrous sulfate (FeSQ4) (0, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 or 2.0 mg kg™),
zinc carbonate (ZnCOs) (0, 0.53, 1.07, 2.13, 4.27 or 8.53 mg kg™) and lithium
chloride (LiCl) (0, 62.25; 125, 250, 500 or 1000 mg kg'). The biological
efficiency (BE), the proteins contents and concentration of Fe, Zn, Li, and also
of Mn, K, P, Ca, Cu, Pb, Cd, S, Cr, Mg, Ni and Al, in the mushrooms in three
consecutive harvests were determined. To evaluate the accessibility of Fe, Zn

and Li, two procedures were performed: the sequential extraction and in vitro
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digestibility. Samples of the mushrooms enriched with FeSO,4, ZnCO3 or LiCl
were evaluated in comparison with to three commercial mineral supplements
containing FeSO,, zinc oxide (ZnO) or lithium carbonate (Li,COg3). The
biological efficiency (BE) was higher in the first harvest and reduced
considerably in the third harvest, not being influenced by different
concentrations of FeSO,4, ZnCOg or LiCl (P > 0.05). The accumulation of Fe was
affected by both dose of FeSO, added to the substrate and the order of haverts
(P < 0.05). The mushroom of P. ostreatus accumulated Zn and Li, and
concentrations were influenced by the increasing concentration of ZnCO3; and
LiCl in the substrate (P < 0.05). The Al, Cu, Mn, Cr, Pb, Ni and Cd were not
detected in mushrooms enriched with FeSO,, ZnCO; or LiCl. The
concentrations of S, K and P were affected by different doses of FeSO,4, ZnCO3
or LiCl added to the substrate (P < 0.05), the Ca and Mg were affected by
different concentrations of FeSO, and ZnCO3 (P < 0.05). The proteins content
was only affected by the dose of FeSO, added to the husk of coffee (P < 0.05).
The elements Fe, Zn and Li in both, enriched and unenriched mushrooms
showed greater accessibility than those same elements present in their
respective supplements. The mushroom of P. ostreatus can be an alternative

source of Fe, Zn and Li with high accessibility.



1. INTRODUCAO

O fungo comestivel Pleurotus ostreatus, causador da podridao branca,
possui sabor agradavel, apresenta propriedades nutricionais que contribuem de
forma benéfica para a salude, além de realizar a conversdo de residuos
agroindustriais em alimentos. A composicao de cogumelos comestiveis, e suas
funcBes, tém sido objeto de numerosas pesquisas, uma vez que podem ser
fonte de varios elementos, em quantidade e, ou qualidade, responsaveis pelo
funcionamento normal do organismo. A composi¢cdo quimica desses cogumelos
€ afetada diretamente pela composi¢édo do substrato onde o fungo € cultivado,
fator que permite a acumulagcdo de determinados elementos pelos mesmos.
Cerca de 40 elementos tracos ja foram descritos na literatura e sé&o
acumulados ou absorvidos por cogumelos em crescimento 0 que muitas vezes
faz com que alguns minerais se tornem mais biodisponiveis.

Grande parte da populacdo mundial ou se alimenta a base de cereais,
ou vivem em regifes onde 0 solo apresenta um desbalanco mineral, o que
pode caracterizar falta frequente de nutrientes essenciais como o ferro (Fe),
zinco (Zn), célcio (Ca), magnésio (Mg), cobre (Cu), iodo (I) ou selénio (Se). Os
humanos requerem mais de 22 elementos minerais, os quais podem ser
fornecidos por uma dieta variada e adequada.

O litio (Li) ndo é considerado um mineral essencial para fungdes vitais,
pois nenhum sintoma de sua deficiéncia no ser humano tem sido relatado, mas
existe uma influencia do Li sobre o comportamento sem causar alteracbes
fisiolégicas. Atualmente, o carbonato de Li € um dos medicamentos

psiquiatricos mais comumente prescritos, possuindo importantes efeitos
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terapéuticos no tratamento de varias doencas neurais, sendo efetivo no
tratamento de pacientes que sofrem de transtorno bipolar.

A caréncia de minerais afeta mais da metade da populacdo mundial,
principalmente mulheres e criangcas em idade pré-escolar, caracterizando um
problema de grande relevancia devido as doencas causadas pela ma nutricao.

Estratégias para aumentar a concentracdo destes microelementos nos
alimentos como o enriquecimento tem sido utilizadas para levar estes minerais
as populacdes deficientes.

Neste contexto o enriquecimento de cogumelos de P. ostreatus com Fe,
Zn e Li pode ser util na obtencdo de uma fonte concentrada e biodisponivel
desses microelementos. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram obter
cogumelos de P. ostreatus cultivados em substratos a base de casca de café
enriquecidos com Fe, Zn ou Li, avaliar a capacidade de acumulagdo desses
elementos nos cogumelos e verificar a acessibilidade desses elementos em

relacdo a suplementos minerais comerciais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas dos cogumelos e seu enriquecimento com minerais

Os fungos possuem importantes fun¢des biogeoquimicas na biosfera e
estdo intimamente envolvidos na ciclagem de nutrientes. Eles realizam uma
variedade de processos que contribuem para a mobilidade, biodisponibilidade e
transferéncia de diversos elementos quimicos do ambiente para outros
organismos vivos (GADD, 2007).

Os fungos da podriddo branca pertencentes ao grupo dos
Basidiomycetes, formam cogumelos e apresentam grande importancia para o
ecossistema devido a capacidade de degradar substratos ligninocelulésicos,
principalmente (SILVEIRA, 1996). Durante o metabolismo, esses fungos
secretam enzimas que levam a degradacdo de compostos presentes no
substrato para obtencdo de carbono, nitrogénio, enxofre e outros nutrientes
necessarios para o seu crescimento (DONINI et al., 2005). Isso é possivel
devido a capacidade desses fungos em produzir complexos enzimaticos, como
as celulases, celobiases, hemicelulases, ligninases, lacases, entre outras
(SCHMIDT et al., 2003). Desse modo, devido a esse aparato enzimatico
heterogéneo eficiente esses fungos podem ser cultivados em diferentes
substratos para a producédo de cogumelos (corpos de frutificacdo), que podem
ser utilizados na alimentagdo humana.

Sdo conhecidas aproximadamente duas mil espécies potencialmente
comestiveis de cogumelos, porém apenas 25 delas sdo normalmente utilizadas

na alimentagdo humana e um numero ainda menor tem sido produzido
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comercialmente (VILELA, 2007). A maioria desses fungos pertence & ordem
Agaricales, cujas principais espécies mundialmente conhecidas sdo: Agaricus
blazei (cogumelo do sol), Agaricus bisporus (champignon de Paris), Lentinula
edodes (shiitake) e Pleurotus spp. (VILELA, 2007).

Pleurotus ostreatus (cogumelo ostra) pertence a filo dos Basidiomycetes,
classe Agaricomycetes, ordem Agaricales, familia Pleurotaceae. A producéo de
cogumelos do género Pleurotus tem aumentado rapidamente em poucos anos,
ocupando o terceiro lugar em relacéo a producao de A. bisporus e L. edodes
(SANCHEZ e ROYSE, 2001). No Brasil, sdo produzidas aproximadamente trés
mil toneladas anuais de cogumelos comestiveis, 0 que corresponde a 0,12 %
da producdo mundial. Considera-se que o valor da produgcédo de cogumelos no
Brasil chega a cerca de R$ 10 milhdes anuais, com destaque na producéo de
A. bisporus (VILELA, 2007). A crescente producdo de cogumelos do género
Pleurotus deve-se a sua capacidade em colonizar grande nimero de residuos
agroindustriais, caracteristica que viabilizou economicamente essa producéo e,
ao mesmo tempo, contribuiu com a melhoria do meio ambiente
(RAJARATHNAM e BANO, 1989).

O Brasil produz uma quantidade consideravel de residuos durante o
processo de beneficiamento ou processamento de algumas culturas agricolas.
Por ser o maior produtor mundial de café e o segundo maior consumidor,
produz anualmente 47 milhdes de sacas de 60 kg, sendo que 50 % do café em
coco correspondem ao gréo e 50 % a casca e ao pergaminho. Assim, em 2010,
foram gerados mais de 1 milhdo de toneladas de casca de café como residuo
(CONAB, 2010). Estes subprodutos ligninocelulésicos tém despertado
interesse como uma fonte indireta de alimentos, uma vez que podem servir de
substrato para a producdo de cogumelos comestiveis (VILLAS-BOAS e
ESPOSITO, 2000). O aproveitamento de residuos lignoceluldsicos oriundos da
producéo agricola para producéo de proteina alimentar na forma de biomassa
fungica € uma alternativa para agregar valor aos residuos, considerando que a
producdo de cogumelos comestiveis € uma atividade comercial ja& bem
estabelecida e rentavel. S&o inUmeros os beneficios da conversdo desses
residuos em cogumelos, como o fornecimento de alimentos, controle da
geracdo de residuos, reducdo de impactos ambientais, melhoria da renda
familiar entre outras (SOUZA et al., 2007).



O cultivo de cogumelos de P. ostreatus € amplamente conhecido e
dispensa tratamento quimico ou biolégico ja que seu sistema enzimatico inclui
peroxidases e oxidases eficientes na decomposi¢cdo dos materiais (SANCHEZ
et al., 2002). Deve-se ressaltar ainda que o tipo de clima, quente e uamido, é
favoravel para a producédo de cogumelos do género Pleurotus. Os fungos deste
género sdo pouco exigentes em relacdo ao substrato e sédo capazes de se
desenvolver bem em condi¢Bes rusticas e temperaturas mais elevadas,
diferentemente das exigidas pelo A. bisporus ou L. edodes, por exemplo. Séao
faceis de produzir e possuem baixo custo de producéo, por causa de sua alta
adaptabilidade e produtividade (CURVETTO et al., 2002). Atualmente, o
cogumelo de Pleurotus vem sendo produzido em residuos agroindustriais como
palha de bananeira (REDDY et al., 2003), de milho, de feijao e de café (DIAS et
al., 2003). Relata-se que a composicdo do substrato afeta ndo s6 a
produtividade, mas também a composicdo quimica dos cogumelos
(SHASHIREKHA et al., 2005); sendo, portanto, importante selecionar 0s
substratos mais adequados.

