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“So6 sei que nada sei, e o fato de saber isso, me coloca em vantagem sobre aqueles que acham
que sabem alguma coisa.”

(Sécrates)

Se
“Se niao puderes ser um pinheiro, no topo de uma colina,
Sé um arbusto no vale mas sé
O melhor arbusto 4 margem do regato.
Sé um ramo, se nio puderes ser uma drvore.
Se nio puderes ser um ramo, sé um pouco de relva
E da alegria a algum caminho.
Se nio puderes ser uma estrada,
Sé apenas uma senda,
Se nio puderes ser o Sol, sé uma estrela.
Nio ¢é pelo tamanho que teras éxito ou fracasso...

Mas sé o melhor no que quer que sejas.”

(Pablo Neruda)

“E fazendo que se aprende a fazer aquilo que se deve aprender a fazer.”

(Aristoteles)

“Nao supliques a extin¢do das dificuldades.
Procura meios de superé-las, assimilando-lhes as licoes.
Nada existe sem razio de ser.

A Sabedoria do Senhor nio deixa margem a inutilidade.”

(Emmanuel)
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RESUMO GERAL

O aprofundamento do estudo relativo aos compostos naturais com propriedades
antioxidantes e antimicrobianas em cogumelos torna-se extremamente relevante tendo em
vista a possibilidade de esses compostos serem empregados nas indudstrias de alimentos,
farmacéutica e de cosméticos. No entanto, ndo foram encontrados relatos sobre o perfil
fendlico de cogumelos comestiveis produzidos no Brasil assim como também ndo foram
encontrados trabalhos que utilizassem quatro ensaios diferentes para avaliar o potencial
antioxidante dos cogumelos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o teor de
compostos fendlicos e a capacidade antioxidante e antimicrobiana de 4 espécies de
cogumelos comestiveis (A. bisporus, P. ostreatus, P. ostreatoroseus e L. edodes)
produzidas no Brasil. Os compostos fendlicos totais (CFT) foram determinados pelo
método de Folin-Cioacalteu e a identificacdo e quantificacdo individual dos fendlicos foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A atividade antioxidante foi
avaliada por quatro métodos: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), ABTS"" [2,2’-azino-bis
(3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfonato)], FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) e ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity). O potencial antimicrobiano dos extratos foi
avaliado através da concentragdo minima inibitéria (CIM). Todos os resultados obtidos para
as diferentes andlises foram analisados levando em consideracido o periodo de colheita, os
diferentes processamentos, graus de maturacdo e substratos de cultivo. No ensaio com o
radical DPPH" o cogumelo que apresentou maior atividade antioxidante foi o Champignon
de Paris (fresco). J4 no ensaio com o radical ABTS™ e no ORAC os cogumelos que
apresentaram maior aciao antioxidante foram o Hiratake, o Shimeji (fresco), o Salmon e o
Portobello. No ensaio FRAP o Portobello mostrou a maior atividade antioxidante. Os
valores médios de CFT variaram entre 0,78 e 10,85 mg EAG/g de amostra liofilizada. Os
cogumelos que apresentaram os maiores teores de CFT para o cultivo de verdao e de
inverno, respectivamente, foram o Hiratake com 10,09 mg EAG/g e 8,45 mg EAG/g,
Salmon com 9,61 mg EAG/g e 9,45 mg EAG e Portobello com 9,07 mg EAG/g e 9,60 mg
EAG. O processamento empregado ao cogumelo Champignon de Paris diminuiu
consideravelmente o teor de CFT (de 7,04 mg EAG/g para 0,90 mg EAG/g - cultivo de
verdo) enquanto que no processo de secagem empregado ao cogumelo Shimeji ndo houve

