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RESUMO

JUNQUEIRA, Mateus da Silva. Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2004. Conservagao do cogumelo shiitake por congelamento. Orientador:
Marco Tulio Coelho Silva. Conselheiras: Maria Catarina Megumi Kasuya e
Maria Cristina Dantas Vanetti.

O objetivo deste estudo foi avaliar pré-tratamentos e processos de
congelamento para a conservagdo de cogumelo Lentinula edodes “shiitake”.
Caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas de cogumelos obtidos de
produtores da regiao de Vigosa, colhidos, transportados em caixas com gelo e
processados no mesmo dia foram avaliadas a cada trinta dias durante o
periodo de armazenamento de quatro meses. As etapas do processamento
foram: selegdo, lavagem em agua corrente, sanitizagdo com produto
organoclorado, branqueamento ou adi¢do de antioxidante, centrifugacao para
eliminar o excesso de agua, seguidas de embalagem e congelamento lento em
congelador domeéstico ("freezer") ou congelamento rapido com Nitrogénio
liguido e embalagem . As amostras congeladas foram armazenadas em
congelador doméstico ("freezer") a -18°C. O branqueamento nao foi satisfatério
porque provocou perda de agua excessiva e perda de textura, resultando em
cogumelos com aparéncia indesejavel. O tratamento com composto
organoclorado e a adigdo de antioxidantes foram mais efetivos na manutengéao

da qualidade dos cogumelos durante o armazenamento, com maior redugao da
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microbiota inicial, apresentando apés o descongelamento, valores de textura e
pH mais préximos aos dos cogumelos frescos. Sem o branqueamento, a
atividade das Polifenol Oxidases ( PPOs ) das amostras congeladas aumentou
ao longo do tempo causando escurecimento dos cogumelos e reducao dos
valores de L* porém as amostras congeladas com nitrogénio liquido
apresentaram, durante todo o periodo de armazenamento, menor perda de
vitamina D e de agua, melhor textura e aparéncia que aquelas congeladas pelo
método lento. Até o primeiro més de armazenamento, para as amostras
congeladas pelo processo tradicional e até o segundo més, para as amostras
congeladas pelo processo rapido, as caracteristicas organolépticas dos
cogumelos depois de descongelados foram consideradas satisfatorias, mas
apos esses periodos 0os cogumelos comegaram a apresentar escurecimento,

mau cheiro e perda de textura inaceitaveis.



ABSTRACT

JUNQUEIRA, Mateus of Silva, M.S., Universidade Federal de Vigosa,
November, 2004. Conservation of the shiitake mushroom for freezing.
Adviser: Marco Tulio Coelho Silva. Committee Members: Maria Catarina
Megumi Kasuya and Maria Cristina Dantas Vanetti.

This experiment was conducted to evaluate pre-processing and freezing conditions
for the preservation of Lentinula edodes mushrooms ("Shiitake"). Mushrooms cultivated
in areas near by Vicosa-MG were collected, kept in ice-boxes during transportation and
processed in the same day. Frozen samples stored for four months in domestic
freezers ( -18 °C ) were evaluated with 30 days intervals. Pre-processing included
selection, washing in running water, sanitization with an organic chlorinated product,
blanching or antioxidant addition and centrifugation to eliminate excess water, followed
by packaging and "conventional freezing" in a domestic freezer or "Individual quick
freezing" (IQF) with liquid Nitrogen followed by packaging. Blanching was not
satisfactory because of excessive water and textures losses producing mushrooms
with bad appearance. Treatment with chlorinated product and antioxidant adition were
more effective for keeping the quality of frozen samples, with lower microbial counts
and, after thawing, texture, color and pH closer to those of fresh mushrooms. Without
blanching, activity of PPO increased during storage causing darkening of the frozen
mushrooms and reducing L* values. Samples frozen by IFQ presented smaller losses
of Vitamin D and water and better texture and appearance than those processed by
conventional freezing. After thawing the quality of the mushrooms frozen by the slow

process was better than acceptable for 30 days while the quality of the mushrooms



frozen by IFQ was better than acceptable for 60 days (IFQ better, always). After those
periods, the frozen samples started to show excessive losses texture, darkening, off-

flavor and chiefly obnoxious smell.
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1 - INTRODUGAO

Os cogumelos séo a estrutura de reproducdo sexuada dos fungos. Entre
as mais de 10.000 espécies de fungos que produzem cogumelos,
aproximadamente, 2.000 sdo consideradas comestiveis, mas apenas 25 sao
cultivadas com finalidade comercial. Atualmente, a espécie mais cultivada é
Agaricus bisporus (champignon), seguida das espécies Pleurotus ostreatus
(cogumelo de ostra) e Lentinula edodes (shiitake).

Sao considerados alimentos de alto valor nutritivo e terapéutico, sendo o
consumo € a comercializacdo parte da historia de varias civilizagdes.
Tornaram-se, portanto, produtos de alto valor agregado, com producédo e
mercado em expansao.

Geralmente, os cogumelos sao comercializados frescos ou desidratados,
mas, aproximadamente, um quarto da produgdo de champignon é processada
para a producdo de conservas em lata ou vidro. Uma pequena parte da
producao € congelada.

O shiitake é comercializado, predominantemente, “in natura”, e mesmo
sob refrigeracao tem vida de prateleira de apenas trés a seis dias. As formas
desidratadas perdem qualidades organolépticas, principalmente sabor, textura
e cor. O congelamento pode ser uma forma de aumentar o tempo de
preservacgao do shiitake. O congelamento diminui a atividade da agua, inibindo,

mas nao inativando a maioria dos agentes responsaveis pela deterioragdo dos



alimentos, quando a temperatura ambiente, sem causar grandes alteragdes
nas qualidades organolépticas ou nutricionais, desde que conduzido
adequadamente.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o processamento e o congelamento
do shiitake, tendo em vista a melhor preservagao da qualidade e o maior tempo

de armazenamento.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Cogumelos sdo a estrutura de reprodugédo sexuada de alguns tipos de
fungos (STAMETS e CHILTON, 1983) e, embora existam aproximadamente
10.000 espécies de fungos que produzem cogumelos, apenas 2.000 sao
consideradas comestiveis (CHANG, 1999).

Destas, as mais importantes sdo produzidas por fungos pertencentes
aos filos Basidiomycota e Ascomycota. Dos Ascomycota, o mais conhecido € a
trufa, fungo micorrizico que forma associagdo mutualista com raizes de arvores
como o carvalho, necessaria para que ocorra a frutificacdo. E encontrado
principalmente em algumas regides da Franga e da Italia. Das poucas espécies
de cogumelos cultivadas com finalidade comercial, cerca de 25 s&o
pertencentes ao filo Basidiomycota, das quais a maior parte se enquadra na
ordem Agaricales, a exemplo das espécies Agaricus bisporus, o champignon, e
Lentinula edodes, o shiitake (CHANG, 1980; CHANG e MILES, 1987).

2.1. Producao e comercializagdao de cogumelos

No ano 2000, a produgao mundial de cogumelos foi estimada em 2,4
milhdes de toneladas, destacando-se como maiores produtores a China, com
708 mil toneladas e os EUA, com 390 mil toneladas (VILELA, 2003). A
Holanda, terceiro produtor mundial, foi o maior exportador, com 63,7 mil

toneladas, seguida da China, com 50,1 mil toneladas. Os maiores importadores
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foram a Inglaterra, a Alemanha e o Japao, que importaram 59,4 mil, 43,5 mil e
35,2 mil toneladas, respectivamente (FAO — NASS, 2003).

As espécies de cogumelos comestiveis mais cultivadas no mercado
mundial s&o divididas em dois grupos de produtos: o grupo do champignon
(White botton — A. bisporus), a espécie mais explorada e comercializada; e o
grupo dos cogumelos exoticos ou especiais, que engloba espécies como
Auricularia spp., Flamulina velutipes, Grifola frondosa, Hypsizygus marmoreus,
Lentinula edodes, Pleurotus spp., Pholiota nameko, Tremella fuciformis e
Volvariella spp. As escalas de produgdo e comercializagédo do segundo grupo
sdo muito menores do que as do primeiro (CHANG, 1980; 1995 e VILELA,
2003).

O champignon, que representa 38% do volume total de cogumelos
produzidos no mundo, € o mais importante e o mais difundido, seguido pelas
varias espécies de Pleurotus spp. que, somadas, representam cerca de 25%
da producdo mundial. Essas espécies sdo bastante difundidas em varios
paises, com destaque para China, primeiro produtor. As principais espécies
cultivadas sao P. ostreatus, P. sajor-caju, P. cystidus e P. citrinopileatus (FAO,
NASS; 2003).

O shiitake detém o terceiro lugar em volume de produgao e representa
10% do total mundial.

No Brasil, os dados de produgdo de cogumelos ainda sdo escassos
(VILELA, 2003). A regiao do Alto Tieté, em Sao Paulo, destaca-se como maior
produtor. Estima-se que, na safra do ano 2000, a produgdo chegou a 2,5 mil
toneladas, volume que corresponde a 80% da produg¢do nacional ou 0,12% da
producdo mundial. Cerca de 90% do cogumelo produzido no Brasil é o
champignon. O clima excessivamente quente, na maior parte do ano, € o maior
obstaculo para a produgcdo em escala comercial da maioria das outras espécies
de cogumelos. As excegdes sao o cogumelo shiitake e o cogumelo do sol, por
serem capazes de crescer em temperaturas mais altas (VILELA, 2003).

