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RESUMO

No presente estudo foram determinadas as concentracdes de vinte e cinco
elementos (Al, As, Ba, Bi, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Rb,
Sb, Se, Sn, Sr, V e Zn) em trés espécies comestiveis de cogumelos, Lentinula
edodes (Shiitake), Pleurotus ostreatus (Shimeji) e Pleurotus eryngii (Cardoncello)
coletadas no Cultivo Cogumelos Imperial, Petropolis, Rio de Janeiro. As amostras
foram coletadas trimestralmente durante o ano de 2010. Um grama de amostra foi
seco em estufa, homogeneizado em processador doméstico e pesado em cadinho
de porcelana. Apos a pré-digestdo com adigdo acido nitrico concentrado procedeu-
se a mineralizacdo em forno mufla na temperatura de 450° C por 12 h. As cinzas
foram solubilizadas com 2 mL de &cido nitrico 10 % (v/v) e o conteudo transferido
com agua desionizada para frasco de polipropileno de 15 mL. Utilizou-se para a
determinacdo dos elementos as técnicas analiticas ICP-MS, utilizando Rh como
padréo interno e EAA — chama. Dois materiais de referéncia certificados do National
Institute of Standards and Technology (NIST), Apple Leaves n° 1515 e Mussel
Tissue n° 2976 foram utilizados obtendo valores de recuperagéo em torno de 98 %,
com excecdo para o Sn (51 %). Os resultados demonstraram que 0s cogumelos
estudados sédo alimentos com altos teores de Fe, Mg, Mn, Mo e Zn com mais de
30 % das quantidades recomendadas para ingestdes diarias para estes nutrientes
conforme a RDC n°® 269 e a portaria n° 27. Os cogumelos também apresentaram
uma razado muito baixa Na/K, caracterizando-0os como alimentos recomendados para
hipertensos e as concentracdes de Cd, Pb e As estdo abaixo dos limites maximos
permitidos preconizados pela legislacdo em vigor. Com o perfil mineral tracado
procedeu-se ao preparo de dois cogumelos, Shiitake e Cardoncello, como
candidatos a material de referéncia certificado e foi realizado um estudo colaborativo
com dez laboratorios participantes. Nove elementos, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na
e Zn, tiveram suas concentracOes certificadas. Nos estudos de bioacumulacéo
fatores foram determinados para 14 elementos, Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Rb, Sr, V, sendo Al, Ca, Mn e Sr elementos bioexcluidos. Concluiu-se que entre
as estruturas morfolégicas, chapéu e pé, os elementos encontram-se em maior

guantidade no chapéu.

Palavras-chave: Cogumelo. MRC. Bioacumulacéo.



ABSTRACT

In this study we determined the concentration of twenty-five elements (Al, As, Ba, Bi,
Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Rb, Sb, Se, Sn, Sr, V and Zn)
in three species of edible mushrooms, Lentinula edodes (shiitake), Pleurotus
ostreatus (Shimeji) and Pleurotus eryngii (Cardoncello) from Petropolis, Rio de
Janeiro. Samples were collected quarterly during the year 2010. One gram of sample
was oven-dried, homogenized in domestic processor and after a pre-digestion with
concentrated nitric acid addition proceeded to mineralization in a muffle furnace at a
temperature of 450 ° C for 12 h. The ashes were solubilized with 2 ml of nitric acid 10
% (v/v) and transferred with deionized water to a polypropylene 15 mL bottle. For the
elements determination it was used ICP-MS, using Rh as internal standard and
FAAS. Two certified reference materials from NIST, Apple Leaves n°® 1515 and
Mussel Tissue n® 2976, obtained recovery values around 98 %, except for the Sn
(51 %). The results showed that the mushrooms are foods with high levels of Fe, Mg,
Mn, Mo and Zn over 30% from the recommended daily intake for these nutrients
according to Brazilian Legislation. The mushrooms also showed a very low ratio
Na/K, characterizing them as recommended foods for hypertensive and their
concentrations of Cd, Pb and As are below the recommended maximum limits
allowed by Brazilian legislation. Two mushrooms, Shiitake and Cardoncello, as
candidates of certified reference material was prepared and a collaborative study
took place with ten laboratories. Nine elements, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na and
Zn, had their concentrations certified. In bioaccumulation studies, factors were
determined for 14 elements Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Rb, Sr, V and the
results showed thate Al, Ca, Mn, Sr are bioexcluded elements. It was concluded that
among the morphological structures, cap and stem, the elements are in greater

quantity in the cap.

Keywords: Mushroom. CRM. Bioaccumulation.
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1 INTRODUCAO

1.1 O COGUMELO

Os cogumelos pertenciam ao reino vegetal até 1969 quando eles inauguraram
um novo reino da natureza, o Reino Fungi e, portanto, sdo considerados fungos,
além dos mofos e bolores. Diferenciam-se dos vegetais porque néo sintetizam
clorofila, apresentam paredes celulares com quitina enquanto as células vegetais
contém celulose, com excecao de alguns fungos aquaticos, e ndo armazenam amido
como substancia de reserva. S&o organismos heterdtrofos que necessitam obter seu
alimento a partir de outro organismo, uma vez que nao sao capazes de sintetiza-los.
Podem nutrir-se de matéria organica morta — fungos saprofiticos, ou viva — fungos
parasitarios.

Cogumelo é o nome comum dado a frutificacdo de fungos superiores
pertencentes aos filos Ascomycota (ascomicetos) e Basidiomycota (basidiomicetos),
sendo essa frutificacdo a estrutura de reprodugcdo sexuada destes organismos
(STAMETS, 1983). Um esquema das estruturas basicas de um cogumelo é
visualizado na FIGURA 1.

Cogumelo comestivel, pela definicho da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) na Resolugdo RDC n° 272, é o produto obtido de espécie(s) de
fungo(s) comestivel(is), tradicionalmente utilizada(s) como alimento. Pode ser
dessecado, inteiro, fragmentado, moido ou em conserva, submetido a processo de
secagem, defumacgdo, cocgdo, salga e ou fermentagcdo e/ou outro processo
tecnologico considerado seguro para a producéo de alimentos.



FIGURA 1 — Estruturas basicas de um cogumelo

Chapéu (Pileo) — Parte mais alta do
cogumelo. Na parte inferior do chapéu
esta o himénio onde se encontram os
esporos podendo ser formado por
laminas, tubos, agulhas entre outras
estruturas.

Anel — Parte restante do véu que
cobria a superficie inferior do
chapéu no cogumelo no estado
jovem e que ficou aderida ao pé.

Pé (Estipe) — Parte que da
sustentacéo ao chapéu.

T

Volva — E o0 anel que n&o aderiu
ao pé formando uma estrutura
gue envolve a base do pé.

Micélio — Conjunto de hifas

emaranhadas responsavel pela
sustentacdo e absorcdo de nutrientes,

se desenvolvendo no interior do

substrato. Pode ser aéreo sendo um
micélio reprodutivo.

Hifas — S&o os filamentos que T
formam o micélio sendo longas células
cilindricas com varios nucleos.

Fonte:
http://bp0.blogger.com/_g7O0NKDrwGRU/ROcGboPpIXI/AAAAAAAAASE/tSUN_Vsi-iw/S240/f igura
+12.gif em http://viseufunghi.blogspot.com /2007_12_01_archive.html.
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Existem aproximadamente 45 mil espécies de cogumelos descritas na

literatura, destas, cerca de duas mil sdo conhecidas como comestiveis, mas

somente pouco mais de 25 espécies sdo cultivadas e aceitas como alimento
somente 10 espécies tém se tornado produto de larga comercializacdo (URBEN
SIQUEIRA, 2003).

1.1.1 Ascomicetos e basidiomicetos

e

e

Os ascomicetos produzem seus esporos (ascésporos) em esporangios

especificos chamados ascos (sacos), 0s quais, na maioria das espécies, estéo

contidos numa estrutura chamada de ascoma (FIGURA 2). Cada asco produz oito

ascosporos (ou um multiplo de 8) embora ascos com 4 esporos sejam

caracteristicos de algumas espécies.
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FIGURA 2 — Ascos e ascOsporos.

Ascos e
ascosporos

Micélio

Fonte: http://lesbeauxjardins.com/cours/botanique/4-champignons/asco.jpg.

O filo Ascomycota reune cerca de 32.000 espécies, ao qual pertencem
inclusive a maioria das formas anamorficas, leveduras e formas liguenizadas. Este
grupo engloba também a maioria dos fungos patogénicos para as plantas (KIRK et

al., 2001). Dois cogumelos desse filo sdo expostos na FIGURA 3.

FIGURA 3 — Cogumelos Ascomicetos: (a) Gyromitra esculenta e (b) Morchella rotunda.

(@) (b)

Fontes: 1 — http://farm4.staticflickr.com/3228/3082395523 35b8a823al_o.jpg.
2 — http://farm4.staticflickr.com/3182/3085848413 _d3b7b0dce5.jpg.

Os basidiomicetos sdo cogumelos caracterizados pela formacédo de
esporangio tipico, o basidio, que € uma estrutura microscopica formada por hifas
especiais que assumem o0 aspecto de clara ou tacape e onde ocorre a produgéo de
esporos (FIGURAS 4 e 5). Um basidio, geralmente, produz quatro esporos,
chamados basidiésporos, no entanto, esse numero pode variar de dois a oito

esporos.
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FIGURA 4 — Basidio e basidiosporos.

Basidiosporos

Fonte: http://lesbeauxjardins.com/cours/botanique/4-champignons/basidio.jpg.

No mundo estima-se que o grupo dos Basidiomycota tenha em torno de
30.000 espécies, correspondendo a 37% do numero descrito dos fungos verdadeiros
(KIRK et al., 2001).

FIGURA 5 — Cogumelos Basidiomicetos: (a) Tremella mesenterica (Witch’s butter), (b) Amanita
muscaria e (c) Pholiota squarrosa

(b)
Fontes: 1 — http://farm6.staticflickr.com/5100/5491738407_21e6d29b82.jpg.

2 — http://farm4.staticflickr.com/3265/2917585967 fdeeb3aac9.jpg.
3 — http://farm2.staticflickr.com/1109/1270783382_5abc9elac7?.jpg.

1.1.2 Absorcéo de nutrientes — micorriza e saprofito

Os cogumelos dividem-se em dois grupos, de acordo com a forma como se
alimentam: Os simbidticos, como as espécies micorrizas, e 0s saprofitos, que

decompdem a matéria organica.

Micorriza — € uma associa¢cdo mutualistica do tipo simbidtico, existente entre

certos fungos e raizes de algumas plantas. As micorrizas formam-se quando as hifas
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de um fungo invadem as raizes de uma planta e auxiliam as raizes da planta na
funcdo de absorcdo de 4gua e sais minerais do solo com o aumento da superficie de
absorcéo ou rizosfera. Deste modo as plantas podem absorver mais agua e adaptar-
se a climas mais secos. Em troca, os cogumelos recebem carboidratos, que néo

conseguem sintetizar, da planta, pois ndo possuem clorofila.

Ectomicorrizas — Sao micorrizas formadas, na grande maioria dos casos, por
fungos com hifas septadas da classe dos Basidiomicetos. Nas ectomicorrizas, as
hifas formam um involucro em torno das células das raizes, nunca as penetrando,
mas aumentando grandemente a area de absorcédo, o que, aparentemente, as torna
mais resistentes as rigorosas condi¢cdes de seca e baixa temperatura, e prolonga a
vida das raizes.

Saprofito — E a designacédo dada em biologia aos organismos, entre os quais
plantas, fungos e outros seres, que se alimentam absorvendo substancias organicas
normalmente provenientes de matéria organica em decomposicao.

O interessante em relagdo ao modo de absorver nutrientes € que, de acordo
com alguns autores, como DURSUN et al. (2006), mesmo que a absorcdo de

nutrientes em todas as espécies seja efetuada pelas hifas, através da formacao de
uma rede microscopica junto ao substrato (fonte de alimento), esse mecanismo de
captacao de nutrientes do substrato parece ser mais eficaz nos fungos saprofitos do

gue nos fungos micorrizicos.

1.1.3 Consumo no mundo e no Brasil

Em 1650 no Ocidente, em Bonnefons na Franca, iniciou-se a producao de
cogumelos em substrato feito com esterco de cavalos e residuos Umidos.
Naquela época, acreditava-se que a "semente" dos cogumelos estava
presente no esterco dos cavalos, embora fosse reconhecido que uma pilha
de composto pudesse ser inoculada com partes de outras pilhas. A
producdo comercial de cogumelos foi formalizada aproximadamente em
1700. Nesse periodo, as cavernas dos arredores de Paris foram alargadas,
devido a extracdo de pedras para a construcdo de edificios parisienses. O
ambiente Umido e escuro dessas cavernas constituia o ambiente ideal para
o crescimento dos cogumelos. A combinacdo entre a produtividade e o
desenvolvimento da Franca nas artes culinarias impulsionou o cultivo
comercial pelos préximos dois séculos. (HERRERA, 2001 apud MOURA,
2008).

Contrastando com a citacdo acima, no Brasil o cultivo comercial é recente,

data dos anos 50 e foi iniciado pela producdo do Agaricus bisporus, vulgarmente
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conhecido como Champignon, na regido de Mogi das Cruzes, Sdo Paulo (BONONI,
2003).

No mundo, a quantidade de cogumelos cultivados estd em torno de trés
milhdes e meio de toneladas métricas, ou seja, quase 26 vezes menor que a
producdo de carne, que é de aproximadamente oitenta e oito milh6es de toneladas
métricas e, atualmente, a China é o maior produtor mundial de cogumelos (URBEN,
2003).

As espécies de cogumelos mais comercializadas mundialmente sédo o
“champignon” que responde por cerca de 38% do mercado global, seguida pelas
espécies do género pleurotus, como o Pleurotus ostreatus, o Shimeji, que responde
por cerca 25% deste mercado e em terceiro lugar o Lentinula edodes, o Shiitake,
com uma comercializacado em torno dos 10%.

O Brasil segue a ordem de cultivo e consumo das espécies citadas acima,
com inclusédo de outro cogumelo, o Agaricus Blazei, conhecido como o Cogumelo do
Sol, porém, é o “champignon” o responsavel pela quase totalidade da producéo
nacional, que esta em torno de trés mil toneladas métricas por ano. (FAEMG, 2011)

O consumo de cogumelos por habitante no Brasil é considerado baixo, cerca
de 70 a 160 gramas/habitante ano, quando comparado com outros paises como a
China, aonde o consumo per capita chega a 10 kg/habitante ano (KALAC e
SVABODA, 2000),

Apenas em termos comparativos, 0 consumo per capita de carne bovina do
brasileiro é de 37 kg por ano, enquanto na China esse valor cai para 4 kg.

Atribui-se o baixo consumo de cogumelos no Brasil ao preco elevado,
principalmente devido a cultivos de baixa produtividade, a crenca popular quanto aos
cogumelos serem venenosos e também aos habitos alimentares. No entanto, um
fator importante que ndo é considerado € que a maior incidéncia de cogumelos se
da em areas de clima temperado (FIGURA 6), das quais a maior parte do Brasil ndo
se inclui, com temperaturas meédias anuais acima de 10 °C nos meses mais quentes

e entre -3 °C e 18 °C nos meses frios.
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FIGURA 6 — Regifes do planeta com predominancia do clima temperado.

o ’_ S
Clima f'e'fi:pegqgg -
A s

n

v Clima temperado

l'\_\‘-

Fonte: http://img505.imageshack.us/img505/2306/climastemperadosil0.jpg em
http://meteo12.nforum.biz/t 16-tipos-de-clima.

Segundo BONONI et al. (1999), espécies comestiveis sdo encontradas nas
matas brasileiras: Auricularia fuscosiicciuea; Oudemansiella canarri; Favolus
brasiliensis; Suillus edulis; Macrolepiota procera; Lepista nuda; Armiliana mellea;
Auriculcuia delicata; Laetiporus sulphureus; Agaricus silvaticus; Agrocybe perfecta;
Coprimis comatus e Pleurotus ostreatoroseus (FIGURA 7).

No entanto, é possivel, quase afirmar, que sdo espécies pouco conhecidas
pela maioria das pessoas, ainda que nao tenha sido feito estudo sobre esse tema.
Fora o fato de algumas espécies estarem mais restritas a determinadas localizacdes
geograficas, por exemplo, a espécie Favolus brasiliensis consumida por populacdes
indigenas da Amazoénia Brasileira (PRANCE, 1984) ou a Oudemansiella canarri que
“pode ser encontrada ao sul do pais colonizando o pinheiro brasileiro” (RUEGGER
ET al., 2001).
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FIGURA 7 — Exemplos de cogumelos comestiveis encontrados no Brasil: (a) Oudemansiella canarri,

(b) Favolus brasiliensis, (c) Fistulina hepatica e (d) Lepista nuda.

(@) | (b)

(© (d)

Fontes:

(a) http://farm3.static.flickr.com/2140/1517543804_5f4d3d69e1l.jpg?v=0 em
http://cogumelosmagicos.org /comunidade/threads/cultivo-do-cogumelo-comest%C3%ADvel-
oudemansiella-canarii.3835/.

(b) http://imagenes.infojardin.com/sube/images/arx1195534487q.jpg em
http://www.infojardin.com/foro/ showthread.php?t=42470&page=74.

(c) http:/lwww.rogersmushrooms.com/MediaPath/BF50AF4B811B4BC99E2350393977B2BF.jpg
(d) http://nd02.jxs.cz/496/234/4bd75d7879 58588629 02.jpg em http://kudluvfotoatlashub.blog.cz
/1001 /ciruvka-fialova-lepista-nuda

Além da falta de conhecimento e da n&o disponibilidade em todo o territério
brasileiro das espécies comestiveis, ainda advém duas questdes. A primeira, relativa
ao sabor, pois mesmo que algumas espécies sejam comestiveis, o cheiro ou o
paladar podem ndo ser apreciaveis, 0 que ocorre com a espécie Laetiporus
sulphureus, que tem um “gosto deliciosamente picante, mas muito seco”. A segunda
guestao ligada a saude, como no caso, da Armillaria mellea (Cogumelo mel) que se

ingerida em maiores quantidades pode causar dores estomacais.
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De todo modo, o fato que prevalece sobre a discussdo quanto ao baixo
consumo de cogumelos comestiveis no Brasil € que a producdo e a demanda véem
crescendo em torno de 30% ao ano, principalmente para o Shiitake e o Shimeji, que
estdo entre os trés cogumelos mais consumidos no pais (FAPEMG, 2005 e
SEBRAE, 2006). Esse aumento do consumo desde a ultima década é devido a uma
maior diversidade alimentar, com a adog¢&o de costumes advindos de outras regides
do globo, como por exemplo, do Japéo, pela substituicdo de alimentos de origem
animal por outros de origem vegetal, pelo reconhecimento das caracteristicas
nutricionais dos cogumelos como alimentos que contém baixos teores de gorduras e
elevados teores de proteinas e de elementos inorganicos, alguns dos quais
essenciais, mas, principalmente, pela ado¢éo de politicas publicas direcionadas para

a capacitacao de produtores na atividade de cultivo de cogumelos (URBEN 2004).

1.1.4 Valor nutricional e medicinal

Os cogumelos séo alimentos muito apreciados desde a idade antiga por se
acreditar em seu elevado valor nutritivo e em seu potencial medicinal, além
de serem classificados como uma especiaria nobre em pratos culinarios. As
propriedades dos cogumelos vdo muito além do sabor exotico e das suas
formas graciosas. Essas iguarias tém também fungfes terapéuticas, como
prevenir doencas e aumentar a capacidade de defesa do organismo
(FURLANI e GODOY, 2007).

O consumo de cogumelos como fonte de nutrientes ou na terapéutica € antigo
e os relatos de cultivos com finalidade comercial séo descritos a partir do século VI.

S&o0 excelentes alimentos para hipertensos pela baixa razdo sodio/potassio e
também pelo elevado teor de potassio que junto com os teores de célcio e magnésio
exercem efeito anti-hipertensivo e tém uma acdo protetora contra danos
cardiovasculares (KRUMMEL, 1998; DIRETRIZES BRASILEIRAS, 2006; SACKS et
al. (2001). Razbes Na/K entre 1,11 e 1,92, segundo YANG et al. (2011), estdo
associadas a um significante aumento do risco de morte por doencgas
cardiovasculares na populacdo americana.