diminui¢do dréastica no teor de CFT (de 8,83 mg EAG/g para 7,62 mg EAG/g - cultivo de
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verdo). O grau de maturacdo influenciou no teor final de CFT mostrando que o Shimeji,
colhido em estdgio imaturo, possui menor teor de CFT (8,83 mg EAG/g — cultivo de verdo
e 7,24 mg EAG/g — cultivo de inverno) em comparacdo ao Hiratake, colhido em estagio
mais maturo. Correlacdes positivas entre os resultados de CFT e os métodos de atividade
antioxidante foram encontradas, e essa correlacdo foi maior para o ensaio com o radical
livie ABTS™ e 0 ORAC (r = 0,92 e r = 0,89, respectivamente) do que para o ensaio FRAP
(r = 0,45). Ja entre o DPPH e os resultados de CFT foi encontrada baixa correlacao
negativa (r = -0,14). Dentre os compostos investigados por CLAE foram identificados e
quantificados apenas os d4cidos siringico, p-cumdrico e o trans-cindmico, com
predomindncia deste ultimo. No ensaio antimicrobiano realizado verificou-se que o
crescimento das leveduras C. albicans, C. rugosa, C. tropicalis, C. glabrata e C. utilis foi
fortemente inibido pelos extratos aquosos dos cogumelos Shiitake (tora e composto), com
CIMs variando entre 0,08 e 0,31 mg/mL. Estes resultados demonstram que os cogumelos
comestiveis possuem grande potencial de utilizagdo pela inddstria farmacéutica e podem
contribuir significativamente para uma boa condi¢do de saide devido a presenca de

antioxidantes.

Palavras-chaves: cogumelos, compostos fendlicos, atividade antioxidante, atividade

antimicrobiana e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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ABSTRACT

The study of natural compounds with antioxidant and antimicrobial properties of
mushrooms is extremely relevant to the use in the food, pharmaceutical and cosmetic
industries. However, no reports were found about the phenolic profile of edible mushrooms
produced in Brazil as well as were not found papers describing the use four different tests
to evaluate the antioxidant potential of mushrooms. Therefore, the aim of this study is
evaluate the phenolic content, antioxidant and antimicrobial activities of four species of
edible mushrooms (A. bisporus, P. ostreatus, L. edodes and P. ostreatoroseus) produced in
Brazil. The total phenolic compounds (TPC) were determined by Folin-Cioacalteu and the
individual identification and quantification of phenolic compounds was performed by high
performance liquid chromatography (HPLC). The antioxidant activity was evaluated by
four methods: DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS™ [2,2 '-azino-bis (3-etilbenzo-
thiazoline-6-sulfonate)], FRAP (Ferric Reducing antioxidant Power) and ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity). The antimicrobial activity of extracts was evaluated by
minimum inhibitory concentration (MIC). All the results obtained for the different analyzes
were analyzed taking into account the period of harvesting, different processing, maturation
degrees and cultivation substrates. In the assay with DPPH, the mushroom with the highest
antioxidant activity was A. bisporus white (fresh). In the assays with the radical ABTS™ and
ORAC, the mushrooms that showed the highest antioxidant activity were P. ostreatus
(mature and fresh immature), P. ostreatoroseus and A. bisporus brown. In the FRAP assay the
A. bisporus brown. showed the highest antioxidant activity. The average values of TPC
ranged varied from 0.78 and 10.85 mg GAE/g lyophilized sample. The mushrooms with
highest levels of TPC for the summer and winter cultivation, respectively, were P. ostreatus
(mature) with 10.09 mg GAE/g and 8.45 mg GAE/g, P. ostreatoroseus with 9.61 mg GAE/g
and 9, 45 mg GAE and A. bisporus brown with 9.07 mg GAE / g and 9.60 mg GAE. The
processing used in the A. bisporus white has considerably reduced the content of TFC (from
7.04 mg GAE/g to 0.90 mg GAE/g - summer cultivation) while in the process of drying the
mushroom used in the P. ostreatus (immature), no drastic decrease content of the TPC (from
8.83 mg of GAE/g to 7.62 mg GAE/g - summer cultivation). The maturation degree
influenced the final content of the TPC showing P. ostreatus, harvested in an immature