O champignon é encontrado no mercado nacional nas formas fresco ou
cozido. O prego pago pelas industrias aos produtores, para o cogumelo fresco,
a granel, varia entre R$ 3,00 e R$ 3,50 o quilo. Para o cogumelo cozido, a

granel, entre R$ 5,00 e R$ 5,50 o quilo. O prego no varejo pode alcancar
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R$ 8,00 para o quilo de cogumelo fresco e R$ 12,00 para o quilo de cogumelo
cozido, dependendo do tipo de classificacdo e embalagem (VILELA, 2003).

No Brasil, o shiitake, normalmente, € comercializado fresco, embalado
em bandejas, sendo pequena parte, menos de 10%, desidratada ou
industrializada. O preco pago pelos atacadistas aos produtores por quilo de
produto varia de R$ 10,00 a R$ 12,00 para o cogumelo fresco, a granel, de R$
12,00 a R$ 14,00 para o produto embalado e R$ 45,00 a R$ 50,00, para o
produto desidratado a granel (VILELA, 2003).

O fungo L. edodes (ou shiitake) pertence ao filo Basidiomycota, ordem
Agaricales, familia Tricholomataceae. Produz o cogumelo conhecido pelos
chineses como “shiang-gu” ou “hoang-mo”, e pelos japoneses como “shiitake”
(TSUNEDA, 1994). E um decompositor primario, que habita naturalmente a
madeira de varias espécies de arvores sob diferentes condi¢gdes climaticas
(PRZYBYLOWICZ e DONOGHUE, 1990). A produgdo de shiitake é um
exemplo de bioconversdao da madeira e de outros materiais ligninocelulésicos
que constituem grande parte da biomassa renovavel em alimentos ou produto
de interesse (BUSWELL et al., 1996).

A producdo mundial de shiitake aumentou cerca de sete vezes no
periodo de 1983 a 1997, passando de 207.000 toneladas para 1.573.000
toneladas. O maior aumento ocorreu na China, onde mais de 10 milhdes de
fazendeiros produzem cogumelos shiitake (WANG, 1998; CHANG, 1999). Nos
Estados Unidos, embora a produgcdo de cogumelos seja relativamente recente,
tendo se iniciado no final da década de 70, foram produzidas 1.123 toneladas
de shiitake no ano de 1992; e, em 1999, a produgado atingiu 3.941 toneladas,
registrando um aumento de 3,5 vezes (FAO, NASS, 2003).

No Japado, na China e em alguns paises da Europa, o shiitake é
comumente cultivado em troncos de carvalho ou de castanheiras (CHANG e
MILES, 1987; TSUNEDA et al., 1991; TSUNEDA, 1994). Nos EUA, no Canada,
em Formosa e em Singapura, a producgao ¢ feita, principalmente, em substratos
a base de serragem, utilizando-se sacos plasticos de polipropileno ou de
polietileno, no processo chamado de cultivo em tora artificial (OHGA, 1992;
MATA e SAVOIE, 1998). No Brasil, seu cultivo é feito principalmente em
troncos de eucalipto (FERREIRA, 1998).
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A comercializagao € feita no atacado principalmente na forma fresca, a
granel; e no varejo em bandejas envoltas em filme de PVC. Menos de 5% da
producao € comercializada na forma desidratada. No varejo, foram encontradas
apenas duas marcas de cogumelo cozido, embalado em vidros de 200 g
(VILELA, 2003). Nao ha referéncias sobre producdo ou venda do produto

congelado.

2.2. Composigao do cogumelo shiitake

O cogumelo shiitake fresco contém 85 a 95% de agua. Na matéria seca,
o teor de proteinas varia de 10 a 29%, o de carboidratos de 43 a 78%, o de
minerais de 2,6 a 6,5% e o de lipideos € menor do que 2%. O shiitake também
€ rico em vitaminas como a tiamina, a riboflavina, a niacina, a biotina, o acido
ascorbico e o ergocalciferol (vitamina D). As proteinas contém todos os
aminoacidos essenciais em concentragdes adequadas para a nutricdo humana,
especialmente a leucina e a lisina (CHANG, 1980; PRZYBYLOWICZ e
DONOGHUE, 1990; TAKAMURA et al., 1991; CHANG e BUSWELL, 1996).

Cogumelos acumulam uma grande variedade de metabdlitos
secundarios, incluindo compostos fendlicos, terpenos, esterdis, entre outros.
Os compostos fenodlicos de cogumelos tém sido estudados por serem
excelentes antioxidantes sinérgicos e n&o-mutagénicos. Estdo entre os
principais grupos de componentes ndo-essenciais na dieta, associados com a
inibicdo de aterosclerose e do cancer (CHEUNG et al., 2003).

Diversos compostos biologicamente ativos e com propriedades
medicinais tém sido isolados e purificados a partir do shiitake ou do meio onde
o cogumelo é cultivado. Um composto com atividade antimicrobiana, a
lentinamicina (octa-2,3-diene-5,7-diyne-1-ol), foi isolado e purificado de culturas
liquidas de L. edodes (BEW et al., 1966). O lentinano, isolado e purificado do
corpo de frutificagdo, apresentou atividades antitumorais contra células de
sarcoma (CHIHARA et al., 1969; DRESSER e PHILLIPS, 1974; CHIHARA,
1978; SUGA et al.,, 1984; SUZUKI et al.,, 1994; GOTO et al.,, 1994). A
lentinacina (2(R), 3(R)-dihidroxi-4-(9 adenil)-acido butirico), também conhecida
como eritadenina, possui propriedades antivirais (CHIBATA et al. 1969) e
hipocolesterolémicas (SUGIYAMA et al., 1993; 1995). FUJIl et al. (1978)
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isolaram e caracterizaram na massa micelial um polissacarideo com atividade

antitumoral.

2.3. Processos de conservagao de cogumelos

Em razdo de suas qualidades nutricionais e terapéuticas, a demanda
pelo cogumelo shiitake tem aumentado, o que gera a necessidade de
conservar o produto, para aumentar a vida util e poder disponibiliza-lo em
formas e tempos diferentes.

Para avaliar os efeitos dos métodos de conservacido sobre o alimento,
sao analisados os atributos de qualidade do produto. A qualidade do produto
fresco inclui a aparéncia (tamanho, forma, cor, brilho, auséncia de defeitos e
deterioragdo); a textura (firmeza, crocéncia e dureza, dependendo do alimento);
sabor (dogura, acidez, adstringéncia, aroma, e odores); e o valor nutricional
(vitaminas, minerais, fibra dietética e micronutrientes) (KADER, 2001).

Durante o processamento dos alimentos, a cor, a textura, o flavor e as
qualidades nutricionais sédo alterados em razdo de processos bioquimicos,
crescimento excessivo de microrganismos, injurias fisicas e perda de agua
(JAYAS e JEYAMKONDAN, 2002; GIMENEZ et al., 2000). O processamento
pode, também, provocar desordens fisiologicas, diminuindo, assim, a vida de
prateleira dos produtos (KADER, 1986).

A importancia relativa de cada componente de qualidade depende do
alimento e do interesse do individuo (KADER, 1992). Embora os consumidores
comprem um produto atraidos pela aparéncia e qualidade de textura, as
compras posteriores dependem da satisfagdo quanto ao sabor (gosto e aroma),
além de atributos que promovem a saude e da qualidade nutricional (KADER,
1988).

Segundo ASHIE e SIMPSON (1996), a textura & considerado um dos
mais importantes atributos dos alimentos, que determina a aceitabilidade e,
consequentemente, o resultado do mercado de seus produtos. Para a
inativacdo de polifenoloxidases (PPOs), grupo de enzimas que provocam o
escurecimento dos cogumelos, processos térmicos sdo limitados, porque
provocam perdas nas qualidades sensoriais e nutritivas dos produtos
alimenticios (SUN et al., 2002).
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Cogumelos sao alimentos altamente pereciveis, caracterizados pelo
curto periodo de vida util, que varia de um a trés dias, a temperatura ambiente,
em razao da ocorréncia de mudancgas pos-colheita e tendem a perder
rapidamente seus principais atributos (KUYPER et al., 1993; BRENNAN et al.,
2000; MANZI et al., 2004). Essas mudangas ocorrem em razao do alto teor de
umidade e da alta atividade de enzimas como proteases e polifenoloxidases,
responsaveis, respectivamente, pelo decréscimo de proteinas e pelas
deterioragdes sensoriais (KUYPER et al., 1993; SIGRIST, 2002).

Muitos métodos, como a adicdo de antioxidantes e a exclusao do
oxigénio, assim como processos térmicos, vém sendo usados para inibir
perdas e escurecimento enzimatico (GOMES e LEDWARD, 1996; SUN et al.,
2002). No processamento de frutas e vegetais, as enzimas s&o inativadas
antes do congelamento por tratamento térmico, como o branqueamento, ou por
tratamento quimico (POTTER e HOTCHKISS, 1995).

