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RESUMO

O selénio é um elemento essencial para diversos processos bioquimicos do corpo
humano, sendo um elemento ativo nos mecanismos de defesa contra danos
oxidativos. Os cogumelos séo consumidos ha séculos, por muitas culturas como fonte
de alimentos devido a sua composicdo nutricional e suas caracteristicas
organoléticas. Além disso, possuem grande capacidade de absorver nutrientes, em
especial metais, dos substratos onde sao cultivados. O consumo de alimentos
enriguecidos tem demonstrado uma relacéo inversa a incidéncia de doencas cronicas
degenerativas e os efeitos do envelhecimento, beneficios potencias séo atribuidos ao
uso de antioxidantes na forma de suplementacdo. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a capacidade de absorcao de selénio por Pleurotus sajor-caju cultivado em
substrato suplementado com selénio como um potencial nutracéutico ou alimento
enriquecido. Pleurotus sajor-caju CCBO019 foi cultivado em substrato misto de palha
de bananeira com bagaco de malte (1:1), suplementado com selénio em
concentracoes de 3,2, 6,4, 12,8 e 25,4 mg/Kg de substrato. Em um primeiro momento
a influéncia da suplementacdo de selénio sobre os parametros produtivos do
processo, rendimento (R%), eficiéncia bioldgica (EF%) e produtividade (Pr) e a
capacidade de absorcéo de selénio pelos corpos frutiferos foram avaliadas. Os corpos
frutiferos que melhor absorveram selénio, sem alteracdo dos parametros produtivos
foram analisados quanto atividade antioxidante e as espécies de selénio presente.
N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os parametros produtivos do
processo quando os cultivos realizados em substrato sem suplementacéo de selénio
(controle) foram comparados com aqueles suplementados com 3,2, 6,4 e 12,8 mg/Kg,
apresentando, em média, R% igual a 27,66, EB% igual a 4,41 e Prigual a 1,57 x 103
g/g substrato.dial. No entanto, quando a concentracdo de 25,4 mg/Kg foi utilizada,
houve um reducao de 75,27%, 74,82% e 84,7% no rendimento, na eficiéncia biolégica
e na produtividade, respectivamente. O aumento da absorc¢éo de selénio pelos corpos
frutiferos de P. sajor-caju foi proporcional ao aumento da concentracdo de selénio no
substrato, apresentando uma concentracdo de 50,45 pg/g de selénio quando a
concentracéo no substrato era de 12, 8 mg/Kg, representando um aumento de 31
vezes em relacdo ao controle. Quanto a atividade antioxidante, P.sajor-caju
enriguecido com 12,8 mg/Kg de selénio apresentou atividade sequestrante do radical
DPPH de 41,44%, sem diferenca significativa em relagdo ao controle. Pelo método de
reducdo do ion férrico, observou-se que o enriqguecimento proporcionou o dobro da
capacidade antioxidante (16,75 mgAA/g) quando comparado ao controle (34,47
mgAA/g). A avaliacdo das espécies de selénio mostrou que P. sajor-caju possui a
capacidade de converter selénio inorganico em organico, apresentando uma
concentracdo de 40,61 pg/g de selenometionina nos corpos frutiferos. Esses
resultados mostram que Pleurotus sajor-caju possui atividade antioxidante, boa
capacidade de absorcéo de selénio e conversdo de selénio inorganico em orgéanico,
podendo ser utilizado como alimento enriquecido com potencial nutracéutico.

Palavras-chave: Selénio; Pleurotus sajor-caju; Atividade antioxidante; Nutracéuticos,
Cogumelos.



ABSTRACT

Selenium is na essential elementn for several biochemical processes in the human
body, being an active element in the defense mechanisms against oxidative damage.
Mushrooms have been consumed for centuries by many cltures as a food source due
to their nutritional composition and organoleptic characteristics. Furthermore, they
have a great capacity to absorb nutrientes, especially metals, from the substrates
where they are cultivated. The consumption of fortified foods has shown an inverse
relationship to th incidence of chronic degenerative diseases and the effects of aging,
potential benefits are attributed to the use of antioxidants in th formo f supplementation.
Thus, the objective of this work was to evoluate the selenium absorption capacity by
Pleurotus sajor-caju cultivated in substrate supplemented with selenium as a potencial
nutraceutical or enriched food. Pleurotus sajor-caju CCB019 was cultivated in mixed
substrate of banan straw with malt bagasse (1:1) supplemented with selenium at
concentrations of 3,2. 6,4, 12,8 e 25,4 mg/Kg of substrate. At first, the influence of
selenium supplementation of productive parameters of the process, yield (Y%),
biological efficiency (BE%) and producivity (P) and the capacity of selenium absorption
by fruit bodies were evaluated. The fruit bodies that better absorbet selenium without
changing the production parameters, were analyzed for antioxidante activity and
selenium species present. There war no statistically significant difference between the
productive parameters of the process when the cultures carried out in substrate without
selenium supplementation (control) were compared wiht those supplemented whit 3,2,
6,4 e 12,8 mg/Kg presenting on average Y% 27,66, BE% 4,41 and P 1,57 x 103 g/g
substrate.day. However, when tha concentration of 25,4 mg/Kg was used, there was
reduction of 75,27%, 74,82 and 84,7 in yield, biological efficiency and productivity,
respectively. The increase in the absorption of selenium by the fruit bodies of Pleurotus
sajor-caju war proportional to the increase in the concentration of selenium in the
substrate whit a concetration of 50,45 pg/g of selenium when the substrate was
supplemented with 12,8 mg/Kg representing a 31 fold increase over the control. A for
the antioxidante activity, P. sajor caju enriched com 12,8 mg/Kg of selenium presented
DPPH radical scavenging activity of 41,44% with no significant difference in ralation to
the control. By the ferric ion reduction method, it was observed that the enrichment
provided twice tha antioxidante capacity (16,75 mgAA/g) when compared to the control
(34,47 mgAA//g). The evaluation of selenium species showed that Pleurotus sajor-caju
has the capacity to convert inorganic selenium to organic, presenting a concentration
of 40,61 pg/g of selenomethinine in the fruit bodies. These results show that Pleurotus
sajor-caju has good antioxidante activity, good selenium absorption capacity and
conversion of inorganic to organic selenium, and can be used as food enrichd with
nutraceutical potential.

Keywords: Selenium; Pleurotus sajor-caju; Antioxidant activity; Nutraceuticals;
Mushrooms
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1 INTRODUCAO

Em 1817, o quimico sueco Jons Jacob Berzelius descobriu 0 selénio, entretanto
somente em 1957, Schwarz e Foltz reportaram a essencialidade deste mineral para
0s animais. Apos vinte anos aproximadamente, foi constatado que o selénio faz parte
do sitio ativo da enzima glutationa peroxidase (GPx), a qual é essencial para prevenir
a producéo de espécies reativas ao oxigénio (ERQO’s) (COMINETTI e COZZOLINO,
2009).

O selénio é um elemento essencial para diversos processos bioquimicos do
corpo humano, podendo ser encontrado em duas formas: inorganica e organica. As
formas inorganicas selenito (SeO(OH):) e selenato (SeO2(OH)2) sd&o menos
biodisponiveis que as formas organicas chamadas de selenoproteinas, que séo
compostas por aminoacidos analogos ao aminoacidos sulfurados cisteina e metionina,
denominados selenocisteina e selenometionina (ALMONDES et al.,, 2010). A
absorcdo das formas organicas € de 90-95%, enquanto a absorcdo das formas
inorgénicas é inferior em cerca de 10% (BODNAR et al., 2012; PIECZYNSKA e
GRAJETA, 2015).

De acordo com a FAO/OMS (2001) a ingestdo recomendada de selénio é de
55 pg/dia, e sua deficiéncia ocorre a partir de ingestao inferior a 40 ug/dia, como
observado em alguns paises como Nova Zelandia e no nordeste e centro-sul da China
onde sdo notaveis as quantidades muito baixas de selénio no solo (COMBS, 2001).
No Brasil a ANVISA segue as determinacdes da FAO/OMS. A quantidade deste
mineral presente nos alimentos depende diretamente da concentragdo do mesmo no
solo (MARTENS e COZZOLINO, 2012). Solos com concentracao de selénio em torno
de 0,05 ug/g tendem a proporcionar dietas deficientes neste mineral, enquanto solos
com concentracgdo superior a 5 ug/g do mineral contribuem para intoxicagao de selénio
nos seres humanos (OLDFIEL, 1999).

O selénio encontra-se difundido no corpo humano em varios tecidos (musculo
esquelético, sangue, glandula tireoide, cérebro, figado e rins) e €& um
elemento ativo nos mecanismos de defesa dos organismos contra danos oxidativos
(BODNAR et al., 2012). Funciona como um agente antimutagénico, prevenindo a

transformagao de células normais em malignas (ALMONDES et al., 2010). De maneira
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geral, o selénio funciona como um importante centro redutor, principalmente na
atuacao contra radicais livres. Também atua auxiliando na regulacéo da sintese do
hormonio da tiredide, por meio das selenoproteinas que fazem parte da glandula da
tireoide, protegendo-a de danos oxidativos (VENTURA, 2017). O selénio também
possui relevancia na reducéo dos efeitos da intoxica¢do por metais como Cd, Hg, Ag,
Pb e Cu pela formacdo de vinte e um complexos inertes com estes elementos
(YAMASHITA et al., 2011). Varios estudos realizados salientaram a importancia do
Selénio nas doencas oncologicas (MUECKE et al. 2014), principalmente devido &s
selenoproteinas, que previnem a ativacao da oncogénese e a diferenciacdo de células
cancerosas, por meio da eliminacéo de espécies que danificam o DNA, as espécies

reativas de oxigénio e eicosanoides promotores de tumor ( BARTOLINE, et al., 2017)

Por outro lado, os cogumelos sdo consumidos ha séculos, por muitas culturas
como fonte de alimentos devido a sua composi¢cdo nutricional e suas caracteristicas
organolépticas (KALAC, 2013; HOA et al., 2015; SHARIF et al., 2017). Sao ricos em
minerais, vitaminas, fibras e aminoacidos, possuem baixo valor energético e, além
disso, produzem como metabdlitos secundarios, compostos fendlicos que sao
potenciais antioxidantes (STEFANELO et al., 2014) sendo, portanto, um alimento
recomendavel para uma dieta saudavel. Outra caracteristica importante dos
cogumelos é sua capacidade de absorver nutrientes, em especial metais, dos
substratos onde sé&o cultivados (WITKWOSK, 2014). Segundo a FAO (2017), a China
teve um consumo de cogumelos superior a sete milhdes de toneladas, que se da
principalmente pela procura de alimentos que tragam beneficio a saude. Os quatro
paises com maior consumo de cogumelos no mundo s&o: China, seguido da lItalia,

Estados Unidos e Noruega.

Dentre os cogumelos cultivados comercialmente, os do género Pleurotus séo
caracterizados pelo seu rapido crescimento e facilidade de cultivo (BONATTI, 2004),
podendo crescer em uma ampla gama de residuos agroindustriais (POPPE, 2004).
Segundo a Associacdo Nacional de Produtores de cogumelos (ANPC), o género
Pleurotus, € o segundo mais comercializado no mundo, representando 25% da

producao, e no Brasil, representando 16% da producéo.

A capacidade de absor¢cdo de minerais por fungos do género Pleurotus,

inclusive o selénio, j& vem sendo reportada por alguns autores (BHATIA et. al., 2013;



MILOVANOVIC et. al., 2014). Desta forma € possivel o enriquecimento dos cogumelos
deste género, por meio da suplementacdo do substrato de cultivo com selénio. A
incorporacao de selénio torna os cogumelos um alimento enriquecido, que alia as ja
conhecidas propriedades nutracéuticas do género Pleurotus com os beneficios do

selénio.

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de absor¢ao de selénio por
Pleurotus sajor-caju cultivado em substrato adicionado de selenito de sdédio, sua
melhora na capacidade antioxidante e a especiacéo do selénio nos corpos frutiferos

como um potencial alimento enriquecido ou nutracéutico.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de absorgao de selénio por Pleurotus sajor-caju cultivado
em substrato adicionado de selenito de sédio e a especiagao do selénio nos corpos

frutiferos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar o rendimento e a eficiéncia bioldgica de Pleurotus sajor-caju
cultivado em substrato adicionado de diferentes concentracdes de selenito de
sédio;

. Determinar a produtividade de Pleurotus sajor-caju cultivado em

substrato adicionado de diferentes concentragdes de selenito de sodio;

. Determinar a capacidade de absor¢ao de selénio por corpos frutiferos
de Pleurotus sajor-caju cultivados em substratos adicionados de diferentes

concentragdes de selenito de sédio;

. Comparar a capacidade antioxidante in vitro de extratos obtidos de
corpos frutiferos de Pleurotus sajor-caju cultivados na auséncia e presenca de

selenito de sdédio;

. Conhecer a especiacdo do selénio nos corpos frutiferos de Pleurotus

sajor-caju cultivados na presenca de selenito de sédio.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 SELENIO

3.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas e métodos de obtencéo

O selénio encontra-se ao lado do enxofre (S) na tabela periddica devido a sua
similaridade quimica. O selénio forma compostos organicos e inorganicos e pode ser
encontrado no estado de oxidacdo reduzido (Se?, seleneto), elementar (Se®) e
oxidado (Se*4, Selenito e Se*®, Selenato) (POLATAKKO et al., 2006).

O selénio pode ser encontrado em diferentes tipos de solos, em quantidades
bastantes distintas. Areas litorAneas possuem maior concentracio deste mineral e as
rochas com elevadas concentra¢des de basalto e granito sdo mais pobres em Selénio.
Ja as rochas vulcanicas incandescentes, as calcarias e as de carvao possuem uma
maior concentracdo deste mineral (COMINETTI e COZZOLINO, 2009). O teor e a
forma de selénio nos solos dependem do pH, do potencial redox e da composi¢céo

mineral do meio, além da fertilizacdo artificial e das chuvas (LYONS et al., 2007).

Em solos, as formas inorganicas selenito e selenato predominam (KOPSELL e
KOPSELL, 2007). Nos alimentos, pode ser encontrado nas formas inorganicas e
organicas, predominando as formas organicas de selenometionina e selenocisteina,
cujas formas quimicas estdo apresentadas no Quadro 1 (NAVARO-ALARCON et al.,
2008).

Quadro 1 — Formas quimicas do Selénio.

Composto Abreviatura Forma Quimica

Selenito Se (IV) Se0s?

Selenato Se (VD) Se042

Selenocisteina SeCys HOOCCH(NHz2)CH2-Se-H
Selenometionina SeMet HOOCCH(NH2)CH2CH2-Se-CHs

Fonte: Adaptado de ZORZETTO (2017).



3.1.2 Recomendacdao diaria e toxicidade

A ingestdo diaria recomendada de selénio é baixa, e por mais que haja
diferencas entre as agéncias regulamentadoras (Quadro 2), observa-se que a
essencialidade deste elemento é pequena. O Brasil de acordo com a RDC 269/2005
da ANVISA, segue as orienta¢gbes da FAO/OMS (BRASIL, 2005).