state, has a lower content of TPC (8.83 mg GAE/g - summer cultivation and 7.24 mg
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GAE/g - winter cultivation) compared to P. ostreatus, collected in more mature stage.
Positive correlations between the results of TPC and methods of antioxidant activity were
founded, and this correlation was higher for the test with free radical ABTS™ and ORAC (r
= 0.92 and r = 0.89, respectively) than for the FRAP test (r = 0.45). Among the DPPH and
the results of TFC was found low negative correlation (r = -0.14). Among the compounds
investigated by HPLC were identified and quantified only the syringic, p-coumaric and
trans-cinnamic acids, with predominance of the latter. In the assay antimicrobial it was
found that the growth of yeasts C. albicans, C. rugosa, C. tropicalis, C. glabrata and C.
utilis was strongly inhibited by aqueous extracts from the mushrooms Lentinula edodes (logs
and compound), with MICs ranged varied from 0.08 to 0.31 mg / mL. These results
demonstrate that edible mushrooms have great potential use by the pharmaceutical industry
and can contribute significantly for a good health condition due to the presence of

antioxidants.
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INTRODUCAO GERAL

Ensaios clinicos e estudos epidemioldgicos tém estabelecido uma correlacdo inversa
entre dietas ricas em antioxidantes (compostos polifendlicos, vitaminas E e C e
carotendides) e a ocorréncia de doengas como inflamacdes, problemas cardiovasculares,
cancer e disturbios relacionados ao envelhecimento (KAUR et al., 2001; ART et al., 2005;
HUANG et al., 2005; SCALBERT et al., 2005 b; VITA, 2005; FINCO et al., 2009). Além
disso, estima-se que aproximadamente 30 a 40% dos canceres estdo diretamente ligados a
dieta inadequada e fatores relacionados tais como o modo de preparo dos alimentos e a
presenca de agentes cancerigenos em alguns alimentos (CZAPSKI, 2009).

Neste contexto, a indudstria alimenticia vem apresentando grande quantidade de
novos produtos a populacdo, a qual, a cada ano, se mostra mais interessada na relacao entre
alimentacio e sadde. Entre os alimentos que apresentam propriedades funcionais
encontramos 0s cogumelos. O consumo destes, que tem sido parte da dieta humana por
centenas de anos, principalmente pelas civilizacdes orientais, tem aumentado nos paises
ocidentais, inclusive no Brasil, envolvendo um nimero cada vez maior de espécies. Isto se
deve a percepcao de que os cogumelos possuem importantes atributos nutricionais e alto
valor medicinal (MATTILA et al, 2001, MIYAJI & COLUS, 2001; FURLANI & GODOY,
2007). Além disso, seu cultivo possibilita reciclar economicamente diversos residuos
agricolas e agroindustriais, sendo considerada uma atividade que nio agride o meio
ambiente (FAEMG, 2009).

A partir do trabalho realizado por Furlani e Godoy (2007) pode-se afirmar que o
conteido de sélidos totais em cogumelos produzidos no Brasil estd na faixa de 8 a 9,23%, o
que confirma o alto teor de umidade dos produtos. Além disso, os cogumelos possuem
como principal constituinte nutricional carboidratos apresentando um teor médio de
63,17%, em base seca. Em seguida destaca-se a proteina, com um valor médio de
aproximadamente 23%, em base seca. Depois vem os lipidios com um teor médio de
aproximadamente 5%, em base seca. Segundo Mattila et al. (2000) os cogumelos
apresentam, ainda, teores significativos de vitaminas (tiamina, riboflavina, acido ascérbico,
A e D) e minerais.