Uma pratica muito comum no processamento de cogumelos € a lavagem
dos mesmos, com a finalidade de melhorar a aparéncia, porque restos da terra
e sujidades podem cobrir os cogumelos. Durante a lavagem, os cogumelos
podem absorver agua em excesso. SANTANA (2003) demonstrou que a agua
incorporada pela lavagem do shiitake poderia ser removida com a
centrifugagéo de por¢des de 250g, por dois minutos.

Para melhorar a eficacia da lavagem, sao adicionados tratamentos com
substancias quimicas, como hipoclorito de soédio (NaOCI), peréxido de
hidrogénio (H20,) e outros sanificantes, como antioxidantes (KUYPER et al.,
1993; REYES, 1996; CARDONA, 2001).

O cloro é o sanificante mais utilizado para alimentos. Os compostos a
base de cloro sdo bactericidas que reagem com as proteinas da membrana da
célula microbiana, interferindo no transporte de nutrientes, e promovendo a
perda de componentes celulares (PILON, 2003). O hipoclorito de sédio é um
dos produtos mais amplamente utilizados para evitar desordens, como o
escurecimento, que aparecem em cogumelos apds a colheita (CARDONA,
2001) sendo usado em concentragdes de 50 a 200 mg L™ para sanificar
vegetais frescos (PILON, 2003). SANTANA (2003) obteve uma reducgao de,

aproximadamente, 2 ciclos logaritmicos para cogumelos shiitake tratados com
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o sanitizante a base de cloro Sumaveg®, quando comparados com cogumelos
n&o sanitizados.

Assim como o cloro, os acidos organicos se encontram entre os mais
utilizados na sanitizacao de alimentos. O efeito bactericida existente em todos
os acidos organicos, principalmente nos acidos citrico e ascorbico, decorre
tanto do decréscimo do pH, abaixo do intervalo de crescimento dos
microrganismos, quanto da inibicdo do metabolismo microbiano pelas
moléculas de acido nao-dissociadas (MARSHALL et al., 2000; BRENNAN et
al., 2000).

Acido citrico € o um dos acidulantes mais amplamente usados na
industria de alimentos. E tipicamente aplicado em concentragdes que variam de
0,5 a 2% (p/v) para a prevengao de escurecimento em cogumelos (BRENNAN
et al., 2000). Além disso, é frequentemente usado em combinagdo com outros
agentes de antiescurecimento, como acido ascoérbico ou acido eritorbico e os
sais neutros dos mesmos, como quelante de pro-oxidantes e para a inativagao
da polifenoloxidase (MARSHALL et al., 2000). SANTANA (2003) observou que
cogumelos shiitake tratados com &cido citrico e acido ascérbico apresentaram
menor atividade de PPOs e menor escurecimento, quando comparados aos
cogumelos nao tratados.

O acido ascérbico pode intervir de duas maneiras no escurecimento
interno:

- a) reduzindo as quinonas formadas pela acdo das oxidases,
transformando-se em acido dehidroascorbico (que também é ativo) e, desta
forma, impedindo a formacéo dos produtos escurecidos;

- b) pode agir como inibidor das enzimas oxidativas (CARVALHO e
ABREU, 2000; BEZERRA et al. 2002).

A competitividade de mercado tem levado estudiosos (NARVAIZ, 1994;
BRENNAN et. al 1999, 2000; BEAULIEU et al., 2002), entre muitos outros, a
analisarem métodos e, ou tecnologias que retardem a degradagdo de
cogumelos, incluindo avaliagdes de resfriamento, branqueamento, embalagem,
exclusdo de oxigénio, tratamento quimico com antioxidantes e sanitizantes,
armazenamento em atmosfera modificada, irradiacdo, alta presséo,

congelamento, desidratagao, entre outros.
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Foi estudado o efeito da radiagao sobre a textura e a perda de agua de
cogumelos, armazenados durante 14 dias sob refrigeragdo a 10°C, concluindo
que a irradiagdo nao produz efeitos nos cogumelos, nos parametros analisados
durante o prazo proposto (NARVAIZ, 1994). BEAULIEU et al. (2002) estudaram
0 mesmo método, mas analisando o escurecimento enzimatico, através da
medida de cor e atividade de polifenoloxidases, conseguindo estender o prazo
de validade em até quatro dias.

O efeito da alta pressdo em cogumelos também foi pesquisado,
analisando-se PPOs, notando que foi eficaz na coloracdo do produto, mas que
somente 0 uso da alta pressao nao é suficiente para garantir a qualidade do
produto como um todo (GOMES e LEDWARD, 1996), e textura, cor e PPO, por
MATSER et al. (2000), onde encontraram que a utilizagdo da alta presséo €
melhor do que o branqueamento em todos os indices de qualidade analisados.

O efeito da utilizacdo de acido citrico e perdxido de hidrogénio na
preservagao de cogumelos sob refrigeragdo foi estudado, analisando a cor, a
textura e o crescimento microbiano, observando que a efetividade foi maior
quando o cogumelo foi tratado com acido citrico, ainda mais quando os
cogumelos sao fatiados antes de receber o tratamento (BRENNAN et al.,
2000). O efeito do processo de enlatamento, na cor, a atividade de PPOs e
perda de peso dos cogumelos também foi pesquisado, notando que o
branqueamento conseguiu reduzir a atividade de PPOs significativamente, e
que o uso do acido ascoérbico implicou em melhor aceitabilidade pelo
consumidor, em razao da cor mais clara, sem comprometimento do pH do
produto (QUINTANA et al., 1999).

A utilizagao de temperaturas abaixo do ponto de congelamento apds a
colheita seria necessaria para reduzir o desenvolvimento continuado dos
cogumelos. Na pratica, os cogumelos devem ser pré-resfriados a temperaturas
de, no minimo, 2 a 4°C imediatamente apds a colheita, utilizando-se gelo para
reduzir a temperatura ainda no campo. Deve-se ter o cuidado de colher os
cogumelos quando mais frescos, com os chapéus ainda fechados, para se
manter a qualidade por mais tempo, estendendo a vida de prateleira.

Problemas mais comuns incluem a abertura do chapéu e o
amolecimento. Sendo a estrutura fragil, os cogumelos s&o danificados

facilmente através de manipulagdo aspera, tornando-se marrom-escuros
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(MARSHALL et al., 2000). Segundo GORMLEY (1986), os cogumelos possuem
um sistema de enzimas muito ativo, as quais, ao serem liberadas, iniciam
reacoes diversas, especialmente os danos fisicos e, além desses, o flavor e o
valor nutricional (MARSHALL et al.,, 2000). Apenas quando os cogumelos
estiverem em temperaturas abaixo de -20°C, o escurecimento tornar-se-a lento
no produto congelado.

Apesar da importancia, ainda sdo muito limitadas as informag¢des sobre
o congelamento do cogumelo shiitake. A maior parte desses estudos refere-se
ao congelamento de cogumelos champignon. Para esse cogumelo, as etapas
do congelamento sdo semelhantes aquelas usadas para congelamento de
vegetais, incluindo selegdo e lavagem, branqueamento ou tratamento quimico
e o proprio congelamento (LUH, et al., 1975; HUANG e LEE, 1997; FONTES e
LOPES, 1992).

Os cogumelos congelados podem durar alguns meses sem maiores
perdas de qualidade. Os fungos, as leveduras e a maioria das bactérias sao
inativadas, e, para a inativagcao das enzimas, deve-se fazer um pré-tratamento,
como branqueamento ou adicdo de antioxidantes, como acido citrico
(CARDONA, 2001).

A velocidade de congelamento, a temperatura de armazenamento e a
estabilidade da temperatura sdo consideradas fatores essenciais para a
preservagao do alimento congelado. Porém, além das condi¢ées do alimento
fresco, a tecnologia do pré-tratamento, antes do congelamento, também é
muito importante (ZANG et al., 2003).

Cogumelos contém grande quantidade de agua e por isso ocorre
consideravel perda de peso durante o transporte e a estocagem. Isto, por sua
vez, causa sérias perdas econdmicas e de qualidade. Quando a fonte de agua,
minerais e nutrientes € cortada na colheita, o cogumelo entra em deterioragao
ou fase perecivel (NUSSINOVITCH e KAMPF, 1993).

O armazenamento em baixas temperaturas, imediatamente apds a
colheita, € um dos métodos mais utilizados para prolongar a conservagao dos
alimentos (BRON et al., 2002). Com a redugcdo da temperatura, as reacgdes
enzimaticas, principalmente as associadas a respiracdo e senescéncia,

ocorrem mais lentamente. A diminuicdo da atividade respiratoria, principal
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processo fisioldgico pés-colheita, propicia menores perdas de aroma, sabor,
textura, cor e outros atributos de qualidade dos alimentos (BRON et al., 2002).

O congelamento rapido tem sido considerado uma das mais importantes
tecnologias de preservacdo de alimentos. A temperatura do alimento é
reduzida até o ponto de congelamento, em um tempo muito curto, para que o
frescor, a cor, o sabor e a qualidade nutricional originais possam ser mantidos
(ZANG et al., 2003).