Cogumelos comestiveis sdo muito apreciados, ndo somente pela textura
ou “flavor”, mas também pelas propriedades quimicas e nutricionais (MANZI et
al., 1999). Possuem importantes efeitos benéficos para a saude, pois alguns
sdo eficazes na reducdo do risco de doencas (MANZI et al., 2001). As
atividades terapéuticas associadas ao consumo de cogumelos estao
diretamente ligadas a composicdo basica desses organismos, que em média
apresentam 90 % de agua e um contetdo de proteina maior do que muitos
vegetais (19 a 35 % de matéria seca). Possuem percentual total de gordura
com acidos graxos poliinsaturados baixo, sé@o ricos em carboidratos (51 a 88
%), em fibras alimentares (4 a 20 %) e em vitaminas (principalmente tiamina,
riboflavina, acido ascérbico e vitamina D2) (RABINOVICH et al.,, 2007). Séo
também fontes ricas de minerais como sédio (Na), potassio (K), calcio (Ca),
fésforo(P) e aminoacidos como leucina, valina, treonina, triptofano, e metionina
e apresentam boa fonte de elementos traco como ferro (Fe), zinco (Zn), selénio
(Se), cobre (Cu) e molibdénio (Mo), envolvidos em muitos processos
bioguimicos essenciais para a vida (ZAIDMAN et al., 2005). Cerca de 40
elementos traco foram descritos na literatura e sdo acumulados ou absorvidos

por cogumelos em crescimento (MICHELOT et al., 1998). Muitas espécies de



cogumelos acumulam elementos traco em quantidades superiores as das
plantas (TUZEN, 2003).

A acumulacdo de metais por fungos pode ser afetada por fatores
inerentes ao substrato como pH, quantidade de matéria organica e
concentracdo do metal, mas também as caracteristicas do fungo como a
espécie, estadio de desenvolvimento, idade do micélio, composi¢do bioquimica
e intervalo entre as frutificagbes afetam a acumulacédo do metal (GARCIA et al.,
1998; KALAC e SVOBODA, 2000). A capacidade de bioacumulagdo de
nutrientes pelos cogumelos tem sido estudada, com o propésito de obter
organismos enriquecidos com certos minerais essenciais para saude humana
(WERNER e BEELMAN, 2001; ALONSO et al., 2003; RABINOVICH et al.,
2007; SILVA, 2009; SILVA et al., 2010).

Os metais podem ser incorporados por uma série de mecanismos, que
incluem a producéo de proteinas ligadas a metais, mineralizacdo e sequestro
pelos vacuolos (WELCH, 1993). Isso sugere que fungos possuem mecanismos
eficientes para a absorcdo de alguns elementos traco do substrato e esses
mecanismos parecem ser mais eficazes em fungos parasitas e saproéfitas do
que em fungos micorrizicos (LEPSOVA e MEJSTRIK, 1988).

Estudos realizados por Silva (2009), demonstraram que cogumelos de P.
ostreatus acumulam selénio (Se) a uma taxa proporcional a concentragdo
desse elemento adicionado ao substrato casca de café. Observou-se, também,
gue o Se incorporado aos cogumelos encontra-se altamente biodisponivel
(SILVA et al., 2010).

Os corpos de frutificacdo de fungos também podem ser enriquecidos
com diversos minerais. As concentracdes de minerais sdo, em geral, espécie-
dependente e a composi¢cdo do substrato € um importante fator que afeta a
absorcdo, mas existem diferencas na acumulacdo dos metais individuais
(MICHELOT, 1998). Cadmio (Cd), mercurio (Hg), cobre (Cu), zinco (Zn) e
manganés (Mn) sédo facilmente absorvidos e acumulados em corpos de
frutificacdo, enquanto que concentracdes de chumbo (Pb) e ferro (Fe) sdo
baixas em cogumelos em relagcédo a sua presenca no substrato (TYLER, 1982).

Rabinovich et al. (2007) demonstraram que micélio de A. blazei quando
enriquecido com Cu e Zn, prové fonte concentrada desses minerais em formas

potencialmente biodisponiveis, fornecendo uma importante porcentagem da



Ingestdo Dietética Recomendada (IDR) por unidade de massa, inferindo que
cogumelos destes fungos podem ser usados como suplementos alimentares.

O uso de cogumelos na alimentacdo humana, assim como a
suplementacgéo alimentar com microelementos tem se tornado cada vez mais
comum e esta crescendo em ritmo acelerado, devido a algumas vantagens de
aplicacdo, como baixo custo e eficacia. Além disso, os suplementos estédo
regulamentados por uma menor quantidade de leis, que por sua vez séo
menos rigidas do que as leis que tratam sobre os medicamentos prescritos
(SHOEIB e MESTER, 2007).

Fortificacdo ou enriquecimento de alimentos séo termos utilizados para o
processo de adi¢cdo de um ou mais nutrientes essenciais contidos naturalmente
ou nao no alimento, com objetivo de reforgar seu valor nutritivo e, ou corrigir
deficiéncias de nutrientes na alimentacdo da populagdo (BRASIL, 1998; FDA,
2004). Alimentos enriquecidos devem fornecer entre 15 % e 30 % da IDR, por
100 g do produto pronto para consumo no caso de solidos, sendo considerados
fonte do mineral ou vitamina (BRASIL, 1998). Suplementos minerais comerciais
devem conter no minimo 25 % e no maximo 100 % da IDR na porcao diéria
indicada pelo fabricante, ndo podendo substituir os alimentos, nem ser
considerado como componente exclusivo da dieta, servindo apenas para
completar a dieta diaria de uma pessoa saudavel (BRASIL, 1998).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece os nutrientes Fe, Zn
e a vitamina A como as principais deficiéncias nutricionais em paises em
desenvolvimento, afetando mulheres e criancas em idade pré-escolar. A
caréncia de minerais pode ser prevenida mediante modificacdes da dieta,
enriquecimento de alimentos e suplementacdo com minerais. A forma ideal de
prevenir a caréncia de determinado mineral seria uma dieta adequada, o que
nem sempre é possivel por limitacdes econdmicas e habitos culturais (ADA,
2005).

A suplementacdo medicamentosa tem sido estratégia usada no controle
de doencas causadas por caréncia de nutrientes, mas requer
acompanhamento meédico e isto pode dificultar o tratamento em muitas regides.
Outros fatores para a ineficacia da suplementacéo, como doses inadequadas,
tempo de suplementacdo insuficiente, efeitos colaterais como diarréia,
desconforto gastrico, célicas, pirose e nausea contribuem para o abandono do
tratamento (LOPES et al., 1999; SOUZA e FILHO, 2003).

7



O enriguecimento de alimentos tem demonstrado ser uma forma eficiente
no combate a esta inadequacdo nutricional a um custo compensatorio
(SOGLIA, 1996). Assim o enriqguecimento de P. ostreatus torna-se uma
estratégia alternativa para aumentar as quantidades de minerais nos corpos de

frutificac@o, servindo como fonte concentrada e biodisponivel de minerais.

2.2. Importancia dos microelementos na sautde humana

2.2.1. Ferro

O Fe €& um dos micronutrientes mais estudados e de melhor
caracterizagdo quanto a sua participacdo no metabolismo, sendo essencial ao
adequado funcionamento do organismo humano. Desempenha importantes
funcbes na imunologia e em processos catabdlicos, participando de sistemas
enzimaticos e hormonais; assim como de componentes funcionais da
hemoglobina, presente nos eritrécitos, cuja funcdo principal é o transporte de
oxigénio permitindo assim, as reagcbes de oxidagdo que liberam energia
(COSTA e PELUZIO, 2008). Além disso, o Fe também participa de uma
variedade de processos bioquimicos, incluindo o transporte de elétrons na
mitocondria, metabolismo das catecolaminas, proliferacao celular e sintese de
DNA (GROTTO, 2008). Esse microelemento é importante para a homeostase
celular, devido principalmente a sua habilidade de aceitar e doar elétrons. Sua
sintese € controlada por mecanismos enzimaticos e de degradacgéo, tendo um
controle rigoroso, uma vez que o0 excesso de Fe ir4 reagir com oxigénio
formando radicais hidroxil e &anions superéxidos, que podem agir sobre
proteinas, lipideos e DNA causando graves lesfGes celulares e teciduais
(GROTTO, 2008). A regulacdo da absorcao do Fe é muito importante, pois a
deficiéncia resultara em consequencias para todo o organismo, sendo a
anemia a manifestacdo mais relevante, como também a diminuicdo das
enzimas dependentes deste mineral (GROTTO, 2008). E necessario que haja
um perfeito equilibrio no metabolismo do Fe, possibilitando a manutencdo das
funcBes celulares essenciais e a0 mesmo tempo evitando possiveis danos
teciduais (BEAUMONT e VAILONT, 2006).



A deficiéncia de Fe é um problema de salude publica que afeta
aproximadamente 24,8 % da populacdo mundial, sendo considerada a
desordem nutricional mais comum no mundo segundo a OMS (WHO, 2008).
No Brasil diversos estudos mostram elevada prevaléncia da deficiéncia desse
mineral e anemia ferropriva (MIRANDA et al., 2003; REZENDE et al., 2009).
Em Minas Gerais, na Zona da Mata entre os anos de 1999 a 2001 foi verificado
ocorréncia de anemia em 63,2 % das criancas com idade entre doze e
sessenta meses, ja no norte do estado no ano 2000, 12,1 % das criancas de
nove a quatorze anos de idade foram diagnosticadas com anemia ferropriva
(MIRANDA et al., 2003).

A diversidade da alimentacéo e o estado nutricional dos individuos com
relacdo ao Fe determinardo, em Ultima andlise, a adequacgédo da nutricdo em
Fe. Esse fato tem importantes implicagcdes para a fortificacdo de alimentos nos
paises em desenvolvimento. As melhores fontes naturais de Fe sdo os
alimentos de origem animal (figado e carnes) pelo fato de possuirem Fe tipo
heme biodisponivel, porém devido ao seu elevado custo, populacdes de menor
poder aquisitivo apresentam dificuldades em adquirir este tipo de produto
(DOUGLAS, 2002). Entre os alimentos de origem vegetal destacam-se as
leguminosas, 0s cereais integrais ou enriquecidos, as nozes, castanhas e as
hortalicas, entretanto a biodisponibilidade de Fe € diminuida nesses alimentos,
devido ao seu teor de fitato, na forma de hexafosfato de mioinositol (KRAUSE e
MAHAN, 1993; MONTEIRO et al., 2000). Todavia nem o total de Fe contido no
alimento, nem a densidade do nutriente sdo guias sensiveis para a escolha da
fonte de Fe alimentar, pois algumas delas séo praticamente ndo-biodisponiveis.

No leite materno, fonte muito pobre de Fe, a biodisponibilidade do Fe
(lactoferrina) é de aproximadamente 50 %. Logo, a biodisponibilidade do Fe
presente na refeicdo depende da forma quimica, da presenca ou da auséncia
de fatores que influenciam a absor¢cédo e das necessidades de Fe no individuo
(GALANTE et al., 2007).

