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RESUMO

Cogumelos comestiveis contém importantes propriedades funcionais. Em particular, f—glucanos, homo- e hetero-glucanos com ligacoes
glicosidicas B(1—3), B(1—4) e B(1—6), supostamente responsaveis por algumas propriedades benéficas a saide humana, como atividade
imunomodulatéria, antioxidante, antiinflamatoria e anticancerigena. Neste trabalho, a quantidade de f—glucano presente em cogumelo
Agaricus blazei Murill, coletados de trés diferentes locais, foi analisada utilizando-se método enzimatico. As amostras (em base seca)
foram tratadas com o-amilase, protease bacteriana e com glicoamilase fungica. f—glucano foi quantificado apés hidrélise acida e deter-
minacao da glicose liberada. Foi verificado que amostras de A. blazei Murill cultivadas em estufas apresentaram menor concentracao de
B—glucano (8,4+0,9 e 7,6%2,8g/100g) quando comparado com amostras cultivadas em campo aberto (10,1+2,1g/100g). Observou-se
ainda que, mesmo sendo cultivado em condicoes semelhantes, porém em locais diferentes, as amostras apresentaram diferencas signi-
ficativas (7,6+2,8 e 8,4+0,9g/100g).
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SUMMARY

DETERMINATION OF B-~-GLUCAN CONCENTRATION IN Agaricus blazei Murill MUSHROOM BY ENZYMATIC METHOD. Edible mushrooms
contains a very interesting functional properties. Among them, the B-glucans, polysaccharides with f-1,3; f—1,4 and p-1,6glucosidic
linkages, they are responsible to a series of properties to human health, such as immunomodulatory, antioxidant, antiinflammatory and,
antitumoral activities. In the present work, the Agaricus blazei Murill B—glucan concentrations from three locations, were determined
through the enzymatic method. Samples were treated with o—amylase, bacterial protease and fungal glucoamylase. f—glucans were
quantified after acid hydrolysis and, the glucose determined for spectrophotometric method. It was verified that samples cultivated inside
stoves presented smaller f—glucan concentration (8.4+0.9 and 7.6+2.8g/100g), when compared with samples cultivated in open field
(10.1£2.1g/100g). It was also observed that the samples cultivated in similar conditions, even so in different place, presented significant

differences (7.6+2.8 and 8.4+£0.9g/100g).
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1 - INTRODUCAO

A maioria dos cereais contém quantidades variaveis
de B—(1—3) e B—~(1—4)-D-glucanos. Esses polissacarideos
sdo comuns entre os cereais e ocorrem em grande quanti-
dade no endosperma e na parede celular de cevada, trigo e
aveia [2, 11]. A importancia metabolica do —glucano na
saude e na nutricao humana foi recentemente revisada
por KLOPFENSTEIN [15]. Alimentos a base de aveia, ricos
em fibras soluveis em agua tém sido descritos como pro-
dutos hipocolesterotémicos em humanos e, tem desper-
tado interesse crescente junto a comunidade médica [1,
27]. O B—glucano (Figura 1) € encontrado em todos cereais,
mas as concentracoes sao maiores em aveia e cevada, com
valores na faixa de 2 a 6% [10]. Os cogumelos comestiveis
também apresentam compostos que tém propriedades fun-
cionais, em particular os homo e hetero-glucanos com li-
gacoes glicosidicas do tipo B(1—3) e B(1—6) [16]. No en-
tanto, além das propriedades farmacolégicas encontradas
nos polissacarideos de origem vegetal, os polissacarideos
de origem fungica apresentam varias outras propriedades
tais como atividades antitumoral, imunomodulatéria,
antiviral, antimicrobiana e antiparasitaria [3, 9, 34]. Entre
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as atividades farmacologicas relacionadas a diversas es-
pécies de cogumelos que contém (1—3) e (1-6)-f-D-
glucano, esta a atividade antitumoral [3, 9, 14, 16, 19, 20,
21]. De acordo com KAWAGISH et al. [13, 14] a fracao de
polissacarideo estraido de Agaricus blazei, que apresen-
ta atividade antitumoral € composta de um complexo
de B—-(1—6)-D-glucano e proteinas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a concentracao
de B—glucano em cogumelos Agaricus blazei Murill culti-
vados no Brasil e no Japao em duas condicdes distintas
(estufa e campo) através de método descrito por PROSKY
et al. [29] e modificado pela “Foundation of Japanese Food
Analysis Center” [8], pela quantificagdo de glicose libe-
rada apos sucessivas hidrolises enzimatica e quimica.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