O congelamento tem sido um fator importante em disponibilizar
alimentos de conveniéncia (semiprontos) para domicilios, restaurantes e
estabelecimentos de alimentacao institucional. O congelamento, corretamente
feito preserva os alimentos sem causar mudangas significativas no seu
tamanho, na forma, na textura, na cor e no sabor, permitindo que a maior parte
do trabalho corresponda a preparagdo do alimento antes do congelamento
(POTTER e HOTCHKISS, 1995).

A preservagdo de alimentos por congelamento acontece por varios
mecanismos. A reducido da temperatura do produto para valores abaixo de
0°C causa reducgao significativa nas taxas de crescimento de microrganismos e
a deterioracdo correspondente do produto em razdo da atividade microbiana
(SINGH e HELDMAN, 1993). A mesma influéncia de temperatura se aplicara a
maioria de outras reagcdes que, normalmente, poderiam acontecer no produto,
como reagdes enzimaticas e de oxidagao (SINGH e HELDMAN, 1993). Esses
autores afirmam que, no momento, nenhuma forma de preservacdo de
alimento pode oferecer tanta conveniéncia quanto o congelamento (POTTER e
HOTCHKISS, 1995).

Muitos sistemas de congelamento estao disponiveis, cada um projetado
para alcangar o congelamento na maneira mais eficiente, e para manter a
maxima qualidade do produto (SINGH e HELDMAN, 1993). Dentre os métodos
de congelamento mais utilizados, encontram-se os sistemas por contato direto
€ 0 por imersao.

Varios sistemas de congelamento para alimentos operam com contato
direto entre o liquido refrigerante e o produto. Na maioria das situagdes, esses
sistemas operam com alta eficiéncia porque ndo existem barreiras na
transferéncia de calor entre o refrigerante e o produto. O termo "Congelamento

Rapido Individual" (IQF — “Individual Quick Freezing") se aplica a esses
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sistemas projetados para alcancar o congelamento rapido (SINGH e
HELDMAN, 1993).

Pelo método de imersido, o alimento é colocado dentro de um liquido
refrigerante, sendo a superficie do produto reduzida para uma temperatura
muito baixa. Para produtos de volumes pequenos, o processo de congelamento
€ realizado muito rapidamente, em condi¢des semelhantes as de IQF. Os
refrigerantes mais usados para esse propoésito sdo nitrogénio, gas carbdnico e
freon.

Uma das desvantagens importantes dos sistemas de congelamento por
imersao é o alto custo dos refrigerantes, pois a eficiéncia global do sistema de
congelamento € uma fungédo da habilidade de recuperar e reutilizar os vapores
produzidos nos compartimentos congeladores (SINGH e HELDMAN, 1993).

Durante o congelamento criogénico (em temperaturas iguais ou
inferiores a — 60°C) as pecas do alimento entram em contato com o liquido
refrigerante e o congelamento das camadas exteriores ocorre rapidamente,
formando uma crosta fina. A crosta de gelo bloqueia a perda de umidade e
sabor e impede a aglomeragdo das pecgas. Quando os produtos séo
congelados mais lentamente, como em freezer convencional, a umidade forma
uma ponte de gelo entre as pecgas individuais do alimento e os mesmos se
aglomeram, congelando juntos.

Com nitrogénio liquido, os cogumelos sao congelados individual e
rapidamente, e ndo ha tempo suficiente para formar as pontes de gelo
(AGNELLI e MASCHERONI, 2002). Alem disso, a formagao de cristais de gelo
dentro do produto modifica a disponibilidade da agua para reagdes quimicas e
enzimaticas. Como a temperatura é reduzida e mais agua é convertida ao
estado sdlido, menos agua fica disponivel para manter as reagdes de
deterioragdo (SINGH e HELDMAN, 1993).

O processo de congelamento rapido tem sido usado e representa uma
forma de aumentar a estabilidade durante o armazenamento, e de facilitar o
consumo dos cogumelos fora dos periodos sazonais (MANZI et al., 2004).

Embora o congelamento como processo de preservagao geralmente
resulte em produto de alta qualidade para consumo, a qualidade é influenciada
pelo processo de congelamento e pelas condigdes de armazenamento. Para

alguns produtos, o congelamento rapido € exigido, a fim de assegurar que se
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formem cristais de gelo pequenos, dentro da estrutura do produto, provocando
dano minimo para a textura do mesmo. Outros produtos ndo sdo influenciados
por mudangas estruturais, e n&o justificam os custos adicionais associados ao
congelamento rapido (SINGH e HELDMAN, 1993).

Uma das formas mais atuais de congelamento de cogumelos
comestiveis é a utilizacdo de nitrogénio liquido ou de supercongeladores a -
40°C. Uma vez alcangado o congelamento dos cogumelos, por qualquer
método, eles devem ser conservados a -20°C (CARDONA, 2001).

O armazenamento a -18°C nao seria exigido para garantir estritamente a
estabilidade microbiolégica, ja que os microrganismos deterioradores de
alimentos nao crescem abaixo de -9,5°C. Por outro lado, espera-se que o
transporte e as instalagcbes de armazenamento de produtos congelados
apresentem variagdes na temperatura. Portanto, a estocagem a -18°C oferece
uma medida razoavel de seguranga contra contaminantes normais de
alimentos e uma margem maior na questdo de seguranga contra patogenos.
Alimentos congelados tém batido recordes de exceléncia em saude publica ao
longo dos anos (POTTER e HOTCHKISS, 1995). Entretanto, para o controle
das reacbes enzimaticas, a estocagem a -18°C nao é considerada baixa o
suficiente, ja que algumas enzimas mantém  atividade até
em -73°C, embora as taxas de reacdo sejam extremamente lentas (POTTER e
HOTCHKISS, 1995).

Na maioria dos alimentos, uma quantidade consideravel de agua
permanece sem congelar a - 9,5 °C, e 0 armazenamento em longo prazo nessa
temperatura resulta em deterioracdo enzimatica severa e compromete a
qualidade do alimento, especialmente se essas reacdes forem de natureza
oxidativa. Deve-se, entdo, baixar mais a temperatura, para garantir a redugao
da velocidade das reagdes enzimaticas (POTTER e HOTCHKISS, 1995).

O armazenamento a -18°C retarda suficientemente a atividade de muitas
enzimas de alimentos, impedindo, significativamente, a deterioragdo (SINGH e
HELDMAN, 1993; POTTER e HOTCHKISS, 1995).

Contudo, a otimizagdo do processo de congelamento depende das
caracteristicas do produto; e consideram que os danos por congelamento
podem ser o maior problema em alimentos congelados, e que a extensédo dos

danos depende da taxa de congelamento, do tipo de alimento, do tempo de
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armazenamento e da manutengdo da temperatura durante o armazenamento
(SINGH e HELDMAN, 1993).

Nesse sentido, MORO e GORMLEY (1999) admitem que alguns
alimentos, como morangos e cogumelos, sdo particularmente propicios a
apresentar danos pelo congelamento, em razdo da estrutura delicada, podendo
resultar em colapso na textura e uma grande perda de agua.

Estudou-se o efeito do congelamento de cogumelos champignon que
passaram por pré-tratamentos como: adigdo de goma xantana, empanados e
fritos, e a utilizacdo de branqueamento a vapor, ambos submetidos ao
congelamento criogénico com gas freon, conseguindo resultados mais
expressivos com os cogumelos empanados e fritos antes do congelamento, em
termos de boa qualidade geral do produto (GORMLEY, 1986).

MORO e GORMLEY (1999) compararam trés tipos de congelamento de
cogumelos champignon: convencional (lento), congelamento em tunel de ar a -
35°C (rapido) e imersdo em nitrogénio liquido (ultra-rapido), concluindo que
apenas o congelamento criogénico foi satisfatério para a manutencdo da
qualidade dos cogumelos. GORMLEY e O’RIORDAIN (1976) pesquisaram o
efeito do congelamento lento versus congelamento rapido, para cogumelos
Pleurotus ostreatus, branqueados ou ndo, com lavagem e sem lavagem,
analisando a perda de agua, a cor, textura, aparéncia e flavor. Os resultados
indicaram que cogumelos branqueados antes do congelamento perderam
flavor logo apdés o branqueamento, e os congelados sem branquear
desenvolveram um forte odor apds trés meses de congelamento a -30°C.

AGNELLI e MASCHERONI (2002) compararam o congelamento lento
com o congelamento criomecanico, combinagdo de imersdo em nitrogénio
liquido com tunel de ar. Avaliaram a evolugao da perda de agua, textura e da
cor, e a imersdo dos cogumelos em nitrogénio liquido tornou os cogumelos
muito quebradi¢os, em razédo da alta quantidade de agua do produto, exigindo
mais pesquisas na area. A adicao de filmes comestiveis também foi testada,
visando preservar e aumentar a vida de prateleira de cogumelos. Melhores
resultados foram obtidos quanto a aparéncia e a perda de agua quando a
adicdo de filmes foi combinada com preservacdo a baixas temperaturas
(NUSSINOVITCH e KAMPF, 1993).
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ODDSON e JELEN (1981) estudaram o congelamento, o enlatamento e
a desidratacdo como métodos de conservacgao, analisando o escurecimento
enzimatico, devido a PPO, a cor e perda de agua, além de qualidades
sensoriais, como o flavor. Observou-se que o enlatamento e a desidratacao
tem um melhor potencial para industria, em razdo do congelamento necessitar
de processos adicionais que retardem o off-flavor produzido pelos cogumelos
nao branqueados.