Considerando que a perda diaria para um homem adulto seja de 1,0 mg
de Fe por dia e que a média de absorcdo de Fe presente em uma dieta seja de
10 %, uma porgéo diaria de 10 mg de Fe atendera as necessidades de um
homem adulto, mas varia de acordo com a idade e o grupo a qual pertence
(PASSMORE et al., 1983; FAO/WHO, 1993). A recomendac¢ao de Fe para os

diferentes grupos é apresentada no Quadro 1.
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Quadro 1- Recomendacdes nutricionais de ferro nos estagios da vida

Idade (anos) Fe (mg dia™)
Grupo EAR RDA UL
Lactentes 0-0,6 0,27* - 40
0,7-1,0 6,9 11 40
Criancas 1-3 3 7 40
4-8 41 10 40
Homens 9-13 5,9 8 40
14 -18 7,7 11 45
19 — 70 6 8 45
Mulheres 9-13 5,7 8 40
14-18 7.9 15 45
19-30 8,1 18 45
31-50 8,1 18 45
51-70 5 8 45
>70 5 8 45
Gestantes =18 23 27 45
19-50 22 27 45
Lactantes =18 7 10 45
19-50 6,5 9 45

* Al: ingestdo adequada

EAR: necessidade média estimada
RDA: ingestdo dietética recomendada
UL: limite superior toleravel de ingestéo
Fonte: IOM (2001)

No Brasil a ingestdo de Fe nas dietas é limitrofe em relacdo as
recomendacfes, somada a biodisponibilidade, que é baixa, devido a presenca
de fatores inibidores. As dietas de individuos de baixa renda séo ainda as mais
prejudicadas pela pouca ingestdo de carnes. Estudos realizados com dietas
brasileiras apontam a ingestéo de Fe variando cerca de 6,0 a 12,0 mgd™ e a
biodisponibilidade ao redor de 5 % em dietas mistas (COZZOLINO, 2007).
Desse modo a recomendacédo do enriquecimento de alimentos seria medida
eficaz a médio e a longo prazo para suprir a caréncia de Fe em niveis
adequados, garantindo o bom estado nutricional.

Diante do exposto, o enriquecimento de cogumelos se faz uma
ferramenta Util para que a partir de sua ingestdo possa ser suprida a

necessidade de Fe no organismo.
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2.2.2. Zinco

O Zn é considerado um dos mais importantes micronutrientes
inorganicos, visto que 4 e 10 % do genoma de procariotos e eucariotos,
respectivamente codifica para Zn-proteinas, inferindo uma vasta funcéo
biolégica (ANDREINI et al., 2006; TUBEK, 2007; MARET, 2009). E componente
essencial para atividade de mais de 300 enzimas e estabilizador de estruturas
moleculares de constituintes citoplasmaticos estabelecendo-se como fator de
regulacéo de suas fungbes (MCCALL et al., 2000). O Zn faz parte da estrutura
de acidos nucléicos como também de seu metabolismo (VALLEE e FALCHUK,
1993). O Zn participa da sintese e da degradacdo de carboidratos, lipidios e
proteinas e também desempenha funcdo primordial na transcrigéo,
consequentemente, na regulagcdo da expressdo génica, além de possuir
propriedades antioxidantes (POWELL, 2000). As enzimas contendo Zn que
participam da sintese ou da degradacdo de acidos nucléicos expressam 0
efeito dessa deficiéncia no crescimento e no reparo celular (MACDONALD,
2000). O corpo humano contém de 1,4 a 2,3 g de Zn, sendo a maior parte
presente na pele, unhas, cabelos, o0ssos, dentes, musculos esqueléticos,
figado, préstata, testiculos, olhos e areas do cérebro, préximas ao hipocampo
com altas concentracdes de Zn (TUBEK, 2007). No sangue, cerca de 80 % do
Zn estao presentes no eritrécito, e 16 % no plasma, ligados principalmente a
albumina (COZZOLINO, 2007).

Devido as baixas quantidades de Zn e a importancia deste metal para o
funcionamento das enzimas, sua concentracdo no corpo humano é fortemente
regulada pelos transportadores de Zn e proteinas, como as metalotioneinas
(MT), que séo capazes tanto de se ligarem fortemente ao Zn como liberar o
metal dependendo do potencial redox (OVERBECK et al., 2008). Disturbios da
homeostase do Zn parecem estar associados com varias doengas como 0
diabetes, cirrose do figado, formacdo de tumores, doencas intestinais e
comprometimento do sistema imunolégico (MCCLAIN et al., 1980;
SCHOLMERICH et al., 1983; COSTELLO et al., 2004; RINK e HAASE, 2007;
JANSEN et al., 2009). O Zn tem demonstrado ser necessario para o
funcionamento do sistema imune principalmente no desenvolvimento de células
T (RINK e KIRCHNER, 2000).
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A deficiéncia de Zn em seres humanos € reconhecida como um
problema de saude publica de propor¢cdes globais (BHUTTA et al., 1999).
Estudos em diversos paises mostram uma ocorréncia elevada da deficiéncia da
ingestao dietética de Zn (GIBSON e FERGUSON, 1998). Estima-se que 82 %
das gestantes em todo mundo apresentem uma ingestao deficiente desse
elemento (SALGUEIRO et al., 2002). A suplementagdo com Zn em criangas
deficientes tem sido eficaz na reducdo da mortalidade e na melhoria do
crescimento e desenvolvimento (BHUTTA et al., 2000; JONES et al., 2003). A
ingestado dietética recomendada de Zn é de 8 mg d™* para mulheres e 11 mg d™

para homens (Quadro 2).

Quadro 2. Recomendac¢@es nutricionais de zinco nos estagios da vida

Grupo ldade (anos) Zn (mg dia™)
EAR  RDA UL
Lactentes 0-0,6 - 2% 4
0,7-1,0 2,2 3 5
Criangas 1-3 2,2 3 7
4-8 4 5 12
9-13 7 8 23
Homens 14 -18 8,5 11 34
19-30 9,4 11 40
31-50 9,4 11 40
51-70 9,4 11 40
> 70 9,4 11 40
Mulheres 14 -18 7,3 9 34
19 - 30 6,8 8 40
31-50 6,8 8 40
5170 6.8 8 40
> 70 6,8 8 40
Gestantes =18 10,5 13 34
19-30 9,5 11 40
31-50 9,5 11 40
Lactantes =18 11,6 14 34
19-30 10,4 12 40
31 - 50 10,4 12 40

* |A: ingestao adequada

EAR: necessidade média estimada
RDA: ingestdo dietética recomendada
UL: limite superior toleravel de ingestao
Fonte: IOM (2001)
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As principais fontes alimentares para o Zn sdo ostras, peixes do mar,
carnes bovina e de frango, sementes de girassol e de abdbora (moranga),
farelo de trigo, alguns fungos comestiveis, figado, gema de ovo, cebola e alho
(VALLE e FALCHUK, 1993; TUBEK, 2007). Ainda que a ingestdao seja
adequada, podera ocorrer deficiéncia, se a biodisponibilidade do Zn na dieta for
muito baixa (LONNERDAL, 2000).

A biodisponibilidade do Zn pode ser comprometida devido ao alto teor de
antinutrientes que limitam a utilizacdo de seu potencial nutritivo (KHOKHAR e
CHAUHAN, 1986; RAMIREZ-CARDENAS et al., 2008). Os polifendis, fitatos e
alguns dos produtos da degradacdo do fitato sdo reconhecidos como
antinutrientes de varios minerais essenciais da dieta, principalmente do Fe ndo-
heme e do Zn (MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000; SANDBERG, 2002). O
conteudo de fibras também pode interferir negativamente na absorcdo de
minerais, embora este efeito possa ser devido ao teor de fitato e de polifendis
associados as fibras (GEIL e ANDERSON, 1994). A presenca desses
antinutrientes parece ser uma das razdes da limitacdo de Zn em dietas nas
guais o feijao € consumido como um alimento basico (WELCH et al., 2000).

Os aminoacidos histidina e metionina, 0s acidos organicos e 0s guelantes
como o EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) parecem favorecer a
biodisponibilidade do Zn, enquanto alguns minerais como Cu, Fe e Ca podem
diminuir a biodisponibilidade em algumas circunstancias (LONNERDAL, 2000).
A biodisponibilidade do Zn em alimentos é mais critica para alguns grupos da
populacdo, cuja ingestdo € insuficiente para atingir as doses recomendadas,
portanto a presenca dos fatores que reduzem a sua absorcdo contribui para a
deficiéncia (HOUSE et al., 2002).

Suprir a ingestdo de Zn por meio de melhorias na dieta € uma tarefa
complexa que exige tempo e esforgcos consideraveis (RUEL e BOUIS, 1998).
Promover o uso de suplementos e fortificar alimentos, especialmente os mais
consumidos por criangcas pequenas, parece eficaz, no entanto as politicas
globais para corrigir essas deficiéncias sdo poucas (GIBSON et al., 1998). O
fornecimento de alimentos com alto teor de Zn absorvivel € uma alternativa

sustentavel para solucionar este problema.
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2.2.3. Litio

O Li tem sido utilizado na medicina ha mais de 50 anos, particularmente
na area da psiquiatria, possui importantes efeitos terapéuticos no tratamento de
varias doencas neurais, sendo efetivo no tratamento de pacientes que sofrem
de transtorno bipolar (psicose maniaco depressivo) (SUBHASH et al., 1999). E
importante considerar que novos campos de acéo tém sido descobertos como
resultado do esforco do uso do Li no tratamento de doencas da tiredide,
doencas neurodegenerativas, no uso como droga topica em dermatologia,
como adjuvantes de antidepressivos (RODRIGUEZ-GIL et al., 1993; HU et al.,
1997; ALVAREZ et al., 1999; KOONG et al., 1999; MANJI et al., 1999).

A quantidade de Li no corpo humano € de aproximadamente 7 mg,
sendo ingerido principalmente na forma de sais sollveis e absorvido no
intestino delgado através de canais de sédio e excretado primariamente pelos
rins aproximadamente depois de 24 horas (SCHRAUZER, 2002). Estudos de
autopsia com tecidos adultos revelaram que o cerebelo seguido pelo cérebro e
rins contém mais Li do que outros 6rgdos. As concentracfes de Li nos 6rgaos
mostraram algumas diferencas entre os géneros, com mulheres exibindo de 10
% a 20 % mais Li no cerebelo, cérebro, rins e coragéo, e 13 % a menos no
pancreas, em relagdo aos homens, sendo que a concentracdo de Li no figado,
pulmdes, costela e tiredide foram aproximadamente as mesmas para 0s dois
sexos (SCHRAUZER, 2002).

As principais fontes alimentares de Li sdo gréos e legumes, que podem
contribuir com 66 % a 90 % do consumo total, sendo o restante derivado de
alimentos de origem animal (WEINER, 1991). Em geral, dietas ricas em gréos e
vegetais podem fornecer mais Li que as dietas derivadas de proteina animal
(SCHRAUZER, 2002). No entanto, devido a distribuicdo desigual do Li na
crosta da terra, uma dieta predominantemente vegetariana nado &,
necessariamente, rica em Li e seu consumo estimado na dieta em populacdes
de diferentes paises variam significativamente (SCHRAUZER et al., 1992). A
agua e bebidas podem contribuir substancialmente para o total de Li absorvido,
em algumas regides do Texas, por exemplo, os niveis de Li na agua para
consumo pode chegar a 170 pg L™, adicionando cerca de 340 pg de Li na

ingestdo diaria. Nestas regides, excre¢des urindrias de Li dos moradores locais
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variam inversamente com a pluviosidade, refletindo uma diluicdo da
concentragdo de Li na agua de abastecimento (DAWSON, 1991).

