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RESUMO

SERENO, Phillippi Zepeda, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2016.
Enriguecimento, distribuicdo e especiacdo de selénio em cogumelos de Pleurotus
spp. Orientadora: Maria Catarina Megumi Kasuya. Coorientadores: Marliane de Cassia
Soares Da Silva e Leonardus Vergutz.

O selénio (Se) € um micronutriente essencial que é requerido para a atividade
biologica de diversas proteinas, as quais sdo conhecidas como selenoproteinas. Elas
encontram-se envolvidas em diversas fun¢cées como a reducgéo de peroxidos, a regulacao
da atividade dos hormonios tireoidianos, participacdo na atividade antioxidante, dentre
outras. Cogumelos comestiveis, além de apresentam alto valor nutricional,
possuem grande capacidade de absorver e acumular minerais presentes no substrato
onde crescem. Ganha destaque o género Pleurotus, que pode ser cultivado com
facilidade em diferentes substratos lignoceluloliticos. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a absorcédo de Se por fungos do género Pleurotus e também conhecer em que
partes do cogumelo e em que formas ele se encontra. Foram enriquecidas com Se trés
espécies de fungos: Pleurotus ostreatus, Pleurotus cornucopiae e Pleurotus djamor. As
trés espécies avaliadasostraram ser eficientes na absorcdo desse elemento, sendo
capazes de acumular entre 69,91 e 142,901 dSe na massa seca. Pleurotus djamor,
quando cultivado em substrato enriquecido com 25kgigde Seé o cogumelo que
apresentou maior concentracdo deste micronutriente (142,9)egnpior eficiéncia de
absorcédo (7,31%), sendo a espécie mais indicada para producdo de cogumelos
enriguecido com Se. A distribuicdo e especiacao de Se em cogumelos de Pleurotus
enriguecidos com este micronutriente foram avaliadas utilizando as técnicadRifee
XANES, as quais permitiram observar que houve um maior acimi8e okes laminas
gue em outras estruturas do cogumelo e que o Se se encontra principalmente em formas
provavelmente organicas. Conclui-se que as trés espécies sao eficientes em acumular Se
e gque a técnica deXRF mostrou-se eficiente e pratica na deteccéo de Se nas diferentes
partes do cogumelo. Entretanto, a especiacdo de Se pela técnica de XANES deve se
aprimorada para permitir a diferenciacdo das formas de Se incorporadas no cogumelo.



ABSTRACT

SERENO, Phillippi Zepeda, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February 2016.
Enrichment, distribution and speciation of selenium in Pleurotus spp. mushrooms.
Adviser: Maria Catarina Megumi Kasuy@o-advisers: Marliane de Céassia Soares Da
Silva and Leonardus Vergutz.

Selenium (Se) is an essential nutrient for biological activity of several proteins,
they are known as selenoproteins. They are involved in various functions such as the
reduction of peroxides, regulating the activity of the thyroid hormone, participation in
the regeneration of antioxidant activity, among others. The goal of improving the
consumption of selenium in the population is that mushroom have been fortified with
Selenium. Edible mushrooms have a high nutritional value and great ability to absorb
and accumulate minerals present in the substrate where they grow, especially the
Pleurotus genus, which is cultivated easily in different lignocellulolytic substrates. The
goal of this work was to evaluate the ability of the fungi of Pleurotus genus to absorb
selenium, and know in which part of the mushroom, and in thesfofi@e is present in
it. Three species of fungi were enrichddeurotus ostreatus, Pleurotus cornucopiae
and Pleurotus djamor. All the three species proved to be efficient in absorb this
element, being able to accumulate between 69.91 and 142.9¢ dg §e dw. The
distribution and speciation of selenium in Pleurddaenriched mushrooms, using the
techniques ofu-XRF and XANES, allowed to observe that there was a greater
accumulation of selenium in the gills than in other part of mushroom, and this selenium
is probably in organic forms. We conclude that the three species are efficient in
accumulating selenium and theXRF technique proved to be efficient and practical for
the detection of selenium in different parts of the mushroom. However, the speciation of
selenium by the XANES technique should be improved to allow the differentiation of

different forms of selenium.



INTRODUCAO GERAL
1. Cogumelos e enriquecimento

Cogumelos comestiveis sao fonte de alimentos recomendavel para uma dieta
saudavel por sem baixos em calorias e ricos em proteinas, minerais, fibras
vitaminas, especialmente as do complexo B (HELENO et al., 2009; CHEUNG, 2010;
BELUHAN & RANOGAJEC, 2011; REIS et al.,, 20L2Além disso, também
apresentam baixos teores de sodio e altos de glutamato (ROUPAS et al., 2014), que faz

dos cogumelos candidatos ideais de serem incorporados na dieta.

Dentre os fungos filamentosos produtores de cogumelos comestiveis existem os
chamados fungos de podriddo branca, como os fungos do género Pleurotus ou
Lentinula. Esses fungos possuem uma série de enzimas que lhes permitem degradar
residuos lignoceluloliticos (ELISASHVILI et al., 2008ANCHEZ, 2009). Assim,
eses fungos tém sido cultivados em diversos residuos agroindustriais, como: folha de
bananeira, casca de café, serragem de eucalipto, sabugo de milho, sisal, residuo de soja,
palha de trigo e bagaco de cana de aclcar (BONATTI et al.; 3éMICHEZ, 2010
MEMBRILLO, 2011; DA LUZ et al., 2012; SILVA et al., 2012; NUNES et al., 2012;
BHATIA et al., 2013). A combinacgéo da utilizacdo desses residuos com a producédo de

alimentos altamente nutritivos faz deles uma excelente alternativa de cultivo.

Atualmente sdo conhecidas mais de quatorze mil espécies de fungos produtores
de cogumelos, das quais 200 sdo experimentalmente cultivadas, 60 comercialmente
cultivadas e apenas 10 produzidas em escala industrial (CHANG et al., 2012). Entre as
espécies mais produzidas comercialmente estdo: Agaricus bisporus, Lentinulacedodes
Pleurotus ostreatus (BERNAet al., 2006). Em especial espécies do género Pleurotus

tém sido cultivadas pela sua facilidade de cultivo e pelo fato de requer pouco tempo de

crescimento, quando comparado a outros cogumelos comesB@MATTI, 2004.

Aléem do seu alto valor nutricional, os cogumelos comestiveis apresentam
propriedades medicinais, sendo relacionados com a prevencao de problemas que afetam
a salde de humanos, como, doencas cardiovasculares (GUILLAMON et al., 2010),
formacgao de tumoresMASSER, 2002) ou danos oxidativos (FERREIRA et al., 2009),
dentre outros. Em conjunto, as propriedades nutricionais e medicinais dos cogumelos
comestiveis possuem efeitos aditivos e sinergéticos que os fazem ser considerados
promotores de saude (BARROS et al., 2008; FERREIRA et al., 2009).



Outra caracteristica interessante dos cogumelos é a capacidade de absorver
nutrientes presentes nos substratos nos quais eles se desenvolvem (FALANDISZ,
2013). Essa propriedade € muito maior do que em plantas superiores (TUZEN, 2003),
por isto tem sido estudada por diversos autores com o proposito de obter cogumelos
enriquecidos com certos minerais essenciais paalde humana (ALONSO et al.,
2003; SILVA et al., 2012; NUNES et al., 2012).

No processo de fortificacdo ou enriquecimento de alimentos séo adicionados um
OuU mais nutrientes essenciais, com objetivo de reforcar o conteddo nutritivo do
alimento. Segundo a Food and Drug Administration (FDA) os alimentos considerados
enriguecidos com um nutriente devem conter pelo menos 10 % a mais do valor
requerido diariamente para esse nutriente se comparnachoalimento do mesmo tipo
gue néo esteja enriquecido (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION).

A demanda dos consumidores por alimentos enriquecidos tem aumentado nos
altimos anos devido a que os consumidores acreditam que eles contiibeamente

para sua salde, assim como a espemagualidade de vida (SIRO et al., 2008).

Frente a isso, cogumelos enriquecidos sdo uma excelente alternativa de consumo
para saude humana (GANECKA et al., 2015). Uma ingestao regular de cogumelos, ou
produtos fangicos poderia nos ajudar a melhorar nossa dieta diaria, a ser mais saudaveis
emais felizes (CHANG, 2012).