As amostras de cogumelos foram cultivadas no Brasil e
no Japao, e em duas condicoes distintas de acordo com a
Tabela 1. O cogumelo foi cultivado em estufa a 25+£0,2°C e
umidade relativa (U.R.) superior a 90%, por 6 dias, sobre
composto organico produzido a partir de bagaco de cano—de-
acucar, farelo de arroz, esterco de gado e galinha, contidos
em sacos plasticos de 60 quilos. Para a amostra cultivada no
campo, a incubacao foi feita em composto organico coberto
com terra estéril, em valas, a temperatura ambiente, a tem-
peratura de 25+2°C e U.R. aproximada de 60%.
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FIGURA 1. (Al e A2) Unidades estruturais de f—glucanos
encontrados em cereais e microrganismos e (B) estru-
tura da parede celular de leveduras.

TABELA 1. Locais e condicoes de cultivo do cogumelo
Agaricus blazei Murill

Amostras Local Condicdo  Umidade relativa (%)  Temperatura (°C)
J Japdo Estufa >90 2540,2
c Sao Paulo  Estufa >90 2510,2
R Sao Paulo  Campo 50 -60 25+2,0

2.2 - Preparo do cogumelo

As amostras foram coletadas, lavadas e imediata-
mente colocadas em estufa com circulacao forcada a
60°C por 24h, para a secagem do cogumelo. Terminado
o processo de desidratacao, as amostras foram acondi-
cionadas em dessecador e armazenadas em freezer (-
10°C) até o momento de sua analise. As amostras fo-
ram pulverizadas utilizando um triturador LI-5 (capaci-
dade de SL e motor de 3/4 Hp, Reimse Co.), peneiradas
(0,3mm) e imediatamente analisadas.

2.3 - Determinacao do -glucano

A determinacgao de B-glucano foi realizada em tri-
plicata, conforme a metodologia descrita por PROSKY
et al. [29] e modificada pela “Foundation of Japanese
Food Analysis Center” [8]. Esse método consiste em
hidrélises enzimaticas e quimicas, e constitui o méto-
do analitico oficial japonés para determinacgao de -
glucano. Aliquotas de 1g das amostras desidratadas e
trituradas, foram acondicionadas em frascos de
Erlenmeyer (500mL) com SOmL de tampao fosfato 80mM
e pH 6,0. Em seguida, foram tratadas com: (a) o—amilase
termostavel Termamyl 120L (Novo Nordisk; O,1mL de
enzima, incubada por 30min em banho-maria em ebuli-
¢ao), (b) protease neutra bacteriana (Novo Nordisk;
0,1mL de enzima, pH 7,5; ajustado com NaOH 25mM,
incubado por 30 min a 60°C) e (c) amiloglicosidase AMG
200L (Novo Nordisk; 0,3mL de enzima, pH 4,0-4,5, ajus-
tado com HC1 75mM, incubado por 30 min a 60°C). Apos
os tratamentos enzimaticos, foram adicionados 200mL
de solucao 95% de alcool etilico, e os frascos foram
mantidos a 60°C por 60 minutos. Em seguida, as fibras
soluiveis precipitadas com etanol e fibras insolaveis fo-
ram separadas por centrifugacao a 20000g por 10 minu-
tos. Os precipitados lavados com solucédo 80% de alco-
ol etilico e acetona, continham sais insoluveis, protei-
nas nao-digeridas e fibras insoluveis, como descrito por
MANZI & PIZZOFERRATO [16]. O procedimento de la-
vagem dos precipitados foi repetido por 3 vezes. Apos
evaporacao do etanol e da acetona excedentes foram
adicionados 10mL de solugdo 72% de H,SO, e os fras-
cos foram incubados a 20°C por 4h, para hidrolise das
fibras, compostas basicamente de f-glucanos. Em se-
guida, foram adicionados 140mL de agua destilada, sen-
do os frascos incubados em banho-maria em ebulicao
por 2h. Apds este periodo, o pH das misturas foi ajus-
tado até a neutralidade utilizando NaOH 5SM, e o volu-
me final completado para 300mL. Em seguida as amos-
tras foram filtradas em papel de filtro Whatman n°SB
Advantec e a quantidade de glicose foi determinada pelo
método enzimatico utilizando-se 4-aminofenazona
(0,025 mol/L) e fenol (0,055 mol/L) na presenca de gli-
cose oxidase (1 U/mL) e peroxidase (0,15 U/mlL)
(LaborLab Ltda., Guarulhos/SP). A concentracao de 3—
glucano (g/ 100g), presente nos cogumelos em base seca,
foi calculada através da equacao:

B—glucano (g/100g) = Glicose (g/100g) x 0,9 (1)
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2.4 - Analise estatistica

O delineamento empregado foi inteiramente casu-
alizado, sendo que a analise estatistica dos resultados
obtidos de 3 repeticoes. Os dados obtidos da concen-
tracao de PB-glucano foram analisados pelo programa
MSTAT-C [22] para a determinacao da analise da va-
riancia e comparacao de médias através do teste de
Tukey com um nivel de confianca de 95%.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando-se a metodologia da determinacao de
B-Glucano proposta por PROSKY et al. [29] e modifica-
da pela “Foundation of Japanese Food Analysis Center”
[8], as amostras de cogumelos foram submetidas a tra-
tamento com o-amilase bacteriana Termamyl, para a
hidrolise do amido seguidas com protease e com amilo-
glicosidase para hidrélise de olissacarideos residuais
para remocao de proteinas digeriveis. O residuo obtido
foi lavado para a remocao de sais insoluveis, proteinas
nao digeridas e fibras insoluveis. As amostras de -
glucano foram hidrolisadas com acido e a quantidade
de glicose formada foi determinada pelo método enzi-
matico com glicose oxidase e peroxidase. O uso de
enzimas altamente purificadas é requerido na analise
de B-glucano em alimentos, pois a contaminagao das
preparacoes enzimaticas com enzimas que hidrolisam
o amido, pode resultar na producao de acguicares livres,
como glicose de outra fonte que nao seja do f—glucano,
e isto poderia superestimar o contetdo de f—glucano. A
glicose oxidase e peroxidase usadas na determinacao
da glicose devem ser essencialmente livres de catalase
e a— e PB—glicosidase [18]. Por este motivo, as prepara-
coes enzimaticas utilizadas neste trabalho foram obti-
das de fornecedores que garantissem a pureza requerida.
Além disto, a metodologia utilizada foi inicialmente ela-
borada para determinacao do contetido de B-glucano
em cereais, onde o teor das fontes potenciais de glico-
se, como amido ou celulose/hemicelulose, sao consi-
deravelmente inumeras. O cogumelo Agaricus blazei,
possui teor reduzido, sendo inexistente destes polissa-
carideos; e neste trabalho foram utilizadas enzimas
puras no tratamento enzimatico das amostras tritura-
das de A. blazei. Como sugerido por McCLEARY [17] o
meétodo proposto por McCLEARY para analise de -
glucanos, tem sido aplicado pelo Sub-Comité do “Ce-
real Chemistry Division of the Royal Australian Chemical
Institute”, e atualmente é recomendado como método
australiano [33]. DALIES et al. [6] afirmam que a pare-
de celular de fungos e leveduras, sdo compostas princi-
palmente, de f—glucanos, que hidrolisados levariam a
formacgao de glicose, e de mananas e quitina (Figura 2),
que hidrolisados levariam a formacao de outras hexoses,
como manose, e N-acetilglicosamina. A composicao da
parede celular de Fusarium oxysporum foi analisada por
SCHOFFELMEER et al. [32], sendo encontrados princi-
palmente, quitina, a— e f—glucanos, e a analise de acu-
cares destes polissacarideos mostrou ndo somente a
presenca de glicose e N-acetilglicosamina, mas tam-
bém de manose, galactose e acido urdnico. Algumas
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algas e oomicetos possuem ainda celulose em suas
paredes celulares, que poderiam, apos tratamento en-
zimatico, formar um excedente de glicose que acarre-
taria em valores superestimados de f-glucanos.