De acordo com Schrauzer (2002), a média de consumo de Li em um
adulto de 70 kg (americano) cujas principais fontes alimentares sdo graos,
vegetais e carnes estad entre 0,65 e 3,1 mg d'. Baseado em dados de
diferentes paises, uma possivel recomendacéo seria a ingestdo de 1 mg d*
para um fornecimento adequado, correspondendo a 14,3 ug de Li por kg de
peso corporal (SCHRAUZER, 2002). Pessoas com dietas especiais ou
populacdes residindo em areas com baixa concentracdo de Li requerem
suplementacdo ou outras medidas para receber a quantidade adequada do
metal (ARAL e VECCHIO-SADUS, 2008).

No ser humano nenhum sintoma da deficiéncia de Li tem sido observado,
0 que existe é uma manifestacdo sobre o comportamento sem alteracbes
fisiologicas (SCHRAUZER, 2002). Evidéncias ligando o baixo consumo de Li a
alteracdes do comportamento e agressividade em humanos foram relatadas
por Dawson, (1991), onde observou niveis significativos de associacao inversa
da concentragcdo de Li na urina e na agua de beber em relacdo as internacfes
de doentes mentais para psicose, neurose e distlrbios de personalidade.

Pesquisas sugerem mecanismos pelos quais o Li pode agir para promover
os efeitos estabilizadores do humor (JOPE, 1999; JOPE, 2003; GHASEMI et
al., 2009). Segundo um desses mecanismos, ions de Li desativam a atividade
da enzima glicogénio sintase quinase 3B (GSK-3R), uma enzima que tem sido
implicada na patofisiologia de numerosas desordens psiquiatricas (GOULD et
al., 2008). A diminuicdo do neurotransmissor serotonina esta associada com
agressdo em roedores e parece favorecer a atividade da GSK-3B, assim é
possivel que o Li diminua a agressao por inibir a atividade da GSK-3R (JOPE,
2003). A regulagédo da GSK-3M3 pelo Li pode afetar o relégio circadiano, quando
GSK-3 é ativada, a proteina Bmall é incapaz de redefinir o “rel6gio mestre”
dentro do cérebro, como resultado o ciclo natural do corpo é interrompido.
Quando o ciclo é interrompido, os horarios de rotina de muitas funcbes
(Metabolismo, sono, temperatura corporal), sdo perturbados (MCCLUNG,
2007). O Li pode, assim, restabelecer a normalidade da fungé@o cerebral em
algumas pessoas.

Nesse contexto, a introdugéo de fontes alimentares enriquecidas com

microelementos como o Fe, Zn e Li a dieta pode representar uma forma de
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minimizar os danos causados pelas deficiéncias de nutrientes na saude
humana (BOCCIO e IYENGAR, 2002; TUBEK, 2007; ARAL e VECCHIO-
SADUS, 2008). Nessa perspectiva, 0 enriqguecimento de cogumelos de P.

ostreatus podera ser uma fonte promissora desses minerais.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Associacdes
Micorrizicas do Departamento de Microbiologia/Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), na Universidade Federal de Vigosa
(UFV), em Vicosa, Minas Gerais.

3.1. Micro-organismos e condi¢gdes de cultivo

Foi utilizado o isolado de P. ostreatus Plo 02, pertencente a colecao de
fungos do Laboratério de Associacbes Micorrizicas do Departamento de
Microbiologia da UFV. Este isolado € mantido armazenado em tubos contendo
o meio de cultura agar batata dextrose (BDA, Merck®), a 4 °C, e é reativado
semestralmente.

Para reativacdo da cultura, amostra do micélio de P. ostreatus, Plo 02, foi
transferida para o centro de uma placa de Petri contendo BDA e incubado a 25
°C. Depois de sete dias de crescimento, o fungo foi utilizado para producao de
in6culo em substrato a base de graos de arroz. Os grdos de arroz foram
cozidos e, posteriormente, autoclavados a 121 °C por 90 min antes de serem
inoculados. As sementes foram utilizadas apés a completa colonizagdo dos

graos de arroz pelo fungo inoculado.
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3.2. Enriquecimento de cogumelos com Fe, Zn e Li

O substrato utilizado foi casca de café, fervido por 2 h, centrifugado por 5
min a 1500 g. Amostras de 1,5 kg foram colocadas em sacos de polipropileno e
autoclavadas por 90 min a 121 °C. Apo6s o resfriamento, cada pacote contendo
0 substrato foi acrescido de 25 mL de uma solugdo aquosa previamente
autoclavada, contendo diferentes concentragbes de sulfato ferroso (FeSO,,
Hoechst®) (0; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 ou 2,0 mg kg™); carbonato de zinco (ZnCOs,
Vetec®) (0; 0,53; 1,07; 2,13; 4,27 ou 8,53 mg kg™); ou cloreto de litio (LiCl,
Sigma®) (0; 62,25; 125; 250; 500 ou 1000 mg kg). Para a definicdo dessas
concentracdes foram feitos cultivos preliminares in vitro do micélio do fungo em
placas contendo meio de cultura BDA, acrescidos de concentracdes teste de
solucdes contendo FeSO,4, ZnCO3 ou LiCl, e a partir da concentragdo minima
inibitéria  do crescimento micelial foram feitos o0s calculos para as
concentracdes inferiores. Apds a definicdo das concentracdes e sua adicdo ao
substrato, estes foram inoculados com 100 g da semente do isolado Plo 02, e
incubados a 25 °C por 15 dias. Foram feitos trés pacotes para cada
concentracdo. Logo apds o periodo de incubacdo, os pacotes foram
transferidos para uma sala de frutificagdo com temperatura média de 20 °C e
umidade do ar de 90 %.

Foram realizadas trés colheitas de cogumelos em intervalos de 11 a 30
dias. Apés cada colheita foi determinada a massa fresca dos cogumelos para

avaliacao da eficiéncia biolégica (EB) pela seguinte formula:

EB= (massa fresca dos cogumelos /massa seca do substrato) x 100

Posteriormente, os cogumelos colhidos foram desidratados em estufa a
45 °C até peso constante para determinacdo da massa seca e moidos em
moinho de facas (General Eletric MOD.SXBGOOG) e passados em peneira de

2 mm para determinacdo da acessibilidade, teores de proteinas e minerais.

18



3.3. Quantificacéo do teor de minerais em cogumelos

Para determinacao dos teores dos minerais: Fe, Zn, Li, K, P, Ca, Pb, S,
cromo (Cr), magnésio (Mg), manganés (Mn), aluminio (Al), cobre(Cu), cadmio
(Cd) e niquel (Ni) contidos nos cogumelos, utilizou-se a metodologia de
digestdo em solucao nitroperclérica (TEDESCO et al., 1995). Amostras de 100
mg do cogumelo seco e triturado foram colocadas em tubo digestor, onde
foram adicionados 10 mL de solucao nitroperclérica na relagdo 3 acido nitrico
(HNO3 65 %, P. A., Vetec®) :1 acido perclérico (HCIO4 72 %, P.A. Vetec®). Em
seguida, o tubo foi inserido no bloco digestor, sendo aquecido gradualmente
para evitar e, ou reduzir a formagéo de espuma na mistura contida no tubo, até
gue a temperatura atingisse 200 °C. A temperatura foi mantida até que se
obtivesse fumos brancos de HCIO4 e que 0 extrato se apresentasse incolor
(cerca de 2 h), obtendo-se um volume final de cerca de 2 mL. Seguindo-se ao
resfriamento a aproximadamente 35 °C, o conteddo dos tubos foram
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, sendo o volume do baldo
completado com agua (Milli-Q Millipore 18.2 MO cm™).

Foram preparadas curvas padrédo, com 6 concentracdes conhecidas, para
cada um dos seguintes minerais: Cr, Ni, Pb, Cd, Cu, Al, Mg, Mn, Ca, K, P, S.
As concentracdes das solucbes padrdes foram 0; 1; 2,5; 5; 10 ou 20 mg L™
paraSe Mn;0; 1; 2; 3; 4 ou 5 mg Lt para Cr, Pb, Cu e Ni; 0; 2,5; 5; 10; 20 ou
30 mg L™ para Ca; 0; 5; 10; 20; 40 ou 80 mg L para P; 0; 10; 25; 50; 100 ou
200 mg L™ para K e Al; 0; 1; 2,5; 3; ou 5 mg L para Mg; 0; 0,25: 0,5; 1; 1,5; 2
mg L™ para Cd.

As leituras para todos os minerais exceto Fe. Zn e Li e a calibracéo da
curva padrdo, foram realizadas no aparelho de espectrometria de emissdo em
plasma (Perkin Elmer, M Optima 3300 DV, Espectrémetro de emissao optica
em plasma induzido), que fornece os valores da solucdo mineral em mg L™,
conforme Cambraia e Oliveira (2002). O método baseia-se na medicao da
intensidade de emissdo produzida pelos elementos quimicos presentes na
amostra quando eles atingem o plasma de argbnio, constituido por um gas
parcialmente ionizado (no caso do argdnio, menos de 1 % fica ionizado no
plasma) produzido por uma fonte de radiofrequéncia de 1 a 2,5 kW de energia

a 27,14 MHz e pode alcancar temperaturas entre 9000 e 10000 °K.
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Para analise dos teores de Fe, Zn e Li foram preparadas trés curvas
padrdo nas seguintes concentra¢des para Fe, 0; 0,05; 0,15; 0,25; 0,4; 0,6 ou
0,8mg L™ zZn, 0;0,1; 0,4; 1,0; 3,0 ou 5,0 mg L™*; ou Li, 0; 0,09; 0,36 0,72; 1,44;
1,8; 2,88; 36 ou 9 mg L. As leituras de Fe e Zn foram realizadas em
espectrofotbmetro de absor¢cdo atdomica Perkin-Elmer, M 1100B Atomic
Absorption Spectrometer versado 6.1 (AAS) e a leitura de Li foi realizada em
fotbmetro de chama (Flame photomer, M. Corning). O principio fundamental da
absorcdo atbmica envolve a medida da absorgcédo da intensidade da radiacéo
eletromagnética, proveniente de uma fonte de luz, por &omos gasosos no
estado fundamental. A técnica utiliza esse fenbmeno para a determinacgao
guantitativa de elementos (metais e alguns ndo metais) em uma ampla
variedades de amostras (aguas, materiais biolégicos, clinicos, ambientais,
alimentos, geoldgicos, etc) (WELZ, 1985).

A fotometria de chama é uma técnica de medida da concentragdo de um
determinado produto quimico, alcalino e alcalino terroso, quando este é
introduzido em uma chama na forma de aerossol. A chama é uma forma de
excitacdo dos atomos os quais produzem espectros caracteristicos através do
aparecimento de bandas oriundas da excitacao de éxidos.