Quadro 2 - Valores recomendados de consumo diario de selénio de acordo com cada agéncia
regulamentadora (ug Se dia-1).

Idade Homens Mulheres Gravidas Lactentes
FNB** FAO* FNB FAO FNB FAO FAO FNB

Nasgimggéc; até 6 15 6 15 ) ) ) ]

7 - 12 meses 10 20 10 20 - - - -

1-3anos 17 20 17 20 - - - -

4-6 anos 22 - 22 - - - - -

4 — 8 anos - 30 - 30 - - - R

7-9 anos 21 - 21 - - - - -

9 - 13 anos - 40 - 40 - - - -

10-18 anos 32 - 26 - - - - -
14 — 18 anos - 55 - 55 28-30 60 35-42 70
19 — 50 anos - 55 - 55 28-30 60 35-42 70

19 — 65 anos 34 26 - - - - -
51+ anos - 55 - 55 - - - R
65+ anos 33 - - 25 - - - -

* Food and Agriculture Organization for World Health Organization (FAO/OMS), 2001.
** Food and Nutrition Board (FNB), 2000.

A toxicidade e a biodisponibilidade dos compostos de selénio tém relagdo com
sua forma quimica e concentracdo. No meio ambiente, os ions selenato e selenito sdo
espécies altamente solUveis em agua e por isso sao toxicas para sistemas biolégicos
mesmo em baixas concentracdes. Por sua vez, o selénio elementar (Se®) é uma
espécie insollivel em agua e ndo apresenta toxicidade para os sistemas bioldgicos.
Em contrapartida, os selenetos (Se?) sdo espécies altamente toxicas e reativas,
porém sdo rapidamente oxidadas a Se® (WACHOWICZ et al., 2001).
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Embora o selénio seja um mineral essencial, a diferengca entre 0s niveis
essenciais e toxicos do selénio é bastante estreita. A dose maxima admissivel esta
fixada em 300-400 pg/dia e a dose letal média varia entre os valores de 1,5 e 6 mg/Kg
de peso corporal para a maioria dos compostos de selénio e espécies animais. A
intoxicag&o por selénio € chamada selenose e o sistema nervoso central parece ser o
orgao-alvo (Figura 1). No entanto, o figado, o coracdo e os pulmdes podem também
ser afetados (ALEXANDER, 2015).

Figura 1 - Diagrama de consumo de selénio (ug Se dia-1): essencialidade, deficiéncia e toxicidade.

ug Sedia?

1000 —— TOXICIDADE

* Perdade brilho das unhas e cabelos

—4 * Disturbios gastrointestinais

Erupgdo cutanea

800 — 1 — e Halito com odor de alho

Fadiga

Irritabilidade

Anormalidades no sistema nervoso central

600 SELENOSE

400 — T — ESSENCIALIDADE

* Produgdo do hormonio da tireoide

* Funcionamento apropriado do Sistema imunoldgico

* Diminuicdo da propensdo ao desenvolvimento do cancer de

200 pulm3o, colo de Utero e préstata

DEFICIENCIA
} * Envelhecimento precoce
* Aumento de doencas cardiovasculares
e Alzheimer
* Doengas degenerativa
HIPOSSELENIMIA

Modificado de KUBACHKA (2015).

A toxicidade do selénio ndo depende somente da forma quimica e da
guantidade do elemento consumido, mas também de uma variedade de outros fatores
gue incluem a idade, estado fisiologico, a nutricdo e a rota de administracdo. Estudos
de sua toxicidade em animais sao alvos de pesquisa, entretanto o0 mecanismo celular
ou molecular ndo esta totalmente compreendido. Ha estudos que propdem que a
toxicidade pode estar relacionada com a interacdo do selenito com a glutationa para
formar trisulfetos de selénio, o que leva a formacao de superoxidos toxicos e peroxido
de hidrogénio (TINGGI, 2003).



A FNB/OMS (2000) também propde valores guia para 0 consumo maximo

toleravel de selénio, como mostrado no Quadro 3 abaixo:

Quadro 3 - Valores maximos toleraveis de selénio (ug dia-1).

Idade Homens Mulheres Gravidas Lactantes

Nascimento até 6 meses 45 45 - -
7 — 12 meses 60 60 - -
1-3 anos 90 90 - -
4 — 8 anos 150 150 - -
9 - 13 anos 280 280 - -

14 — 18 anos 400 400 400 400

19 + anos 400 400 400 400

Institute of Medicine (IOM), 2000.

3.1.3 Selénio como bhionutriente.

O selénio é mineral essencial para o metabolismo de humanos e de animais e,
como observado, o interesse em seu estudo pela comunidade cientifica vem

aumentando nos ultimos anos.

Em 1973 foi descoberto que o selénio € essencial para a formacéo da proteina
glutationa peroxidase (GPx), fazendo parte do sitio ativo desta enzima (ROTRUCK et
al.,, 1973). Sua importancia na dieta humana foi reconhecida em 1979, quando o
mineral foi utilizado em um paciente com distrofia muscular em uso de dieta parenteral,
e observou-se uma melhora no quadro clinico (COMINETTI e COZZOLINO, 2009). No
mesmo ano, 0 Keshan Disease Research Group confirmou o efeito do selenito de
sédio na prevencdo da doenca de Keshan, uma cardiomiopatia que atinge criancas e
mulheres jovens com alta incidéncia em algumas regifes aridas da Australia, da
China, da Coréia do Norte, Nepal e Tibete onde o solo é extremamente pobre nesse
elemento (CHEN et al., 1980; YANG, 1993). A partir desse momento uma nova
dimenséo das propriedades do selénio foram apontadas, muito diferente da Unica que

durante muitos anos |he tinha sido atribuida que era a de ser um elemento toxico.
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Passou a ser reconhecido como um elemento essencial para o
desenvolvimento e metabolismo dos mamiferos, com importantes funcbes na
protecdo antioxidante contra danos causados por radicais livres em membranas
celulares, lipoproteinas e acidos nucléicos, na reproducdo masculina e no normal
desempenho do sistema imune (ALEXANDER, 2015).

As melhores fontes de selénio ndo s&o necessariamente as de maior
biodisponibilidade, como observado nos vegetais, que em geral sdo pobres no
mineral, entretanto apresentam uma biodisponibilidade elevada, variando de 85 a
100%. Nos pescados, que também sé&o boas fontes de selénio, a biodisponibilidade
varia de 20 a 50%. Alguns pesquisadores relacionam esta baixa biodisponibilidade a
interacdo do selénio com o metal mercario (Hg) que pode estar presente nesses
alimentos (ORTUNO et al., 1997; MARTENS et al., 2012).

Assim sabe-se que alimentos proteicos incorporam melhor o selénio,
principalmente aqueles que contém os aminoacidos sulfurados cisteina e metionina.
Carnes bovinas, frangos, peixes e ovos também apresentam uma quantidade
significativa do mineral, ja os leites e derivados dependem do animal e quantidade de
gordura, pois se observa que quanto maior a quantidade de gordura menor a
concentracéo de selénio (NAVARRO ALARCON e CABRERA-VIQUE, 2008).

O selénio é absorvido a partir dos alimentos apenas sob a forma de compostos
inorganicos, como selenitos e selenatos, ou quando esta incorporado em ligacdes
organicas, onde existe como analogo de aminoacidos sulfurados, principalmente,
selenometionina (SeMet) e selenocisteina (SeCis) sendo, por isso, produto direto da
incorporacao de selénio em aminoacidos em substituicdo do enxofre. O percentual de
absorcéo das formas organicas de selénio € de 90 a 95%, e inferior a 10% nas formas
inorgénicas (BODNAR et al., 2012; PIECZYNSKA e GRAJETA, 2015).

A Figura 2 mostra o0 metabolismo do selénio em sua diferentes formas

proveniente da dieta, suas vias de excrecéo e assimilagéo.



Figura 2 - Mecanismo metabdlico de selénio da dieta de humanos. SeMet (selenometionina), SeCys

(selenocisteina), GSSESG (selenodiglutationa).

Incorporagao Metabolismo
SeMet = = |ndo- ifi
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Dieta " s .
. leni
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1 enzima 'f-liase“\‘l P g
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' - Serina-tRNAYGA
enzima B-liase ~— “ o
CH,SeH » HSePO,* -j— Selenoproteinas
» . 0 .
- . (}q _ Sintese de
Metilacdo | (CH,),Se (respiragio) ~=H202+0; selenoproteinas

of Selenoagucar

(CH,);Se* (urina) (urina)

Modificado de RAYMAN; INFANTE; SARGENT (2008).

A composicdo da alimentacao diaria também € significativa, uma vez que estes
podem causar efeitos sinérgicos ou antagOnicos. Alimentacdes diarias ricas em
proteinas de baixa massa molecular e vitaminas (principalmente A, C e E) possuem
biodisponibilidade aumentada, alimentacdes diarias com uma elevada concentracao
de metais pesados (cadmio, chumbo, arsénio e mercario) diminuem a
biodisponibilidade desse elemento (BODNAR et al., 2012; ALEXANDER, 2015).

Diversos trabalhos na literatura assumem, portanto, que a ingestéo de selénio
pode variar entre uma dose diaria deficitaria menor que 40 pg até niveis toxicos
superiores a 400 pug (FORCYDE, 2007).

A propriedade antioxidante do selénio esta relacionada as glutationas
peroxidases (GPx) que sédo dependentes desse mineral. As GPx agem na protecao
celular contra os danos provocados por radicais livres, juntamente com um sistema
antioxidante complexo que envolve outras substancias (HOLBEN e SMITH, 1999). Em
células e tecidos humanos foram identificadas 25 selenoproteinas que desempenham
papéis fundamentais no sistema imunoldgico, reduzindo infec¢des virais (RAYMAN,

2012). O Quadro 4 traz as principais selenoproteinas em humanos e suas funcdes.
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Quadro 4 - Principais selenoproteinas humanas e as suas funcodes.

Selenoproteinas

Funcao

Glutationa peroxidases (GPx)

Enzimas antioxidantes

GPx1 (citosélica)

Antioxidante no citosol celular; reserva de selénio

GPx2 (gastrointestinal)

Antioxidante no trato gastrointestinal

GPx3 (rim e plasma)

Antioxidante no espaco extracelular e plasma

GPx4 (vérios tecidos)

Atua protegendo as membranas da degradacéo
peroxidativae. Importante na fertilidade masculina

GPx5

Desconhecida

GPx6 (olfativo)

Pode atuar como antioxidante e apenas se encontra
presente em embrides e epitélio olfativo em adultos.

Tireodoxina redutase (TRx)

TR1 (citoplasma/ nucleo)
TR2 (mitocondrial)
TR3 (especifico do testiculo)

Desempenham o papel antioxidante e controlam o
potencial redox intracelular. Diminuem a concentracdo
de tiorredoxina (TR1 e TR2). Atuam como cofator no
crescimento de células, na sintese de DNA e inibicao da
apoptose.

lodotironinas desiodases

Tipo D1 (tiroide, figado, rim).
Tipo D2 (cérebro, pituitaria,
musculo, ouvido, coracao)

Tipo D3 (cortex cerebral, pele,
placenta)

Producéo ativa do hormdnio tireoide T3 e T3 reversa
(rT3). Atuam na sintese da forma ativa do horménio
tireoide T3 (DIO1 e DIO2) e na inativacdo (DIO3).

Selenoproteina S

Localizada no reticulo endoplasmético, faz a regulagéo
da inflamagéo.

Selenoproteina P

Proteina de transporte de selénio do figado para outros
tecidos. Antioxidante no endotélio. Constitui mais de
50% das reservas plasmaticas de Se.

Selenoproteina N

Desenvolvimento muscular adequado. Proliferacédo
celular, sinalizacdo redox, homeostase do calcio.

Selenoproteina K

Possivel atividade antioxidante e de desenvolvimento.
Presente no bago, células imunoldgicas e reticulo
endoplasmatico.

Selenoproteina W

Antioxidante em células de cancer de pulmao humano,
protege o mioblasto em desenvolvimento de ligagéo de
calcio.

Selenoproteina H

Regulacédo genética da sintese de glutationa, fator de
transcricdo, aumento da viabilidade celular. Presente no
baco, cérebro e nucleo.

Selenoproteina R

Antioxidante, metabolismo da metionina e reparacéo de
proteinas. Reduc¢&o do grupo sulfoximetil. Presente no
rim e figado.

Selenoproteina M

Encontrada no cérebro e reticulo endoplasmatico, tem
atividade antioxidante e participa do enovelamento de
proteinas.

Selenofosfato sintetase 2 (SPS2)

Sintese de selenofosfato para a sintese de
selenoproteinas, biossintese de selenocisteina.
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15 kD Selenoproteinas (Sel 15) Protecdo anticancer?

Adaptado de Mehdi et al. (2013) e Beckett e Arthur (2005).

Dentre as selenoproteinas as GPx sdo as mais conhecidas. Compdem uma
familia de enzimas que contém selenocisteina como centro ativo e desempenham um
papel importante na desintoxicacdo de varios hidroperoxidos, bem como na protecao
celular contra o estresse oxidativo (LOPEZ HERAS et al., 2011).

A familia de GPxs deve ser particularmente focada porque a atividade
inapropriada de GPxs tem sido relatada como um fator que se correlaciona fortemente
com a deficiéncia nutricional de selénio, que contribui para o estresse oxidativo e,
portanto, o surgimento de doencas, incluindo desordens neuronais Dentre as oito
enzimas descritas nesta familia, cinco (GPx1, GPx2, GPx3, GPx4 e GPx6) séo
selenoproteinas, e estdo envolvidas na desintoxicacdo de perdxido de hidrogénio e
hidroperéxidos lipidicos, entre outros tipos de espécies reativas. Nestas reacdes, 0
tripeptideo glutariona reduzida (GSH) € utilizado como agente redutor (ELLWANGER,
et al., 2016).

A GPx funciona convertendo a glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada
(GSSG), removendo H20: (peroxido de hidrogénio) e formando agua (Figura 3). Além
disso, a GPx converte lipoperéxidos (ROOH) em élcool (ROH) e outras substancias
inertes (Figura 4) (SURAI, 2006).

Figura 3 - Reacédo de converséo de lipoperdxidos em alcoois.

GSH-Px
2GSH + H202 - " GSSG + 2 H20

Figura 4 - Reacéo da reducéo da glutationa peroxidase.

