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RESUMO
O Shiitake (Lentinula edodes) é um alimento nutricionalmente completo, com alto teor
de proteinas, vitaminas, minerais e compostos bioativos, como as glucanas. Este
cogumelo tem reduzido os niveis de colesterol e triglicerideos em animais. Assim, 0s
objetivos deste trabalho foram desenvolver barras alimenticias (doce e salgada) com
Shiitake; avaliar suas caracteristicas nutricionais, sensoriais e microbiolégicas, e
avaliar os niveis de colesterol apds consumo dessas barras por meio de estudo clinico
de Fase II, randomizado, duplo-cego. Para a producdo das barras, diferentes
ingredientes foram misturados até que quatro formulac¢des finais foram escolhidas. O
teste sensorial foi realizado para as 4 formulagdes, utilizando escala hedoénica de 9
pontos para textura, aroma, sabor e aparéncia; e escala de 5 pontos para intencao de
compra. A barra selecionada na preferéncia dos individuos foi analisada quanto a
composicdo centesimal, quantificacdo de elementos quimicos, de glucanas,
compostos fendlicos. Por fim, a analise microbiolégica foi utilizada para verificacdo da
gualidade e tempo de vida de prateleira, por até 180 dias. No estudo clinico, 68
individuos foram randomizados em 2 grupos: | - barra alimenticia com Shiitake (n =
32). Il - barra alimenticia sem Shiitake (n = 36). A coleta de sangue foi realizada aos
0, 30 e 60 dias poOs-consumo das barras, seguida de analises biogquimicas
(triglicerideos, colesterol total, LDL, HDL e glicose) e de estresse oxidativo (glutationa,
catalase e substancias reativas ao acido tiobarbiturico). A barra doce 1 apresentou
maior aprovacao na analise sensorial e intencdo de compra. O Shiitake adicionado as
barras possui alta concentracdo de célcio, ferro, fésforo, potassio, zinco, manganés,
compostos fendlicos e glucanas. As barras alimenticias mantiveram as caracteristicas
nutricionais do Shiitake nas concentracdes de proteinas, fibras, glucanas e fendis. As
barras ndo desenvolveram microrganismos contaminantes por até 180 dias e
seguiram os padrbes estabelecidos pela ANVISA. No estudo clinico, 70% dos
individuos completaram a participacéo. Os niveis de triglicerideos mostraram reducéo
apos 30 e 60 dias de consumo no grupo intervengdo comparado ao grupo controle. O
Shiitake contribuiu para o aumento da glutationa e reducédo da peroxidacao lipidica.
Assim, as barras com Shiitake resultaram em um alimento nutritivo, com
caracteristicas sensoriais agradaveis. O Shiitake demonstrou acao benéfica e melhora
no estado antioxidante dos individuos. Este alimento que pode ser considerado
adjuvante na prevencéo das dislipidemias, se atrelado a uma dieta saudavel para

potencializar os efeitos benéficos do Shiitake.



Palavras-chave: Lentinula edodes. Hipercolesterolemia. Nutracéuticos. Estudo

clinico.
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ABSTRACT

Shiitake (Lentinula edodes) is considered a nutritionally complete food, high in protein,
vitamins, minerals and bioactive compounds such as glucans. This mushroom has
reduced cholesterol and triglyceride levels in animals. Thus, the objectives of this study
were to develop sweet and salted Shiitake food bars, evaluate their nutritional, sensory
and microbiological characteristics, and assess the cholesterol levels after the
consumption of these bars by individuals through a phase 1l clinical study, randomized
and double-blind. To produce the bars, different ingredients were mixed until four final
formulations were chosen. Sensory testing was performed for the four formulations
using a 9-point hedonic scale for texture, aroma, flavour and appearance and a 5-point
purchase intention scale. The bar selected in the preference of individuals was
analyzed for centesimal composition, quantification of chemical elements, glucans,
phenolic compounds and, finally, microbiological analysis was used to verify the quality
and shelf life for up to 180 days. In the clinical study, 68 individuals were randomized
into 2 groups: | - Shiitake food bar (n = 32). Il - Food bar without Shiitake (n = 36).
Blood collection was performed at 0, 30 and 60 days after bars consumption, followed
by biochemical analyzes (triglycerides, total cholesterol, LDL, HDL and glucose) and
oxidative stress (glutathione, catalase and thiobarbituric acid reactive substances).
Sweet bar 1 showed greater approval in sensory analysis and purchase intention.
Shiitake added to bars has a high concentration of calcium, iron, phosphorus,
potassium, zinc, manganese, phenolic compounds and glucans. Food bars maintained
their characteristics in protein, fiber, glucan and phenol concentrations. The bars do
not develop contaminating microorganisms for up to 180 days and follow the standards
set by ANVISA. In the clinical study, 70% of individuals completed participation in the
biochemical results, triglyceride levels showed reduction after 30 and 60 days of
consumption in the Shiitake group compared to the control group. Shiitake contributed
to increased glutathione and reduced lipid peroxidation, improving antioxidant status
in the individuals. Thus, the Shiitake bars is a nutritious food with sensory
characteristics. The Shiitake bar showed beneficial action and improved the redox
status. This food that can be considered adjuvant in the prevention of dyslipidemias, if
linked to a healthy diet to enhance the beneficial effects of Shiitake.

Keywords: Lentinula edodes. Hypercholesterolemia. Nutraceuticals. Clinical

study.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

American Public Health Association

Adenosine triphosphate (Adenosina trifosfato)

Barra doce

Barra salgada

Certificado de apresentacao para apreciacao ética

Catalase

Carbon tetrachloride (Tetracloreto de carbono)

Conselho Regional de Nutricao

Cholesterol 7 alpha-hydroxylase or cytochrome P450 7A1

Dieta hiperlipidica

Dietary Reference Intake

5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid (5-5-ditio-bis-2-acido nitrobenzoico)
Ethylenediamine tetraacetic acid (Acido etilenodiamino tetra-acético)
Energy Dispersive X-ray Fluorescence

Espécies reativas de oxigénio

Food and Drug Administration

Fasting-induced adipose factor (Fator Adiposo Induzido pelo Jejum)
Galic Acid Equivalent (Equivalente de acido galico)

Glutathione reduced (Glutationa reduzida)

Glutathione peroxidase (Glutationa peroxidase)

Hazard Analysis System and Critical Control Points

Hydrochloric acid (Acido cloridrico)

Human epithelial carcinoma cells

High Density Lipoproteins (Lipoproteina de alta densidade)

Host defense peptides (Peptideos da Defesa do Hospedeiro)
3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase

Hydrogen peroxide (Perdxido de hidrogénio)

Phosphoric acid (Acido fosférico)



IFN
IgA
IL
IMC

JHCI

KOH
LAFINAU
LDL
MDA
mM
MYP
NADP
NaOH
NF-kB
NK
ON
PCA
PCR
PDA
QA
RDC
RNAmM
SA
SaB
SDS
SOD
Stat 3
STz
SwB
TAS
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Interferon
Immunoglobulin A (Imunoglobulina A)
Interleukin (Interleucina)

indice de Massa Corporal

Joint Health Claims Initiative (Iniciativa Conjunta para Alegacdes de
Saude)

Hidréxido de potassio

Laboratério de Fisica Nuclear Aplicada da Uniso

Low Density Lipoproteins (Lipoproteina de baixa densidade)
Malondialdehyde (Malondialdeido)

Milimolar

Mannitol-Egg YolkPolymyxin (Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina)
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

Hidréxido de sédio

Nuclear Factor — kB (Fator nuclear- kB)

Natural Killer

Oxido Nitrico

Plate Count Agar (Agar de Contagem em Placa)
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Messenger Ribonucleic acid (Acido Ribonucleico mensageiro)
Substrato Axénico

Salted Bar

Sodium dodecyl sulfate (Dodecil Sulfato de Sédio)
Superoxide dismutase (Superéxido Dismutase)

Signal transducers and activators of transcription
Streptozotocin (Estreptozotocina)

Sweet Cereal Bars

Tampdao Acetato de Sodio



TBA
TBARS
TCA
TCLE
TFK
TG
Th
TNF
UFC
uv
VLDL

Thiobarbituric acid (Acido Tiobarbitirico)
Thiobarbituric acid reactive substances
Trichloroacetic acid (Acido Tricloroacético)
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Tampao Fosfato de Potassio

Triglicerideos

T helper

Tumor necrosis factor

Unidade Formadora de Colbnias

Ultravioleta

Very Low Density Lipoprotein
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1 APRESENTACAO

Esta Tese foi dividida em dois capitulos, conforme os principais objetivos do
trabalho, e cada capitulo representa um artigo. O primeiro capitulo contempla o
desenvolvimento das barras alimenticias funcionais com Shiitake e suas
caracterizagbes como: andlise sensorial e intencdo de compra, composicao
nutricional, glucanas, fendis totais, contagem de microrganismos totais e tempo de
vida em prateleira. O segundo capitulo contempla um ensaio randomizado, duplo
cego, com voluntarios limitrofes em colesterol, que ingeriram barras alimenticias por
sessenta dias, seguindo-se de analises bioquimicas para investigar a acdo do Shiitake
nos niveis de dislipidemias e estresse oxidativo dos mesmos.

Assim, as sec0es iniciais de Revisdo da Literatura, Justificativa, Objetivos e
Materiais e Métodos estdo mantidas. As secbes de Resultados e Discussao estao
trazidas como capitulos e apresentadas no formato de artigo cientifico, seguindo as
“‘Orientacdes para apresentacdo de dissertacdes e teses do Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sorocaba”.

O processo de desenvolvimento de barras alimenticias com Shiitake como um
alimento novo no mercado, foi submetido a Comissdo Especial de Docentes da
Universidade de Sorocaba, e aprovada por meio da Portaria n°. 19/2016 para o
depdsito da patente BR 10 2017 025575 1 em 28/11/2017 (Anexo A) com o titulo
“Processos de Obtencao de Barras Nutracéuticas de Cogumelo e Cereais para
Reducéo de Colesterol e Produtos Obtidos”.

Dos artigos constantes nesta Tese, o Capitulo | foi submetido a revista Food
Chemistry (Anexo B) e o capitulo Il (Anexo C) sera submetido a revista European

Journal of Nutrition e encontram-se no formato definido pelas revistas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alimentos Funcionais

A ciéncia que estuda os alimentos tem ganhado forca em resposta as
mudancas relacionada aos cuidados com a saude nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. A medida que os custos nessa area e a expectativa média de vida
aumentam, o publico tem procurado alternativas mais saudaveis e criativas. O
“alimento funcional”, com maior evidéncia nas ultimas décadas, tem contribuido para
prevencdo de doengas cronicas, e esta se tornando dominante por intermédio da
ciéncia e da politica, desde a sua concepcdo em 1984 (MARTIROSYAN; SINGH,
2015).

O termo alimento funcional foi definido por meio da Portaria n® 398, em 30 de
abril de 1999, de responsabilidade do Ministério da Saude, segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (RDC n° 398, 1999), como sendo,

alimento ou ingrediente com alegacdo de propriedades funcionais e/ou de
salde e que pode, além de func¢des nutricionais basicas, produzir efeitos
metabolicos e/ou fisioldgicos benéficos a salde, devendo ser seguro para
consumo sem supervisdo médica, porém a eficacia desses alimentos deve
ser assegurada por estudos cientificos.

Os alimentos funcionais sao fontes de importantes substancias bioativas, as
guais podem agir em processos biologicos, impactando nas funcdes e condi¢cdes do
organismo. Dentre estas substancias podem-se citar as vitaminas, proteinas,
peptideos e compostos fendlicos entre muitas outras (MOLLER et al., 2008).

Os componentes funcionais dos alimentos atuam simultaneamente em locais-
alvo diferentes ou idénticos, com beneficios fisiologicos e promocdo do bem-estar
(ABUAJAH et al.,, 2015), incluindo reducdo do risco de cancer, doencas
cardiovasculares, osteoporose, inflamacéo, diabetes tipo Il e outras doencgas cronicas
degenerativas, diminuicdo do colesterol e de glicemia, neutralizacdo de espécies
reativas de oxigénio e radicais livres, etc (LOBO et al.,, 2010). Pensava-se que
ingredientes funcionais como carboidratos ndo-amilaceos, fibras alimentares solaveis
e insoluveis, antioxidantes (polifendis, carotenoides, tocoferois, tocotriendis,
fitoesterdis, isoflavonas, compostos organossulfurados, fitoestrogenos) estariam
presentes apenas em alimentos vegetais (graos integrais, frutas e vegetais) (PAZ et
al., 2015). Entretanto, probioticos, prebidticos, acido linolénico conjugado, acidos

graxos 6mega-3, 6 e 9 e peptideos bioativos provaram que os componentes funcionais
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estdo igualmente disponiveis em produtos de origem animal, como leite, produtos
lacteos fermentados e peixes (SILVA et al., 2016).

A populacéo esta mais consciente dos beneficios das alternativas terapéuticas
inovadoras com o uso de compostos naturais na prevencao de varias doencas e
manutencdo da saude. Entre os alimentos naturais estudados estdo os cogumelos,
considerados alimentos de exceléncia por suas substancias bioativas. No entanto, a
maioria dos cogumelos sdo consumidos principalmente na sua forma natural ou na
forma de suplementos dietéticos. Novos produtos adicionados de cogumelos ainda
nao estdo disponibilizados comercialmente e, apesar do interesse nestes produtos
terem crescido ao longo dos anos em paises ocidentais, os produtos de cogumelos
ndo s&o tdo comuns como na Asia e a legislacdo precisa ser implementada para
permitir o aumento em seu consumo (REIS et al., 2017).

Devido a presenca dos metabdlitos secundarios, os cogumelos podem ser
também utilizados no desenvolvimento de novos farmacos e na medicina
complementar como fonte de suplementos para populacbes desnutridas. Os
compostos que eles contém foram classificados como Host Defense Potentiators
(HDP) (Potenciadores da Defesa do Hospedeiro), com agéo de melhora do sistema
imunolégico. Essa é uma das razdes pelas quais eles sdo usados como adjunto nos
tratamentos de cancer no Japdo e na China, devido aos polissacarideos com
propriedades antitumorais e imuno-moduladoras a partir do micélio de varios
cogumelos medicinais (Lentinus edodes, Ganoderma lucidum, Schizophyllum
commune, Trametes versicolor, Inonotus obliquus e Flammulina velutipes). Outras
pesquisas com esses recursos naturais e genéticos dos cogumelos medicinais estao
sendo aprimorados por meio da gendmica, protedmica e metabolémica para

desenvolver novos produtos voltados a salde (PRASAD et al., 2015).
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2.2 Cogumelos comestiveis
Ha a necessidade de constante aperfeicoamento das ac¢des de controle
sanitario na area de alimentos, e visando a protecéo a saude da populacédo, a ANVISA
aprovou o termo “cogumelo comestivel” por meio da RDC n° 272, de 22 de setembro
2005, como:
€ 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 e ou defumacado e ou

cocgdo e ou salga e ou fermentacdo ou outro processo tecnolégico
considerado seguro para a producao de alimentos (BRASIL, 2005).

Ha alguns séculos, os cogumelos tém sido utilizados pela populacdo do mundo
todo, ndo apenas como fonte de alimento, mas também como recursos medicinais.
Eles sédo bastante explorados na medicina tradicional no Oriente e nas civilizacdes
ocidentais (BLACKWELL, 2011). Os cogumelos constituem 16.000 espécies em todo
o0 mundo, com mais de 2.000 deles comprovadamente seguros. Dentre esses
cogumelos, 1.000 sdo comestiveis, enquanto outros tipos tém sido utilizados como
fonte de biocombustivel, em formulac6es medicinais, como bioquimicos e outros fins
(GLAMOCLIJA; SOKOVIC, 2017).

Entre os diferentes tipos de cogumelos comestiveis e medicinais, destacam-se
os Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes, Agaricus bisporus, Flammulina velutipes e
Auricularia auricular, Ganoderma lucidum e Poria cocos. A China foi documentada
como o0 pais mais antigo no cultivo de cogumelos em todo o mundo, seguida pelo
Japdo, Estados Unidos, Italia, Poldnia, Grécia, Egito e México que apreciam o0s
cogumelos como iguarias culinarias funcionais e até como medicamentos (FEENEY
et al., 2014). No Brasil o cogumelo chegou pelas méos dos imigrantes japoneses. O
mercado de cogumelos é promissor e cresce em nivel nacional, porém, ainda é muito
influenciado por questdes culturais da alimentacéo (LIN et al., 2013).

Mesmo com toda essa diversidade em espécies de cogumelos no mundo,
somente 25 tipos sao cultivados comercialmente, e sdo apreciados tanto pelas suas
caracteristicas culinarias como também pelas propriedades preventivas e curativas
(VALVERDE et al., 2015; RAHI; MALIK, 2016).

Algumas substancias bioativas presentes nos cogumelos, tém os tornado
alimentos dietéticos de boa qualidade, completos e adequados, que devem ser

consumidos em funcdo da sua riqueza em polissacarideos, terpenoides, polifendis e
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outros ingredientes funcionais com supremacia nutricional (PHAN et al., 2019). Por
suas diversas funcdes medicinais - antioxidantes, antiaterosclerotico, antitumorais,
antivirais, antimicrobianos - os cogumelos destacam-se como alimento nutracéutico
(GARGANO, et al., 2017).

As moléculas biologicamente ativas dos cogumelos reforcam seu papel no
incremento do sistema imunoldgico, diminuindo e prevenindo os riscos de cancer,
protegendo o sistema nervoso dos danos causados pelo envelhecimento. Além disso,
os efeitos prebidticos encontrados nas fibras dos cogumelos atraem a atencdo de
pesquisadores no mundo todo (MA et al., 2018).

2.3 Cogumelo Lentinula edodes (Shiitake)

O Shiitake é um cogumelo Basidiomycota; é o segundo mais cultivado no
mundo, correspondendo a 25% da producdo mundial, e assim como todo cogumelo
comestivel, € um alimento completo do ponto de vista nutricional por possuir baixo
teor lipidico, alto teor proteico, fonte de vitaminas, minerais e fibras (ULZIIJARGAL;
MAU, 2011; NILE; PARK, 2014).

O Shiitake possui propriedades medicinais e € utilizado como um adjuvante na
medicina tradicional. Os primeiros registros do seu cultivo, datam a dinastia Song
(960-1127) na China. Os japoneses adotaram a técnica chinesa de cultivo de Shiitake,
tornando-se assim seu principal produtor (MUSZYNSKA et al., 2017). O Shiitake
apresenta conteudo proteico préximo ao encontrado em alimentos de origem animal.
Em sua formacdo sdo encontrados todos os 9 aminoacidos essenciais: lisina,
metionina, triptofano, treonina, valina, leucina, isoleucina, histidina e fenilalanina
(KRITTALAK et al., 2018).

O Shiitake tem despertado o interesse dos pesquisadores devido ao seu
contetdo de compostos terapéuticos no mundo todo. Em 1972 foi descoberta
substancias com efeitos antiaterosclerético, sendo as mais importantes, eritadenina
(4cido 2, 3-di-hidroxi-4-butirico) e estatina-lovastatina. (MUSZYNSKA et al., 2017). Os
polissacarideos, glicoproteinas e compostos fendlicos tem agcdo na prevencao ou
como coadjuvante no tratamento de doencas cronicas graves, como cancer e doencas
cardiovasculares (PINYA et al., 2019; MUSZYNSKA et al., 2017; ROP et al., 2009;
FINIMUNDY et al., 2014; XU et al., 2016). Esse cogumelo, se ingerido regularmente,
fortalece o sistema imunolégico, preservando a capacidade do organismo em
combater agentes patogénicos (DAI et al., 2015; GLAMOCLIJA; SOKOVIC, 2017).
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Os extratos aquoso e metandlico do Shiitake foram capazes de inibir in vivo a
replicacdo de herpes e poliovirus. Os polissacarideos presentes nos extratos podem
ser considerados como uma fonte de substancias antivirais (RINCAO et al., 2012). Na
dose correta, pode-se fazer uso dos cogumelos para acdo imunomoduladora
(ISRAILIDES et al., 2008), hipocolesterolémica (ALAM et al., 2011; ZHU et al., 2013;
SPIM et al., 2017), hipoglicémica (MIRCEA et al., 2013; RAHMAN; CHOUDHURY,
2012) e outras propriedades promotoras de saude (GIAVASIS, 2014).

A presenca de compostos fendlicos nos cogumelos pode sofrer influéncia pela
forma como é cultivado. O Shiitake é tradicionalmente produzido em toras de madeira,
mas essa pratica foi substituida pelo cultivo em blocos/substratos axénicos (SA)
(Figura 1). Esses substratos séo feitos de diferentes residuos agricolas como sabugo
de milho ou de cana, residuos de café, folhas de palmeira e palhas de cereais e sdo

armazenados em sacolas plasticas.

Figura 1 — Bloco de cultivo de cogumelo Shiitake

Para comparar as caracteristicas quimicas e nutricionais do Shiitake, seus
cultivares foram divididos em toras de carvalho (Quercus acutissima) (QA) e em SA
com: 40% de serragem, 43% de serragem de eucalipto, 12% de farelo de trigo, 4% de
germe de milho e 1% de calcéario. Os meios de cultura foram analisados quanto a
densidade, umidade, cinzas, extrativos, lignina (soltvel e insoltvel) e holocelulose

antes da inoculagdo do Shiitake, bem como, apds a segunda colheita consecutiva dos
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cogumelos. Os cogumelos cultivados em SA apresentaram maior teor de proteina,
macrominerais e lipideos, quando comparados com cogumelos cultivados em QA
(BACH et al., 2018). Os resultados mostraram que a composi¢ao do meio de cultura
pode influenciar a composi¢ao nutricional do Shiitake.

Quando se trata de substratos para cultivo, diferentes materiais organicos
(farelo de trigo, farelo de arroz, farinha de milho e farinha de soja) foram utilizados
para enriquecer o substrato dos blocos de Shiitake aumentando a produtividade e a
gualidade do cogumelo em relagdo as propriedades nutricionais. A quantidade de
nutrientes no substrato € reduzida durante o periodo de crescimento e
desenvolvimento do micélio. Para compensar essa perda, 0s pesquisadores
prepararam um composto de agua com nutrientes para imersdo dos blocos de
Shiitake. Para o preparo dos blocos, utilizou-se farelo de trigo, farelo de arroz, farelo
de milho e farinha de soja, misturando-os, e a cada 1,5 Kg dessa mistura acrescentou-
se 15 litros de agua. A mistura foi fervida por aproximadamente 2h. Apdés, o liquido
filtrado foi diluido em 20 litros de agua. Os blocos foram embebidos nesse liquido por
um periodo de 12 horas. (RANJBAR et al., 2017).

Os estipes (caule) do Shiitake s&o os principais subprodutos durante o
processamento de cogumelos, em sua grande maioria sdo descartadas. Com o
objetivo de aproveitamento integral do Shiitake, foi investigado os principais
nutrientes, minerais, aminoacidos livres, compostos néo volateis e volateis nos estipes
e pileo (chapéu) do cogumelo Shiitake. Os resultados mostraram concentracdes 82,9
g/Kg de fibras nos estipes, superiores aos pileos com 25,7 g/Kg. Nos estipes, também
foram encontrados 439,6 g¢g/Kg de carboidratos, semelhante a concentracéo
encontrada nos pileos. Os autores encontraram 370,1 mg/Kg de calcio nos estipes,
significativamente maior do que no pileo (174,0 mg/Kg). Assim, 0s estipes ndo devem
ser subestimados ou descartados diretamente e podem ser reaproveitados na
producao de alimentos funcionais como biscoitos ou chips (LI et al., 2018).