A utilizacdo de metabissulfito e do branqueamento antes do
congelamento, e 0 armazenamento em embalagem a vacuo foram estudados,
analisando-se PPO, a textura, a cor, a perda de agua e a aparéncia (FUSTER
et al.,, 1984). Os resultados obtidos indicam que a embalagem a vacuo foi
primordial para garantir a aparéncia satisfatéria do produto.

Mais estudos devem ser realizados com intuito de viabilizar o
congelamento do shiitake, garantindo o consumo em condi¢cbdes satisfatorias

por periodos mais longos.
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3 - MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido na Unidade de Processamento
Minimo do Departamento de Biologia Vegetal/DBV, no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Microbiologia/DMB, no
Laboratério de Micorrizas e no Laboratorio de Fisiologia de Microorganismos do
BIOAGRO, no Laboratério de Pigmentos e Secagem, Laboratério de Analise de
Alimentos e Laboratério de Biotecnologia do Departamento de Tecnologia de

Alimentos/DTA, da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa-MG.

3.1. Matéria-prima

O cogumelo shiitake (L. edodes) foi obtido de cultivos comerciais em
troncos de eucalipto de produtores da regido de Vigosa. Os cogumelos foram
colhidos, refrigerados com gelo e encaminhados em caixas de isopor para a
Unidade de Processamento Minimo onde foram processados e embalados, no

mesmo dia.

3.2. Processamento

As etapas do processamento basearam-se em selegdo, lavagem em

agua corrente, sanitizagdo, branqueamento e, ou adicdo de antioxidantes,
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centrifugacao, acondicionamento, congelamento e armazenamento, conforme

fluxograma mostrado na Figura 1.

COLHEITA
!

SELEGAO E LAVAGEM
!

SANITIZAGAO
!

BRANQUEAMENTO e/ou
ADICAO DE ANTIOXIDANTES

!

CENTRIFUGAGAO
!

ACONDICIONAMENTO
!

CONGELAMENTO
!

ARMAZENAMENTO

Figura 1 — Fluxograma para processamento do cogumelo shiitake.

3.2.1. Selegao e lavagem

Os cogumelos foram selecionados, segundo a abertura e o tamanho do
chapéu, de 4 a 6 cm de diametro, evitando-se aqueles com os chapéus abertos
e muito grandes, e por aparéncia, escolhendo-se os cogumelos mais sadios e
mais uniformes, tanto na cor quanto na forma. Foram entdo lavados em agua

corrente, para remocéao de sujidades e particulas aderidas da superficie.
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3.2.2. Sanitizagao

A sanitizagao foi realizada por imersdo durante 10 min, em banho de
agua com cloro ativo na concentragdo de 200 mg.L™, a 4°C, utilizando, para
isso, 0 sanitizante comercial clorado organico (Sumaveg® Diversey Lever), de
acordo com SANTANA (2003).

3.2.3. Branqueamento e tratamento com antioxidantes

Foram realizados testes, com amostras em duplicatas, para avaliar o
branqueamento e o tratamento com os acidos citrico e ascérbico como
antioxidantes, para prevenir o escurecimento enzimatico do shiitake.

Para avaliar a viabilidade do branqueamento, apds os processos de
lavagem e sanitizagao, utilizou-se o tratamento em agua, a temperatura de,
aproximadamente, 85°C, durante 30, 60, 90 ou 120 segundos (Tabela 1).

Para a determinagcdo das concentracdes dos antioxidantes, apds os
processos de lavagem e sanitizagdo, os cogumelos foram imersos por dois
minutos em solucdes preparadas com combinacdes de acido citrico e acido
ascorbico, em agua a 4°C, nas concentragdes 0 (zero), 0,5 e 1,0% de cada
acido (Tabela 1).

Os cogumelos sanitizados, branqueados e ou tratados com as solugdes
antioxidantes foram centrifugados, embalados em bandeja de isopor e
revestidos com uma camada de filme de polivinilcloreto (PVC) e armazenados
durante 10 dias a 7°C. Apods esse periodo, as amostras foram analisadas
quanto a cor.

Amostras em duplicatas de cada um dos tratamentos do teste preliminar
foram pesadas e congeladas em freezer comercial por 10 dias, com intengao
de se determinar a perda de agua apds o descongelamento.

Todos os procedimentos foram realizados com duas repeticbes e em
duplicata. No total, foram usadas nove combinacdes de antioxidantes e ou
quatro tempos de branqueamento. Com os resultados das analises de cor e
perda de agua, os dados foram submetidos a "ANOVA" e as médias

comparadas pelo "teste de Tukey", a 5% de significancia.
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Tabela 1 — Testes para escolha das concentragbes de antioxidantes e
viabilidade do branqueamento

TRATAMENTO ACIDO CITRICO ASSSEB? co BRA(ZngUuE]ﬁ“:E)NTO
1 - - -
2 - 0,5% -
3 - 1% -
4 0,5% - -
5 0,5% 0,5% -
6 0,5% 1% -
7 1% - -
8 1% 0,5% -
9 1% 1% -
10 - - 30s
11 - - 60 s
12 - - 90s
13 - - 120 s

Baseando-se nos resultados desses testes, o experimento foi dividido
em quatro grupos de acordo com os tratamentos quimicos utilizados no

delineamento experimental, como descrito no item 3.3.

3.2.4. Centrifugacao

Depois do tratamento com antioxidantes, os cogumelos foram
centrifugados por dois minutos, utilizando-se uma centrifuga doméstica de
pequeno porte (ARNO), para retirar o excesso de agua absorvida durante os
processos anteriores (SANTANA, 2003).

3.2.5. Acondicionamento, congelamento e armazenamento

Os cogumelos foram acondicionados em sacos plasticos Masterpack da
Reyco, de polivinilcloreto (PVC), com fecho hermético, para facilitar o manuseio

e possibilitar a retirada das amostras a serem analisadas mensalmente.
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Para o congelamento foram usados dois processos:

- no processo rapido, os cogumelos antes de embalados foram
congelados por contato direto com N3 liquido em equipamento da Air Products
LTDA, modelo CRYO AP700, com programacgao para atingir - 45°C, mantidos
por 20 min ( Individual Quick freezing - IQF ).

- no processo lento, os cogumelos ja embalados foram congelados em

freezer comercial, a -18°C.

As amostras congeladas foram armazenados a -18°C em congelador
domestico ( "freezer" ) . A temperatura de armazenamento foi monitorada a
cada trés dias.

Amostras foram retiradas para se proceder as analises fisico-quimicas
no tempo zero e a cada 30 dias, durante o periodo de 120 dias. Amostras para
analises microbiolégicas foram coletadas no tempo zero e 90 dias apds o

congelamento.

3.3. Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido segundo o delineamento em tratamentos e
parcelas, subdivididas em:

- Parcelas, tendo quatro tratamentos: Clorado, Antioxidantes (0,5% de
cada), Clorado + Antioxidantes, Controle; e dois tipos de congelamento:
congelamento, Rapido (R) e Lento (L).

- Subparcelas: tempo de armazenamento: 0, 30, 60, 90 e 120 dias.

Amostras armazenadas sob congelamento a -18°C foram avaliadas nos
atributos descritos nos itens 3.4.1. a 3.4.7. Os ensaios foram conduzidos em

trés repeticdes. O esquema experimental esta representado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Esquema representativo do experimento

Tratamento Congelamento Tempo de estocagem
(Dias)
Clorado (I) Rapido 0, 30, 60, 90, 120
Lento 0, 30, 60, 90, 120
Antioxidantes (II) Rapido 0, 30, 60, 90, 120
Lento 0, 30, 60, 90, 120
Clorado + Antioxidantes (Ill)  Rapido 0, 30, 60, 90, 120
Lento 0, 30, 60, 90, 120
Controle (1V) Rapido 0, 30, 60, 90, 120
Lento 0, 30, 60, 90, 120

3.4. Analises microbioldgicas e fisico-quimicas

3.4.1. Analise microbioldgica

A contagem padrdo de aerobios mesofilos foi feita em agar para
contagem padrao (PCA), segundo metodologia descrita por VANDERZANT e
SPLITTSTOESSER, (2002) no manual da APHA.

Porcbes de 25 g do material, pesadas assepticamente, foram
homogeneizados em Stomacher® (Seward, UK) com 225 mL de &agua
peptonada a 0,1%. Com as amostras homogeneizadas, foram realizadas
diluicbes seriadas e 0,1 mL das diluicbes foram plaqueadas em duplicata, por
meio de técnica de espalhamento em superficie. As placas foram incubadas a
35°C, por 24 e 48 h, e, apds a contagem, em contador em placas, o resultado
foi expresso em Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por grama de

cogumelo.