2. Importancia do selénio

O selénio (Se) € um microelemento essencial requerido em niveis tracos para a
manutencdo da saude humana (PONNAMPALAM et al.,, 2009; CHEN, 2012). Os
efeitos benéficos desse elemento como um micronutriente foram reconhecidos pela
primeira vez em 1950 pelo quimico Berzelius (SCHARZ e FOLTZ, 1957). Este
elemento é essencial para o ser humano, ja que € necessario na biossintese de
importantes proteinas. As proteinas contendo Se como parte integral da sua cadeia séo
definidas como selenoproteinas (PAPP et al., 2007). As selenoproteinas com atividade
catalitica sdo chamadas de selenoenzimas, sendo descoberta a primeira delas em 1971
(ROTRUCK et al.,, 1972 Existem mais de 30 selenoproteinas identificadas em

mamiferos e destas estima-se que mais de 25 estejam presentes em humanos (Castellanc
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et al., 2005), incluindo Glutationa peroxidase, lodotironina deiodinase, Tioredoxina
redutase, Selenoproteina P e Selenoproteina W. Dentre as fun¢des dessas proteinas
estdo: reducdo de proteinas oxidadas, regulacdo da atividade dos h®rmoénio
tireoidianos, participacdo na atividade antioxidante, armazenamento e transporte de Se,
dentre outras (PAPP et al., 2009, RAYMAN et al., 2012).

O Instituto de Medicina (IOM), recomenda a ingestéo, para add#{és, ug Se
por dia para adultos. De modo geral, a ingestdo de Se raramente excede 0 necessario
para a expressdo de selenoproteinas. Em contraste, a deficiéncia na ingestdo dess
micronutriente, que corresponde a ingestame®s de 40 pg de Se por dia por pessoa,
€ mais comum, afetando a milhdes de pessoas em diferentes regides, como na Nova
Zelandia, (COMBS, 2001). Sendo assim, o aumento da ingestdo desse elemento em
populacdes onde ele é consumido em baixas quantidades poderia ser uma opcao para
melhorar o nivel de Se e poderia resultar no melhoramento da salde PBBIAEIA,
2013, WITKOWSKA, 2014).

Diversas doencgas tém sido atribuidas a deficiéncia de Se. No nordeste da China,
a deficiéncia de Se é a causa de uma cardiomiopatia progressiva que ocasiona uma
extensiva fibrose e mudancas degenerativas, conhecida com Doenca de Keshan (CHEN,
2012; LOSCALZO, 2014).Na Europa, baixas concentracbes de Se tém sido
relacionadas com aumento na incidéncia de cancer coloretal (HUGUES et al., 2015).
Também foram observados efeitos positivos, relacionados a suplementagdo com Se, no
tratamento de problemas que afetam a salude humana como na doenca de Kashin Beck
(YAO, 2011). Outro efeito positivo foi observado na administracdo de Se em pessoas
com Orbitopatia de Graves, a suplementacdo com Se testada em pacientes mostrou ser
eficiente, diminuindo a progressdo da doenca e melhorando a qualidade de vida dos
pacientes (MARCOCCI et al., 20111

A suplementacdo medicamentosa direta com Se feita durante tratamentos
clinicos apresentou efeitos adversos. Nesse sentido, a utilizagdo de alimentos
enriquecidos pode trazer grandes beneficios para a populacdo, principalmente naquelas
que apresentam baixo consumo desse elemento (WITKOWSKA, 2014). As leveduras
enriquecidas, por exemplo, estdo comercialmente disponiveis como suplementos

(MASEKO et al., 2013). Além disso, alimentos enriquecidos com Se sédo mais efetivos



em aumentar a atividade das enzimas, como a glutationa peroxidase, quando
comparados a ingestdo de outras formas de Se (BERMIMNGHAM, 2014).

Frente a isso diversos pesquisadores tém trabalhado no enriquecimento de
diversas espécies de fungos com diferentes formas quimicas de Se. No trabalho de Silva
e colaboradores (2012), o fungo Pleurotus ostreatus foi enriquecido com selenito de
sédio em solucdo quando cultivado em casca de café. Foi observado que P. @streatus
capaz de acumular até 858 ug de Selg cogumelo seco quando eram adicionados 100
mg kg de Se no substrato. Este trabalho mostrou também que os maiores valores da
eficiéncia biologica, que corresponde a quantidade de substrato que é convertido em
biomassa, foram obtidos quando P. ostreatus foi cultivado em casca de café contendo
12,8 mg kg de Se. Outro fato importante nesse trabalho é que a quantidade de Se
encontrada nos cogumelos foi proporcional a quantidade de selenito de sddio
adicionado ao substrato. Situacdo semelhante foi observada no trabalho de Zhao e
colaboradores (2004) no crescimento de cogumelos enriquecidos da espécie Ganoderma
lucidum. Bhatia e colaboradores (2013) cultivaram cinco cepas do género Pleurotus em
palha de trigo, obtendo como resultado fungos enriquecidos com Se concentrados até 13

vezes.

Além da concentracdo em que o Se se encontra em alimentos enriquecidos, outra
caracteristica importante a se considerar sdo as formas quimicas do Se, as quais
determinam néo sé a biodisponibilidade, mas também a distribuicdo, acumulacéo e a
toxicidade deste mineral (FALANDYSZ, 2008). O Se pode ser encontrado em formas
inorganicas como selenito ou selenato, mas também em formas organicas como
selenometionina ou selenocisteina. Os fungos sdo capazes de absorver formas de Se
inorganico a partir do substrato e convéagem compostos organicos (DA SILVA et
al., 2010; ASSUNCAO et al., 2014), os quais S&0 menos toxicos e estdo mais
biodisponiveis para absor¢cdo por humanos (RAYMAN et al.,, 2008; MADSEN et al.,
2014).

A importancia de conhecer as formas e a biodisponibilidade em gque o Se se
encontra pode ser ilustrada no caso da provincia de Hebei na China, onde em areas com
altas concentracfes de Se foram observados casos da doenca de Keshan que, como

mencionado anteriormente, & atribuida a uma caréncia desse elemento. A causa disto é



devido as formas em que o Se é encontrado nessa area, as quais Sao pouco
biodisponiveis (FORDYCE, 2013).

O Se organico foi associado a atividade antioxidante, protegendo componentes
celulares como, membranas, lipideos e lipoproteinas contra o dano oxidativo de
espécies reativas de oxigénio, como os radicais livres (MASEKO et al., 2013).
Também, experimentos realizados em ratos tém mostrado os efeitos anticancerigenos
associados ao Se organico (HUDSON et al., 2011).

Os cogumelos enriquecidos com Se como possivel fonte deste mineral na dieta
requeemum entendimento da biodisponibilidade e especiacdo do Se acumulad® neles
partir de diferentes substratos (BHATIA, 2013). Como os cogumelos enriquecidos com
Se produzidos em diferentes substratos mostram diferentes propriedades, € necessario
uma caracterizagdo das diferentes formas de Se organico para assim entender seus
potenciais efeitos na saude (MASEKO, 2013). Silva e colaboradores (2010) mostraram
gque o0 Se incorporado em cogumelos se encontra mais biodisponivel que o Se

incorporado na dieta na forma inorgéanica.

Em cogumelos tém sido identificados varios selenocompostos: selenito,
selenato, selenometionina e selenocisteina (FALANDISZ, 2008, SILVA et al., 2010;
ASSUNCAO et al., 2014). Os resultados obtidos por Mufioz e colaboradores (2006)
mostraram que P. ostreatus acumula Se principalmente em estruturas que contém
quitina na parede celular. Nos fungos produtores de cogumelos comestiveis Leedodes
G. lucidum foi demonstrado que o Se é incorporado principalmente na fragdo proteica
do fungo (OGRA et al.,, 2004; ZHAO et al., 2004). Gergely e colaboradores (2006)
encontraram selenometionina, selenocisteina, metilselenocisteina e Se inorganico em L.
edodese A. bisporus. Cogumelos do género Agaricus obtidos comercialmente e
enriquecidas com Se, apresentaram quantidades significativas de selenometionina e de
espécies desconhecidas de Se (HUERTA et al., 2006). Assuncao e colaboradores (2014)
observaram um aumento significativo tanto nos teores totais de Se como na fracao
protéica de cogumelos P. ostreads edodes enriquecidos, encontrando cinco formas
de Se: selenocisteina, selenometionina, selenometioninacisteina, selénio 1V e selénio
VI. No caso de L. edodes o acumulo de Se foi principalmente na forma de selénio IV e

no caso de P. ostreatus a principal forma acumulada foi selenometionescdssts



representam bons exemplos do potencial para obter biomassa proteica com alta

concentracdo de selenometionina em escala industrial.

Frente a isto € que se faz necessario conhecer o potencial de novas espécies de
cogumelos de acumular Se e conhecer em que formas este mineral se encontra

acumulado.