Além dessas caracteristicas nutricionais os cogumelos influenciam em propriedades

fisiologicas do corpo, como a biorregulacdo, manutencdo da homeostasia, regulacdo do



biorritmo, prevenc¢dao e melhora em doencas como cancer, derrame cerebral, doencas
corondrias e produzem substancias efetivas para a reducdo do colesterol e da pressdao
sanguinea, além de substancias com a¢@o antitrombotica e hipoglicémica (ALETOR, 1995;
WASSER & WEIS, 1999; MANZI & PIZZOFERRATO, 2000; MYAIJI et al., 2006;
SULLIVAN et al., 2006; LO & WASSER, 2011).

Nos ultimos anos houve um aumento significativo na investigacdo das propriedades
bioldgicas dos cogumelos, entre elas a atividade antioxidante e antimicrobiana. Na
literatura s@o encontrados diversos trabalhos onde essas propriedades sdo atribuidas aos
compostos fendlicos como podemos ver nos trabalhos de BAIS et al. (2002); PANIZZI et
al. (2002); PUTTARAIJU et al. (2006); ELMASTAS et al. (2007); KIM, et al. (2008);
CONEAC et al. (2008); CHYE et al. (2008) e YALTIRAK et al. (2009).

Os estudos relacionados a atividade antioxidante sdo de grande importancia frente
ao estresse oxidativo que acarreta prejuizos as células como a oxidacdo de lipidios de
membrana, proteinas, enzimas, carboidratos e DNA. Os radicais livres formados em
excesso se acumulam e contribuem para a degeneracdo das células somdticas e indugdo de
doencas cronico-degenerativas, especialmente associadas com o avangco da idade
(HALLIWELL, 1994; FINKEL & HOLBROOK, 2000; LANGSETH, 2000; PIETTA,
2000; SCALBERT et al., 2005 a; VALKON et al., 2007). Embora a maioria dos
organismos tenha sistemas de defesa antioxidante e reparo evoluidos para protegé-los, estes
sistemas sdo insuficientes para impedir totalmente os danos provocados pelo estresse
oxidativo (SIMIC, 1988), tornando necessiria a ingestdo de antioxidantes naturais pela
dieta para que eles possam atuar em defesa dos organismos.

O estudo da atividade antimicrobiana também ¢ muito importante devido a
possibilidade de descoberta de novos agentes antimicrobianos uma vez que com O USO
indiscriminado de antibidticos nos ultimos anos surgiram cepas de microrganismos
resistentes aos farmacos existentes no mercado. Na literatura € possivel encontrar muitos
trabalhos que relatam tais estudos com cogumelos (HIRASAWA et al.,1999;
KITZBERGER, 2007; TURKOGLU et al., 2007; GOES, 2009; HEARST et al. 2009;
OYETAYO, 2009; BENELLI, 2010).

Dessa forma, o aprofundamento do estudo relativo aos compostos naturais presentes
em cogumelos comestiveis torna-se extremamente relevante tendo em vista a possibilidade

destes compostos serem empregados nas industrias de alimentos, farmacéutica e de



cosméticos. No entanto, nao foram encontrados relatos sobre o perfil fendlico de cogumelos
comestiveis produzidos no Brasil assim como também nao foram encontrados trabalhos que
utilizassem quatro ensaios diferentes para avaliar o potencial antioxidante dos cogumelos.
Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante por quatro
métodos distintos, quantificar o teor de compostos fendlicos totais e avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos aquosos de 4 espécies de cogumelos comestiveis (A. bisporus,
P. ostreatus, P. ostreatoroseus e L. edodes) produzidos no Brasil levando em consideragdo

os diferentes processamentos, grau de maturagdo e substrato de cultivo.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Analisar a composi¢do de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano de extratos aquosos

de cogumelos comestiveis produzidos no Brasil.

Objetivos Especificos

Quantificar os compostos fendlicos totais através do método de Folin-Cicalteau.

Adaptar metodologia para andlise de compostos fendlicos por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE) em extratos aquosos de cogumelos comestiveis.