O teor e a composicao das fibras alimentares nos cogumelos comestiveis
variam de acordo ao estagio morfoldgico, o corpo dos frutos, o micélio etc. Alguns
cogumelos apresentam maiores concentracdes de fibras, como; Grifola frondosa com
10%, Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus com 8%, e Volvariella volvacea 11,9%.
Essas fibras podem ser subdivididas em sollvel e insollvel baseada em propriedades
fisicas, quimicas e funcionais. Algumas hemiceluloses, pectinas, gomas e frutanos do

tipo inulina séo fibras soluveis. As fibras insoliveis ndo podem formar géis devido a
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sua insolubilidade na agua e a fermentacado € limitada. Eles consistem em lignina,
celulose e algumas hemiceluloses (GHOSH, 2016).

Estudos relataram efeitos anti-obesidade dos cogumelos com suplementacao
de uma combinacgéao de cinco tipos de cogumelos: Flammulina velutipes, Hypsizygus
marmoreus, Lentinula edodes, Grifola frondosa e Pleurotus eryngii quanto ao acimulo
de gordura visceral e microbiota intestinal em camundongos tratados por quatro
semanas. Os resultados mostraram que a ingestao de cogumelos, devido ao teor de
fibra alimentar, aumentaram algumas bactérias intestinais, produtoras de acidos
graxos de cadeia curta e acido lactico, promovendo a lipélise em 21% da gordura
visceral comparado ao grupo controle e 37% comparado ao grupo com dieta
hiperlipidica, mostrando que a ingestdo de cogumelos é uma estratégia eficaz na
prevencéo da obesidade (SHIMIZU et al., 2018).

A acao do Shiitake nas concentracdes 1%, 4% e 10% sobre o perfil lipidico e
antioxidante foi analisada em ratos, por quatro meses. O consumo da dieta reduziu
peso corporal, e as concentracdes seéricas lipidicas em até 55% no grupo que
consumiu 10% de Shiitake, comparado ao grupo controle, bem como reduziu o estado
pro-oxidativo (YU et al., 2016).

Vetvicka e Vetvickova (2014) investigaram in vivo o papel das glucanas na
estimulacao de reacdes imunoldgicas que poderiam ser promovidas pelos cogumelos
Grifola frondosa e Lentinula edodes. Avaliaram a fagocitose, a atividade das células
Natural Killer (NK), a secre¢éo de Interleucina 6, Interleucina 12, Interferon-y, bem
como a proteina C-reativa. Apos administracao oral por 14 dias do composto (61,5 ug
de glucana/Grifola frondosa e 820 pg de glucana/Lentinula edodes ao dia)
apresentaram maior poténcia na reacéo de defesa em ratos fémeas, comparado aos
grupos que ingeriram somente o extrato Grifola frondosa ou Lentinula edodes
isoladamente.

O Shiitake também contém substancias como o acido copalico, a adenosina, o
carvacrol e o eritritol, que mostraram ser responsaveis pela atividade antimicrobiana
desse cogumelo na saude bucal. A substéancia eritritol 1,2 e 3,4-butanotetrol com 70-
80% de docura da sacarose impediram aderéncia de microrganismos ao esmalte dos
dentes. Presenca de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, comumente
encontrados em meio as salivas, sugere que este agUcar ndo é utlizado pelas
bactérias para a sintese de glucanas. Como nao € usado por essas bactérias, e nem

€ metabolizado para produzir o subproduto do &acido lactico, ndo causa a
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desmineralizacdo do esmalte. Desta forma foram verificados efeitos benéficos do
Shiitake na ac&o anticariogénica, na prevencao do cancer de boca e na reducao da
gengivite (AVINASH et al., 2016).

O uso terapéutico do Shiitake na prevencédo ou reducdo da aterosclerose e
estresse oxidativo mostrou inibicdo da peroxidacdo lipidica de 67,1%, inibicdo da
oxidacdo da LDL Low Density Lipoproteins (lipoproteina de baixa densidade) pela
acao do a-tocoferol e reducéao da atividade da 3-hidroxi 3-metil glutaril co-enzima A
redutase (HMG Co-A Redutase) de 44,3%. Dentre as substéancias encontradas nesse
cogumelo com acdes benéficas estdo: a-tocoferol (vitamina E), &cido oleico, acido
linoleico, ergosterol e acido butilico foram capazes de conferir defesa antioxidante e
agente antiaterosclerotico (RAHMAN et al., 2018).

Finimundy et al. (2018) investigaram os efeitos quimiopreventivos de extrato de
Shiitake em células humanas de carcinoma epitelial da HEp-2 e fibroblastos saudaveis
de pulmdo MRC-5, identificando vias proliferativas e apoptéticas. A inibicdo da
proliferacdo celular foi mais acentuada em HEp-2 do que nas células MRC-5. O
tratamento com Shiitake induziu o surgimento de células na fase inicial de maneira
dependente da concentracdo, aumentando os niveis de expressao de TNF-a e TNF-
B, e promovendo a apoptose pela ativagdo da caspase-8. Seus resultados sugerem
gue os polissacarideos e compostos fendlicos induzem a citotoxicidade seletiva direta
e efeitos antiproliferativos de maneira dose-dependente, possibilitando sua utilizagc&o
como agente anticancer.

Os cogumelos Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus e Hypsizigus tessulatus
foram analisados quanto a concentracdo de fendis, como antioxidante e atividade
antimicrobiana. A atividade antimicrobiana mostrou resultado consideravel contra as
bactérias e fungos em uma zona de inibicdo de 7 mm a 20 mm mesmo em
concentracdes baixas, variando de 1mg/ml a 9mg/ml. O Shiitake apresentou melhor
atividade antimicrobiana. Os fendis totais encontrados nos extratos variaram de 3,2 a
10,7 mg GAE/mL. A concentracdo de flavonoides variou de 2,5 a 4,8 mg/mL
(CHOWDHURY et al., 2015).

A apigenina, quercetina e luteolina tém efeitos antioxidantes que protegem as
células 3 pancreaticas de espécies reativas de oxigénio (EROs) e ativacéo do fator
nuclear Kappa B (NF-kB), ajudando a manter a secregao de insulina em resposta a

ingestdo de glicose. Além disso, a lovastatina, um composto encontrado nos
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cogumelos inibe a HMG-CoA redutase no figado (GUNDE-CIMERMAN et al. 1993),
reduzindo assim a sintese do colesterol (ALAM et al., 2009; LIN et al., 2013).
Entretanto, estudos clinicos de longo prazo, randomizados, duplo-cegos,
controlados com placebo, incluindo estudos populacionais bem dimensionados, ainda
S80 necessarios para assim investigar os mecanismos exatos de acdo de cada

cogumelo nos diversos tipos de patogénese (WASSER, 2017).

2.4 Substancias bioativas dos cogumelos

Muitos compostos sdo encontrados nos cogumelos, tais como quitina,
hemicelulose, B e a-glucanas, mananas, xilanas e galactanas, substancias que tem
tornado os cogumelos alimentos prebidticos e funcionais (JAYACHANDRAN et al.,
2017).

2.4.1 B-glucanas

Sao polissacarideos complexos compostos por moléculas de glicose, sendo
componentes estruturais da parede celular de leveduras, fungos e alguns cereais.
Por serem fibras sollUveis e insolluveis, as B-glucanas, uma vez no estbmago e no
intestino delgado, aumentam a viscosidade do bolo alimentar, diminuindo a atividade
de certas enzimas digestivas, influenciando diretamente na digestdo e absorcéo dos
nutrientes. Ainda no intestino, permite a reducao na absorcéo de glicose, na producgao
de mediadores inflamatérios pelas bactérias patogénicas e no ciclo entero-hepatico,
induz o uso de colesterol circulante para producédo de sais biliares (GRUNDY et al.,
2017).

As B-glucanas sdo componentes da parede celular dos fungos e potente
estimulador do sistema imunoldgico em humanos (BACH et al., 2017). Quando sao
derivadas de cogumelos, sao compostos por ligagdes B (1-3), B (1-4) e B (1-6)
responsaveis por algumas propriedades benéficas a saude, pois ligam-se a linfécitos
ou proteinas especificas, que ativam os macréfagos, células Natural Killer e outras
células efetoras. A ativacdo dessas células resulta em um aumento da producéo e
liberacdo de anticorpos, interleucinas e interferon (BAK et al., 2014).

As B-glucanas também podem atuar no metabolismo lipidico, reduzindo niveis
de colesterol total (BISEN et al., 2010; GIAVASIS, 2014; SPIM, et al., 2017). Xu et al.
(2016) demonstraram in vitro e in vivo que B-glucana de Shiitake (5 mg/Kg, 10 mg/kg
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e 20 mg/Kg), com exposicdo por 10 dias, apresentaram efeitos significativos
antitumorais, pela ativacao de respostas imunes na inibicdo da proliferacédo de células
tumorais e angiogénese in vivo. A B-glucana promoveu a apoptose das células por
meio de caspase-3 via proliferagdo celular, inibido possivelmente pela p53 e p21
(genes supressores de tumor). Além disso, a B-glucana inibiu o Stat 3 (responsavel

pela proliferacao de células tumorais) conduzindo possivelmente uma supressao.

2.4.2 Lentiniana

Das substancias presentes no cogumelo Shiitake, a lentiniana (também
denominada como lentinan) é um polissacarideo de alto peso molecular, solavel em
agua, resistente a acidos e temperaturas elevadas. Estima-se que o mecanismo de
acao do lentiniana seja por estimulacdo dos macréfagos, que aumentam a producao
de interleucina-1, substancia esta, que age combatendo os tumores. Alguns
cogumelos tém efeitos anticancerigenos, possivelmente por acdo dos
polissacarideos, principalmente a lentiniana. Além disso, a lentiniana também estimula
a proliferacdo de linfocitos T, aumentando a secrecéo de interleucina-2 (INA et al.,
2016).

O efeito anticancer de lentiniana foi relatado pela primeira vez por Chihara e
colaboradores (1970). Células de cancer de Sarcoma 180 foram transplantadas em
camundongos e a lentiniana mostrou inibir o crescimento das células cancerigenas. E
em tratamento pré-operatério com humanos, a substancia mostrou reducédo
significativa do nimero de col6nias de metastase pulmonar. O principal fator de sua
acdo anticancerigena € a atividade imunoestimulante contra o cancer (sem ou em
combinagdo com a quimioterapia). A lentiniana pode restaurar ou aumentar a
sensibilidade das células hospedeiras a diferentes moléculas, como interleucinas,
hormdnios etc. Também estimula as respostas do sistema imune envolvidas com as
células T e células B (ZHANG et al., 2016).

2.4.3 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo natural derivado da desacetilagdo da quitina.
A quitina € o elemento estrutural de exoesqueleto de insetos, crustaceos e paredes
celulares de fungos. E o segundo polissacarideo natural mais abundante apos a

celulose. A complexidade da estrutura da quitina, a dificuldade na sua extracéo e a
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insolubilidade em solucdo aquosa limitaram a pesquisa sobre esse polimero até a
década de 1980 (CHANDY; SHARMA, 1990).

Passado mais de trés décadas, varias pesquisas foram publicadas sobre a
guitosana e seus derivados para aplicagcdes em tecidos, liberagdo de farmacos,
cicatrizacdo de feridas, tratamento de agua, efeitos antitumorais e antimicrobianos
(AHMED; ALJAEID, 2016). A quitosana utilizada em tecidos, sdo degradadas sem
causar qualquer reacao inflamatoria ou produzir quaisquer produtos finais toxicos
guando os novos tecidos sao formados. Eles s&o porosos na natureza para a difusao
de gases, nutrientes e residuos metabdlicos para as células semeadas, juntamente
com o aumento da area de superficie para ligacao, migracao e diferenciacao celular.
Eles podem ser moldados facilmente em forma e volume anatdmicos; sao
biocompativeis com os fluidos biol6gicos e tecidos (CHEUNG; CHAN, 2015).

A quitosana demonstrou atividade antitumoral em termos de agente terapéutico
e como veiculo de droga. Como agente terapéutico, tem sido sugerido que a atividade
antitumoral esta relacionada a sua capacidade de induzir producédo de citocinas por
meio do aumento da proliferacdo de células T (GIBOT et al.,, 2015). Como
transportador de um farmaco, a quitosana e seus derivados melhoram a absorcao do
farmaco, estabilizam o direcionamento e liberacdo das substancias no organismo
(HUDSON; MARGARITIS, 2014; AHMED; ALJAEID, 2016).

O uso de produtos derivados da quitosana para tratamento de feridas, como
curativos, embora tenha um custo elevado, sdo eficientes na recuperacao,
cicatrizacdo e demanda menor tempo nos cuidados dos profissionais de saude. A
quitosana, como adsorvente, tem mostrado alguns pontos positivos, como a
compatibilidade com o meio ambiente, a versatilidade, a biodegradabilidade e a alta
capacidade de adsorcéao e seletividade (ZHANG et al., 2015).

A quitosana também ¢é aplicada na prevencdo ou adjuvante nos tratamentos
das dislipidemias. Possui alta densidade de cargas positivas, se incorporando aos
lipideos como uma “esponja” (SHAHIDI et al., 1999). Em um ambiente acido como o
estdbmago, a quitosana se fixa nas gorduras durante a digestao, e em ambiente basico
do intestino, a esponja de gordura é solidificada e eliminada pelas fezes. Desta forma,
a quitosana pode adsorver de quatro a cinco vezes o seu peso em gordura (JIN et al.,
2017).

A fibra dietética presente na quitosana contribuiu para a reducdo na absorcéo

de lipideos no figado in vivo, devido a sua capacidade de se ligar aos acidos graxos.
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A quitosana reduziu a secrecdo de adipocitocinas no soro, neutralizou alguns
disturbios inflamatoérios e metabdlicos e reduziu o colesterol e triglicerideos. A reducéo
da trigliceridemia observada apos o tratamento com quitosana pode ser o resultado
da menor expresséo de FIAF (Fasting Induced Adipose Factor) observada no tecido
adiposo visceral. A reducédo nos niveis de IL-6, resistina e leptina foram relacionados

ao menor desenvolvimento de células adiposas (NEYRINCK et al., 2009).

2.4.4 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo considerados metabdlitos secundarios
sintetizados por plantas durante seu desenvolvimento em resposta a condigbes de
estresse, tais como radiagéo solar, ferimentos, entre outros (HELENO et al., 2015).
Sado substancias amplamente distribuidas na natureza com pigmentos que dao a
aparéncia colorida aos alimentos, normalmente derivado de reacdes de defesa das
plantas no meio ambiente. Esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente
pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus
radicais intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do
alimento, particularmente de lipidios. Os compostos fendlicos possuem anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (BRAND-
WILLIAMS et al.,1995; GIADA, 2013).

Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se os flavonoides,
acidos fendlicos, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdéis, contribuindo para o
amargor, adstringéncia, cor, sabor, odor e estabilidade oxidativa do produto. Estéo
presentes nos alimentos vegetais com alto teor de compostos fendlicos e capacidade
antioxidante, podemos destacar os vegetais de folhas verdes escuras e coloridas,
além de cacau, soja e frutas (GIADA, 2013), e em varias espécies de cogumelos
silvestres (YAHIA et al., 2017).

Os compostos fendlicos passaram a ter grande relevancia para as industrias
alimenticias, por suas propriedades funcionais, atuando como boas moléculas
antioxidantes, retardadores de envelhecimento e prevencdo de doencas
degenerativas. Devido ao perfil dos consumidores que tem mudado nas ultimas
décadas, com preferéncia por produtos mais naturais, passando a exigir alimentos
gue contenham substancias benéficas a salde, com baixo teor de acucar e qualidade
sensorial (SAUCEDO-POMPA et al., 2018).
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2.5 Dislipidemias

O colesterol € um alcool policiclico de cadeia longa, usualmente considerado
um esteroide. E encontrado nas membranas celulares, e a maior parte do colesterol é
sintetizada pelo figado e transportado no plasma na forma de lipoproteinas. Segundo
a ANVISA, na dislipidemia ha alteragdo dos niveis séricos dos lipideos. As alteracfes
do perfil lipidico podem incluir colesterol total alto, triglicerideos (TG) alto, colesterol
HDL High Density Lipoproteins (lipoproteina de alta densidade) baixo e niveis
elevados de colesterol LDL Low Density Lipoproteins (lipoproteina de baixa
densidade). Em consequéncia, a dislipidemia é considerada como um dos principais
determinantes da ocorréncia de doencas cardiovasculares (DCV) e
cerebrovasculares, dentre elas, a aterosclerose (espessamento e perda da
elasticidade das paredes das artérias), infarto agudo do miocéardio, doenca isquémica
do coracdo (diminuicdo da irrigacdo sanguinea no coracao) e AVC (derrame). De
acordo com o tipo de alteracdo dos niveis séricos de lipideos, a dislipidemia é
classificada como: hipercolesterolemia isolada, hipertrigliceridemia isolada,
hiperlipidemia mista e niveis baixos em HDL (FALUDI et al., 2017).

Os niveis elevados de LDL desempenham um papel importante no
desenvolvimento e progressdo da aterosclerose. A aterosclerose é uma doenca
inflamatéria crénica que ocorre em resposta a agressdo endotelial. Em geral, as
lesBes iniciais, denominadas estrias gordurosas, caracterizam-se por acumulo de
colesterol em macrofagos, tornando a placa lipidica vulneravel a complicacdes. A
formacdo da placa aterosclerdtica inicia-se por diversos fatores de risco, como
dislipidemia, hipertensao arterial ou tabagismo (JAWZALI et al., 2019).

De acordo com Ference et al. (2012), o depésito de lipoproteinas na parede
arterial, processo no inicio da aterogénese, ocorre de maneira proporcional a
concentracdo destas lipoproteinas no plasma. Além do aumento da permeabilidade
as lipoproteinas, outra manifestacdo da disfuncdo endotelial € o surgimento de
moléculas de adesao leucocitaria na superficie endotelial, processo estimulado pela
presenca de LDL oxidada. As moléculas de adesao séo responsaveis pela atracao de
mondacitos e linfocitos para a intimidade da parede arterial.

Os macrofagos repletos de lipides sdo chamados de células espumosas e sao
o principal componente das estrias gordurosas, lesées macroscopicas iniciais da
aterosclerose. Uma vez ativados, os macréfagos sao, em grande parte, responsaveis

pela progressao da placa aterosclerética por meio da secrecao de citocinas, que
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amplificam a inflamacé&o, e de enzimas proteoliticas, capazes de degradar colageno e
outros componentes teciduais locais (FALUDI et al., 2017).

Por outro lado, niveis aumentados de HDL equilibram o efeito deletério de LDL
na parede vascular. Existem estratégias de sucesso para abordar esta questdo, como
0 aumento da ingestao das lipoproteinas HDL para aumentar a protecdo vascular,
prevenindo eventualmente doencas coronarianas. Outras intervencdes para
regularizar a hipercolesterolemia vao desde tratamento farmacolégico ou mudancas
no estilo de vida com alimentacdo equilibrada e adicdo de alimentos funcionais na
rotina didria (BADIMON; VILAHUR, 2012).

Os principais mecanismos envolvidos nos efeitos hipocolesterolémicos de
alimentos funcionais como os cogumelos comestiveis sdo i) os acidos graxos dos
cogumelos contribuem para reduzir o colesterol sérico; ii) a fibra alimentar pode
interferir na concentracdo de lipideos pela formacao de géis viscosos a partir de fibra
solavel, contribuindo na ndo absorcdo do colesterol e triglicerol; iii) aumento na
excrecao fecal de &cidos biliares e acidos graxos de cadeia curta, o que inibe a
incorporacao do acetato (substrato para a sintese de esterois e acidos graxos) aos
lipidios séricos; iiii) presenca de substancias como eritadenina (lentinacina), [-
glucanas, que tém mostrado efeito hipocolesterolémico (MARTEL et al.,, 2017;
GUILLAMON et al., 2010).

2.6 Estudos clinicos

Os estudos clinicos séo divididos em fases I, Il, 1l e 1V. Eles s&o utilizados em
testes e desenvolvimento de novas drogas ou substancias bioativas para aprovacao
da ANVISA, e desta forma, ser liberado no mercado para aquisicdo e consumo.
Ensaios clinicos ou testes clinicos de novos medicamentos devem ser sancionados
pelo Ministério da Saude a fim de fornecer dados suficientes sobre sua toxicidade,
propriedades farmacoldgicas e sua eficacia. A fase pré-clinica é composto por testes
em animais para verificar sua poténcia e toxicidade previamente aos testes em
humanos. Exige-se aprovacao dos comités de ética (ZHOU et al., 2005).

A fase | é a primeira etapa de testes em seres humanos, onde sera exposta um
medicamento ou substancia testada em um pequeno grupo de pessoas saudaveis,
para explorar a aceitacdo geral, avaliar sua seguranca, determinar uma faixa de
dosagem segura e identificar possiveis efeitos adversos. A Fase Il envolve um grupo

maior de individuos no teste, preferencialmente com a doenca a ser estudada, a fim
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de uma melhor indicacdo de seguranca e eficacia sobre um medicamento ou nova
substancia. Os ensaios na fase Ill é realizada com um ndmero maior de pacientes
(centenas a milhares) para fornecer dados mais efetivos em tratamentos, como
também os efeitos adversos, informagBes que permitirdo que o medicamento ou
substancia seja usado com seguranca; geralmente é multicéntrico e ndo envolve
individuos saudaveis. Finalmente, na fase IV, os estudos sdo executados ap0s o
medicamento ou produto estar disponivel comercialmente (ABRANTES-METZ et al.,
2004).

Se tratando de cogumelos, varios ensaios clinicos de fase I, Il e Ill foram
publicados para melhor compreenséo dos beneficios dos polissacarideos na melhora
das respostas imunes inatas e mediadas por células, com atividades antitumorais em
humanos (KANG et al.,, 2013; SHIMIZU et al., 2009; TWARDOWSKI et al., 2015;
YOSHIMURA et al., 2005; WESA et al., 2015).

A quimioterapia para o0 cancer de mama baseada na antraciclina afeta
adversamente a qualidade de vida e a funcdo imunoldgica de pacientes. Pensando
em adjuvantes que possam melhorar essas deficiéncias, foi conduzido um estudo
duplo-cego e randomizado para avaliar a eficacia do extrato de Shiitake como
nutracéutico em 47 pacientes com cancer de mama. Os pacientes foram divididos
aleatoriamente em grupo exposto (12 comprimidos com 150 mg extrato/dia) e grupo
placebo. A avaliagéo dos parametros imunologicos mostrou um aumento de células T
reguladoras para células CD4+ no sangue periférico, mostrou inibicdo no grupo
exposto em comparagdo ao grupo placebo. O Shiitake administrado por 22 dias,
juntamente com quimioterapias baseada em antraciclina, foi Gtil para manter a
gualidade de vida e a funcdo imunoldgica dos pacientes (NAGASHIMA et al., 2017).

Com o objetivo de analisar também o sistema imunoldgico, Dai et al. (2015)
conduziram um estudo com cinquenta e duas pessoas sadias, com idade entre 21 e
41 anos, por quatro semanas, consumindo 5 ou 10 g de cogumelos Shiitake seco ao
dia. Os resultados mostraram aumento da proliferacdo das células T gama delta e
natural killer T (NKT). Ambas demonstraram maior capacidade de expressar
receptores de ativacao, sugerindo que o consumo dos cogumelos melhora a fungéao
efetora das células. O aumento do anticorpo Imunoglobulina A (IgA) promoveu uma
melhora no microbioma intestinal. As alteracfes observadas nas citocinas e nos niveis
séricos de proteina C reativa (PCR) sugerem uma condi¢cdo anti-inflamatoria

comparada aquelas que existiam antes do consumo do Shiitake.
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Em estudo de intervencdo com individuos dislipidémicos, Schneider et al.
(2011) avaliaram a reducéo do colesterol por meio de dieta contendo cogumelo P.
ostreatus. Vinte individuos foram randomizados para tomar uma porcdo de sopa
contendo 30 g do cogumelo seco ou sopa de tomate como placebo, durante 21 dias.
Os resultados mostraram reducgéo de 8,4% no colesterol total e 23% nos niveis de
triglicerideos. Os efeitos benéficos do P. ostreatus sobre os parametros lipidicos no
soro sanguineo podem estar relacionados a presenca de acido linoleico, ergosterol e
derivados de ergosta que mostraram boa atividade na absorcdo de radical de
oxigénio. Entretanto, ainda ndo existem estudos clinicos com barras de Shiitake

aplicado em dislipidemia ou desregulacfes metabdlicas.