Os cogumelos sdo alimentos com baixo teor de gordura, entre 1,1 a 8,3% em
peso seco, sendo o conteado médio de 4,0%, e algumas espécies contém todos 0s
aminoacidos essenciais ao homem (http://www.funghieflora.com.br).

Em relacdo aos minerais, esses sdo encontrados em concentracfes na faixa

de 800 a 40000 mg kg™* para elementos, como o potassio, fésforo, enxofre e
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magnésio, enquanto que outros, como o zinco, ferro, cobre, calcio, sodio e
manganés estdo entre 5 a 500 mg kg* (KALAC, 2009). Para 0os metais toxicos,
sabe-se que muitas espécies de cogumelos acumulam elementos, como chumbo,
cadmio, cromo, aluminio e mercurio (DEMIRBAS, 2001; DURSUN et al., 2006), no
entanto, a ndo ser que estejam proximos a locais contaminados, os niveis de metais
pesados em cogumelos ndo oferecem risco a saude humana (LEE et al., 2009).

Entre outros beneficios, sédo divulgadas acdes antimicrobiana,
antiinflamatadria, antioxidante, antimutagénica e antitumoral, a diminuicdo dos niveis
de colesterol e até na melhora do quadro do mal de Alzheimer pelo estimulo do fator
de crescimento dos nervos (PASCHOAL, 2001). No entanto, de forma resumida, o
gque se sabe é que em cogumelos da familia Agaricaceae, um dos principais
componentes ativos, a 1-3-D-Beta-Glucana, possui acao antineoplasica, exercendo
uma atividade imunomoduladora, com inibicdo do crescimento tumoral, por
estimulacdo de respostas celulares, em especial a producgdo de citocinas. Além da 1-
3-D-Beta-Glucana, encontram-se nos cogumelos componentes bioativos, como
proteinas, vitaminas (riboflavina, niacina, tiamina, acido folico e acido ascorbico),
minerais (cobre, fésforo, magnésio, potassio, sédio e zinco), acidos graxos
insaturados e fibras (BUSWELL e CHANG, 1993). Outras substancias com
reconhecida importancia farmacoldgica também podem ser encontradas, como:
ergosterol, lecitina, terpendides e aminoacidos imunomoduladores, como a arginina
e a glutamina (NOVAES, 2007).

Adentrando o terreno da ficcdo, uma curiosidade dos cogumelos é a ligacdo
com as suas ditas propriedades quase magicas (FIGURA 8), como descrito na
citacdo a sequir:

Quando utilizado propriamente em arranjos positivos e em doses corretas,
os chamados cogumelos magicos tém provado ter beneficios duradouros
para a salde e para o espirito. Eu digo isso baseado em experiéncia
pessoal, tanto quanto a pesquisa cientifica documentada. Tomar a
guantidade certa da substancia encontrada nesses cogumelos pode ajudar
a melhorar, positivamente, a atitude, o humor, o comportamento e o0s niveis
de felicidade, de acordo com o novo estudo publicado no jornal de
Psicofarmacologia. Pesquisadores da Universidade John Hopkins, Escola
de Medicina em Baltimore determinaram que a psilocibina, uma sustancia
psicodélica pode melhorar o bem estar de uma pessoa por mais de um ano
apds a sua ingestdo e isso, ndo parece causar nenhum sintoma adverso
conhecido  (http://  www.rawstory.com/rs/2011/06/15/magicmushrooms-
positive-clinical-effects-lasting-over  -a-year-say-researchers/, traducao
nossa).
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FIGURA 8 — Cogumelos magicos

Fonte: http://4.bp.blogspot.com/-6iXBfbmMJIIE/TifB5Y3pxYI/AAAAAAAACao/1NeOKo-JWYE/s1600
/magic mushrooms.jpg

1.1.5 Os cogumelos do estudo

Como demonstrado no item 1.1.4, a concentragao de minerais nos cogumelos
é relevante, sendo alimentos com elevado teor de alguns minerais.

Trés cogumelos serdo melhor detalhados nos proximos itens, a espécie
Lentinula edodes, o Shiitake , a Pleurotus ostreatus, o Shimeji e a Pleurotus eryngii,
o Cardoncello (FIGURA 9). Esses cogumelos foram selecionados para o estudo
devido a facilidade de acesso ao cultivo, pelo uso de técnicas simples, robustas e
padronizadas, além de terem crescimento rapido. Fora esses motivos, o Shiitake e o
Shimeji estdo entre os trés cogumelos comestiveis mais consumidos no Brasil e o
Cardoncello que, embora seja um cogumelo pouco estudado, é de facil aquisicao,
pois também é cultivado pelo mesmo produtor do qual foram adquiridos o0s

cogumelos.
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FIGURA 9 — Cogumelos do estudo. (a) Shimeji, (b) Shiitake e (c) Cardoncello

(@) (b) (©)

Fontes:

(a) http://www.jornallivre.com.br/images_enviadas/o-que-e-0-cogumelo-shimeji-pre.jpg
(b) http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/65/Lentinula_edodes.jpg
(c) http://www.cardoncello.com.br/cardoncello/cardon.jpg

1.1.5.1 Lentinula edodes — SHIITAKE

A espécie Lentinula edodes, com o0 nome comum de Shiitake, € um cogumelo
comestivel nativo do Leste da Asia. A palavra Shiitake tem origem japonesa, shii
(uma arvore parecida com o carvalho) e take (cogumelo) e a primeira referéncia
histérica do consumo de shiitake data de 199 A.C., na China, e no Brasil comecgou a
ser cultivado no inicio da década de 1990 (http://pt.scribd.com/doc/41525306/tipos-
de-cogumelos).

E um fungo aerobio, decompositor de madeira, que degrada celulose e lignina
para obter energia e, na natureza, se desenvolve sobre o tronco de arvores mortas,
caracteristica de espécies saprdfitas. Seu cultivo comercial € realizado tanto com a
utilizacdo de toras de madeira, da mesma forma que no meio natural ou pela
producdo em compostos organicos a base de serragem, farelo de arroz, trigo e/ou
soja, previamente hidratada com correcao do pH.

O Shiitake € nutritivo, rico em proteinas (17,5% peso seco) e contém nove
aminoacidos essenciais. Tem também importancia medicinal, possuindo substancias
com propriedades medicinais para o tratamento e controle de presséo arterial,
reducdo do nivel de colesterol, fortalecimento do sistema imunolégico e inibicdo do
desenvolvimento de tumores, virus e bactérias (BRAGA, 2012)

Especificamente na acdo anti-tumoral, o Shiitake é um cogumelo que possui

um polissacarideo soluvel em agua e de alta massa molecular, a lentiniana. O
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mecanismo de acdo da lentiniana relativo ao aumento da producéo de interleucina-1,
substancia que age no combate dos tumores, passa tanto pela estimulagdo dos
macrofagos quanto pelo estimulo da proliferacdo de linfocitos T, dos fatores que

aumentam a producao de interleucina-1 (SALGADO, 2005).

1.1.5.2 Pleurotus ostreatus — SHIMEJI

Sob 0 nome japonés shimeji se agrupam mais de 20 espécies de cogumelos
silvestres. Ha certa confusdo na classificacdo de tais cogumelos. O verdadeiro
Shimeji (cogumelo de chd@o umido), por exemplo, € o Lyophyllum shimeji, espécie
silvestre, ndo cultivavel, encontrada em solos umidos e ricos em restos de madeira.
O gue conhecemos no pais como Pleurotus ostreatus, € o Shimeji preto, cogumelo
com variedades branco e preto, 0 mais comum (http://www.spiegel.de/wissenschaft/
natur/ 0,1518,703531,00.html).

O Shimeji preto é nutritivo, rico em proteinas (19% peso seco) e contém onze

aminoacidos. Tem também principios medicinais ja relatados na literatura cientifica,
incluindo as beta-glucanas (polissacarideos sdo comuns a todos os cogumelos, pois
fazem parte da parede das hifas) e compostos de baixo peso molecular, tais como a
lovastatina (anticolesterolémico e auxiliar em terapias de cardiopatias) e derivados
do ergosterol (WIKIPEDIA 2012)

1.1.5.3 Pleurotus eryngii— CARDONCELLO

O Cardoncello € um cogumelo pouco estudado em relacdo ao seu contetdo
mineral, mas, sendo do mesmo género que o Shimeji, apresenta um perfil
semelhante aos demais pleurotus (MANZI, 1999).

E um cogumelo comestivel, saprofito, frequentememnte consumido no
Mediterraneo, Europa Central, Asia, Africa do Norte e Turquia (LEWINSOHN, 2002),
mas o cultivo, comparado ao Shimeji, exige maiores cuidados, pois, € um cogumelo
gue cresce mais vagarosamente e mais sujeito a contaminagao por outros fungos
competidores (AKYUZ e KIRBAG,2010).
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1.1.6 Cultivo

De uma forma resumida, o cultivo do cogumelo €é iniciado com a inoculacdo
de uma cepa do fungo para uma primeira colonizacao (crescimento do micélio), por
exemplo, em gréos de arroz e com ou sem suplementagéo de farelo ou farinha de
trigo. Uma quantidade especifica dessa cultura inicial & entéo transferida para o saco
gue contém o substrato, previamente autoclavado, e esse saco, que possui um
pequeno filtro 0,22 um na parte superior para possibilitar a aeragéo, € fechado e
mantido num galpao com umidade controlada até a total coloniza¢do do substrato.

Apbs 30 a 40 dias, 0 saco é retirado e o substrato colonizado vai para um
novo galpdo onde permanecera por 3-4 semanas. ApOs esse tempo ocorre o
processo de choque térmico, o qual para o Shiitake é feito com a imersdo do
substrato colonizado em agua, sendo necessario um At de 7 °C em relacdo a
temperatura ambiente e para o Shimeji e o Cardoncello o choque é feito em

refrigerador.

FIGURA 10 — Etapas do cultivo do cogumelo (Shiitake)

a) Residuo de tora de eucalipto (serragem). b) Sala de inoculacéo.
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FIGURA 10 — Etapas do cultivo do cogumelo (Shiitake) - Continuagéo

¢) Autoclaves. d) Camara de colonizacéao.

e) Substrato colonizado. f) Colonizagéo total do substrato.



FIGURA 10 — Etapas do cultivo do cogumelo (Shiitake) — Continuacao

g) Piscina para choque térmico.

h) Frutificacéo

Fonte: Fotografias do proprio autor obtidas no local do cultivo.
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1.1.6.1 Substratos

Os fungos, incluindo os que produzem cogumelos, fazem uso de uma
variedade de compostos organicos, para suprir suas necessidades de
carbono, e entre esses compostos estdo monossacarideos, polissacarideos,
acidos organicos, alcoois e produtos naturais como a lignina e a celulose, os
quais fornecem energia para seu metabolismo (FIGUEIRO, 2011).

Para os cogumelos do estudo, o composto mais utilizado € uma mistura de
varios substratos, tendo como base o residuo de tora de eucalipto (serragem)
suplementado com farelos de trigo, arroz ou outro cereal. Apds a mistura,
normalmente é efetuada a adicdo de carbonato de célcio ou dolomita como fonte de
calcio e para a correcdo do pH que deve estar em torno de 4.

O cultivo também pode ser efetuado com a utilizacéo de varios residuos ligno-
celulésicos como substratos, tais como palhas de cereais, bagaco de cana-de-
acucar, serragens, casca de frutas, folhas de bananeira, restos de papel, residuos
citricos, polpa de café, entre outros. Na maioria dos cultivos, estes substratos séo
misturados a outras fontes nutricionais, com destaque para os farelos e uréia.

A suplementacdo do substrato com farelos, principalmente, o de trigo,
proporciona um aumento do teor de determinados elementos, como Fe e Mg, 0 que

pode ser visualizado na TABELA 1, como exemplo para o Shimeji.

TABELA 1 — Teores de elementos inorganicos (mg kg'l) encontrados no Shimeji com a utilizacdo de
substratos diferentes.

Elementos WANG * MOURA * DEMIRBAS ° MATILLA *
Na 219 45 6,3 130
Fe 71 61 133 54
Ca = e 106 10
K 21714 23012 51000 37300
Mg 1819 - 1280 2000
Cu 25 e 86 8,4
Zn 137 89 0,22 83
Mn 16 e 248 11
Substratos:

1 -50% bagaco de malte + 50% farelo de trigo
2 —90% serragem + 10% farelo de arroz

3 — Solo Turquia

4 — Solo Finlandia
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1.2 O COGUMELO COMO CANDIDATO A MATERIAL DE REFERENCIA
CERTIFICADO (MRC)

No escopo da avaliacdo da qualidade de um laboratorio, um dos requisitos,
sendo 0 mais importante, baseia-se na qualidade dos dados de andlises obtidos, a
qgual assegura que os resultados sejam validos e adequados aos fins propostos. O
controle da qualidade desses resultados pode ser efetuado a partir da comparacéo
dos valores medidos de um ou mais analitos com os valores certificados de materiais
de referéncia (ANVISA, 2005).

Através da realizacdo de uma pesquisa preliminar norteada por parametros
como: matriz de baixa complexidade, facilidade na obtencdo e no preparo dos
cogumelo para andlise, o crescimento rapido e o relativo controle do conteudo de
minerais através do uso padronizado das mesmas condi¢des no cultivo, levantou-se

a hipétese de poder utilizar os cogumelos do estudo como MRC.

1.2.1 Importancia do MRC

A utilizacdo de um MRC é reconhecida como componente essencial no
controle metrolégico dos dados obtidos de varios tipos de analises, na sua
comparacao e rastreabilidade a padrbes internacionais. (ARUNACHALAM et al.,
2006). Numa definicdo mais exata, de acordo com a norma da Associacdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) e da International Standardization Organization (ISO), a
ABNT ISO GUIA 30: “MRC é um material de referéncia acompanhado por um
certificado, com um ou mais valores de propriedades, certificado por um
procedimento que estabelece a sua rastreabilidade a obtencdo exata da unidade na
qual os valores de propriedade s&do expressos, com cada valor certificado
acompanhado por uma incerteza para um nivel de confianca estabelecido”.

A utilizacdo de um MRC no processo analitico é capaz de assegurar um alto
nivel de confiabilidade dos dados analiticos quando o mesmo é adequado, ou seja,
exibe uma composicdo da matriz similar a amostra e uma concentracdo apropriada
do analito de interesse (VENELONOV e SAHUQUILLO, 2006).

Os MRC séo adquiridos de instituicdes internacionais como o NIST (National
Institute of Standards and Technology) ou o IAEA (International Atomic Energy

Agency) e devido ao custo, sdo muitas vezes relegados a segundo plano, deixando
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de lado um dos meios mais eficientes de se atestar a validade (especificidade —
seletividade — exatiddo) de um determinado método, vindo a acarretar problemas
para a Instituicdo dentre os quais, 0 atraso de um processo de acreditacao.

Cabe dizer que, atualmente, a acreditacdo tornou-se um requisito basico para
a sobrevivéncia de muitas empresas, 0 que se aplica também aos laboratérios, os
quais sofrem com a pressdo para garantir a qualidade e a manutengdo das

caracteristicas de seus produtos e/ou servi¢os (OLIVARES, 2006).

1.2.2 Escolha do MRC

A norma ISO GUIDE 35 detalha todos os passos necessarios a producéo de
um MRC, porém, os mesmos nao fazem parte de uma receita basica, pois
caracteristicas como a concentracdo dos analitos, a composicdo centesimal do
material ou a disponibilidade do mesmo sdo escolhas particulares do analista-
fabricante (EMONS et al., 2004). Por exemplo, em muitos ensaios a equivaléncia
entre a matriz do MRC e a amostra real é um ponto de alta relevancia, pois somente
0 uso de solucdes-padrao aquosas pode levar a erros consideraveis quando se
pretende analisar matrizes complexas, como € o caso de alimentos, seja no que diz
respeito a interferéncias no preparo das amostras ou no préprio método analitico.

De acordo com o documento do INMETRO (DOQ-CGCRE-016), que orienta a
selecéo e uso de material de referéncia (MR), a adequacao de um MR depende dos
detalhes da especificacdo analitica, pois efeitos de matriz e de outros fatores, tais
como, faixa de concentracdo, podem até ser mais importantes do que a incerteza do
valor certificado. Assim sendo, a escolha de um MRC apropriado é essencial para
garantir a exatiddo dos resultados e consequentemente, a validacdo de um meétodo
analitico.

Algumas etapas que abrangem o estabelecimento de um MRC podem ser
visualizadas na FIGURA 11 (EMONS et al., 2004).
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FIGURA 11 — Etapas de um procedimento geral para a producdo de um MRC
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\ 4
Documentacéo e Atribuicdo de valor Interlaboratorial

avaliacao final (certificacéo)

1.2.3 MRC com elementos inorganicos

Dentre os elementos quimicos mais toxicos, incluem-se o cadmio, o chumbo e
0 arsénio, 0os quais podem estar presentes nos alimentos e na agua, como resultado
de atividades humanas ou mesmo de processos naturais. Embora existam metais
gue sejam essenciais, como 0 cobre, o selénio e o zinco, todos podem representar
uma ameaca a saude, dependendo da concentragdo a que se esta exposto.

Apesar de existirem diferentes vias de exposicdo (exposicdo ocupacional,
inalacéo, etc.), a principal para o ser humano é a via digestiva, através de alimentos
e das aguas contaminadas (PIVETTA, 2002; LLOBET, 2003). Nesse sentido, a
determinacdo de elementos inorganicos em produtos alimenticios faz parte de uma
caracteristica fundamental das atividades dos laboratérios em saude: a de contribuir
para o estudo das solucdes pertinentes aos principais agravos que comprometem a
manutencao da saude do cidaddo (MOURA, 1992).

A fiscalizagéo, o controle dos alimentos e o monitoramento quanto ao teor de
elementos inorganicos sado imprescindiveis na determinacédo de fatores de risco, na

avaliacdo de eventuais contaminacdes propositais ou ambientais, para assegurar
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que os limites maximos de contaminantes estejam de acordo com a legislacdo em
vigor ou ainda, para verificar a veracidade das informac¢8es declaradas no rétulo pelo

fabricante.

1.2.4 Vigilancia Sanitaria

De acordo com a Lei n°® 8080 de 19 de setembro de 1990, Vigilancia Sanitaria
é definida como “um conjunto de a¢Bes capazes de eliminar, diminuir ou prevenir
riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente,
da producédo e da circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse da
saude”. Como se fazer isso sem qualidade?

IVO (2000) discorre sobre a Vigilancia Sanitaria (VS) como um campo
estratégico que pbBe em pratica um modelo de atencdo que vai além das
necessidades clinico-assistenciais, se pautando em uma politica de saude voltada
para a qualidade e COSTA e ROZENFELD (2000) ressaltam o papel do laboratorio
na estrutura da VS, devendo este, ser moderno e estar equipado para dar respostas
ageis na avaliacdo da qualidade de produtos e das repercussdes de riscos e de
agravos sobre a saude das pessoas. A mesma pergunta se faz presente: Como se
fazer isso sem qualidade?

Um ponto de extrema relevancia que é abrangido pelo projeto em relagéo ao
Setor de Contaminantes Inorgéanicos do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) é tanto o papel fundamental exercido como referéncia nacional
na area de monitoramento de metais pesados, quanto a colaboracéo intrinseca com
os Laboratorios Centrais de Controle dos Estados da Federagdo (LACENS) na
verificagdo da qualidade analitica dos resultados das determinagcBes dos teores de
elementos inorganicos. Qualidade que se reflete diretamente, na correta avaliagéo
rotineira das formulacdes dos diversos produtos, na quantificacdo dos nutrientes
essenciais em alimentos e na identificacdo e na quantificacdo de elementos
indesejados e/ou contaminantes presentes no produto que esta sendo analisado.
Nesse sentido, alguns valores de referéncia e limites maximos devem ser
considerados de acordo com os itens abaixo:

1- Na avaliagdo de um produto alimenticio quanto a quantidade de minerais
presentes. Para essa avaliacdo, considera-se a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR)
de cada elemento essencial (TABELA 2), a partir do descrito na Resolu¢gdo RDC n°
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269 (ANVISA, 2005), a qual estabelece que um alimento pode ser considerado
FONTE do nutriente quando apresenta uma quantidade minima de 15% da IDR por
100 g ou contendo ALTO TEOR se possui, no minimo, 30% da IDR por 100 g.