3.4.2. pH

O pH do cogumelo foi determinado por potenciometria em 10 g da
amostra homogeneizada com 90 mL de &agua destilada, utilizando-se um
pHmetro (DM 20 Digimed), segundo método 13.010, AOAC (1984).
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3.4.3. Perda de Agua

A perda de agua foi determinada por adaptagbes dos métodos feitos por
ODDSON e JELEN (1981), e AGNELLI e MASCHERONI (2002), a partir do
método oficial da AOAC (1995). Os cogumelos congelados foram pesados,
colocados em funis por trés horas, a temperatura ambiente (x 23°C), sendo,

entdo, pesados novamente.

3.4.4. Cor

A cor foi determinada em um colorimetro ColorQuest Il Sphere
(HunterLab, Reston, VA), com o auxilio do “software” Universal. Foi feita a
leitura direta de reflectancia, empregando-se a escala CIELAB L*a*b*, em que
L* mede a luminosidade (branco/preto), a* mede a intensidade de cor que varia
de vermelho a verde e b* a intensidade de cor que varia de amarelo a azul.

Para medir a cor, o cogumelo foi colocado entre duas placas de vidro de
borossilicato, com aproximadamente 3,0 mm de espessura. Os valores para L*,
a* e b* foram obtidos a partir da média de seis leituras consecutivas em pontos
diferentes de cada cogumelo, segundo metodologia descrita por BRENNAN et
al. (1999).

3.4.5. Atividade de polifenol oxidase (PPO)

A atividade de polifenol oxidase (PPO) foi determinada de acordo com
GOMES e LEDWARD (1996), e CARNELOSSI (2000). O extrato do cogumelo
shiitake foi obtido pela homogeneizacdo de 10 g de cogumelos com 20 mL de
solugédo tampao fosfato 0,1 M; pH 6,8. O extrato foi centrifugado a 2.224 g, a
5°C, por 10 min. O sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico.

O meio de reacéao foi composto de 1,0 mL de catecol 0,4 M em tampao
fosfato 0,1 M, pH 6,8; colocados em cubeta de 3 cm?®. Para dar inicio a reacao,
foram adicionados a cubeta 0,3 mL de extrato do cogumelo e 1,0 mL do meio
de reacdo, agitado trés vezes. Imediatamente apdés a mistura, foi lida a

absorbancia a 425 nm, a 30°C, a cada 30 segundos por 3 min, em
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espectrofotometro de feixe duplo (Mod. DU 640 Beckman), previamente
calibrado com solugéo tampao fosfato 0,1 M.

Uma unidade de PPO foi definida como a quantidade de enzima no
extrato capaz de aumentar a absorbancia em 0,001 unidades por minuto. A

atividade foi expressa em unidades de PPO/(min.g matéria fresca (MF)).

3.4.6. Textura

A alteracdo da textura dos cogumelos foi determinada com o
texturémetro Texture Analyser, UK manipulado através do controle Stable
Micro Systems, utilizando o programa Texture Expert. Os cogumelos
analisados tinham, aproximadamente, o mesmo didmetro e altura, para garantir
melhor uniformidade e maior precisao nos resultados.

A firmeza ou rigidez dos cogumelos foi determinada por teste de
compressao, no qual o cogumelo foi posicionado sobre uma superficie lisa, e
pressionado por uma ponta de prova lisa, de 5 cm de didametro, ligado a uma
célula de forca de 50 N, num ciclo de compresséo e relaxamento, segundo
NARVAIZ (1994).

Na adaptacao do teste para o cogumelo shiitake, a ponta desce sobre o
cogumelo a uma velocidade de 3,0 mm/s até 50% de compressao, sobe e
permanece parada por 20 segundos, caracterizando o periodo de relaxamento,
e volta a descer e comprimir o cogumelo, novamente, até 50% de compressao.
Foi medida a forca maxima obtida durante o ciclo de compressdo e

relaxamento.

3.4.7. Vitamina D

Escolheu-se determinar o teor de vitamina D como parametro da
degradagdo do cogumelo shiitake por serem os cogumelos a unica fonte
alimentar ndo-animal que produz vitamina D. Uma das anadlises indicadas para
avaliar a deterioragao de alimentos seria a degradagao da vitamina C, porém,
no experimento proposto nao seria possivel fazer tal determinagao, pois dois
dos tratamentos utilizam vitamina C como um dos antioxidantes, o que poderia

mascarar os resultados reais.
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As andlises do teor de vitamina D foram realizadas segundo
metodologias adaptadas dos trabalhos de TAKAMURA et al. (1991) e de
TORRE et al. (2001). As amostras do cogumelo foram desidratadas em estufa
a 55°C, por 48 h, trituradas apds congeladas com nitrogénio liquido, pesadas,
homogeneizadas em acetona e centrifugadas a 2000 g. O sobrenadante foi
separado e evaporado para concentracdo. O concentrado foi diluido,
novamente, em acetona, filtrado, medido o volume final, e analisado.

As analises foram realizadas em um aparelho HPLC Shimadzu, modelo
LC-10Ai, com uma coluna de fase reversa com C-18 Shimadzu (4,0 mm de
diametro, 25 cm de comprimento). Para a eluicdo das amostras, foi usada uma
mistura de solventes com a seguinte programacgdo: o gradiente foi alterado
para 85% de Fase B (30:70:0,1 metanol / acetonitrila / acido acético glacial) e
15% de Fase A (dgua milliQ), passando a 100% em 10 minutos e
permanecendo assim até 25 minutos, voltando a 85%, aos 27 min, fechando o
ciclo aos 28 minutos. O fluxo da fase movel foi de 1 mL/min, a injecdo de

amostra de 20 uL, e medido com detector UV Shimadzu a 272 nm.

3.5. Analise estatistica dos resultados

Os dados obtidos nas analises fisico-quimicas e microbioldgicas foram
submetidos a analise de variancia e regressdo, utilizando-se o programa
estatistico SAEG, versao 8.0 (Sistema para Analises Estatisticas, UFV, 2004)
(APENDICE), e pelo teste de Tukey a 5%.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Viabilidade do branqueamento e concentragao de antioxidantes

Verificou-se que as amostras de shiitake submetidas a etapa de
branqueamento apresentaram alto porcentual de perda de agua apds o
descongelamento, o que resultou no amolecimento e na perda de aparéncia e
textura dos cogumelos (Figura 2 e 3). Estes resultados indicam que € inviavel a
utiizacdo da etapa de branqueamento no processamento do cogumelo
shiitake. Resultados semelhantes foram observados por ODDSON e JELEN
(1981), que notaram que a qualidade dos cogumelos Pleurotus florida
branqueados antes do congelamento foi inferior a qualidade de cogumelos
congelados sem branquear, pois cogumelos branqueados perderam muito mais
agua, evidenciando o amolecimento.

GORMLEY e O'RIORDAIN (1976) também constataram que o
branqueamento resultou em perda de qualidade, pois alterou o flavor do
cogumelo Pleurotus ostreatus. Entretanto, esses autores verificaram que os
cogumelos nado-branqueados desenvolveram um odor forte e ruim apéds trés
meses de armazenamento a -30°C. Amostras dos cogumelos que foram

lavadas e, ou branqueadas tornaram-se dificeis de manipular; e aderiram-se ao
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congelamento pelo método convencional, mesmo quando centrifugados apés o
processo de lavagem.

Os cogumelos que mantiveram as melhores coloragbes apds o
armazenamento refrigerado e a menor perda de agua apés o descongelamento
foram os tratados com 0.5% de acido citrico e 0.5% de acido ascérbico e os
tratados com 1% de acido citrico e 1% de acido ascorbico (Figuras 2 e 3). O
efeito benéfico do uso de &acido citrico e ascorbico no retardamento do
escurecimento em champignons congelados também foi evidenciado por
DESROSIER e TRESSLER, (1977); BRENNAN e GORMLEY (2000).
Observou-se também o efeito sinergistico dos dois acidos, em razdo dos
melhores resultados para a combinagdo do que para a utilizacdo de cada um

deles separados, mesmo em concentragédo de 1%.

120s branqueamento ] G
90s branqueamento I FG

60s branqueamento ] EFG
30s branqueamento 1 CDEF

1% citrico e 1% ascorbico ] A

1% citrico e 0.5% ascorbico ] BCDE
1% citrico ] CDEF

0.5% citrico e 1% ascorbico | DEF
0.5% citrico e 0.5% ascorbico ] A
0.5% citrico ] BC

1% ascorbico ] B
0.5% ascorbico ] DEF

Controle ] BCD

24 26 28 30 32 34 36 38 40

Cor (Valor de L%

Figura 2 — Valor de L* para cor em cogumelos submetidos a diversos
tratamentos, apés armazenamento por 10 dias, a 7°C. Médias
seguidas por pelo menos uma letra igual ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey..
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120s branqueamento D
90s branqueamento CD
60s branqueamento CD
30s branqueamento D

1% citrico e 1% ascorbico A
1% citrico e 0.5% ascorbico BCD
1% citrico BC
0.5% citrico e 1% ascorbico B
0.5% citrico e 0.5% ascorbico A
0.5% citrico BC
1% ascorbico BC
0.5% ascorbico BCD
Controle AB

0 2 4 6 8 10 12 14 16
% Perda de Agua

Figura 3 - Porcentagem de perda de agua, em cogumelos submetidos a
diversos tratamentos, apés armazenamento por 10 dias, a -18°C.
Médias seguidas por pelo menos uma letra igual ndo diferem entre
si ao nivel de 5% de significancia, pelo teste de Tukey.