2.7 Barras de cereais

E importante mesclar os avangos no conhecimento biolégico dos cogumelos
com os da tecnologia quimica para promover novas descobertas com base na
utilizac&o de residuos lignocelulésicos que sdo abundantemente disponiveis em areas
rurais e urbanas. Isso também pode promover para a populagdo, um impacto global
positivo na qualidade nutricional a longo prazo, refletindo também na assisténcia
médica, na conservacao e regeneracdo ambiental e nas mudancas econdémicas e
sociais com a insergéo dos cogumelos medicinais (CHANG; WASSER, 2018).

Dentre alguns produtos no mercado, o consumo de barras de cereais aumentou
nos ultimos anos por proporcionar uma forma rapida, pratica e nutritiva de alimento.
As barras alimenticias com alta densidade energética e rica em nutrientes foram
desenvolvidas pensando no seu uso em desastres ambientais, operacdes militares e
outras circunstancias que se fizessem necessarias. Esses alimentos deveriam ser
durdveis e prontos para consumo, relativamente baixo peso e volume. Eram
caracteristicas importantes na época para fornecer praticidade e todos os nutrientes
(SHEIBANI et al., 2018).

Como a procura e 0 consumo por alimentos nutritivos, com carater funcional
tém crescido muito, e cada vez mais a populacédo tem buscado melhorar a alimentacéo
diaria, tem havido um aumento também no incremento e desenvolvimento de novos
produtos para o consumo e benéficos para a saude (HADI et al., 2018).

Nesse contexto, aparecem as barras de cereais, produtos com boa aceitagéo
no mercado e cuja demanda tem crescido constantemente, pois ja fazem parte da

dieta de varias pessoas. Considerado um alimento pratico, seguro, nutritivo e que
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possui campo para ser incrementado com uma vasta op¢ao de nutrientes misturados
a seus ingredientes. O trabalho com desenvolvimento de barras de cereais é de
importancia significativa, pois se trata de uma alternativa a mais para o oferecimento
de um lanche répido, saudavel e que pode ser consumido a qualquer hora do dia,
incluso no cardapio de preferéncias de muitos consumidores (WAGH et al., 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

O Shiitake € um alimento completo nutricionalmente e sua utilizacdo na
biotecnologia e na prevencdo ou tratamento de doencas crénicas graves,
especialmente nas dislipidemias, tem crescido nas ultimas décadas. No projeto de
mestrado da doutoranda foi demostrado que o Shiitake, em concentracbes
condizentes com a ingestao real, reduziu os niveis de colesterol total e triglicerideos
em animais. Entretanto, ndo foi encontrado estudos com o uso do Shiitake no
tratamento de dislipidemias em humanos.

Assim, surgiu o interesse em avaliar os efeitos do Shiitake em pacientes com
hipercolesterolemia limitrofe, com auséncia de tratamento medicamentoso para que
nao houvesse prejuizo e interferéncias na saude dos individuos, partindo-se para um
estudo clinico.

Com isso em vista, o presente trabalho foi conduzido com a proposta de
desenvolver uma barra de cereal contendo Shiitake, por ser de facil consumo, que
pudesse ser ingerido diariamente pela populagéo, e assim auxiliar na melhoria da
gualidade de vida de pacientes dislipidémicos. No mercado existem barras com varios
ingredientes como cereais, sementes, noz e frutas desidratadas (HADI et al., 2018),

mas ainda nao existem barras com cogumelos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar barra alimenticia doce e salgada com adi¢éo de
Shiitake e avaliar os efeitos do seu consumo sobre 0s niveis de colesterol e estresse

oxidativo em individuos limitrofes por meio de ensaio clinico randomizado.

4.2 Objetivos especificos

Capitulo |

e Quantificar os elementos quimicos presentes no Shiitake;

e Caracterizar a barra de cereal selecionada na analise sensorial e
intencdo de compra;

e Determinar a composicao centesimal;

e Quantificar a concentragéo de B-Glucanas e compostos fendlicos totais
do Shitake e da barra selecionada;

e Determinar a durabilidade da barra de cereal, estimando o tempo de vida

de prateleira, por meio de analise microbioldgica.

Capitulo Il

e Recrutar individuos com colesterol limitrofes, e conduzir trés encontros:
tempo zero (inicio do estudo), trinta dias e sessenta dias apos o inicio do consumo
das barras;

e Realizar a avaliacdo nutricional dos individuos, bem como coleta de
sangue;

e Avaliar os marcadores bioquimicos triglicerideos, colesterol total, LDL-
colesterol, HDL-colesterol e glicose das amostras de sangue das trés coletas.

e Avaliar os marcadores de estresse oxidativo glutationa reduzida,
catalase e substéancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) das amostras nas trés
coletas.
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5 MATERIAL E METODOS

Este estudo conta com trés abordagens metodoldgicas: 1) Estudo experimental
com materiais e medidas (compreende a formulacdo e producdo das barras
alimenticias); 2) Estudo experimental envolvendo humanos (compreende a analise
sensorial e intencdo de compra) e 3) Estudo Clinico de Fase Il (compreende a

exposicdo dos individuos as barras de cereais contendo ou ndo o Shiitake).

5.1 Obtencéo e Processamento do Shiitake

Os cogumelos Shiitake foram fornecidos pela Empresa Yuri Cogumelos
localizada em Sorocaba (Sao Paulo - Brasil) entre maio e outubro de 2018 seguindo
com total controle de qualidade para manter as mesmas caracteristicas nutricionais
neste periodo. Empresa especializada na producdo de composto axénico (serragem
suplementada com nutrientes e submetidos a esterilizacao total) para Shiitake. A
producdo dos cogumelos é climatizada, com temperatura, oxigenacao, luminosidade
e umidade controladas. Esse processo de cultivo permite que os cogumelos sejam
produzidos durante todo o ano, com o minimo de oscilacdo na produtividade. Os
blocos séo certificados pelo IBD (Instituto Biodindmico), o que garante que S&o
produtos organicos, totalmente livres de agrotoxicos e produzidos dentro do conceito
de sustentabilidade ambiental e social.

Os cogumelos in natura foram secos a 50 + 2 °C e picados em multiprocessador
de alimentos. Os cogumelos processados foram embalados a vacuo e armazenados
em local seco e arejado, protegido da luz, até o momento da utilizacdo na formulacéo
das barras alimenticias.

E para utilizacdo na caracterizacdo, o Shiitake apds desidratado e picado,
também foi homogeneizado para garantir representatividade nas analises

subsequentes.

5.2 Concentracdo dos elementos quimicos

As andlises dos elementos quimicos do Shiitake foram realizadas no
Laboratério de Fisica Nuclear Aplicada da Uniso (LAFINAU), utilizando Fluorescéncia
de Raios-X por Dispersdo em Energia (ED-XRF, Energy Dispersive X-ray

Fluorescence). A fluorescéncia de Raio-X por dispersdo de energia € uma técnica



38

analitica nuclear, utilizada para andlise de amostras sélidas, dispensando a
necessidade de tratamento quimico prévio da amostra (NASCIMENTO FILHO, 1999).

5.3 Selecéo da concentracéo de Shiitake para as barras

Grotto e colaboradores, em 2015, conduziram um estudo avaliando diferentes
concentracdes de Shiitake (100, 400 e 800 mg/kg/dia) para se determinar o grau de
toxicidade em animais. A concentracdo de Shiitake de 100 mg/Kg/dia demonstrou ser
segura e antioxidante. Em estudo posterior, esta dose foi capaz de diminuir niveis de
colesterol total e triglicerideos, e aumentar os niveis de HDL em ratos recebendo dieta
hiperlipidica (SPIM et al., 2017).

Para que a barra de cereal com Shiitake apresentasse semelhanca da barra
placebo, foi adicionado 14% de Shiitake desidratado, ou seja, 3,5 g de Shiitake nas
barras com peso médio de 25 g. Desta forma, considerando um individuo de 70 Kg, a
ingestao diaria de Shiitake seco foi recomendado na quantidade de 7 g. assim, um
individuo de 70 Kg receberia duas barras ao dia.

5.4 Formulacéo de barras de cereais doce e salgada

Depois de muito testes, duas formulacdes de barras alimenticias doces e duas
de barras salgadas foram produzidas para fins comparativos no teste de
aceitabilidade. As formulacbes das barras de cereais doce foram semelhantes a
composicdo de Conto et al. (2015) e Paula et al. (2013). A confeccéo foi realizada no
Laboratério da Cozinha Experimental de Alimentos da Uniso. Os ingredientes
utilizados nas formulacdes doces testadas para analise sensorial foram: Shiitake,
aveia, ameixa, castanha do pard, linhaca, quinoa, gengibre, amendoim, chia, acucar
cristal e mascavo, glicose de milho, 6leo de coco, glicerina e lecitina de soja em
diferentes concentracdes.

Para a aderéncia das barras alimenticias, os ingredientes ligantes acucar
mascavo e cristal, a glicose de milho, lecitina, glicerina e 6leo de céco foram aquecidos
sob agitacao, a temperatura média de 115 °C, até alcancar teor de Grau Brix°® 85-89.
O Shiitake passou por cozimento prévio com agucar mascavo e agua por 45 min,
finalizando no desidratador a 50 °C para que mantivesse de 10 a 15% de umidade.
Somente apos este processo, 0 Shiitake era adicionado a mistura final das barras

juntamente com os demais ingredientes, foram homogeneizados, moldados em férma
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de aco inoxidavel e cortadas (BASTOS et al.,, 2014). As barras ap6s cortadas, se
apresentassem teor de umidade maior que 15%, eram levadas ao forno a 70 °C por
aproximadamente 5h para finalizar a secagem. Apos reducdo da temperatura, as
barras com massa de 25 + 1 g foram acondicionados individualmente em embalagem
plastica de polipropileno, a vacuo (PADMASHREE et al., 2012).

Para a elaboracdo das barras alimenticias salgadas, os agentes ligantes
(farinha de trigo branca e integral, goma xantana, lecitina), os condimentos (salsa,
manjericdo, manjerona, cebolinha) e sal foram dissolvidos em agua e cozidos sob
agitacdo a temperatura média de 115 °C por 20min (HADDAD, 2013). O Shiitake foi
cozido com sal e desidratado até ficar com 10 a 15% de umidade. Apés, os demais
ingredientes como a aveia, castanha do para, quinoa, gergelim, tomate seco,
amendoim, queijo parmeséo e linhaca foram acrescentados e homogeneizados em
diferentes concentracdes para testes (FERREIRA et al., 2015). A mistura passou por
enformagem em forma de aco inoxidavel e cortada em barras retangulares de 25 + 1
g. As barras foram colocadas em estufa para secagem, a 70 °C, com circulacao de ar,
por 5h. Apos resfriamento, elas foram acondicionadas individualmente em embalagem
plastica de polipropileno, a vacuo. Todos os processos foram executados seguindo os
cuidados da RDC n° 216 (BRASIL, 2004), e RDC n° 263 (BRASIL, 2005) que
determina um limite maximo de 15% em umidade para manutencdo da qualidade e

garantir a vida util do produto.

5.5 Analise Sensorial e Intencdo de Compra

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Sorocaba
com o parecer n° 2.016.736 (Anexo D). Duas formulac¢des doces e duas formulagdes
salgadas das barras alimenticias foram avaliadas por 82 provadores nao-treinados
(PAGAMUNICI et al., 2014), entre alunos e funcionarios da Universidade de Sorocaba
— Sorocaba/SP de ambos os géneros.

Cada julgador recebeu duas vias do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) — (Apéndice A) (MOURA et al., 2013). Os voluntérios participaram
com total liberdade para expressar desconforto ou insatisfacdo. A analise sensorial foi
realizada mantendo o anonimato dos participantes e a confidencialidade dos
resultados (PAGAMUNICI et al. 2014). As amostras foram fornecidas individualmente

acompanhadas de agua, junto ao formulario de avaliagdo (MUNHOZ et al., 2014).
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Os testes foram realizados no Laboratorio de Avaliacdo Sensorial da Cozinha
Experimental de Alimentos da Universidade de Sorocaba, composta por area isolada
para o preparo de amostras, area com 7 cabines individuais de avaliacdo sensorial
equipadas com abertura para entrega das amostras, e iluminagao apropriada.

As barras alimenticias foram analisadas quanto a textura, aroma, sabor e
aparéncia por meio do teste sensorial afetivo de aceitabilidade. Para isso, foi utilizada
a escala heddbnica de 9 pontos, com os termos: gostei extremamente “9”, gostei muito
“8”, gostei moderadamente “7”, gostei ligeiramente “6”, indiferente “5”, desgostei
ligeiramente “4”, desgostei moderadamente “3”, desgostei muito “2” e desgostei
extremamente “1”. Valores de 6 a 9 foram considerados margem de aceitacdo. Para
a intencdo de compra, a escala hedbnica foi de 5 pontos: certamente compraria “5”,
possivelmente compraria “4”, talvez comprasse “3”, possivelmente ndo compraria “2”
e certamente ndo compraria “1” (Apéndice B) (COVINO et al., 2015).

A barra de cereal que obtivesse a melhor avaliacdo sensorial e maior intengéo

de compra seria utilizada para os demais testes, a partir daqui.

5.6 Composicao centesimal do Shiitake e da barra de cereal

Para o teste da umidade, 3 g de amostras trituradas e homogeneizadas de
Shiitake e da barra de cereal contendo Shiitake foram secas a 105 °C até peso
constante. Para determinar as cinzas, 3 g de amostras foram carbonizados e
incinerados em Mufla (Quimis Enila) a 550 °C. Para a extracdo dos lipidios, foi utilizado
solvente éter etilico e o extrator de Soxhlet, por 6h (ARAUJO et al., 2013).

As proteinas foram quantificadas utilizando o método micro Kjeldahl Te-036/1
(ZHOU et al., 2015) com algumas alteragfes, que consistiu em trés fases: digestéo,
destilacao e a titulacdo. A digestado foi baseada na oxidacdo de 70 mg da amostra a
380 °C com acido sulftrico, sulfato de cobre e potassio. No destilador, o nitrogénio da
proteina foi reduzido em sulfato de aménia. Em contato com &cido borico, o sulfato de
amonia formou borato de aménia, titulado com &cido cloridrico.

A composicdo centesimal do cogumelo foi determinada somando as
porcentagens de umidade, cinzas, lipidios, proteinas, e subtraindo de 100%; a
diferenca foi a porcentagem de carboidratos (PINELA et al., 2012).

A quantificacéo de fibras seguiu a metodologia de Mccleary et al. (2010). Apés
a amostra seca e sem a presenca de lipideos, esta passou por digestdo com &cido

acético glacial, &cido nitrico, acido tricloroacético e areia diatomacea em aguecimento.
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A amostra foi filtrada, lavada com agua fervente, seguida por éalcool e éter.
Posteriormente, a amostra foi seca e pesada, em seguida incinerada a 550 °C até
sobrar cinzas. A diferenca entre o peso inicial da amostra e 0 peso das cinzas € o

resultado das fibras totais.

5.7 Determinacao de Glucanas do Shiitake e da barra de cereal escolhida

A determinagdo de glucanas totais foi realizada com auxilio de kit comercial
Yeast & Mushroom - Megazyme. Para isso 100 mg das amostras e 1,5 mL de HCI
37% foram incubados por 45 min. a 30 °C. Em seguida, o volume foi ajustado para 10
mL com &gua deionizada e incubado por mais 2 horas. Apds, 10 mL de KOH 2M foram
adicionados e o conteudo completado para 100 mL com TAS 200 mM pH 5,0 e
centrifugado a 1500 rpm por 10 min. O sobrenadante (0,1 mL) foi coletado e misturado
a 0,1 mL da solucdo exo-B-1,3-glucanase e B-glicosidase e incubado a 40 °C por 60
min. Apés, 1,5 mL de glucose-oxidase/peroxidase foram adicionados e incubado por
mais 20 min. a 40 °C. A absorbancia foi lida a 510 nm.

Para as a-glucanas, foi adicionado 2 mL de KOH 2M a 100 mg da amostra.
Apés 20 min de agitacdo, foi adicionado 0,2 mL de amiloglicosidase e invertase,
incubado a 40°C por 30 min. Os tubos foram centrifugados a 1500 rpm durante 10
min. A um volume de 0,1 mL do sobrenadante foi adicionado 0,1 mL de TAS e 3,0 mL
de reagente enziméatico e incubado por 20 min a 40 °C. A absorbancia foi medida a
510 nm em espectrofotdmetro. Para a quantificagdo de B-glucana, foi feito uma
subtracao de a-glucana da glucana total. Todas as analises foram executadas em

triplicata.

5.8 Determinacdo de Compostos Fendlicos Totais do Shiitake e da barra de
cereal

Para a determinac&o dos compostos fendlicos foram pesados 2 g das amostras
de Shiitake e da barra de cereal, em triplicata, transferidos para balées volumétricos
com metanol & 80%. Os baldes foram agitados a cada dez minutos, por uma hora,
para a extracdo dos fendis. As solugdes foram filtradas e centrifugadas a 3000 rpm,
por 30 min, para obtencdo do sobrenadante. Para a quantificacdo dos compostos
fendlicos, 2 mL do sobrenadante foram transferidos para um baldo de 25 mL, 1 mL de

reagente Folin-Ciocalteu foi adicionado e o volume foi completado com carbonato de
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sbédio 20%, nessa ordem, e permaneceram em repouso por 30 min até a leitura em
espectrofotdmetro a 760 nm. O espectrofotdémetro foi zerado (branco) com carbonato
de sddio. O valor de compostos fendlicos foi calculado por meio do ajuste da curva de
calibracdo de &cido gélico nas concentragbes: 12,5; 25,0; 37,5; 50,0; 62,5; 75 e 100
ug/mL. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico (GAE)/g

de amostra de acordo a 72 edicdo da Farmacopeia Portuguesa (2002).

5.9 Analise microbioldgica

As analises microbiolégicas neste trabalho foram adaptadas dos
procedimentos descritos por Regnier et al. (2017) e Laca et al. (2006). Para isso, 25 g
da barra triturada foi diluida em 100 mL de solucdo salina (0,9%), e seguidas de
diluicdes seriadas 1:10. As solucdes foram inoculadas em placas de petri, com o0 meio
de cultura especifico. A inoculacdo das amostras foi executada sob condi¢cbes
assépticas (FABER; YUYAMA, 2015; LAVERMICOCCA et al., 2005). Apds o periodo
de incubacdo a 37 °C por 24h para bactérias e 25 °C, até 7 dias, para bolores e
leveduras, foi realizada a contagem das colénias manualmente, sendo expressas em
unidades formadoras de colénias (UFC/Q).

Os meios de cultura utilizados foram Plate Count Agar (PCA) para contagem
total de microrganismos; e para bolores e leveduras foi utilizado o Agar Batata
Dextrose (PDA) contendo 1% de antibiotico. Os meios de cultura seletivos utilizados
foram o Agar MacConkey para Gram-negativa (Escherichia coli), 0 meio Mannitol-Egg
YolkPolymyxin Agar (MYP) para o Bacillus cereus, o meio Agar Salt Manitol para o
Staphylococcus aureus e Agar Bismuto Sulfito para presenca de Salmonella sp
(FERREIRA et al., 2015).

A referéncia para os niveis maximos de aceitacdo dos microrganismos por
grama do produto neste estudo, seguiu o padrdo estabelecido pelo Codex
Alimentarius (FAO, 1980).

5.10 Tempo de vida de prateleira

As barras alimenticias foram avaliadas apos; 24h, 7, 15, 30, 60, 90 e 180 dias,
expostas as temperaturas de 25 °C e 37 °C. A vida util das barras com Shiitake foi
acompanhada pela cinética de crescimento de microrganismos, bolores e leveduras

totais e algumas cepas especificas (TERAMURA et al., 2015).
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5.11 Estudo Clinico de Fase Il

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
na Universidade de Sorocaba com o Parecer n° 2.824.297 (Anexo E) e em
conformidades com a Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional da Saude (BRASIL,
2012).

5.11.1 Delineamento do estudo
O estudo foi um ensaio clinico prospectivo de fase Il, randomizado, duplo cego,

com inicio em setembro de 2018 e término em dezembro de 2018.

5.11.2 Participantes

Para o recrutamento, a pesquisa foi divulgada no site da Universidade de
Sorocaba, em midias sociais, e foram distribuidos folders (Apéndice C) pelo campus
Cidade Universitaria “Prof. Aldo Vannucchi”, contendo uma breve explicacao sobre a

pesquisa, critério de inclusédo e exclusao, e contato da pesquisadora.

5.11.3 Critérios de elegibilidade

Foram recrutados individuos com idade entre 20 e 65 anos, de ambos 0s sexos,
gue apresentassem pelo menos um dos seguintes marcadores bioquimicos no nivel
limitrofe (colesterol total de 180 a 239 mg/dL; LDL de 130 a 159 mg/dL; triglicerideos
de 150 a 200 mg/dL) diagnosticado por meio de exames bioquimicos com datas
recentes ao dia do recrutamento, que nao estivessem em tratamento medicamentoso,
(para evitar qualquer viés confundidor na pesquisa). Antes de se inscreverem no
estudo clinico, os individuos receberam orientacbes pormenorizadas dos

procedimentos aos quais seriam submetidos.

5.11.4 Critérios de incluséo

Responderam ao questionario de recrutamento 165 pessoas. Foram excluidos
da primeira triagem, individuos com doengcas como cancer, doencas cardiacas,
neurodegenerativas, diabéticos e outras que pudessem interferir no estudo. Os
individuos também nado puderam fazer uso, nesse periodo, de suplementos com

flavonoides, antioxidantes, drogas imunossupressoras e antibiéticos. Os individuos
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nao puderam fazer doacdo de sangue trinta dias antes e durante o estudo. As
mulheres gestantes, lactantes ou em reposicdo hormonal ndo puderam participar.

Assim, o estudo iniciou com 68 individuos. No primeiro encontro, apos
assinarem o TCLE (Apéndice D), os individuos foram submetidos a avaliacdo
nutricional e anamnese, que consistiu na medi¢&o do indice de Massa Corporal (IMC
- Kg/m?), pesagem, recrutamento dos dados pessoais dos individuos, como doencas
prévias, atividades fisicas etc; analise dos exames laboratoriais recentes; recordatério
de 24h de habitos alimentares e frequéncia alimentar, sob a responsabilidade da
Nutricionista Sara Rosicler Vieira Spim (CRN 42208). Todas as atividades com 0s
individuos foram realizadas na sala de Enfermagem na Cidade Universitaria “Prof.
Aldo Vannucchi” — Uniso, sob a responsabilidade da pesquisadora principal e com os
cuidados das enfermeiras Miriam Sanches do Nascimento Silveira e Paula Monticelli
Bertoni.

5.12 Ensaio Clinico

Os individuos foram alocados aleatoriamente com auxilio de tabela de niumeros
aleatérios (programa Excel) em 2 grupos: | — Barra alimenticia doce sem Shiitake (n =
32). Il — Barra alimenticia doce com Shiitake (n = 36). Para garantir a ingestao diaria
de Shiitake preconizada anteriormente (100 mg/Kg/dia), cada participante teve seu
peso aferido para determinar a quantidade de barras consumidas ao dia. A sequéncia
de alocacéao aleatéria e atribuicdo dos individuos a intervencéo, foi conduzida por um
pesquisador externo do grupo de pesquisa.

Os individuos foram instruidos quanto a alocacdo cega, a frequéncia na
ingestao das barras, e 0s horarios no consumo da mesma, ficou a critério de cada um.
Foram orientados a ndo alterar seu padréo alimentar, nivel de atividade fisica ou uso
de contraceptivos orais durante o estudo, para que se possa identificar somente os
efeitos do Shiitake adicionado a dieta de cada individuo do grupo exposto
(KERCKHOFFS et al., 2003). Além disso, um grupo (via Whatsapp) foi criado com o
objetivo de tornar a comunicacdo mais célere, permitindo aos participantes deste
grupo de estudo trocar informacdes, bem como, tirar dividas.