2- Na avaliacdo da possibilidade de risco quanto a presenca no alimento de
contaminantes metalicos em quantidades acima dos limites maximos permitidos e
estabelecidos pela legislagéao vigente (TABELA 3).

3- Na estimativa da ingestdo do metal a partir da quantidade do alimento
consumida e dos valores toxicologicamente seguros recomendados pelo JECFA —
FAO/WHO (TABELA 3).

TABELA 2 — Valores recomendados para ingestao diaria de adultos e criangas de 1 a 10 anos.

IDR (mg)
Adultos Criancas de 1 e 10 anos

ca' 1000 500 - 700
Cu?' 0,9 34-44
Fel 14 6-9
Mg* 260 60 - 100
Mnt 2,3 1,2-1,5
Zn? 7 41-56
K2* 3500
Na?* 2400

IDR (pg)
crt 35 11-15
Mol 45 17 - 22
Sel 34 17 -21

Fontes:

1- Resolugdo RDC n° 269, de 22 de setembro de 2005 - ANVISA-MS.

2- 21 CFR (Code of Federal Regulation) parte 101.9. 1996. Food and Drugs Administration (FDA).
* Valor de Referéncia diario.
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TABELA 3 — Limites maximos e ingestdo semanal (Al, As, Pb e Sn), mensal (Cd) ou maxima (Cu, Fe

e Zn) toleravel provisoria de elementos inorganicos.

Elemento

Al

Sh
As
Cd
Pb
Cu
Cr
Sn
Fe
Ni

Se
Zn

Limite maximo de Ingestéo
tolerancia * toleravel provisoria 2
(mg kg™ (mg kg ™ corpéreo (x 70 kg*))
------ 1 (70)
25—
1 0,015 (1,05)
1 0,025 (1,75)
0,8 (vegetais 0,5) < 0,0003 (0,021)
30 0,5 (35)
o, e
250 14 (980)
------- 0,8 (56)
5 -
0,3 e
50 1 (70)

Fontes:

1- Decreto 55871 de 26 de marco de 1965.
2- JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) reports.
* Estimativa do peso corp6reo de um homem adulto.

Levando-se em consideracao o exposto, fica claro que o projeto se insere na

politica de saude vigente ao pensar sobre a producdo de um MRC para elementos

inorganicos que seja capaz de auxiliar os Laboratérios do Sistema de Vigilancia

Sanitaria a garantir a qualidade de seus resultados analiticos. Esta também de pleno

acordo com a missao do INCQS de contribuir para a promogao e recuperagao da

saude e prevencdo de doencas e de atuar como referéncia para as questdes

cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle de qualidade de produtos, ambientes

e servicos vinculados a Vigilancia Sanitaria.

1.3 BIOACUMULACAO

A troca de elementos entre a atmosfera, litosfera e hidrosfera € um ponto
essencial para a existéncia da biosfera. Mecanismos desenvolvidos de
incorporacdo permitem a acumulacdo seletiva de ions metalicos ions ou
moléculas nos seres vivos, distribuindo-os segundo um padrao
incrivelmente complexo pelas diversas partes do organismo (BARROS,
2006).
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Os cogumelos, como ja visto, apresentam um perfil nutricional interessante
quanto as concentracdes de minerais, devido a absorcdo de elementos inorganicos
presentes no ambiente onde crescem ou sao cultivados.

Como descrito por HUGHES (1975), os processos de aquisicdo, mecanismos
de extragdo, transporte e incorporacdo bioldgica, estdo diretamente relacionados
com a natureza quimica de cada elemento, ou seja, nas propriedades que tem
origem na configuracdo eletronica e espacial e que influenciam a afinidade por
outros atomos e moléculas, bem como o comportamento redox. Esses processos
também sdo afetados, tanto por fatores ambientais, tais como o conteudo de matéria
organica no substrato e o seu pH, quanto pela composi¢cdo bioquimica de cada
espécie (KALAC e SVOBODA, 2000).

Um estudo efetuado por DEMIRBAS e colaboradores (2002) com trés
espécies, Armillaria mellea (Armilaria), Polyporus squamosus e Polyporus
sulphureus (Orelhas-de-pau), mostradas na FIGURA 12, comprovou que a absorcéo
de um dado elemento é proporcional ao aumento da concentracdo do mesmo no
substrato. Da mesma forma, a espécie Pleurotus ostreatus, o Shimeji, mostrou
acumular cobre, zinco e cadmio também proporcionalmente a concentragdo destes
elementos no meio (SANGLIMSUWAN, 1993). Esse fato também foi observado por
WANG (2001) para a mesma espécie, inclusive concluindo que o aumento da
absorcdo de um determinado elemento pode ser conseguido com a adicdo desse
elemento ao substrato, no entanto, cabe o registro que TYLER (1982) concluiu, apos
o estudo de duas espécies, Collybia peronata e Amanita rubescens, que a captacéo
de elementos inorganicos (mecanismos de acumulagdo ou exclusdo) tem mais

relacdo com a espécie cultivada do que com as caracteristicas do substrato.
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FIGURA 12 — (a) Armillaria mellea, (b) Polyporus squamosus, (c) Polyporus sulphureus.

(b)
Fonte:
(a) http://4.bp.blogspot.com/_bt3W70m_A8M/SQ-qTS-1CtI/AAAAAAAAA-g/ fv2ZMWS_2SM/s400
[Armillaria+mellea.jpg
(b) http://www.pznow.co.uk/wildlife/images/dryads_saddle.jpg
(c) http://lwww.rogersmushrooms.com/MediaPath/4195E4510C214C78A3323455999AFADA4.jpg

Por conta dessa capacidade de acumulacao, algumas espécies de cogumelos
sao consideradas bioindicadores da poluicdo por metais e demonstraram o aumento
da concentracdo de metais quando presentes em locais contaminados proximos a
fundicbes ou estradas movimentadas (LAAKSOVIRTA e ALAKUIJALA, 1978;
BARGAGLI e BALDI, 1984).

1.3.1 Bioacumulacdo de vanadio, cromo, cadmio e chumbo nas espécies

selecionadas para o estudo.

A partir dos trabalhos realizados sobre a acumulagdo de elementos por
cogumelos e pela disponibilidade do facil acesso ao local de cultivo, ficou decidido
que seria interessante estudar a bioacumulacdo de alguns metais nas espécies
selecionadas para o projeto de tese. Escolheu-se estudar a bioacumulacdo do
vanadio, do cromo, do cadmio e do chumbo.

O vanadio foi escolhido para estudo por sua importancia no tratamento do
diabetes e pela escassez de dados na literatura sobre a acumulacéo deste elemento
nas espeécies abordadas no projeto. Sobre a bioacumulacdo de vanadio, sabe-se
gue nos cogumelos do género Amanita (FIGURA 13) o conteldo desse elemento é
cerca de 100 vezes maior do que aquele normalmente encontrado em plantas,
menor que 2 mg kg* (FRAUSTO, 1991; BERRY, 1999) e que nessa espécie de
cogumelo o metal estd presente em uma estrutura denominada de amavadina
(FIGURA 14).
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FIGURA 13 - (a) Amanita muscaria, (b) Amanita phalloides, (c) Amanita virosa

(b)

Fonte:

(a) http://img641.imageshack.us/img641/8218/12752953.jpg

(b) http://ciuperci.org/pics/007-Amanita-Phalloides.jpg

(c) http://Inemoo.files.wordpress.com/2007/08/amanita-virosa_edited-2.jpg

FIGURA 14 — Molécula de Amavadina
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Como curiosidade, o género Amanita possui de 900 a 1000 espécies e
somente 17 espécies tiveram 0s seus componentes quimicos plenamente estudados
(LI, 2005). Alguns dos cogumelos desse género sdo conhecidos pela presenca de
substancias com propriedades téxicas e/ou alucinégenas, sendo estimado que 90%
dos casos letais por envenenamento, devido ao consumo de cogumelos provém de
duas espécies desse género, Amanita phalloides, cogumelo conhecido como “Death
Cap” ou “Cicuta verde” e Amanita virosa; “Destroying Angel” (WIELAND, 1968).
Outra espécie, a Amanita muscaria, além de ser utilizada em cerimoniais pelo seu
efeito alucin6geno é um dos mais belos cogumelos presentes na natureza.

Quanto ao cromo, a escolha foi tanto pela ligagdo desse metal ao diabetes,
pois tem uma funcdo importante no metabolismo da insulina, atuando como um
cofator para o horménio (DDT, 2003), quanto pelo fato de existirem trabalhos poucos
trabalhos sobre a avaliagcdo da concentracdo de cromo nos cogumelos a serem
estudados no projeto. Apenas um trabalho para o Shiitake e para o Cardoncello (DE
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PAULI, 2010; MOURA, 2008) e trés para o Shimeji (DE PAULI, 2010; STURION,
2000 e DEMIRBAS, 2001).

O cadmio e o chumbo foram escolhidos como elementos de comparacéo e
controle, pelo fato de ja existirem alguns trabalhos sobre a bioacumulacédo do Cd em
espécies, como a Agaricus bisphorus, o Champignon, Lentinus tigrinus, Russula
delica e sobre a bioexclusdo do chumbo (FAVERO, 1991; BALDRIAN, 2003;
GARCIA, 2009; TUZEN, 2003; RACZ, 1998).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
— Caracterizar as trés espécies de cogumelos de origem conhecida quanto
ao perfil mineral e avaliar a importancia nutricional dos cogumelos
caracterizados sob o ponto de vista da ingesta de elementos inorganicos;
— Preparar um material de referéncia certificado a partir do cogumelo para

determinacao de elementos inorganicos em alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
— Determinar a concentracdo de vanadio e cromo nos cogumelos e nos
substratos utilizados em seus cultivos;
— Avaliar a absor¢céo de vanadio e cromo ap0s contaminagdo do substrato
com diferentes compostos de vanadio e mensurar os fatores de

bioacumulacéao.

3 HIPOTESES

Os cogumelos estudados poderao ser considerados fonte de minerais?

As trés espécies de cogumelos terdo o mesmo perfil mineral?

O cogumelo serd um bom candidato para MRC? Sendo a resposta positiva,
todos os elementos determinados poderéo ser incluidos num estudo colaborativo?

Qual a concentracdo de vanadio e cromo nas trés espécies a serem
estudadas e nos seus respectivos substratos?

Existe diferenca na absorcédo de vanadio e cromo tanto pelas trés espécies de
cogumelos quanto em relacdo a contaminacao do substrato em diferentes etapas?

Qual o fator de bioacumulacao de cada espécie (se houver)?
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4 METODOLOGIA

Sendo um dos objetivos a preparacdo de um material certificado, a
metodologia adotada, com algumas modificacdes, seguiu 0s topicos descritos na
ISO 35, como coleta do material, acondicionamento, armazenamento, estudos de
homogeneidade e estabilidade, estudo interlaboratorial, documentagcéo e avaliacao

final.

4.1 COLETA E PREPARO DOS COGUMELOS E SUBSTRATOS

4.1.1 Cogumelos — perfil mineral

Um quilo de cada espécie foi coletado trimestralmente durante o ano de 2010,
desidratado a 50 °C por 4 h no local do cultivo e posteriormente acondicionado em
sacos de polietileno de baixa densidade para ser levado ao laboratério, onde foi
guardado sob a temperatura de 7 °C em refrigerador.

Para a determinacdo dos elementos inorganicos na amostra previamente
desidratada, uma nova secagem foi efetuada no laboratério a 90 °C em estufa por 12
h.

ApoOs a etapa de secagem, os cogumelos foram triturados em processador
domeéstico (marca Arno) e acondicionados em frascos plasticos de polipropileno.

Trés aliquotas de cerca de um grama dos cogumelos secos foram pesadas
com exatiddo em cadinhos de porcelana aos quais adicionou-se 5 mL de HNO3
concentrado (Suprapur MERCK) e levou-se a uma chapa de aguecimento a 80 °C
por 4 h. ApoOs essa etapa de pré-digestdo os cadinhos foram entdo mantidos por
12h em mufla a 500 °C.

As cinzas foram dissolvidas com 2 mL de HNO3s 10% m/v e transferidas,
quantitativamente, com 4&gua desionizada (Milli-Q Millipore 18,2 MQ cm™
resistividade), para frascos de polipropileno, aferindo-se o volume final para 15 mL.
Replicatas (n=5) dos materiais de referéncia certificados, Apple Leaves NIST N°
1515 e Mussel Tissue NIST N° 2976, tratados do mesmo modo que as amostras
foram executadas em paralelo, a cada procedimento de digestdo para verificar a

qualidade dos resultados. Também foram preparadas solu¢cdes em branco.
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Para a determinacé@o de umidade, cinco aliquotas contendo aproximadamente
5 g de cada cogumelo in natura foram secas, em separado, a temperatura de 90 °C
por 12 h. Apos esse tempo foram retiradas da estufa, colocadas em dessecador até
a temperatura ambiente (22 °C) e pesadas. O procedimento foi repetido, com o
tempo das aliquotas na estufa reduzido para 2 h, até obtencéo de peso constante.

Na etapa de trituragdo das amostras, foi verificada a possibilidade de
contaminacao através do contato do cogumelo com as partes plasticas e metélicas
do processador, mediante trés ciclos de processamento com o processador vazio e
limpo, com dois solventes: adgua desionizada e acido nitrico 1%. Esse procedimento
foi efetuado antes do inicio de processamento da primeira amostra e apdés a

homogeneizacao da ultima amostra.

4.1.2 Cogumelos — MRC

Foi adquirido um quilo de Shiitake e seiscentos gramas do Cardoncello do
cultivo “Cogumelos Imperial”, previamente desidratados pelo produtor.

Os cogumelos foram secos em estufa a 90 °C por 12 h, sendo posteriormente
triturados em moinho de martelo da marca Brahm com tela de granulagédo de 30
mesh (595 um) (FIGURA 15). Apés a moagem e uma homogeneizacdo manual com
uma espatula de plastico, aproximadamente 8 g de cogumelo seco foram
acondicionados em sachés de laminado de aluminio e lacrados sob vacuo, gerando

0 gquantitativo de 90 sachés para o Shiitake e 37 para o Cardoncello.
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FIGURA 15 - Moinho de martelo e cogumelos desidratados

(a) Cogumelos desidratados (b) Parte interna do moinho. (c) Cogumelos moidos.
prontos para moagem.

(d) Enchimento dos sachés.

Os sachés foram entéo divididos em dois grupos; um grupo foi acondicionado
em isopor a temperatura ambiente e outro seguiu para ser irradiado com radiacdo
gama (tempo de 56 min e dose de 1 kgy), no Centro Tecnologico do Exército, Secdo
de Defesa Nuclear, localizado em Barra de Guaratiba no Rio de Janeiro, sob a
supervisao do Doutor Hélio de Carvalho Vital.

Todos os sachés foram devidamente codificados para identificar a espécie de
cogumelo e o tipo de técnica utilizada na conservagéo: secagem ou irradiacao.

Para a determinagcdo dos elementos inorganicos foram efetuados dois
procedimentos:

a) Calcinacado: Pesou-se com exatiddo cerca de 1 g da amostra em cadinho
de porcelana, adicionou-se 5 mL de acido nitrico e procedeu-se a secagem em
chapa de aquecimento, a 90 °C. Apds a secagem, procedeu-se a calcinacdo a 450
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°C por 12 h, em mufla, sendo que a temperatura foi em aumentada a cada hora, de
50 °C até alcancar os 450 °C.

b) Microondas: Uma massa de cerca de 0,5 g de amostra foi medida em uma
barquinha de polipropileno e transferida para o frasco a ser utilizado no microondas,
ao qual adicionou-se 5 mL de &cido nitrico. Apés ter sido fechado, o frasco foi levado
ao forno de microondas e o programa de digestéo iniciado conforme TABELA 4.

TABELA 4 — Programa de digestdo do microondas.

Temperatura Pressio Radmpa de alteracéo Tempo de permanéncia Poténcia
°C) (Bar) a temperatura na temperatura (% da maxima *)
(min) (min)
170 50 2 5 90
190 50 5 15 90
50 0 1 10
50 1 1 1

* Poténcia méaxima: 1450W.

Os dois procedimentos de digestdo, calcinacdo e microondas, foram
efetuados e comparados posteriormente, a partir da digestdo de materiais de

referéncia.

4.2 ESTUDOS DA HOMOGENEIDADE E ESTABILIDADE — MRC

4.2.1 Homogeneidade

Para avaliacdo da homogeneidade dos dois cogumelos candidatos a material
de referéncia, Shiitake e Cardoncello, 10 itens de ensaio (sachés) de cada espécie
contendo o cogumelo seco e irradiado foram aleatoriamente selecionados utilizando
a funcdo “ALEATORIOENTRE” do programa Excel®. Essa funcéo permite a escolha
aleat6ria entre dois numeros definidos.

De cada item de ensaio foram retiradas duas aliquotas de cerca de 1 g cada,
as quais foram tratadas conforme descrito em 4.1.2 (calcinac&o). As aliquotas foram
denominadas de Sub-amostra 1 e Sub-amostra 2.

De acordo com a ISO 13528, foi calculada a média X,, (1 igual ao nimero da

amostra (t=1, 2,..., ) e Ko nimero da aliquota (K=1, 2)) entre as duas aliquotas
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(sub-amostras 1 e 2) para cada cogumelo, e em seguida, calculou-se a média geral,
X.
O desvio padrao das médias obtidas para cada amostra, S,, foi calculado

conforme a Equacdo 1, sendo o grau de liberdade igual ao nimero de itens de

ensaio, 10, subtraido de uma unidade.

S, =\/Z(>q -x)? /(g -1) (1)

Calculou-se também, para cada amostra, a amplitude, ou seja, a diferenca

entre as sub-amostras, w;, a partir da Equacéao 2.
W =[x, =%, @

Dos valores definidos acima, calculou-se os desvios padrdo, Sy € Ss,
respectivamente, dentro das amostras e entre as amostras, conforme as Equagbes

3 e 4, a seguir:

s =Y. we/(2g) -

s =,/s2—(sx?/2) %

Os resultados obtidos permitirdo afirmar que as amostras sao

suficientemente homogéneas para serem utilizadas em um estudo colaborativo se

~

atenderem ao critério estabelecido na Equacao 5. Nessa equacgédo, o termo S, é o
desvio padrao alvo (DA) obtido através da equag¢do de HORWITZ (Equacao 6) para
a concentracdo média de cada elemento no estudo de homogeneidade e C € o nivel
de concentracéo expresso em fracdo massica, por exemplo, 1.10° para a faixa de

concentracdo expressa em mg kg™.

S < O,3§H (5)
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§,= 002c 4%
(©)

4.2.2 Estabilidade

Para cada amostra de cogumelo candidata a MRC, foi estudada a
estabilidade a longo e a curto prazo dos itens de ensaio, com a finalidade de definir
quais condi¢cbes especificas de temperatura e tempo poderiam ser devidamente
estabelecidas, sem prejudicar os valores de propriedades das amostras a longo
prazo.

Avaliou-se a estabilidade temporal entre as amostras irradiadas e néo
irradiadas dos dois cogumelos considerando-se os seguintes nimeros de dias: 0; 30;
60; 90; 180, 240 e 360. Nesse tempo, as amostras foram mantidas na mesma
temperatura, 21 °C.

A estabilidade de curta duracdo foi estudada, a fim de verificar o
comportamento da amostra sob uma condicdo de temperatura adversa no
transporte. Esse estudo foi efetuado durante o tempo de 7 dias comparando-se 0s
itens de ensaio a temperatura ambiente e a temperatura de 40 °C (estufa).