GSH-PxM
ROOH + 2GSH — > GSSG + H20 + ROH

A GPx 1 é encontrada no citosol de todas as células do corpo e, além de sua

funcéo antioxidante, parece ser uma forma de armazenar selénio no organismo e € a
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primeira enzima a ser afetada pela deficiéncia de selénio. A GPx 2 localizada
predominantemente nos tecidos gastrointestinais e figado protege contra danos
oxidativos. A GPx 3 representa de 10 a 30% do selénio encontrado no plasma e no
fluido extracelular. A GPx 4 atua sobre peroxidos de residuos de acidos graxos nas
membranas e lipoproteinas reduzindo, também, o hidroperdxido da timina, formado
como consequéncia do ataque dos radicais a base timina do DNA (RAYMAN, 2000).
A GPx 4 tem como funcdo proteger as membranas das células contra a acédo de
hiperoxidos de acidos graxos e também reduzir a formacdo de hiperoxidos de
colesterol e de éster de colesterol nas membranas e lipoproteinas de baixa densidade
(LDL). Também é importante para a fertilidade masculina e maturacéo, funcéo e
motilidade do esperma. A GPx 6 esta presente no embrido e no epitélio olfatorio, seu

papel permanece desconhecido (MEHDI et al., 2013).

Na tireoide, a GPx3 vai desenvolver a sua acao protegendo as células da
tireoide do H202 que vai ser utilizado posteriormente pela peroxidase da tireoide na
sintese de T3, T4 e iodeto de tireoglobulina (RAYMAN, 2012).

As selenoproteinas tém um papel importante na acao antioxidante que reduz o
aparecimento de doencas oncoldgicas e a gravidade de doencas infeciosas, por meio
da diminuicdo das espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (MAYNE, 2013). As ERO’s
sdo moléculas instaveis (radicais livres e perdxidos) extremamente reativas capazes
de transformar outras moléculas (como proteinas, hidratos de carbono, lipideos e
acidos nucleicos) com as quais colidem provocando inUmeras patologias. O poder
antioxidante das selenoproteinas vai desempenhar um papel fundamental para

combater as ERO’s ou as irregularidades por elas causadas (WEEKS et al., 2012).

Devido as suas propriedades redox e nucleofilicas Unicas, a GPx esta envolvida
na defesa celular contra a acao toxica de xenobidticos, oxirradicais, salinidade, acidez,

bem como contra os cations de metal (DOGAN et al., 2016).

Estudos recentes mostram que o baixo consumo de selénio pelas populagbes
europeias, aumentou a incidéncia de cancer colorretal (WITKOWSKA, 2014). Estudos
sugerem que o selénio pode reduzir os riscos de diferentes formas de cancer, porém
a natureza complexa do selénio em relacdo a prevencdo desta doenca mostra que

seu mecanismo nao esta totalmente elucidado (LOPEZ HERAS et al., 2011).
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Uma adequada ingestao de selénio é importante, independentemente da idade.
Estudos mais recentes tém mostrado que a deficiéncia de selénio pode contribuir para
o declinio cognitivo em pessoas idosas, além de haver uma associacdo com o0
estresse oxidativo observado em pacientes com Alzheimer e diabetes tipo 2
(CARDOSO et al., 2010; RAYMAN, 2012). Além disso, varios estudos demonstraram
gue suplementacdo com selénio (80 ug ou 200 ug por dia de selenito de sédio ou
selenometionina) € eficaz contra Tireoidite de Hashimoto, a forma mais comum de
doenca tireoidiana autoimune. Estudos mostram também que a suplementacdo de

selénio tem acgéo imunoestimulante (RAYMAN et al., 2012).

Outro estudo mostrou que a concentracao plasmatica em selénio inferior a 135
Hg/L em pacientes infectados com HIV aumentam o risco significativamente (3 vezes
maior) de desenvolver infecbes bacterianas (entre elas tuberculose) quando
comparados agueles pacientes que possuiam maiores concentracfes em selénio
(SIGEL et al., 2013).

De acordo com evidéncias clinicas, a suplementacdo com selénio ndo impede
o desenvolvimento de cancer, mas reduz a sua taxa de ocorréncia e diminui a taxa de
mortalidade associada. Um estudo realizado com individuos saudaveis e doentes
oncoldgicos que receberam 200 ug de selénio durante um periodo de 12 semanas
revelou que o teor em selénio no plasma era 15% superior no primeiro grupo
(BODNAR et al., 2012).

Sayehmiri et al. (2018) em seu estudo de meta-analise demonstrou que o
selénio tem um importante papel contra o desenvolvimento de Cancer de préstata e

na sua progressao em estagios avancados.

3.1.4 Nutracéuticos, alimentos funcionais e enriquecimento de alimentos com selénio

O termo nutracéutico, refere-se como sinbnimo de suplementos alimentares,
sendo este termo reconhecido pela ANVISA. De acordo com as regulamentagcdes
existentes, 0s nutracéuticos nado podem ser definidos como alimentos ou

medicamentos, mas sim como suplementos alimentares que possuem beneficios para
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manutencdo da saude especialmente em situacdes de condicbes patoldgicas
especificas (QUAGLIARIELLO et al., 2018).

Com a melhor compreensdo dos mecanismos da nutrigendmica, nutrigenética
e nutracéuticos foi possivel a identificacdo de superalimentos capazes de condicionar
favoravelmente a expressao génica. Com isso 0s nutracéuticos assumem o papel de
moduladores celulares funcionais capazes de garantir a otimizacdo dos processos
fisiologicos além de serem fonte de moléculas capazes de reverter alteracdes
epigenéticas e regular ativamente a expressdo génica e molecular, prevenindo
também doencas crénico-degenerativas devido a modulacdo epigenética (DIVELLA,
et al., 2020).

A comercializacdo de nutracéuticos no Brasil, pode ser feita na forma de
capsulas. Esse processo € regido pela RDC n° 166 da ANVISA de 2017 (BRASIL.
2017), que regulamenta o processo de encapsulamento do alimento, e a RDC n° 2 da
ANVISA de 2002 (BRASIL, 2002) que regulamenta o encapsulamento do bioativo do

extrato do alimento.

Os estudos sobre o uso de compostos naturais presentes nos alimentos
nutracéuticos ou funcionais para prevencdo de varias doengcas e manutencdo da
saude vém aumentando. Dentre os alimentos, os cogumelos possuem compostos
naturais, ja conhecidos por proporcionarem beneficios a satde humana diminuindo o
risco de doencas (ALVES et al., 2012; MIRCEA et al., 2015), pelo seu valor nutricional
além de propriedades antienvelhecimento, anti-infeccioso, redutor do colesterol e
pressdo arterial e, também, do nivel de acucar no sangue (REIS et al., 2017). Esses
beneficios se dao principalmente pela presenca de compostos fendlicos,
polissacarideos, terpenos e esteroides (ZHANG, et al., 2020; SUN et al., 2017;
HELENO et al., 2015; LIM; YIM, 2012; PREETI et al., 2012).

Os cogumelos sdo corpos de frutificacdo de fungos do filo Basidiovicota que
dao origem a uma variedade de produtos farmacoldgicos, principalmente devido as
suas propriedades medicinais. Os suplementos dietéticos elaborados a partir desses
fungos s@o exemplos destes produtos, sendo compostos por 80% dos corpos de
frutificacdo (CHANG, 2008; NGAI e NG, 2003)

Mridu e Atri (2017) realizaram a caracterizagao nutricional e nutracéutica de

trés cogumelos silvestres comestiveis (Calocybe gambosa, Lentinus squarrosulus e
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Podaxis pistillaris) evidenciando sua utilizagdo como constituinte de suplementos
alimentares e fontes de componentes nutracéuticos devido a presenca de metabolitos
secundarios com acdo antioxidante, entre eles fendis, flavonoides e alcaloides.
Kanagasabapathy (2011) analisou a atividade antioxidante de Pleurotus sajor-caju por
diferentes métodos, demonstrando que essa espécie possui atividade antioxidante,
podendo ser usado como um potencial nutracéutico. Finimundy (2018) avalia que
Pleurotus sajor-caju pode emergir como um potencial nutracéutico, e sugere sua
utilizagdo como suplemento nutricional junto ao cancer colorretal, associado a terapia

de tratamento convencional.

De maneira geral, Pleurotus spp. podem ser utilizado como alimentos
funcionais em trés vias: como um agente fortificante, como potencializador do valor
nutricional dos alimentos, como substituto de ingredientes proteicos que compde
alguns alimentos como frangos processados e ingredientes prébioticos que estimulam
0 crescimento da microbiota intestinal como as beta-glucanas e fibras alimentares
(LAVVELLI et al., 2018).

O consumo de alimentos enriquecidos tem demonstrado uma relagdo inversa
a incidéncia de doencas cronicas degenerativas e os efeitos do envelhecimento,
beneficios potencias sdo atribuidos ao uso de antioxidantes na forma de
suplementacdo (DUBOST e BEELMAN, 2007; SRIVIDYA et al. 2010; ZENG et al.,
2012). Sendo assim, € necessario permitir que a populacéo tenha acesso a uma dieta
diversificada de alimentos aliada a caracteristicas nutritivas melhoradas dos mesmos,
principalmente a partir do processo denominado biofortificagdo. Uma forma de
biofortificar o alimento é melhorar a biodisponibilidade de selénio, aumentando seu
teor nas partes comestiveis de plantas cultivadas principalmente em areas que sao
deficientes em selénio no solo. Assim, estratégias de manejo para minimizar a
deficiéncia de selénio e os disturbios causados por ele em dietas deficientes, devem
se concentrar no estabelecimento de uma conexdo entre os produtos alimentares

agricolas, o teor de selénio e sua disponibilidade no solo (WINKEL et al., 2015).

No Brasil alguns estudos de biofortificacdo em selénio vém sendo realizados
com arroz, alface, brécolis, rabanete, entre outras culturas, tanto com aplicacdo de
selénio via solo como via adubacéao foliar (BOLDRIN et al., 2012; RAMOS et al., 2011)
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Alguns estudos tém demonstrado que a concentracdo de selénio depende da
espécie gquimica deste mineral. Ramos et al. (2011) mostraram que o acumulo de
selénio na alface foi afetado pelas espécies quimicas de selénio utilizadas. A
aplicacéo do selenato foi mais eficiente que o selenito na indugdo de acumulo de
selénio na parte comestivel de plantas de alface para todos 0s ensaios examinados.

Uma alternativa interessante para suprir a deficiéncia de selénio na populacéo
tem sido observada no caso de enriquecimento de cogumelos comestiveis com o
mineral. Estudos com cogumelos do género Pleurotus demonstraram que estes sé&o
capazes de acumular selénio em seus corpos frutiferos e converter o selénio
inorganico adicionado aos substratos para selénio organico, principalmente na forma
de selenometionina (BHATIA et al., 2013, ASSUNCAO et al., 2014). Witkowska (2014)
desenvolveu uma revisdo sobre cogumelos enriquecidos com selénio evidenciando
gue estes podem ser usados para atender a RDA (Ingestao Dietética Recomendada)

de selénio.

Miletic et. al (2019) comprovou que cogumelos da espécie Coriolus versicolor,
cultivados em meios suplementados em selenoureia, conseguem transformar mais de
30% do selénio em L-selenometionina, podendo ser usado para a producdo de

suplementos alimentares com biodisponibilidade de selénio melhorada.

Zhou et. al (2019), estudaram o enriquecimento de Pleurotus ostreatus
crescidos em substratos enriquecidos com selenito de sédio, levedura de selénio e
selenato de sodio, demonstrando que este cogumelo teve maior eficiéncia de
utilizacdo do selénio na forma de selenito de sddio, concluindo que Pleurotus ostreatus
enriguecido com selénio pode ser usado como fonte alimentar de selénio para

aumentar a ingestédo desse elemento na dieta.

3.2. FUNGOS

Os fungos constituem um grupo de organismos cosmopolita diverso, com uma
ampla variedade de morfologias, metabolismos e habitats. Representam assim, um
dos maiores grupos taxondmicos com o0 maior numero de espécies na natureza

(aproximadamente 1,5 milhdes) (TODD et al.,, 2014). Crescem sobre a matéria
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organica, restos de vegetais e animais, assimilando-os e transformando-os em
substancias mais simples, passiveis de serem absorvidas, permitindo assim a

reciclagem dos elementos na natureza (BONONI, 1999).

Hibbett et al. (2007) descrevem uma abrangente classificacao filogenética do
Reino Fungi, com base na andlise filogenética molecular. Desta forma, correntemente,
sdo propostos sete filos: Microsporidia, Chytridiomycota, Blastocladiomycota,
Neocallimastigomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota. Neste altimo,
encontram-se os fungos da podriddo branca e os cogumelos comestiveis e

medicinais.

Os cogumelos séo os grandes fungos, isto €, formados por corpos grandes de
frutificacdo (SINGER, 1995). Tecnicamente, segundo Chang e Miles (1993), os
cogumelos séo corpos de frutificacédo distintos que normalmente ocorrem em fungos
do filo Basidiomycota. Sdo consumidos por muitas culturas como fonte de alimentos
devido a sua composicao quimica e suas caracteristicas organoléticas (KALAC 2013;
HOA et al., 2015; SHARIF et al., 2017).

Do ponto de vista nutricional, os cogumelos possuem uma quantidade
significativa de fibras alimentares e sdo pobres em calorias e gorduras. Além disso,
eles tém um bom teor de proteina (20-30% de matéria seca) que inclui a maioria dos
aminoacidos essenciais e ndo essenciais (WASSER 2002; WASSER 2011; ATRI et
al., 2013; SLlI et al., 2015). Os carboidratos, em base seca, podem variar de 13 a 65%
na forma principalmente de oligossacarideos e polissacarideos. Os carboidratos ndo
digeriveis mais presentes sdo quitina, alfa e beta-glucana, manana, xilana e galactana
e os carboidratos digeriveis sdo a glicose, manitol, arabitol, trealose, inositol e o
glicogénio (CHEUNG, 2008; SYNYTSYA et al., 2009; WANG et al., 2014). Algumas
espécies sdo fontes de vitaminas lipossollveis (vitaminas A, D, E e K) e &cidos graxos
poli-insaturados (PUFA) (BARROS et al.,, 2007). A tiamina, riboflavina, niacina e
biotina, vitaminas do complexo B, estdo presentes nos cogumelos, além da vitamina
C e do precursor da vitamina D o ergosterol (WANG, 2014; DEEPALSKSHMI e
MIRUNALINI, 2014)

A presenca de substancias bioativas especificas torna os cogumelos
terapeuticamente valiosos desde o fortalecimento do sistema imunolégico até a cura

e prevencdo de doencgas, como doencas cardiacas, hipertensdo, acidente vascular
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cerebral e cancer. A composicdo quimica das espécies de cogumelos pode ser
afetada por diversas variaveis tais como estrutura genética, cepas, estagio de
maturacao, condicdes ambientais, como a composicdo do solo, bem como a parte
especifica do cogumelo, método de preservacdo pos-colheita (secos ou frescos) e
processo de cozimento (BARROS et al., 2007).

Além de serem consumidos como alimentos, também sdo utilizados como
principais componentes bioativos na elaboracdo de suplementos dietéticos para
melhorar a qualidade da vida humana (JAKOPOVICH, 2011) sendo considerados
alimentos funcionais (RIBEIRO et al., 2015).