3. Sincrotron: distribuicédo e especiacdo dSe

Nos ultimos anos novas técnicas vém sendo usadas com intuito de conhecer a
composicao dos elementos que estdo presentes em diversos tipos de amostras. Entre

elas, temos a luz sincrotron.

A luz sincrotron é gerada por meio de uma radiacdo electromagnética que é
emitida quando elétrons giram a uma velocidade préxima a velocidade da luz e séo
forcados a mudar de direcéo por meio de uso de magnetos (LOMBI & SUSINI, 2009).
A luz emitida por meio dessa técnica é 11 vezes maior que a emitida por fontes mais
tradicionais, como os tubos de raios X (SARRET et al., 2013). Outra vantagem do uso
deste tipo de luz € o amplo espectro de luz que é emitido, que abrange desde luz
infravermelha até os raios X (LOMBI & SUSINI, 2009). Existem mais de 50 fontes de

luz sincrotron no mundo usadas em diversas areas

Duas técnicas baseadas na luz sincrotron podem ser utilizadas na analise da
absorcdo de Se, elas sao:ray- absorption spectrometry (XAS), para analisar a
especiacdo quimica dos elementos e X-ray fluorescence (XRF, ou S-XRF por
synchrotron XK), que € utilizada para obter imagens da distribuicdo de elementos em
amostras (ZHAO et al., 2014). XAS base&no aumento da energia do raio incidente é
aumentada constantemente mantendo a amostra num mesmo ponto (Figura 1).
Coletando os dados da fluorescéncia é possivel obter informacfes detalhadas de
elementos que se encontram numa matriz complexa (SARRET et al., 2013; ZHAO et
al., 2014). O espectro obtido como resultado € dividido em duas técnicas: X- ray
absorption near-edge structure (XANES) e Extended X-ray absorption fine structure
(EXAFS). A parte do espectro que corresponde a XANES va desde a regidao de pré
borda até 50 eV ap6s a borda (LOMBI & SUSINI, 2009). Por meio dessa técnica é



possivel saber os estados de oxidacdo dos elementos e a eletronegatividade das ligagbes
A outra parte do espectro é conhecida como EXAFS, da qual é possivel obter dados da
coordenacao quimica dos elementos, como a sua identidade ou a distancia interatémica
(ZHAO et al., 2014).
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Figura 1: Exemplo do espectro obtido por meio da técnica de XAS (ZHAO et al.,

2014).

Outra técnica baseada na luz sincrotron é a técnica de XRF, por meio da qual é
possivel obter um mapa da distribuicdo espacial dos elementos presentes numa
determinada amostra com uma alta sensibilidade (LOMBI & SUSINI, 2009).

Uma das principais vantagens do uso do sincrotron € que nao requer, ou requer
pouco tratamento das amostras, como € requerido no caso de outras técnicas como por
exemplo no HPLC-ICP-MS (CAREY, 2012; SARRET ET AL., 2013).

Frente a isto € cada vez mais recorrente 0 uso dessas técnicas para analisar tanto
distribuicdo como a especiacdo de alguns elementos. Com este intuito, foi utilizada a
técnica de XANES com objetivo de investigar a especiacdo in situ do Se em raizes e
folhas hidratadas de trigo (Trilicum aestivum) e arroz (Oryza sativa L.) suprido com Se
IV ou Se VI. Como resultado deste enriquecimento, o Se VI foi reduzido quase
totalmente a compostos de Se organico, isto principalmente nas raizes, e nas folhas o Se
VI permanece principalmente ndo complexado. No caso do Se IV ele foi convertido em
grande parte em compostos de Se organico, tanto em folhas como nas raizes (WANG et
al, 2015). Em outro trabalho, foi investigada a concentracao, distribuicdo e especiacéo
de Se em diferentes partes da planta de {figaestivuhe mostarda indian@rassica
juncea) crescidas em areas seleniferas em Punjab, India. Os resultados deste trabalho

mostram altos teores de Se nas plantas estudadas @B3mg kg na massa seca),
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acumulado principalmente na parte superior das plantas, nas fornseemkEo e
formas orgéanicas de Se (EICHE et al., 2015). Wang e colaboradores (2013) utilizaram
as técnicas de XANES e p-XRF para examinar Vigna unguiculata quando exposta a
niveis toxicos de Se para a planta (20 uM), por 24 horas. O Se foi quase totalmente
convertido em formas organicas, sendo acumulado principalmente na parte apical das
raizes. Em alho (Allium cepa L.) quando exposto a uma solucdo de Se IV (126,6 uM)
por 48 horas, foi encontrado usando a técnica de p-XANES, que todo o selenito foi
convertido em formas organicas e no caso do selenato s6 26% foi convertido (BULSKA
et al., 2006). Com o intuito de analisar as formas de Se em arroz enriquecido foram
utilizadas duas técnicas: HPLC-ICP-MS e XANES, onde foi possivel observar, em
ambas as técnicas, que a selenometionina era a principal forma de Se no arroz, mas
também houve uma pequena porcentagem de selenometilselenocisteina que foi
detectada por meio da técnica de XANES, mas ndo por meio da outra técnica (LI et al.,
2010). Os autores atribuem este fato a que uma fracdo da amostra nao foi isolada
durante o processo de extracdo por HPLC, mostrando a importancia de utilizacdo de

diferentes técnicas para um processo de especiacdo mais detalhada.

Em outros organismos, além de plantas, também tem sido utilizada esta técnica.
Misra e colaboradores (2012) alimentaram o peixe Oncorhynchus mycus com uma dieta
rica em selenometionina (40 pug)ee, utilizando a técnica de XANES, observaram que
esse mineral € acumulado principalmente na forma de selenometionina e selenocisteina,
e estdo distribuidas nos tecidos, em diferentes propor¢des. Orgdos como o figado e o
rim, que estdo envolvidos no metabolismo de Se, acumularam alta porcentagem de
selenocisteina. Em outro trabalho, desta vez utilizando quironémidos provenientes de
um lago que recebe residuos de minérios, utilizando as técnicas de XRF e XAS foi
analisada a bioacumulacdo de Se nestas espécies. Conseguindo observar as partes dc
organismo que apresentam maiores teores de Se (de 7 a 80Yng &onseguindo
também identificar espécies organicas, como selenocisteina ou selenometionina
(JUSTIN et al., 2012). No caso de fungos, tem sido estudada em leveduras enriquecidas
com Se, e em produtos derivados desta, a especiacdo deste mineral por meio da técnica
de XAS com objetivo de introduzir uma forma direta e rapida de saber as selensespécie
gue sdo bioacumuladas. Os resultados deste estudo mostraram que as leveduras
enriguecidas acumularam principalmente espécies de Se organico (YU-FENG et al.,
2010).



Em cogumelos, o uso da luz sincrotron ndo tém sido referenciada para observar
as espécies minerais que se encontram nas diferentes partes do cogumelo. Além disso,
por meio de uso de outras técnicas também existem poucos trabalhos onde tenha sido
relatada a distribuicdo de minerais em diferentes estruturas do cogumelo (estipe, pileo,
entre outras). Latiff e colaboradores (1996) relataram a distribuicdo de diversos minerais
em diferentes espécies de cogumelos, dando énfase na diferente distribuicdo deles no
pileo e no estipe. Neste trabalho foi demonstrado que alguns minerais estao distribuidos
nas duas estruturas, enquanto outros sdo encontrados exclusivamente no pileo, como
potéssio, ferro e cromo, e outros no estipe, como o lantanio. Também foi verificado que
a distribuicdo dos diferentes minerais depende da espécie de fungo estudada. Ja no
cogumelo Pleurotus tuber-regium, separado em diferentes partes, o conteudo total de
proteinas foi maior no pileo que em outras regides. Entretanto, o potassio, o mais
abundante nutriente mineral presente, foi encontrado em maior concentracdo no estipe
(AKINDAHUNSI & OYETAYO, 2006).