Os resultados foram avaliados através da analise dos residuos da regressao
linear, obtendo tanto os valores do coeficiente angular quanto os intervalos de

confianga, de acordo com o que estabelece a ISO Guide 35 (2006).

Como pode ser visualizado na equacéao 7, foi calculado o erro padrdo, S;, do

valor de Y ,numero de dias, para cada valor de X ,concentracdo, de acordo com a

equacao 8, sendo }7, o valor previsto de Y, para um determinado X e N o numero

de pares X, Y considerados na regressao.

(7)

y :\/Zi_l(yi -9)

n-2

y=ax+hb ©)
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A partir do valor de S, calculou-se o erro padrédo do coeficiente angular, S,

como descrito pela Equacéo 9.

g2
S

ERDIRCE :

Desta forma, a partir do valor de T de Student obtido para o nivel de

confianca de 95% e N pares X,Y, obtém-se de acordo com a Equacdo 10, o

intervalo de confianca (IC).

IC =azttyg., .S, (10)

4.3 ESTUDO COLABORATIVO — MRC

Ap0s o0 cumprimento das etapas acima, deu-se inicio a um estudo
colaborativo (EC) com laboratoérios de Instituicbes publicas e privadas que possuem
equipamentos compativeis com os utilizados nesse trabalho e que se propuseram a
participar do estudo.

A finalidade dessa etapa foi de se obter o valor designado para cada
elemento caracterizado na matriz candidata a MRC.

O procedimento experimental para analise de dados seguiu a indicacao
estabelecida no item 10.5.2 da ISO Guide 35 (2006; VAN DER VEEN et al. 2001), no
qual a média das médias dos resultados, >=< de todos os laboratérios participantes é
a melhor escolha para ser o valor de propriedade do material. As equacgdes
utilizadas estao apresentadas abaixo:

X=

S

> (11)
=1

(12)

| =

X |l

p
Y,
i=1

p "
Onde: Xj =o0s resultados j reportados pelos laboratérios i.

p = o numero de laboratérios participantes

n; = 0 nimero de resultados reportados pelos laboratérios i.

X =Y = média das médias.
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A incerteza padrdo combinada associada com a média das médias foi
calculada através das equagdes 13 e 14.

s L)

p-1i=

S

A incerteza padrdo combinada foi calculada através da equacgéo 14.

S
u - (14)

carac \/B

4.4 CONTAMINACAO E DIGESTAO DOS SUBSTRATOS
4.4.1 Contaminacao do substrato

A contaminacdo do substrato por cada metal foi feita separadamente e
realizada em duas etapas distintas do cultivo: no inicio da coloniza¢édo do substrato e
no substrato ja colonizado. Os procedimentos adotados em cada etapa encontram-
se descritos abaixo.

1- Por diluicdo de 5 g de cada elemento na forma de sais (cloretos de
chumbo, cadmio e cromo, metavanadato de sddio e sulfato de vanadila) em tanques
diferentes que foram completados com 1000 L de agua, resultando em uma solucéo
aquosa com concentracdo final de 5 mg L™ a ser utilizada para o choque térmico
(FIGURA 16)

Nessa etapa foram utilizados 25 sacos contendo os substratos colonizados,

0S quais permaneceram submersos por 12 h.
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FIGURA 16 — (a) Caixa d'agua utilizada para choque térmico com tocos submersos (b) Tocos de
substrato apds o choque térmico.

(a) (b)

2- Pela aplicacdo de solucdo na concentracdo de 1000 mg L™ diretamente no
substrato ja ensacado e em fase de colonizacdo. Cada solucao foi injetada por uma
seringa com agulha de 2 cm e diametro de 2 mm, resultando em uma concentracéo
final de 8 mg kg™* para cada elemento em cada conjunto de sacos de substrato,
como exemplificado na TABELA 5 e na FIGURA 17.

A injecéo foi efetuada em quatro pontos diferentes do saco na parte superior e
de baixo para cima.

TABELA 5 — Volumes totais injetados de cada solucdo e concentragéo final no saco de substrato.

Volume t(()rt:ll_ )|n|etado Concentraz:;na; I_d_.all)solu(;ao Metal (Sal)
12 1000 Cr (CrCl5)
12 1000 V (VOSO,)
12 1000 V (NavOs)
12 1000 Pb (PbCl,)
Peso do saco Concentracao final do metal no saco
(kg) (mg kg )

15 8
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FIGURA 17 — Sacos de substrato em fase de colonizagéo injetados com as solu¢des dos metais.
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4.4.2 Digestéo dos substratos

Seguindo o procedimento realizado por BERVOETS (2005), foi efetuada a
tamizacdo de 50 g de substrato em peneira de 500 mesh com posterior transferéncia
para béquer de 500 mL e adicdo de 200 mL de &gua desionizada. Apos 2h de
repouso foi efetuada a filtracdo, com filtro qualitativo, e o decantado foi seco a 60 °C
por 48 h. Procedeu-se a digestdo com HNO3; e HCIO, (4:1) e transferiu-se
guantitativamente, com agua desionizada, para baldo volumétrico de 1000 mL. Para
a determinacdo dos elementos inorganicos foi efetuada uma diluicdo de 40x com

agua desionizada.
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5 METODOS ANALITICOS

Na quantificacdo das concentracfes dos vinte e cinco elementos (Al, As, Ba,
Bi, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Ga, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Rb, Sb, Se, Sn, Sr, V e Zn)
foram utilizados dois Espectrometros de Massa com Plasma Indutivamente
Acoplado, sendo um da marca Thermo Scientific, modelo X-Series 2 e outro da
marca Perkin Elmer, modelo ELAN 6000, e um Espectrometro de Absor¢cdo Atdémica
com chama da marca Perkin Elmer, modelo AA400.

As condicfes operacionais usadas na técnica de Espectrometria de Absorcao
Atdmica com chama (FAAS) para a determinacdo de Ca, K, Na, Mg, Fe e Zn foram
as constantes no software do equipamento e estdo apresentadas na TABELA 6. As
condi¢cbes para determinar os demais elementos pela técnica de Espectrometria de
Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) podem ser visualizadas na
TABELA 7.

Uma descricdo sucinta sobre o fundamento das duas técnicas, FAAS e ICP-
MS, e sobre os principais componentes dos respectivos instrumentos, bem como, os

procedimentos efetuados para o controle das interferéncias pertinentes a cada

técnica encontram-se nos itens 5.1 e 5.2.

TABELA 6 — Condicdes operacionais e comprimentos de onda (A) utilizados em FAAS para
determinacéo de Ca, K, Na, Mg, Fe e Zn.

ELEMENTO (n)r\n) F(enr;gqa)ls Vazé(oL cr:qc?rs]_%ases
Ca 422,67 2,7-0,6 6,00-7,10
Fe 248,33 1,8-1,35 10-2,5
K 767,49 2,7-0,45 10-2,98
Mg 285,21 2,7-1,05 10-2,5
Na 589,00 1,8-0,6 10,88-3,62
Zn 213,86 2,7-1,8 10-2,5

Observacoes:
1- As vazdes dos gases referem-se aos gases ar e acetileno, respectivamente, com excec¢éo do

elemento calcio, utilizado o 6xido nitroso ao invés do ar.
2- Os valores para as fendas referem-se a largura e a altura.



TABELA 7 — Condicdes operacionais do ICP-MS e pardmetros de aquisi¢cdo de dados:

X-Series 2
Poténcia do gerador de RF (W) 1400
Vazao de Ar (Plasma) (L min™) 13
Vazao de Ar (gas Auxiliar) (L min'? 0,7
Vazao de Ar (Nebulizador) (L min™) 0,98
Vazéo do gas CCT (8%H./He) 6,98
Focus (V) -5,3
Extracéo (V) -94,1
Hexapolo Bias (V) -10
Tempo de residéncia (ms) (dwell time) 20
Modo de varredura Peak jump
NUmero de réplicas 3
Céamara de nebulizacéo Cbnica
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Nebulizador Concéntrico
ELAN 6000

Nebulizer Gas Flow 1,11

Lens Voltage 12,75

ICP RF Power 1175

Analog Stage Voltage -2562,00

Pulse Stage Voltage 1300,00

Discriminator Threshold 30,00

AC Rod Offset -13,00

Nimero de réplicas 3

5.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM CHAMA (FAAS)

A técnica de absor¢do atdmica € utilizada em um vasto campo de aplicagbes
para a determinacéo de elementos inorganicos e tem como fundamento, a absorcao
de radiacdo eletromagnética pelo analito de interesse, advinda de uma fonte de
emissao, em um comprimento de onda especifico.

Os principais componentes de um espectrometro sao o a fonte de emisséo, o
sistema de nebulizacdo, o queimador, o detector e o sistema de aquisicdo de dados.

As interferéncias presentes na técnica de FAAS e que podem afetar a
concentracdo determinada do analito de interesse podem ser espectrais e néo
espectrais (quimica, de matriz, de ionizacao, de fundo).

A interferéncia espectral ocorre por sobreposicao de linhas de absorcao, em
elementos especificos, por exemplo, fato que ndo é comum e para os elementos
determinados nesse projeto ndo ocorre. O maior cuidado foi relacionado as
interferéncias ndo-espectrais, e a mais importante, advinda da ionizagdo do analito
de interesse, deve ser corrigida com a supresséo da ionizagcdo com a adicdo de uma

solucéo que contenha um elemento quimico com uma menor energia de ionizagao.
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Para os elementos analisados neste projeto por FAAS, Ca, K, Na, Mg, Fe e
Zn, utilizou-se solucdes supressoras de ionizagao para os trés primeiros: cloreto de
césio (2000 mg kg-1 na solucéo final) para a determinacéo de Na e K e cloreto de
potassio (5000 mg kg-1 na solucédo final) para a determinacdo do Ca. Nas
determinacdes de Fe e Zn foi utilizado a correcdo de fundo (background) através do
uso de uma lampada de deutério, j& presente no instrumento e a determinacdo do

Mg ndo demandou maiores cuidados.

5.2 ESPECTROMETRIA DE MASSA COM PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO
(ICP-MS)

A técnica de ICP-MS possui caracteristicas multielementares, baixos limites
de deteccdo, ampla faixa linear, uma eficiente geracdo de ions monovalentes e
espectro de massa simples e de facil interpretacdo. A técnica baseia-se na
separacdo dos ions positivos produzidos em um plasma em funcdo da razéo
massa/carga (THOMAS, 2008).

5.2.1 Interferéncias espectrais

Esse tipo de interferéncia se deve a formacdo de ions de 6xidos e dupla
carga, a sobreposicéo isobarica, aléem de ions poliatbmicos, 0s quais possuem a
mesma razao massa/carga (m/z) que o analito de interesse (D’ILIO et al.,2011).

A TABELA 8 apresenta exemplos de elementos que podem sofrer
interferéncia espectral devido aos oOxidos, hidréxidos, ions de dupla carga e na

TABELA 9 podem ser visualizados os is6topos utilizados no projeto.
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TABELA 8 — Exemplos de espécies quimicas que sofrem interferéncia de oxidos, hidroxidos, ions de

dupla carga e espécies poliatdmicas.

Oxidos, hidroxidos, dupla carga e
espécies poliatbmicas
35C|160+, 37C|14N
40Ar12C+, 35C|1601H+, 368160+
40C3160+, 40Ar16o+
“Ca'®oH"
4SCa16O+
46Ca16OH+
48Ti160+
48Ca160H+

lSSBa++

40Ar++, 64Zn160+

Analito afetado

*y/*(99,76%)
*2Cr* (83,76%)
®Fe* (91,72%)

>Fe* (2,2%)

*Co" (100%)
®cu* (69,17%)
®47Zn* (48,6%)
®5Ccu* (30,83%)

®Ga* (60,108%)

8se (49,82%)

OBS: A abundancia natural encontra-se entre parénteses.
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TABELA 9 — Is6topos utilizados na determinagdo dos elementos por ICP-MS.

Elemento Isétopo
Al 27
As 75
Ba 137
Bi 209
Cd 111
Cr 52
Cu 65
Fe 56 e 57
Ga 69
Li 7
Mn 55
Mo 95
Ni 60
Pb 208
Rb 85
Sb 121
Se 82
Sn 118
Sr 88
\Y 51
Zn 66

O is6topo *°Fe foi determinado no instrumento, X-series 2, através do uso da
interface célula de colisdo (Collision Cell Technology — CCT), no qual o gas inerte,
He, foi utilizado para atenuar os interferentes poliatdmicos (*°Ca*®0*, “°Ar**0™") por

processos colisionais.

5.2.2 Interferéncias n&do espectrais

As interferéncias nao espectrais em ICP-MS séo caracterizadas pela variacédo
do sinal do analito (aumento ou reducéo), devido a problemas no transporte da
amostra, na eficiéncia na producao de ions no plasma e do efeito de carga espacial
(extracdo e conducao dos ions ao analisador de massas) (THOMAS, 2008).

Todas as determinacdes foram efetuadas procurando atenuar as diferencas

entre as propriedades fisico-quimicas das solucbes de referéncia e da amostra
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(viscosidade, densidade, tensdo superficial). As amostras foram diluidas em agua
desionizada e manteve-se a concentracdo de &cido, nas amostras e solucdes-
padrdo, equivalentes.

Utilizou-se como padréo interno o 1%Rh, elemento que foi adicionado em linha
a todas as solugbes analisadas por ICP-MS, com a finalidade de corrigir as
variagfes temporais da intensidade do sinal, decorrentes do comportamento fisico

diferenciado dos analitos no plasma.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PERFIL MINERAL
6.1.1 Desempenho analitico

O parametro linearidade foi avaliado em todas as curvas analiticas mediante a
inspecéo visual e em relagcéo aos coeficientes de correlagao obtidos. De acordo com
Miller (1989), valores de r maiores do que 0,99 avaliados em conjunto com a
visualizacao grafica da curva analitica sdo suficientes para assegurar que existe uma
relacado linear entre as variaveis, x ey.

Todos os coeficientes de correlacao obtidos nas determinacgGes efetuadas por
ICP-MS e por AAS (r > 0,998) sugerem relacdes lineares entre a faixa de trabalho e
as contagens ou absorvancias.

Para dirimir eventuais ddvidas quanto a linearidade, foi utilizado o teste de
Mandel (MANDEL, 1964), o qual testa a hipotese do modelo ndo-linear ter um
melhor ajuste que o linear, através dos residuos das regressdes de primeira e
segunda ordem. Como exemplo é apresentada a verificacdo da linearidade da curva
analitica do calcio (TABELA 10).

TABELA 10 — Avaliacao da curva analitica do célcio obtida por AAS através da planilha de céalculo do
teste de Mandel.

Valores de x Valores de y
No. Concentracdo AB Absorvancia
(mg L) (Abs)
1 1 0,115
2 2 0,225
3 25 0,274
4 3 0,336
5 4 0,425
6 5 0,538
Desvio-padréo residual da funcéo de
calibracdo de primeira ordem : 0,01269959 Abs
Desvio-padrao residual da funcao de
calibracdo de segunda ordem : 0,00562298 Abs
Desvio-padréo? = 0,00055026 Abs?
Valor de teste = 17,4035849
F(f1=1, f2=N-3,P99%)= 34,1160558
Resultado:

O modelo néo linear ndo leva a um ajuste significat  ivamente melhor.
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A veracidade do procedimento analitico das duas técnicas utilizadas e nos
trés equipamentos utilizados no projeto foi verificada através do uso de dois
materiais de referéncia certificados do National Institute of Standards and
Technology (NIST), Apple Leaves n°1515 e Mussel Tissue n°2976, e os resultados
estdo apresentados nas TABELAS 11, 12 e 13.

As médias das trés determinacdes sdo referentes aos valores obtidos de trés
determinacdes trimestrais (n=5) efetuadas em paralelo com a leitura das amostras.

O instrumento da Perkin Elmer somente foi utilizado nos ultimos
experimentos, sendo efetuado somente uma determinacdo com os dois matérias de

referéncia.

TABELA 11 — Recuperacao percentual das analises efetuadas com os dois MRC por ICP-MS no
instrumento da marca Thermo, modelo X-series 2.

-1

Concentracdo mg kg Concentracdo ug kg™

APPLE LEAVES

Al Cu Fe Mn Rb Zn Mo Pb Se \%

12 determinagdo 250 54 29 17 11,1 11,3 65 226 40 180
2adeterminagdo 329 65 85 51 10,3 10,1 82 719 64 293
32 determinacdo 332 59 106 96 85 9,7 80 435 53 239
Média 303 59 74 55 10 11 76 460 52 237
% 286 56 83 54 10,2 12,5 94 470 50 260
% 106 105 89 102 98 88 80 98 104 91

-1

Concentracdo mg kg Concentracdo ug kg™

MUSSEL TISSUE

Al Cu Fe Zn Pb Sn

12 determinagéo 151 4,4 164 114 @ - 71
22 determinacéo 192 4,6 207 111 1151 42
3?2 determinacéo 106 4,6 155 137 1021 34
Média 149 4,5 175 121 1086 49
% 134 4,02 171 137 1190 96
% 111 112 102 88 91 51

NOTA: A 12 determinacéo do Pb nao foi determinada por um erro operacional.



TABELA 12 — Recuperagdo percentual das analises efetuadas com os dois MRC por ICP-MS no

instrumento da marca Perkin Elmer, modelo ELAN 6000.

Concentracdo mqg kg

-1

APPLE LEAVES

Al Cu
Concentracao
obtida 288 53
Concentracao
Concgntra ao 286 56
certificada
0,
/od_o_valor 101 95
certificado

Fe Mn
78 55

83 54

94 102 102 90 101

Concentracio ug kg™

Rb Zn Mo

10 11 95

10,2 12,5 94

Pb
471

470

100

Concentracdo mg kg

-1

MUSSEL TISSUE

Al Cu
Concentracdo
obtida 145 44
Concentracao
Concgntra ao 134 402
certificada
0,
% do valor, 108 109
certificado

Fe
173

171

101

Concentracdo ug kg™

Zn
125

137

91

Pb
1203

1190

101

TABELA 13 — Recuperacao percentual das andlises efetuadas com os dois MRC por FAAS.

APPLE LEAVES

Concentracdo mg kg

-1

Fe K Na Zn
12 determinacao 80 16008 28,1 12,1
22 determinacado 70 16545 26,1 13,4
32 determinacgédo 76 15997 26 11
Média 75 16183 26,7 12,2
concentracdo g3 14100 244 125
certificada

0,

% 91 101 110 97
MUSSEL Concentracdo mg kg ™
TISSUE Fe K Na Zn

12 determinagéo 175 9478 38502 117
22 determinacéo 176 9587 39001 131
32 determinagéo 178 9662 40087 125
Média 176 9576 39197 124
Concentiacdo. 17, g9 35000 137
certificada
% do valor, 103 99 112 91

certificado




58

Observou-se que, para a maioria dos elementos estudados, as concentragbes
encontradas foram concordantes com os valores certificados, isto é, situaram-se
entre 88 a 112% dos valores certificados, com excecdo do Sn com uma recuperacao
de 51%. Os valores de recuperacado, nas concentracdes medidas dos 13 elementos
presentes nos dois MRC, com poucas exceg¢des, Cu-112%, Na-112%, Sn-51 e 59%,
estdo de acordo com as faixas aceitaveis presentes no documento da Associacao de
Comunidades Analiticas (AOAC, 1998), apresentados na TABELA 14.

TABELA 14 — Faixa de aceitacdo do fator de veracidade/recuperacao.

Concentracéo (C) Intervalos (%)
10000 mg kg™ 97-103
1000 mg kg™ 95-105

100 mg kg™ 90-107
10 mg kg™ 80-110
1 mgkg™ 80-110
100 pg kg™ 80-110
10 pg kg™ 60-115
1 ug kg™ 40-120

Fonte: AOAC Peer-Verified Methods Program, Manual on policies and procedures, Arlington, Va.,
USA (1998).

A baixa recuperacdo do Sn nao foi fruto de pesquisa mais aprofundada, por
nao ser um elemento de alta relevancia para a conclusao do estudo.