Além disso, pesquisas realizadas com fungos basidiomicetos tornaram-se
frequentes nos ultimos anos, principalmente devido ao seu potencial de uso em uma
variedade de aplicacdes biotecnoldgicas e ambientais, como na producéo de enzimas,
compostos fisiologicamente ativos e em acdes relacionadas a biorremediacdo
(ASATIANI et al., 2008).

3.2.1 Fungos do género Pleurotus

Os fungos do género Pleurotus (Figura 5) sdo classificados como pertencentes
ao filo Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem Agaricales e familia
Pleurotaceae (SARANGI et al., 2006). Sdo decompositores de matéria organica, e
produzem o verdadeiro cogumelo, sendo este o apice do ciclo vital desta espécie. O
cogumelo também pode ser chamado de fruto, corpo de frutificacdo, carpéforo ou
basidiocarpo. Na maturacdo do cogumelo o pileo se abre, as lamelas séo expostas e
ocorre a disseminacdo dos esporos. Estes sdo sexuais, haploides, resultado do
processo de divisdo meidtica dentro do basidiocarpo. Os esporos germinados déo
origem as hifas, que formam o micélio priméario; a unido de micélios primarios
compativeis gera um micélio dicaridtico ou micélio secundario, responsavel pela
formacao dos primérdios, que dardo origem aos cogumelos (CHANG e MILES, 1984;
RAJARATHNAN, 1987).
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Figura 5 - Corpos de frutificacao de Pleurotus sajor-caju.

Fonte: https://ecoaldeiajanas.org/ecoloja/cogumelos-pleorotus-bio/

O cultivo de fungos do género Pleurotus aumentou significativamente no mundo
durante as ultimas décadas, sendo o segundo género mais cultivado (FAO, 2019).
Sua popularidade vem aumentando devido a sua facilidade de cultivo, elevado
potencial de rendimento e elevados valores nutricionais e medicinais (OLIVEIRA,
2019). A Agencia Nacional de Produtores de Cogumelos (ANPC, 2020) destaca que,
ao longo dos ultimos anos, a cadeia produtiva do cogumelo no Brasil tem se
estruturado e, atualmente, o cultivo de cogumelos esta disseminado em varias regides

do pais. A producao brasileira anual gira em torno de 2 mil ton/ano.

Fungos do género Pleurotus possuem uma série de enzimas que lhes permitem
degradar residuos lignoceluloliticos (ELISASHVILI et al., 2008; SANCHEZ, 2009).
Assim, esses 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 acucar, entre outros (BONATTI
et al., 2004; SANCHEZ, 2010; MEMBRILLO, 2011; DA LUZ et al., 2012; SILVA et al.,
2012; NUNES et al., 2012; BHATIA et al., 2013). Aléem disso, sédo boas fontes de
carboidratos, com alto conteudo de fibras e proteinas, e apresentando quase todos os

aminoacidos essenciais, vitaminas e minerais (BONATTI et al., 2004).
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Dentre as inumeras atividades medicinais atribuidas aos fungos do género

Pleurotus, encontra-se o potencial antioxidante.

3.2.2 Propriedades Antioxidantes de fungos do género Pleurotus

O desiquilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes, resulta em um aumento da
taxa de oxidacdo provocando o stress oxidativo. As espécies de oxigénio/nitrogénio
ou radicais livres mais comuns existentes no corpo sédo os radicais peroxil (ROQs),
hidroxil (HO+), peréxido de hidrogénio (H202), superdxido (O-2), oxigénio singlete (102)
e peroxinitrito (ONOO-) (VALKO et al., 2006; HAMINIUK et al., 2012; SKINNER;
HUNTER, 2013; ANJANA et al., 2016). Os radicais livres tém causas diferentes e
muitas doencas como arteriosclerose, diabetes e cancer foram associadas ao
estresse oxidativos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Esses radicais livres séo inativados por moléculas denominadas antioxidantes,
possuindo um papel de grande importancia no sistema de defesa a espécies reativas
ao oxigénio (ERQO’s). Assim, € necessario enriquecer a dieta com alimentos e/ou
suplementos antioxidantes para auxiliar o corpo humano a reduzir os danos oxidativo

(GONZALEZ-PALMA et al., 2016; RADZKI et al., 2016).

Uma molécula antioxidante pode ser de natureza enddégena ou provenientes da
alimentacdo. A ingestédo dietética de antioxidantes naturais e sua relagdo inversa a
incidéncia de doengas humana, tem sido constantemente observada, levando ha um
crescente interesse no uso de antioxidantes naturais em alimentos, cosméticos e
industria de alimentos (TAOFIQ, et al., 2016; VALVERDE et al., 2015).

Segundo, Ferreira et al., (2009) os cogumelos sao fontes de antioxidantes
naturais, principalmente compostos fendlicos e tocoferdéis que reagem com os radicais
livres levando a formacé&o de produtos intermediarios, relativamente estaveis. Dentre
0s compostos fendlicos e seus derivados encontram-se os acidos hidroxibenzéico,
cumarico, ferdlico, gélico e gentisico (PALACIOS et al., 2011). Os compostos fendélicos
sdo antioxidantes naturais que sdo produzidos por via metabdlica secundéaria nos

cogumelos, sendo que o consumo desses alimentos possui relacdo inversa a
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incidéncia do envelhecimento e doengas cronicas degenerativas (HELENO et al.,
2015; RADZKI et al., 2016).

Segundo Upadhyay (2011) o género Pleurotus apresenta compostos fenolicos
em sua matriz. Os compostos fendlicos podem ser definidos como substancias
dotadas de anéis aromaticos com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais. Possuem estrutura variavel, sendo, portanto, multifuncionais. Ja
foram identificados milhares de compostos fendlicos, destacando-se dentre eles os
flavonoides, os &cidos fendlicos, as cumarinas, os taninos, as ligninas e os tocoferoéis
(LEE et al., 2005). Os acidos fendlicos sado os principais compostos encontrados e sao

responsaveis por uma grande variedade de efeitos biol6gicos (TAOFIQ et al. 2015)

Finimundy et al. (2018) relataram que o extrato de Pleurotus sajor-caju pode
ajudar a controlar os danos oxidativos ocasionados por radicais livres, sendo
promissores para o desenvolvimento de suplementos alimentares, bem como seu

consumo in natura auxiliando no controle e prevencéo de doencas.

Sun (2017) examinou a capacidade de um polipeptitio do micélio de Pleurotus
eryngii em eliminar os radicais DPPH, Oz e eOH, mostrando sua habilidade
antioxidante e também inibindo significativamente o crescimento das células do
cancer cervical, de mama e de estébmago e ativando respostas imunes mediadas por
macrofagos sendo que sua aplicabilidade potencial como alimento funcional deve-se

principalmente a suas atividades anticancer e imunoestimulatérias.

Valez et al. (2019) constataram que o micélio de Pleurotus djamor que cultivado
em soro de leite enriquecido com selenito de sodio possui uma maior atividade
antioxidante, podendo ser usado como um suplemento nutricional com compostos
bioativos. Segundo Bach et al. (2018) a presenca de compostos biologicamente ativos
no extrato de Lentinula edodes, possibilita que este seja usado na industria
farmacéutica e/ou alimenticia como um agente antioxidante. Pleurotus Sajor-caju,
devido ao alto teor de fibra, baixa concentragdo de gordura e alta atividade
antioxidante, pode ser considerado um alimento funcional trazendo beneficios a saude
(RASHIDI; YANG, 2016).

A atividade antioxidante utilizando métodos quimicos pode ser avaliada por
meio de métodos de transferéncia de elétrons como: o DPPHe (1,1-difenil-2-

picrilidrazil), o FRAP (potencial antioxidante de reducdo do ferro) e o TEAC
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(capacidade antioxidante equivalente em Trolox) (HAMINIUK et al., 2012). O DPPH,
€ um dos métodos mais populares para estimar a atividade antioxidante, amplamente
utilizado devido a sua reacdo simples que envolve um radical e um antioxidante
(NOIPA et al., 2012). Duas dessas metodologias serdo abordadas aqui: DPPH e

poder redutor do ion férrico.

Na tabela 1 estdo relacionados trabalhos que analisaram a atividade
antioxidante de fungos do género Pleurotus por meio dos métodos in vitro de DPPH e

potencial redutor do ion férrico.

Tabela 1 - Estudos da atividade antioxidante in vitro de fungos do género Pleurotus

Ano Cogumelo Método antioxidante Autores
(in vitro)
DPPH Redutor Fe
2021  Pleurotus florida X MENAGA et al. (2021)
2020  Pleurotus ostreatus X ZHANG et al. (2020)
2018  Pleurotus ostreatus X X MA et al. (2018)
2016 Pleurotus ostreatus X X RADZKI et al. (2016)
2016  Pleurotus sajor-caju X RASHIDI; YANG (2016)
2016  Pleurotus ostreatus X YILMAZ et al. (2016)
2015 Pleurotus ostreatus X X JAWORSKA et al. (2015)
2015 Pleurotus ostreatus X HAN et al., 2015
2014  Pleurotus sajor-caju, Pleurotus X JEENA et al. (2014)
ostreatus, Pleurotus sapidus
2013  Pleurotus ostreatus X VIEIRA et al. (2013)

3.2.3 Absorcéo de selénio por fungos do género Pleurotus

A capacidade dos cogumelos de absorver nutrientes presentes nos substratos
nos quais eles se desenvolvem é uma de suas caracteristicas (FALANDISZ;
BOROVICKA, 2013). Essa propriedade é muito maior do que em plantas superiores

(TUZEN, 2003), por isto tem sido estudada por diversos autores com o proposito de
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obter cogumelos enriquecidos com certos minerais essenciais para a saude humana
(ALONSO et al., 2003; SILVA et al., 2012; NUNES et al., 2012).

No processo de fortificacdo ou enriquecimento de alimentos sédo adicionados
um ou 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 comparado a um alimento do mesmo
tipo que néo esteja enriquecido (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2019).

No caso do selénio, os cogumelos sdo capazes de absorver formas desse
elemento inorganico a partir do substrato e converté-los em compostos organicos
contendo selénio, 0s quais sdo menos toxicos e estdo mais biodisponiveis para
absorcéao por humanos (RAYMAN et al., 2008; SILVA et al., 2010; MADSEN et al.,
2014; ASSUNCAO et al., 2014), fazendo deste alimento um excelente candidato para

enriguecimento com selénio.

Dentre os estudos ja realizados com o género Pleurotus encontra-se o de
Milovanovic (2014), que concluiu que Pleurotus ostreatus possui notavel capacidade
de absorcéo de selénio, e sua intensidade de crescimento foi a mesma se comparado
0 grupo controle com o0s grupos enriquecidos com 5, 10 e 20 mg/L de selénio.
Assuncdao et al. (2014) demonstraram em seu estudo que tanto Pleurotus ostreatus
guanto Lentinula edodes possuem alta capacidade de acumular selénio inorganico em
seus corpos frutiferos, aumentando 152 e 330 vezes, respectivamente, a
concentracéo de selénio total quando desenvolvidos em substratos enriquecidos por

selénio.

Estudos realizados sobre a absorcdo de selénio em diferentes cogumelos
(Pleurotus eryngii, Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes) mostraram que a melhor
absorcdo de selénio acontece em substratos enriquecidos em selenito de sédio
guando comparados a aqueles enriquecidos com selenato de sédio ou levedura de
selénio (Zhou et al., 2018, Zhou et al., 2019, Zhou et al., 2020).
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3.2.4 Cultivo do género Pleurotus

Devido a efetividade na biodegradacdo de materiais lignocelulésicos, estes
fungos sao chamados de fungos de decomposi¢cao branca ou “white-rot fungi”
(FERRAZ, 2010). A utilizacdo de substratos vegetais a base de palha tem vindo a
assumir uma importancia crescente na cultura de cogumelos saprofitos,

principalmente do género Pleurotus (SAPATA et al., 2010).

Inicialmente as arvores e seus residuos eram o0s principais materiais de cultivo
de fungos, entretanto essas técnicas estavam em direcdo contraria ao balanco
ecologico das florestas, assim na década de 1980, professores chineses iniciaram
pesquisas com novos substratos para o cultivo, tais como palha de arroz, carapaca
da semente de algodao, caule de trigo, folha de bananeira entre outras espécies
vegetais. A técnica de Jun-Cao (Jun = cogumelo; Cao = gramineas), teve seu
surgimento em 1983, e € uma forma de cultivo muito utilizado para o género Pleurotus,
unindo beneficios sociais, ecologicos e econdmicos, 0 que também estabeleceu
melhor equilibrio ecolégico entre plantas, fungos e animais. Esta técnica utiliza
gramineas como substrato para o crescimento e produgdo de corpos frutiferos, que
sdo colocadas em sacos plasticos, incubadas na auséncia de luz até completa
colonizagdo, para entdo serem colocadas em salas com umidade controlada em 70%
e temperatura ambiente. Esta técnica também oferece melhor valor nutricional aos
cogumelos quando comparados a cogumelos crescidos em toras e serragens
(URBEN, 2004).

A palha de bananeira segundo Sturion (1994), equivale a 15% dos residuos da
planta e apresenta em sua composi¢éo a celulose como principal fibra encontrada em
uma concentracao de 34,13%, seguida da hemicelulose com 20,1% e lignina com
15,37%. A proteina bruta varia 9,38% a 13,8% (STURION, 1994; BEZERRA et al.
2002; FRANCA, 2013) J4 o malte representa cerca de 85% do residuo cervejeiro,
apresentando elevado valor nutricional, de 30 a 50% da sua composicdo é fibra,
apresenta uma boa concentracdo de proteinas variando de 19 a 30% e lignina de 12
a 28%, além de apresentar em sua composicdo lipidios, vitamina, minerais,

aminoéacidos e compostos fendlicos (LYNCH et al., 2016).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO DE P. sajor-caju

4.1.1 Micro-organismo e manutengao

Foi utilizado o fungo da linhagem Pleurotus sajor-caju CCB019, obtida da
Colegéo de Culturas de Basidiomicetos do Instituto de Botanica de S&o Paulo,
cadastro no SisGen A87B3EE.

A cepa foi cultivada em placas de Petri contendo meio TDA (Trigo, Dextrose e

Agar) conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Composic¢do do meio TDA.