O percentual de cada mineral nas amostras foi calculado conforme as

seguintes férmulas:

[M] soluco mineral = [M] X FC onde,
[M] = concentracdo do mineral em mg L™
FC = fator de diluicdo
[M] asa = [M] x 25
ASA

ASA= peso seco da amostra

3.4. Avaliacéo do teor de proteinas em cogumelos

O teor de proteina foi determinado pelo método semimicro-Kjeldahl
(AOAC, 1996). Pesou-se aproximadamente 300 mg da amostra seca em papel
livre de nitrogénio (N) (papel manteiga), recortados em pedagos de 7 x 7 cm,

sendo o papel dobrado de modo que a amostra ficasse em seu interior. O papel
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com a amostra foi colocado em tubo de digestdo e em seguida adicionou-se 10
mL da mistura digestora [10 g de Se + 10 g de sulfato de cobre (CuSO,)] + 1L
de é&cido sulfarico concentrado (H.SO4, Vetec®). O tubo foi colocado no bloco
digestor instalado em capela de exaustdo de gases, onde se iniciou o
aguecimento a 100 °C, aumentando-se a temperatura gradualmente até 350
°C. A partir de entdo, a temperatura foi mantida até que a mistura no tubo se
tornasse amarelo transparente (cerca de 1 h). Retirado o tubo do bloco para
resfriar a temperatura ambiente, foi acrescido de 1 mL de peréxido de
hidrogénio (H20,, Vetec®) 30 % (m/v). Retornou-se com o tubo para o bloco,
sendo a mistura levada ao aquecimento maximo por mais 1 h, obtendo-se ao
final da digestdo uma mistura com coloracdo verde cristalina. Apdés o
resfriamento dos tubos, adicionou-se 10 mL de agua destilada e realizou-se a
transferéncia dos mesmos para o destilador de Kjeldahl, acoplando-se a saida
do condensador um frasco erlenmeyer de 250 mL, contendo 25 mL de acido
bérico (H3BO3) 4 % (m/v) adicionado de indicador misto de Tashiro para
recolher o destilado.

Adicionou-se 25 mL de hidréxido de sédio (NaOH, Vetec®) 40 % (m/v) no
tubo de digestdo jA adaptado ao destilador e em seguida iniciou-se a
destilacdo, até que o volume do frasco erlenmeyer atingisse 150 mL (25 mL de
H3BO3, adicionado do indicador e 125 mL do destilado). Retirou-se o frasco
erlenmeyer, sendo o destilado titulado com acido cloridrico (HCI 37% P. A.,
Vetec®) 0,05 N padronizado.

O percentual de proteina foi calculado conforme a seguinte férmula:

% PT= (VA XN xfx14)xFCN onde,
P

% PT= porcentagem de proteinas totais

VA= volume em mL de HCI gastos na titulagdo da amostra
N= normalidade do HCI

f= fator de correcdo da normalidade do HCI

P= peso (em g) da amostra

FCN= fator de corre¢éo de nitrogénio para proteina (6,25)
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3.5. Avaliacédo da acessibilidade de Fe, Zn e Li por meio da solubilidade e

digestibilidade in vitro de cogumelos de P. ostreatus

Para avaliar a acessibilidade dos minerais foi utlizada duas
metodologias, a extracdo sequencial e a digestibilidade in vitro. Amostras dos
cogumelos enriquecidos com FeSO, da segunda colheita nas concentragdes
de 0 e 2 mg kg; ZnCO; da segunda colheita nas concentracées de O e 8,53
mg kg*; e LiCl da primeira colheita nas concentracdes de 0 e 500 mg kg™
foram avaliadas em comparacdo a trés suplementos minerais comerciais:
suplemento contendo FeSO, (equivalente a 200 mg de Fe elementar g* do
comprimido, conforme informacdo do fabricante); suplemento mineral a base
de 6xido de zinco (ZnO) (equivalente a 26,55 mg de Zn g* do comprimido,
conforme informagéo do fabricante); e suplemento mineral contendo carbonato
de litio (Li2CO3) (equivalente a 140,9 mg de Li g* do comprimido, conforme

informacgé&o do fabricante).

3.5.1. Grau de solubilidade por extragdo sequencial

Para o primeiro ensaio, utilizou-se 0 processo de extracdo sequencial
para avaliar o grau de solubilidade, descrito por Ramos et al. (1994) e
modificado por Ma e Rao (1997). Amostras de 1 g do cogumelo seco triturado
ou do suplemento mineral triturado foram processadas conforme descrito a
seqguir:

(a) Adicdo de 10 mL de agua destilada por 2 h para determinacédo da
fracao soluvel em agua;

(b) Adicéio de 10 mL de cloreto de magnésio (MgCl,, Merck® 1 mol L™,
pH 7, por 2 h para determinacédo da fracéo trocavel;

(c) Adicdo de 10 mL acetato de sédio (NaCHsCOO, Merck®) 1mol L™, pH
5, por 2 h para determinacao da fracéo solavel em acido;

(d) 10 mL de hidrocloreto de hidroxilamina (CIHsNO, Vetec®) 0,04 mol L™
e é&cido acético glacial (CHsCOOH, Quimex®) 25 % (1:1 v/v) por 2 h para
determinacéo da fracdo reduzida;

(e) 10 mL de &cido nitrico (HNOs, Vetec®) 0,1 mol L™ e H,0, 30 % (1:1

v/v) a 70 °C por 16 h (fracdo ligada organicamente);
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(f) 10 mL de HNO3 concentrado e H,O, 30 % por 2 h (fracdo residual).

Apoés cada extracdo sucessiva, foi feita a separacdo do sobrenadante
por centrifugacdo a 1500 g por 10 min, e, em seguida, conduzida a analise do
Fe, Zn e Li solubilizado por AAS. O sedimento obtido apds cada extracéo foi
ressuspendido e submetido a uma nova extracdo para coleta do sobrenadante
até a obtencéao das 6 fracdes.

Para leitura do Fe, Zn e Li foram efetuadas solu¢des de concentracdes
conhecidas para curva padrdo com 9 pontos cada uma e cujas concentracoes
foram 0; 100; 200; 300; 500; 700; 1000; 2000 ou 3000 pg L™ para Fe; 0; 100;
500; 1000; 2000; 4000; 8000; 12000 ou 16000 pg L™ para Zn; e 0; 0,09; 0,36;
0,72; 1,44; 1,8; 2,88; 3,6 ou 9 pg L* para Li.

3.5.2. Digestibilidade in vitro

No segundo ensaio foi simulada, in vitro, a digestdo gastrointestinal, com
0 propésito de predizer a acessibilidade dos minerais no trato digestério,
segundo metodologias descritas por GLAHN et al. (1998) e modificado por
ELLESS e colaboradores (2000). Para isso foram utilizadas amostras em
triplicata de 250 mg do cogumelo seco triturado ou do suplemento mineral
triturado na seguinte sequéncia:
a) Digestdo gastrica - 15 mL de &gua destilada foram adicionados a cada
amostra. A mistura foi homogeneizada. O pH ajustado para 2 com HCI 5mol L™
e em seguida foi adicionado 0,75 mL de solucdo de pepsina (Vetec®) (1,0 g de
pepsina dissolvida em 50 mL de HCI 0,1 mol L™). A incubacéo foi feita em
shaker a 37 °C com agitacao de 190 a 200 rpm, por 1 h.
b) Digestdo intestinal - As amostras parcialmente digeridas tiveram o pH
ajustado para 6 com bicarbonato de sédio (NaHCOs, Quimex®) 1 mol L™, e em
seguida foram acrescidas de 3,75 mL de extrato biliar contendo a enzima
pancreatina (Vetec®) (0,30 g do extrato biliar em 35 mL de NaHCO3 0,1mol L™
com 0,05 g de pancreatina). O pH foi ajustado para 7 com NaOH 1 mol L™. Ao
final foi efetuada a adicdo de 5 mL de cloreto de sédio (NaCl) 120 mmol L e
cloreto de potassio (KCI) 5 mmol L. As amostras foram incubadas a 37 °C sob

agitacdo de 190 a 200 rpm por 1 h. Apbs a digestdo, as amostras foram
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centrifugadas a 1500 g por 10 min e depois filtradas para obteng&o dos extratos

sollveis que foram analisados por AAS.

3.6. Delineamento experimental e andlise estatistica

Foi utilizado esquema fatorial disposto no Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) com seis niveis de concentracdo de FeSO,4, ZnCO3 ou LiCl,
trés niveis de tempo para frutificacdo, trés repeticbes para as variaveis de
eficiéncia bioldgica (EB), proteina (PTN) e de acumulacéo do Fe, Zn, Li, K, P,
Ca, Ni, Pb, S, Mn, Cd, Cu, Al, Cr e Mg. Os dados foram analisados pela analise
de variancia (ANOVA) e de regressdo ao nivel de 5 % de significancia,
utiizando-se o programa estatistico SAS versdo 9.1 licenciado para

Universidade Federal de Vigosa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Eficiéncia bioldgica de cogumelos de P. ostreatus cultivados em

substrato casca de café enriqguecido com Fe, Zn e Li

A adicdo de FeSO, ZnCOs; e LIiCl na casca de café néo influenciou o
crescimento micelial e a eficiéncia biologica (EB) de P. ostreatus (P > 0,05). A
EB da producédo de cogumelos de P. ostreatus foi somente afetada pela ordem
das colheitas (P < 0,05), ocorrendo maior EB sempre na primeira colheita,

diminuindo com o numero de colheitas (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo da eficiéncia biolégica (EB) dos
cogumelos de Pleurotus ostreatus enriquecidos ou ndo com diferentes

concentracdes de FeSO, ZnCOg e LiCl em trés colheitas subsequentes.

EB (%)
Colheita FeSO, ZnCO; LiCl
1° 20,763 £3,81 a 27,145 £4,92 a 21,539 +4,06 a
2° 11,482 +2,96 b 10,653 +3,84 b 13,071 +3,67 b
3° 6,511 +2,54 ¢ 5,847 +3,29 ¢ 5,57+198¢

Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade
pelo teste de Tukey.

O fato da EB néo ter sido reduzida pela adicdo das concentragfes de
FeSO,4 ZnCOj3 e LiCl pode indicar, resisténcia ou tolerancia do fungo testado a
esses metais, 0 que esta de acordo com vérios trabalhos (CHANDER et al.,
2001; KHAN e SCULLION, 2002); ou que a quantidade adicionada néao foi
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inibitéria ou ndo causa efeito toxico (TUZEN, 2003). Além desses fatores, o Fe
e Zn sdo metais essenciais para o crescimento e metabolismo de fungos
(GADD, 2007).