Nesse contexto, conhecer o potencial de diferentes espécies de cogumelos de
absorver Se e saber a especiacdo e formas em que este elemento se encontra, se fa:
necessario quando consideramos a possibilidade de introdezhesuma nova fonte

alimentar enriquecida.
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CAPITULO |

Producao de cogumelos do género Pleurotus enriquecidos com selénio

RESUMO

Cogumelos comestiveis apresentam capacidade de absorver e acumular minerais
presentes no substrato onde crescem. Nesse contexto o género Pleurotus, € cultivado em
diferentes substratos lignoceluloliticos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
capacidade de trés espécies de fungos do género Pleurotus em absorver selénio (Se),
guando adicionado ao substrato na forma de selenito de sédio. Para o enriqguecimento e
cultivo dos cogumelos foi utilizado como substrato bagaco de cana-de-acucar,
previamente tratada com cal e centrifugado. Amostras de 300 g foram acondicionadas
em sacos de polipropileno e inoculadas com 100 g de semente-indculo das espécies
Pleurotus ostreatus, Pleurotus cornucopiae ou Pleurotus djamor. ApoOs inoculacéo,
foram adicionados 10 mL de solucéo de selenito de s6diS€®) de maneira que as
concentracdes finais no substrato fossem de 0 (controle), 12,5 ou 25y KRe
Apobs incubacdo a 25 °C por 20 dias as trés espécies demonstraram ser eficientes na
absorcéo desse elemento, sendo capazes de acumular entre 69,91 e 142 @0 g g
na massa seca de cogumelo. P. djamor enriquecido com 25 ‘dek&e foi o
cogumelo que apresentou maior concentracio de Se (142,98 pgrgior eficiéncia
de absorcdo (7,31%) sendo a espécie mais indicada para producdo de cogumelos
enriguecidos com Se. A concentracao de Se utilizada nao inibiu o crescimento micelial
nem a formacdo dos corpos de frutificacdo, além de ndo causar qualquer alteracéo
morfologica visivel. Este estudo mostra a eficiéncia de se enriquec&eaxmgumelos
comestiveis do género Pleurotus os quais poderiam ser uma alternativa a uma dieta
deficiente nesse micronutriente, especialmente em populagcdes que apresentam baixa

ingestao deste mineral.

Palavras chavesPleurotus ostreatus, Pleurotus cornucopiae, Pleurotus djamor,
biofortificacao.
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ABSTRACT

Edible mushrooms have great ability to absorb and accumulate minerals present
in the substrate where they are grown, especially the genus Pleurotus, which is
cultivated easily in different lignocellulolytic substrates. The goal of this study was to
evaluate the ability of three species of the Pleurotus genus to absorb selenium, when
grown insubstrate added of Se, as sodium selenite. A sugarcane bagasse substrate pre-
treatedin lime and centrifuged was used to enrich and cultivate the mushrooms.
Samples of 300 g of substrate were put into polypropylene bags and then inoculated
with 100 g of spawn of the species Pleurotus ostreatus, Pleurotus cornucopiae or
Pleurotus djamor. After inoculation, 10 ml of sodium selenite solutiopS®@) were
added, in order to have final substrate concentrations of zero (control), 12.5 or 25 mg
kg?. Then, the bags were incubated at 25 °C for 20 d. Three species evaluated proved to
be efficient in the absorption of this element, being able to accumulate between 69.91
and 142.90 g dw. P. djamor enriched with 25 mg kfj Se was the mushroom with
most high concentration of Se (142.90 ud agnd efficiency of absorption (7.31%),
showing to be the species most suitable for productide@nriched mushrooms. Se
concentration used did not inhibit mycelial growth or formation of fruiting bodies, and
does not cause any visible morphological change. This study shows the efficiency of
enrich edible Pleurotus mushrooms with selenium and that they could be an alternative
to be used iraregion where there is a defic@nin this micronutrient, especially in
populations with low intake of this mineral.

Keys words: Pleurotus ostreatus, Pleurotus cornucopiae, Pleurotus djamor,

biofortification, enrichment.



INTRODUCAO

O selénio (Se) € um microelemento essencial requerido em niveis tracos para a
manutencdo da saude humana (PONNAMPALAM et al.,, 2009; CHEN, 2012). Este
mineral é necessario na biossintese de importantes proteinas, as chamadas
selenoproteinas (PAPP et al., 2007), alguns exemplos destas sdo a Glutationa
peroxidase, lodotironina deiodinase ou a Tioredoxina redutase. Elas possuem funcoes
relacionadas a reducdo de peroxidos, regulacdo da atividade do horménio tireoide,
participacdo na regeneracao da atividade antioxidante, dentre outras. (PAPP et,al., 2007
RAYMAN et al., 2012).

De modo geral, em circunstancias normais, a ingestdo de Se raramente excede 0
necessario para a expressao de selenoproteinas. Em contraste, a sua deficiéncia, menos
de 40 pg de Se por dia por pessoa, ¢ mais comum. A ingestdo abaixo da recomendagao
€ uma realidade que afeta a bilhdes de pessoas (COMBS, 2001). O aumento da ingestao
desse elemento em populacdes onde ele € consumido em baixas quantidades poderia set
uma opcao para melhorar o nivel de Se e resultar na melhora da sadde publica e reducéo
dos custos desta (BHATIA et al.,, 2013, WITKOWSKA, 2014). Além disso, doses
maiores que as recomendadas podem ajudar a reduzir o risco de cancer, especialmente
no caso de cancer de préstata (FINLEY, 2007; PONNAMPALAM, 2009).

Uma alternativa interessante para suprir a deficiéncia deste mineral tem sido
observada no caso de enriqguecimento de cogumelos comestiveis com Se (ZHAO et al.,
2004; NUNES et al., 2012; da SILVA et al., 2012; BHATIA et al., 2013, ASSUNCAO
et al., 201%. Estes cogumelos séo fontes de alimento nutritivo e recomendavel em uma
dieta saudavel por serem baixos em calorias e ricos em proteinas (HELENO et al., 2009;
CHEUNG, 2010; BELUHAN & RANOGAJEC, 2011; REIS et al., 2012).

Além disso, 0s cogumelos também apresentam outras caracteristicas
interessantes, como a capacidade de absorver minerais presentes no substrato onde
crescem (FALANDISZ, 2013). No caso do Se, eles sdo capazes de absorver formas
desse elemento inorgéanico a partir do substrato e converté-los em compostos organicos
contendo Se, 0s quais sd0 menos toxicos e estdo mais biodisponiveis para absorcao por
humanos (RAYMAN et al.,, 2008; DA SILVA et al., 2010; MADSEN et al., 2014;
ASSUNCAO et al.,, 2014). O que faz dos cogumelos excelentes candidatos para
enriguecimento com Se.
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Com o intuito de produzir cogumelos comestiveis enriquecidos como uma forma
eficiente de incorporar Se na nossa dieta, o objetivo deste trabalho foi enriquecer com
esse micronutriente trés espécies de fungos formadores de cogumelos do género

Pleurotus utilizando como substrato bagaco de cana-de-acucar.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Associacdes Micorrizicas,
do Departamento de Microbiologia (DMB), do Instituto de Biotecnologia Aplicada e
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), em Vicosa,
Minas Gerais.

2.1 Microrganismos e condi¢des de cultivo

Foram utilizadas trés espécies de fungos do género Pleupotastreatus (Plo
02), P. djamor (Plo 13) e P. cornucopiae (Plo Cor). Obtidos da colecéo do Laboratério
de Associa¢des Micorrizicas / DMB / BIOAGRO / UFV.

Os isolados fungicos da colecdo foram mantidos em tubos inclinados contendo
meio de cultura 4gar batata dextrose (BDA, M&rck 4 °C e sdo transferidos para
novos tubos contendo BDA semestralmente.

Cada um dos fungos utilizados foi transferido para placas de Petri contendo 20
mL de meio BDA, pH 5,5, e foi incubado por dez dias a 25 °C. Em seguida, cada placa
foi dividida em quatro partes e cada uma delas foi utilizada para inocular um frasco de
250 mL contendo sorgo cozido e autoclavado duas vezes em intervalo de 48 h, que foi
utilizado como inéculo-semente. Os frascos inoculados foram incubados a teraperatur

ambiente pelo periodo de 15 dias.

2.2 Enriquecimento dos cogumelos com Se

O substrato utilizado para este experimento foi bagaco dedesawaicar sece
fragmentado (cerca de 2 cm), previamente tratado por 16 h em uma solucéo de 6xido de
calcio (cal) a 2 % e centrifugado a 1500 g por 5 min. Amostras de 300 g do substrato
foram acondicionadas em sacos de polipropileno. Cada pacote foi inoculado com 100 g
de semente-indculo de um dos trés isolados fungicos em teste. Apos inoculacéo foram

adicionados 10 mL de solucdo de selenito de sédieS@@) de maneira que as
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concentracgdes finais fossem de 0 (controle), 12,5 ou 25 mg de'Swlgubstrato. A
definicdo dessas concentragdes foi baseada nos trabalhos de Da Silva e colaboradores
(2012 e 2013). Os pacotes foram preparados em triplicata e incubados a 25 °C por 15 d.
ApoOs esse periodo foram submetidos a um choque térmico pela transferéncia desses
pacotes para uma geladeira com temperatura de 4 °C por 24 h, para induzir a
frutificacdo (o aparecimento dos primérdios dos cogumelos). Em seguida, os pacotes
foram transferidos para uma sala de frutificacdo a 25 °C e umidade do ar de 70%.