Todas as puncdes foram executadas no mesmo local e periodo. A coleta
aconteceu apos jejum de doze horas. Alguns cuidados da equipe de enfermagem, na
coleta de sangue dos individuos do estudo, segundo a SBPC (2010) foram:

1- Lavagem das maos e colocacao de luvas estéreis a cada individuo;
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2- Antissepsia do local da coleta com algoddo umedecido em alcool a 70%,
para realizar a puncgao;

3- Coleta de aproximadamente 10 mL de sangue;

4- Descarte de agulhas e seringas em caixas apropriadas, para serem
recolhidas por 6rgdos competentes;

5- Transferéncia do sangue para um tubo de ensaio sem anticoagulante e
outra parte com anticoagulante (EDTA).

6- Armazenado do sangue, pés-coleta, em caixas térmicas com gelo, até
encaminhamento do material ao Laboratério de Pesquisa Toxicolégica da
Universidade de Sorocaba (Lapetox), para posterior analises.

Cada individuo recebeu, conforme alocacdo feita por tabela de numeros
aleatorios duplo-cego, uma sacola sem identificacédo, contendo as barras alimenticias
embaladas individualmente a vacuo, para um periodo de 30 dias. A pessoa
responsavel pela entrega das sacolas nao tinha ligacdo com o estudo e os individuos
gue recebiam as sacolas também néo sabiam qual o tipo de barra estavam recebendo.

Apo6s um més, todos os individuos voltaram a Universidade de Sorocaba para
novas avaliagBes nutricionais, recebimento de mais barras alimenticias e coleta de
sangue. Ao final de sessenta dias, os individuos retornaram para a ultima coleta de

sangue e avaliacao nutricional final na participacédo do estudo clinico.

5.13 Andlises bioquimicas

Para as andlises bioquimicas de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-
colesterol, triglicerideos e glicose em jejum, foram utilizados kits comerciais seguindo
as especificacbes do fabricante, em equipamento automatizado (COBAS C111
Roche®), conforme metodologias abaixo.

Para o procedimento de ésteres de colesterol foram utilizados 10 pL de amostra
e 1,0 mL do reagente enzimético em temperatura de 37 °C por 10 min, que por meio
da enzima lipoproteina lipase se transformou em colesterol livre. A reacdo
subsequente envolveu a oxidacao de colesterol livre em colesterol-3-ona e H202, pela
enzima colesterol oxidase. E com a acdo da peroxidase no fenol com 4-
aminoantipirina formou uma coloracdo cereja, proporcional a concentracdo de
colesterol.

Para a determinacdo da Lipoproteina de alta densidade (HDL), o soro foi

tratado com acido fosfotungstato e cloreto de magnésio. Assim, a Lipoproteina de
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baixa densidade (LDL), apds a centrifugacdo por 2 min a 10.000 rpm, se separou,
precipitando da fracdo HDL, que permaneceu no sobrenadante. A cor foi proporcional
a concentracdo de colesterol na amostra. O LDL foi calculado subtraindo a
concentracéo do colesterol HDL do colesterol total (FRIEDEWALD et al., 1972).

Os triglicerideos do soro foram hidrolisados a glicerol e acido graxos livres, pela
lipoproteina lipase, na presenca de adenosina trifosfato (ATP) e glicerol quinase. O
glicerol foi fosforilado a glicerol-3-fosfato, que foi oxidado a acetona dihidrogénio
fosfato e H202 pela enzima glicerol fosfato oxidase. O H202, 4-aminoantipirina e p-
clorofenol sofreram 0 mesmo processo de reacéo reportado acima, pela peroxidase,
em banho-maria 37 °C por 10 min, até formacao de coloracdo vermelha.

Para o teste de glicemia, a glicose-6-fosfato desidrogenase oxidou a glicose-6-
fosfato na presenca de NADP em gluconato-6-fosfato. Nenhum outro hidrato de
carbono foi oxidado. A taxa de formacgdo de NADPH durante a reacao foi diretamente

proporcional a concentracao de glicose, sendo determinada fotometricamente.

5.14 Analises de estresse oxidativo

A determinacdo da glutationa reduzida (GSH) foi por quantificacdo dos tidis
totais reduzidos, baseado no método de Eliman (1959). Para isso, 150 uL do sangue,
foram submetidos ao vortice com 100 pL de Triton X-100 a 10% e 100 puL de TCA a
30%, em seguida foram centrifugadas por 10 min a 4000 rpm. Na cubeta foi pipetado
900 pL de TFK 1M, 50 uL do sobrenadante, e 50 uL de DTNB 10 mM, que reagiu
formando um complexo amarelo. A leitura foi feita a 412 nm em espectrofotdmetro.
Para o célculo da concentracdo foi utilizada uma curva de calibracdo com
concentragdes pré-definidas de GSH (0,005; 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 mM).

Para avaliar a atividade da enzima catalase, foi utilizado o método de Aebi
(1984), fundamentando-se na decomposicao do H202 pela catalase, monitorado a 240
nm. Para tanto, o sangue foi diluido 60 vezes em TFK 50 mM. Uma aliquota de 20 pL
foi misturada a 1910 pL de mesmo TFK, e 70 yL de H202 foram adicionados, dando
inicio a reacdo monitoradas por trés minutos. Uma constante de variacdo (k) por
minuto expressou a atividade da enzima.

A metodologia de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foi
utilizada como biomarcador da peroxidacéo lipidica, de acordo com estudo de Ohkawa
et al. (1979). Aliguotas de plasma (150 pL) foram misturadas a 50 pL de NaOH e 50
UL de agua ultrapura Milli-Q (Direct 8, Millipore®) e incubadas a 60 °C por trinta min,
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com agitacdo. Foram acrescentadas as amostras 250 pL de H;PO, 6%, 250 pL de
TBA 0,8% e 100 pL de SDS 10% e levado ao banho 80 °C por 1h. O MDA reagiu com
o0 TBA em meio acido formando um composto rosa, e lido em espectrofotbmetro a 532
nm. Para o calculo da concentracdo de TBARS em plasma foi utilizado uma curva de
calibracdo de malondialdeido, principal substancia reativa ao TBARS, com
concentracdes pré-definidas (0,28; 0,56; 1,7; 3,4; 6,6 uM).

5.15 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram expressos como média + desvio padrdo. Para
analise sensorial e intencdo de compra foi utilizado analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey (p <0,05) e os graficos foram produzidos no GraphPad
Prism® 6.

No estudo clinico, os individuos foram estratificados quanto a sexo, faixa etéria,
IMC, ingestdo de alcool, atividade fisica e fumantes. As diferencas entre os dois
grupos foram feitas pelos testes Qui-Quadrado e Exato de Fisher, e teste T-Student.

As descri¢Oes dos dados bioquimicos e de estresse oxidativo foram expressos
como média * desvio padrdo. Para investigar as diferencas bioquimicas entre os
grupos nos tempos TO, T30 e T60, Andlise de Variancia (ANOVA) com mensuracdes
repetidas foi aplicada. Todos os resultados de parametros bioquimicos e de estresse
oxidativo foram normalizados para escala logaritmica. Apds normalizacdo, a analise
estatistica foi feita considerando as diferencas entre os tempos intermediario e final

com o basal. Os dados foram analisados com o auxilio do software Stata® 14.2.
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ABSTRACT

Lentinula edodes (Shiitake) is the second most cultivated edible mushroom in the world. It has
low lipid contents, high protein and is source of vitamins and minerals. This study developed
and evaluated sweet and salted cereal bars containing Shiitake were developed with a focus on
biotechnology and the development of a new product on the market with functional allegation.
Sensory test and purchase intention were accomplished, centesimal composition, glucans, total
phenols, microbiological analysis for up to 180 days, at 25 °C and 37 °C. The sweet bar 1
showed better preference sensory analysis and buying intention. Shiitake used showed high
concentrations of calcium, iron, phosphorus, potassium, zinc, manganese, phenolic compounds
and glucans. The analyzed bar maintained the nutritional characteristics of Shiitake. That Bars
analyzed did not develop microorganisms to 180 days. The bars with Shiitake are an easy
marketing alternative due to their stability, good acceptance, as well as flexibility to add other

functional ingredients beneficial to health, such as Shiitake.

Keywords: Lentinula edodes. Food bars. Nutraceuticals. Nutritional composition.
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INTRODUCTION

There are thousands of species of mushrooms in the world; however, about 25 kinds are
cultivated with culinary characteristics and medicinal properties (Valverde, Pérez, Lopez, 2015,
Rahi, Malik, 2016). Among them is the Lentinula edodes (popularly known as Shiitake).
Shiitake is the second most cultivated edible mushroom in the world, accounting for 25% of
world production, and like any edible mushroom, Shiitake is a complete nutritional food
because it has low lipid content, high protein content, a source of vitamins, minerals and fibers
(Ulziijargal, Mau; 2011, Nile, Park, 2014).

According to Dietary Reference Intake (DRI, 2005), dietary fiber helps in the prevention
and supportive treatment of heart disease, with a recommendation of 20 to 38 g of daily fiber
intake. The impact of Shiitake fibers on rat health was assessed by Anwar, Suchodolski,
Muhammad, Ullah, Hussain, Shabbir, et al. (2019). Since intestinal microbiome can be
modulated by diet, that authors evaluated Wistar rats submitted to a control diet, a
hypercholesterolemic diet and a hypercholesterolemic diet with 5% Shiitake. Triglycerides,
total cholesterol and low-density lipoprotein (LDL) concentrations were lower and high density
lipoprotein (HDL) concentrations were higher after Shiitake supplementation. Intestinal
microbiome of Shiitake supplemented group presented greater species richness, characterized
by the abundance of Clostridium and Bacteroides spp.

Shiitake presents a variety of bioactive compounds with great therapeutic application,
such as polysaccharides, glycoproteins and phenolic compounds. According to Rincéo,
Yamamoto, Ricardo, Soares, Meirelles, Nozawa, et al. (2012), aqueous and methanolic extracts,
and polysaccharide isolated from Shiitake, were able to inhibit the replication of herpes virus
and polio type 1 in vitro. In the appropriate dose, the mushroom presents immunomodulatory
action (Dai, Stanilka, Rowe, Esteves, Nieves, Spaiser, et al. 2015), anticancer (Pinya, Ferriol,
Tejada, Sureda, 2019), antiviral (Rincdo, Yamamoto, Ricardo, Soares, Meirelles, Nozawa, et
al., 2012), hipoglicemic (Mircea, Bild, Zavastin, 2013; Spim, Oliveira, Leite, Gerenutti, Grotto,
2017) and other health promoting properties (Gargano, Griensven, Isikhuemhen, Lindequist,
Venturella, Zervakis, 2017).

B-glucans present in Shiitake can also act on lipid metabolism, reducing total
cholesterol levels (Rahman, Abdullah, Aminudin, 2018; Zhu, Nie, Liang, Wang, 2013; Sima,
Vannucci, Vetvicka, 2018; Giavasis, 2014; Spim, Oliveira, Leite, Gerenutti, Grotto, 2017). The
polysaccharides can be considered whole foods. They can be used as prebiotics, especially by

regulating the intestinal microbiota and the health of the individual.
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Based on their nutritional complexity, mushrooms can be used for the development of
functional foods. Food bars, for example, are an easily alternative for marketed due to their
stability (Hadi, Norouzy, Tehrani, Nematy, Hadi, 2018), easy to transport, low-cost of
production and good acceptance (Nadeem, Rehman, Anjum, Murtaza, Din, 2012), besides the
flexibility of other functional ingredients to be added to the bar. The use of Shiitake in
biotechnology and in the prevention or treatment of chronic diseases, especially
hypercholesterolemia that has grown in recent decades. Accordingly, the present study proposes
to develop cereal bars containing Shiitake, to characterize them and to evaluate them as to their
acceptance.

MATERIAL AND METHODS
Acquisition and processing of Shiitake

Shiitake mushrooms in natura were provided by Yuri Cogumelos Company located in
Sorocaba (S&o Paulo State, Brazil). The mushrooms were purchased from May to October 2018.
Mushrooms were dehydrated at 50 £ 2 °C and shredded in multiprocessor food (Philco®).
Afterwards, they were stored in a dry and airy place, protected from light, until the time of
making the cereal bars.

Development of cereal bars supplemented with Shiitake

Two formulations of sweet cereal bars (SwB) and two salted bar (SaB) formulations
were designed for comparative purposes in the acceptability test. The Shiitake concentration
used to a 25 g bars was 3.5 g. This concentration was based on a dose of 100 mg/Kg/day, which
demonstrated hypocholesterolemic and hypoglycemic effects in rats (Spim, Oliveira, Leite,
Gerenutti, Grotto, 2017) and showed no toxicity (Grotto, Gerenutti, Souza, Barbosa, 2015). The
dose of 100 mg/Kg/day corresponds to 7 g of Shiitake for a 70 Kg individual. Considering a
weight of 25 g per bars, we chose to put 3.5 g of Shiitake per bar, assuming that to obtain the
beneficial effects mentioned above, the individual would have to eat two bars.

The basic ingredients used in SwB bars were oats, quinoa, chia, prune, flaxseed, and
chestnut, peanut and sugars, similar to Conto, De Souza, Veeck, Ponce, Schmiele, (2015), but
in several different ratios. In the same way, the general ingredients used in making SaB were
oats, quinoa, rice flakes, flaxseed and sesame seeds, dried tomatoes, peanut butter, parmesan
cheese and condiments parsley, garlic, onion, oregano, thyme, bay leaf, pepper and salt, similar
to Bampi, Backes, Cansian, Matos, Ansolin, Poleto (2016), but it was tested different
proportions of them. The general process of producing the food bars is shown in Figure 1.
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Figl. Flowchart of the production process of cereal bars with Shiitake.
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For the adhesion of the ingredients, the binder elements were heated under stirring at
115 £ 3 °C until reaching Brix Grade 85-89. The remaining ingredients were added to the hot
syrup and homogenized according to the methodology of Botabara-Yap, Solano, Estrada (2018)
for SwB and according to Ferreira, Santos, Moro, Basto (2015) to the SaB. The mixture was
molded in a bar molds of 25 + 1 g. After cooling, cereal bars were packed in a polypropylene
plastic vacuum package similar to the market (Padmashree, Sharma, Srihari, Bawa, 2012).

Sensory Analysis and Purchase Intention

Two sweet cereal bar formulations and two Shiitake salty bar formulations were defined,
firstly because of the technological innovation, and it is also an alternative to please another
part of the population that prefers salted nutritious foods.

After defining the formulations of cereal bars supplemented with Shiitake, bars were

evaluated by 82 untrained tasters, of both genders, after the study be approved by the Ethics
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Committee of the University of Sorocaba (approval number 2.016.736). Each consumer
received two copies of the Free and Informed Consent Form (Garcia, Reis, Serpa, Viegas,
Ferreira, Almeida et al., 2013) and they participated with complete freedom to express
discomfort or dissatisfaction (WHO, 2016).

The sensory analysis was performed maintaining the anonymity of the participants and
the confidentiality of the results (Pagamunici, Souza, Gohara, Souza, Gomes, Matsushita,
2014). Samples from the four formulations were supplied individually, with water (Munhoz,
Guimarées, Nozaki, Argandofia, Hiane, Macedo, 2014). The test was carried out at the
Laboratory of Sensorial Evaluation of Experimental Food Cooking (University of Sorocaba).

The bars were analyzed for texture, aroma, taste and appearance by the affective
sensorial acceptance test. For a quantification of the results, a hedonistic scale of 9 points was
used, with the terms: I liked extremely 9", I liked it very much "8", I liked it moderately "7", |
liked it slightly 6", indifferent "5", slightly displeased "4", moderately disliked "3", I disliked
"2" and greatly disliked "1", where 6 to 9 were considered acceptance range. And hedonic 5-
point scale for purchase intent: would certainly buy "5", possibly buy "4", maybe buy "3",
possibly would not buy "2" and certainly would not buy "1" (Covino, Monteiro, Scapim,
Marque, Benossi, Monteiro, 2015).

Centesimal composition

The centesimal composition characterizes the macronutrients of foods. Thus, the
centesimal compositions, of the Shiitake mushroom in natura, crushed and homogenized and
the Shiitake bar selected in sensory analysis were quantified by the sum of percentages of
humidity, ashes, lipids, proteins and by 100% difference, the carbohydrate contents (Wu, Li,
Yang, Tong, Chen, 2015).

For the humidity test, 3 g of crushed samples were dried at 105 °C to constant weight.
To determine the ashes, 3 g were charred and incinerated in Mufla (Quimis Enila) at 550 °C.
For the lipids extraction, ethyl ether solvent and the Soxhlet extractor were used for 6 hours
(Araujo, Matos, Fernandes, Cartaxo, Gongalves, Fernandes, Fariasa, 2013).

Proteins were quantified using the micro Kjeldahl method Te-036/1 according, Wu, Li,
Yang, Tong, Chen (2015), with some changes, which consisted of three phases: digestion,
distillation and titration. The digestion was based on the oxidation of 70 mg of the sample at
380 °C with sulfuric acid, copper sulfate and potassium. In the distiller the protein nitrogen was
reduced in ammonium sulfate. Upon contact with boric acid, the ammonium sulfate formed

ammonium borate, titrated with hydrochloric acid. The centesimal composition of the
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mushroom was determined by adding the percentages of moisture, ashes, lipids, proteins and
subtracting of 100%, the difference was the percentage of carbohydrates (Pinela, Barros,
Carvalho, Ferreira, 2012).

The fibers were quantified using the Mccleary, Devries, Rader, Cohen, Prosky,
Mugford, Champ, Okuma (2010). The dry and non-lipid sample was digested with glacial
acetic acid, nitric acid, trichloroacetic acid and diatomaceous sand on heating. The sample was
filtered, washed with boiling water, with alcohol and ether. Subsequently, the sample was dried
and weighed, incinerated at 550 °C, until ashes remained. The difference between the initial
weight of the sample and the ash weight represents the total fibers.

Concentration of chemical elements

The analyzes of the chemical elements of the Shiitake were carried out in the Laboratory
of Applied Nuclear Physics of Uniso (LAFINAU), using the technique by Energy Dispersive
X-ray Fluorescence (ED-XRF). ED-XRF is a nuclear analytical technique used for analysis of
solid samples to determine the concentration of several elements, so that it is not necessary to

use a previous chemical treatment (Nascimento Filho, 1999).

Determination of Glucans

Determination of total glucans was carried out using a commercial Yeast & Mushroom
- Megazyme® kit. For this purpose, 100 mg of sample and 1.5 mL of 37% HCI were incubated
for 45 min at 30 °C. The volume was then adjusted to 10 mL with deionized water and incubated
for an additional 2 hours. After, 10 mL of 2M KOH were added and the contents completed to
100 mL with 200 mM TAS pH 5.0 and centrifuged at 1500 rpm for 10 min. The supernatant
(0.1 mL) was mixed to 0.1 mL of the exo-B-1,3-glucanase and B-glycosidase solution and
incubated at 40 ° C for 60 min. After, 1.5 mL of glucose oxidase / peroxidase were added and
incubated for an additional 20 min at 40 °C. The absorbance was read at 510 nm.

For a-glucans, 2 mL of 2M KOH was added to 100 mg of the sample. After 20 min of
stirring, 0.2 mL of amyloglucosidase and invertase were added, incubated at 40 °C for 30 min.
The tubes were centrifuged at 1500 rpm for 10 min. To a volume of 0.1 mL of the supernatant
was added 0.1 mL of TAS and 3.0 mL of enzyme reagent and incubated for 20 min at 40 °C.
The absorbance was measured at 510 nm in a spectrophotometer (Lambda 35, PerkinElmer,
Waltham, MA, USA). For quantification of B-glucan, a-glucan was subtracted from total

glucan. All analyzes were performed in triplicate.
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Determination of Total Phenolic

Phenolic compounds were determined weighing 2 g of the dry sample in triplicate,
transferred to volumetric flasks with methanol 80%. The flasks were shaken every ten minutes
for one hour, after being filtered and centrifuged at 3000 rpm for 30 min to obtain the
supernatant. The supernatant (2 mL) was transferred to a 25 mL flask, where 1 mL Folin-
Ciocalteu reagent was also added, and the volume was quenched with 20% sodium carbonate.
The reading was made in a spectrophotometer at 760 nm. A calibration curve of gallic acid was
made at concentrations 12.5; 25.0; 37.5; 50.0; 62.5; 75 and 100 pg/mL. The results were
expressed as mg gallic acid equivalent (EAG)/g sample (Gaitan-Hernandez, Zavaleta, Aquino-
Bolafios, 2017; Lapornik, Prosek, Wondra, 2005).

Shelf Life

The shelf life of Shiitake bar was accompanied by growth kinetics of bacteria, molds
and yeasts at times 1, 7, 15, 30, 60, 90 and 180 days, under two different temperatures 25 °C
and 37 °C. The results were collected by microbial evaluation, meeting the specifications of the
Codex Alimentarius (FAO, 1980) and Brazilian Food Microbiological Standards (Brasil, 2001).

Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard deviation. Data were submitted to analysis of
variance (ANOVA) followed by the Tukey, statistical significance set at p < 0.05. The graphs
were produced in GraphPad Prism® 6.

RESULTS AND DISCUSSION
Development of cereal bars

About ten sweet and salty cereal bars supplemented with shiitake were tested until the
four most suitable formulations (two sweet and two salted) were produced. Pilot tests were
performed with different concentrations of binder ingredients, starting from 40% to a
concentration of 52% sugars. Thus, a concentration of 42% of binder solution was defined,
which presented satisfactory consistency, appearance, flavor and aroma in the two sweet bars

recipes. The ingredients used in the SwB are presented in Table 1.
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Table 1 - Ingredients used in 25 g Sweet cereal Bars (SwB).

SwB 1 SwB 2
Ingredients

% g % g
Dry Shiitake 14 3.50 14 3.50
Flakes oat 12 3.0 12 3.0
Brown sugar 8.3 2.10 8.3 2.10
White sugar 30 7.50 30 7.50
Dry plum 9 2.25 9 2.25
Brazil nut 7 1.75 7 1.75
Flaxseed 3.2 0.80 3.2 0.80
Glucose 1.6 0.4 1.6 0.4
Soy lecithin 0.4 0.10 0.4 0.10
Quinoa grains 3.5 0.86 3.5 0.86
Crystallized ginger - - 8 2.0
Peanut 8 2.0 - -
Chia seed 2 0.5 2 0.5
Food glycerin 0.5 0.12 0.5 0.12
Coconut oil 0.5 0.12 0.5 0.12
Total 100 25 100 25

For the salted bars a concentration of 2.6% in wheat flour, soy lecithin, condiments and
xanthan gum was defined for the binder solution. The ingredients used to make SaB are

presented in Table 2.

Table 2 - Ingredients used in 25 g Salted cereal Bars (SaB).

SaB 1 SaB 2
Ingredients

% g % g
Dry Shiitake 14 3.5 14 3.5
Flakes oat 12 3 12 3
Brazil nut 12 3 12 3
Quinoa grains 10 25 10 25
Sesame seed 10 2.5 10 2.5
Flaxseed 9 2.25 8 2
Dried tomato 8 2 8 2
Peanut 14 35 0 0
Peanut butter 3 0.75 3 0.75
Parmesan cheese 0 0 15 3.75
White flour 3 0.75 3 0.75
Whole wheat 3 0.75 3 0.75
Xanthan gum 1 0.25 1 0.25
Soy lecithin 0.6 0.15 0.6 0.15
Spice 0.4 0.1 0.4 0.1

Total 100 25 100 25
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Comparing to another study, Marques, Corréa, Alves, Simédo, Pinheiro, Ramos (2015)
designed food bars aiming the reuse of seeds and bagasse from acerola juice production.
Different combinations of the by-product were developed with oats, resulting in two
formulations with high nutritional value, good iron concentration, low energetic value and high
fiber content. Six formulations of food bars containing date, whey protein (3, 6 e 9%) and
isolated vetch protein (2, 4 and 6%) were also developed with the objective of reutilization
(Nadeem, Rehman, Anjum, Murtaza, Din et al., 2012). After testing the fourteen combinations,
they defined that protein concentration, texture and flavor were improved by the incorporation
of 6.5% whey protein concentrate and 4.4% vetch protein isolates in the date bar, without

affecting the sensorial characteristic.