O desvio-padrao relativo de cada método foi avaliado através da analise de 5
aliquotas individuais dos dois MRCs e para todos os elementos determinados, nas
duas técnicas analiticas, ICP-MS e FAAS, situou-se na faixa de 2 a 11%. Os valores
obtidos estdo de acordo com os valores constantes do documento da Associacao de
Comunidades Analiticas (AOAC, 1998), apresentados na TABELA 15.
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TABELA 15 — Valores de aceitacdo para o desvio-padrao relativo.

Concentracéo Desvio-padrao relativo
100 mg kg™ 5,3
10 mg kg™ 7.3
1 mg kg™ 11
0,1 mg kg™ 15
0,01 mg kg™ 21
0,001 mg kg™ 30

Fonte: AOAC Peer-Verified Methods Program, Manual on policies and procedures, Arlington, Va.,
USA (1998).

Em relacdo a incerteza, foram considerados para fins de calculo os seguintes
fatores: repetitividade; preparo da amostra; preparo dos padrdes; curva analitica e
resolucdo do equipamento. No calculo da incerteza associada aos valores de
concentracdo, optou-se por considerar a maior incerteza (4%), calculada na
determinacdo do potassio por FAAS, como a incerteza para todos os demais

elementos. Detalhes sobre o calculo podem ser vistos na TABELA 16.

TABELA 16 — Calculo da incerteza da medicao para a determinagéo de potassio por FAAS.

Estimativa Fonte da Valor da
Fatores da : . Unidade  Distr.  DIV. C u(i)
incerteza  incerteza +
grandeza
Concentracéo 18967 Repetitividade  1037,00 mg L™ Normal 3,16 1 0,01729
Diluigdo e 19966 667 UPreparoda g q45041 gt Normal 200 1 0,00000
massa amostra
Padréo 1 Upreparodos 413304  mg1?  Normal 2,00 1 0,00017
padrdes
Concentragao 18967 U curva 0,005224 mg L* retangular 1,73 1 0,00000
Concentracéo 18967 U equipamento 189,6660 mg L* retangular 1,73 1 0,00578
Concentracéo 18967 resolucao 0,005000 mgL™* retangular 1,73 1 0,00000
uc Incerteza padrdo Combinada 0,01823
Resultado= 18967 mg L™
U Incerteza padréo Expandida (95,45%) k= 2,25 0,041109 relativo
a= 0,021557471 779,69544 mg L™t
b= 0,390413793 4,111 %
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6.1.2 Avaliacéo dos processos de decomposi¢éo, por microondas e por calcinacgao.

O material de referéncia, Apple Leaves, foi submetido aos dois processos de
decomposicdo utilizados para as amostras, por microondas e calcinacdo, e 0s
desvios-padrdo obtidos foram comparados através da analise de variancia, fator
anico (TABELA 17 e ANEXO 1). De acordo com os valores calculados, todos os
valores obtidos de F foram menores que o F critico, indicando que os dois conjuntos
de dados apresentaram variancias equivalentes ao nivel de significancia avaliado
(95%).

Os dois processos de decomposicdo também foram comparados através do
teste t unicaudal (Equacdo 15) e os resultados obtidos indicaram haver diferenca
estatisticamente significativa somente para o Na. Para os demais elementos néo
houve diferenga significativa entre cada um dos conjuntos de dados e os valores
certificados para o MRC utilizado no estudo.

t = ()_(calcinagéo oumicroondas )_(certificacb) \/ﬁ (15)
S

calcinagao ou microondas
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TABELA 17 — Comparacdo dos dois processos de decomposicdo de amostra, por calcinagéo e
microondas.

Método de

digestao Concentracdo - mg kg ™ Concentracfo - ugkg
CALCINACAO
Aliquotas Al Cu Fe K Mn Na Rb Zn Pb Se \%
1 310 59 75,7 15636 49,9 30,8 10,6 11,0 525 53,2 277
2 276 49 77,8 17001 553 279 112 10,6 396 32 203
3 299 6,4 755 15360 546 268 98 143 536 62,5 283
Média 295 573 76,3 15999 53,3 285 105 12,0 486 49,2 254
S 17 0,76 1,7 879 29 21 07 20 78 15,6 45
MICROONDAS
1 291 6,2 825 15856 553 232 10,1 125 451 49,6 245
2 295 6,0 838 16001 564 24,1 115 11,5 658 39,9 274
3 286 4,7 81,4 16246 543 266 99 120 451 61,3 232
Média 291 563 826 16034 553 24,6 105 12,0 520 50,3 250
S 5 081 1,2 197 11 18 09 05 120 11 22

Concentracao
Concgr\tra ao 286
certificada

5,6 83 16100 54 244 10,2 125 470 50 260
F calculado 0,19 0,04 069 0,005 125 6,01 0,11 0,001 0,173 0,008 0,018
F critico 7,709

t calculado

Calcinacao 0,899 0,302 0,591 0,199 0,433 3,437 0,822 0,455 0,349 0,085 0,220

Microondas 1,793 0,071 0,625 0,577 2,199 0,229 0,596 1,732 0,725 0,043 0,779
t critico 2,920

NOTA: Determinac¢@es efetuadas por ICP-MS (Instrumento da Thermo). Na e K por FAAS.

6.1.3 Avaliacéo do processo de trituragdo dos cogumelos.

Como descrito em 4.1.1, na trituragdo do cogumelo, estudou-se a
possibilidade de contaminacdo do cogumelo por algum dos elementos, a serem
determinados no projeto, a partir do contato com as partes plasticas e metélicas do
processador. Para isso, ndo possuindo um cogumelo isento dos 25 elementos a
serem analisados, optou-se por fazer uma avaliagdo da concentragcdo desses
elementos, antes do inicio de processamento da primeira amostra e ao término da
trituracdo da Ultima amostra, através da utilizacdo de dois solventes, agua
desionizada e acido nitrico 1%.

Em dois recipientes do processador adicionou-se a quantidade de,
aproximadamente, 100 mL, de cada um dos solventes, especificados acima.

Efetuaram-se trés ciclos de processamento, de 5 segundos cada, e ao final, um
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volume de, aproximadamente, 15 mL, de cada solucéo, foi transferido para um
frasco plastico e as concentragdes dos elementos determinadas posteriormente.

De acordo com as concentracfes obtidas para os analitos de interesse
(TABELA 18), o aumento da concentracdo ocorreu, notadamente, para o Al, Ba, Fe,
Mn e Sr, mas em niveis que ndo afetaram os valores de concentracdo dos

elementos determinados nos cogumelos.

TABELA 18 — Concentragao dos analitos de interesse na agua desionizada e no HNO3 1% no inicio e
ao final do procedimento de trituracao.

Agua Agua
Elementos desionizada desionizada HINN(I')SI%)% HII;II(EI?AlL%
INICIO FINAL
Concentracdo-mg L ™
Al 0,079 0,101 0,509 0,809
As < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Ba < 0,001 0,003 0,075 0,087
Be < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Bi < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Ca 0,012 0,020 0,028 0,022
Cd < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Co < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Cr < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Cs 0,016 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Cu 0,006 0,006 0,009 0,008
Fe 0,038 0,043 0,559 0,550
Ga < 0,001 < 0,001 0,002 0,002
In < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Li < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Mg 0,016 0,016 0,028 0,030
Mn 0,003 0,005 0,152 0,144
Mo < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Ni < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Pb < 0,001 < 0,001 0,004 0,004
Rb < 0,001 < 0,001 0,013 0,014
Sb < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Se < 0,001 < 0,001 0,002 0,002
Sn < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
Sr < 0,001 < 0,001 0,088 0,088
\Y < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Zn 0,010 0,021 0,024 0,027
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6.1.4 Concentra¢cfes dos elementos estudados nas trés espécies de cogumelos.

As variacdes inter-espécies observadas podem ser atribuidas as
caracteristicas de cada uma e as variacbes entre as coletas, atribuidas
principalmente a diferengas amostrais, por exemplo, tamanho e peso dos individuos
processados, distribuicdo ndo homogénea dos elementos nas diversas partes dos
cogumelos, etc, embora tenha se procurado homogeneizar o maximo possivel as
amostras coletadas. Durante este estudo foi mantido constante o local de cultivo de

todas as espécies e a natureza dos substratos utilizados.

As concentragfes médias (n=4) dos vinte e cinco elementos determinados em
cada espécie de cogumelo e nas quatro coletas trimestrais efetuadas em 2010 estéo
sumarizados nas TABELAS 19, 20, 21 e 22.

TABELA 19 — Concentracdes dos macronutrientes na massa seca, determinadas por FAAS nas
amostras dos cogumelos Shiitake, Shimeji e Cardoncello coletadas trimestralmente no ano de 2010.

SHIITAKE SHIMEJI
Concentracdo (mg kg 'l) Concentracéo (mg kg '1)
Ca Na K Mg Ca Na K Mg
la coleta 45 10,6 14017 5005 lacoleta 59 4,5 22008 2271
2a coleta 61 12,0 17501 4999 2acoleta 43 4,9 32500 2532
3a coleta 40 8,9 14000 3100 3acoleta 41 4,4 21007 2000
4a coleta 42 9,0 14480 3934 dacoleta 51 4,7 22823 2435
Média 47 10,1 15000 4260 Média 55 4,6 24585 2310
Maximo 61 12,0 17501 5005 Maximo 59 4,9 32500 2532
Minimo 40 8,9 14000 3100 Minimo 41 4,4 21007 2000
CARDONCELLO
Concentracdo (mg kg 'l)
Ca Na K Mg

la coleta 57 81 18773 4700
2a coleta 61 6,1 17337 3244
3a coleta 57 5,9 17047 2584
4a coleta 61 5,9 17004 3405

Média 5 6,5 17540 3483

Maximo 61 8.1 18773 4700
Minimo 57 59 17004 2584




TABELA 20 — ConcentragBes de micronutrientes e elementos-traco na massa seca,
SHIITAKE coletadas trimestralmente no ano de 2010.
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determinados por ICP-MS nas amostras do cogumelo

la
2a
3a
4a

Média

Maximo
Minimo

82

90
68

Concentracdo ( mg kg ™

137Ba

1,34
1,36
1,33
1,35

1,35

1,36
1,33

50y
2,3
1,7
12,5
7,4

6,0

12,5
1,7

ke
555
676
435
428

524

676
428

Li
1,22
0,47
0,74
0,83

0,82

1,22
0,47

550N
69
29
21
a7

41

69
21

ONi
1,63
1,35
1,57
1,42

1,49

1,63
1,35

48

56
42

134
82
158

112

158
74

SHIITAKE
Bpag 209G
191 32
98 35
106 37
147 31
136 34
191 37
98 31

iy
119
247
200
133

175

247
119

Concentracdo (_pg kg™

52Cr GQGa QSMO 208Pb lZle BZSe llSSn

565 87 1000 199 35 139 38
775 108 810 170 37 128 206
685 273 753 490 30 141 64
523 154 1278 195 32 122 77

635 156 960 264 33 130 96

775 273 1278 490 37 141 206
523 87 753 170 30 122 38

gy
311
260
320
350

310

350
260

51y/
95
116
94
58

91

116
58

TABELA 21 — Concentragdes de micronutrientes e elementos-traco na massa seca,

SHIMEJI coletadas trimestralmente no ano de 2010.

determinados por ICP-MS nas amostras do cogumelo

la
2a
3a
4a

Média

Maximo
Minimo

115
114
50

83

115
50

Concentracdo ( mg kg ™

137Ba

2,11
2,00
1,47
2,01

1,90

2,11
1,47

Bey
26
18
27
14

21

27
14

*Fe
600
744
787
930

765

930
600

Li
1,02
1,25
2,51
1,05

1,46

2,51
1,02

55Mn
20
15
32
29

24

32
15

60N
3,75
4,15
4,10
4,09

4,02

4,15
3,75

Rp
88
100
90
75

88

100
75

671
80
66
50
65

65

80
50

SHIMEJI

75AS ZOQBi
165 36
164 40
150 37
180 38
165 38
180 40
150 36

i~y
97
120
114
90

105

120
90

Concentracgo (g kg™
52Cr 69Ga 95M0 208Pb lZle BZSe llSSn
739 214 735 190 40 78 60
740 193 850 150 35 160 111
752 220 660 175 41 123 70
781 187 775 164 35 40 120

753 204 755 170 38 100 90

781 220 850 190 41 160 120
739 187 660 150 35 40 60

88g,
405
415
334
408

391

415
334

51y,
133
113
96
150

123

150
96
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TABELA 22 — Concentragdes de micronutrientes e elementos-traco na massa seca, determinados por ICP-MS nas amostras do cogumelo
CARDONCELLO coletadas trimestralmente no ano de 2010.

1% coleta.
2" coleta
3" coleta
42 coleta

Média

Maximo
Minimo

27|
217
30
74
93

217
30

Concentracdo (mg kg ™)

137Ba

1,85
2,04
1,72
1,70

1,83

2,04
1,70

Sey
4,2
11,2
16,4
6,0

9,4

16,4
4,2

=
1197
1026
1239
612

1019

1239
612

Li
1,42
1,64
1,68
1,33

1,52

1,68
1,33

*Mn
31
8
24
24

22

31

GONi
3,59
3,54
3,44
3,88

3,61

3,88
3,44

94

125
50

CARDONCELLO
GGZn 75AS ZOQBi
102 30 35
61 20 36
114 2 38
117 15 36
98 17 36
117 30 38
61 2 35

iy
110
69
94
178

113

178
69

Concentracdo ( ug kg™

2cr %Ga *Mo

24
23
27
24

25

27
23

144
34
90

105

93

144
34

2063
766
2751
1388

1742

2751
766

2085},
194
77
128
337

184

337
77

L21gy
31
32
30
30

31

32
30

108
117

96

117
64

118¢
39
56
51
37

46

56
37

n

Bgr
12,1
11,9
14,4
12,0

12,6

14,4
11,9

51y
215
119
199
293

206

293
119
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Pela observacdo dos resultados apresentados, o Shimeji foi a espécie que
apresentou as concentracdes mais elevadas dos elementos Ba, Ni, As, Bi, Cr, Ca,
Ga, Mo, Sh, Se, Sr, Sn, V e K. O Shiitake apresentou concentra¢cées mais elevadas
de Cd, Cr, Pb, Sn, Mn, Zn, Na e Mg e o Cardoncello concentragbes mais elevadas
de Li, V, Fe, Rb, Al e Ca.

Comparando-se o0s resultados mostrados nas Tabelas 19, 20, 21 e 22,
observa-se que o Cardoncello apresentou variagcdes significativas nas concentracoes
dos elementos Mo, Se, Fe, Mn, Zn e Al.

As amostras de Shiitake apresentaram resultados discordantes para Ga, Mo e
Sn.

Quanto aos macro e micronutrientes, as concentragdes que mais variaram
entre as quatro coletas foram de Zn e Cu. Em relacdo ao Shimeji, s6 foram
observadas variacGes nas concentracdes de Se e Al.

As eventuais diferencas observadas entre as coletas trimestrais nao
ocasionaram diferencas significativas em relacado ao perfil mineral de cada espécie,
como sera demonstrado a seguir. Entretanto, ndo foi intencdo deste projeto avaliar
gualquer influéncia da sazonalidade sobre os resultados obtidos e por isto procurou-
se garantir que as condi¢cdes do cultivo ndo fossem alteradas significativamente

durante o periodo do estudo.

6.1.5 Comparacao estatistica entre as concentracdes dos elementos estudados nas

trés espécies de cogumelos.

Para verificar se as espécies apresentavam o mesmo perfil mineral foi
avaliado se as médias e as variancias obtidas diferiam significativamente. Para esse
fim, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) e o teste t ndo pareado (Equacéo 16)
(GOMES, 2011).

A ANOVA foi aplicada considerando todos os valores de concentracéo obtidos
nas quatro coletas para as trés espécies do estudo e da mesma forma, aplicada

somente para as duas espécies do mesmo género, Pleurotus (TABELA 23).

X, — X

t=—2_22_
(16)

s

n

+

|\.>3 ‘I\Snm
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Como pode ser observado na TABELA 23, somente as concentracdes de Al e
o Pb apresentaram valores de F menores do que o critico. No entanto, cabe a
observacédo de que, como pode ser visualizado na TABELA 24, os dois elementos
apresentaram concentragdes bem discordantes entre as coletas, o que ocasionou
um aumento da dispersdo dos valores de concentracdo e consequentemente, na
analise de variancia, as concentracbes de Al e Pb ndo apresentassem diferenca
estatistica significativa entre as trés espécies.

Na comparacdo dos resultados obtidos na analise das duas espécies do
género Pleurotus, um maior nimero de elementos apresentou valores de F menores
do que o critico e poderiam ser considerados como pertencentes ao mesmo grupo,
como o Ba, Cd, Li, Pb, Rb e Se, porém, se repete a mesma observacao feita no
paragrafo acima quanto a dispersao dos resultados de Al e Pb entre as coletas, com

excecdo do Ba.

TABELA 23 — Valores de F referentes a analise de variancia para todos os elementos determinados
nas trés espécies do estudo e para as duas espécies do género Pleurotus, Shimeji e Cardoncello.

Valores de F Valores de F
Elementos (trés espécies) (duas espécies) F critico

Al 0,1830 0,1654

As 123,5811 1071,6730
Ba 18,0800 0,3422
Bi 9,8969 3,7001
Ca 10,5560 19,3421
Cd 10,4756 0,3276

Cr 440,7801 7037,7761
Cu 28,5430 28,2697
Fe 22,8774 9,1941
Ga 14,2209 72,6047
K 31,0388 23,4856

Li 10,4684 0,4301 3,28492

Mg 24,6892 23,6588
Mo 14,7343 19,1486
Na 93,1820 38,2344
Ni 310,6816 10,3644
Pb 3,0910 0,2265
Rb 23,4318 0,4527
Sb 12,4812 21,2270
Se 18,4878 0,0995
Sn 5,1030 28,9802

Sr 517,5480 1235,9769
Vv 24,5668 17,7456
Zn 10,3642 19,9348
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TABELA 24 — Concentracfes de Al e Pb nas aliquotas provenientes das quatro coletas trimestrais
das trés espécies de cogumelos do estudo.

ALUMINIO
Coletas  Aliquotas Shiitake  Shimeji Cardoncello
1 64,7 40,6 38,3
la 2 75,6 78,5 55,7
3 92,5 34,5 55,9
1 86,7 105,4 225,6
2a 2 91,3 143,3 187,4
3 91,3 96,3 238,0
1 92,4 124,8 19,6
3a 2 95,2 131,6 29,8
3 82,1 85,6 41,8
1 65,4 89,6 94,0
4a 2 72,2 34,7 86,4
3 67,1 25,7 42,8
CHUMBO
Coletas  Aliquotas Shiitake  Shimeji Cardoncello
1 214,0 189,5 205,6
la 2 194,0 201,2 200,1
3 189,1 179,2 176,3
1 164,8 148,5 85,2
2a 2 169,0 144,2 73,5
3 176,3 157,3 72,5
1 521,3 159,0 129,6
3a 2 476,4 174,2 122,6
3 472,3 193,0 133,1
1 1914 164,5 339,0
4a 2 185,8 160,3 339,8
3 209,1 167,2 332,2

6.2 AVALIACAO NUTRICIONAL

A avaliagao da importancia nutricional dos cogumelos foi feita considerando-
se as concentracfes dos minerais que possuem valores de IDR estabelecidos pela
Legislacédo nacional, conforme TABELA 2 do item 1.2.4.

Com base nos valores da Resolucdo RDC n° 269, de 22 de setembro de
2005, todas as trés espécies de cogumelos apresentaram concentracdes de Fe, Mg,
Mn, Mo e Zn que satisfazem a IDR recomendada (TABELA 25).
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TABELA 25 — Comparacédo percentual entre os valores recomendados para ingestdo diaria de Ca,
Cu, Fe, Mg, Mn, Zn, K, Na, Cr, Mo e Se e os concentracdes encontradas (em massa seca) desses
elementos nos trés tipos de cogumelos estudados.