Os cogumelos foram colhidos e a massa fresca determinada para avaliacdo da

eficiéncia biolégica (EB) segundo a seguinte formula:

EB = (massa fresca dos cogumelos / massa seca do substrato) x 100 (Wang et al., 2001)

Posteriormente, parte dos cogumelos foi armazenado em ultrafreezer a -86 °C, e

a outra parte desidratada.

2.3. Quantificacdo do teor de selénio nos cogumelos

2.3.1 Preparo da amostra para determinacéo de selénio

As amostras de 500 mg de cogumelos, secos e moidos, foram colocadas dentro
de um tubo fechado adicionado de 6 mL de &cido nitrico @iR@osicionados em um
bloco de grafite (marca DigiPREP MS) aquecido a 65 °C overnight. Apés esse periodo,
foram adicionados 3 mL de peréxido de hidrogénigOd)le a temperatura do bloco de
grafite foi elevada a 120 °C. O conteudo resultante da digestéo foi transferido a novos
tubos e o volume final foi completado para 10 mL utilizando agua ultra pura @Milli-
Millipore 18.2 MQ cm’?).

2.3.2 Determinacao de Se

Para determinacdo do teor de Se foi utilizada a técnica de espectrometria de
absorcao atdbmica acoplada ao tubo de grafiteAGE-Spectra 22BS).

A calibracdo do instrumento foi realizada de forma automética pelo aparelho
utilizando uma solugdo de referéncia de 1000 Seg.. Os pontos de calibracio
utilizados foram 100, 250, 500, 750 e 10P@a determinacdo da concentracdo de Se

nas amostras digeridas foram introduzidas aliquotas dé& #a solucéo preparada e 7
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L do modificador quimico (500 mg L de Pd). O programa utilizado para

determinacao dos resultados esta descrito na Tabela 1.

Tabela 1- Programa de aquecimento utilizado no GF-AAS para quantificacao de Se.

Etapa T (°C) Tempo (s) Fluxode gas ~ Comando de

(L min?) leitura
1 115 10 3 N&o
2 125 40 3 N&o
3 150 10 3 N&o
4 1000 5 3 N&o
5 1000 1 3 N&o
6 1000 2 0 N&o
7 2600 0,8 0 Sim
8 2600 2 0 Sim
9 2600 2 3 N&o

2.4 Anélises estatisticas

O experimento foi conduzido segundo o Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), representando trés concentracfes para o0 selenito de sédio e trés espécies de
fungos, com trés repeticbes. Os resultados foram expressos como valores de médias
com desvio padréo. Os dados de EB, tempo de incubagdo e concentracdo de Se nos
cogumelos entre as espécies de fungos e concentracdes de Se adicionadas ao substrat
foram analisadas pela andlise de varidncia de duas vias (“Two-way” ANOVA). As
médias que apresentaram diferencas foram comparadas pelo teste de Tukey em nivel de

5 % de significancia.

3. RESULTADOS

A solucéo de selenito de sodio adicionada néo inibiu o crescimento miaelial,
formacgao dos corpos de frutificacdo e nao alterou a morfologia dos cogumelos (Figura
1).

O enriguecimento confse diminuiu os valores de EB nos cogumelos de P.
ostreatus P. cornucopiae s6 na concentragéo de 25 rifgekgm P. djamor apenas na

concentracdo 12,5 mg kgFigura 2).
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O aumento da concentracdo de selenito de sodio no substrato acarretou em um
aumento de absorcdo de Se pelos cogumelos de forma similar entre as espécies
estudadas (Tabela 2).

Além disso, o tempo médio de incubacdo para producdo de cogumelos por P.
djamor e P. cornucopiae aumentou quando em presenca enquanto o tempo de
incubacédo de P. ostreatus nao foi afetado nas concentracdes testadas JTabela 2

P. cornucopiae P. ostreatus

P. djamor

0,0 12,5

Concentracdes de selénio no substrato (mgtkg

Figura 1 — Cogumelos de P. ostreatus, P. cornucopi®e djamor enriquecidos com
selénio nas concentracées: 0,0; 12,5 e 25 (1M kg
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Figura 2 — Eficiéncia biologica (EB) da producdo de cogumelos de P. ostreatus, P
djamor e P. cornucopiae cultivados em bagaco de cana e enriquecidos com

diferentes

doses de Se. Barras seguidas pela mesma letra, dentro de uma

mesma espécie de cogumelo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05). EB = (massa do cogumelo fresco/massa do substrato seco)*100.

Tabela 2 - Concentracdo de Se (u¢ grassa seca) e tempo e incubacio (dias) dos
cogumelos de Pleurotus spp. cultivados em substrato bagaco-de-cana de
acucar adicionados com diferentes doses de Se.

Concentragdes de Se no substrato (mg &p

Fungos

0 12,5 25

Concentragdo de Se no cogumelo

)

. ostreatus

L)

. djamor

L)

. cornucopiae

0,00*¢ 86,45+ 9,98 119,30 + 12,83
0,00*¢ 69,91 + 6,18 142,90 + 31,40
0,00*¢ 97,44 + 1,39 114,36 + 1,62

Tempo de incubacgéo necessario para producéo de cogumelo

P. ostreatus
P. djamor

P. cornucopiae

23,35+ 3,16 24,19 + 4,07 26,06 + 4,6%
28,86 + 4,6 49,19 + 5,92 47,94 + 6,768
26,18 + 2,04 31,67 £ 4,29 31,22 + 4,82

* abaixo do limite de deteccao.
Médias seguidas de diferentes letras dentro das linhas, para cada fursiygnifi@ativamente diferentes
pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Os cogumelos de P. ostreatasP. cornucopiae enriquecidos com Se nha
concentragdo de 12,5 mgkabsorveram uma maior porcentagem de Se do substrato
que quando foram enriquecidos com uma dose maior (25 Mg Kabela 3). O efeito

oposto foi observado em cogumelos de P. djamor.

Tabela 3Sdénio adicionado ao substrato, quantidade total absorvida pelo cogumelo e
eficiéncia de absorcdo pelas espécies de Pleurotus spp. em bagaco de cana-

de-acucar.
Fungo Se no Sut;strato S(? .nAOS Flogumelos _
(mg kg*) Total (mg)  Eficiéncia de absorc&@o)

0 0 -
P. ostreatus 12,5 0,31 7,90
25,0 0,38 4,92

0 0 -
P. djamor 12,5 0,18 4,73
25,0 0,57 7,31

0 0 -
P. cornucopiae 12,5 0,37 9,45
25,0 0,36 4,69

Eficiéncia de absorcéo (%) = 1 - (Massa de Se adicionada ao subditassa de Se no
cogumelo) *100

4. DISCUSSAO

O selenito de sédio, nas concentracdes testadas, ndo afeta a morfologia ou
aspecto comercial dos fungos (Figura 1), indicando que fungos enriquecidos nao
enfrentariam problemas de aceitacdo pelo consumidor. Doses mais elevadas de Se
podem afetar ndo s6 a morfologia como também o odor dos cogumelos produzidos (Da
Silva et al., 2012).

O Se afetou diferentemente a EB de cada espécie de fungo. Maiores
concentracdes de Se diminuirarBB nos cogumelos de P. ostrea#u8. cornucopiae
(Figura 2), enquanto que para P. djamor a reducéo da EB foi mais pronunciada na
concentracdo de 12,5 mgkg um aumento desta na concentracdo de 25 rgjkeg
nao diferiu do controle. No caso de P. ostreatus, a EB obtida difere dos dados de Da

Silva e colaboradores (2012), que utilizandiversas doses (3,2 - 12,8 mg g
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observaram um aumento da EB, indicando que diferencias nas formas em que sao
cultivados os cogumelos, como por exemplo o substrato utilizado, afetam os valores de
EB.

Pleurotus djamor enriquecido com 25 mgkde Se foi o que apresentou a
maior EB dentre os cogumelos que receberam o tratamento com Se (Figura 2) e também
0 que acumulou a maior concentracdo de Se (142,90 H)d Kabela 2), o que permite
sugerir que este cogumelo, seria 0 mais indicado, nas condicdes relatadas, para fins de
enriguecimento de cogumelos com este micronutriente.