Sensory analysis and purchase

One of the main tests performed in this study was the sensorial analysis, which evaluates
the tastes and preferences of the consumers, as well as the acceptance of a new products in the
market. Through sensory analysis, it was possible to evaluate the cereal bars formulations for
texture, flavor, aroma and appearance. The results of the sensorial analysis are presented in
Figure 2.

Fig2. Sensory analysis of sweet bars 1 and sweet 2, and bars salt 1 and salt 2 in texture, flavor, aroma
and appearance. Average in hedonic scale of 9 points. +

Sweet Bars 1

Sweet Bars 2

—
—
B Salted Bars 1

9- ik Salted Bars 2
*# T

84 *# x#t

Acceptance rate (mean) £ SD
(3]

1 L] L] L] ]
Texture Flavour Aroma Appearance

SD: Standard Deviation
*Statistically different from Salted Bars 1 and 2; *Statistically different from Salted Bars 1 and
2; &Statistically different from Sweet Bars 2, Salted Bars 1 and 2;
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SwB 1 was statistically different of SaB 1 in texture (25.0%), flavor (78.3%) and aroma
(40.3%), and different of SaB 2 in texture (22.4%), flavor (52.5%) and aroma (26.3%). SwB 2
presented statistical difference in texture, flavor and in aroma compared to SaB 1 and SaB2
formulations. In appearance all bars did not present statistical difference. In general, SwB had
a greater acceptance in relation to SaB. Both SwB 1 and 2 were approved by consumers.
However, SwWB 1 presented a better result in texture (difference of 7.87%), in flavor (15.7%),
in aroma (3.7%) and in appearance (9.9%) compared to SwB 2.

The salted bar, although not approved by most volunteers, is a good alternative to be
explored in the market, it is not the habit of the population. Is a differentiated product and can
serve a larger number of individuals.

The buying intention research is presented in Figure 3. SwB 1 and 2 presented
preference of the volunteers who participated in the sensorial analysis. SwB 1 presented 70%
of the preference with "possibly would buy" and "certainly would buy", while SwB 2 presented
56% of the preference. On the other hand, both SaB 1 and 2 did not have good acceptability,

and the intent-to-buy scales were "certainly not to buy™ and "possibly would not buy".

Fig3. Intention to purchase sweet bars 1 and 2, and salted bars 1 and 2, containing Shiitake. Average
hedonic scale of 5 points.
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Therefore, to the other analyzes (centesimal composition, microbiological, glucans),
only the SwB 1 supplemented with Shiitake was used.
In a comparative study, cereal bars containing fruits from Amazonia (acai, cupuacu,

muruci and taperebd) with tapioca flour and chestnut from Para were evaluated. The acceptance
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rate of the bars with acai was greater than 70% for the attributes appearance, color, texture and
overall evaluation, but was lower for flavor. Bars with cupuagu and muruci obtained
significantly high scores on attributes of sensory acceptance, indicating potentially good for the
market (Prazeres, Domingues, Campos, Carvalho, 2017).

In another study, cookies containing Shiitake were produced and analyzed sensorially
(Toan; Thu, 2018). Wheat flour was replaced with Shiitake mushroom flour, at concentrations
of 5, 10 and 15%. The authors achieved a significant increase in the concentration of fibers and
proteins in the cookie with shiitake flour compared to biscuit made only with wheat flour. The
9-point hedonic scale was also used to assess consumer acceptance, and the cookie with 5%

Shiitake was the one that most pleased the study participants.

Composition Centesimal, glucans and total phenolic compounds
The results of the centesimal composition are shown in Table 3.

Table 3 - Centesimal composition of Shiitake in natura and SwB 1.

Shiitake SwB 1
Humidity (%) 90.3+0.3 145+0.2
Ashes (%) 0.6 £0.01 15+01
Lipids (%) 04+0.2 14.1+£4.0
Proteins (%0) 23102 11.3+0.2
Carbohydrates (%) 58+0.4 62.0+4.1
Fibers (%) 10.0+£20 55+15
a — glucans (%) 0.3 +£0.002 16.5 £ 0.009
B — glucans (%) 26.5 + 0.005 15.9+0.011
Total Phenolic Compounds * 176.6 + 28.8 825+4.8

*Data expressed as gallic acid equivalent (mg GAE/g) dry sample.

SwB 1 supplemented with Shiitake had 14.5% humidity, concentration within the limit
established by the national commission on food standards (BRASIL, 1978), which concerns
products containing cereals. SwB 1 also had a concentration of 14.1% in lipids, possibly due to
the presence of Brazilian nut and peanut. Pagamunici, Souza, Gohara, Souza, Gomes,
Matsushita (2014) developed gluten- free cereal bars of amaranth and flaxseed, and they found
9.1% of humidity, 7.1% of proteins and 7.9% of lipids, differences presented according to the
used ingredients.

Carbohydrate concentration in SwB 1 was 62% due to its composition in sugars, 5.5%

fibers and 32,4% glucans, being the macronutrient of greater concentration in the product. In
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the study of Silva, Marques, Simao, Corréa, Pinheiro, Silva, (2014), cereal bars were developed
with 12.5% of pumpkin seed meal with oats. The bars presented 11.5% humidity, 63.3%
carbohydrates, 12% protein, 5.5% lipids and 6.2% insoluble fibers, differing from this study
only in the lipid concentration. With high concentrations in Shiitake bars, fibers and glucans
can be effective, because they have a mechanism of action that promotes a physiological
rebalance in cholesterol levels (Sima, Vannucci, Vetvicka, 2018).

Protein concentration in SwB 1 was 11.29% due to the protein concentration present in
Shiitake. khaskheli AA, khaskheli SG, Liu, Sheikh, Wang, Homaida, (2018) had already found
12.1% of proteins in Shiitake; these differences can be influenced by the substrate where the
mushroom is cultivated, climate, temperature and other care in mushrooms cultivation
(Siwulski, Rzymski, Budka, Kala¢, Budzynska, Dawidowiczlet al., 2019; Hernandez, Zavaleta,
Bolafios, 2017). Bach, Helm, Lima, Bellettini, Haminiuk (2018) evaluated the composition of
Shiitake mushrooms cultivated in oak log and axenic substrate (eucalyptus sawdust, wheat bran,
corn germ and limestone) and found 14.5% of protein in Shiitake produced in oak and 18% in
Shiitake produced in the substrate axenic.

In relation to glucans, the percentage of a-glucan in Shiitake in natura was lower than
in SwB 1 supplemented with Shiitake. It is possible that the percentage was higher in the bar
due to the presence of oats (Grundy, Quint, Rieder, Ballance, Dreiss, Butterworth, Ellis, 2017).
Concerning f-glucan, SwB 1 did not maintain the same concentrations of B-glucan as Shiitake
in natura, but 16,0% is considered a high concentration. In relation to Shiitake, the
concentration found was similar to that found in a previous study of our research group (34.5%)
(Spim, Oliveira, Leite, Gerenutti, Grotto, 2017) and of Kolundzi¢, Radovi¢, Tacié, Nikoli¢,
Kundakovi¢ (2018) study (34,0%). Bak, Park, Park, Ka, (2014) evaluated the stems and mycelia
of ten Shiitake mushroom cultivars for B-glucan and found a variation of 20.0 £ 1.7%to 44.2 +
0.13% in the mycelia and 29.7 + 1.4% a 56.5 + 4.7% in stems.

In addition to glucans, phenolic compounds were also highlighted in mushroom in
natura. Secondary plant metabolites such as phenolic acids, simple phenols, flavonoids,
coumarins, tannins, lignins, tocopherols, are synthesized during their development and in
response to stress conditions such as UV radiation, infection, injury. Many of these substances
have beneficial effects, such as the antioxidant effect (Giada, 2013).

Comparatively, total phenols were evaluated in seventeen species of Mexican
mushrooms, mostly edible. The authors found a variation of 30.3 to 307.0 GAE/100 g in
phenols in the mushroom samples on dry basis (Yahia, Orozco, Pérez, 2017). Also in Mexico,

two commercial lines of Shiitakes (IE-245 and IE-256) were cultivated in two types of
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lignocellulosic residues as substrates: oak wood chips (control), sorghum stubble and sugarcane
bagasse. The highest concentrations of phenolic compounds were found in the control strain
IE-256 (6.5 mg GAE/g) and sorghum substrates (5.9 mg GAE/q) (5,9 mg GAE/g) (Hernandez,
Zavaleta, Bolafios, 2017). Another study found 10.7 mg GAE/g phenolics in Shiitake
mushroom extract (Chowdhury, Kubra, Ahmed, 2015).

Concentration of chemical elements

The concentrations of the chemical elements are presented in Figure 4. Potassium (K)
and phosphorus (P) were the highest concentrations found (24.5 and 7.9 mg/g, respectively). K
and P are considered macroelements. The other elements were found in the order of pg/g, that

is, microelements.
Figd. Analyzes of chemical elements of Shiitake by Energy Dispersive X-ray Fluorescence (n=3).
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Kolundzi¢, Radovi¢, Taci¢, Nikoli¢, Kundakovi¢ (2018) analyzed a macro and
microelements composition of three mushroom species, including Shiitake. The most abundant
elements were calcium (Ca), K and P, followed by site (Li), selenium (Se) and zinc (Zn). On
the other hand, some toxic elements lead (Pb), arsenic (As) and cadmium (Cd) were detected
by them at higher levels than allowed. In this study cadmium was 0.1 mg/Kg, when allowed by
Anvisa (BRASIL, 2013) up to 0.2 mg/Kg.

These differences in concentrations occur due to the variation in the chemical
composition of substrates, and it may interfere both in the nutritional yield and in the levels of
toxic elements in mushrooms. The findings of Siwulski, Rzymski, Budka, Kala¢, Budzynska,

Dawidowicz et al. (2019) corroborated these results, highlighting the need for careing with the
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substrates used in the mushrooms cultivation with the purpose of protecting and guaranteeing
the safety of consumers.

In Shiitake from China, K and P concentrations were similar to this study (27.3 and 8.9
mg/g respectively), while Ca (174.0 mg/Kg), iron (Fe) (36.3 mg/Kg), Zn (72.2 mg/Kg) and
manganese (Mn) (1209.5 mg/Kg) presented values significantly lower (Li, Wang, Liu, Tian,
Wei, Xu, 2018).

Shelf life by microbiological control

Our study showed an initial count of microorganisms (bacteria, molds and yeasts) at 9
x 10 CFU/g, for both temperatures 25 °C and 37 °C. After 180 days, the total count of
microorganisms, at 37 °C, was 7 x 10 CFU/g. All the results were lower than the maximum
limit allowed by National Health Surveillance Agency (ANVISA), evidencing the quality of
raw materials, sanitary control in the preparation of bars, and different temperatures. Microbial
food safety is an essential component of food quality, it is the combination of positive
characteristics in the degree of acceptability of the product to the consumer (Nerin, Aznar,
Carrizo, 2016).

The bars can be stored at room temperature or high temperature. Measurement of
ingredients, humidity, type of packaging, environmental conditions, among other
characteristics, determining the fastest or slowest deterioration of a food, extending the validity
of food bar samples on average by up to 9 months (Yadav, Bhatnagar, 2015; Padmashree,
Sharma, Srihari, Bawa, 2018).

When the samples were exposed in a selective culture media analysis, few units (minor
than 10?2 CFU/g) of S. aureus and B. cereus were found. There was no growth for E. coli and
Salmonella sp. Our results were within the limits described on European Union Commission
Recommendation (CE N° 1441/2007) and ANVISA,; and the cereal bars can be safely consumed
(Table 4).
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Table 4 — Analysis of the shelf life of the sweet food bar with Shiitake in a selective culture media

Counting of microorganisms in Sweet bar 1 supplemented with Shiitake

E. coli S. aureus B. cereus Salmonella sp
samples (CFUL) (CFU) (CFUL) (CFU)
24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 37°C 24°C 37°C
7 days 0 0 2x10 2x10 0 0 0 0
180 days 0 0 2x10 0 1x10 1x10 0 0
ANVISA 5x10/g 10%/g 5x10%g 0
EUR <102 <10* <10° 0

ANVISA: Brazilian Health Regulatory Agency; EUR: European Union Recommendation.
CFU: Colony Forming Unit.

In a comparative study, breakfast cereals with flakes of barley, oats, rye and wheat were
evaluated for bacterial count, packed in three different materials. Total bacterial count and shelf
life were evaluated for up to six months. The initial count was 5.5 x 10 CFU/g for all samples.
A slight decline in bacterial counts was observed after 1 month of storage and indicated stable
storage quality at the time studied (Kince, Galoburda, Klava, Tomsone, Senhofa, Straumite,
Kerch, Kronberga, Sturite, 2017).

Comparatively, according to Lobato, Pereira, Lazaretti, Barbosa, Carreira, Mandarino,
Grossmann, (2011) a cereal bar rich in isoflavones and soy protein was also developed to
control dyslipidemia. The shelf life of the product was tested for 6 months, and there were no
significant changes in the microbiological parameters in coliforms, S. aureus, B. cereus and
Salmonella sp., presenting less than 10 colonies of microorganisms in each sample. Cookies
and food bars were produced with solid fruit and vegetable residues, and microbiological
stability was tested, as well as shelf life for 0, 30 and 90 days. The authors observed the samples
met the standard established by Brazilian rules, except for the two bars of salted cereals that,
after 30 days, showed growth of molds and yeasts. The presence of molds and yeasts is
attributed to the high humidity content found in the samples Ferreira, Santos, Moro, Basto,
2015).

According to Nerin, Aznar, Carrizo (2016), food contamination may occur in various
points in the production process. Some contaminants may already be present in the raw
materials, but others may be incorporated into the raw materials during transportation, storage,
preheating, disinfection, cleaning and sterilization. Contamination may also occur in cleaning
the working environment, in the packaging used and in the handling. These facts highlight the
importance of conducting chemical and microbiological analyzes during food processing,

ensuring safety for consumers.
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To develop or manipulate any food, a constant improvement of sanitary control action
is necessary, aiming the population's health protection and regulation of microbiological
standards for food. Therefore, microbiological criteria and standards for food should be obeyed,
applying whenever possible the Hazard Analysis System and Critical Control Points (HACCP)
and the microbiological quality of food products (BRASIL, 2001). Some microorganisms are
highly adherent to the grain and cannot be removed by simply washing in liquid medium,
however they can be reduced by removing the surface of the grain using an abrasive grinder.
This microbial load reduction is even more important in the case of fungi, as they can potentially
produce mycotoxins (Laca, Mousia, Diaz, Webb, Pandiellaa, 2006).

Conclusion

Sweet and salty cereal bars containing Shiitake were developed with a focus on
biotechnology and the development of a new product on the market with functional allegation.
The result was satisfactory, and two sweet bars pleased the volunteers, with approval in the
sensory analysis and purchase intention. Sweet bar 1 (SwB 1) formulation obtained the highest
score in the preference of volunteers. Shiitake used in SwB 1 showed high concentrations in
calcium, iron, phosphorus, potassium, zinc, manganese, phenolic compounds and glucans. The
bars maintained these characteristics, mainly in the concentrations of proteins, fibers, glucans
and phenols. SwB 1 showed to be safe for up to 180 days of shelf life at a temperature of 25 °C
and 37 °C. Cereal bars are considered good alternative on snack, easy to market due to their
stability, well accepted by the consumer, and the flexibility to be added other health-beneficial

ingredients such as Shiitake.
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ABSTRACT

Purpose

Lentinula edodes (Shiitake) is a mushroom with low lipid content, rich in protein, fiber, minerals, vitamins,
antioxidant compounds and B-glucans. Change in people’s routine has stimulated the development of value-added
products. So, we assessed the effects of Shiitake bars on cholesterolemia and oxidative stress levels in borderline
high cholesterol individuals, through a randomized, double-blind and placebo-controlled study.

Methods

Individuals with borderline high cholesterol, LDL or triglycerides were recruited through online questionnaire.
Individuals (n = 68) were randomly allocated in two groups: Group | — Placebo (n = 32); Group Il — Intervention
(n = 36). Blood samples were collected at 0, 30 and 60 days, and all individuals received an unidentified opaque
envelope containing the bars. Biochemical analyzes (triglycerides, total cholesterol, LDL, HDL, glucose) and
oxidative stress biomarkers (GSH, catalase and TBARS) were performed in blood, by blinding researchers.
Results

In the placebo group 25 individuals completed the study and in Intervention group were 22 individuals.
Triglycerides in Intervention group showed 10% reduction after 60 days consuming Shiitake bars (p=0.0352). In
oxidative stress biomarkers, Shiitake increased the main endogenous antioxidant (GSH) and reduced the lipid
peroxidation. Exposure to Shiitake triggered dermatitis in 10% of individuals sensitive to Lentinan.

Conclusion

Shiitake bars are nutritious food and a functional health food alternative. This food that can be considered adjuvant

in the prevention of dyslipidemias and improves the redox status.

Keywords: Lentinula edodes. Nutraceuticals. Clinical study. Cholesterol.
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INTRODUCTION

The use of mushroom as a source of nutrients or therapeutic action is ancient. The cultivation of edible
mushrooms is growing and becoming a promising activity because it is a food with high protein concentration,
rich in essential amino acids, low lipid content, high fiber, excellent amount of minerals and vitamins [1]. In the
medicinal area, evidences show the positive role of mushrooms, particularly its bioactive compounds B-glucan,
chitosan and phenols. These compounds have cholesterol lowering action, and potential to reduce some outcomes
of atherosclerosis development [2], such as oxidative stress, inflammation, hyperlipidemia, platelet aggregation
and thrombus formation. The antioxidant action, anti-inflammatory and cholesterol reducer are beneficial effects
that can be achieved from the mushrooms or their isolated bioactive compounds consumption [3].

Among the various types of mushrooms stand out Lentinula edodes (popularly known as Shiitake), the
second edible mushroom in the world. Shiitake contains B-glucan, an important polysaccharide with hypolipidemic
effect [4].

Although widely studied in vitro and in vivo, the mushrooms are still few explored in human intervention
studies. Among the few studies found, a clinical trial administered Shiitake to 52 individuals for four weeks.
Authors noticed a 60% increase in T lymphocyte proliferation and twice in natural killer-T cells, besides an
increase in IgA, contributing to intestinal immunity [5]. In addition to the few human studies, the criteria for
classifying mushrooms as supplements or medicines are not yet defined.

Changes on people’s routine have stimulated the development of value-added products, beneficial to
health, not only for practicality but for the purpose of nutrition [6]. Adding flaxseed to cereal bars, for example, is
possible to increase the dietary fiber, minerals and omega 3 concentrations in the product. Therefore, the bars can
be an alternative to increase the functional food intake, helping to reduce the occurrence of various non
communicable diseases [7].

In previous study published by our group [8], the dose of 100 mg/Kg/day of Shiitake was administered in
vivo and it was able to reduce total cholesterol and triglyceride levels and increase High Density Lipoproteins
(HDL) level in rats receiving hyperlipidic diet. Therefore, this study is a pioneering research, and it analyzed the
effects of Shiitake ingestion by supplemented bars on borderline cholesterol and oxidative stress in humans

through a phase I, double-blind randomized trial.

METHODS
Trial design

A prospective Phase 11, simple randomized, double blind and placebo-controlled trial was conducted from
September to December 2018. The study accomplished at University of Sorocaba (UNISO), Sdo Paulo State,
Brazil. The study was approved by Human Research Ethics Committee from University of Sorocaba (protocol
number 2.824.297), in accordance with Resolution 466/2012 of the National Health Council [9] and Research
Ethics Review Committee (ERC) [10].

Eligibility Criteria
The disclosure of the clinical study began in May with the formation of a team of collaborators. The
research was disseminated in the university through folders distributed across all campuses with approximately

6,500 students and 450 professors. The recruitment was also posted on the UNISO website. Printed material was
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prepared for distribution so that students or family members could participate. The material containing
explanations about the inclusion and exclusion criteria was disclosed in social networks and spotlighted borderline
dyslipidemic individuals living in Sorocaba and the frontier region.

Interested individuals answered an online questionnaire with multiple choice questions related to the
inclusion and exclusion criteria, which defined the candidate's eligibility. A total of 165 individuals completed the
Google online survey.

Inclusion Criteria

Individuals aged from 20 to 65 years old, of both gender, who had at least one of the following
biochemical markers at the borderline high level (total cholesterol 180 to 239 mg/dL; Low Density Lipoprotein
(LDL) 130 to 159 mg/dL; triglycerides (TG) of 150 to 200 mg/dL), were recruited. Biochemical exams with dates
recent to the day of recruitment were evaluated. Moreover, individuals must be tolerant to bars ingredients and to
Shiitake and they must be availability to attend the date and time of blood collection.

Exclusion Criteria

Some of the individuals had diseases such as cancer, heart disease, neurodegenerative disease, diabetes,
among others. These diseases could be confounders of the study and some recruited people had to be excluded.
Pregnant, lactating or hormone replacement women could not participate either.

Individuals were instructed to maintain their eating habits and patterns, physical activity level or oral

contraceptive use during the study [11]. Thus, only the Shiitake effects added to the diet would be assessed.

Study Interventions.

The ingredients of the bars are presented in Table 1. Shiitake bar formulation was approved in the sensory
analysis in a previous study from our working group. Shiitake concentration of 100 mg/Kg/day showed to be safe
in a study conducted with different Shiitake concentrations intake (100, 400 and 800 mg/Kg/day) [12].

Table 1 — Ingredients used in the formulation sweet cereal bars in 25g.

. Shiitake Bar Placebo Bar
Ingredients

% g % g

Dry Shiitake 14.0 3.50 - -
Flakes oat 12.0 3.00 23.2 5.80
Brown sugar 8.3 2.10 13.6 3.40
White sugar 30.0 7.50 20.0 5.00
Dry plum 9.0 2.25 10.8 2.70
Brazil nut 7.0 1.75 8.0 2.00
Flaxseed 3.2 0.80 3.4 0.86
Glucose 1.6 0.40 1.6 0.40
Soy lecithin 0.4 0.10 0.4 0.10
Quinoa grains 35 0.87 4.8 1.20
Peanut 8.0 2.00 10.0 2.50
Chia seed 2.0 0.50 3.2 0.80
Food glycerin 0.5 0.12 0.5 0.12
Coconut oil 0.5 0.12 0.5 0.12

Total 100 25.00 100 25.00
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Outcomes
The primary outcomes of the study were total cholesterol, TG, LDL or HDL levels. The secondary
outcomes included blood glucose, Body Mass Index (BMI) and the oxidative stress biomarkers reduced

glutathione (GSH), catalase enzyme and Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).

Sample size
A total of 165 individuals completed the online questionnaire between May and September 2018. They
were eligible to participate in this study and they had some borderline dyslipidemia. From this number, individuals

who did not meet the inclusion criteria were excluded.

Randomization

The individuals (68) were randomly allocated (using a table of random numbers) into 2 groups: | —
Placebo group (n = 32) and Il — Intervention group (n = 36). Each participant had your body mass weighted to
determine the number of bars consumed per day.

After nutritional assessment and blood collection, the individuals received an unidentified opaque and
sealed, containing bars individually vacuum packed. The bars lasted for 30 days. The intervention and placebo
bars were similar in texture, flavor, aroma and appearance.

After one month (T30), all individuals returned to the UNISO for new nutritional assessments. They
received more bars and had their blood collected with the same double-blind care. At the end of sixty days (T60),

subjects returned for the last blood collection and final nutritional assessment.