Determinar o potencial antioxidante in vitro dos extratos através de quatro métodos:

DPPH’, ABTS™, FRAP e ORAC.

Observar o efeito do substrato de cultivo (tora e composto), periodo de colheita
(verdo e inverno), grau de maturacdo e processamento (seco e conserva) dos cogumelos

quanto aos fendlicos totais, composi¢ao individual de fendlicos e atividade antioxidante.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos contra as bactérias Escherichia coli
ATCC 11775, Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388, Bacillus subtilis ATCC 5061,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Salmonella choleraesuis ATCC 10708, Candida
albicans ATCC 10231, Candida rugosa CBS 12, Candida tropicalis CBS 94, Candida
glabrata CBS 07 e Candida utilis CBS 5609.
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1. ALIMENTOS FUNCIONAIS

Alimento funcional € definido como qualquer alimento, natural ou preparado, que
contenha uma ou mais substancias, classificadas como nutrientes ou nao nutrientes, capazes
de atuar no metabolismo e na fisiologia humana, promovendo efeitos benéficos para a
saide, podendo retardar o estabelecimento de doengas cronico-degenerativas e melhorar a
qualidade e a expectativa de vida das pessoas (SGARBIERI & PACHECO, 1999;
PIMENTEL et al., 2005).

Os alimentos funcionais surgiram de uma necessidade, cada vez maior, de unir
alimentacio e sadde, tendo em vista uma populacido que envelhece com qualidade de vida.
Dessa maneira, a baixa incidéncia de doengas em alguns povos chamou a ateng¢do para a
sua dieta. Os esquimds, com sua alimenta¢do baseada em peixes e produtos do mar ricos
em 4cidos graxos poliinsaturados das familias n-3 e n-6, t€ém baixo indice de problemas
cardiacos, assim como os franceses, devido ao consumo de vinho tinto, o qual apresenta
grande quantidade de compostos fendlicos. Os orientais devido ao consumo de soja, que
contém fitoestrogénios, apresentam baixa incidéncia de cancer de mama. Nestes paises, 0
costume de consumir frutas e verduras também resulta numa redug@o do risco de doencas
coronarianas e de cancer, comprovada por dados epidemiologicos (ANJO, 2004).

Na década de 80 os japoneses iniciaram estudos com alimentos funcionais,
relacionando a ingestdo de alimentos de sua populagdo com baixos indices epidemioldgicos
de cincer de mama, cllon e a alta longevidade. Em 1984, o Ministério da Educacdo
Japonés criou um Departamento chamado “Andalise Sistematica e Desenvolvimento das
Fungdes dos Alimentos”, que financiou as pesquisas desta area. O pais movimenta bilhdes
de dodlares por ano com operagdes comerciais envolvendo alimentos funcionais. Dessa
forma, pode-se dizer que os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concepc¢ao
lancada pelo Japao através de um programa de governo, que tinha como objetivo
desenvolver alimentos sauddveis para uma populacdo que envelhecia e apresentava uma
grande expectativa de vida (GOLDBERG, 1994; COLLI, 1998).

Neste contexto tem-se observado um crescente interesse da inddstria de alimentos e
profissionais da drea de saude pelos alimentos funcionais, assim como, devido a ampla
divulgacdo pela imprensa em geral, da relac@o entre alimentacio e satide, a preocupacao da

sociedade ocidental com os alimentos tem aumentado de forma exponencial. Dessa
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maneira, uma grande quantidade de novos produtos que supostamente proporcionam satde
tem sido apresentada pela indudstria alimenticia diariamente (ANJO, 2004).