A adicdo de Se retardou o tempo de incubacdo da producéo de cogumelos de P.
djamor e P. cornucopiae e nao foi possivel obter mais de uma colheita dos mesmos
(Tabela 2). Porém, no caso de P. ostreatus ndo foram observadas diferencas no tempo
de incubacdo destes cogumelos (p>0,05). Isto difere do trabalho de Da Silva e
colaboradores (2012) que observaram aumentou o tempo de incubacéo de P. ostreatus
quando cultivado em casca de café, o que pode dever-se ao fato de que as doses de Se
utilizadas para o enriqguecimento nesse trabalho foram maiores 1828 mg kd), o
que provavelmente permitiu demonstrar o efeito de aumento no tempo de incubacéo
similar ao que foi observado em P. djaradt. cornucopiae.

O enriquecimento com Se foi obtido com sucesso para as trés espécies de fungos
produtores de cogumelos utilizados, os quais foram capazes de acumular Se na faixa de
69,91 até 142,90 mg kg-1 de Se na massa seca (Tabela2). Isto devido a grande
capacidade que os cogumelos possuem de absorver elementos do substrato onde séo
cultivados (FALANDISZ, 2013). Estes resultados mostram a eficiéncia de uma
suplementagdo com selenito de sodio .8¥@4) no substrato onde sdo cultivados
fungos do género Pleurotus, o que poderia ser de grande interesse em regides onde a
populacdo apresenta deficiéncia desse micronutriente. Além disso, considerando que
esses cogumelos poderiam ser consumidos in natura, verifica-se que nas concentracoes
de Se testadas ndo houve qualquer alteracdo morfologica nos cogumelos formados
(Figura 1).

E interessante observar que a espécie do fungo, a forma e a concentracéo do Se
utilizada o para enriquecimento, bem como o modo de producéo e o substrato utilizado
afetam a concentracdo de Se nos cogumelos.

Considerando a dose de Se recomendada, Sepgr dia (IOM, 2000), todos
0os cogumelos enriquecidos neste trabalho poderiam ser uma boa fonte deste



micronutriente, precisando de menos de um grama de cogumelo seco para suprir a
dosagem recomendada. Os resultados obtidos com P. djamor mostraram que este
cogumelo € quem foi capaz de absorver maiores quantidades de Se alcancando até 142,9
ug g* de Se, quando cultivado em substrato bagaco de cana enriquecido cork@®5 mg

1 de Se (Tabela 2). Essa altas concentracdes de Se olitmastesessantes para
obtencdo de um produto flingico derivado desse cogumelo, no intuito de produzir
suplementos contendo Se.

No presente trabalho os cogumelos de Pleurotus foram capazes de absorver de
4,69% até 9,45% da solucdo de Se inorganico utilizada (Tabela 3). P. cornucopiae
enriquecido com 12,5 mg Kgde Se, foi 0 que absorveu maior porcentagem de Se do
substrato (9,45%) mostrando melhor aproveitamento do Se utilizado no enriquecimento.
Por outro lado, foi possivel observar que na dose de 25 mgakgbsorcdo de Se
diminui quase pela metade (4%9 o0 que faz desta concentragcdo pouco interessante no
caso do cultivo deste fungo em larga escala. Resultado similar foi observado no
cogumelo de P. ostreatus, onde foi possivel observar que a porcentagem de absorcédo de
Se também decaiu na concentracédo de 25 rig katretanto, cogumelo de P. djamor
foi capaz de absorver uma maior quantidade de Se quando a concentracdo de
enriquecimento aumentou (Tabela 3). Novos experimentos devem ser realizados com
este fungo com objetivo de saber se este cogumelo é capaz de absorver doses maiores
em gue formas se encontra o Se absorvido.

N&o foi possivel detectar Se nos cogumelos utilizados como controle,
provavelmente porque esse mineral ndo estivesse presente no bagaco de cana-de-acucar
pois Mattila e colaboradores (2001) observaram que em P. ostreatus, coletados da
natureza, contém 0,15 g* de Se de massa seca, enquanto Da Silva e colaboradores
(2012) reportaram concentra¢des de 0,42y de Se de massa seca também para P.

ostreatus, quando cultivado em casca de café nao enriquecido.

5. CONCLUSOES

Pleurotus ostreatus, P. djamer. cornucopiae sédo capazes de acumular Se
quando cultivados em bagaco de cana-de-agucar enriquecido com Se.
O selenito de sédio aumenta o tempo incubagéo para produgédo dos cogumelos P.
djamore P. cornucopiaanas nao de P. ostreatus para as doses testadas.
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Pleurotus djamor, € o cogumelo que apresentou maior concentracdo de Se
(142,9 pg d) e maior eficiéncia de absorgdo (7,31%), sendo a espécie mais indicada

para producdo de cogumelos enriquecidos com Se.
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CAPITULO Il

Distribuicdo e especiacao de selénio em cogumelos de Pleurotus spp.

RESUMO

O enriguecimento de cogumelos com diferentes minerais tem demonstrado ser
uma forma eficiente de combater a deficiéncia alimentar de alguns micronutrientes.
Entre eles temos o selénio (Se), o qual é essencial para o funcionamento de diversas
selenoproteinas, as quais realizam importantes funcbes no organismo. Diante do
exposto, objetivo deste trabalho foi avaliar distribuicio e especiacdo de Se em
cogumelos Pleurotus ostreatus Pleurotus djamor enriquecidos com este
micronutriente. Assim, os cogumelos enriquecidos com Se foram analisados por meio
das técnicas de-XRF e XANES, as quais sédo baseadas na luz sincrotron. Por meio do
mapeamento realizado, foi possivel observar que houve uma maior acumul&gio de
nas laminas que em outras estruturas do cogumelo. A andlise de XANES permitiu
mostrar que Geacumulado se encontra principalmente em formas remkiZdécnica
de -XRF mostrou-se eficiente e pratica na deteccdo de Se nas diferentes partes do
cogumelo. Entretanto, a especiacdo de Se pela técnica de XANES deve ser aprimorada

para permitir a diferenciacéo das diferentes formas de Se.

Palavras chavesSincrotron, enriquecimento, Pleurotus ostreatus, Pleurotus djamor.

ABSTRACT

Mushrooms enrichment with different minerals have been shown to be an
effective way to combat food deficiency in some micronutrients. Among them, we have
selenium, which is essential for the functioning of various selenoproteins and perform
important functions for the humans. The aim of this study was to evaluate the
distribution and speciation of selenium in Pleurotus genus of mushrooms enriched with
this micronutrient. Thus, Pleurotus ostreatus and Pleurotus djamor mushrooms
enriched with selenium, they were analyzed using the techniquesX&F and
XANES, which are based on synchrotron light. Through the mapping done, it was

observed that there was a greater accumulation of selenium in the gills than other
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mushroom structures. The XANES analysis allows showing that Sbewas
accumulated mainly in reducedrms. The p-XRF technique proved efficient and
practical in the detection ofe in different parts of the mushroom. However, the
speciation of selenium by the XANES technique should be improved to allow the

differentiation of different forms of Se.

Key words: Synchrotron, enrichment, Pleurotus ostreatus, Pleurotus djamor.

1. INTRODUCAO

O Selénio §6 é um micronutriente essencial, requerido para o funcionamento
de diversas proteinas, as quais sdo conhecidas como selenoproteinas, dentre as mais
estudadas temos a Glutationa peroxidase, lodotironina deiodinase, Tioredoxina
redutase, Selenoproteina P e Selenoproteina W. As quais estdo envolvidas em funcdes
como a reducdo de peroxidos, a regulacdo da atividade do hormdnio tireoideo,
participacdo na regeneracdo da atividade antioxidante, dentre outras (PAPP et al., 2007,
RAYMAN et al., 2012).

A ingestdo de Se abaixo da dose recomendada, 55 pg Se d* para adultos (IOM,
2000), é uma realidade que afeta a bilhdes de pessoas (COMBS, 2001). Em algumas
regides, como no nordeste da China, a falta de Se no solo acarreta baixos teores deste
mineral em alimentos e como consequéncia baixa ingestdo desse elemento pela
populacdo, problema que é causativo de uma cardiomiopatia juvenil (doenca de Keshan)
e também de uma condrodistrofia (doenca de Kashdeck). Aumento da ingestédo
desse elemento nessas populacdes poderia resultar no melhoramento da saude publica e
reducao dos custos desta (BHATIA, 2013, WITKOWSKA, 2014).

Por outro lado, foram observados efeitos positivos, relacionados a
suplementacdo com Se, no tratamento de problemas que afetam a saide humana como
na Orbitopatia de Graves. Neste caso, a suplementacdo com Se testada em pacientes,
mostrou ser eficiente, diminuindo a progressdo da doenca e melhorando a qualidade de
vida dos pacientes (MARCOCCI et al., 2011).