Blinding

The randomization was carried out by a person unrelated to the research, using a table of random numbers.
The participants were renamed by the blinded collaborator to the sequentially numbered from 1 to 68. The numbers
were placed in sealed and opaque envelopes.

After the groups were defined, the distribution of the intervention and placebo bars were done by two
blinded researchers, through sealed and opaque envelopes. The patients were also blinded since they received
unidentified opaque bag containing the bars. The bars with or without Shiitake had the same size, appearance,
aroma and taste.

The nurse responsible for blood collection was a person unrelated to the research, also blinded. The data
collector did not have access to the identification of participants. The number system from 1 to 68 was maintained

until the end of the study.

Biochemical Analysis

Total cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol, TG and glucose were analyzed by commercial Kits,
in the automated equipment COBAS C111 (Roche®) according to the manufacturer's specifications.

For cholesterol, 10 pL of sample and 1.0 mL of enzyme reagent were mixed at 37 °C for 10 min for total
transformation into free cholesterol, by lipoprotein lipase. The reaction involved the oxidation of free cholesterol
to cholesterol-3-one and hydrogen peroxide (H.O.) by the cholesterol oxidase. And with the action of peroxidase

a cherry chromogen was formed. The color was proportional to the concentration of cholesterol.
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For the determination of HDL, the serum was treated with phosphotungstate acid and magnesium
chloride. So, the LDL was precipitated out from the fraction after centrifugation for 2 min at 10.000 rpm. HDL,
which remained in the supernatant, was performed according to the cholesterol methodology. LDL was calculated
by subtracting HDL cholesterol from total cholesterol [13].

Serum triglycerides were hydrolyzed to glycerol and free fatty acid by lipoprotein lipase. In the presence
of adenosine triphosphate (ATP) and glycerol kinase, glycerol-3-phosphate was phosphorylated and oxidized to
acetone dihydrogen phosphate and H.O, by the glycerol phosphate oxidase. H.O,, 4-aminoantipyrine and p-
chlorophenol underwent the same reaction process reported above by peroxidase in a 37 °C water bath for 10
minutes until formation of red color.

For the blood glucose test, glucose-6-phosphate dehydrogenase oxidized glucose-6-phosphate in the
presence of Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP) in gluconate-6-phosphate. No other
carbohydrates have been oxidized. The rate of NADPH formation during the reaction was directly proportional to

the glucose concentration, being determined photometrically.

Oxidative Stress Analysis

The determination of GSH was made by quantification of reduced total thiols based on the Ellman method
[14]. For this, 150 L of the blood was vortexed with 100 uL 10% Triton X-100 and 100 puL 30% Trichloroacetic
acid (TCA). Then, the sample was centrifuged for 10 min at 4000 rpm. In the cuvette 900 pL of 1M of potassium
phosphate buffer (PPB), 50 pL of supernatant, and 50 pL of 10 mM 5,5’-dithio-bis (2-nitrobenzoic acid (DTNB)
were pipetted, which reacted to form a yellow complex. The reading was taken at 412 nm in a spectrophotometer.

To evaluate the activity of the catalase enzyme, the method of Aebi [15] was used, based on the
decomposition of H,O, by catalase, monitored at 240 nm. For this, the blood was diluted 60 times in 50 mM PPB.
An aliquot of 20 uL was mixed to 1910 pL of the same PPB, and 70 uL of H.O, was added, initiating the monitored
reaction for three minutes. A constant of variation (k) per minute helped in the expression of catalase enzyme
(x/min).

TBARS were used as a biomarker of lipid peroxidation, according to Ohkawa et al. [16]. Plasma aliquots
(150 pL) were mixed with 50 pL sodium hydroxide and 50 pL Milli-Q ultrapure water (Direct 8, Millipore®) and
incubated at 60 °C for 30 minutes with shaking. 250 puL of 6% phosphoric acid, 250 pL of 0.8% thiobarbituric
acid (TBA) and 100 pL of 10% sodium dodecyl sulfate were added to the samples and taken to the 80 °C bath for
one hour. Lipid peroxides reacted with TBA in acidic medium to form a pink compound and read in a

spectrophotometer at 532 nm.

Statistical Analysis

Individuals data were stratified by gender, age, BMI, alcohol intake, physical activity and smoking. The
differences between Shiitake and placebo groups were analyzed by the Chi-square test, Exact of Fisher test and
Student's t-test.

Descriptions of all biochemical and oxidative stress parameters were expressed as mean * standard
deviation. To investigate the differences in biochemical parameters between the groups, Analysis of Variance
(ANOVA) with repeated measurements was applied. All results of biochemical parameters and oxidative stress

were normalized to logarithmic scale. After normalization, statistical analysis was performed considering the
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differences among the intermediate and final times with the baseline. P < 0.05 was accepted as statistically

significant. Data were analyzed using Stata® 14.2 software, College Station, Texas, USA.

RESULTS
Participant flow and recruitment

A total of 165 participants were firstly eligible for participation (Figl). However, absence on the dates
for blood collection, allergic to any of the components of the bars, medical treatment or refusing the blood

collection were responsible for 97 individuals’ exclusion.

Figl- Flow diagrams of participants of the study randomized controlled trial.
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The study officially started with 68 individuals, who signed the informed term of consent. In the first
(Time 0 —TQ), in the second (Time 30 days — T30) and in the third (Time 60 days — T60) meetings, the subjects
were submitted to nutritional assessment and anamnesis, 24-hour recall of eating habits and eating frequency.

At T30, 51 individuals attended for blood collection and sequence testing and at T60, 47 (70%)
individuals attended and completed the study. Reported allergy 10% of patients.

In the first month, the individuals consumed the bars according to the clinical trial protocol. Thirty days
later, some individuals reported they stopped eating the bars as often as necessary, due to forgetfulness, feeling
sick, thus reducing adherence to the study. Apparently, prolonged treatment period may decrease adherence of
clinical studies, and this instability may compromise exposure outcomes.

Baseline data
Among the recruited individuals, the participants age range was 20 to 62 years. The general characteristics

of the participants are summarized in Table 2.
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Table 2. Baseline participants characteristics collected on the day of the initial interview.

- All Placebo Intervention -value

Characteristics groups groups groups p
n (%) 68 (100) 32 (47.1) 36 (52.9)
Male - n (%) 15 (22.1) 9 (28.1) 6 (16.7) 0.255
Female - n (%) 53 (77.9) 23 (71.9) 30 (83.3) '
Age (mean = SD) years 40+11 38+11 42 £12 0.131
BMI (mean + SD) 269144 275144 26.4+4.4 0.288
Alcohol (drinks)

Yes (n, %) 33 (48.5) 14 (43.8) 19 (52.8) 0.457

No (n, %) 35 (51.5) 18 (56.3) 17 (47.2) '
Physical activity

Yes (n, %) 31 (45.6) 17 (53.1) 14 (38.9) 0.239

No (n, %) 37 (54.6) 15 (46.9) 22 (61.1) '
Smoker - n (%)

Yes (n, %) 6 (8.8) 4(5.9) 2 (2.9 0.410

No (n, %) 62 (91.2) 64 (94.1) 66 (97.1) )

BMI: Body mass index.

No statistical difference was found (p>0.05) comparing placebo and intervention groups.

Biochemical and redox status results
The results of biochemical analyzes and oxidative stress of the individuals are presented in Table 3.

Overall, at T30, total cholesterol tended to decrease in placebo group (decreased by 6.2%) compared to intervention

group.

Table 3 — Mean and standard deviation of biochemical markers and oxidative stress of participants at TO, T30 and
T60 days.

Placebo Group Intervention Group ANOVA
Variable
TO T30 T60 TO T30 T60 p.value
Baseline days days baseline days days
Total Cholesterol 222.8(33.1) 215.0(27.5) 226.7(41.3) | 228.2(45.4) 229.2 (42.3) 229.6 (38.2) 05976
(mg/dL) .
LDL (mg/dL) 1446 (34.5) 137.9(25.6) 139.4(37.4) | 137.6 (44.4) 1463 (37.3)  145.0(33.7) 0.3041
HDL (mg/dL) 50.1 (14.2)  46.3 (12.3) 45.8 (14.5) 549 (16.5)  50.3(13.6) 52.5 (14.1) 0.4335
Triglycerides (mg/dL)  144.5(70.2)  153.9 (85.3) 207.7 178.9 163.1(74.3)  160.7 (94.7) 0.0352%
(202.7) (170.1) :
Glucose (mg/dL) 85.8 (9.0) 85.7 (10.9) 84.5(8.9) 82.9 (11.0) 84.8 (9.2) 84.5(8.9) 0.4993
Catalase (k/min) 35(1.1) 3.7(1.7) 3.7 (1.6) 3.1(0.8) 3.3(1.3) 3.7(2.0) 0.8284
GSH (mM) 0.4(0.1) 0.4 (0.2) 0.6 (0.2) 0.4(0.2) 0.6 (0.3) 0.5(0.2) 0.0058%
TBARS (UM) 13.9 (2.3) 12.9 (1.6) 14.7 (2.0) 14.6 (2.1) 14.8 (5.6) 13.9 (2.9) 0.0384*

The mean of TG levels in intervention group were 178.9 mg/dL at TO, decreased by 8.8% (163.1 mg/dL)
after 30 days and decreased by 10.2% (160.7 mg/dL) after 60 days. The intervention group when compared to the
placebo group, when calculating the difference between intermediate and basal, final and basal time, presented

statistical difference (p=0.0352) in TG concentration.
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HDL cholesterol showed a slight increase in intervention group (52.5 mg/dL) in 14.6% compared to
placebo group (45.8 mg/dL) after 60 days of bars consumption. Thus, despite not lowering total cholesterol,
Shitake tended to increase HDL. LDL cholesterol levels showed no significant differences between the placebo
and intervention groups at the three times evaluated. Blood glucose results were very homogeneous, with similar
levels between placebo and intervention groups.

GSH increased significantly after bars ingestion in intervention group (p=0.0058) compared to placebo
group. The results of TBARS showed statistical difference (p=0.0384) in intervention group compared to placebo
group, showing a reduction in lipid peroxidation. There was no difference in catalase levels over time. The values

considering the differences among the intermediate and final times with the baseline are showed in Appendix I.

DISCUSSION
Main Findings

Considered a pioneer, this trial investigated the effects of the consumption of Shiitake supplemental cereal
bars for 60 days on cholesterol, triglyceride and oxidative stress levels in humans. The study showed an efficacy
in the intervention group in reducing triglycerides and increasing antioxidant status through Shiitake added to
cereal bars. The TG decreased by 10% after 60 days of exposure. In oxidative stress biomarkers, Shiitake showed
beneficial action increasing in until 50% the most important antioxidant - GSH - and reducing the lipid
peroxidation in the cells. Regardless of time-consuming, changes in eating habits or physical activity, these results
were satisfactory and significant for TG, GSH and TBARS.

Literature and our working group have shown the safety and efficacy of Shiitake as a functional food in
vivo in reducing total cholesterol, triglycerides and oxidative stress [8, 12, 17]. Now a clinical study was conducted
to investigate whether Shiitake presents the same effect in human. Individuals with borderline high dyslipidemia
were selected since they still do not take drug treatment. So, there was no harm to patients in this study, and no

interference of the drugs in the results.

Results and confrontation with literature

In an in vivo study conducted previously by our research team, Shiitake showed good concentrations of
fiber, B-glucans and proteins. Moreover, the mushroom showed beneficial action by reducing total cholesterol,
TG, increasing in HDL cholesterol, reversing liver and kidney damage and boosting the immune system with
increased leukocytes. Shiitake presented antioxidant action in rats against excessive lipid consumption [8].

Hypocholesterolemic effects of mushrooms were also presented in vitro and in vivo. Anwar et al. [17]
explored the effects of Lentinula edodes on rat hypercholesterolemia through the intestinal microbiome. Rats
supplemented with 5% of the mushroom showed reduction of triglycerides, total cholesterol, LDL and increase of
HDL. Rahman et al. [18] reported Lentinula edodes as antioxidant, reducing oxidation of LDL. a-tocopherol
(vitamin E), oleic acid, linoleic acid, ergosterol and butyric acid are biocomponents found in mushrooms that act
as anti-atherosclerotic agent.

Eryadenin extracted from Shiitake has been shown to reduce total cholesterol levels in hyperlipid diet
treated rats. The animals were treated with erytadenin (5%, 10% or 20%) extracted from L. edodes for 4 weeks.
The results showed cholesterol-lowering action possibly achieved by the substance erytadenin through changes in

hepatic metabolism regulating lipids [19].
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In a cohort study, Boucher et al. [20] analyzed for five years eating habits and physical activity related to
adiposity and dyslipidemia. Their findings underscore the importance of lifestyle modification and health
promotion for reducing cardiometabolic risk. The results pointed to the necessity of simultaneously the reduction
of fat consumption, the increase of fruits and vegetables intake and physical activity practice. There are factors
such as exercise, diet, age, gender, obesity, stress, smoking, and medications that can affect metabolic, endocrine,
oxidation, and other biochemical diagnoses through blood testing [21].

Cardiometabolic disease risk, excess abdominal fat and high cholesterol levels can be reduced by a
healthier lifestyle. Beekman et al. [22] conducted an intervention with 164 adults (mean age 63 years, BMI 23-35)
for 13 weeks at 12.5% calorie restriction, associated with 12.5% increase in energy expenditure. They showed
lifestyle intervention reduced abdominal fat (-2.6%) and this reduction was associated with decreased glycerol and
increased HDL. Despite the promising result and the criteria used by the researchers to reduce caloric intake and
increase physical activity, they reported they were unable to quantitatively analyze caloric intake and increased
physical activity or combination of both that would justify the positive contributions in metabolic biomarker levels
and abdominal fat.

Shiitake, the primary source of ergotionein, can modulate levels of hydrogen peroxide, nitric oxide and
cytokines, and contribute to skeletal muscle regeneration after intense exercise. For this, in study randomized,
double blind, 14 individuals ingested 0,7 mg of Shiitake, twice a day for 10 days, before two exercise sessions for
92 min each. Shiitake showed antioxidant and anti-inflammatory activity in the exposed group compared to the
placebo group, by regulating nitric oxide concentration and redox thiol state [23].

Antioxidant effects of polysaccharide residues and Shiitake enzymatic polysaccharide residues were
investigated in vivo against lipopolysaccharide-induced sepsis of gram-negative bacteria. The results demonstrated
more intense inhibition of oxidative stress in the group exposed to Shiitake enzymatic polysaccharide residues.

Histological analyzes also indicated the significant effect of organ recovery [24].

Strengths and limitations

No reports about clinical trials using Shiitake in cereal bars were found in the literature. Thus, we reported
the first human intervention study in borderline high dyslipidemia with Shiitake bar ingestion. The sample number
used can be pointed as a positive resource of this assay. Some implications for clinical practice and research were
observed, such as variation in eating habits, physical activity and forgetfulness in eating bars during the
intervention period.

In the first month, the individuals consumed the bars according to the clinical trial guidance. Thirty days
later, some individuals reported they stopped eating bars, due to forgetfulness, feeling sick, thus reducing
adherence to the study. Apparently, prolonged treatment period may decrease adherence of clinical studies, and
this instability may compromise exposure outcomes. Despite the positive findings, they did not corroborate the
results of the same research group conducted with rats [8]. In vivo studies are more controlled compared to human
studies.

In a prospective cohort study with dyslipidemics patients, Kokkinos et al. [25] evaluated the separate and
combined effects of statin treatment and physical activity on mortality risk in dyslipidemics, between 1986 and
2011. The participants, (n = 10,043), were divided into four fitness categories, eight categories based on physical

fitness and statin treatment. Mortality risk decreased in statin patients with higher physical fitness. The
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combination of statin treatment and increased physical activity resulted in a substantially lower mortality risk,
compared to the other groups. This fact reinforces the importance of physical activity parallel to any
pharmacological or dietary care in dyslipidemia. Although this study did not use Shiitake, we realize the
importance of associating more interventions together to achieve more promising results.

Due to the low number of randomized controlled trials in humans, evidence of cardiometabolic effects
should be assessed case by case. Some factors such as eating habits, lifestyle and nutritional status appear not to
have been considered in some studies [26].

The nutraceuticals cannot replace hypolipidemic therapy, but they may contribute to reducing the risk of
cardiovascular disease. Considering the influence of some nutraceuticals on different lipid parameters, especially
atherogenic dyslipidemia; metabolic syndrome; low to moderate hypercholesterolemia and in all patients with
statin-associated side effects, the action of nutraceuticals may be clinically relevant, long-term maintenance may
be associated with a reduction risk of cardiovascular disease. Combinations of hypolipidemic nutraceuticals have
been shown significant improvement in the effectiveness of standard pharmacological treatments, resulting in an
improvement in quality of life [27].

An important consideration that needs to be reported here was the dermatitis manifested at the beginning
of the clinical trial, in seven individuals (10%). The dermatitis presented characteristics similar those found by
Poppe et al. [28], with erythematous papules. This dermatitis is associated with the Shiitake mushroom when it is
eaten raw or undercooked. These cases have a higher incidence in eastern countries due to their eating habits.
Second Stephany et al. [29], lentinan polysaccharide is heat inactivated. Thus, after dermatitis manifestations, the
Shiitake used in the cereal bars production, went through a longer cooking time to avoid the appearance of other

dermatitis. Cooking did not change the cereal bar taste and kept the bioactive substances.

CONCLUSION

Among the biochemical markers, TG showed a significant reduction after 60 days in the intervention
group. Shiitake present in bars showed positive effect with significant increase of GSH levels after thirty days of
consumption. This mushroom also showed a reduction in TBARS, with antioxidant action on cellular lipid
peroxidation. Bars supplemented with Shiitake are a functional food alternative, well-accepted by the population,
durable and ready to eat, besides being beneficial to health. Thus, the consumption of bars with Shiitake may
contribute as an adjuvant in clinical practice of dyslipidemias and should be linked to a healthy diet and physical

activity to enhance the effects of this mushroom.

Conflict of interest

The authors declare they have no conflict of interest.

REFERENCES

1. Singh J, Sindhu SC, Sindhu A (2016) Development and evaluation of value added pickle from dehydrated
Shiitake (Lentinus edodes) mushroom. Int. J. Food Sci. Nutr. 1: 24-26.

2. Zhang JJ, Li Y, Zhou T. et al (2016) Bioactivities and Health Benefits of Mushrooms Mainly from China.
Molecules. 21(7): 938.



81

3. Amirullah NA, Abidina NZ, Abdullah N (2018) The potential applications of mushrooms against some facets
of atherosclerosis: A review. Food Res Int. 105: 517-536.

4. Handayani D, Chen J, Meyer BJ, Huang XF (2011) Dietary Shiitake mushroom (Lentinus edodes) prevents Fat
Deposition and Lowers Triglyceride in Rats Fed a High-Fat Diet. J. Obes. D0i:10.1155/2011/258051.

5. Dai X, Stanilka JM, Rowe CA. et al (2015) Consuming Lentinula edodes (Shiitake) mushrooms daily improves
human immunity: A randomized dietary intervention in healthy young adults. J Am Coll Nutr. 34(6): 478-487.

6. Wagh VD, Deore BR (2015) Ready to use therapeutic food (RUTF): An overview. Adv Health Sci Educ. 2(1):
1-15.

7. Paula NS, Natal DI, Ferreira HA et al (2013) Characterization of cereal bars enriched with dietary fiber and
omega 3. Rev Chil Nutr. 40(3): 269-273.

8. Spim SRV, Oliveira BGCC, Leite FG et al (2017) Effects of Lentinula edodes consumption on biochemical,
hematologic and oxidative stress parameters in rats receiving high-fat diet. Eur J Nutr. 56: 2255-2264.

9. BRASIL (2012) Ministério da Saude. Conselho Nacional de Salde. Resolucéo 466, de 12 de dezembro de 2012.
Diretrizes e normas regulamentadoras sobre pesquisa envolvendo seres humanos.

10. WHO (2016) International Ethical Guidelines for Health-related Research Involving Humans
<https://www.who.int/ethics/review-committee/en/>. Access in August 08" 2018.

11. Kerckhoffs DAJM, Hornstra G, Mensink RP (2003) Cholesterol-lowering effect of B-glucan from oat bran in
mildly hypercholesterolemic subjects may decrease when B-glucan is incorporated into bread and cookies. Am. J.
Clin. Nutr. 78: 221-227.

12. Grotto D, Gerenutti M, Souza VCO, Barbosa F Jr (2015) Deficiency of macro and micronutrients induced by
Lentinula edodes. Toxicology. 2:401-404.

13. Friedewald WT, Levy RI, Frederickson DS (1972) Estimation of the concentration of low density lipoprotein
in plasma without the use of the preparative ultra centrifuge. Clin Chem. 18(6): 499-502.

14. Ellman GL (1959) Tissue sulfhydryl groups. Arch Biochem Biophys. 82: 70-77.
15. Aebi H (1984) Catalase in vitro. Methods Enzymol. 105: 121-126.

16. Ohkawa H, Ohishl N, Yagi K (1979) Assay for lipid peroxides in animal tissues by Thiobarbituric Acid
reaction. Analyt Biochem. 95: 351-358.

17. Anwar, AH, Suchodolski JS, Ullah M1 et al (2019) Shiitake Culinary Medicinal Mushroom, Lentinus edodes
(agaricomycetes), Supplementation Alters Gut Microbiome and Corrects Dyslipidemia in Rats. Int. J. Medic.
Mushrooms. 21(1): 79-88.

18. Rahman MA, Abdullah N, Aminudin N (2018) Lentinula edodes (Shiitake mushroom): An assessment of in
vitro anti-atherosclerotic bio-functionality. Saudi J. Biol. Sci. 25: 1515-1523.

19. Yang H, Hwang I, Kim S, Hong E, Jeung E (2013) Lentinus edodes promotes fat removal in
hypercholesterolemic mice. Exp Ther Med. 6: 1409-1413.

20. Boucher AB, Adesanya OEA, Owei IMBBS, Gilles AKMS, Ebenibo SMBBS, Wan JMPH et al (2015) Dietary
habits and leisure-time physical activity in relation to adiposity, dyslipidemia, and incident dysglycemia in the
pathobiology of prediabetes in a Biracial Cohort Study. Metabolism. 64(9): 1060-1067.

21. Oliveira GL, Salvagno, GL, Giuseppe Lippi G, Gelati M, Montagnana M, Danese E, Picheth G, Guidi GC
(2012) Influence of a Regular, Standardized Meal on Clinical Chemistry Analytes. Clin Chem. 32:250-256.

22. Beekman M, Schutte BAM, Akker EB et al (2019) Lifestyle-intervention-induced reduction of abdominal fat
is reflected by a decreased circulating glycerol level and an increased HDL diameter. bioRxiv.
doi.org/10.1101/718023



82

23. Zembron-Lacny A, Gajewski M, Naczk M, Siatkowski | (2013) Effect of Shiitake (Lentinus edodes) extract
on antioxidant and inflammatory response to prolonged eccentric exercise. J. Physiol Pharmacol. 64(2): 249-254.

24. Ren Z, Liu W, Song X, Qi Y, Zhang C, Gao Z, Zhang J, Jia L (2018) Antioxidant and anti-inflammation of
enzymatic-hydrolysis residue polysaccharides by Lentinula edodes. Int J Biol Macromol. 120: 811-822.

25. Kokkinos PF, Faselis C, Myers J et al (2013) Interactive effects of fitness and statin treatment on mortality risk
in veterans with dyslipidaemia: a cohort study. Lancet. 2(381): 394-9.

26. Ameln S, Dicks L, Prage A, Ellinger S (2018) Dietary supplements made from mushrooms. Ernaehrungs
Umschau Int.

27. Cicero AFG, Colletti A, Bajraktari G, Descamps O, Djuric DM, Ezhov M. et al (2017) Lipid-lowering
nutraceuticals in clinical practice: position paper from an International Lipid Expert Panel. Nutr Res.75(9):731-
767.

28. Poppe LM, Anders D, Kneitz H, Brocker EB, Benoit S (2012) Flagellate dermatitis caused by Shiitake
mushrooms. An. bras. Dermatol. 87(3): 463-466.