Em geral, os métodos descritos na literatura para
determinacgao de B-glucanos, foram desenvolvidos para
analise de B-glucanos de cereais com ligacoes do tipo
B(1—3)(1—6) [18]. De fato, cereais contém essencialmente
B—glucanos com ligacoes mistas de (1 —3)(1—6), enquan-
to cogumelos apresentam maiores quantidades de
B(1-4)(1—6) que B(1—3)(1—4) e diferentes ligacoes sim-
ples como B(1-3), B(1—4) e B(1—6) [23]. Na Tabela 2,
sao apresentados os teores de f-glucano presentes nas
amostras de cogumelo A. blazei em duas condicoes de
cultivo. Os teores de B—glucano representam os valores
meédios de trés avaliacOes e a comparacao entre as mé-
dias foi feita considerando-se 5% de significancia.
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FIGURA 2. Estrutura quimica de quitina encontrados em mi-
crorganismos.

TABELA 2. Concentracao de f—glucano das amostras de cogu-
melo Agaricus blazei Murill cultivadas no Brasil e no Japao
em diferentes condicoes*

Amostra  Local/Condicdo  B-glucano** (g/100 g cogumelo seco)
J Jap3o (estufa) 7,642,8°
C  S#o Paulo (estufa) 8,4+0,9°
R S&o Paulo (campo) 10,1+2,1%

*Médias seguidas de letras diferentes sédo significativas em nivel de 5% (Teste de
Tukey; p<0,05]

** concentragoes foram expressas em porcentagem (p/p), considerando um grama
de B-glucano por 100g de cogumelo, em base seca.

As amostras cultivadas em estufa, tanto no Brasil
como no Japao, apresentaram menor concentragao de
B—glucano quando comparadas com a amostra cultiva-
da em campo e, observou-se ainda que, houve diferenca
significativa no teor de f—glucano entre as duas amos-
tras cultivadas em estufa.

Esta diferenca pode ter sido causada devido a varia-
cao na qualidade do composto utilizado para o cultivo do
cogumelo bem como alteracdes nas condicoes ambien-
tais dentro das estufas. Verificou-se ainda que compa-
rando as amostras C e R, cultivadas em estufa e no cam-
po, respectivamente, houve diferenca significativa no teor
de B-glucano entre as duas formas de cultivo, levando a
concluir que a melhor concentracdo deste polissacarideo
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pode ser obtida se o cogumelo for cultivado no campo. Nes-
se caso existem alguns fatores como chuva, variacao brus-
ca de temperatura, pragas, etc, que podem afetar de forma
negativa o cultivo dos cogumelos. Estes fatores agricolas,
tém afetado o teor de f—glucano, quando se trata de cultivo
de cereais, porém o efeito destes fatores agricolas na foram
analisados para o cultivo de cogumelos em campo. Algum
estudo neste sentido poderia ser feito, para que se possa
elaborar um protocolo de producao destes cogumelos com
um teor de B—glucano que seja maior e invariavel.