Além disso, doses maiores que as requeridas devem ajudar a reduzir o risco de
cancer, especialmente no caso de cancer de prostata (FINLEY, 2007;

PONNAMPALAM, 2009).
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Alimentos enriquecidos com Se sdo mais efetivos em aumentar a atividade das
enzimas, como a glutationa peroxidase, quando comparados a ingestdo de outras formas
de Se (BERMIMNGHAM, 2014). Com esse intuito é que diversos autores tém
trabalhado com o enriguecimento com Se de fungos produtores de cogumelos
(ALONSO et al., 2003DA SILVA et al., 2010; DA SILVA et al., 2012; NUNES et al.,

2012; ASSUNCAO et al., 20}40s quais tém demonstrado uma maior capacidade de
absorver nutrientes do solo quando comparado com plantaZE{N, 2003
FALANDISZ, 2013).

Tao importante quanto conhecer as concentragcdes em que o Se se encontra em
determinados alimentos € o conhecimento das formas quimicas em que se encontra esse
micronutriente, ja que é fundamental para poder conhecer sua biodisponibilidade e
toxicidade (BHATIA, 2013).

O Se existe em muitas formas diferentes, ele pode ser encontrado em formas
inorganicas como selenito ou selenato, mas também em formas organicas como
selenometionina ou selenocisteina. Os fungos sédo capazes de absorver formas de Se
inorganico a partir do substrato e podem converté-los em compostos organicos contendo
Se (DA SILVA et al., 2010; ASSUNCAO et al., 2014), os quais estdo mais
biodisponiveis para absorcdo por humanos (RAYMAN et al., 2008; DA SILVA et al.,
2010; MADSEN et al., 2014).

Sabendo disso € que cada vez existe um maior interesse por novas técnicas e
ferramentas que permitam conhecer a composicdo de diversas amostras. O uso de
técnicas baseadas na luz sincrotron com objetivo de saber a especiacéo e distribuicado de
alguns elementos tém sido cada vez mais recorrente em plantas (BULSKA et al., 2006;
WANG et al., 2015), j& que uma das principais vantagens que possui essa técnica é nao
ocasionar danos na amostra, o que poderia resultar em alteragcbes na especiacdo dos
elementos estudados (CAREY, 2012; SARRET et al.,, 2013). Duas técnicas muito
utilizadas em plantas séo: X-ray absorption spectrometry (XAS), que é utilizada para
analisar a especiacdo quimica dos elementos e X-ray fluorescence (XRF), por meio da

qual é possivel conhecer a distribuicdo de elementos nas amostras. (ZHAO et al., 2014).

Porém, ndo tem sido referenciada a utilizacdo da luz sincrotron na analise da
composicdo de cogumelos, a qual poderia ser uma ferramenta de grande utilidade no
caso de enriqguecimento com algum micronutriente. Sabendo disso, é que o presente
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trabalho tem como objetivo conhecer a distribuicdo e especiacdo do Se em cogumelos
do género Pleurotus enriquecidos com esse micronutriente, utilizando a luz sincrotron

como ferramenta.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo e enriquecimento de cogumelos com Se

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Associacdes Micorrizicas, do
Departamento de Microbiologia (DMB), localizado no Instituto de Biotecnologia
Aplicada e Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
Vicosa, Minas Gerais.

Foram utilizadas duas espécies de fungos do género PleuPotastreatus
(Plo02) e P. djamor (Plol13). Esses isolados pertencem a cole¢do do Laboratério de
Associac¢des Micorrizicas / DMB / BIOAGRO / UFV.

O substrato utilizado para este experimento foi bagaco dedesataicar seco e
fragmentado (cerca de 2 cm), previamente tratado por 16 h em uma solucéo de 6xido de
calcio (cal) a 2 % e centrifugado a 1500 g por 5 min. Amostras de 300 g do substrato
foram acondicionadas em sacos de polipropileno. Cada pacote foi inoculado com 100 g
de semente-indculo de um dos trés isolados fungicos em teste. Apds inoculacdo foram
adicionados 10 mL de solucdo de selenito de s6dieS@@) de maneira que as
concentracdes finais fossem de 50 e 100 mg de Senkgsubstrato. Os pacotes foram
preparados em triplicata e incubados a 25 °C por 15 dias. ApOs esse periodo foram
submetidos a um choque térmico pela transferéncia desses pacotes para uma geladeira
com temperatura de 4 °C por 24 h, para induzir a frutificagdo (o aparecimento dos
primordios dos cogumelos). Em seguida, os pacotes foram transferidos para uma sala de
frutificacéo a 25 °C e umidade do ar de 70%.

Posteriormente, parte dos cogumelos foi armazenado em ultrafreezer a -86 °C, e

a outra parte desidratada.

2.2. Quantificacdo do teor de selénio nos cogumelos

2.2.1 Preparo da amostra para determinacéo de selénio

As amostras de 500 mg de cogumelos, secos e moidos, foram colocadas dentro
de um tubo fechado adicionado de 6 mL de acido nitrico @N@osicionados em um
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bloco de grafite (marca DigiPREP MS) aquecido a 65 °C overnight. Apos esse periodo,
foram adicionados 3 mL de perdxido de hidrogénigOdyle a temperatura do bloco de
grafite foi elevada a 120 °C. O conteudo resultante da digestao foi transferido a novos
tubos e o volume final foi completado para 10 mL utilizando agua ultra pura @Milli-
Millipore 18.2 MQ cm'?).

2.2.2 Determinacéo de Se

Para determinagcdo do teor de Se foi utilizada a técnica de espectrometria de
absorgéo atdmica acoplada ao tubo de grafiteAGE-Spectra 22BS).

A calibracdo do instrumento foi realizada de forma automatica pelo aparelho
utilizando uma solucéo de referéncia de 1000 $eg.. Os pontos de calibragdo
utilizados foram 100, 250, 500, 750 e 1000. Para determinacdo da concentragdo de Se
nas amostras digeridas foram introduzidas aliquotas dé& @& solucéo preparada e 7

L do modificador quimico (500 mgide Pd.

2.3 Distribuicao e especiacdo do Se: pu-XRF e XANES

2.3.1 Preparacéao de amostras
Para a andlise deXRF amostras de cogumelos frescos foram fixados

em solucdo FAA (formaldehido-acido acético-etanol), por 24 h. Apds esse periodo
foram desidratados por meio de incubagBes em concentracbes crescentes de alcool
etilico (70, 80, 95 %) trocando-as a cada 24 h. Posteriormente, cogumelos inteiros
foram emblocadas em historesina (marca: Leica), segundo o protocolo fornecido pelo
fabricante, e seccionadas manualmente (de aprox.. 2 mm de espessura). Também foram
realizadas secc¢des transversais manualmente (de aprox.. 2mm de espessura) de amostra:
de diferentes partes desses cogumelos (estipe, pileo e lamina).

Para medicdes pela técnica de XANES, amostras de 200 mg de cogumelos
inteiros desidratados e triturados foram compactadas em pastilhas de 3 mm de
espessura.

Os compostos de Se utilizados como padrdes para este estudo foram: selénio
elementar (St Sigma-Aldrich; 229865), selenito de sddio $8s5e Sigma-Aldrich;
214485), selenato de soédio @@aSe Sigma-Aldrich; S8295), L-selenometionina
(CsH11INO2Se, SeMet, Sigma-Aldrich; S3875),), L-selenocisteinaH{&N-0sSe,
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Sigma-Aldrich; 545996),) e Se(metil)-selenocisteina hidrocloi@aHsNO.Se-HCI,
Sigma-Aldrich; M6680). Cada um dos padrbes foi diluido em nitrato de boro, e
preparados em pastilhas pressurizadas de modo que cada uma delas contivesse

concentracdes entre 2 a 3% de Se.

2.3.2 Analises de p-XRF e XANES

As analises de p-XRF e XANES foram realizadas no Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS), Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais
(CNPEM), Campinas, Sao Paulo.

O anel de luz sincrotron do LNLS opera com um valor de energia dos elétrons

de 1.37 GeV e uma corrente nominal de 200 mA.

Para a obtencao dos espectros de XANES, foi feita a calibracdo em energias do
microfeixe de raios-X na borda K de Sedkk=12.658 keV). Os dados foram colhidos
desde- 80 a +100 eV relativos a borda 8eusando passos de 0,4 a 2 eV por um tempo
de 5 a 10 s. A média de 4 a 7 leituras foi utilizada para obter um sinal com o menor
ruido possivel para andlises posteriores, tanto dos padrdes de Se como das amostras de

cogumelos

Os espectros de pu-XRF, bem como os mapas elementares, foram analisados
usando o software PyMCA 5.1.1 (SOLE et al., 200@),programa avancado de ajuste
desenvolvido pelo ESRF.