Ingrediente Quantidade
Glicose 20g
Agar 159
Extrado de trigo 1000mL

O extrato de trigo foi preparado pelo cozimento em agua de grédos de trigo
previamente lavados, na propor¢cdo de 1:2 (grdos:agua, m/m). Os grédos foram
mantidos por 10 min em ebulicdo, resfriados a temperatura ambiente e filtrados em
peneira e gaze. O extrato de trigo livre dos gréos foi utilizado no preparo do meio TDA.
As placas de Petri contendo o meio TDA e completamente colonizadas pelos fungos
(30 °C, aproximadamente 7 dias) foram armazenadas sobre refrigeracao (4+1 °C) e
repicadas a cada 3 meses (FURLAN et al., 1997).
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4.1.2 Preparo do inéculo

O in6culo foi preparado conforme metodologia descrita por Bonatti et al. (2004). Os
graos cozidos resultantes do preparo do meio TDA (item 4.1.1) foram utilizados para
a producdo do inoculo. Estes foram suplementados com CaCOs e CaSOs nas
proporcdes de 0,35% e 1,3%, respectivamente, em relagcdo a massa dos graos antes
da fervura. A adicdo destes componentes teve a finalidade de manter o pH
ligeiramente alcalino e deixar os grdos descompactados, respectivamente. Os graos
foram, entdo, embalados em pacotes de polipropileno de 30x20 cm (250 g de graos
de trigo por pacote) foram fechados com um respiro de espuma e esterilizados a 121
°C, durante 1 h. Apo0s a esterilizacao e resfriamento, cada pacote foi inoculado com 3
discos de &gar de 12 mm de didmetro contendo o micélio fungico provenientes da
cultura de manutencdo da cepa e incubados a 30 °C, em auséncia de luz, até
colonizacao total dos grdos de trigo pelo micélio fingico, aproximadamente 20 dias
(Figura 6).

Figura 6 - Inéculo do P. sajor-caju em graos de trigo.

Fonte: A autora (2020)
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4.1.3 Preparo do substrato enriquecido com selénio

Folhas secas de bananeira (Musa cavendishii) fornecidas por produtores de
banana da regido de Joinville, SC foram utilizadas como substrato de cultivo,
juntamente com o bagaco de malte in natura, proveniente da cervejaria Opa Bier,
resultantes da producéo de cerveja Pilsen. As folhas foram trituradas em particulas
de 2 a 5 cm em triturador forrageiro (Trapp). As folhas trituradas e o bagaco de malte
foram secos em estufa (Shellab - 1370FX) a 60 °C por 24 h, até massa constante. A
propor¢céo de bagaco de malte e folhas de bananeira foi de 1:1, de acordo com a
metodologia proposta por Schulz (2016). Folhas e bagaco de malte foram
acondicionados em um saco de rafia e imerso em agua por 12 h de acordo com
metodologia proposta por Madan; Vasudevan e Sharma (1987). Apés este tempo, a
agua excedente foi drenada e o bagaco de malte foi suplementado com CaCOs,
CaSO04 nas proporcdes de 0,35% e 1,3% (massa seca), respectivamente, com a
finalidade de descompactar o bagaco de malte. Como fonte de nitrogénio foi
acrescentado 5% farelo de arroz, em relagdo a massa seca da mistura. O substrato
foi entdo embalado em pacotes de polipropileno de 40 x 30 cm autoclavaveis na
proporgéo de 100 g de massa seca/pacote (50 g de bagaco de malte e 50 g de palha
de bananeira). Para o enriguecimento em selénio o substrato foi adicionado de uma
solucéo de 5 mL de selenito de sddio de forma que as concentracdes finais de selénio
foram de O (controle - 0), 3,2 (1); 6,4(2); 12,8 (3); 25,4 (4) mg de selénio por Kg de
substrato (Figura 7). A definicdo dessas concentracdes foi baseada nos trabalhos de
Silva et al. (2012 e 2013). Em seguida, cada pacote plastico contendo o substrato
suplementado com selénio foi fechado com respiro de espuma fixada com fita crepe,
de forma a permitir trocas gasosas moderadas e evitar contaminacdo externa. Os
pacotes plasticos contendo o substrato foram esterilizados em autoclave (Quimis,190-
22) a 121 °C e 1 atm, por 1 h e resfriados a temperatura ambiente para posterior
inoculacéo. Para padronizar a quantidade de massa seca, 100 g do substrato misto
seco foram imersos em agua por 12 h e, em seguida, escorrido o excesso de agua,
foi determinada a massa Umida correspondente a ser utilizada em cada pacote. O
substrato suplementado foi inoculado em cabine de seguranca biolégica usando-se

20% de in6culo em relagdo & massa de substrato seco e incubados na auséncia de
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luz a temperatura ambiente, até a completa colonizacdo do substrato pelo micélio

fungico.

Figura 7 - Preparo do substrato misto de palha de folhas de bananeira com bagago de
malte enriquecido com solucéo de selenito de sédio.

Fonte: A autora (2020)

4.1.4 Frutificacéo e colheita

Apds a completa colonizacdo do substrato pelo micélio fungico, foi realizada a
induc&o dos primérdios por meio da perfuracdo, de ambos os lados dos pacotes de
polipropileno, com orificios de aproximadamente 0,5 cm e exposi¢cao destes a luz por
um periodo de 12 h/dia, em camara de cultivo com temperatura (28 + 2 °C) e umidade
(90%) até a formacao dos corpos frutiferos (BONATTI et al., 2004).

O ponto de colheita (Figura 7) foi identificado de forma visual, observando-se a

maturidade do corpo frutifero, momento em que as margens do pileo se apresentavam
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planas, estdgio este precedente a esporulacdo, cerca de 30 a 35 dias apds a
inoculacdo (STURION, 1994; BHATIA, et al. 2013).

Os corpos frutiferos foram colhidos com o auxilio de um estilete, colocados em
bandejas e pesados em balanca-analitica (METTLER PM 4800) para determinacao
da massa umida. Em seguida, foram desidratados a 40 °C por 24 h em estufa (QUIMIS

— 396/0) com circulacao de ar for¢ada.

Figura 8 - Ponto de colheita de P. sajor-caju.

S —

Fonte: A autora (2020)

Os experimentos foram realizados em 8 replicatas, nas quais foram avaliados
o rendimento (R%), a eficiéncia biolégica (EB%), e a produtividade (Pr) (g/g

substrato.diat).
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4.1.5 Calculo dos parametros produtivos

Para determinagédo do rendimento (R %) do processo, foi utilizada a relagao
proposta por Chang, Lao e Cho (1981), que relaciona a massa umida dos corpos

frutiferos e a massa de substrato seco, conforme a Equacéo 1.

R (%) = Massa umida dos corpos frutiferos * 100 (1)
Massa de substrato seco

A massa de substrato seco corresponde a 100 g de residuo previamente
desidratado a 60 °C por 24 h. A massa Uumida dos corpos frutiferos corresponde a

massa Umida de corpos frutiferos obtida em cada pacote.

A eficiéncia bioldgica (EB %) do processo foi determinada pela relagéo entre a
massa dos corpos frutiferos secos e a massa de substrato seco, conforme Equacéo
2, (BISARIA; MADAN; BISARIA, 1987). A EB (%) € o parametro mais utilizado para

avaliar a producéo de corpos frutiferos em relagdo ao substrato.

EB (%) = Massa seca dos corpos frutiferos * 100 (2)
Massa de substrato seco

A massa dos corpos frutiferos secos corresponde a massa dos corpos de

frutificacdo obtidos em cada pacote, desidratados a 40 °C por 24 h em estufa.

A produtividade (Pr ) foi calculada a partir da relacéo entre a massa de corpos
de frutificacéo secos (40 °C ) e a massa de substrato seco, por dia, conforme Equacéo
3.

Pr= Massa seca dos corpos frutiferos 3)
Massa de substrato seco * dia
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4.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE SELENIO

Amostras desidratadas (40 °C) de 500 mg dos corpos de frutificacdo cultivados
em substrato contendo diferentes concentragdes de selénio e do substrato inoculado
sem adicdo de selénio foram moidas (graal e pistilo) e colocadas dentro de um tubo
fechado adicionado de 6 mL de acido nitrico (HNOs3) e posicionados em um bloco de
grafite (marca DigiPREP MS) aquecido a 65 °C overnight. Apds esse periodo, foram
adicionados 3 mL de peréxido de hidrogénio (H202) e 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 ultrapura (Milli-Q Millipore

18.2 MQ cm') (SERENO, 2016).

A determinacédo da concentracao de selénio absorvida pelo Pleurotus sajor-
caju foi realizada em triplicata por espectrometria de emissdo Optica por plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES), em equipamento da marca AGILENT, utilizando
as normas de referéncia do Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater (RICE et al., 2012).

O percentual de aproveitamento de selénio presente no substrato foi calculado

de acordo com a Equacéo 4.

% de aproveitamento = EB% * [Se nos corpos frutiferos] * 100 4)

[Se no substrato]

Onde:
Se nos corpos frutiferos = pg/g de corpos frutiferos

Se no substrato = pg/ 100 g de substrato
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4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS METANOLICOS DOS CORPOS
FRUTIFEROS

4.3.1 Preparo da amostra

Aproximadamente 3g dos corpos frutiferos (0 e 12,8 mg/Kg de selénio)
desidratados (40 °C) foram trituradas a p6 com gral e pistilo e extraidas por agitacédo
com 100 mL de metanol a 25°C a 150 rpm por 24h e filtradas em papel filtro Whatman
namero 4. O residuo foi extraido com 2 por¢des adicionais de 100mL de metanol. Os
extratos metandlicos foram evaporados até a secura a 40 °C e redissolvido em
metanol a uma concentracdo de 50 mg/mL, e armazenado a 4 ° C até seu uso
(BARROS et al., 2007).

4.3.2 Determinacéo do potencial redutor do ion férrico (PR Fe*3)

O ensaio para a andlise da atividade antioxidante por meio da determinagao do
potencial redutor foi baseado no método proposto por Waterman e Mole (1994). Todas
as amostras foram diluidas em metanol na concentragdo de 1000 pg/mL. Num tubo
de ensaio contendo 50 puL das amostras, adicionou-se 4,25 mL de agua destilada e
0,5 mL de FeCls 0,1 M. Ap6s 3 minutos, adicionou-se 0,5 mL de ferrocianeto de
potassio 0,008 M e deixou-se na temperatura ambiente durante 15 min. As
absorbéancias das amostras foram determinadas em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 720 nm. O branco foi preparado utilizando o metanol no lugar
da amostra conforme o procedimento ja descrito. O potencial redutor do ion férrico foi
estimado por interpolacdo em uma curva de calibracdo construida com solugbes
padréo de acido ascoérbico nas concentracdes de 15,62 até 500 pug/mL, diluidos em
metanol. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O ajuste linear foi
confirmado pelo coeficiente de determinacéo da equacao da reta (y = 0,002x + 0,0191,
r2 =0,9996). O potencial redutor das amostras foi expresso em mg de acido ascoérbico

por grama de extrato (mg AAc/g do extrato).
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4.3.3 Determinacéo de acdo sequestradora do radical livre DPPH (DPPH?)

A determinacdo da atividade antioxidante do radical livre DPPH foi realizada
segundo Cavin et al., (1998). Num tubo de ensaio contendo 0,5 mL das amostras
diluidas em metanol, em concentracées de 1000 pg mL™?, foi adicionado 1 mL da
solucdo DPPH 4% diluida em metanol. Deixou-se em temperatura ambiente em local
escuro durante 30 min e as absorbancias das solucdes foram determinadas em
comprimento de onda de 517 nm. Foram realizadas uma solu¢gdo em branco sem a
amostra para eliminagdo da interferéncia e o acido ascorbico foi utilizado como padrao
nas mesmas concentracdes. O potencial de atividade sequestrante do radical DPPH
(%) foi calculado de acordo seguinte formula: 1-(As/Ac) X 100, onde, As é a absorbancia
na presenca de amostra e Ac € absorbancia de controle, sendo os resultados
expressos porcentagem de inibicdo na forma de média + desvio padrao.

4.4 ESPECIACAO DE SELENIO EM CORPOS FRUTIFEROS DE Pleurotus sajor-

caju

4.4.1 Preparo das amostras

Duas extracOes independentes foram preparadas. As amostras foram
preparadas conforme Silva (2015), com algumas adaptacdes. A primeira amostra,
PSC C/E (Pleurotus sajor-caju com adicédo de enzimas) foi preparada utilizando 0,5 g
de extratos de corpos frutiferos secos a 40 °C, adicionados de proteases XIV de
Streptomyces griseus + lipases de Rhizopus oryzae (Sigma-Audrich) (4 mg/g + 2 mg/
g), completadas para 5 mL de &agua ultrapura mili-Q. Essas amostras foram
mecanicamente homogeneizadas por 30 s em vortex, incubadas em agitador
termostatizado em 200 rpm durante 16 h a 37 °C. As amostras foram entao
centrifugadas por 30 min a 2489 g, os sobrenadantes foram filtrados em filtros de 0,45
gm e analisadas em sistema HPLC (SILVA, 2015). O mesmo procedimento foi

realizado com extratos de corpos frutiferos de P. sajor-caju, porém sem adicdo das
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enzimas, somente 4gua (extracdo em agua), para a determinacdo da PSC S/E
(Pleurotus sajor-caju sem adicdo de enzimas) (MILOVANOVIC et al., 2019).

4.4.2 Analise das espécies de selénio

As andlises foram realizadas baseadas nas metodologias de Sousa (2017) e
Silva (2012) no aparelho Merck-Hitashi do Laboratorio de Andlises Instrumentais da
UNIVILLE, compostos de: bomba L7100 Lachrom, degaseificador de solventes L7612,
injetor automatico 7200 Merck ; Forno L7300 Lachrom; detectores UV L74001, UV
L7400; interface L7000 LaChrom conectada ao sistema operacional Windows NT, que
utilizara o Symmetry C18 coluna (75 mm x 4,60 mm, 3,5 um), a temperatura de 35°C
e o sistema de separacéo foi otimizado conforme Tabelas 3 e 4 (CARVALHO, 2008;
SILVA, 2012; SILVA, 2015; SOUSA, 2017). Para determinar e quantificar as formas
de selénio, uma curva de calibracao foi composta pelo padrao DLSelenometionina da
Sigma Audrich, em concentra¢cdes de 5, 10, 15, 20, 25 ug/L para os quais foram

analisados o tempo de retencéo e area de pico de cada.

Tabela 3 - Gradiente de eluicdo para andlise de selenometionina.

Tempo (min.) Fase A (%)%  Fase B (%)® Fase C (%)® Fase D (%)®  Fluxo mL/min

0 0 100 0 0 0,4
6 0 100 2 0 0,4
8 0 84 13 3 0,8
10 0 100 0 0 1,0
13 0 100 0 0 1,0
14 0 100 0 0 0,5
15 0 100 0 0 0,4

@ Fase A = 4gua @ , Fase B = tampéo fosfato mono basico hidratado 0,2M/0,2 mg/mL de &acido citrico
©) Fase C = metanol, ® Fase D = acetonitrila
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Tabela 4 - Gradiente de eluicdo para andlise de selenometionina has amostras.