A terceira colheita que ocorreu ap6s um periodo de 55 a 75, 61 a 69 e
61 a 73 dias ap0s o enriguecimento ou ndo com diferentes concentracdes de
FeSO4, ZnCO; e LICl respectivamente, foi muito baixa em relagdo as duas
primeiras colheitas (Tabela 1 e 2). A reducdo da EB ao longo das trés colheitas
parece ser um comportamento normal dessa espécie de fungo, pois a mesma
tendéncia também foi verificada por Silva (2009), ao enriquecer cogumelos de
P. ostreatus com diferentes concentracfes de selenito de soédio. Muitas vezes a
terceira colheita é considerada muito pequena, sugerindo-se que o cultivo seja

finalizado ap6s a segunda colheita (SILVA, 2009).

Tabela 2. Tempo médio de incubagédo em dias (d) da producdo de cogumelos
de Pleurotus ostreatus, em substrato casca de café enriquecido ou ndo com

diferentes concentracbes de FeSO,, ZnCOs; e LIiClI em trés colheitas

subsequentes.
Doses (mg kg™) Colheitas
FeSO, 1° (d) 2° (d) 3° (d)

0 25 41 64
04 24 44 74
06 26 44 75
0,8 24 35 62

1 22 39 61

2 22 34 55

ZnCO;

0 25 41 64
0,53 29 45 68
1,07 29 42 67
2,13 29 42 64
4,27 31 44 61
8,53 30 48 69
LiCl

0 25 41 64
62,25 29 41 61
125 28 45 71
250 28 45 73
500 31 43 73
1000 59 Nd Nd
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4.2. Acumulacgao de Fe, Zn e Li nos cogumelos de P. ostreatus

A acumulacao de Fe foi afetada tanto pela dose de FeSO, adicionada ao
substrato casca de café quanto pela ordem das colheitas (P < 0,05), sem
ocorrer interagdo entre esses dois fatores (P > 0,05). Na Figural aparece as

variagdes do teor de Fe em funcéo da adicdo de FeSO,4 ao substrato.

300 -
250 A
200 -

150 4

Fe acumulado (ug g?h

100 +

50 - T T T T T
0,0 04 06 08 10 2,0

Concentragdo de FeSO no substrato (mg Kg™)

Figura 1. Variagdo da concentracdo de ferro na massa seca dos cogumelos de
Pleurotus ostreatus em trés colheitas subsequentes (—@— 1° colheita; —O— 2°
colheita; —¥— 3° colheita) produzidos em substrato de casca de café enriquecido ou
néo com sulfato ferroso (FeSOy).

N&o foi observada uma tendéncia na acumulagdo do Fe. Um dos pontos
importantes a considerar, € a alta concentracao de Fe que o substrato casca de
café utilizado possuia (Tabela 3). A dose maxima de FeSO, adicionada em
contrapartida, foi de 2 mg kg™ correspondente a 0,007% da concentracdo do
substrato, representando uma adi¢éo de Fe bastante baixa.

Tyler (1982) verificou que concentragdes de Fe sao baixas em

cogumelos em relag&o a sua presencga no substrato.
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Tabela 3. Teor de minerais na massa seca do substrato casca de café.

Minerais [ ] no substrato (mg g™)
K 3,587
P 0,092
S 0,569
Mg 0,850
Mn 0,020
Ca 4,314
Fe 1,417
Zn 0,033
Li 0,094

A acumulacao de Zn foi afetada tanto pela dose de ZnCO3 adicionada ao
substrato quanto pela ordem das colheitas (P < 0,05), sem ocorrer interagdo

entre esses dois fatores (P>0,05) (Figura 2).
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Zn acumulado (pg g™)

70 4

60 — T T T
0,000,531,07 2,13 4,27 8,53

Concentragéo de ZnCO, no substrato (mg Kg™

Figura 2. Variacdo da concentracdo de zinco na massa seca dos cogumelos de
Pleurotus ostreatus em duas colheitas subsequentes (—O— 2° colheita; —@— 3°
colheita), produzidos em substrato de casca de café enriquecido ou ndo com
carbonato de zinco (ZnCOs).

Observou-se aumento significativo na acumulagéo de Zn, proporcional a
concentracao de ZnCOg; adicionada ao substrato casca de café nas segunda e
terceira colheitas, o mesmo perfil de acumulagdo n&o foi verificado na primeira
colheita, que apresentou teores médios de 74,21 (+0,40); 65,71 (£14,5); 74,50
(+0,19); 82,46 (+14,84); 57,67 (+14,43); 66,11 (+14,25) pg g*, para as
concentracées no substrato de 0; 0,53; 1,07; 2,13; 4,27 e 8,53 mg kg*,
respectivamente. Alta capacidade de absorcdo de Zn também foi observada

por Rabinovich e colaboradores (2007), quando enriqueceram micélio de A.
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blazei com diferentes concentracdes de sulfato de zinco (ZnSO.,), verificando
aumentos nas concentracées de Zn no miceélio a medida que se aumentava a
concentracdo de ZnSO, adicionado ao meio de enriquecimento.

A acumulacéo do Li foi afetada pela concentragéo de LiCl adicionado ao
substrato casca de café (P < 0,05), mas nao foi observado efeito das ordens

entre as colheitas, nem interacao entre esses dois fatores (P > 0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Variagdo da concentracdo de litio na massa seca dos cogumelos de
Pleurotus ostreatus em trés colheitas subsequentes ( @®1°colheita; O 2° colheita¥3°
colheita) produzidos em substrato de casca de café enriquecido ou nao com de cloreto
de litio (LiCl).

O Li adicionado ao substrato foi eficientemente acumulado pelo
cogumelo verificando-se um aumento significativo na acumulacao (P < 0,05),
proporcional a concentracdo de LiCl adicionada ao substrato. A adicdo de
62,25 e 500 mg kg™ de LiCl resultou na producéo de cogumelos com contetido
de Li na massa seca de 72,53 e 189,38 ug g™ respectivamente; um aumento
de 2 e 5 vezes maior que a observada no cogumelo nao enriquecido (39,77
ug g ). Nao foi observada inibicdo da absorcdo em nenhum dos tratamentos.

Vetter (2005), verificou que amostras de cogumelos de diferentes grupos
nutricionais coletadas de uma determinada regido da Hungria (MT. Vértres),
apresentaram o contetido de Li significativamente maior, em média 0,38 mg L™
que cogumelos originados de outras localidades (0,167 mg L), sugerindo que
as concentracdes do metal no habitat influenciavam a absorcdo, apesar disso
ndo se verificou o carater acumulador desse metal nos cogumelos analisados,

dentre eles P. ostreatus.
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4.3. Teor de minerais e de proteinas nos cogumelos

N&o foram observadas a presenca de Al, Cu, Mn, Cr, Pb, Ni e Cd (abaixo

do limite de deteccéo) nos cogumelos enriquecidos com FeSO,4, ZnCO3 e LiCl.

4.3.1. Teor de minerais e proteinas nos cogumelos de P. ostreatus
enriquecidos ou ndo com FeSO4

As concentracbes de S, Ca, Mg foram afetadas pela dose de FeSO,
adicionada ao substrato casca de café (P < 0,05) e n&o variaram entre as
colheitas (P > 0,05). Na figura 4 aparece as variagdes do teor desses minerais

em funcao da adicao de diferentes concentracdes de FeSO,,
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Figura 4. Variacdo da concentracdo de a) enxofre (S), b) calcio (Ca) e c) magnésio
(Mg) nos cogumelos de Pleurotus ostreatus enriquecidos ou ndo com sulfato ferroso
(FeSO,4) em trés colheitas subsequentes (®1° colheita; O2° colheita; ¥ 3° colheita).

Dos minerais avaliados apenas as concentracbes de Zn e Li nos

cogumelos n&o variaram com as doses de FeSO, adicionadas ao substrato
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casca de café e nem entre as colheitas (P > 0,05), apresentando valores
médios de 0,068 (+0,015) e 35 (+0,012) mg g, respectivamente.

As concentracbes de K, P e a porcentagem de proteina foram
influenciadas tanto pela dose de FeSO, adicionadas ao substrato, quanto pela
ordem das colheitas, ndo sendo observado interacdo entre esses dois fatores
(P > 0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Variagdo da concentracdo de a) potassio (K), b) fosforo (P) e c)
porcentagem de proteina (PTN) nos cogumelos de Pleurotus ostreatus enriquecidos
ou ndo com sulfato ferroso (FeSO,4) em trés colheitas subsequentes (—@— 1° colheita;
—0O— 2° colheita; —¥— 3° colheita)

A diminuicdo do percentual de proteina de P. ostreatus foi verificada
qguando diferentes concentracdes de FeSO, foram adicionadas na agua de
choque (Yildiz e Yesil, 2006).
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4.3.2. Teor de minerais e proteinas nos cogumelos de P. ostreatus

enriguecidos com ZnCOg3

A concentracdo de Ca foi afetada pela dose de ZnCOj; adicionada ao
substrato casca de café (P < 0,05), porem ndo variou entre as colheitas (P >
0,05). Na Figura 6 aparece as variacdes dos teores de Ca em funcéo da adigao
de ZnCOs.

124

1,0 o

Ca (mg.g?)

0,0 — T T T
0,000,531,07 2,13 4,27 8,53

Concentragéo de ZnCO, no substrato (mg.kg™)

Figura 6. Variacdo da concentracdo de calcio (Ca) nos cogumelos de Pleurotus
ostreatus enriquecidos ou ndo com carbonato de zinco (ZnCOj) em trés colheitas
subsequentes (@ 1° colheita; O 2° colheita; ¥ 3° colheita).

Dos minerais avaliados apenas a concentracdo de Li e o percentual de
proteina nos cogumelos ndo variaram com a dose de ZnCOj3; adicionadas ao
substrato casca de café e nem pela ordem das frutificagbes (P > 0,05),
apresentando teores médios de 42 mg kgt (+14,5) e 31,766 % (+3,164),
respectivamente.

As concentracdes de S e K foram influenciadas tanto pela dose de ZnCO3;
adicionadas ao substrato quanto pela ordem das colheitas (P < 0,05), ndo
sendo observada interacao entre esses dois fatores (P > 0,05). J4 0os minerais
P e Mg tiveram suas concentracfes afetadas pelas diferentes doses de ZnCOs3,
como também pela ordem das colheitas (P < 0,05), existindo interacdo entre
esses dois fatores (P < 0,05). Variagdes nos teores de S, K, P e Mg aparecem

representadas na Figura 7 em funcéo da adicdo de ZnCOg para trés colheitas.
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Figura 7. Variacdo da concentracdo de a) enxofre (S), b) potéassio (K), c) fosforo (P) e
d) magnésio (Mg) nos cogumelos de Pleurotus ostreatus enriquecidos ou ndo com
carbonato de zinco (ZnCO3) em trés colheitas subsequentes (—@— 1° colheita; —O— 2°
colheita; —¥— 3° colheita)

A concentragdo de Fe, entretanto ndo variou com adicdo de diferentes
concentragdes de ZnCO3; (P > 0,05), sendo somente influenciada pela ordem

das colheitas (P < 0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios + desvio padrdo do teor de Fe nos cogumelos de
Pleurotus ostreatus enriquecidos ou ndo com diferentes concentracbes de

ZnCOs3 para trés colheitas subsequentes.