29. Stephany MP, Chung S, Handler MZ, Handler NS, Handler GA, Schwartz RA (2016) Shiitake mushroom
dermatitis: a review. Am J Clin Dermatol. 17(5): 485-489.



Appendix 1 — Differences between the intermediate and final times with the

baseline

Placebo Group

Intervention Group

Variable T30 - T60- T30 - T60-
Baseline Baseline Baseline Baseline

Total Cholesterol 7.8 3.9 1.0 1.4
LDL 6.7 5.2 8.7 7.4
HDL 3.8 4.3 4.6 2.4
Triglycerides 9.4 63.2 15.8 18.2
Glucose 0.1 1.3 1.9 1.6
Catalase 0.2 0.2 0.2 0.6
GSH 0.0 0.2 0.2 0.1
TBARS 1.0 0.8 0.2 0.7
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As barras alimenticias contendo Shiitake foram desenvolvidas com foco na
biotecnologia e na prevencao ou tratamento de doencas crbnicas, especialmente
dislipidemias. As barras doce 1 e doce 2 agradaram o0s voluntarios, com aprovagao
na andlise sensorial e intengcdo de compra. A formulagdo doce 1 obteve maior
pontuacdo na preferéncia dos voluntarios.

O Shiitake utilizado nas barras mostrou ter altas concentracdes em célcio, ferro,
fésforo, potassio, zinco, manganés, compostos fendélicos e glucanas, portanto, as
barras alimenticias mantiveram essas caracteristicas, principalmente nas
concentracdes de proteinas, fibras, glucanas e fendis. As barras também mostraram
ser seguras por até 180 dias de vida em prateleira em temperatura de 25 °C e 37 °C.

Os niveis de triglicerideos mostraram reducédo ap6s 30 dias e apos 60 dias de
consumo no grupo intervencgdo. O Shiitake contribuiu com o aumento do antioxidante
GSH e reducao da peroxidacao lipidica dos individuos sem que houvesse mudancas
nos habitos alimentares ou aumento de atividade fisica no periodo em estudo.

O Shiitake ao ser adicionados as barras de cereais deve passar por cozimento
adequado, para nao ocasionar dermatites em pessoas sensiveis ao Lentinan.

A barra com Shiitake pode ser uma alternativa de alimento funcional, estavel
para comercializacdo, apresentou boa aceitacdo, além da flexibilidade em ser
adicionado de outros ingredientes funcionais benéficos a saude. Alimento que pode
ser considerado adjuvante na prevencao das dislipidemias, se atrelado a uma dieta

saudavel para potencializar os efeitos benéficos do Shiitake.
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APENDICE A - TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Fase | - Analise sensorial e intencdo de compra

O Sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) da analise
sensorial e intencdo de compra de barras de cereais doce e salgada com adicao de
Shiitake da pesquisa “Desenvolvimento e avaliacdo de barras de cereais com
Lentinula edodes (Shiitake)”. A sua participacdo ndo € obrigatoria, e, a qualquer
momento, podera desistir e retirar seu consentimento. Sua recusa nao trard nenhum
prejuizo em sua relacdo com o pesquisador (a) ou com a Instituicao.

O Sr.(a) receberd uma via original deste termo onde constam o telefone e
endereco da pesquisadora responsavel, podendo tirar davidas do projeto e de sua
participacao.

PESQUISADORA RESPONSAVEL: Sara Rosicler Vieira Spim

ENDERECO: Rua Noel Medeiros Rosa, n°259 - Sorocaba/SP, CEP 18053170

TELEFONE: (15) 32027158; (15) 981527991

OBJETIVOS: Analise sensorial e intencdo de compra de barras de cerais doce
e salgada com adicao de Shiitake.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Os candidatos serdo convidados a
participar da pesquisa respondendo a um questionario sobre textura, sabor, aroma,
aparéncia e sua intencdo de compra em relagcdo ao produto testado. As amostras
estardo prontas para o teste nas salas de andlise sensorial localizado no Bloco E da
Universidade de Sorocaba, e o0 resultado da pesquisa mostrarda o grau de
aceitabilidade de um produto novo que levara ao consumidor os beneficios e acdo do
cogumelo Shiitake. Vocé também sera informado sobre os componentes da
formulacdo para que seja manifestada qualquer intolerancia alimentar, alergias ou
aversao em relacdo as substancias utilizadas na formulagéo das barras de cereais

RISCOS E DESCONFORTOS: Nao havera riscos e prejuizos de qualquer
espécie para o0s participantes bem como desconfortos, riscos morais ou
constrangimentos provocados pela pesquisa. As barras de cereais serdo produzidas
seguindo com rigor as Boas Praticas de Manipulacédo de Alimentos. Os componentes
da formulagéo das barras de cereais doce incluem: cogumelo Shiitake seco; aveia em
flocos; aglcar mascavo; ameixa seca; castanha do para; farinha de linhaca; glicose

de milho; quinoa em gréos; lecitina de soja; flocos de arroz e chia em gréos. E das
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barras de cereais salgadas incluem: cogumelo Shiitake seco; aveia em flocos;
castanha do para; quinoa em gréos, semente de gergelim e linhaca; tomate seco;
pasta de amendoim; queijo parmesao; lecitina de soja; condimentos e goma xantana
e sal rosa. Assim, se houver qualguer manifestacéo de alergias ou intolerancia aos
ingredientes acima, o paciente ndo podera participar do estudo para néo ter qualquer
risco.

BENEFICIOS: N&o ha beneficio direto para o participante, trata-se de estudo
experimental das barras para verificar qual € mais gostosa, qual tera mais
aceitabilidade.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: A participagdo nado é
remunerada nem implicara em gastos para os participantes.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Os dados obtidos por meio desta
pesquisa serdo confidenciais e ndo serdo divulgados em nivel individual, visando
assegurar o sigilo de sua participacdo. O pesquisador responsavel se comprometera
a tornar publicos nos meios académicos e cientificos os resultados obtidos de forma
consolidada sem qualquer identificagéo dos participantes.

Pesquisador Responsavel
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CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, )
RG , CPF , declaro que li

as informacgdes contidas no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto
intitulado ” Desenvolvimento e avaliacdo de barras de cereais com Lentinula
edodes (Shiitake)”, que tem como pesquisadora responsavel Sara Rosicler Vieira
Spim CRN 42208. Fui devidamente informado (a) dos procedimentos que serao
utilizados, riscos e desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos participantes,
confidencialidade da pesquisa e concordo em participar.

Foi-me garantido também que posso retirar 0o consentimento a qualquer
momento, sem que isso leve a qualquer penalidade.

Declaro ainda que recebi uma via do Termo de Consentimento.

NOME E ASSINATURA DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL:

Nome por extenso Assinatura



APENDICE B - TESTE DE ACEITACAO E INTENCAO DE COMPRA

R N W b~ 01O N 0O © R N W s~ 01O N 00 ©

R N W A~ 01O N 00 ©

Nome:

Data:
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Avalie as amostras de barras de cereais (utilizando os nimeros) e use a escala
abaixo para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou.

Amostra

. Gostei extremamente

. Gostei muito

. Gostei moderadamente Textura  Sabor
. Gostei ligeiramente

. Indiferente

Aroma

Aparéncia

. Desgostei ligeiramente
. Desgostei moderadamente
. Desgostei muito

. Desgostei extremamente

Amostra

. Gostei extremamente

. Gostei muito

. Gostei moderadamente Textura  Sabor
. Gostei ligeiramente

. Indiferente

Aroma

Aparéncia

. Desgostei ligeiramente
. Desgostei moderadamente
. Desgostei muito

. Desgostei extremamente

Amostra

. Gostei extremamente

. Gostei muito

. Gostei moderadamente Textura  Sabor
. Gostei ligeiramente

. Indiferente

Aroma

Aparéncia

. Desgostei ligeiramente
. Desgostei moderadamente
. Desgostei muito

. Desgostei extremamente



Amostra

. Gostei extremamente

. Gostei muito

. Gostei moderadamente Textura Sabor Aroma  Aparéncia
. Gostei ligeiramente

. Indiferente

. Desgostei ligeiramente
. Desgostei moderadamente

. Desgostei muito

R N W A~ O O N 00 ©

. Desgostei extremamente

Avalia as amostras de barras de cereais com Shiitake segundo sua intencéo de compra:

5. Certamente compraria Amostra Avaliacéo

4. Possivelmente compraria

3. Talvez comprasse

2. Possivelmente ndo compraria

1. Certamente ndo compraria




APENDICE C - MATERIAL PARA DIVULGACAO E RECRUTAMENTO

ESTAMOS RECRUTANDO
VOLUNTARIOS

para avaliacao da ingestao de
Barra de Cereal Funcional

OBJETIVO

O objetivo deste estudo sera avaliar a
concentracdo de colesterol total, LDL e
triglicerideos com o consumo de barras
de cereiais funcionais com Shiitake por

dois meses. O Shiitake é um alimento
completo nutricionalmente por possuir
alto teor proteico, vitaminas, minerais e
composto bioativos como os fenois e
as glucanas.

Foto: Nikolas Spim

PARA PARTICIPAR @ NAO PODEM PARTICIPAR @

 Idade entre 20 e 60 anos; + Em uso de medicamentos para controle do colesterol;
* Ambos os sexos; « Em tratamento de cancer, doengas neurodegenerativas,
« Apresentar pelo menos dois dos seguintes diabéticos e outras doengas que possam interferir no estudo;

resultados bioquimicos {limitrofe):
Colesterol total 180 a 239 mg/dL;
LDL 130 a 159 mg/dL;
Triglicerideos 150 a 200 mg/dL. » Gestantes, lactantes ou em reposicdo hormonal.

* Em uso de suplementos como flavonoides e antioxidantes
ou medicamentos imunossupressores e antibioticos;

ALERGICOS @ SERA NECESSARIO EXAMES COM
DATAS DE ATE TRES MESES.

Os ingredientes que compde este alimento

funcional sdo: Shiitake, castanha do Par3, . PREVISTO
amendoim, aclicares mascavo e cristal, aveia, INICIO 26/09/2018
ameixa seca, quinoa, linhaga, chia, dleo de TERMINO 26/11/2018

palma, glicerina e lecitina de soja.

Estudo em andamento no Doutorado do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas - UNISO.

INSCRICOES E INFORMAGOES:
Entrar em contato com a pesquisadora Sara Spim (15) 98152-7991
ou e-mail sara.spim@uniso.br UNISO

100
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APENDICE D - TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Estudo Clinico com participantes hipercolesterolémicos

O Sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) da pesquisa
“Consumo de alimento funcional produzido com Lentinula edodes (Shiitake) e
seus efeitos clinicos em pacientes hipercolesterolémicos”.

A sua participagdo ndo € obrigatoria, e, a qualquer momento, poderé desistir e
retirar seu consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relacdo com
0 pesquisador (a) ou com a Instituicao.

O Sr.(a) receberd uma via original deste termo onde constam o telefone e
endereco da pesquisadora responsavel e equipe de pesquisa, podendo tirar davidas

do projeto e de sua participagao.

TITULO DA PESQUISA: Consumo de alimento funcional produzido com
Lentinula edodes (Shiitake) e seus efeitos clinicos em pacientes
hipercolesterolémicos.

PESQUISADORA RESPONSAVEL: *Sara Rosicler Vieira Spim, RA 50598,
RG18598373 e CPF 109859368-51.

ENDERECO: Rua Noel Medeiros Rosa, n°259 — Bairro Julio de Mesquita Filho-
Sorocaba/SP.

TELEFONE: (15) 32027158; (15) 981527991

EQUIPE DA PESQUISA: Denise Grotto; Paula Monticelli Bertoni; Miriam

Sanches do Nascimento Silveira.

OBJETIVOS: Este estudo tem por objetivo avaliar os efeitos da ingestao diaria
de alimento funcional com Shiitake em pacientes com hipercolesterolemia por um

periodo de 60 dias.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Sua participagdo nesta pesquisa consistira
em se apresentar na Universidade de Sorocaba (horario, dia e local estipulados) para
coleta de sangue e receber um envelope pardo, sem identificacdo, com alimento
funcional de cereais com Shiitake para ingestdo durante 30 dias. Em 30 dias se
apresentar para nova coleta de sangue e receber alimento funcional de cereais com

Shiitake para mais 30 dias. Os participantes serdo orientados e instruidos sobre a
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ingestdo do alimento de cereais quanto a quantidade (de acordo com peso de cada
participante), frequéncia e horarios.

Também sera informado sobre os componentes utilizados na formulacéo deste
alimento de cereais (Shiitake, aveia, amendoim, flocos de arroz, ameixa seca,
castanha do para, quinoa, linhaca, chia, acucares e lecitina de soja) para que seja
manifestada qualquer intolerancia alimentar, alergias ou aversdo em relacdo as
substancias utilizadas. Também serdo orientados a registrar todas as ocorréncias que
eles acharem importante durante o estudo.

Serao orientados em relacdo a coleta de sangue nas trés datas para os exames
bioquimicos triglicerideos, colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol,
lipoproteina de densidade muito baixa — VLDL e glicose ao inicio do estudo, em trinta
dias e ao término do estudo. Os procedimentos de coleta de sangue serdo executados
por profissionais de enfermagem nas dependéncias da Universidade. As amostras de
sangue serdo mantidas em refrigeracdo e enviadas ao Laboratério de Andlises
Toxicoldgicos da Universidade de Sorocaba para separacao do soro e congelamento

a - 80°C para posterior analises.

RISCOS E DESCONFORTOS: Vocé serd selecionado(a) utlizando
randomizacao simples com sorteio de grupo. Sua participagcdo ndo é obrigatoria, e a
gualquer momento, vocé podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua
recusa, desisténcia ou retirada de consentimento ndo acarretara prejuizo. Os
participantes ndo poderdo estar fazendo uso de drogas imunossupressoras ou
antibiéticos para nao incidir nenhum tipo de interacdo. As mulheres ndo poderao estar
gravidas, lactantes ou em reposi¢cdo hormonal para ndo sofrer nenhum risco ou

prejuizo.

BENEFICIOS: Além do beneficio de ingerir um alimento nutritivo e funcional
por sessenta dias, os participantes receberdo os resultados e poderao acompanhar o

andamento do projeto.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: A participagdo nédo é

remunerada nem implicard em gastos para o0s participantes, eventuais despesas de
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participacdo (passagem, por exemplo) podem ser custeadas ou ressarcidas pela

pesquisa.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Os dados obtidos por meio desta
pesquisa serdo confidenciais e ndo serdo divulgados em nivel individual, visando
assegurar o sigilo de sua participacdo. O pesquisador responsavel se comprometera
a tornar publicos nos meios académicos e cientificos os resultados obtidos de forma

consolidada sem qualquer identificacdo dos participantes.

Pesquisador principal

Sara Rosicler Vieira Spim
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CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, RG :
CPF , declaro que li as informacdes contidas no

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto intitulado “Consumo de
alimento funcional produzido com Lentinula edodes (Shiitake) e seus efeitos
clinicos em pacientes hipercolesterolémicos.”, que tem como pesquisadora
responsavel a doutoranda Sara Rosicler Vieira Spim e a Prof. Dra. Denise Grotto
como orientadora. Paula Monticelli Bertoni e Miriam Sanches do Nascimento
Silveira como enfermeiras responsaveis pela coleta de sangue. Fui devidamente
informado(a) dos procedimentos que serdo utilizados, riscos e desconfortos,
beneficios, custo/reembolso dos participantes, confidencialidade da pesquisa e
concordo em participar.

Foi-me garantido também que posso retirar 0 consentimento a qualquer

momento, sem que isso leve a qualquer penalidade.

Declaro ainda que recebi uma via do Termo de Consentimento.

Sorocaba,

NOME E ASSINATURA DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL:

Nome completo Assinatura
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APENDICE E - PARTICIPACOES EM EVENTOS

e CAETANO, E.L.AA; CAMARGO, I|F.; LAURINO, L.F.; VIROEL, F.J.M;
MENDES, C.F.; SPIM, S.R.V.; PICKLER, T.B. EFFECTS OF MEDICINAL
MUSHROOM AGARICUS BLAZEI ON GESTATIONAL DEVELOPMENT IN
RATS WITH GESTATIONAL DIABETES MELLITUS INDUCED BY
STREPTOZOTOCIN. In: XXXIII Reunidao Anual da Federag&o de Sociedades
de Biologia Experimental — FeSBE, Campos do Jord&o. 2018.

e GUIMARAES, N.C.; SPIM, S.R.V.; NOBREGA, A.C.F.; GONCALVES, M.R.;
GROTTO, D., SANTOS, V.S. AVALIAC;AO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM
ANIMAIS TRATADOS CRONICAMENTE COM AGUA DO RIO DOCE - Lapetox
— UNISO. Faculdade de Ciéncias da Saude — UnB. In: XXXII Reunido Anual da
FeSBE. Campos do Jorddo / SP. Set. 2017.

e SPIM, S.R.V. DESENVOLVIMENTO DE ’ALIMENTO FUNCIONAL COM
Lentinula edodes (shiitake). In: IX SIMPOSIO INTERNACIONAL SOBRE
COGUMELOS NO BRASIL — IX SICOG. S&o José dos Campos /SP. Out. 2017.

e GROTTO, D.; SPIM, S.R.V.; GERENUTTI, M. OXIDATIVE STRESS
BIOMARKERS IN MATERNAL EXPOSURE TO CAESALPINIA FERREA IN
VIVO. In: VIII Simpésio Iberoamericano de Plantas Medicinais e Il Simpdsio
Iberoamericano de Investigagédo em Céncer. 2016. Univale Campus Itajai — SC.

e SPIM, S.R.\V.; LEITE, F.G.; OLIVEIRA, B.G.C.C.; GROTTO, D. ESTADO
REDOX DE RATOS COM DIETA HIPERLIPIDICA CO-EXPOSTOS AO
Lentinula edodes (SHIITAKE). In: XIl Congresso Internacional de Nutricdo
Funcional. 2016. Sao Paulo.

e CAETANO, E.L.A.; GENTIL, B.C.; SPIM, S.R.V.; LAURINO, L.F.; GERENUTTI,
M. EXPOSIQAO MATERNA AO SHIITAKE (Lentinula edodes): AVALIAQOES
BIOQUIMICAS E HEMATOLOGICAS. In: XII Congresso Internacional de
Nutricdo Funcional. 2016. Sao Paulo.

e GENTIL, B.C.; CAETANO, E.L.A.; SPIM, S.R.V.; LAURINO, L.F.; GERENUTTI,
M. AVALIAC}AO DA PERFORMANCE REPRODUTIVA DE RATAS EXPOSTAS
A BAIXAS DOSES DE Lentinula edodes (SHITAKE). In: XII Congresso
Internacional de Nutricdo Funcional. 2016. Sdo Paulo.

e VIROEL, F.J.M.; LAURINO, L.F.; SPIM, S.R.V.; GERENUTTI, G. e GROTTO,
D. "COMPOSTOS FENOLICOS E GLUCANAS EM Lentinula edodes e
Agaricus blazei". In: | Simposio de Pesquisa em Ciéncias Farmacéuticas. - Il
Mostra de Atividades Académicas - Internacional. Universidade de Sorocaba —
Uniso. Nov. 2016.

e HESSEL, B.M.; SPIM, S.R.V.; GROTTO, D. e GERENUTTI, M.
"PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO HEPATICO DE RATAS COM
DMG-STZ TRATADAS COM SHIITAKE". In: | Simpdsio de Pesquisa em
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Ciéncias Farmacéuticas - Il Mostra de Atividades Académicas Internacional.
Universidade de Sorocaba — Uniso. Nov. 2016.

GROTTO, D.; SANTOS, W.T.P.; PICKLER, T.B.; SPIM, S.R.V.; JOZALA, A.F.
e GERENUTTI, M. OXIDATIVE STRESS BIOMARKERS IN MATERNAL
EXPOSURE TO Caesalpinia ferrea IN VIVO. In: VIII Congresso ibero-
americano de Plantas Medicinais e Il Simpdsio [bero-americano de
Investigagdo em Cancer. Universidade do Vale do Itajai/ SC. Out. 2016.

SANTOS, W.T.P.; CHRISPIM, B.G.C.; OLIVEIRA, PICKLER, O.T.B.; SPIM,
S.RV. e GROTTO, D. “PADRONIZACAO DE TECNICAS PARA
DETERMINACAO DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO EM
PLACENTA E SUA APLICACAO NA EXPOSICAO MATERNA A Caesalpinia
ferrea”. In: XIX Encontro de Pesquisadores e de Iniciagdo Cientifica — EPIC - Il
Mostra de Atividades Académicas Internacional. Universidade de Sorocaba —
Uniso. Nov. 2016.
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APENDICE F — PALESTRAS MINISTRADAS

e OS EFEITOS DO SHITAKE NA SINDROME METABOLICA, FUNCOES
HEPATICAS E RENAL. In: Encontro Anual de Produtores de Cogumelos -
Cogumelos Yuri. Sorocaba/SP. Ago. 2018.

e ACAO BIOATIVA DOS COGUMELOS NAS DISLIPIDEMIAS. In: || Mostra de
Atividades Académicas. MAAC - Internacional. Universidade de Sorocaba.
Sorocaba/SP. Nov. 2016.

° AVALIAQAO DO ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR MOLECULAS
BIOATIVAS. In: Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas.
Uniso. Mai. 2017.

e ALIMENTOS FUNCIONAIS NA PREVENCAO DE PATOLOGIAS. In: O Dia do
Prevenir. Graduagdo em Fisioterapia. Universidade de Sorocaba — Uniso.
Sorocaba/SP. Mai. 2017.

e DOSAGEM DA GLUTATIONA (GSH) POR ESPECTROFOTOMETRIA —
Graduacdo em Medicina Veterinaria — Universidade de Sorocaba — Uniso.
Sorocaba/SP. Set. 2016.

¢ MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO. In: Programa de Pds-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas. Uniso. Sorocaba/SP. Mai. 2018.

e CARREIRA PROFISSIONAL — NUTRICIONISTA. ELETIVA “RODA DE
PROFISSOES’. In: E.E. Senador José Ermirio de Moraes. Sorocaba/SP. Nov.
2017.

e ALIMENTACAO SAUDAVEL - FISIOTERAPIA PREVENTIVA. Graduagio em
Fisioterapia - Universidade de Sorocaba- Uniso. Sorocaba/SP. Mar. 2018.

CURSOS DE EXTENSAO MINISTRADO

e Curso de Extensado ministrado: Nutricdo Clinica na Obesidade — Universidade
de Sorocaba — Uniso. 16h/aula. 2016. Sorocaba/SP.

e Curso de Extensdo ministrado: Plano Alimentar: Composicdo e prescricao
dietética. Universidade de Sorocaba. Uniso. 20h/aula. Mai. 2016. Sorocaba/SP.

e Curso de Extensdo ministrado: Nutricdo Esportiva — Universidade de Sorocaba
— Uniso. 28h/aula. Nov. 2017. Sorocaba/SP.
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APENDICE G - MEMBRO DE COMISSAO ORGANIZADORA DE EVENTOS E
COLABORADORA EM PESQUISA

e Membro da Comissao Organizadora de Evento “10 ANOS DO PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS - Uniso. Sorocaba/SP.
Out. 2018.

e Membro da Comissao Organizadora “MAAC Jovem”, da Il MOSTRA DE
ATIVIDADES ACADEMICAS — MAAC - Internacional. Universidade de
Sorocaba — Uniso. Sorocaba/SP. Nov. 2016. 30 horas.

e Membro da Comissdo Avaliadora no “2° SIMPOSIO DE GESTAO E
NEGOCIOS”. Graduacdo em Administracdo. Universidade de Sorocaba. Uniso.
Sorocaba/SP. Mai. 2019.