Tempo (min.) Fase A (%)  Fase B (%)® Fase C (%)®  Fase D (%)®  Fluxo mL/min

0 0 100 0 0 0,4
6 0 100 2 0 0,4
8 0 84 13 3 0,8
10 0 78 19 3 1,0
15 0 57 40 3 1,0
25 0 57 40 3 1,0
27 0 100 0 0 1,0
35 0 100 0 0 1,0
39 0 100 0 0 0,5
40 0 100 0 0 0,4

@ Fase A = 4gua, @ Fase B = tampao fosfato mono basico hidratado 0,2M/0,2 mg/mL de &cido citrico,
® Fase C = metanol, ® Fase D = acetonitrila

Para quantificacdo e qualificacdo do doseamento de selenometionina por
HPLC, foram realizados testes de linearidade segundo o Guia para Validagdo de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos (RDC 166/17, ANVISA). Inicialmente preparou-se
a solucéo padrdo com concentracao de 0,5 mg/mL, em metanol. A seguir foi preparada
uma diluicdo da solucdo padrdao com concentracao final 0,2 mg/mL. Para a realizacao
da curva de calibragdo foram preparadas cinco concentragdes diferentes (5; 10; 15;
20; 25 pg /mL) a partir da solugédo padréo de referéncia de DL-selenometionina com
concentracdo estoque de 0,5 mg/mL, em balGes volumétricos, calibrados, de 5 mL. A
condicdo de andlise é que o coeficiente de correlacdo (r?) deve resultar no minimo
0,99. As solucdes foram diluidas para se obter um sinal de 50 a 2000 mV de

absorbéancia pelo detector.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram analisados por meio do teste estatistico para

rejeicdo de valores desviantes (Teste Q de Dixon), sendo aceitos ou n&o
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(RORABACHER, 1991). Foram também submetidos a analise de variancia dos
valores médios das amostras, através do teste t Student com nivel de confianca de

95% (ANOVA) utilizando como ferramenta o programa EXCEL da Microsoft.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5. 1 PARAMETROS PRODUTIVOS

5.1.1 Rendimento (R%) e Eficiéncia Bioldgica (EB%)

Na Tabela 5 estéo apresentados os valores de rendimento (R%) e a eficiéncia
biolégica (EB%) obtidos nos cultivos com as diferentes concentracdes de selénio no
substrato (0 (controle); 3,2; 6,4; 12,8; 25,4 mg de Se/KQ).

Tabela 5 - Médias + desvio padrdo de rendimento (R%) e eficiéncia biolégica (EB%) para corpos
frutiferos de Pleurotus sajor-caju cultivados em substrato misto de palha de bananeira e bagaco de
malte suplementado com diferentes concentracdes de selénio.

Concentragéo de Se Rendimento Eficiéncia Biologica
(mg/Kg) (R%) (EB%)
0 26,392+ 8,24 4,312+0,92
3,2 22,422+ 3,06 4,342+0,71
6,4 28,742+ 4,38 4,092+ 0,40
12,8 33,122+0,02 4,882+ 1,34
25,4 6,84° + 4,10 1,11°+0,77

Letras iguais determinam valores sem diferencas estatisticamente significativas dentro do mesmo

grupo, pelo test t student com nivel de confianca de 95%.

Observa-se que nas concentracdes testadas de 3,2 a 12,8 mg/Kg de selénio
no substrato ndo houve diferenca estatisticamente significativa para os valores de EB
e R em relacdo ao substrato ndo suplementado com selénio. Entretanto na
concentracdo de 25,4 mg/Kg de selénio no substrato verifica-se que este elemento

apresenta efeito inibitorio sobre o crescimento de Pleurotus sajor-caju.

Os valores encontrados para EB (4,31%) e R (26,39%) no experimento controle

(sem adicao de selénio) deste trabalho quando comparados a Bonatti (2001) que
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utilizou P. sajor-caju, porém, cultivado em substrato composto apenas por folha de
bananeira foram similares ao atual trabalho com valores de 4,2% e 26,1 para EB e R,
respectivamente. Entretanto Schulz (2016) ao cultivar Pleurotus sajor-caju em
substrato misto de folha de bananeira com bagago encontrou valores maiores para
EB e R de 7,2% e 58,7%, respectivamente. Esta diferenca pode estar relacionada,
principalmente, ao residuo de bagaco de malte, que pode variar sua composicao
dependendo do lote (LYNCH et al., 2016).

Estudos realizados com Pleurotus sajor-caju em diferentes tipos de substratos
apresentaram eficiéncia biolégica muito semelhante com o atual estudo de (4,31%
grupo controle). Corgorni (2013) realizou o cultivo dessa espécie de cogumelos em
folhas de pupunheira suplementadas com 10% de farelo de arroz e obteve uma EB
de 4,5%. Pereira (2017) realizou o cultivo em residuos de cebola e obteve uma EB de
4,66%.

O rendimento médio de 26,39% e a eficiéncia biolégica média de 4,31%
observados neste trabalho sdo superiores ao observados por Westphal (2017) no
cultivo de Pleurotus sajor-caju em substrato de residuo de mate enriquecido com 5%
de farelo de arroz (21,9 e 2,5% para EB e R, respectivamente). Entretanto quando
esse autor realiza uma mistura de substrato 1:1 de residuo de guarana e mate o
rendimento e a eficiéncia bioldgica de P. sajor-caju ficam semelhantes ao encontrados
no atual trabalho (R = 29,8 e EB =4,2).

Os resultados encontrados neste trabalho também contradizem os resultados
reportados por Silva et al. (2012), que constatou que a adicdo de pequenas
concentracfes de selénio no substrato pode estimular o crescimento dos corpos
frutiferos de Pleurotus ostreatus, observando que a melhor eficiéncia biologica foi
encontrada em substratos suplementados com concentracdes de selénio entre 3 e 20
mg/Kg. Essa diferenga pode ser devido a espécie fungica bem como os substratos em

que os mesmos foram cultivados.

Kaur (2017) analisa o rendimento de corpos frutiferos de Pleurotus sajor-caju
crescidos em substratos de palha de trigo enriquecidos naturalmente com selénio e
nao enriquecidos com selénio (grupo controle), concluindo que o0s cogumelos
crescidos em substratos naturalmente enriquecidos por selénio, possuem um

rendimento de 30%, valor este inferior ao grupo controle que apresentou um
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rendimento de 57%. O rendimento encontrado por Kaur (2017), apesar de néo
determinar a quantidade de selénio presente no substrato é bem semelhante ao
encontrado pelo atual trabalho (33,12%) com concentracdes de 12,8mg/ Kg de selénio
no substrato. Quanto ao grupo controle o rendimento € superior ao encontrado no
atual trabalho que foi de 26,39%.

Solovyev (2018) analisou o crescimento de Pleurotus ostreatus e Pleurotus
sajor-caju em substrato de palha de trigo proveniente de areas nao seleniferas
(controle) e areas seleniferas de Punjab na india, e reportou que a EB e o R total para
todas as espécies de Pleurotus analisadas, cultivados em areas seleniferas, séo
semelhantes ao controle. Zhou (2021), evidenciou que tanto a eficiéncia biologica
guanto o rendimento de cogumelos Pleurotus eryngii ndo sédo alteradas quando
pequenas doses 1 a 5 mg/Kg de selénio sdo adicionados ao substrato.O mesmo pode
ser observado neste trabalho para concentracdo de selénio até 12,8 mg/Kg no

substrato.

Niedzielski (2015) constatou que Pleurotus ostreatus crescido em substratos
suplementados com selenito de soédio a uma concentragcdo de 43 mg/Kg,
apresentaram valores de renndimento dos corpos frutiferos similares ao grupo
controle. Entretanto quando o substrato se encontra com concentracées entre 43
mg/Kg a 215 mg/Kg de selenito de sbédio ocorre uma diminui¢do significativa nos
valores de biomassa dos corpos frutiferos de P. ostreatus, resultado semelhante ao
encontrado neste estudo para o grupo suplementado com 25,4 mg/Kg de selénio
(equivalente a 55 mg/Kg de selenito de sd6dio) mostrou EB ( 1,11%) e R (6,84%) ,
resultado 74,25% e 74,09% inferiores, respectivamente, aos observados para o grupo

controle.

Rathore (2018) avaliou fungos da espécie Calocybe indica crescidos em
substratos suplementados com selenito de sédio, e observou que concentracdes
acima de 10 mg/Kg de selénio para essa espécie de cogumelo afeta sua eficiéncia
biolégica, diferente do estudo atual onde a eficiéncia biologica de Pleurotus sajor-caju

so6 é influenciada em concentracdes superiores 12,8 mg/Kg de selénio no substrato.

Corroborando com o atual trabalho Dimawarnita (2020), estudou Pleurotus
sajor-caju crescidos em substratos enriquecidos com selenito de sddio e observou que

eficiéncia biolégica reduz a partir de concentracdes de 30 mg/Kg de selénio.
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Hu (2018), demonstrou que Cordyceps militaris suplementados com selénio em
diferentes concentracdes (0, 5, 10, 20 e 40 mg/Kg), ndo alteraram sua eficiéncia
biol6gica mesmo em doses maiores. Esse resultado diverge do atual trabalho onde
concentracdes de 25,4 mg/Kg de selénio afetaram negativamente tanto a eficiéncia
biolégica como o rendimento na producéo de cogumelos Pleurotus sajor-caju.

Os resultados encontrados neste trabalho demonstram que Pleurotus sajor-
caju tem boa capacidade de crescimento em substratos suplementados com selénio
e que concentracdes de até 12,8 mg/Kg de selénio no substrato ndo interferem em

seu rendimento e eficiéncia biologica.

5.1.2 Produtividade (Pr)

A Tabela 6 demonstra os valores médios da produtividade obtidas nos

substratos suplementados com diferentes concentracdes de selénio.

Tabela 6 - Médias + desvio padréo da produtividade (PRO) para corpos frutiferos de Pleurotus sajor-
caju cultivados em substrato misto de palha de bananeira e bagaco de malte suplementado com
diferentes concentracdes de selénio.

Concentracéo de Se (mg/Kg) Produtividade
(Pr)
0 1,67 x1032+ 0,35 x 103
3.2 1,58 x1032+ 0,30 x 10
6,4 1,45x10°2+ 0,14 x 103
12,8 1,59 x 1032+ 0,45 x 10
25,4 0,24 x 1032+ 0,07 x 10°3

Letras iguais determinam valores sem diferencas estatisticamente significativas dentro do mesmo

grupo, pelo test t student com nivel de confianga de 95%.

A produtividade do processo como ja observado nos resultados para R e EB,
foi afetada apenas nos cultivos com uma concentracédo de 25,4 mg/Kg de selénio no

substrato, e mostrando que ndo ha diferenca significativa em relacdo ao grupo
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controle e os grupos com concentragdo de selénio no substrato de 3,2, 6,4 e
12,8mg/Kg.

Com relacéo a Pr, o resultado encontrado neste trabalho para o experimento
controle de 1,67 x 103 g/g substrato.dia foi inferior ao encontrado por Schulz (2016)
utiizando a mesma espécie fangica e 0 mesmo substrato, encontrou uma
produtividade de 2,8 x 103 g/g substrato.dia. Westphal (2017) avaliou o crescimento
de Pleurotus sajor-caju em substratos mistos 1:1 de residuo de guarana e mate,
chegando a uma produtividade 0,8 x 103 g/g substrato.dia valores bem abaixo do
encontrado no atual trabalho.

Estas divergéncias de resultados dos parametros produtivos segundo Tesfay
et al. (2020) podem ser devido a condi¢des que afetam o crescimento dos cogumelos
como umidade, temperatura e variagdo na composicao nutricional dos substratos.
Biswas et al. (2018) também evidencia que a presenca de fungos competidores em

meios de cultivo diminui a produtividade.

Hu et al. (2018), analisaram fungos do género Cordyceps militaris cultivados
em substratos suplementados com selénio e observou que a produtividade dos corpos
frutiferos suplementados com selénio (18,2 mg/Kg) era semelhante ao grupo controle,

resultado que corrobora com atual trabalho em concentracdes semelhantes.

Figura 9 - Morfologia dos corpos frutiferos de P. sajor-caju cultivados em substrato de palha
de bananeira e bagaco de malte na auséncia (0) e presenca de Se (3,2 mg/Kg (1); 6,4
mg/Kg (2); 12,8 mg/Kg (3) e 25,4 mg/Kg (4).

e A g

Fonte: a autora (2020)
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Além disso, foi possivel observar neste estudo que a adicdo de selenito de
sbdio afetou a forma dos corpos frutiferos (Figura 9) em substratos suplementados
com concentracbes de 12,8 a 25,4 mg/Kg de selénio. Nestas concentracdes, 0s
corpos frutiferos possuiam pileos menores e estipes maiores, quando comparados
com os corpos frutiferos provenientes do experimento controle. Esse resultado
corrobora com os resultados observados no estudo de Silva et. al. (2012), no qual
concentracdes superiores a 12,8 mg/Kg de selénio nos corpos frutiferos possuiam
pileos menores e estipes maiores além de capas mais escuras nos cogumelos

enriquecidos com selénio.

5.2 QUANTIFICACAO DA ABSORCAO DE SELENIO POR P. sajor-caju.

Foi determinada a concentracdo de selénio em substrato misto de palha de
bananeira com baga¢o de malte inoculado, porém sem adicdo de selénio e sem
crescimento de cogumelos e encontrou-se uma concentracao de 2,34 + 0,06 pg/g de
substrato (Tabela 7). Apesar da palha de bananeira e o bagaco de malte ndo serem
fontes de selénio, o indculo foi realizado usando gréo de trigo (fonte de selénio), o que
pode justificar essa quantidade de selénio. O conteddo de selénio em cogumelos
Pleurotus sajor-caju cultivados em substrato misto de palha de bananeira e bagaco

de malte sem enriquecimento de selénio foi de 1,63 pg/g de cogumelo seco.

Tabela 7 - Médias * desvio padréo das concentrac6es de selénio encontradas nos corpos frutiferos de
P. sajor-caju cultivados em substrato suplementado com diferentes concentracdes de selénio e
aproveitamento (%) de selénio presente no substrato pelos corpos frutiferos.

Concentracdo de Se  Concentracéo de Se Concentragéo de Se Aproveitamento de

adicionada ao adicionada ao nos corpos frutiferos  selénio pelos corpos
substrato substrato + de frutiferos
concentracéo de : . 0
(mg/Kg) selénio presente no P. sajor -caju (ug/g (%)

de corpos

substrato sem adigéo frutiferos™)

de selénio* (mg/KQ)

0 2,34 1,63 £ 0,032 3,00
3,2 5,54 13,93 £ 0,04° 10,91
6,4 8,74 33,10 £ 0,87¢ 15,49
12,8 15,14 50,46 + 0,65 16,25
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254 27,74 95,36+ 0,34° 3,81

* 2,34 mg/Kg ** massa seca

Letras iguais determinam valores sem diferencas estatisticamente significativas dentro do mesmo
grupo, pelo teste t student com nivel de confianga de 95%.