4.2. Variagao da temperatura durante o tempo de armazenamento

A temperatura de armazenamento dos cogumelos ndo variou durante o
tempo de armazenamento do cogumelo shiitake. Ja no primeiro dia de
armazenamento, a temperatura chegou a -15°C, e a partir do segundo dia
manteve-se sempre abaixo de -17°C. Temperaturas inferiores a -20°C néo

foram observadas durante o periodo de armazenamento.
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4.3. Efeito dos tratamentos sobre o cogumelo shiitake congelado

Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos para as analises
de cor, perda de agua, vitamina D e atividade de PPOs (vide anexo). Os
cogumelos shiitake tratados com o composto clorado apresentaram pH préximo
aos do controle (ndo-sanitizados) (Figura 4), mostrando que o sanitizante nao
alterou o pH do produto. Os tratamentos com acidos organicos, utilizados como
antioxidantes, reduziram significativamente os valores do pH dos cogumelos
(Figura 4), o que pode acarretar em mudangas perceptiveis do sabor do

cogumelo.

Clorado Antioxidantes Clorado+Antioxidantes Controle

Figura 4 — Valor médio de pH do cogumelo shiitake, durante todo o periodo de
armazenamento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

4.4. Efeito da sanitizagcdo e do tempo de armazenamento sobre a
microbiota contaminante

O tratamento com o composto clorado foi 0 mais efetivo na diminuicao
da populagao de aerébios mesofilos (Figura 5) no tempo zero. Entretanto, apos
trés meses de armazenamento, os tratamentos Clorado, Antioxidantes e
Clorado + Antioxidantes ndo apresentaram diferengas significativas, sendo os

trés superiores ao tratamento controle.
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A reducdo da populagcdo microbiana durante o periodo de
armazenamento, n&o foi significativa entre os trés tratamentos, observando-se
uma redugédo de 0,8 ciclo logaritmico na contagem de aerdbios meséfilos
(Figura 5), mas superiores estatisticamente ao controle, que reduziu apenas
0,3 ciclo logaritmico, mostrando a eficiéncia dos tratamentos como sanitizantes.
O propédsito dos pré-tratamentos € inativar os microrganismos e tornar as
enzimas inativas (ZANG et al., 2003).

4 - O Tempo O
B c C m Apo6s 3 meses
5. A b
K a a
rd
s} 2 a
o)
o
-
1 i
0
Clorado Antioxidantes Clorado + Controle

Antioxidantes

(=) Analise no Tempo zero;

(m) Analise apos trés meses de armazenamento congelado a - 18 °C.

Figura 5 — Médias do Logaritmo do numero de unidades formadoras de
colénias de bactérias aerdbias mesodfilas (g) em amostras de
cogumelos shiitake, submetidos a diferentes tratamentos de
sanitizacao.

4.5. Efeito do tempo de armazenamento sobre o cogumelo shiitake

Houve um abaixamento do pH do cogumelo shiitake durante
praticamente todo o periodo de armazenamento sob congelamento, variando
significativamente com o tempo (Figura 6). VILLAESCUSA e GIL (2003)
observaram que o pH dos cogumelos também decresceu durante o tempo de
armazenamento.

A perda de agua pelos cogumelos ao serem descongelados foi maior
nos primeiros meses de armazenamento, conforme demonstrado na Figura 6.

Os cogumelos possuem mais de 90% de agua e sua estrutura porosa permite
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que a agua escape prontamente depois do descongelamento
(RAJARATHNAM et al., 2003).

pH = 3E-05T 2 - 0,0026T + 6,1747 Perda de Agua =-0,0268T + 15,872

R?=0,6908 R?=0,7585
6,4 —- 18
©
)
(@))
6,3 - 16
Q
o
©
:E,_ 6,2 - 114D
Q
o
6,1+ o o 12
6 1 # # 1 10

0 30 60 90 120
Tempo (dias)

Figura 6 - Efeito do tempo de armazenamento de cogumelos shiitake
congelados e mantidos a -18°C, sobre a variacdo do pH (o) e

porcentagem de perda de agua (4) em cogumelos shiitake.

Nao foi detectada diferenca de perda de agua entre os cogumelos
tratados com antioxidantes e os nao-tratados. Resultados semelhantes foram
observados para o cogumelo champignon estudado por FUSTER et al. (1984).

O valor da atividade das PPOs aumentou com o tempo de
armazenamento, indicando a relacdo entre a atividade PPOs e o
escurecimento dos cogumelos como se pode verificar pela redugéo do valor de
L* (Figura 7). FUSTER et al. (1984) notaram que, apds o descongelamento, os

cogumelos champignon apresentam uma forte tendéncia ao escurecimento.
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Figura 7 - Efeito do tempo de armazenamento de cogumelos shiitake
congelados e mantidos a -18°C, sobre a atividade de PPOs (o) e
variacédo do valor L*(#) em cogumelos shiitake.

O escurecimento intenso dos cogumelos, ao longo do armazenamento
sob congelamento, ndo pode ser evitado nem com a adi¢do de antioxidantes.
Amostras dos tratamentos controle, Sumaveg®, Sumaveg®+Acidos e Acidos
apresentaram a mesma intensidade de escurecimento, nao havendo diferenca
entre as amostras com diferentes tipos de tratamento ou de congelamento.

Notou-se o desenvolvimento de um forte odor caracteristico a partir do
segundo més para os cogumelos congelados pelo método lento e do terceiro
més de armazenamento para os cogumelos congelados pelo método rapido,
principalmente a medida que o cogumelo é descongelado.

BRENNAN et al. (1999) notaram que a resposta dos cogumelos aos
tratamentos sugere que os beneficios foram principalmente pela agdo da
atividade antibacteriana e, também, pela inibicdo do escurecimento enzimatico.
A Figura 8 mostra a evolugdo da aparéncia dos cogumelos, ao longo do

armazenamento, para o tratamento Controle.
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Figura 8 — Aparéncia dos cogumelos durante o tempo de armazenamento, para
o tratamento controle, apds o descongelamento, para:

(a) cogumelos shiitake frescos. (b) cogumelos apdés o processamento.
(c) 30 dias de armazenamento. (d) 60 dias.
(e) 90 dias. (f) 120 dias.
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Os resultados dos estudos de RAJARATHNAM (2003) apontaram
mudangas bioquimicas em cogumelos associadas com o escurecimento,
observando que o escurecimento aumentava a medida que aumentava a
temperatura, em razao do aumento da atividade das PPOs. Entretanto, mesmo
sob congelamento e sem variagdes significativas da temperatura, pode-se
observar um forte escurecimento dos cogumelos shiitake apds o segundo més
de armazenamento, tornando-se improprios ao consumo.

Estudos de SUSLOW e CANTWELL (1998) também demonstraram que
champignons, quando congelados e mantidos a -18°C, duram
aproximadamente quatro meses, quando comegam, entdo, a desenvolver um
forte odor caracteristico, e uma coloragdo muito escura, o que também foi
notado por ODDSON e JELEN (1981), e por AGNELLI e MASCHERONI
(2002), a partir de trés meses de armazenamento a —30°C, além da formagao

de aroma e sabor fortes durante o consumo.

4.6. Efeito do método de congelamento sobre o cogumelo shiitake

4.6.1. Perda de Agua

Neste estudo, houve uma média de 12,4% de perda de agua nas amostras
congeladas pelo processo rapido, enquanto nas amostras congeladas pelo
processo lento a média da perda de agua ficou em 16,2%. Essas médias foram
consideradas diferentes entre si, pelo teste de F, a 1% de significancia (Figura
9).

GORMLEY e O'RIORDAIN (1976) notaram que cogumelos n&o-
branqueados congelados pelo método lento perderam aproximadamente 25%
de agua, enquanto os cogumelos nao-branqueados congelados pelo método
rapido perderam 16% de agua. A perda de agua tem efeito significativo sobre a
qualidade dos cogumelos, particularmente sobre a textura.

Entretanto, essas perdas foram menores que aquela observada por
MORO e GORMLEY (1999), em cujo experimento os cogumelos champignons

congelados pelo método lento perderam, aproximadamente, 22% de agua,
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enquanto o0s cogumelos champignons congelados em nitrogénio liquido
tiveram 17% de perda de agua.

Estudos justificam, ainda, que os cogumelos sdo tradicionalmente
dificeis de congelar, em razdo do seu valor de umidade ser elevado e sua
estrutura fisica delicada (MCDONALD e SUN, 2002).
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Figura 9 — Efeito do método de congelamento sobre a perda de agua nos
cogumelos shiitake. Médias diferem significativamente pelo teste F, a 5% de
probabilidade.

4.6.2. Vitamina D

O teor de vitamina D nos cogumelos variou com o processo de
congelamento utilizado. As amostras congeladas pelo processo rapido
apresentaram, em média, teores de vitamina D, representados por ug vitamina
D por grama de matéria seca, superior aos valores observados nas amostras
congeladas pelo método lento (Figura 10). Os valores médios encontrados para
o teor de vitamina sdo semelhantes aos encontrados por TAKAMURA et al.
(1991) e pelo USDA (2002).
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Figura 10 — Efeito do método de congelamento sobre o teor de vitamina D, em
Mg/g de matéria seca, para cogumelos Shiitake. Médias diferem
significativamente pelo teste F, a 5% de probabilidade.