. Memt?ro da Comissdo Avaliadora no “1° SIMPOSIO DE GESTAO E
NEGOCIOS”. Uniso. Sorocaba/SP. Jun. 2018.

e Membro da Comissao Avaliadora “ALIMENTOS: ENERGIA E OUTRAS
CURIOSIDADES - In: Feira de Ciéncias- Escola e Universidade. Universidade
de Sorocaba — Uniso. Sorocaba/SP. Dez. 2016.

¢ Membro da Comissao Avaliadora dos “Trabalhos de Pesquisa da XIV Maratona
de Projetos Interdisciplinares dos Cursos Tecnolégicos da universidade de
Sorocaba: Estratégias Inovadoras.” Universidade de Sorocaba - Uniso.
Sorocaba/SP. Nov. 2017.

e Colaboradora e monitoria de Trabalho de Conclusao de Curso — Graduagao em
Nutricdo. ANALISES EM COMPOSTOS FENOLICOS. Laboratério de analise
Fisico Quimica. Universidade de Sorocaba. Uniso. 2016. 20 horas.

e Colaboradora da Pesquisa “DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE
BARRAS DE CEREAIS COM Lentinula edodes (SHIITAKE)” no Programa de
iniciacao cientifica (IC). Universidade de Sorocaba. Uniso. De ago. 2017 a jul.
2018.
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APENDICE H — PARTICIPACAO EM BANCAS DE TRABALHO DE CONCLUSAO
DE CURSO (TCC)

e GABRIELA CHUNG GARCIA BELMONTE E SAMANTA MARIA DE PONTES
MEDEIROS. Titulo: “IMPLICAGOES DA TERAPIA NUTRICIONAL ENTERAL
EM PACIENTES COM NEOPLASIAS”. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Graduagédo em Nutricdo da Universidade de Sorocaba - Uniso. Nov. 2018.

e BIANCA CARVALHO GENTIL E ERIKA LEAO AJALA CAETANO. TITULO:
ENSAIOS PRE-CLINICOS DA EXPOSICAO MATERNA AO Lentinula edodes
(SHITAKE). BANCA: GERENUTTI, M.; LAURINO, L. F.; SPIM, S. R. V. Trabalho de
Concluséo de Curso - Graduacdo em Nutricdo - Universidade de Sorocaba — Uniso.
Nov. 2016.

e MARIANE BAGODI BATISTA DA SILVA. TITULO: COMPOSIQAO CENTESIMAL
DE COGUMELOS Lentinula edodes (SHITAKE) e Pleurotus ostreatus (SHIMEJI).
Trabalho de Concluséo de Curso — Graduagdo em Nutricdo — Universidade de
Sorocaba — Uniso. Nov. 2016.

e DAMARIS MOREIRA DIAS E IARA FERNADA ARAUJO DE LIMA. COMPARACAO
DA COMPOSICAO CENTESIMAL DE PAPINHA CASEIRA COM PAPINHAS
INDUSTRIALIZADAS CONGELADAS COMERCIALIZADAS NAS CIDADES DE
SAO PAULO E SOROCABA. Trabalho de Conclus&o de Curso — Graduacdo em
Nutricdo — Universidade de Sorocaba — Uniso. Nov. 2016.

e MICHELE LEITE ARANHA. AVALIACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL
DE LANCHES TIPOS HAMBURGUER COMERCIALIZADOS EM DUAS
REDES DE FAST FOOD DA CIDADE DE SOROCABA - SP. Trabalho de
Conclusédo de Curso — Graduagcdo em Nutricdo — Universidade de Sorocaba —
Uniso. Nov. 2016.

e JANAINA KELLY BARBOSA MATTEIS. TITULO: SOBREPESO E
OBESIDADE NA ADOLESCENCIA E SEUS FATORES DETRMINATES.
Trabalho de Conclusao de Curso — Graduacdo em Nutricdo — Universidade de
Sorocaba — Uniso. Nov. 2016.

e GABRIELA CHUNG GARCIA BELMONTE E SAMANTA MARIA DE PONTES
MEDEIROS. TITULO: IMPLICACC)ES DA TERAPIA NUTRICIONAL
ENTERAL EM PACIENTES COM NEOPLASIAS. Trabalho de Concluséo de
Curso — Graduagdo em Nutricdo — Universidade de Sorocaba — Uniso. Nov.
2016.

e BIANCA CARVALHO GENTIL E ERIKA LE,§0 AJALA CAETANO. TITULO:
ENSAIOS PRE-CLINICOS DA EXPOSICAO MATERNA AO Lentinula


https://www.escavador.com/sobre/276504829/bianca-carvalho-gentil-e-erika-leao-ajala-caetano
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edodes (SHIITAKE). Trabalho de Conclusédo de Curso — Graduacdo em
Nutricdo — Universidade de Sorocaba — Uniso. Nov. 2016.

SAMARA BARBOSA PEREIRA. TITULO: INDICE GLICEMICA E CARGA
GLICEMICA NO CONTROLE DE DIABETES MELITTUS TIPO 2. Trabalho de
Conclusédo de Curso — Graduagao em Nutricdo — Universidade de Sorocaba —
Uniso. Nov. 2016.

MARIA CAROLINA SCHIMIDT ALVARENGA DA SILVA. DETERMINACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS EM COGUMELOS SHIITAKE. 2016.
Trabalho de Conclusao de Curso - Graduagao em Nutricdo - Universidade de
Sorocaba - Uniso. Nov. 2016.



Grupo Intervencao

APENDICE | — CALCULO DE DIFERENCAS

Tabela 1 — Diferenca nos tempos dentro do grupo intervencdo com Teste T.

Teste T Teste T
dif. T60-0 dif. T30-0

Colesterol total 0.7317 0.7708
LDL colesterol 0.8929 0.7627
HDL colesterol 0.6482 0.1089
Triglicerideos 0.3901 0.1724
Glicose 0.2134 0.5585
Catalase 0.1557 0.5342
GSH 0.9888 0.0752
TBARS 0.2725 0.7907

Tabela 2 — Diferenca entre os grupos nos tempos 60-0 e 30-0 com Teste T.

Controle x Intervencéo

Colesterol total
LDL colesterol
HDL colesterol
Triglicerideos
Glicose
Catalase

GSH

TBARS

P-value Teste T Teste T
Anova dif. T60-0 dif. T30-0
0.5526 0.9116 0.3569
0.4246 0.2769 0.2709
0.6180 0.9607 0.4288
0.1017 0.2094 0.5326
0.5382 0.2350 0.5855
0.7011 0.3036 0.8930
0.0014 0.0409 0.0412
0.0384 0.0336 0.2789
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ANEXO A — DEPOSITO DA PATENTE

’ 1”%&% HAABAT g
A Ao AR L
0016171001236

Pedido naclonal de Invenco, Modelo de Utllidade, Cartificado de
Adigiio de invengdio @ entrada na fase nacional do PCT

Mo do Prooessa: BR 10 2017 0255751

Dacion do Daposfianis (T1)

Daposiianis 1 de 1

Moma ou Raello Soslel: FLNDACAD DOM AGUIRRE
Tips o PeMOE Fessca Juridica
CPRONPE 7145700400011
Macionaildare: Eiacicia

Cusalfonpln Jurklem: |t odo de Ersind @ Pesquisa

Enchagee Fiod. Raposo Tavares, S0 - KM 025 - Pavimenio 1, Eala 105 Wila
=TT ]
Cldarie: Eovocaba

Bl =F
O 12023000
Pl Erasil
Tislwlone:
Fmc
Emall:

FHH:E g::: IHE‘HTG Exla scboiecio ko emvsds pelc sslema Peicoonamantio Elindsecs am 287108115 i
174, Pl £101 0TS

Frtaciho 78 TRONIITY, & 261 138 7, by 135
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Dados do Pedido

Mahureza Paltenis:

10 - Patente de Invenglo (P1)

Tiiulo da Imvenco ou Modelo de PROCESS0S DE OETENCAD DE BARRAS NUTRACEUTICAS DE

Uitmidade (54);
Fesumd

Figura a publicar;

Dados do Procurador

COCGUMELD E CEREAIS PARA REDUCAD DE OOLESTERCL, E
PRODUTOS OBTIDOS.

PROCESSOS OE DETEH%D % MUTRACEUTICAS DE
COGUMELD E CEREAIS DE COLESTEROL, E
PRODOUTOS CETIDOE.

Refore-ge 3 processcs de ablencdo e bamas mesctuticas de

WEM nasmshasmnemn]ulﬁdamsj de

dﬂpl{lerﬂaﬁ devido & sua capacidade de audiar na reducio do
que M U3
mmmwmmmnzum[uezﬁj
chia (13), qurn:a-:ﬁ em :learmmegamﬁ]. uemem
Ingredisntes, de @ COmparem um alimento funclonal e
atividade na redecin do coleshen, righceridens 2 LOL, Enrl:-Emrla
prevencio do dabetes & de danos rznals 08, devidd 306
qmemmaﬂaﬂmm

Procursdor
Home ou Razdo Social;
Numeam DAS!
U AR
GPFCHP:
Endensga;

Cldada;
Estada;
CER

Tesona:

(zedglar Chibane Soss0

i
O35F3594501

Fua X de Movemin, 3171 - 167 Andar, Conl. 161 - Camim
S50 Jose do Rio Preto
5P

T 15045110

{17} 2135-8800

Fax: .

Emall:

cadastmgvilage com.br
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Dados do [nvenbor (72)

Imventor 1 de 2

Mome; DENISE GROTTO
CPF; 974804350658
Nacionalldade; Saslieia
Quaiicag3o Fiskea; Professor do ensing superior
Enderepn; Rua Humbertn Motan, 6 - Bloco B, Apto. 21 Jardm Gongaves
Cidade; Sorocaba
Estado; SP
CEP; 18015430
Pals; BRASIL
Telefone: (17) 213 68838
Fa;
Emall; camssirogviage com b
inventor 2 de 2

Mome; SARA ROSICLER VIEIRA SPIM
CPF: 10985835851
Nacionalidade: Braslleira
Quacagio Fisica; Enfermeirn de nivel SUpEnor, nubicionista, fanmaceuticn @ ains
Enderego; Rua Noal de Medelis Rosa, 258 Con. Habitacional J0io de
Mesquita Filho
Cidade; Sorocaba
Estada; 5P
CEP; 1B053-170
Pals; BRASIL
Telefone; (17) 213 63838
Fax:
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ANEXO B — SUBMISSAO DO ARTIGO | — FOOD CHEMISTRY

11/09/2019 Track your recent Co-Authored submission to FOO_.. - Sara Rosicler Vieira Spim

Track your recent Co-Authored submission to FOODCHEM

Food Chemistry <eesserver@eesmail.elsevier.com>

qua 11/09/2019 15:36

Para:sara.spim@edu.uniso.br <sara.spim@edu.uniso.br>;

*** Automated email sent by the system ***

Dear Dr. Sara Rosicler Spim,

You have been listed as a Co-Author of the following submission:

Journal: Food Chemistry

Title: NUTRITIONAL, SENSORY, FLAVOR AND MICROBIOLOGICAL ASPECTS OF A NOVEL MUSHROOM CEREAL BAR
Corresponding Author: Denise Grotto

Co-Authors: Sara Rosicler V Spim; Nathalia Roberta Cardoso M Castanho; Ana Maria H Pistila; Angela F Jozala; José M
Oliveira Junior; Valquiria Miwa H Yoshida;

To be kept informed of the status of your submission, register or log in (if you already have an Elsevier profile).

Register here: hitps.//ees.elsevier.com/foodchem/defaultasp?
acw =8&pg=preRegjstration.asp&user=coauthor&fname=5Sara Rosicler&lname=Spim&email =sara.spim@edu.uniso.br

Or log in: hitps://ees.elsevier.com/foodchem/default.asp?acw=8&pg=login.asp&email = sara.spim@edu.uniso.br

If you did not co-author this submission, please do not follow the above link but instead contact the Corresponding
Author of this submission at denise.grotto@prof.uniso.br.

Thank you,

Food Chemistry
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ANEXO C — SUBMISSAO DO ARTIGO Il - EUROPEAN JOURNAL OF NUTRITION

14/11/2019 EJON-D-19-01053 - Submission Natification o co... - Sara Rosicler Vieira Spim

EJON-D-19-01053 - Submission Notification to co-author

em.ejon.0.67456f.6166dc33 @editorialmanager.com em nome de
Editorial Office (EJON) <em@editorialmanager.com>

qui 14/11/2018 11:12

Para:Sara Rosicler Vieira Spim <sara.spim@edu.uniso.br>;

Re: "Effects of Lentinula edodes bar on lipid and antioxidant profiles in borderline high cholesterol individuals: A double
blind randomized clinical trial”

Full author list: Sara Rosicler Vieira Spim; Ana Maria Holtz Pistila, Universidade de Sorocaba; Thaisa Borim Pickler, Master;
Marcus Tolentino Silva, Ph.D.; Denise Grotto, Ph.D.

Dear Dr Spim,

We have received the submission entitled: "Effects of Lentinula edodes bar on lipid and antioxidant profiles in borderline
high cholesterol individuals: A double blind randomized clinical trial" for possible publication in European Journal of
Nutrition, and you are listed as one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr Denise Grotto who will be able to track the status of the paper
through his/her login.

If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible. If we do not hear back from you, we will
assume you agree with your co-authorship.

Thank you very much.
With kind regards,

Springer Journals Editorial Office
European Journal of Nutrition

Recipients of this email are registered users within the Editorial Manager database for this journal. We will keep your
information on file to use in the process of submitting, evaluating and publishing a manuscript. For more information on
how we use your personal details please see our privacy policy at https://www.springernature.com/production-privacy-
Roalicy. If you no longer wish to receive messages from this journal or you have guestions regarding database
management, please contact the Publication Office at the link below.

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal registration details at any

time. (Use the following URL: hitps://www.editorialmanager.com/ejon/loginaspla=r). Please contact the publication

office if you have any questions.
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ANEXO D - APROVAGCAO DO CEP — ESTUDO | — PLATAFORMA BRASIL

UNIVERSIDADE DE w e
SOROCABA
PARECER CONSUBSTANCIADC DD CEP

DADCE DD FROJETD DE FEEQUIZA

Thulo da Pecquisa: Desenvolimento & avalapio de bamas de ceneals com Lentinula edodes (ShEake).

Pecgulcador: Sara Rosider Viera Sgim
Area Tematioa:

Verclo: 2

CAAE: 55905416.8,0000.5500

Inctitulglo Proponants: FUMDACLD DOM AGUIRRE
Fatrocinador Prineipal: Financamento Proprio

DADOE DD FARECER

Homaro do Parsssr: 2.016.735

Aprecentsgdo do Projato:
O projeto Desermoivimento & mla;h de bamras de cereals com Lep@inula edodes (Bhitake].apreseniado
peda pesquisadiora Sam Ricsider Viela 3pim mata-se de uma pesguisa de doulnrado que pretende realzar
wm estudo experimental com makerials & medidas & experimental em Famanos - Andlse sensoral e infenglo
de compra de bamas de cereal. Participarfo da pesquisa B0 participantes. O paricipanies da pesquisa
serSo enfre alumcs & funclondrics da Universidade de Sorocaba — Somcabal3F de ambos o péneros

Objedivo da Pecgulca:
Reaibzar andlise sensoial & ntensSo de compra de bamas de censals dooEs = salpaces contenco ShEske.

Avallyglo doc Flceor & Benafioloc:

Guanio aocs benefidos, omo raty-se de sstudo experimental das bamxs para werficar qual & mrals gosiosa,
& gual Ierd mals acekablidade, o paricpanbs mmbem Coniveoer um produto dferenciyds com posshilidade
de bepeficios nuirac®utions mo Sulurn, COMo por STEmpo fs I'Hlu;h doi oolesshenod .

Fisoos: Mo haverd rzco na ingestlo das bamas, pols pacikenies oo alerglas ou imolkerdncas a

Toremcmm, o B2 5

Ealre: 'wiE Srborw CEP: & @rsoim
- = Hunicipio: SOROCARS
Telfona-  (150-TI01 Fax: (15@2%0-707 E-mall:  cscffonn b

s 1 i B0
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UNIVERSIDADEDE  GRErad
SOROCABA

QUOISN COMPONSNtes das barmas 5erdo exciuidos 4o PesQuIsa

Cormuache 20 Pawow 2 0W T8

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Como crldno do SUSPensio enceramento risto 50 quo & Posquisa serd suspensaencerrada caso talte
VOrta OrCAMONiMia PAES & COMPEa do Matera pIma A DESGUISE30ND oSCecs &M Sud Cana resposta que
Que & for contatado o fornecedor de cogumelos que fornecerd maténa pnma & prego de custo O
Fomecedor dos ingrediontes secundanos das barras de corears contribusra com 20% de desconto. o
Programa Pos-Graduagho do Univoersidade de Sorocabo formecerd uma verba de R$ 1500 00 ¢ o restante
Sarh Custeado pela PesqUISAdONa. assam viabezando O progeto

Consideragoes sobre 08 Termos de apresentagso obrigatoria:

Forom apresentados adequadamente: CV lattes da pesquisadors. ¢ da Denuse Grotto, foiha de rosto,
Mtorzag 8o 3o Laboratono onde e desenvolida o degustaclio com 08 paricipanies. QUesSONNG para o
feste de acedacho o de compra, TCLE  cana de apresentacdo

Recomendacoes:

N3O ha recomendagdes do progeto, poes 85 Pendéncias No Propto protocolado antenorents foram sanadas,
conforme descrito na sequencia. - Fol incluso o pesquisadora Denise Groflo como integrante ou
PrticHantes da pesquisa, 101 detaihado Como 80 recrutados 05 ohmos o luNcIoNanos do Universsdode
0o Sorocaba . for NCISO NO CIONOYIAMA O entrega dos relatonos parcial @ final a este comid | Foram
NCusos 05 Deneficios 0035 PANSCPONtes 3o PESQUNEa | @ e3CiNecdo 05 TMENos 38 SUSPENSBO Ge PESQUESD |
DO COMO CUSien KNNEIBCA0 O KrLamento ¢ do propno PesquIsador Quanto 803 Mmos obNgalonos esta
sando manbdo 0 S0 G0 partopante

Conclusoes ou Pendéncias ¢ Lista de Inadequacoes:

O progeto esta de acordo com  as normas estabelecidas pelo CEP. O pesquisador atendeu todos os
Quesios soNCilados pelo parecernsia

Consideragoes Finals a critério do CEP.

Aprovado na Reunslo do Colegaado no dia 12 de ated de 2017

O pesquuador. deve submeter 00 CEP relatono parcial @ no Memno do propeto relatono fnal. de acordo com
a5 NOMMas cbngatonas da CONEP

Enderego:  Fodowes Raposo Tawwes W 92 5

Barre: Vs Amura CEP: 18023000

ur; 59 Municiplo:  SORDCABA

Telotone: (1521017101 Pax: (MSRW01.707 [P a——

P m



UNIVERSIDADE DE

SOROCABA

Comtruado o0 Pasoer 20 ™8

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

™™
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Ao Postagem Auor
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 14032017 Aceto
. % SR
Oulios Cona_resposia pat TA032017 | Sorm Rosickr Viewn | Acefo
19 Spem
Outros Questionano pdf 14032017 | Sorn Rosicler Viewn | Aceto
10
Cronograma CRONOGRAMA, pal 1403201 QM&M Acoto
10 16 45
TCLE / Termos TCLE pt 02022017 hv.u ALeto
ASsontemento | 083545 |Spwn
Justiicative Go
(Ayssdocuy -
Declaragho oo AONZacoo_lab _sensonal pat 241172010 | Sora Roscior Viown | Acedo
Insttusc o o 201903 |Spm
ﬂ CUMCUo_Latios,_Denesetronio pal 201172010 [Sorn Roschr viewn | Acelo
204758 1Soen
Outros carta_aspresentacoo pdt 181172010 |Sam Roscier Veesn | Acedto
Proto Detahado | | Propio A sensonal Poeess pol %—&M- Veun | Acedo
Brochura 193019 |Spim
Folha de Rosto Foiha_ode_rosto pat 24082010 |Saro Rosich Viewn | Acedo
193023 |Soum
Situacho do Parecer:
Aptovado
Necessita Apreciacso da CONEP:
Ndo
SOROCABA_ 16 de Abrdl de 2017
Assinado por:
Raquel de Mendonga Rosa Castro
(Coordenador)
Enderego:  Rodow Raposo Tavares am 105
Barre: Vi A CEP: 183000
ur: Municipio:  SOROCABA

Tolefone: (1521007100

Fax: (MOE0LTON

Eman  crpQumo ty

Fagre bl =
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ANEXO E - APROVACAO DO CEP — ESTUDO Il - PLATAFORMA BRASIL

UNIVERSIDADE DE ﬁ‘%mhr'"‘:
SOROCABA
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: Consumo de alimente produzido com Lentinula edodes (Shiitake] e sews efeitos
clinicos em pacientes hipercolesterolemicos

Pesquisador: Sara Rosider \ieia Spim

Area Tematica:

Versao: 4

CAAF: 33741818.5.0000.5500

Instituigio Proponente: FUNDACAD DOM AGUIRRE

Patrocinador Principal: Finandamento Proprio

DADDS DO PARECER

Nimero do Farecer: 2824 207

Apresentagao do Projeto:

Trata-s& de um projete de pesguisa para obtencdo do tiule de doutor pelo Programa de Pés-praduacso em
Cigncias Farmacéuficas da Uniso envolvendo um estude dinico de fase |1, O projete sera desenwvolvido pela
aluna Sara Rosicler Spim come ofientagde da profa. Dra Denise Grotto. Estardo também envolvidas no
projeto as pesquisadoras Miiam Sanches Silveira e Paula Bertoni, bem como a aluna de iniciagio cientifica
Ana Maria Holtiz Pistila.

Objetivo da Pesquisa:

Verificar os efeitos da ingestio de Shitake empregando um alimento funcional (bama de cereal com adicdo
de Shiitake) em pacientes hipercolesterciémicos

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Segundo 3 autora N30 havera Fscos para o5 pacientes. Possiveis problemas advindos da colets de material
serao mwestigados pela enfermerra responsavel prof. Mifam Sanches.

Come beneficios a autora indica que os participantes receberdo um alimento funcional (lanche) ao dia,
agradavel ac paladar e pratico 20 consumo. Além de poderem acessar os resultados ao final do estdo,
identificando os possiveis efeitos advindos da ingest3o do Shiitake no seu organisme.

Enderepo:  Rodovia Raposs Tavarss, km 325
Babmo: Vils Artura CEP: 12023000

UF: 3R Munisipic:  SOROCABA

Teledone: (1521017085 Far: (1S2901-7073 E-mall: cep@unizabr
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Qo ™™

SOROCABA
Confinuaclcs So Farecsr 2 4 20T
Declaracso de autonz_universidade pdf 13022018 [Sara Rosider Vigira | Acsiio
Insttuicao & 20:02:17 | Spim
Chustros cumicule lattes sara pdf ZAN22018 |Sara Rosider Vieim | Aceito
15:55:01 | Spam
Cronograma cronograma pd ZAN22018 |Sara Rosider Vieim | Aceilo
15:54:19 | Spam
Cutros cumcuio_[athes_denisegrotto pdf DG0Z20TE [Sara Rosider Vieim | Acesto
18:28:20 | Spem
Decaracio de cana_apresentacac_estcinico pr 08022018 [Sara Rosider Vidim | Acseiin
Pesguisadores 11:23:34 | Spim
Declaragao de pb_termo_autorizacao_lsboratorio.pdf 03022018 |Sara Rosider Vieim | Acsito
Instituicao & 111828 |Spim
Fiolha de Rosto pb_folha_rosto pd® 08022018 |Sara Rosider Vieim | Aceilo
11:18:44 | Spem
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mao

SOROCABA. 15 de Agosto de 2018

Assinado por:

Raquel de Mendonga Rosa Castro
{Coordenador)

Endersgo:  Rodovia Raposo Tavares, km 325

Ealmo: ik Artura
UF: 2P

CEPF: 12023000
Munlslpio:  SORICABA

Teledona:  (152101-T0E5 Fax: (15129017073 E-mall: cepgunisabr
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