Como pode ser observado na Tabela 7, a incorporagéo do selénio nos corpos
frutiferos de Pleurotus sajor-caju € crescente e significativa, a medida que aumenta a
concentracdo de selénio no substrato, até a concentracdo de 25,4 mg/Kg. Observa-
se que nessa concentracao a quantidade de selénio em 1 g de massa seca é quase
60 vezes superior, a encontrada nos corpos frutiferos sem adicdo de selénio no
substrato. Além disso, pode-se observar que o aproveitamento de selénio presente no
substrato pelos corpos frutiferos € crescente até a suplementacdo com 12,8 mg/Kg de
selénio. Na concentracao de 25,4 mg/Kg de selénio, o aproveitamento € reduzido para
3,81%, valor 76,6% inferior ao encontrado para a suplementacao de 12,8 mg/Kg de

selénio.

Assuncdo (2014) analisou o selénio acumulado em Pleurotus ostreatus e
Lentinula edodes, mostrando que estas espécies sdo capazes de aumentar em mais
de 150 vezes sua concentracdo de selénio, caracterizando uma alta capacidade de

absorcao de selénio por esses cogumelos.

Pleurotus eryngii crescido em substratos suplementados com selenito de sédio
a uma concentracdo de 5 mg/Kg de selénio apresentaram uma capacidade doze
vezes superior na absorcao de selénio quando comparados ao controle chegando a
uma concentracdo de 17,65 pg/g (Zhou 2021). J& Pleurotus ostreatus crescido em
substratos suplementados com selenito de s6dio a uma concentracdo e 5 mg/Kg de
selénio, apresentaram uma capacidade quase trés vezes maior que Pleurotus eryngii
chegando a absorver 48,5 pg/g (Zhou, 2019). Ao compararmos essas duas espéecies
de Pleurotus com o Pleurotus sajor-caju utilizada neste trabalho observamos que este
tem uma capacidade superior ao Pleurotus eryngii em acumular selénio e inferior ao
Pleurotus ostreatus, visto que em uma concentracdo de 6,4 mg/Kg de selénio no

substrato Pleurotus sajor-caju foi capaz de absorver 33,10 ug/g de selénio

Solovyev (2018) mostra que os corpos frutiferos de Pleurotus e Agaricus

possuem boa capacidade na acumulagédo de selénio, quando cultivados em é&reas
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ricas neste mineral. Bhatia (2013) analisou cogumelos Pleurotus florida crescidos em
palha de trigo do cinturdo selenifero de Punjab, na india e comparou com a mesma
espécie de cogumelos crescidos em palha de trigo de areas nédo seleniferas (grupo
controle), observando que o0s cogumelos crescidos em areas seleniferas
apresentaram uma concentracédo de 141 ug/g de selénio e o grupo controle apenas

0,17 pg/g ou seja, 800 vezes mais selénio.

Fang (2018) constatou que o conteudo de selénio em corpos frutiferos de
Plerotus eryngii crescidos em substratos suplementados com 50 mg/Kg de selénio foi
de 23,06 pg/g. Zieba (2020) estudou o mesmo fungo com uma suplementacao de
50mg/Kg e a concentracdo de selénio nos corpos frutiferos foi de 13,6 ug/g. Esses
resultados mostram que o género Pleurotus possui boa capacidade de absorver e
acumular selénio em seus corpos frutiferos e vdo ao encontro dos resultados

encontrados no atual trabalho.

Niedzielski (2015) avaliou trés espécies de fungos, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus nameko e Pleurotus eryngii, crescidos em substratos suplementados com
selenito de s6dio com concentragdes variando de 43 mg/Kg a 215mg/Kg, equivalentes
a uma concentracao de selénio de 19,63 mg/Kg e 98,17mg/Kg e observou que o teor
de selénio em todas as trés espécies testadas aumentou com a adicdo de selénio, e
a maior quantidade de selénio foi observada nos cultivos nos quais producdo de
biomassa foi menor, corroborando com o resultado deste estudo, no qual absorcéo de
selénio pelo fungo Pleurotus sajor-caju suplementado com uma concentracdo de
selénio no substrato de 25,6mg/Kg, foi de 95,36 pg/g. No entanto, nesta concentracéo
de selénio obteve-se 0os menores parametros produtivos para eficiéncia bioldgica,

rendimento e produtividade.

Silva et al. (2013) verificaram que altas concentragfes de selénio no substrato
de crescimento sao prejudicais e toxicas ao desenvolvimento de fungos. Isto também
foi observado por Gaso et al. (2000) e Hartikainen (2005). Estes resultados vao ao
encontro do atual trabalho, onde observa-se que o rendimento e a eficiéncia biolégica

diminuem quando a concentracdo de selénio no substrato encontra-se em 25,4mg/Kg.

Kaur (2017) analisou a concentracdo de selénio em fungos da espécie
Pleurotus sajor-caju crescidos em substrato de palha de trigo naturalmente

enriquecidos com selénio e constatou uma absor¢do 40 vezes maior que 0 grupo
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controle, resultado semelhante ao presente estudo onde foi encontrado uma absorgao
de 30 a 60 vezes maior que o grupo controle, quando comparado aos grupos com

concentracdo de selénio no substrato de 12,8 e 25,4mg/Kg.

Os corpos frutiferos de Pleurotus sajor-caju do presente trabalho mostraram
maior capacidade de absorcao de selénio em substrato enriquecido com selénio se
comparados com Calocybe indica estudado por Rathore (2018). No presente trabalho
corpos frutiferos obtidos de substrato com concentracdes de 12,8 mg/Kg de selénio
apresentaram uma concentracao de selénio de 50,45 pg/g e no estudo com Calocybe
indica corpos frutiferos obtidos de substrato com um uma concentragéo de 10 mg/Kg

apresentaram apenas 8,28 ug/g de selénio.

Os resultados obtidos demonstraram que Pleurotus sajor-caju tem capacidade
de mobilizar o selénio do substrato e acumula-lo em seus corpos frutiferos. Neste
estudo foi evidenciado que em 1 g de corpos frutiferos secos de P. sajor-caju
cultivados em substrato suplementado com 12,8 mg/Kg de selénio foi incorporado
50,5 pg de selénio, dose muito proxima da dose diaria recomendada deste mineral
(55 ug/dia) para pessoas acima de 14 anos, tornando o extrato seco dos corpos
frutiferos de Pleurotus sajor-caju enriquecidos com selénio um potencial nutracéutico

ou suplemento alimentar.

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS METANOLICOS DOS CORPOS
FRUTIFEROS DE P. sajor-caju ENRIQUECIDO COM SELENIO.

A atividade antioxidante dos extratos metandlicos de corpos frutiferos de
Pleurotus sajor-caju crescidos em substrato misto de palha de bananeira e bagaco de
malte com e sem suplementacdo com selénio, foi avaliada pelos métodos DPPH e do
poder redutor do ion férrico (Tabela 8), ambos baseados na reacéo de transferéncia
de elétrons (HAMINIUK et al., 2012).

Esses métodos sdo amplamente utilizados na avaliacdo da atividade
antioxidante de alimentos, devido a sua simplicidade, rapidez, sensibilidade e
reprodutibilidade (OLIVEIRA et al., 2016).
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A atividade antioxidante n&o deve ser concluida com base em um Unico modelo
de teste antioxidante, devido a possiveis interferéncias, devendo ser realizados
diversos procedimentos de ensaios in vitro. Além disso, os modelos de testes
antioxidantes variam em diferentes aspectos, tendo os resultados expressos em
unidades distintas, o que dificulta a comparagdo direta de um método com outro
(HAMINIUK et al., 2012; ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).

Para a analise antioxidante foram utilizados os corpos frutiferos provenientes
do substrato suplementado com 12,8 mg/Kg de selénio. Esta condicao foi escolhida
pelo fato de ter promovido a maior absor¢cdo de selénio, sem comprometer a
produtividade, rendimento e eficiéncia biolégica do processo. Como controle, foram

utilizados corpos frutiferos obtidos do substrato sem suplementacao de selénio.

Tabela 8 - Atividade antioxidante dos extratos metandlicos de Pleurotus sajor-caju com e sem

enriquecimento de selénio.

Amostras Atividade sequestrante DPPH % Potencial redutor ion férrico
(mgAA/g~)
0 (sem suplementacéo 42,612+ 0,93 16,752+ 6,26
de selénio)
12,8 mg/Kg de selénio 41,442+ 2,68 34,47°+5,13
Vitamina C** 93,34 + 0,23

Letras iguais representam valores sem diferencas estatisticamente significativas dentro do mesmo
grupo, pelo test t student com nivel de confianga de 95%.

*mg AA/g = miligramas de 4acido ascoérbico por grama de extrato. **Controle positivo utilizado no teste.

O teste de DPPH néo apresentou diferenca estatistica entre corpos frutiferos
de Pleurotus sajor-caju crescidos em substrato na auséncia de selénio (42,61%)
guando comparados com 0s crescidos em substrato suplementado com selénio
(41,44%). Entretanto para o teste de potencial redutor do ion férrico, houve diferenca
significativa entre corpos frutiferos de Pleurotus sajor-caju crescidos em substrato na
auséncia de selénio (16,75 mgAA/g) quando comparados com o0s crescidos em
substrato suplementado com selénio (34,47mgAA/g).
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Apesar dos extratos avaliados em cada ensaio serem 0S mesmos, 0S
mecanismos de acao envolvidos nos métodos sao diferentes. O DPPH é um radical
livre, receptor tanto de um atomo de hidrogénio como de um elétron para se tornar
uma molécula diamagnética estavel. Ao receberem um atomo de hidrogénio ou um
elétron de um agente antioxidante, como os compostos fendlicos, a forma reduzida do
radical é gerada, seguida pela perda de cor (MUJIC et al.,, 2010; ZIELINSKI;
HAMINIUK; BETA, 2016). J4 o potencial redutor do ion férrico € caracterizado
somente pela capacidade de transferéncia de elétrons, que resulta na redugéo de ions
ferro (Fe®* para Fe?*) na presenca de compostos antioxidantes (CRAFT et al., 2012).

O resultado encontrado nesse estudo para o teste DPPH em percentual é
considerado baixo, visto que apenas quando encontra-se acima de 50%, € realizado
o calculo de ICso. Esse indice significa a quantidade suficiente do extrato para reduzir
em 50% a absorcao do radical DPPH, dessa forma quanto menor a quantidade para

inibir 50% de absorcéo, maior a atividade antioxidante.

O estudo de Fasoranti et al. (2019) analisou espécies de Pleurotus crescidos
em substrato com e sem suplementag&o com selénio e observaram que cogumelos
crescidos em substrato suplementado com selénio (22,8 mg/Kg) apresentaram uma
maior capacidade antioxidante (91,58%) quando comparados aos cogumelos

crescidos na auséncia de selénio (75,5%).

Outros estudos com o0 género Pleurotus também reportaram atividade
antioxidante superiores ao encontrado neste trabalho pelo método DPPH. Sulistiany
et al. (2016) avaliaram uma espécie de Pleurotus selvagem da Indonésia e
encontraram uma capacidade antioxidante de 77,82%. Menaga et al. (2021)
encontraram uma capacidade antioxidante foi de 76% para Pleurotus florida.
Elmastas et al. (2007) avaliaram Pleurotus ostreatus encontrando uma capacidade

antioxidante de 82,8%.

Contudo deve-se considerar as espécies fungicas bem como as diferengas de
substrato de cultivo e concentracfes de selénio utilizadas. Outros fatores que
influenciam a atividade de eliminacéo do radical DPPH séo: o solvente no qual o DPPH
€ solubilizado, o pH, a concentracao da amostra e tempo de reacao (BADARINATH et
al., 2010; NOIPA et al., 2011; ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013), que podem

resultar em valores divergentes quando comparacodes entre estudos séo realizadas.
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Mesmo diante dessas informacdes ao compararmos 0 presente trabalho a
outros estudos que avaliaram a capacidade antioxidante de género Pleurotus pelo
mesmo meétodo para analise DPPH, é possivel verificar uma proximidade nos
resultados. Bathia (2014) verificou que Pleurotus fossulatus enriquecidos com selénio
(27,9 mg/Kg) apresentavam 40,6% de atividade antioxidante por esse método. Mishra
(2014) analisou o potencial antioxidante dos pileos e estipes de Pleurotus sajor-caju
e encontrou um percentual para capacidade antioxidante de 43% e 41,1%,

respectivamente.

Krummel (2018) encontrou uma atividade antioxidante de 47,2% em extratos
metandlicos de Pleurotus sajor-caju crescidos em substratos sem suplementacéo,
valor semelhante ao encontrado nesse estudo que encontrou atividade oxidante para
DPPH de 42,61%.

Além disso, um estudo recente, avaliou 0 método DPPH, chamando a atencao
para um erro comum na unidade para expressar o acido ascorbico e outras
substancias antioxidantes, sugerindo que o teste de acdo antioxidante € amplamente
mal utilizado, com total desconsiderac¢éo da concentracdo de DPPH no teste, podendo
acarretar uma superestimativa de 7%, impossibilitando a comparagao entre estudos
(MENEZES et al., 2021).

Os resultados da atividade antioxidante pelo método de reducéo do ion férrico
neste trabalho, apresentam maior similaridade quando comparados a outros estudos.
Fasoranti et al. (2019) encontraram um poder redutor 21% maior nos cogumelos
crescidos em substrato suplementado com selénio, resultado que corrobora com o
presente estudo. A capacidade antioxidante e redutora dos cogumelos, sé&o
conhecidas pela presenca de fendis e terpenodides (FASORANTI, 2019). A atividade
guelante dos cogumelos enriquecidos com selénio também pode ser devida a
capacidade antioxidante das por¢des bioldgicas contendo o metal selénio. A adicdo
de selénio em cogumelos desencadeia a sintese de selenoergotenoina, substituindo
o enxofre pelo composto de selénio da por¢cédo antioxidante ergotioneina (BEELMAN;
ROYSE, 2006).

Corroborando com este estudo, que observou que Pleurotus sajor-caju
suplementado com selénio (12,8 mg/Kg), apresentou uma capacidade antioxidante

105% maior em relagdo ao grupo controle (0 mg/Kg), pelo teste de reducdo do ion
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férrico, Bhatia (2014) em seu estudo com Pleurotus fossulatus crescidos em
substratos naturalmente enriquecidos por selénio (24 mg/Kg) obteve uma capacidade
antioxidante 33% maior quando comparados ao grupo controle (1,9 mg/Kg) pelo

mesmo método.

Também corroborando com o presente estudo, Rathore (2018) utilizando
concentracfes de selénio que variaram de 0 e 10 mg/Kg no substrato, observa que
com o aumento da concentracdo de selénio ha um aumento no poder redutor do ion
férrico melhorando a atividade antioxidante de cogumelos da espécie Calocybe indica
em 51%.

Um estudo realizado com espécies de Pleurotus, crescidos em substrato
suplementado com selénio mostrou que estes apresentaram suas atividades
antioxidantes 18% melhores, indicando que os mesmos podem ter aplicabilidade
como ingredientes bio-fortificados ou como alimentos funcionais (PONIEDZIALEK et
al., 2017).