DR -m Concentracdo
9 mg em 100 g (massa seca) % da maior
Criancas Maior Menor IDR com a
Adultos Gestantes & Shiitake Shimeji  Cardoncello menor
1-10 anos IDR conc.
conc.
Ca 1000 1200 500-700 1200 4,7 4,8 5,8 4,7 0,4
Cu 0,9 1 3,4-4,4 4,4 0,6 2,1 0,9 0,6 13,6
Fe 14 27 6-9 27 52,4 76,5 102,0 52,4 194,1
Mg 260 220 60-100 260 426,0 231,0 348,0 231,0 88,8
Mn 2,3 2 1,2-1,5 2,3 4,1 2,4 2,2 2,2 95,7
Zn 7 11 4,1-5,6 11 11,2 6,5 9,8 6,5 59,1
K* 3500 1500,0 2458,0 1754,0 1500 42,9
Na* 2400 10,1 4,6 6,5 4,6 0,2
Concentragao
IDR - ug Hg em 100 g (massa seca)
% da maior
; ; IDR com a
Criancas Maior . - Menor
Adultos Gestantes 1-10 anos IDR Shiitake Shimeji  Cardoncello cone. menor
conc.
Cr 35 30 11-15 35 63,5 75,3 2,5 2,5 7,1
Mo 45 50 11-22 50 96,0 75,5 174,2 75,5 151,0
Se 34 30 17-21 34 3,0 10,0 9,6 3,0 8,8
Fontes:

1- Resolucdo RDC n° 269, de 22 de setembro de 2005 - ANVISA-MS.
2- 21 CFR (Code of Federal Regulation) parte 101.9. 1996. Food and Drugs Administration
(FDA). * Valor de Referéncia diario.

Mesmo considerando que todas as concentragdes estao expressas em massa
seca e gue a umidade média das espécies estudadas foi de aproximadamente 90%,
0s cogumelos in natura seriam classificados como fontes importantes para os
elementos Fe e Mo.

Com relagdo a concentragcdo de soédio, o Shimeji apresentou uma
concentragdo média de sodio (4,6 mg por 100 g — massa seca,) abaixo de 5 mg por
100 g de produto alimenticio, sendo classificado pela Portaria n° 27 como um
alimento que néo contém soédio. Os cogumelos Shiitake (10,1 mg por 100 g — massa
seca) e Cardoncello (6,5 mg por 100 g — massa seca) apresentaram concentracoes
médias acima de 5 mg por 100 g e podem ser classificados como produtos

alimenticios com baixo teor de sodio. Em contra-partida, as concentracbes de
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potassio encontradas nos trés cogumelos foram elevadas ficando na faixa entre 1,4
a 3,25 mg por 100 g em massa seca, 0 que permite enquadra-los como alimentos
com alto teor de potéassio.

Os valores encontrados de sédio e potassio corroboram a afirmacdo da
introducdo de que os cogumelos sdo alimentos recomendados para o controle da
hipertensdo, uma vez que a alta concentracdo de potassio esta associada a uma
pressdo sanguinea mais baixa (KRUMMEL 1998 e Diretrizes Brasileiras 2006). De
fato, a razdo Na/K nos cogumelos estudados foi muito baixa: Shimeji — 0,001871 <
Cardoncello — 0,0037058 < Shiitake — 0,0067333. Esses valores estdo abaixo das
razdes citadas na introducéao deste trabalho (1,11 a 1,92), que estariam associadas
ao risco de morte por doengas cardiovasculares na populacdo americana (YANG,
2011).

As concentra¢cdes médias de ferro encontradas de 413, 765 e 1019 mg kg™
para Shiitake, Shimeji e Cardoncello, respectivamente, foram mais elevadas do que
aquelas encontradas em outros estudos: 13 e 33 mg kg™ para o Shiitake (DE PAULI
2010 e CAGLARIRMAK 2007); 15, 54, 281 e 682 mg kg* para o Shimeji
(CAGLARIRMAK 2007, MATTILA 2001, ISILDAK 2004 e GENCCLEP 2009) e 31 e
355 mg kg™ para o Cardoncello (MOURA 2008 e GENCCLEP et al., 2009) e podem
estar associadas as caracteristicas ambientais e alimentares do cultivo.

A concentracdo de Mo encontrada nos cogumelos estudados, 0,75 a 2,7 mg
kg?, é comparavel aquela encontrada nos alimentos de origem animal como é o
caso dos figado de porco, cordeiro e vaca que contém, em média, 1,5 mg kg™
(COUGHLAN 1983). Cabe ressaltar a importancia da ingestdo de quantidades
adequadas de Mo na prevencdo do cancer de estfago (PHILIP et al., 1994;
MOHSEN et al., 2008) e como cofator de enzimas como a nitrogenase, nitrato
redutase, sulfito oxidase e xantina oxiredutase (SCHWARZ, MENDEL e RIBBE,
2009).

As trés espécies de cogumelos, Shiitake, Shimeji e Cardoncello,
apresentaram concentracdes médias de Se, 130, 100 e 96 pg kg * em massa seca,
respectivamente, semelhantes as concentracfes encontradas em trabalho recente
de COSTA-SILVA (2011) que determinou Se nos cogumelos Shiitake e Shimeji
provenientes de Portugal.

As variagbes entre as concentragbes dos elementos determinadas nesta
pesquisa e aquelas encontradas por outros pesquisadores (DEMIRBAS, 2001;
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MATILLA, 2001; MOURA, 2008; WANG, 2001; MANZI et al., 1999; GENCCLEP et
al., 2009; ISILDAK 2004), para as mesmas espécies de cogumelos, podem ser
explicadas pelo tipo de substrato utilizado em cada cultivo ou pela composicao do
substrato onde o cogumelo foi coletado. (TABELA 26). Este fato foi comprovado por
FIGUEIRO (2009) que trabalhou com seis substratos diferentes (palha de arroz, de
feijdo, de trigo, de sorgo, folha de bananeira e sabugo de milho) obtendo, por
exemplo, valores para o contetido de Fe de 96 mg kg™ em palha de arroz e de 476
mg kg™ em folha de bananeira, para o contetido de Mn de 7,8 mg kg™ em sabugo de
milho e de 835 mg kg™ em folha de bananeira ou ainda para o Zn de 7,5 mg kg™ em

folha de bananeira e 30,2 mg kg™ em palha de arroz.

TABELA 26 — Comparacao dos valores de concentracdo encontrados no presente estudo e em outros
trabalhos para o Shimeji com a utilizag&o de substratos diferentes.

Elementos Presente estudo * WANG > MOURA ° DEMIRBAS * MATILLA °

Ca 55 = emeee e 106 10
Cu 21 25 - 86 8,4
Fe 765 71 61 133 54

K 24585 21714 23012 51000 37300
Mg 2410 1819 - 1280 2000
Mn 24 6 - 248 11
Na 50 219 45 6,3 130
Zn 65 137 89 0,22 83

Substratos:

1 - 80% de residuo de tora de eucalipto (serragem) + 10% de farelo de arroz + 5% de farelo de trigo
2 — 50 % bagaco de malte + 50% farelo de trigo

3 —90% serragem + 10% farelo de arroz

4 — Solo Turquia

5 — Solo Finlandia

Nado foram encontrados dados na literatura sobre alguns elementos
determinados neste estudo, como é o caso do Al, Ba, Bi, Li, Ni, Sb e Sr para o
Shiitake e para o Cardoncello e do Mo, Sn e V para todos os trés.

Com relacdo aos elementos toxicos, os cogumelos analisados apresentaram
concentracfes abaixo dos limites maximos recomendados pela legislacéo brasileira
(TABELA 27), no entanto, a concentracdo de aluminio encontrada (em massa seca)
fica proxima ao limite de ingestdo semanal preconizado pelo JECFA (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives).
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TABELA 27 — Limites maximos e ingestdo semanal toleravel proviséria de elementos inorganicos
versus concentragcao encontrada nas espécies de cogumelos estudadas (em peso seco).

'Limite maximo de “Ingestdo semanal Concentracdo nos cogumelos
Elemento tolerancia (mg kg ™) toleravel provisoria (mg kg ™)

(mg kg * corpéreo (x 70 kg*))  Shiitake  Shimeji Cardoncello

Al e 1 (70) 82 83 93
Sb 2 0,033 0,038 0,031
As 1 0,015 (1,05) 0,136 0,165 0,017
Cd 1 0,025 (1,75) 0,175 0,105 0,113
Pb 0,8 (vegetais 0,5) < 0,0003 (0,021) 0,264 0,170 0,184
Cu 30 0,5 (35) 6,0 21 9,1
Cr o, 0,635 0,753 0,025
Sn 250 14 (980) 0,007 0,009 0,005
Fe e 0,8 (56) 524 765 1019
Ni 5 1,49 4,02 3,61
Se o3 0,003 0,100 0,096
Zn 50 1 (70) 112 65 99
Fontes:

1-Decreto 55871 de 26 de marco de 1965.
2- JECFA Reports.* Estimativa do peso corpéreo de um homem adulto.

6.3 MRC
Para o estabelecimento do procedimento de preparo dos dois cogumelos, a
fim de serem caracterizados como MRC, foram efetuados os estudos de

homogeneidade e estabilidade descritos em 4.2 e detalhados a seguir.

6.3.1 Estudo da homogeneidade

A avaliacdo da homogeneidade dos itens de ensaio (sachés), em relacdo a
todos os elementos determinados, concluiu que 0S mesmos poderiam ser
considerados como “suficientemente homogéneos”. No entanto, devido as variancias
das concentracbes encontradas de alguns elementos nos proprios sachés terem
sido relativamente elevadas, somente 16 dos 25 elementos analisados foram
selecionados para fazerem parte do estudo colaborativo (As, Na, Mg, Ca, K, Pb, Rb,
Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Cd, Sn, V e Zn).

Como exemplo do descrito anteriormente, na TABELA 28 podem ser

visualizados os dados referentes as determinacdes de Al e Bi, dois elementos com
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variancias bastante distintas: Al — 15324,09 e Bi — 0,00322. A diferenca significativa
entre as variancias na determinacdo do Al é notadamente observada pelas
concentragcOes determinadas em cada sub-amostras.

Nas TABELAS 29 e 30 encontram-se todos os valores de desvio padréo
amostral, Ss, e desvio padrdo alvo, Sy, assim como a definicdo relativa a
homogeneidade ou néo, de acordo com cada elemento analisado nas duas amostras

de cogumelo candidatas a MRC.

TABELA 28 — Resultados e dados estatisticos das determinacdes de Al e Bi para os sachés contendo
o Shiitake em pé.

ALUMINIO (mg kg ™) BISMUTO (mg kg ™)

N° Saché Sub-amostral Sub-amostra 2 N° Saché Sub-amostral  Sub-amostra 2
2 27,0106659 440,7191546 2 0,034419 0,038795
5 101,4572764 68,78752935 5 0,003192 0,030531
6 63,19241774 56,48160119 6 0,003421 0,035535
8 53,3012662 94,40992129 8 0,003515 0,034924
9 206,9727227 29,62372635 9 0,002957 0,034076
13 244,687114 657,8580000 13 0,003432 0,036550
14 43,65518766 344,7869866 14 0,003474 0,035982
22 101,7547865 58,05135726 22 0,003454 0,038108
23 50,81340734 89,35210378 23 0,003301 0,034055
31 70,87351485 47,10916708 31 0,003336 0,034253

Média 188,7180 Média 0,035281
Desvio-padréo 123,7905 Desvio-padrédo 0,001795
(variancia) (15324,09) (variancia) (0,00322)
Desvio-alvo 10,8096 Desvio-alvo 0,007146

NOTA: O desvio-padrao é referente as médias de cada sache.



TABELA 29 — Resultados e dados estatisticos para os

sachés contendo o SHIITAKE em pé.
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elementos inorganicos determinados nos

EIemenF? Desvio-padréo Desvio-alvo Homogeneidade

(mg kg ™) (Ss) (Sw)
Cu 18,7196 35,9854 Suficientemente homogéneo
Fe 0,5314 0,7312 Suficientemente homogéneo
K 161,7501 595,1967 Suficientemente homogéneo
Mn 2,1244 3,7313 Suficientemente homogéneo
Na 11,056 8,2236 Homogeneidade Insuficiente
Rb 0,9722 4,3099 Suficientemente homogéneo
Zn 3,3283 8,8385 Suficientemente homogéneo

EIemen_tlo Desvio-padréo Desvio-alvo Homogeneidade

(ug kg ) (Ss) (Sw)
Cd 4,8201 38,8718 Suficientemente homogéneo
Pb 10,3498 35,9855 Suficientemente homogéneo
Sn 5,3541 14,4313 Suficientemente homogéneo
As 35,379 26,7455 Homogeneidade Insuficiente
Ga 6,3020 21,4188 Suficientemente homogéneo
Mo 175,151 156,3554 Homogeneidade Insuficiente
V 1,9650 16,1838 Suficientemente homogéneo

Tabela 30 — Resultados e dados estatisticos para os elementos inorganicos determinados nos sachés
contendo o CARDONCELLO em po.

EIemenF? Desvio-padrao Desvio-alvo Homogeneidade

(mg kg ™) (Ss) (Sw)
Al 56,1329 8,0291 Suficientemente homogéneo
Cu 0,4102 0,9942 Suficientemente homogéneo
Fe 18,8604 58,4443 Suficientemente homogéneo
K 159,5281 181,4335 Suficientemente homogéneo
Mn 0,6849 2,2257 Suficientemente homogéneo
Na 15,5281 18,1335 Suficientemente homogéneo
Rb 2,5563 7,5946 Suficientemente homogéneo
Zn 2,8046 8,9524 Suficientemente homogéneo

Elemen_tlo Desvio-padrao  Desvio-alvo Homogeneidade

(Mg kg ™)
Bi 0,9066 8,0017 Suficientemente homogéneo
Cd 3,6420 24,2619 Suficientemente homogéneo
Pb 6,9300 37,3264 Suficientemente homogéneo
Sn 15,7433 18,2541 Suficientemente homogéneo
As 0,8154 3,6015 Suficientemente homogéneo
Ga 3,3526 20,7005 Suficientemente homogéneo
Mo 56,7605 256,1235 Suficientemente homogéneo
V 5,5039 41,4627 Suficientemente homogéneo
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6.3.1.1 Avaliagdo da relagdo: granulometria x homogeneidade

A avaliacdo da homogeneidade efetuada entre os dez sachés, escolhidos
aleatoriamente, e descrita no item 6.3.1, indicou uma diferenca significativa entre as
variancias na determinacdo do Al entre as duas sub-amostras. Uma hipétese para
essa diferenca seria a falta de homogeneidade do p6 e para avaliar essa questédo
efetuou-se o seguinte procedimento de tamisacédo, em trés saches novos, contendo
o cogumelo Shiitake em p6 e também escolhidos de forma aleat6ria: Cogumelo em
p6 — tamisacdo em peneiras de 40 mesh (420 mm de poro) e em peneira de 80
mesh (180 mm).

Apés a tamisacdao, foram obtidas trés porcdes (FIGURA 18). A porcao, (R40),
referente a porcao de p6 que ficou retida na peneira de 40 mesh (granulos maiores
que 420 um), a porcdo do pd, (R80), que ficou retido na peneira de 80 mesh
(granulos menores que 420 um e maiores que 180 um) e a terceira porcao do po,
(P80), que passou pelos poros da peneira de 80 mesh (granulos menores do que
180 um).

FIGURA 18 — Trés porg8es do cogumelo em po obtidas apés a tamisagdo em peneiras de 40 e 80
mesh: (R40) - tamanho dos granulos > 420 um; (R80) < 420 um e >180 um; (P80) <180 um.

WMlesiw
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O exame das trés porcbes em Microscopio EstereoscOpico (marca ZEISS,
modelo STEMI SVG) demonstrou que a Ultima porcdo, P80, apresentou maior
homogeneidade entre os granulos do pé (FIGURA 19). No entanto, apds a
determinacdo dos elementos nas trés porcdes observou-se, atravées de ANOVA,
fator Unico, que nao houve diferenca significativa entre as variancias das
concentracbes nas trés porcdes (TABELA 31), fato que indica ndo ser o
procedimento de trituracdo, o responsavel pela elevada variancia das concentracdes
de aluminio.

Uma possivel explicacdo tanto para a variacdo das concentracdes entre as
sub-amostras, como, para a maior concentracao de aluminio encontrada nos sachés
(Shiitake — 142 mg kg™ e Cardoncello — 100 mg kg™), em comparacéo com a média
das concentraces encontradas nos cogumelos in natura (Shiitake — 82 mg kg™ e
Cardoncello — 93 mg kg™), pode ser a contaminacdo do cogumelo em pé pelo
aluminio do saché. Contaminagcédo que pode ter ocorrido no primeiro contato do p6
com a parede interna do saché e também de formas diferentes em porc¢des distintas
do pd, no entanto, para confirmar essa nova hipotese mais estudos devem ser

efetuados no futuro.

FIGURA 19 — Visualizagao das trés porcdes de p6 através de Microscopio Estereoscopico.

Porcdo R80

Porcao P80
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TABELA 31 — Valores de F referentes a analise da variancia das concentracdes determinadas nas
trés porcdes de po.

Fcalculado F critico
Al 1,1199
As 3,0799
Ba 0,7617
Ca 0,6072
Cd 4,2832
Cr 5,0810
Cu 5,56287
Fe 1,0739
Li 2,1201 5,7861
Mg 0,9527
Mn 2,6509
Mo 1,0792
Pb 2,2697
Rb 0,6744
\ 5,2638
Zn 1,7331

6.3.2 Estudo da estabilidade

Para verificar a estabilidade dos itens de ensaio quanto a flutuacbes
temporais, nas concentracdes dos elementos determinados no projeto, utilizou-se o
teste de residuos da regressao linear, concentragdo x dias (ISO GUIA 35).

O estudo foi realizado a partir de abril de 2011 (dia 5 = dia zero) e obedeceu
aos segquintes intervalos de tempo: 30; 60; 90; 180 e 240 dias.

Os resultados apresentados nas TABELAS 32 e 33 sao relativos aos itens de
ensaio irradiados e nao-irradiados contendo o Shiitake, e indicam que todos os
valores da inclinacdo das linhas de regressdo estdo entre os limites inferiores e
superiores, denotando que a concentracdo de cada elemento ndo variou em funcéo
do tempo. Os mesmos resultados repetiram-se para o Cardoncello (TABELAS 34 e
35) e dessa forma, as duas amostras candidatas a MRC foram consideradas

estaveis até o tempo estudado de 240 dias.
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Como néao houve diferenca entre os itens de ensaio irradiados e nao
irradiados, optou-se por prosseguir com o Estudo Colaborativo somente com os

irradiados.

TABELA 32 — Valores da inclinagcéo (coeficiente angular) e intervalos superiores e inferiores relativos
a inclinagcdo das linhas de regressdo para o teste de estabilidade nos itens de ensaio irradiados
contendo o cogumelo Shiitake.

Inclinacéo da linha Intervalo Superior de Intervalo Inferior de
METAL de regressédo confianca da inclinacéo confianca da inclinacéo

(Mg kg™) (Mg kg™) (Mg kg™)
As -0,00241 0,21753 -0,22235
Pb -0,01025 0,41619 -0,43668
Cd 0,02846 0,27718 -0,22026
\Y -0,00600 0,07359 -0,08559
Sn -0,02261 0,68553 -0,73075
Cr 0,03099 0,63781 -0,57582

TABELA 33 — Valores da inclinagcéo (coeficiente angular) e intervalos superiores e inferiores relativos
a inclinacéo das linhas de regresséo para o teste de estabilidade nos itens de ensaio ndo-irradiados
contendo o cogumelo Shiitake.

Inclinacdo da linha Intervalo Superior de Intervalo Inferior de
METAL de regresséo confianga da inclinagéo confianca da inclinacéo

(Mg kg ™) (Mg kg™) (Mg kg™)
As -0,01366 0,072346 -0,09966
Pb 0,036424 0,389069 -0,31622
Cd -0,03975 0,084528 -0,16402
\Y, -0,00853 0,101419 -0,11849
Sn 0,12509 0,650782 -0,4006

Cr 0,010747 0,695814 -0,67432
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TABELA 34 — Valores da inclinagcéo (coeficiente angular) e intervalos superiores e inferiores relativos
a inclinacdo das linhas de regressdo para o teste de estabilidade nos itens de ensaio irradiados
contendo o cogumelo Cardoncello.