MANZI & PIZZOFERRATO [16] utilizaram método
analitico similar ao empregado neste trabalho e encon-
traram teores de B-glucano em cogumelos comestiveis
Pleurotus ostreatus, P. pulmunarius, P. eryngii e Lentinula
edodes na faixa de 0,21 e 0,53g/100g de cogumelo seco.
Outros autores, como DALLIES et al. [6] por sua vez,
avaliaram teores de PB-glucanos em Saccharomyces
cerevisiae, enquanto SANDULA et al. [31] avaliaram a pre-
senca de B(1—-3)-glucano nas paredes celulares de
Saccharomyces cerevisiae e de Aspergillus niger. NGUYEN
et al. [24] afirmaram que a parede celular de leveduras
como Kluyveromyces marxianus, Kloeckera apiculata,
Debaryomyces hansenii, Zygosaccharomyces bailii e
Saccharomyces cerevisiae, representa de 26-32% da mas-
sa seca do organismo, e que as manoproteinas repre-
sentam 25-34% da parede celular, os glucanos insolu-
veis em alcali, de 15-48%, e por ultimo, os glucanos so-
laveis em alcali, de 10-48%. CHEUNG & LEE [4] analisa-
ram Pleurotus tuber e encontraram concentracoes de fi-
bras totais soltiveis em alcali de 126 e 293g/kg de cogu-
melo, sendo que destas fibras foram encontrados princi-
palmente B—glucano (ligacoes do tipo f-1,3, B-1,4 e f-1,6)
e quitina. No método proposto por OHNO et al. [25] para
extracao de B—(1—3)-glucano soluvel de Candida spp. pela
oxidacao com hipoclorito de sédio e subseqliente extracao
com dimetilsulfoxido, foi obtido 9,6% de B-glucano, que
continha principalmente ligagdes do tipo -1,3 e B-1,6.

Em termos comparativos, em graos, diferentes tra-
balhos apresentam teores variaveis para o teor de B—
glucano em graos de cereais, como aveia e cevada.
SAASTAMOINEN et al. [30] encontraram teores médios
de B—glucano em aveia variando de 1,9 a 5,1% (p/v). CHO
& WHITE [5] relataram que o contetido de B—glucano em
graos de 243 amostras de aveia, mostraram uma distri-
buicao normal com a maioria das amostras em torno de
4,5-5,5% de B-glucano por 100g de aveia seca. Os auto-
res verificaram que a variabilidade genética dos cultiva-
res afetou o contetdo de f—glucano. O mesmo foi obser-
vado por PETERSON et al. [28] e OUARNIER et al. [26],
que também verificaram que o conteudo de B-glucano
em aveia (Avena sativa) variou com a época de colheita
entre outros fatores agricolas. Um contetido maior foi
encontrado por WELCH et al. [35], quando analisaram
Avena atlantica, a qual apresentou teores de 2,2 a 11,3g
de B-glucano por 100g do grao. Em graos de cevada, es-
tes valores podem chegar a 3,5-4,8% [7]. Estas varia-
¢oes segundo HUBIK & TICHY [12], estao associadas ao
genotipo e local em que o cereal foi cultivado. Fatores
como a fertilizacao do solo ndo mostraram ter efeito sig-
nificativo no aumento de f—glucano em cereais.

4 - CONCLUSOES

A concentracao de B-glucano em cogumelo Agaricus
blaze variou significativamente conforme a forma de
cultivo, sendo que os cogumelos cultivados em Sao
Paulo, em estufa apresentavam menor concentracao
de B-glucano (8,4+0,9g/ 100g de cogumelo em base seca),
quando comparado com amostras cultivadas no cam-
po (10,1+21g/100g de cogumelo em base seca).
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