Vérios autores evidenciam a possibilidade de extratos de cogumelos serem
utilizados como possiveis nutracéuticos e/ou alimentos funcionais devido as suas
atividades antioxidantes. Finimundy et al. (2018) relataram que o extrato de Pleurotus
sajor-caju pode ajudar a controlar os danos oxidativos ocasionados por radicais livres,
sendo promissores para o desenvolvimento de suplementos alimentares, bem como
seu consumo in natura auxiliando no controle e prevencédo de doencas. Segundo
Bhatia et al. (2013), cogumelos enriquecidos com selénio possuem maior atividade

antioxidante podendo ser utilizados como suplementos alimentares ou nutracéuticos.

Diante dos resultados e comparacdes com os estudos observamos que
Pleurotus sajor-caju enriquecido com selénio, principalmente pelo teste de potencial
redutor do ion férrico, possui atividade antioxidante melhorada podendo seu extrato

ser utilizado como potencial nutracéutico ou alimento enriquecido.
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5.4 ESPECIACAO DE SELENIO EM CORPOS FRUTIFEROS DE Pleurotus sajor-

caju

Os corpos frutiferos que obtiveram a maior absorcdo de selénio pelo método
guantitativo de ICP-MS, sem alteracdo da eficiéncia bioldgica, rendimento e
produtividade do processo foram os escolhidos para as andlises das espécies de
selénio. O padréo utilizado para as analises foi DL-selenometionina. Foi realizada a
guantificacdo de selenometionina em duas amostras de Pleurotus sajor-caju
cultivados em substrato suplementado com 12,8 mg/Kg de selénio (50,45 ug/g de
selénio no corpo frutifero), uma amostra preparada com extracdo enzimatica
(proteases + lipases) — PSC C/E, e a outra amostra preparada com extracdo em agua
- PSC SIE.

O cromatograma obtido da solucdo padrdao de 15 pg /mL de DL-
selenometionina esta apresentado no Apéndice 1. A curva de linearidade das

diferentes concentracdes do padrao esta representada no Apéndice 2.

A concentracdo de selenometionita de cada amostra esta apresentada na

Tabela 9 e os respectivos cromatogramas nas Figuras 10 e 11.

Tabela 9 - Concentracdo de selenometionina nos extratos dos corpos frutiferos de Pleurotus sajor-caju
enriquecidos com selénio (50,45 ug/g), obtidos com extragdo enzimatica e extragdo aquosa utilizando
HPLC.

Amostras Concentracdo de selenometionina nos corpos frutiferos de

P. sajor -caju (ug/g)

PSC C/E 40,61

PSC S/ E 14,68
PSC C/E (extrato seco de Pleurotus sajor-caju com extracdo enzimatica) PSC S/E (extrato seco

Pleurotus sajor-caju com extracdo por agua).

Conforme as Figura 10 e 11, podemos observar que o extrato de corpos
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frutiferos de Pleurotus sajor-caju crescidos em substrato suplementado com 12,8
mg/Kg de selénio (50,45 pg/g de selénio nos corpos frutiferos) apds processo de
extracdo enzimatica (proteases + lipases), e processo de extracdo em agua
apresentou o selénio em sua forma organica mais biodisponivel, a selenometionina.
As concentragcdes de seleniometinina obtida no extrato enzimético e aquoso foram de
40,61 pg/g e 14,68 ug/g respectivamente. Esse resultado vai ao encontro dos
resultados obtidos por Milanovic et al. (2019) que estudaram Pleurotus pulmonarius
cultivados em substrato suplementado com selénio a uma concentragéo de 3,2 mg/Kg,
e realiza a extracao dos corpos frutiferos por meio enzimatico e aquoso, como no atual
trabalho. Estes autores demonstraram que ambas as extracdes sdo capazes de
apresentar a selenometionina, sendo que os cogumelos maduros com extracdo
enzimatica alcancaram uma concentracdo de selenometionina de 17,1 pug/g e com
extracdo aquosa alcancaram 13,9 pg/g, mostrando que os diferentes métodos de
extracdo (enzimatico e aquoso) apresentaram resultados semelhantes, divergindo do
presente estudo, onde a extracdo enzimatica obteve um valor 2,8 vezes superior. Os
autores ainda analisaram a presenca de trés selenocompostos nos corpos frutiferos
cultivados em substrato suplementado com selénio e observaram que a
selenometionina é a principal forma de selénio em Pleurotus pulmonaris. No atual
estudo foi dosada apenas a selenometionina, e observa-se que a mesma representa
32,2% (calculo estequiométrico) do selénio presente nos corpos frutiferos crescidos

em substrato suplementado com selénio.
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Figura 10 - Cromatograma do extrato enzimético de P. sajor-caju (PSC C/E).
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Figura 11 - Cromatograma Cromatograma do extrato aquaso de P. sajor-caju (PSC S/E).
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Diante desses resultados com analise de espécie de selénio utilizando tanto
métodos de extracdo aquosa e enzimatica, podemos evidenciar que a

selenometionina ndo esta presente nos corpos de frutificacdo apenas incorporadas
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em estruturas de proteinas, mas estdo amplamente presentes como moléculas livres
(MILANOVIC et al., 2019).

A Tabela 10 apresenta uma compilacédo dos resultados obtidos neste trabalho
e por varios autores que utilizaram o género Pleurotus cultivado em diferentes

substratos suplementados com selénio.
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Tabela 10 - Resultados obtidos no atual trabalho e por diferentes autores para influéncia da suplementacéo de selénio na eficiéncia bioldgica (EF%), absor¢céo

de selénio e espécies de selénio pelo género Pleurotus.

Espécie fungica Substrato EB Suplementagdo Absorcéo Selenometionina Referéncia
de Selénio de selénio (ug/g)
N&o alterada Aumentada Diminuida (mg/Kg) (na/9)
Pleurotus sajor- Palha de bananeira X 12,8 50,45 40,61*
caju e bagaco de mate
com selenito de Na 14,68 A autora
Pleurotus erryngii Com selenito de X 5 17,65 - Zhou et al.
sédio (2021)
Pleuroturs Com selenito de X 5 48,5 11,63 Zhou et al.
ostreatus s6dio (2019)
Pleurotus Palha de trigo com - - - 3,2 23,1 17,1+ Milanovic et al.
Pulmonaris selenito de Na 13,9%* (2019)
Pleurotus sajor- Palha de trigo X - 19,05 -
caju naturalmente Kaur et al.
enriquecida (2017)
Pleurotus sajor- Palha de trigo X 27 399 -
caju naturalmente Solovyev et al.
enriquecida (2018)
Pleurotus eryngii Substrato sintético - - - 50 23,06 13,68

com selenito de Na

Fang (2018)
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Pleurotus

ostreatus

Pleurotus eryngii

Pleurotus

ostreatus

Pleurotus florida

Pleurotus

ostreatus

Serragem de faia e
palitos de linho com
Selenito de Na

Casca de café com
com selenito de
sodio
Palha de trigo
naturalmente

enriquecida

Casca de café com

selenito de sodio

98,04

11,4

27,9

25,4

62

267,55

141

>200

50
33

362,7

69,2

Niedzielski et al.
(2015)

Assucéo et al.
(2014)

Bathia et al.
(2013)

Silva et al.
(2012)

*extrato enzimatico, **extrato aquoso
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Assuncéo et. al. (2014) ao analisar em corpos frutiferos de Pleurotus ostreatus
e Lentinula edodes, verificaram que a principal espécie de selénio foi a

seleniometionina.

Zhou (2019), ao analisar as espécies de selénio de Pleurotus ostreatus
crescidos em substrato suplementado com selenito de sédio a uma concentragédo de
5mg/Kg de selénio constatou que a principal forma de selénio nesse cogumelo é da
selenometionia, com concentracdo de 11,63 pug/g. Em comparacdo com o presente
trabalho pode-se observar que o Pleurotus sajor-caju teve uma maior capacidade de
converter o selénio do substrato em selenometionina chegando a um resultado de

40,66 ug/g, superior ao encontrado por Zhou (2019).

Bathia (2013) estudou as espécies de selénio dos cogumelos Pleurotus florida,
crescidos em palha de trigo proveniente do cinturéo selenifero na India, e observou
gue a principal espécie de selénio apds processo de simulacao gastrointestinal foi a
selenometionina em uma concentracao de 69,2 ug/g. Este resultado foi superior ao
encontrado no atual trabalho, entretanto a palha de trigo utilizada por Bathia possuia
uma concentracao de selénio de 27,9 mg/Kg de substrato, valor superior ao utilizado
nesse estudo.

Um estudo realizado com Pleurotus ostreatus e Pleurotus eryngii, analisou a
capacidade desses fungos absorverem selénio inorganico do substrato e bio
transformar em selénio organico, do tipo selenometionina. Ambos os fungos foram
capazes de absorver selénio em uma concentracédo de 19,6 mg/Kg e alcancaram uma
concentracédo de selenometionina de 50 pg/g e 33 pg/g respectivamente, resultado

semelhante ao encontrado no atual estudo (NIEDZIELSKI et al. 2015).

Fang (2018) analisou as espécies de selénio em Pleutorus eryngii crescidos em
substratos suplementados com 50 mg/Kg de selénio utilizando digestdo enzimatica e
simulacdo gastrointestinal. O autor observou que a principal espécie de selénio
presente nos corpos frutiferos foi a selenometionina em concentragéo de 13,68 ug/g
e 11,36 ug/g para digestdo enzimatica e simulacao gastrointestinal, respectivamente,

resultados inferiores aos encontrados no atual trabalho.

A selenometinina também foi a principal espécie de selénio encontrada em
Cordyceps militares (32,8 pg/g) suplementados com 40mg/Kg de selénio (HU et al.,
2018).
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Algumas divergéncias de resultados podem ser explicadas pela degradacao
oxidativa dos selenoscompostos, bem como pelos diferentes métodos de extracdo
para quantificacdo dos selenoaminoacidos (GAMMELGAARD et al., 2003; AMOAKO
et al., 2009). Também é importante considerar que tanto a forma de cultivo do
cogumelo, como as caracteristicas de enriquecimento, forma de selénio e sua
concentracdo, e a fisiologia do fungo influenciam nas formas de absorcédo e
capacidade de biotransformacao do selénio pelo fungo (SILVA et al., 2012; MASEKO
et al., 2013).

A biotransformacéo do selénio inorganico em compostos de organosselénio
pode ser uma caracteristica do género Pleurotus, conforme observa-se nos trabalhos

de outros autores.

Os resultados encontrados neste trabalho, evidenciando que o selénio que esta
presente em Pleurotus sajor-caju, esta na forma de organoselénio, a selenometionina,
sugerem a capacidade dos corpos frutiferos desse cogumelo em biotransformar
selenito de sddio do substrato principalmente em selenometionina, melhorando seu
valor nutricional como fonte de selénio para ser usado como possivel nutracéutico ou
alimento funcional. Segundo Combs (1988) alimentos ou suplementos que contem
selenometionina, podem manter por periodos mais longos as atividades das
selenoenzimas durante a deplecdo do que aqueles que contém selénio inorganico,
devido a reciclagem da selenometionina que é catabolizada a partir da proteina

armazenada.

Rayman et al. (2008) destacaram que as formas organicas sao mais
disponiveis que as formas inorganicas, e afirmaram que suplementacdes realizadas
com selénio organico podem ficar retidas por periodo de tempo mais longos, quando
comparadas a suplementagdes realizadas na forma de selenito de sodio ou selenato
de soédio (selénio inorgéanico). Assim, Pleurotus- sajor caju crescido em substrato
suplementado com selénio inorganico, pode ser utilizado, principalmente devido a
presenca de selénio organico, selenometiona, como um potencial nutracéutico ou

alimento enriquecido.
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CONCLUSOES

A eficiéncia biologica, o rendimento e a produtividade ndo apresentam
diferencas significativas quando o substrato foi acrescido de selénio em
concentracdes de 3,2 a 12,8 mg/Kg de substrato. Entretanto, em concentracdes de
selénio de 25,4 mg/Kg de substrato observou-se parametros de rendimento, eficiéncia
biolégica e produtividade diminuidos, bem como, alteracées no aspecto morfolégico

dos corpos frutiferos, como pileos menores e estipes maiores.

Quanto a absorcédo de selénio pelos corpos frutiferos do Pleurotus sajor-caju,
observou-se que o0 mesmo tem uma boa capacidade de absorcdo, e conforme
aumenta a concentracdo de selénio no substrato aumenta a quantidade de absorcao
pelos corpos frutiferos, sendo que 1g de corpos frutiferos secos crescidos em
substratos suplementados com selénio em uma concentragdo e 12,8mg/Kg,
representam 91,7% da ingestdo diaria recomendada (RDA) de 55 ug/dia, visto que

apresentaram uma concentracao de 50,45 ug/g de selénio.

A atividade antioxidante de corpos frutiferos de Pleurotus sajor-caju crescidos
em substrato enriquecido com selénio apresentou resultado significativamente maior
gue o controle (sem selénio) somente no teste de reducdo para ion férrico. Para o
teste de DPPH néo houve diferenca significativa, contudo os resultados apresentaram
boa atividade antioxidante. Pleurotus sajor-caju enriquecidos com selénio possuem
atividade antioxidante maior que o grupo controle pelo teste de reducéo do ion férrico,

apresentando um grande potencial para ser um alimento funcional.

Pleurotus sajor-caju mostrou-se capaz de mobilizar o selénio do substrato misto
de palha de bananeira e bagaco de malte enriquecido com selénio e incorporar em
seus corpos frutiferos biotransformando o selénio inorganico em selénio organico,
selenometionina uma concentracdo de 40,61 ug/g nos extratos enzimaticos e 14,68
Mg/g nos extratos aquosos. Desta forma corpos frutiferos desidratados de Pleurotus
sajor-caju enriguecido com selénio podem ser utilizados tanto como alimento

enrigquecido ou potencial nutracéutico.

Como perspectivas para continuacao deste trabalho:
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analisar os residuos de selénio no substrato e técnicas de eliminacao
sustentavel;

analisar e quantificar outras espécies de selénio presentes em Pleurotus
sajor-caju crescidos em substrato enriquecidos com selénio;

Realizar estudos in vivo da capacidade antioxidante de extratos de
cogumelos Pleurotus sajor-caju crescido em substrato suplementado
com selénio;

Realizar a viabilidade econémica da producéo de Pleurotus sajor-caju
crescido em substrato suplementado com selénio e seu uso como

potencial nutracéutico.
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APENDICE

Apéndice 1 — Curva padréo DL-selenometionina 15 pg/mL
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Apéndice 2 — Curva de linearidade DL-selenometionina

D-7000 HSM: Validation Series: 5772 curva 3 Report: modified System: UNIVILLE

Channe Calibration Curves and Results
Name: Selenometionina
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Chrom Type: HPLC Channel : 1
Name Pts RO 2l A2 A3 R-Sgr Unit
Selenometionina 5 0, 000E+00 6, 017E-D6 0, 000E+00 0, 000E+00 &, S04E-01 ug/n
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