Inclinacéo da linha Intervalo Superior de Intervalo Inferior de
METAL de regresséo confianca da inclinacéo confianca da inclinacéo

(mg kg ™) (mg kg ™) (mgkg ™)
Ni 0,00032 0,00094 -0,00030
Mn -0,00067 0,09266 -0,09401
Rb -0,00025 0,03028 -0,03078
Cu 0,00101 0,00505 -0,00303
K 1,03723 11,86151 -9,78705
Na 0,00721 0,03418 -0,01976
Ca 0,00032 0,00094 -0,00030
Mg -0,00067 0,09266 -0,09401
Fe -0,00025 0,03028 -0,03078
Zn 0,00101 0,00505 -0,00303

TABELA 35 — Valores de inclinagcéo (coeficiente angular) e intervalos superiores e inferiores relativos
a inclinagcdo das linhas de regressédo para o teste de estabilidade na determinagdo de micro e
macronutrientes nos itens de ensaio ndo-irradiados contendo o cogumelo Cardoncello.

Inclinacéo da linha Intervalo Superior de Intervalo Inferior de
METAL de regresséo confianca da inclinacéo confianca da inclinacéo

(mg kg ™) (mg kg ™) (mg kg ™)
Ni -0,000049 0,000585 -0,000684
Mn -0,018582 0,045739 -0,082902
Rb 0,002023 0,022512 -0,018466
Cu 0,001759 0,007060 -0,003542
K 1,170002 4,707817 -2,367812
Na -0,001347 0,024483 -0,027177
Ca -0,000049 0,000585 -0,000684
Mg -0,018582 0,045739 -0,082902
Fe 0,002023 0,022512 -0,018466
Zn 0,001759 0,007060 -0,003542

6.3.3 Estudo colaborativo (EC)

Com os estudos de homogeneidade e estabilidade satisfatérios, deu-se inicio
ao EC com o convite e o envio de um item de ensaio, de cada amostra candidata a
MRC de Shiitake e Cardoncello, aos laboratérios que aceitaram participar do estudo.
Foi elaborado um protocolo do EC (ANEXO A) que foi enviado juntamente

com os dois sachés, os quais continham, aproximadamente, 8 g de amostra em po.



80

Um arquivo contendo uma planilha do programa Excel® (ANEXO B) foi
enviado por correio eletrénico aos laboratorios e nesse arquivo, apos a devolucéo,
foram registrados os resultados das determinacées dos dezesseis elementos
selecionados para o EC: As, Na, Mg, Ca, K, Pb, Rb, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Cd, Sn, V e
Zn.

O cronograma do EC € mostrado na TABELA 36.

TABELA 36 — Cronograma do EC

ATIVIDADE DATA FINAL
Entrega do protocolo do estudo e dos sachés contendo o cogumelo. 24/05/2012
Prazo final para o envio dos Resultados a Coordenagéo do Programa. 24/07/2012
Envio do Relatério Preliminar aos Participantes. 24/08/2012
Prazo final para o envio de consideracdes dos Laboratérios Participantes a
o - S 06/09/2012
Organizac¢éo do EC sobre o Relatorio Preliminar.
Disponibilizagédo do Relatério Final aos participantes por correio eletrdnico e envio 13/09/2012

da Declaracéo de Participacdo no EC.

Dez laboratorios considerados de exceléncia na quantificacdo de elementos
inorganicos foram convidados a participar do Estudo Colaborativo, mas somente
nove laboratorios retornaram seus resultados (TABELAS 37 e 39). Os elementos Cr,
Ni, Pb, Rb, Sn e V n&o foram considerados nos calculos, devido ao baixo numero de
laboratoérios que realizaram estas analises.

Apds a retirada dos valores aberrantes indicados pelo teste de Grubbs
(TABELAS 38 e 40), partiu-se para o célculo do z-score, indice que avalia o
desempenho dos laboratorios, e representa uma medida da distancia relativa do
resultado obtido pelo laboratorio em relacdo ao valor designado como referéncia.

O indice z é definido na equacéo 13:

Yi _?

Z =

(13)
Onde:

- Y representa o valor de referéncia;
- yjj 0 resultado do laboratdrio i para a substancia j;

S

- S o desvio padréo.
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TABELA 37 — CARDONCELLO. Resultados das determinacdes efetuadas pelos laboratérios
participantes do Estudo Colaborativo (concentragdo em mg kg™).

Cédigo do Ca Cd Cu Fe K Mg Mn Na Zn
laboratorio (#)

101,53 0,134 8,60 13,82 36182,15 1233,48 11,44 135,08 110,31

2
102,06 0,130 8,74 1259 3633864 1229,84 11,49 1353 110,46

3 98 0095 64 143 35865 1887 104 - 71

103 0091 59 148 36506 1917 93 - 73

. 728 - 84 1448 32954 1509 94 1074 722

7% JR— 85 151,7 33213 1485 92 1084 735

. 716 0113 7 134 9427 1283 9,92 117 59,8

. 83 0,066 93 145 12590 834 95 96 67

10 2252 - 99 - 27266,8 17495 125 - 52,2

231,8 - 99 - 26846,9 17153 13,4 - 48,2

x e 122 2239 e e i3 J— 82

---------- 12,4 2225 11,9 -—— 815

v 101 00956 8 108 32200 1540 93 105 67,2

1 287  0,0995 - 261,8 28708 - e 96,8 69,7

INCOS 101,25 0,094 8458 14587 230059 13995 10,99 120,54 71,097

89,71 0,0946 8,912 147,53 25667,1 1401,3 11,47 122,54 70,039

TABELA 38 — CARDONCELLO. Verificagdo de valores aberrantes através do teste de Grubbs.

Ca Cd Cu Fe K Mg Mn Na Zn

Valor 2,093 1,662 2,039 1,649 0,986 1,452 1,726 1,683 2,272
maximo
Vanr de Gcalculado Vanr
'al 0,724 1,616 1,461 1,931 1,768 1,816 0,982 1,084 1,320
minimo
Valor de GgiticoN =7 1,94
Valor de GgieoN = 8 2,03 211 1,94 194 211 211 211 203 194 218
Valor de Ggitico N = 9 2,11
Valor de Ggiticon = 10 2,18

Presenca de
valor Nao Nao Sim Nao Ndo Nado N&o N3&o Sim
aberrante

NOTA: Valores de G (0=0,05 - 95%) relativos ao nimero de laboratérios participantes em cada
determinacéo.



82

TABELA 39 — SHIITAKE. Resultados das determinacdes efetuadas pelos laboratérios participantes do
Estudo Colaborativo (concentracio em mg kg™).

Codigo do Ca cd Cu Fe K Mg Mn  Na  zn
laboratorio (#)
) 147,60 - 78 856 2373600 1460 159 738 98,50
139,7 e 82 921 2521200 1412 1640 757 99,8
s 163 025 94 104 34960 gl9 191 75 97
6 1922 041 835 120,35 25220,19 1106,08 20,62 9534 1637
193,88 042 854 12068 2519583 111547 20,7 9536 165,63
, 2124 e 96 - 18621,8 15892 20,7 - 102,9
2143 e 10 e 176843 16192 213 - 101,1
o 190 0325 7 102 28376 1860 20 - 08
179 0341 62 95 28185 1817 17 e 101
10 138 033 69 799 6604 1222 173 776 821
« e 130 1237 e e T A— 1055
---------- 138 1209 e 107 -~ 1059
y 176 0338 78 67,4 23500 1420 175 712 913
L 364 3236 - 90,2 21837 e e 719 1015
INCOS 1637 033 7,72 8957 184478 15774 1854 72,89 100,75

165,9 0,326 7,62 92,25 21303,4 1597,4 18,86 76,85 102,05

TABELA 40 — SHIITAKE. Verificacao de valores aberrantes através do teste de Grubbs.

Ca Cd Cu Fe K Mg Mn Na Zn

Valor 2,017 1,753 2,284 1,482 1,603 1430 1425 2,191 2,714
maximo
Vanr de G calculado Valor
L 0,840 1,696 1,077 1,593 2,058 1,748 1,625 0,731 1,006
minimo
Valor de Ggitico N =7 1,94
Valor de Ggiiico N = 8 2,03
2,11 194 211 211 211 2,03 211 194 2,18
Valor de Ggitico N =9 2,11
Valor de Ggitico N = 10 2,18
Presenca de
valor Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao Sim Sim
aberrante

NOTA: Valores de G (a=0,05 - 95%) relativos ao numero de laboratérios participantes em cada
determinacéo.
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A interpretacdo do indice z foi feita de acordo com os critérios expostos na
TABELA 41. Apos a retirada dos valores aberrantes, os valores obtidos indicam que
os laboratérios apresentaram desempenho satisfatério na determinacéo de todos os
elementos incluidos no EC para os dois cogumelos (TABELA 42).

TABELA 41 — Critérios para avaliacdo do desempenho baseado nos valor do z-score.

Valor de z | Avaliacdo do desempenho

l[z|=2 Desempenho Satisfatorio

2<|z|<3 | Desempenho Questionavel

|z]|=3 Desempenho Insatisfatério

TABELA 42 — Valores de z-score para os elementos avaliados no EC nos dois itens de ensaio
contendo os cogumelos Cardoncello e Shiitake.

CARDONCELLO

|C°d'g°,d.° Ca cd Cu Fe K Mg Mn Na  2zn

aboratorio
1 2,09 0,01  -—-—--- 1,65 0,21 - e -1,03 0,20
2 -0,33 1,66 0,33 -093 099 -0,60 0,64 1,68 -
3 -0,34 -0,30 -1,75 -0,03 0,98 1,45 -0,57  ------ 0,46
6 -0,70  ------- 0,15 0,01 0,66 0,21 0,98 -0,24 0,56
7 -0,72 0,67 -1,05 -0,19 -1,77 -0,44 -0,52 0,40 -0,92
8 -057 -162 085 -003 -1,44 -182 -083 -1,08 -0,10
10 1,33 - 1,35 - 0,04 0,93 1,74 - -1,00
X 1,09 - e I —— 1,57
Y -0,34 -0,18 -0,22 -0,57 0,57 0,34 -0,98 -0,45 -0,08

INCQS -0,41 -0,24 0,34 -0,01 -0,24 -0,08 0,38 0,72 0,30
SHIITAKE

|COd'g°,d.° Ca Cd Cu Fe K Mg Mn Na Zn

aboratorio
1 - -0,16  ------- -0,32 -0,09  ----em e -0,99 0,43
2 0,84 1,75 0,33 1,38 0,34 -0,84 1,21 e -
3 0,50 0,04 -1,33 0,15 0,74 1,43 -0,15 - -0,05
6 -1,13 - -0,07 -0,39 0,25 0,18 -0,14 0,23 -0,13
7 -1,36 -0,02 -106 -089 -206 -0,49 -0,90 1,45 -
8 -0,36 -1,69 1,19 0,46 1,60 -1,75 0,23 0,33 -0,64
10 1,64 - 1,55 e -057 0,70 1,42 - 0,54
X 1,48 - e 0,61  -—-—--- 1,42
Y 0,16 0,14 -0,25 -059 0,12 0,13 -0,78 -1,29 -1,98

INCQS -0,29 -006 -037 -028 -034 065 -002 --—---- 0,40
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Os resultados mostrados na TABELA 42 podem ser representados
graficamente, como exemplificado para o Ca nos dois itens de ensaio (FIGURAS 20
e 21).

Os graficos de z-score obtidos para os outros elementos encontram-se no
ANEXO C.

FIGURA 20 — Representacéo gréafica dos valores de z-score para o Ca no Cardoncello.

Ca

Z-score

Laboratorios

FIGURA 21 — Representacéo gréafica dos valores de z-score para o Ca no Shiitake.
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Laboratérios
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Os valores de propriedade obtidos para os dois itens de ensaio, apds o

término do estudo colaborativo, estdo apresentados na TABELA 43.

TABELA 43 — CARDONCELLO: Valores atribuidos as propriedades do material e suas incertezas

CARDONCELLO SHITAKE
Elemento Resultado Incerteza Resultado Incerteza
Interlaboratorial Padréo Interlaboratorial Padréo
(mg kg ™) Combinada (mg kg ™) Combinada

Ca 127 25 193 23
Cd 0,099 0,008 0,331 0,018
Cu 8,7 0,6 8,8 0,7
Fe 147 23 95,8 6,0
K 26650 3248 22544 2581
Mg 1428 116 1380 113
Mn 10,6 0,4 18,7 0,5
Na 111 5 77 3
Zn 72 5 107 7

NOTA: O calculo da estimativa da incerteza expandida utilizou o fator de abrangéncia, k = 2.

6.4 ESTUDOS DE BIOACUMULAGAO

6.4.1 Fatores de bioacumulacéo

Apés a determinacdo dos elementos inorganicos nos principais componentes
do substrato, serragem e farelos, chegou-se aos fatores de bioacumulacdo (FB)
apresentados na TABELA 44, lembrando que o FB é a razdo entre a concentracéo
de metal no cogumelo e a concentracdo no substrato. Os valores menores do que 1
denotam a bioexclusdo do elemento, ou seja, 0 cogumelo apresenta uma menor
concentracdo do que a encontrada no substrato, enquanto os valores maiores do
gue 1 representam a capacidade do cogumelo de absorver e reter o elemento,
sendo, neste caso, a concentracdo no cogumelo maior do que a presente no
composto.

De acordo com os resultados encontrados no primeiro experimento, verificou-

se que os trés cogumelos absorveram os elementos Ba, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Rb, V e
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Zn, com fatores de bioacumulacdo variando entre 1,6 para o Ba no Shiitake e 24,5
para o Cu no Shimeji. O Cu, Zn e K foram os elementos que apresentaram o0s
fatores mais altos em todos os cogumelos.

Os elementos bioexcluidos foram o Al, Ca, Mn e Sr e o0 sbdio foi o Unico

elemento que apresentou uma concentragcdo equivalente ao do composto.

TABELA 44 — ConcentracBes de elementos inorganicos nos componentes do composto, nos
cogumelos estudados e fatores de bioacumulacéo e bioexcluséo.

Concentracio nos Farelos e na Serragem —mgkg

Al Ba Ca Cr Cu Fe K Mg Mn Na Rb Sr \% Zn

Composto
Farelo
de trigo

Farelo
de arroz

Serragem 198 1,1 266 0,040 0,65 200 4,2 85 24 045 0,84 4,0 0,04 31

165 <0,1 1044 0,42 23 112 10200 3550 127 310 106 <0,003 0,046 33

157 <0,1 714 039 05 327 14504 5049 371 133 39 <0,003 0,045 52

Concentracdo no Substrato pronto — mg kg

Sf%ok(;e Al Ba Ca Cr Cu Fe K Mg Mn Na Rb Sr V.o Zn

80% serragem
1.2 kg 1584 0,8 213 0,032 052 160 3,36 68 19,2 0,36 0,67 32 0,032 248

20% mistura
de farelos
0.3 kg

0.18 kg Arroz 18,8 0,012 85,7 0,047 0,056 39,2 1740,5 6059 445 16,0 4,7 0,0004 0,005 6,2
0.12 kg Trigo 19,7 0,012 125,3 0,050 0,279 13,5 1224,0 426,0 153 37,2 12,7 0,0004 0,006 3,9
TOTAL 197,0 0,82 424 0,13 0,86 213 2968 1100 79,0 535 181 3,2 0,043 12,6

Concentracdo nos Cogumelos — mqg kg
Al Ba Ca Cr Cu Fe K Mg Mn Na Rb Sr \% Zn

Shiitake 82 135 47 064 6,0 524 15000 4560 41 101 48 0,31 0,091 112
Shimeji 83 190 55 0,75 205 765 24585 2410 24 50 88 0,39 0,116 65
Cardoncello 93 183 59 0,025 85 1019 17450 2483 22 65 94 0,013 0,058 99

Fator de bioacumulacao
(Concentracdo no Cogumelo/Concentracdo no Composto)

Al Ba Ca Cr Cu Fe K Mg Mn Na Rb Sr \% Zn
Shiitake 0,416 1,638 0,111 4,954 7,013 2,464 5,054 4,146 0,519 1,887 2,652 0,097 2,120 8,870
Shimeji 0,421 2,306 0,130 5,805 24,547 3,597 8,284 2,191 0,304 0,934 4,862 0,122 2,703 5,148
Cardoncello 0,472 2,221 0,139 0,193 10,520 4,791 5,880 2,258 0,278 1,214 5,193 0,004 1,351 7,840




87

6.4.2 Adicdo de V, Cr, Cd e Pb ao substrato

A partir dos fatores de bioacumulacdo previamente determinados, partiu-se
para a adicdo dos elementos especificos que seriam o foco do estudo, conforme
descrito no item 1.3.1, ou seja, V, Cr, Cd e Pb.

O primeiro procedimento foi a adicdo dos elementos acima foi realizada na
agua do choque térmico, resultando, como descrito em 4.2.1, numa concentracao
final de 5 mg L™ para o Pb, Cd e Cr e 0,5 mg L™ para o V. Essas concentracdes
geraram um aumento em torno de 38x para o Cr e de 35x para 0 V em comparacao
com a concentragcdo encontrada no composto.

Para verificar se esse aumento seria proporcional ao aumento da
concentragdo dos elementos na agua do choque térmico, o dobro e o quadruplo da
concentracéo foi adicionado, 10 e 20 mg L™ parao Pb, Cde Cre 1 e 2 mg L™ para o
V. No entanto, so6 foi possivel avaliar o efeito da duplicacdo da concentracdo, e em
relacdo ao V e ao Cr, pois, as concentracées maiores, de 20 mg L™ e 2 mg L™,
respectivamente, resultaram em uma baixissima produtividade, inclusive com efeitos
morfoldgicos visiveis nos cogumelos, como a diminuicao do diametro do chapéu.

O segundo procedimento foi a aplicacdo de solucdo na concentracao de 1000
mg L™ de Cr (CrCls)e V (NaVOs), diretamente no substrato ja ensacado e em fase de
colonizagao, resultando, caso houvesse uma total difusdo da solugéo no substrato
em uma concentracdo final de 8 mg kg™ para cada elemento.

Os resultados podem ser visualizados nas TABELAS 45, 46 e 47.

No primeiro procedimento, para o V, houve um aumento médio percentual
consideravel quando a adicdo foi de V°*, entre 155 e 252%, no entanto, para a
adicdo de V** e de Cr*, foi observado um aumento médio bem menor, 11 a 29%
para o V¥ e de 13 a 20% para o Cr®".

O chumbo, considerado como um metal bioexcluido, por algumas espécies de
cogumelos ja estudadas, Agaricus bisphorus (RACZ et al. 1995), Collybia peronata e
Amanita rubescens (TYLER 1982), exibiu 0 mesmo comportamento para o Shiitake,
o Shimeji e o Cardoncello através dos resultados obtidos no presente trabalho,
indicando uma tendéncia desse elemento ser bioexcluido nas espécies estudadas
(TABELA 46). No entanto, mais estudos devem ser efetuados para que essa

tendéncia seja confirmada.
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O segundo procedimento foi severamente afetado, provavelmente, pela maior
concentracdo dos elementos adicionados ao substrato, e prejudicou o
desenvolvimento dos cogumelos; fato que também ocorreu com a duplicacdo das
concentragbes dos sais adicionados a agua do choque térmico no primeiro
procedimento. De todo modo, a determinacdo das concentracbes de Cr e V foi
efetuada nos poucos cogumelos que se desenvolveram (dois individuos — Shiitake e
um individuo — Cardoncello) e foram registrados aumentos percentuais, em torno de
20% para o Cr** e de 100% para o V°*. Devido ao baixo numero de espécimes

analisados estes resultados devem ser considerados com as devidas restri¢cdes.

TABELA 45 — Aumento percentual da concentracdo de vanadio ap6s adicdo dos sais de vanadio a
agua do choque térmico.