Colheita Fe (mgg™?)
1° 0,123 +0,044 b
2° 0,153 0,031 a
3° 0,166 +0,033 a

Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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4.3.3. Teor de minerais e proteinas nos cogumelos de P. ostreatus

enriguecidos com LiCl

A concentragdo de S foi afetada pela dose de LiCl adicionada ao substrato
casca de café (P < 0,05) , sem variacdo entre as colheitas ( P > 0,05) (Figura
8).

— T T T
0 62125 250 500 1000
Concentragio de LiCl no substrato (mg kg™)

Figura 8. Variacdo da concentracdo de enxofre (S) nos cogumelos de Pleurotus
ostreatus enriquecidos ou ndo com cloreto de litio (LICl) em trés colheitas
subsequentes ( @1° colheita; O 2° colheita; ¥ 3° colheita).

As concentragcfes de Ca, Mg, Zn e percentual de proteina nos cogumelos
ndo variaram com a dose de LiCl adicionadas ao substrato casca de café e
nem pela ordem das colheitas ( P > 0,05), apresentando teores médios de
0,658 (+0,81); 1,190 (+0,32); 0,086 (+0,02) mg g* e 34,039 % (+3,21)
respectivamente.

As concentragbes de K e P foram influenciadas tanto pela dose de LiCl
adicionadas, quanto pela ordem das colheitas (P < 0,05), ndo sendo observado
interacdo entre esses dois fatores (P > 0,05). Na Figura 9 est& representado as

variacOes dos teores de K e P em funcdo da adicéo de LiCl para trés colheitas.
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Figura 9. Variagcdo da concentracdo de potassio a) (K) e b) fésforo (P) nos cogumelos
de Pleurotus ostreatus enriquecidos ou ndo com cloreto de litio (LiCl) em trés colheitas
subseqiientes (—@— 1° colheita; —O— 2° colheita; —¥— 3° colheita).

A concentracéo de Fe, entretanto ndo variou com a adi¢do de diferentes
concentracdes de LIiCl (P > 0,05), sendo somente influenciada pela ordem
entre as colheitas (P < 0,05) (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios + desvio padrdo do teor de Fe nos cogumelos de
Pleurotus ostreatus enriquecidos ou ndo com diferentes concentragdes de LiCl

para trés colheitas subsequentes.

Colheita Fe (mg gl
1° 0,135 +0,021 b
2° 0,181 #0,026 a
3° 0,186 +0,029 a

Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si, ao nivel de 5 % de probabilidade
pelo teste de Tukey.

O teor médio de proteina de 31,51 % encontrado nos cogumelos de P.
ostreatus, sdo comparaveis aos encontrados por Bauer-Petrovska (2001), que
verificou um teor médio de proteina de 32,6 % na matéria seca de 47 espécies
de cogumelos comestiveis da Maced6nia

Dos minerais avaliados, o K foi o mais abundante, seguido pelo P e S.

Altos valores de K estdo de acordo com Sturion e Ranzani (2000), que

35



encontraram concentracdes variando de 27,1 a 37,8 mg g™ de K em Pleurotus
spp. O P aparece como segundo elemento mineral, 0 que também esti
pertinente com dados encontrados em outros estudos (STURION e RANZANI,
2000; KALAC, 2009).

O S ocorreu como o terceiro elemento, contrariando véarios dados da
literatura onde o Mg € o terceiro elemento mineral majoritario (BANO et al.,
1981; VETTER, 1994; STURION e OETTERER, 1995). Porém estudos mais
recentes verificaram ocorrer um maior contetdo de S do que Mg em cogumelos
(STURION e RANZANI, 2000; KALAC, 2009). J4 o teor de Ca em fungos
comparado com 0s outros macrominerais é caracteristico apresentar esse
elemento em menores concentragbes (BANO e RAJARATHNAM, 1988;
CHANG e MILES, 1989).

Dos microelementos, o Fe presente nas amostras avaliadas apresentou
teores semelhantes aos encontrados em outros trabalhos que variam de 0,03 a
0,485 mg g* (TUZEN, 2003; KALAC, 2009). As concentracdes de Zn e Li
verificadas na literatura, variam de 0,0293 a 0,188 mg g’ (ISILOGLU, et al.,
2001; TUZEN, 2003) e 0,044 a 0,208 mg L™ (VETTER, 2005), respectivamente.

4.4. Acessibilidade do Fe, Zn e Li nos cogumelos de P. ostreatus

4.4.1. Solubilidade por extragcédo sequencial

O Fe presente no cogumelo de P. ostreatus e no suplemento de FeSO,
foi facilmente solubilizado no processo de extracdo sequencial (Figura 10). Os
minerais extraidos no inicio da sequéncia sdo considerados mais solluveis, pois
a forca do extrator aumenta progressivamente na sequéncia. Mais de 80 % do
Fe no cogumelo encontram-se distribuidos nas fracdes soluvel em agua,
trocavel, reduzida e ligada organicamente, enquanto 99,9 % do Fe do
suplemento de FeSO, encontram-se associados as fracdes trocavel, reduzida

ou ligada organicamente.
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Figura 10. Porcentagem de ferro presente nas diferentes fragbes de cogumelos de
Pleurotus ostreatus produzidos em casca de café, enriquecidos com 0 e 2 mg kg™ de
sulfato ferroso, e no suplemento mineral a base de sulfato ferroso. A particdo das
barras representa os valores médios das fragbes depois do processo de extragédo
sequencial, como uma porcentagem do mineral extraido. Valores acima de cada barra
representam o ferro total (ug g'l) extraido das amostras.

De todo o Fe obtido apos a extracdo sequencial, foram recuperados 72,
74 e 2,5 % respectivamente dos tratamentos 0, 2 e Sup. FeSO,. Esses valores
representam uma porcentagem de Fe solubilizado no cogumelo enriquecido
gue € de 29 a 30 vezes maior em comparacao ao suplemento de FeSO,4. Assim
pode-se inferir que esse metal presente no cogumelo encontra-se mais
acessivel que o metal presente no suplemento de FeSO,.

Esses resultados estdo de acordo com outros trabalhos, que consideram
a biodisponibilidade de Fe em cogumelos consideravelmente alta, assumindo
que 90 % do Fe presente nos mesmos podem ser absorvidos (KALAC e
SVOBODA, 2000).

O Zn presente no cogumelo de P. ostreatus e no suplemento de ZnO foi
facilmente solubilizado no processo de extracdo sequencial (Figura 11). Mais
de 90 % do Zn do cogumelo e do suplemento de ZnO encontram-se
distribuidos nas fragfes sollvel em agua, trocavel, solivel em acido, reduzida e

ligada organicamente, fracdes consideradas acessiveis.
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Figura 11. Porcentagem de zinco presente nas diferentes fracdes de cogumelos de
Pleurotus ostreatus produzidos em casca de café, enriquecidos com 0 e 8,53 mg kg™
de carbonato de zinco e no suplemento mineral a base de 6xido de zinco. A particéo
das barras representa os valores médios das fracdes depois do processo de extracao
sequencial, como uma porcentagem do mineral extraido. Valores acima de cada barra
representam o zinco total (ug g'l) extraido das amostras.

De todo o Zn obtido apds a extracdo sequencial, 57, 99,8 e 5,3 % foram
recuperados dos tratamentos 0, 8,53 e Sup. ZnO, respectivamente. Esses
valores representam uma porcentagem de Zn solubilizado no cogumelo de 11 a
19 vezes maior em comparac¢éo ao suplemento. Assim, também se pode inferir
gue 0 Zn presente no cogumelo encontra-se mais acessivel que o Zn presente
no suplemento de ZnO.

O fato de existir Fe e Zn em porc¢des de fracdes ligadas organicamente
nos cogumelos sugere que 0s metais presentes no substrato foram
transformados pelo cogumelo em formas orgénicas, incorporadas em
biomoléculas dentro da célula. Formas organicas contribuem para a
biodisponibilidade, pois possuem absor¢do maior ou similar que a de formas
inorganicas (MILES e HENRY, 2000).

O Li presente no cogumelo enriquecido esta substancialmente associado
a fracdo soluvel em agua, seguida da fragdo trocavel e residual; em
contrapartida o Li do cogumelo ndo enriquecido encontra-se totalmente soluvel
em agua (Figura 12). Todo Li recuperado do sup. LiCO3; esta presente na
fracdo residual, ndo sendo encontrado Li em fragbes consideradas

biodisponiveis.
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Figura 12. Porcentagem de Li presente nas diferentes fragbes de cogumelos de
Pleurotus ostreatus produzidos em casca de café, enriquecidos com 0 e 500 mg kg™
de cloreto de litio e no suplemento mineral a base de carbonato de litio. A particdo das
barras representa os valores médios das fracBes depois do processo de extragdo
sequencial como uma porcentagem do mineral extraido. Valores acima de cada barra
representam o litio total (ug g'l) extraido das amostras.

De todo Li recuperado apds os seis passos da extracdo, somente 4 % foi
obtido do cogumelo nédo enriquecido, 65 % do cogumelo enriquecido com 500
mg kg*' de LiCl e apenas 0,02% extraido do suplemento de LiCOs; uma
porcentagem de Li muito inferior a dos cogumelos tanto enriguecidos como néo
enriquecidos.

Embora a acessibilidade n&o possa ser considerada como sindnimo de
biodisponibilidade, este € um importante fator que afeta a biodisponibilidade.
Além disso, para um elemento ser absorvido e possivelmente usado pelo
organismo, tem de estar necessariamente em uma forma acessivel no fluido
intestinal, ou como um ion livre ou complexado com outro nutriente (ELLESS et
al., 2000). Formas quimicas dos minerais altamente acessiveis sao
consideradas potencialmente mais biodisponiveis que formas menos
acessiveis. Percebe-se assim, que o mineral presente em fragdes nédo residuais
(solivel em agua, trocavel, solavel em &acido, reduzida, ou ligado
organicamente) sdo potencialmente mais biodisponiveis que combinagfes do
mineral ligadas a fracao residual (RABINOVICH et al., 2007). Na fragéo final o
mineral sé € solubilizado quimicamente com um extrator muito agressivo,

sugerindo que o0 mineral esta firmemente retido em um status nao
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biodisponivel. Existem limitacdes no processo de extracdo sequencial que
prové evidéncias semiquantitativas acerca das formas quimicas, acessibilidade
e, indiretamente, biodisponibilidade (MA e RAO, 1997).

Foi verificado neste trabalho que os metais Fe, Zn e Li presentes no
cogumelo de P. ostreatus encontram-se mais acessiveis que 0S mesmos
metais presentes nos seus correspondentes suplementos minerais. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Elless et al. (2000), quando
enriqueceu Brassica juncea com diferentes doses independentes de Fe, Zn,
Mn, Se e Cr na agua de irrigacdo e comparou a solubilidade de todos esses
minerais presentes no tecido vegetal com suplementos minerais
mulivitaminicos, verificando que todos 0s minerais testados presentes no tecido
vegetal sdo mais acessiveis e potencialmente mais biodisponiveis em relacao

aos suplementos minerais multivitaminicos.