A analise dos espectros de XANES foi realizada utilizando o programa ATHENA
incluido no pacote IFFEFIT de analise de espectros XAS (RAVEL e NEWVILLE,
2005). Apos normalizacéo dos espectros, analises por combinacao linear dos perfis das
bordas de absorcdo K dos espectros XANES para os padrdes, foram realizadas
utilizando os métodos do ATHENA e comparados com as amostras a fim de determinar

as possiveis formas de Se presentes.

3. RESULTADOS
Por meio do uso da técnica de p-XRF foi possivel obter um mapa com a
distribuicdo de Se nos cogumelos de P. ostreaRisljamor (Figura 1: B, D, F e)H
Também, mediante microscopia estereoscopica foram obtidas as respectivas fotografias
(Figural: A, C, E e G).



Dados dos espectros de varios compostos contendo Se foram coletados (Figura
2). Amostras dos padrdes de selenato, selenito, selenometionina, selenocisteina e metil
selenocisteina forma utilizados com objetivo de observar diferencas entre as bordas de
absorcéao de selenito e selenato, podendo ser possivel diferenciar claramente umas de
outras. Isto ndo é tao claro nos espectros de XANES dos compostos organicos os quais
apresentam bordas de absor¢cdo bastante proximas (Figura 2), o que dificulta a

diferenciacéo entre eles.

Figura 1 Cogumelos Pleurotus ostreatiBleurotus djamor enriquecidos com selénio,
intactos e suas partes (pileo e lamina), observados sob microscoépio
estereoscopico (A, C, E, G) e seus respectivos mapas U-XRF de Se (B, D, F, H),
mostrando, em vermelho, a presenca de selénio. Pleurotus ostreatus e suas
partes (A-D) e Pleurotus djamor e suas partes (E-H). p: pileo, I: lamina, e
estipe.
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Figura 2: Espectro obtidos por meio da técnica de XANES para os compostos de Se
usados como padrdes de referéncia.

Selenocisteina

Metil selenocisteina

Pleurotus djamor

]
1

Absorcio normalizad'i (u.a)

Pleurotus ostreatus

0 4

12640 12660 12680 12700
Energia (eV)

Figura 3. Espectros de XANES para cogumelos de Pleurotus enriquecidos em
diferentes doses de Se e alguns padroes de referéncia. De cima pra baixo:
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Houve uma oxidagdo dos padrdes quando analisados, isso foi evidenciado ao
observar um claro deslocamento dos picos nas diferentes leituras realizados. Os
espectros que mostraram oxidacédo ndo foram considerados na construcédo dos espectros

apresentados, tanto nos padrées como nas amostras (Figuras 2 e 3).

O resultado da combinacéo linear dos espectros obtidos pela técnica de XANES
mostrou que os cogumelos acumularam formas organicas de Se (Figura 3). Porém néo

foi possivel diferenciar as espécies neles presentes.

4. DISCUSSAO

Por meio da técnica de p-XRF foi possivel observar a distribuicdo do Se em
cogumelos de P. ostreat®. djamor enriquecidos com esse micronutriente (Figura 1).
Mostrando que existem altas concentracdes deste elemento nas laminas, quando
comparado com o pileo que mostra pouca fluorescéncia, indicando uma baixa
concentracdo deste elemento nessa estrutura. E quanto ao estipe, este possui uma
distribuicdo uniforme de Se, indicando que acumula Se, mas n&o em altas
concentracdes. No entanto, como o consumo de cogumelos é feito de forma integral
(inteiro), a distribuicdo do Se nao seria importante. Porém se o interesse for utilizar eles
para fabricar algum suplemento com altas concentracées deste micronutriente, poderia
se escolher quais regides do cogumelo utilizar com este fim. As duas espécies utilizadas
neste trabalho mostraram resultados similares em quanto a distribuicdo deste elemento
(Figura 1).

A técnica de XANES nos permitiu indicar o carater reduzido das formas de Se
encontradas na biomassa fungica de ambos os fungos estudados e em todos os
tratamentos (Figura 3). Os espectros dos compostos inorganicos mais oxidados
(selenato e selenito) apresentaram espectros com mais caracteristicas e, portanto, mais
facilmente distinguiveis. Porém, os padrdes organicos avaliados (selenometionina,
selenocisteina, e metilselenocisteina) apresentaram espectros com caracteristicas muito
semelhantes (Figura 2), o que dificulta a diferenciacdo entre eles. Esse mesmo problema
também foi observado por outros autores (BULSKA et al, 2006, SARRET et al), 2013

Os espectros das amostras dos dois cogumelos avaliados, em qualquer uma das

concentracdes nas quais eles foram enriquecidos com Se, apresentam espectros bastante
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semelhantes e com poucas caracteristicas (Figura 3). Porém, a energia na qual ocorre o
pico de absorcéo de raio X nos permite afirmar que o Se que se encontra na biomassa
fungica, em qualquer concentracdo e cogumelo avaliado, € uma espécie reduzida. O Se
fornecido aos fungos no seu substrato de crescimento na forma mais oxidada do
elemento (selenato) foi absorvido e assimilado por esses fungos em formas mais
reduzidas de Se. Percebe-se que o pico maximo de absor¢do de raio X estd ocorrendo

por volta de 12.660 eV, a energia de absorcao de formas orgéanicas e do Se elementar

Embora os picos de maxima absor¢cdo das amostras estejam realmente ocorrendo
em energias proximas das formas organicas de Se, ndo podemos afirmar que sejam
formas organicas, uma vez que nossos padrdes ndo permitiram um bom ajuste linear.
Uma grande diferenca que existe entre as amostras e os padrdes de formas organicas de
Se é o formato e o tamanho do pico de maxima absorcao, que é diferente entre eles. As
formas organicas de Se apresentam espectro com pico de maxima absor¢édo de tamanho

reduzido e ligeiramente mais largos em comparacao com as amostras.

Portanto, o que a analise de XANES nos permite afirmar é que esse Se fornecido
na forma de selenito foi absorvido e assimilado pelos fungos em formas mais reduzidas,
possivelmente formas organicas de Se. Mesmo em condicbes de elevadas
concentracdes, todo o Se absorvido foi assimilado em formas reduzidas de Se (Figura
3).

As analises realizadas permitiram determinar que os cogumelos de P. ejamor
P. ostreatus acumularamm espécies reduzidas de Se, porém, nao foi possivel distinguir
entre elas, devido a que 0s espectros organicos de Se apresentam bordas de absorcgac

proximas e poucas caracteristicas.

5. CONCLUSOES

O presente trabalho mostra a eficiéncia de usar técnicas baseadas na luz
sincrotron para determinar a distribuicdo de Se em cogumelos de Pleurotus. A técnica
de -XRF mostrou-se eficiente e pratica na deteccdo de Se nas diferentes partes do
cogumelo. Entretanto, a especiacdo de Se pela técnica de XANES deve ser aprimorada
usando novos padrdes que permitam a diferenciacdo das diferentes formas de Se
organico.
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CONCLUSAO GERAL

O enriquecimento de cogumelos das espécies de Pleurotus ostreatus, P. djamor
e P. cornucopiae quando cultivados em bagaco de cana-de-agUcar enriquecido com
selénio (Se) foi obtido com sucesso. Destaca-se P. djamor que foi quem apresentou
maior concentracdo de Se (142,9 uY @ também maior eficiéncia de absorcdo
(7,31%), sendo a espécie mais indicada no caso de producdo de cogumelos
enriquecidos.

Por meio da técnica de pu-XRF foi possivel observar a distribuicdo do Se em
cogumelos de P. ostreatws P. djamor enriquecidos com esse micronutriente,
mostrando que a parte das laminas dos cogumelos é onde se observa um maior acumulo
de Se, mostrando assim que estas estruturas poderiam ser as mais adequadas no caso d
querer obter algum suplemento alimentar derivado de cogumelos. Também pela técnica
de XANES foi possivel determinar esses cogumelos acumulam espécies reduzidas de Se
as que provavelmente correspondem a espécies organicas de Se, as quais se encontran
mais biodisponiveis para absorcdo. Técnicas complementares e novos analises com uma
maior variedade de padrdes de Se devem ser testadas com intuito de diferenciar os

compostos presentes nos cogumelos.
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