Concentracdo apos Concentracdo aEés

2 (VOSO,) (NaVvO,)
(Mg kg ™) 05mgL® 1mgL™ 05mgLt 1mglL™

97 - 101 303 - 287

SHIITAKE 132 - 141 217 — 205

o1 124 - 119 441 — 400
Média 29 - 32 Média 252 — 223

151 — 150 247 — 235

SHIMEJI 140 — 147 297 — 247

123 117 — 108 402 - 415
Média 10,6 — 9,8 Média 156 — 143

246 — 205 578 — 550

CARDONCELLO 213 - 241 606 — 542

206 257 — 198 394 — 421

Média 159-4,2 Média 155 - 145
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TABELA 46 — Aumento percentual da concentracdo de Cr e Pb apos adicdo dos sais de cromo e
chumbo a 4gua do choque térmico.

Média da Concentracdo Média da Concentracdo
concentracdo de Cr  ap6s adigéo Aumento concentracdo de Pb  apés adi%éo Aumento
nos cogumelos de Cr** percentual nos cogumelos de Pb™ percentual
(Mg kg ™) (CrCls) (Mg kg™ (PbCly)
687 8,2 260 -1,5
SHIITAKE 745 17,3 SHIITAKE 258 23
635 757 19,2 264 275 42
Média 14,9 Média 0,1
889 18,1 175 29
SHIMEJI 924 22,7 SHIMEJI 180 59
753 905 20,2 170 170 0,0
Média 20,3 Média 2,9
28 12,0 182 -1,1
CARD()ZN5CELLO 29 160 CARDONCELLO 184 181 -1,6
28 12,0 185 0,5
Média 13,3 Média -0,7

TABELA 47 — Aumento percentual da concentracdo de Cr e V ap6s a aplicacéo da solucdo de sais de
cromo e vanadio no substrato.

Média da conc. C;or(;g. Média da conc. Concentracdo
de Cr adriJ %0 Aumento de V** apos adicao Aumento
nos cogumelos «a9, percentual nos cogumelos de V> percentual
(mgkg?) 9 (mg kg ) (NavO;)
(CrCly) 3
SHIMEJI SHIMEJI
753 889 123 265
924 278
Média 20 Média 121
CARDONCELLO CARDONCELLO
o5 32 206 401
26 381
Média 16 Média 90

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho e em outros estudos, ainda
gue em outras espécies, é possivel fazer algumas comparagdes. Por exemplo, no
estudo realizado por RACZ et al. (1998) no qual apés a adicdo de Mn®* (MnCl,) ao
composto, como forma de aumentar a produtividade, foi observada para o Agaricus
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bisphorus uma concentracdo de 170 mg kg* de Mn no substrato, enquanto a
concentracdo no cogumelo ficou entre 3,5 e 5,5 mg kg™.

O cadmio, utilizado no estudo como elemento controle, gerou resultados
semelhantes com outros estudos, tanto nos fatores de bioacumulagédo encontrados,
guanto na diminuicdo da produtividade e modificacbes morfologicas, como o
adensamento do micélio, fatos ja descrito por HATVANI e MECS (2003) em estudo
com o Shiitake. Inclusive, de acordo com esses autores, a concentragcédo de 5,6 mg
L™ de Cd deveria inibir completamente o crescimento do micélio, fato que n&o
ocorreu mesmo estando a concentracéo na agua do choque térmico em 5 mg L™,

Para o Pb, segundo BOSSO e ENZWEILER (2008), a composicao
mineraldgica dos materiais contaminados controla a sua biodisponibilidade, porém,
os elementos adicionados na agua do choque térmico e diretamente no substrato, o
foram na forma de sais soluveis Sulfato de vanadila e Metavanadato de sodio.
Mesmo assim, efeitos matriciais sobre a bioacessibilidade destes elementos devem
ser considerados.

E fato que a bioacessabilidade, ou seja, a fragéo solivel de um determinado
elemento disponivel para absorcdo, na sua forma livre ou combinado a ligantes
organicos, ird ser influenciada por diversos fatores ja expostos: o conteludo de
matéria organica no substrato, o seu pH e a composi¢ao bioquimica de cada espécie
(HUGHES, 1975; KALAC e SVOBODA, 2000).

Dentre os resultados obtidos, além de terem sido medidos diversos fatores de
bioacumulacao, hipoteses relativas ao processo podem ser levantadas corroborando
com fatos ja comprovados por outros trabalhos. Por exemplo, HANSEN (2007)
discorre sobre a presenca, tanto de metalotioneinas em alguns cogumelos, quanto
de fitoquelatinas na espécie Boletus edulis.

As fitoquelatinas e as metalotioneinas exibem uma importante similaridade
gue € o conteudo de cisteina, um aminoacido que contém enxofre capaz de formar
ligacdes estaveis com alguns elementos, como por exemplo, Cd.

Outros grupos funcionais presentes em moléculas que fazem parte da
constituicdo dos cogumelos, como, carboxila, hidroxila , amino, ou proteinas também
podem ser responsaveis pela absorcdo dos elementos estudados no projeto.
BYRNE et al (1991) demonstraram que o As apresenta-se como dimetilarsénio na
espécie Laccaria amethystina e JACKL et al. (1987) identificaram uma proteina

contendo Cd na espécie Agaricus arvensis.
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6.5 DISTRIBUICAO DOS ELEMENTOS ENTRE DUAS ESTRUTURAS
MORFOLOGICAS — CHAPEU E PE

Um ultimo experimento foi realizado a fim de comparar a concentracdo dos

elementos em duas diferentes estruturas morfolégicas do cogumelo, o chapéu e o
pé. De acordo com trabalhos ja efetuados (BALDRIAN, 2003; DEMIRBAS, 2002), o

gue se esperava seria a confirmagcdo de que a maior concentracdo de elementos

estaria no chapéu, porém, como pode ser visualizado abaixo (TABELA 48), as

concentragdes de Al, Na, K e Zn nas duas estruturas indicam que esses elementos

encontram-se igualmente distribuidos ao longo do corpo de frutificacao.

TABELA 48 — Distribuicdo de elementos inorganicos entre as estruturas morfolégicas, chapéu e pé.

Shiitake
Shimeji
Cardoncello

Shiitake
Shimeji
Cardoncello

Shiitake
Shimeji
Cardoncello

Al
82,3
83,4
93,0

95,1
86,2
91,1

85,3
82,4
87,3

Ba
1,35
1,90
1,83

1,30
1,79
1,71

0,95
0,78
0,99

Ca

471
55,4
59,2

56,1
54,1
55,4

39,1
31,3
41,4

Cr
0,64
0,75

0,0

0,61
0,71
0,029

0,51
0,45
0,018

Concentracdo nos Cogumelos - mg kg

Cu Fe K Mg Mn Na Rb Sr \%

6,5 524,0 15000 4560,2 41,3 101,1 48,4 0,31 0,091
21,0 765,0 24585 2410,1 24,0 50,3 88,2 0,39 0,116
9,1 1019,0 17450 24834 22,1 654 94,1 0,013 0,058

Concentracdo no CHAPEU - mg kg 1
10,5 651,3 15520 4712,2 45,2 152,3 53,2 0,12 0,095
11,2 701,2 28412 2841,3 58,1 59,3 101,2 0,09 0,119
13,2 1152,1 18651 2444,3 31,0 69,8 102,3 0,004 0,062
Concentracéo no PE - mg kg 1

51 492,3 16003 3875,3 39,0 132,2 39,7 0,09 0,051
3,2 741,2 25651 2000,1 14,1 56,4 77,5 0,05 0,052
3,3 951,2 18547 1857,3 18,0 70,6 56,2 0,002 0,028

Zn
112,1
65,3
99,4

121,3
72,3
100,5

109,5
67,5
101,2
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7 CONCLUSOES

7.1 Perfil mineral e avaliagao nutricional

A comparacdo do perfil mineral entre as trés espécies de cogumelos
estudadas exibiu uma diferenca estatistica significativa para todos os elementos
determinados, com excec¢do do Al e do Pb, no entanto, esses dois elementos
apresentaram uma maior dispersdo das concentracdes entre as quatro coletas. Na
comparacao entre os dois cogumelos do género Pleurotus os elementos Ba, Cd, Li,
Pb, Rb e Se, possuem concentracoes semelhantes.

Na avaliacdo nutricional, todos os cogumelos estudados podem ser
considerados alimentos com alto teor de Fe, Mg, Mn, Mo e Zn, se consumidos secos
ou como fonte de Fe e Mo quando consumidos in natura. Sdo excelentes alimentos
para hipertensos pela baixa razdo sédio/potassio, mas também pelo elevado teor de
potassio que, junto com calcio e magnésio exercem efeito anti-hipertensivo e tém
uma acgao protetora contra danos cardiovasculares.

Com relacdo aos elementos considerados contaminantes, as amostras dos
cogumelos estudados ndo apresentam risco a saude, com teores de Pb, Cd e As
bem abaixo dos valores maximos permitidos pela legislacdo em vigor.

Especificamente sobre o Al, desde 1996 que a comissdo do Codex
Alimentarius, formada pela Organizacdo Mundial de Saude e a Organizacdo de
Alimentos e Agricultura das Nag¢des Unidas, constatou que, apesar de existirem um
namero moderado de dados sobre a concentracdo de aluminio em alimentos, este
metal ndo esta inserido em nenhum programa de monitoramento regular (CODEX
ALIMENTARIUS - 1996), fato que denota a importancia da elaboracdo de um

programa desse tipo.

7.2 MRC - Estudo colaborativo

O procedimento de homogeneizacao foi efetivo para a maioria dos elementos e
os dois materiais continuam estaveis até a presente data, passados 420 dias.

Dezesseis elementos foram selecionados para fazerem parte do EC, porém,
somente nove elementos foram determinados por um numero de laboratorios
suficientes, para serem avaliados estatisticamente. Todos 0s nove elementos

tiveram seus valores de propriedades determinados.
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Os laboratérios participantes apresentaram desempenho satisfatorio na
determinacdo dos nove elementos.
Os dois cogumelos, Shiitake e Cardoncello, demonstraram ser boas matrizes

para a producdo de material de referéncia certificado.

7.3 Estudos de bioacumulacao

Em relacdo aos processos de bioacumulagéo e bioexclusdo, o que se pode
concluir apds os primeiros estudos é que o fator determinante é a espécie e ndo
somente a concentracdo no substrato, como apontam alguns trabalhos na literatura.

Nos experimentos em que foi adicionado a agua do choque térmico solucdes
de Cr e V, em duas faixas de concentracdo, ndo houve aumento proporcional da
concentragdo no cogumelo, corroborando a afirmacgéo do paragrafo acima. Os dois
cogumelos acumularam V°* em concentracées bem mais elevadas do que o V**,
suscitando estudos futuros que levem a elucidac&o desse problema.

O chumbo, como um metal bioexcluido por algumas espécies de cogumelos
ja estudadas, exibiu essa mesma tendéncia de comportamento para 0s cogumelos
do estudo, Shiitake, o Shimeji e o Cardoncello, e ndo teve a concentracédo
aumentada.

A fortificacdo com o cadmio obteve resultados semelhantes a outros estudos,
tanto nos fatores de bioacumulacdo encontrados, quanto na diminuicdo da
produtividade e modificagbes morfolégicas, como, por exemplo, no adensamento do
micélio para o Shiitake.

Com relacéo a localizacdo dos metais nos cogumelos quando da avaliacao da
concentragdo entre as duas estruturas morfologicas, o chapéu e o pé, a maior
concentragdo dos elementos inorganicos foi encontrada no chapéu. No entanto, as
concentracfes de Al, K, Na e Zn apresentaram concentracdes equivalentes nas
duas estruturas morfologicas, evidenciando uma possivel contaminagcdo de todo o
cogumelo por um metal ndo essencial, o Al, e a distribuigdo homogénea ao longo do

cogumelo pela utilizag&o biolégica dos outros elementos.
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ANEXO A — Protocolo do Estudo Colaborativo (EC) para a determinacéo de
elementos inorganicos nos itens de ensaios preparados com a matriz alimenticia
cogumelo.

Estudo Colaborativo

1 Estudo Colaborativo

Esse estudo faz parte do projeto de tese do doutorando Jaylei Monteiro Goncalves
(Programa de Pés-graduacao em Vigilancia Sanitaria do INCQS) e tem a finalidade
de certificar dois materiais de referéncia preparados com a matriz alimenticia
cogumelo.

1.1 ORGANIZACAO

Fundacao Oswaldo Cruz — Fiocruz

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS
Setor de Contaminantes Inorganicos

Av. Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de Janeiro — RJ — Brasil
CEP: 21040-900

INCQs

RESPONSAVEIS PELA ORGANIZACAO
- Dra. Silvana Jacob
- Jaylei Monteiro Gongalves

2 OBJETIVOS

» Determinacdo das concentracdes de elementos inorganicos (As, Na, Mg, Ca, K,
Pb, Rb, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Cd, Sn, V e Zn) na matriz alimenticia cogumelo;

» Contribuir para a preparacao de material de referéncia;

» Avaliar o desempenho de laboratérios para o ensaio proposto.

3 PARTICIPACAO

Podera participar deste ensaio de proficiéncia qualquer laboratério que quantifique
algum dos elementos inorganicos listados no item 2 (Objetivos).

Ao final deste Estudo Colaborativo serdo fornecidos declaracbes de participacédo a
todos os laboratorios que enviaram resultados.

4 ITEM DE ENSAIO

O cogumelo foi escolhido por ser uma matriz alimenticia de baixa complexidade,
pela facilidade na obtencéo e no preparo para analise e por ter um crescimento
rapido.

Os itens de ensaio serdo distribuidos aos participantes em sachés lacrados
devidamente identificados com rétulo e contendo aproximadamente 8 g de amostra
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em po e com as seguintes informacdes: Codigo da amostra e tipo de cogumelo.

As concentragbes dos elementos encontram-se nas seguintes faixas de

concentracgao:
ELEMENTO Concentracdo (mg kg™
Ca 50 - 200
Cu 5-15
Fe 50 - 200
K 15000 - 30000
Mg 1000 - 2000
Mn 5-20
Na 30 - 150
Ni 0,5-3
Rb 50 - 100
Zn 50 - 100
ELEMENTO Concentracdo (ug kgt)
As 50 - 100
Cd 50 - 300
Cr 100 - 1000
Pb 100 - 500
Sn 10-50
\Y 1-30

5 CRONOGRAMA

Entrega do protocolo do estudo e dos sachés contendo o cogumelo. |23/05/2012
Prazo final para o envio dos Resultados a Coordenagéo do 23/07/2012
Programa.
Envio do Relatério Preliminar aos Participantes. 23/08/2012
Prazo final para o envio de consideracbes dos Laboratorios 06/09/2012
Participantes a Organizacdo do EC sobre o Relatorio Preliminar.
Disponibilizacdo do Relatério Final aos participantes por correio

A . ~ ST 13/09/2012
eletrbnico e envio da Declaracao de Participacdo no EC.

6 REGISTRO DAS MEDICOES E ENVIO DOS RESULTADOS

Os laboratérios deverdo fazer os registros das medicdes em um arquivo Excel
denominado “Resultados Cogumelos”, o qual sera enviado por correio eletrénico aos

laboratérios participantes.

O arquivo, com a planilha preenchida, devera ser enviado a coordenagdo do EC

através do e-mail jaylei.goncalves@incgs.fiocruz.br até 23/07/2012.



102

7 VALOR DE REFERENCIA (VALOR DESIGNADO)

O valor designado sera calculado através de estatistica robusta segundo a Norma
ISO 13528.

8 ANALISE DO DESEMPENHO DOS LABORATORIOS

Para os laboratérios que enviarem resultados quantitativos a andlise do desempenho
dos sera baseada no Indice z, representando uma medida da distancia relativa do
laboratério em relagédo ao valor designado.

O indice z é definido na equagéo abaixo.
Y-y
Zij = =
S

Onde:

- Y representa o valor de referéncia;
- y;j O resultado do laboratorio i para a substancia j; e
- S 0 desvio padrao.

O desvio padrdo (S) é uma estimativa, ou seja, uma medida de variabilidade que
atende aos requisitos do estudo. No presente EC este sera estabelecido a partir de
uma das seguintes possibilidades:

« Modelo preditivo de Horwitz; ou Estatistica robusta apresentada na Norma ISO
13528.

A interpretacéo do Indice z é apresentada a seguir:
| z| <2 - Desempenho Satisfatorio
2<|z|<3 - Desempenho Questionavel

| z| =3 - Desempenho Insatisfatorio

9 TESTES DE HOMOGENEIDADE e ESTABILIDADE

A homogeneidade das amostras foi realizada utilizando como base a norma ISO
13528.

A avaliacdo da estabilidade vem sendo realizada através do estudo por medicOes
isdcronicas e a estabilidade de transporte ja foi efetuada a temperatura de 40°C com
resultados satisfatorios.

10 RELATORIO

Os responsaveis pela organizacdo do EC irdo elaborar os relatorios preliminar e
final.
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Na data estipulada no cronograma, os laboratérios participantes receberdo o
relatorio preliminar do ensaio e terdo até 06/09/2012 para enviarem suas
consideracdes (sugestbes, duvidas, etc.) aos organizadores deste ensaio por correio
eletrbnico, para o endereco: jaylei.goncalves@incgs.fiocruz.br. As consideracdes
serdo avaliadas pelos organizadores e, se consideradas pertinentes, serao
incorporadas ao relatério final.

11 INFORMACOES ADICIONAIS
Informacdes adicionais a respeito do estudo colaborativo podem ser obtidas através

do endereco eletronico: jaylei.goncalves@incgs.fiocruz.br ou do telefone 21 3865-
5258.
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ANEXO B - Planilha para registro da metodologia analitica, dos resultados das duas
determinacdes dos elementos quantificados pelos laboratérios participantes e

demais informacdes pertinentes ao EC.

Estudo Colaborativo para Determinagao de Elementos Inorganicos em Cogumelo

Cadigo de Identificagéo do Laboratdrio: : Data da Andlise: I

Metodologia Analitica: (Informar quantidade e tratamento da amostra; técnica de detec¢ao)

Referéncia Bibliografica:

Informacdes sobre o ensaio:
Metodologia Validada? Sim [ Né&o []

Qual a diretriz?|

Metodologia usada na rotina ou esporadicamente? Rotina [ Esporadicamente []

Sao usadas amostras de controle de qualidade (CQ)? Sim  [] N&o ]
Quais (material de referéncia, amostra fortificada, etc...)?|
Participou anteriormente de outros ensaios de proficiéncia? Sim [ Néo

Quais? |
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ANEXO B - Planilha para registro da metodologia analitica, dos resultados das duas
determinacdes dos elementos quantificados pelos laboratérios participantes e
demais informacdes pertinentes ao EC.

Quantificacdo dos Elementos Inorganicos Presentes nas Amostras -

COGUMELO 1 As Ca cd Cr Cu
Resultado (mg/kg) | | | | |
LOQ (mg/kg) ?

LOQ (mg/kg) ?
Repetitividade (%)?

COGUMELO 1 Fe K Mg Mn Na
Resultado (mg/kg) I I I I I
LOQ (mg/kg) ?

LOQ (mg/kg) ?
Repetitividade (%)?

COGUMELO 1 Ni Pb Rb Sn "4

Resultado (mg/kg) | | | | |

LOQ (mg/kg) ?

LOQ (mg/kg) ?

Repetitividade (%)?

COGUMELO 1 Zn

Resultado (mg/kg)
LOQ (mg/kg) ?
LOQ (mg/kg) ?
Repetitividade (%)?

Comentarios adicionais

[COGUMELO Jumidade (%)]

OBS: Os Resultados devem ser expressos com

0 valor corrigido para peso seco.
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ANEXO C — Graficos de z-score dos elementos avaliados no EC para o Cardoncello.
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ANEXO C — Graficos de z-score dos elementos avaliados no EC para o Cardoncello.
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ANEXO D - Graficos de z-score dos elementos avaliados no EC para o Shiitake.
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ANEXO D - Graficos de z-score dos elementos avaliados no EC para o Shiitake.
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