4.4.2. Digestibilidade in vitro

A digestdo in vitro usando fluidos gastrico e intestinal foi realizada de
forma independente para confirmar os resultados da extracdo sequencial.

A digestdo in vitro é uma metodologia capaz de quantificar a
acessibilidade dos nutrientes, mas nao a biodisponibilidade destes
propriamente dita, uma vez que nem todo material acessivel é absorvido.
Portanto, o método ndo reproduz a maioria dos fatores fisiol6gicos envolvidos
na absorcdo e na utilizagdo do nutriente. Mesmo assim, apresentam baixo
custo e permitem o controle apurado de variaveis, tornando-se modelo
importante no sentido de prever e sugerir estudos in vivo (COZZOLINO, 2007).

A porcentagem do Fe digerido no cogumelo nao enriquecido foi
consideravelmente maior (77,46 %) que a porcentagem no cogumelo
enriquecido (42,72 %) e suplemento de FeSO, (6,8 %) (Figura 13).
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Figura 13. Porcentagem de ferro soluvel obtida ap6s a simulagdo da digestdo
gastrointestinal de cogumelos de Pleurotus ostreatus enriquecidos com 0 e 2 mg kg'1
de sulfato ferroso e do suplemento mineral a base de sulfato ferroso. Valores acima
das barras representam a concentragdo média de ferro (ug g'l) das amostras.

O mesmo perfil foi observado para a digestdo do Zn, obtendo 61,8 % de
Zn digerido no cogumelo nédo enriquecido, 36 % para o cogumelo enriquecido

com 8,53 mg kg de ZnCOg3 e 1,6 % para o suplemento de ZnO (Figura 14).
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Figura 14. Porcentagem de zinco soluvel obtida apos simulacdo da digestao
gastrointestinal de cogumelos de Pleurotus ostreatus enriquecidos com 0 e 8,53 mg
kg'1 de carbonato de zinco e do suplemento mineral a base de 6xido de zinco. Valores
acima das barras representam a concentracdo média de zinco (ug g'l) de cada
amostra.

A porcentagem do Li digerido obtida apos simulacdo da digestédo

gastrointestinal a partir dos cogumelos enriquecidos com 500 mg kg foi
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consideravelmente maior (71 %) que a obtida no cogumelo ndo enriquecido (27
%). Ja o suplemento de LiCO3; ndo apresentou leitura de Li apds a digestéao
(Figura 15).
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Figura 15. Porcentagem de litio obtida ap6s simulagdo da digestdo gastrointestinal de
cogumelos de Pleurotus ostreatus enriquecidos com 0 e 500 mg kg'l de cloreto de litio
e do suplemento mineral a base de carbonato de litio. Valores acima das barras
representam a concentragdo média de litio (ug g'l) de cada amostra.

Os resultados da digestdo mostram que a acessibilidade dos metais nos
cogumelos continuam superiores quando comparadas com a acessibilidade
nos suplementos. Para os cogumelos ndo enriquecidos com Fe, Zn e Li, a
acessibilidade desses metais aumentou, ocorrendo 0 contrario com O0sS
cogumelos enriquecidos e suplementos minerais para 0s respectivos metais,
exceto para o suplemento mineral de FeSO4 e 0 cogumelo enriquecido com Li,
gue também apresentaram maior acessibilidade em comparacdo a extracéo
sequencial apos a digestao in vitro. De acordo com Elless (2000), o elevado pH
do fluido intestinal precipita metais catidnicos, entretanto metais associados a
biomassa do fungo formam quelatos com compostos organicos, o que impede
sua precipitacdo. Entretanto, neste trabalho n&o foi observado essa
precipitacéo de Fe.

Usando os dados da digestdo obtidos no presente estudo e
considerando os cogumelos que foram enriquecidos ou ndo com Fe, Zn e Li,

pode-se inferir que 10 g do cogumelo de P. ostreatus seco nédo enriquecido
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fornece 1,35 mg de Fe acessivel, o que corresponde a 7,5 % da IDR para

mulheres de 19 a 70 anos (Tabela 6).

Tabela 6. Porcentagem da IDR ou |IA baseada na digestibilidade in vitro de 10
g de cogumelos de Pleurotus ostreatus enriquecido, ndo enriquecidos

(controle) e dos suplementos minerais.

Fe Zn Li
% % %
Tratamento digerido % IDR  digerido % IDR  digerido % 1A
Controle 77,46 7,5 61,8 5,7 27 10,3
cogumelo
enrigquecido 42,72 3,5 36 4,1 71 97,7
Suplemento 6,8 75, 55* 1,6 53,1 nd Nd

* 1 g do suplemento digerido
nd: ndo determinado

Com base na IDR de 11 mg d* de Zn, o consumo de 10 g de cogumelo
de P. ostreatus forneceria 0,83 mg de Zn acessivel, correspondendo a 5,7 %
da IDR (Tabela 6).

Assumindo que a ingestdo adequada de Li seja de 1mg d* (ARAL E
VECCHIO-SADUS, 2008), e que sua acessibilidade no trato gastrointestinal
seja de 71% (Figura 12) o consumo de 10 g de cogumelo seco produzido em
casca de café enriquecido com 500 mg kg' de LiCl forneceria
aproximadamente 100 % dessa recomendacéao (Tabela 9).

Pode-se verificar que a ingestdo dos metais estudados tém sua
acessibilidade aumentada quando é incorporado ao cogumelo. As formas com

gue esses elementos se encontram no cogumelo devem ser estudadas.



5. CONCLUSOES

A eficiéncia biolégica foi maior na primeira colheita de Pleurotus
ostreatus e reduziu consideravelmente na terceira colheita, ndo sendo
influenciada pelas diferentes concentragdes de FeSO,4, ZnCOj3 e LICl.

O cogumelo de P. ostreatus acumulou Zn e sua acumulacdo foi
influenciada pelo aumento da concentracdo de ZnCOj3; adicionada ao substrato
casca de café.

O cogumelo de P. ostreatus acumulou Li, e sua concentracdo foi
influenciada pelo aumento da concentragdo de LIiCl adicionada ao substrato
casca de café.

Os elementos Fe, Zn e Li presentes nos cogumelos apresentaram
acessibilidade maior que esses mesmos microelementos presentes em seus
respectivos suplementos minerais testados.

O cogumelo de P. ostreatus enriquecidos com Fe, Zn ou Li apresentam
potencial para serem utilizados como fonte alternativa e de alta acessibilidade
desses microelementos.

Estudos sobre os fatores antinutricionais como fitatos, fibras, taninos e
polifendis presentes nos cogumelos de P. ostreatus sdo necessarios, pois
podem interferir na biodisponibilidade de alguns minerais.

Pesquisas sobre a biodisponibilidade dos minerais nos cogumelos de P.
ostreatus fornecerdo informacdes fundamentais sobre a efetiva absorcéo,
efeitos fisioldgicos e influencia desse alimento na promog¢édo e manutencdo da

saude humana.
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Quadro 3. Resumo da andlise de variancia para as variaveis EB, PTN, S, Ca, K, P, Fe, Mg, Zn e Li de cogumelos Pleurotus

ostreatus enriquecidos ou ndo com diferentes doses de sulfato ferroso para 3 frutificagdes.

QM
Fonte de Variacdo G.L. EB PTN S Ca K P Fe Mg Zn
Frutificagéo 2 941,93* 52,5104* 1,2076™%  0,0037™% 57,3766* 32,0665* 0,0320* 0,0702™ 0,0003™*
Dose 5 13,6925™% 46,5928* 114,2118* 0,4800* 279,9049* 24,4335* 0,0103* 1,5194* 0,0003™*
Frutificacdo*Dose 10 20,1979* 13,2459™% 8,0071™%  0,1122"% 14,9470™ 2,08136™% 0,0045"* 0,0375™ 0,0001™*
Residuo 36 6,5536 9,96 9,8352 0,0858 16,1892  1,8356 0,0041 0,0856  0,0002
Fonte de Variacéo G.L. Li
Frutificag&o 2 0,0000™*
Dose 5 0,0000™*
Frutificacdo*Dose 10 0,0000™*
Residuo 18 0,0002

G.L. — Graus de liberdade
QM — Quadrado médio
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade

> N&o significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
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Quadro 4. Resumo da analise de variancia para as variaveis EB, PTN, S, Ca, K, P, Fe, Mg, Zn e Li de cogumelos de

Pleurotus ostreatus enriguecidos ou ndo com diferentes doses de carbonato de zinco para 3 frutificacdes.

QM
Fonte de Variacdo G.L. EB PTN S Ca K P Fe Mg Zn
Frutificagdo 2 2245,5996* 4,2935™ 8,5207*  0,0009™ 78,9486* 23,4119* 0,0087* 0,1862* 0,0009*
Dose 5 7,20260™%  4,2400™ 23,3647* 0,3006* 90,3100* 7,5078* 0,0024™% 0,3983* 0,0004*
Frutificagdo*Dose 10 39,9601* 11,08170™ 1,4327"% 0,11020"% 9,1521™ 2,9190* 0,0015"™* 0,0559* 0,0002™*
Residuo 36 11,4108 10,8327 1,2688 0,0665 5,1547  0,6153 0,0012 0,0141 0,0001
Fonte de Variacdo G.L. Li
Frutificagéo 2 0,0001™*
Dose 5 0,0005™*
Frutificacdo*Dose 10 0,0002™*
Residuo 18 0,0002

G.L. — Graus de liberdade
QM — Quadrado médio
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade

> N&o significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
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Quadro 5. Resumo da analise de variancia para as variaveis EB, PTN, S, Ca, K, P, Fe, Mg, Zn e Li de cogumelos de

Pleurotus ostreatus enriquecidos ou ndo com diferentes doses de carbonato de litio para 3 frutificacdes.

QM

Fonte de Variacdo G.L. EB PTN S Ca K P Fe Mg Zn
Frutificacéo 2 975,0320* 12,2054™% 1,1746™% 1,3163"* 83,5930* 13,6974* 0,0179* 0,0591™% 0,0006™*
Dose 4 20,4470™%  16,7462"% 41,9710* 0,9417"% 295,4941* 20,0510* 0,0006™ 0,7798"* 0,0012"™*
Frutificagdo*Dose 8 8,9125™%  10,0420™ 2,0031"* 0,4868™% 4,5319"™% 0,2165™% 0,0007"™* 0,0283™ 0,0008"*
Residuo 30 10,7114 9,3812 1,6411 0,6315 14,1465  0,9947 0,0006 0,0371 0,0005
Fonte de Variacdo G.L. Li

Frutificag&o 2 0,0011™*

Dose 4 0,0256*

Frutificacdo*Dose 8 0,0016"™*

Residuo 27 0,0019

G.L. — Graus de liberdade
QM — Quadrado médio
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade

> N&o significativo ao nivel de 5 % de probabilidade
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