4.6.3. Textura

O congelamento rapido do shiitake, com nitrogénio liquido, foi
significativamente superior ao congelamento lento para a preservacéo da
textura, principalmente, nos dois primeiros meses de armazenamento (Tabela 3

e Figura 11a).

Tabela 3 — Valores de textura, nos dois tipos de congelamento, a cada més de

armazenamento
Tempo Congelamento Rapido Congelamento Lento
TEXTURA (Newtons)
Shiitake Fresco 14,37 14,37

0 12,66 A 7,78 B

30 10,60 A 6,71 B

60 8,10 A 574 A

90 6,54 A 4,57 A

120 4,22 A 3,28 A

Valores na mesma linha seguidos de letras iguais nao diferem significativamente pelo teste F, a
5% de significancia.
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Depois do segundo més de estocagem a —18°C, as diferencas entre os
valores médios da textura n&o foram significativos entre os dois processos de
congelamento utilizados. Também, pode ser observado o efeito benéfico do
pré-tratamento com o composto clorado na textura, principalmente no inicio do
armazenamento (Figura 11 b).

O tempo estabelecido por NARVAIZ (1994), onde o periodo de
armazenamento foi considerado excessivo, foi baseado em sinais 6bvios da
deterioragdo da qualidade do cogumelo tais como escurecimento,
amolecimento, viscosidade e odor desagradavel. Observou, também, que
cogumelos Agaricus campestris congelados no nitrogénio liquido apresentaram
menor alteragcdo na textura que os congelados pelo método lento,
especialmente se tratados com solugdo de cloro, que induziu,
significativamente, a resisténcia ao amolecimento.

Alguns estudos constituem importantes parametros de observagao aos
resultados desta pesquisa, uma vez que SUSLOW e CANTWELL (1998)
afirmam que a estrutura das células é danificada apds o congelamento em
freezer lento, de forma que, ao serem descongelados, aparecem com O0s
chapéus encharcados e extremamente moles. Ja MORO e GORMLEY (1999)
indicaram que o congelamento rapido produziu menores danos que o
congelamento lento, mas notaram que, durante o armazenamento, os
cogumelos tornaram-se mais escuros, amolecidos e sem resisténcia.

Neste estudo, observou-se que, depois de descongelados, os
cogumelos apresentam tendéncia a um forte escurecimento e perda de textura.
Possivelmente, o escurecimento foi causado por enzimas que catalisam a
oxidacao de substancias fendlicas.

FUSTER et al. (1984) também confirmaram que cogumelos tiveram um
escurecimento forte e produziram uma aparéncia ruim em seu experimento, e

que também a perda de agua foi alta, variando de 47 a 56%.
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Figura 11 — Alteracdo da textura dos cogumelos ao longo do tempo de
armazenamento, por dois métodos de congelamento (a) e pelos
pré-tratamentos (b).

(a) Por tipo Congelamento -
(#) congelamento com nitrogénio liquido, (m) congelamento lento;

(b) por Tratamento
(*) Sumaveg® ; (¢) Sumaveg®+ acidos; (A ) acidos e (m) controle.
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5 - RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de adequar as etapas de
processamento do cogumelo shiitake e avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas e microbiologicas dos mesmos, durante 120 dias de armazenamento
sob o congelamento.

Concluiu-se que o branqueamento ndo é satisfatério como etapa do
processamento do cogumelo shiitake, pois provoca perda de agua excessiva
do cogumelo, resultando em amolecimento acentuado, além de resultar em
cogumelos com aparéncia indesejavel.

O tratamento com o composto clorado organico foi mais efetivo do que
os tratamentos com acidos organicos na manutencdo da qualidade dos
cogumelos durante o armazenamento sob congelamento. Além disso, foi mais
eficaz na redugdo no numero inicial da microbiota contaminante, mantendo
também maior diferenca no final do experimento, em relagdo ao tratamento
controle.

Além disso, o tratamento com o composto clorado organico proporcionou
melhores valores de textura do que os demais tratamentos, até o terceiro més
de armazenamento. O valor do pH dos cogumelos tratados com o composto
clorado foi também mais préoximo ao dos cogumelos frescos dos que os demais

tratamentos.
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Verificou-se que o congelamento rapido é mais eficiente na manutencéao
da textura dos cogumelos, principalmente nos dois primeiros meses de
armazenamento.

Os cogumelos congelados pelo método rapido perderam menos agua,
quando descongelados, mantendo, assim, melhor aparéncia, evitando,
também, maior reducéo de peso, 0 que evita perdas econdmicas.

Notou-se, ainda, que o congelamento rapido foi superior ao
congelamento lento, quando se comparou o teor de vitamina D, mantendo
niveis mais altos da vitamina durante todo o armazenamento.

Verificou-se um aumento da atividade das PPOs com o tempo,
independente do tratamento, o que pode explicar a reducédo dos valores de L*,
evidenciando o escurecimento dos cogumelos ao longo do armazenamento.

Até 30 dias de armazenamento, para os cogumelos congelados pelo
meétodo lento, e 60 dias de armazenamento, para os cogumelos congelados
pelo método rapido, a aparéncia e o cheiro dos cogumelos ainda foram
satisfatérios, mas apds esse periodo os cogumelos apresentaram um forte
escurecimento, produziram mau cheiro e ficaram muito amolecidos.

Para o experimento proposto, o melhor tratamento encontrado foi o
tratamento sanitizante em solugdo com cloro, congelado por congelamento
rapido, com os resultados aceitaveis até 60 dias de armazenamento.

A preservacado por congelamento dos cogumelos precisa ser avaliada,
buscando-se alternativas, especialmente na area dos mecanismos para o
retardamento da produgdo do off-flavor no cogumelo, incluindo o uso de

aditivos permitidos para alimentos.
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ANEXO A

Quadro 1A — Andlise de variancia para o teste preliminar, em fungéo do

tratamento

1. Variaveis analisadas

Classes Niveis
Tratamento (TRAT) 13
Repeticdes (REP) 2
Total de observagdes 26
F.V. G.L.
TRAT 12
Erro 13
Total 25

Quadro 2A — Analise de variancia para cada caracteristica da analise fisico-
quimica, em fungdo do tempo de armazenamento para cada
tratamento e por tipo de congelamento

1. Variaveis analisadas

Classes Niveis

Congelamento (CONG) 2 Rapido, Lento
Tratamento (TRAT) 4 Sumaveg® , Sumaveg® +Acidos, Acidos,
Controle

Repeti¢des (REP) 3 1,2,3

Tempo (TEMP) 5 0,1, 2, 3,4 meses
Total de observagdes 120"

F.V. G.L.

CONG 1

TRAT 3

CONG X TRAT 3

Erro (a) 16

TEMP 4

CONG X TEMP 4

TRAT X TEMP 12

CONG X TRAT X TEMP 12

Erro (b) 64

Total 119

() Observagdes por caracteristica.
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Quadro 3A — Anadlise de variancia resumida para o teste preliminar

F.V. GL Cor Perda de Agua
Tratamento 12 25,68040** 31.41681**
Residuo (A) 13 0,5186744 6.675251

OBS: Valores seguidos por *, diferenga significativa a 5%, valores seguidos por **,
diferenca significativa a 1%.
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Quadro 4A — Analise de Variancia resumida para o delineamento experimental proposto

F.V. GL Ph PPOs Perda Agua Cor Textura Vitamina D

Congelamento 1 0,0029 35487,0418 | 424,7674** | 34,9057 | 2361820,618* | 92,58543**
Tratamento 3 | 1,4965** | 16125,8059 32,5344 54,3921 1146768,56 4,825814
Congelamento X Tratamento 3 0,0373 15601,0384 55,9341 2,0612 13355,262 13,63810
Residuo (A) 16 0,2431 80882,9300 31,9520 40,9436 | 513659,796 11,54253
Tempo 4 0,0916* |101994,2236**| 50,9519* |46,3747**|1542095,311**| 8,04988
Congelamento X Tempo 4 0,0144 5145,9800 29,9427 1,0068 | 147101,219** 1,389115
Tratamento X Tempo 12 0,0391 7632,1358 11,6281 2,4588 33382,168* 1,509792
Congelamento X Tratamento X Tempo | 12 0,0164 10731,6685 6,6976 2,9369 8817,874 1,525047
Residuo (B) 64 0,0282 7839,3650 18,4359 6,1505 13894,922 4,422513




ANEXO B
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Figura 1B — Curva padrao para concentragédo de vitamina

Para cada tratamento, temos:
Grupo | => Cogumelos lavados e tratados com o sanitizante Sumaveg®.

Grupo 1l => Cogumelos lavados e tratados com solucéo dos Acidos Citrico e

Ascorbico, 0,5% cada um.

Grupo Il => Cogumelos lavados, tratados com o sanitizante Sumaveg® e com

a solucdo dos Acidos Citrico e Ascérbico, 0,5% cada um.

Grupo IV => Controle. Cogumelos lavados que n&o receberam nenhum outro

tipo de tratamento antes do congelamento.
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