Existe uma ampla variedade de alimentos nutracéuticos ou funcionais e nas tltimas
décadas grande atencdo tem sido dada aos cogumelos comestiveis. Vérios estudos
realizados por diversos pesquisadores em todo o mundo identificaram compostos bioativos
em cogumelos e mostraram sua a¢do terapéutica contra muitas doencas. No entanto, apesar
de os cogumelos compreenderem uma vasta fonte de compostos bioativos, sio, ainda,
pouco explorados (MIYAJI & COLUS, 2001; WASSER, 2002; LINDEQUIST et al., 2005;
SULLIVAN et al., 2006; LO & WASSER, 2011; GUILLAMON et al. 2010).

Na antiguidade eram feitas decoc¢des em dgua quente de determinados cogumelos
para obtencao de extratos que promoviam beneficios a satide do corpo e da mente. Muitos
destes extratos tornaram-se ingredientes importantes na medicina tradicional chinesa
(SULLIVAN et al., 2006). Os efeitos da ingestdo de cogumelos foram registrados no livro
“SHEN NUNG’S HERBAL”, escrito ha 2000 anos (AMAZONAS, 1999). De fato, os
cogumelos tém sido descritos até hoje como alimentos terapéuticos, uteis na prevengdo de
doencas como hipertensdo, hipercolesterolemia, cancer, na diminui¢do dos niveis de glicose
no sangue e na prevencdo ou reducdo das infeccdes causadas por bactérias, virus, fungos,

patégenos e parasitas (BREENE, 1990; MANZI et al., 2001).

2. COGUMELOS

Durante muito tempo os fungos foram considerados como vegetais, mas com o
avanco das pesquisas e descobertas feitas a respeito de suas caracteristicas foram agrupados
em um reino proprio, o Reino Fungi. Os fungos possuem vdrias caracteristicas que
permitem sua diferenciacdo das plantas como: ndo realizar fotossintese (ndo sintetizam
clorofila) e obter matéria-prima para as func¢des vitais pela absor¢do da matéria organica
dissolvida através de sua membrana plasmatica. Além disso, os fungos possuem a parede
das células composta principalmente por quitina (exceto alguns fungos aquéticos) e nao
armazenam amido como substancia de reserva e sim o glicogénio (TORTORA et al., 2002;
GUERREIRO, 2003).

Como todos os seres vivos, os fungos sdo constituidos de células, podendo ser

unicelulares, quando formados por células isoladas, e pluricelulares, quando as células sdao
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agrupadas em filamentos. Os filamentos dos fungos pluricelulares sio denominados hifas
(BONONI et al., 1999). As hifas podem ser simples ou ramificadas, septadas ou ndo e
constituem o micélio dos fungos (URBEN, 2004). O micélio que se desenvolve no interior
do substrato, funcionando também como elemento de sustentacio e de absorcdo de
nutrientes, € chamado de micélio vegetativo. O que se projeta na superficie e cresce acima
do meio de cultivo € o micélio aéreo e este, quando se diferencia para sustentar seus 6rgaos
de disseminacdo (corpos de frutificacdo ou propdgulos), constitui o micélio reprodutivo

(MOURA, 2008) (ver Figura 1).

‘Estruturareprodutora

Estruturas produtoras
de esporos

|

Micélio
Fonte: CIENTIC (2012)

Figura 1. Constituicdo de um cogumelo

Os cogumelos sdo os corpos de frutificacdo de certos fungos e podem pertencer a
dois grandes grupos: ascomicetos ou basidiomicetos. As estruturas carnudas estdo presentes
nos basidiomicetos mais que nos ascomicetos. O papel bioldgico do cogumelo para o fungo
¢ a producdo e disseminacdo dos esporos em numero suficiente para assegurar a
propagacdo da espécie em uma diversidade de condi¢des ambientais (CHANG & MILES,
1989).

Na Figura 2 podemos ver o ciclo de vida de um cogumelo, o qual € iniciado pelo
encontro de duas hifas monocaridticas que se fundem e dao origem a um micélio

secundario dicaridtico, que se desenvolve até a formag¢do do cogumelo. Nas laminas,
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estruturas que se localizam na superficie lamelar encontradas na parte inferior do chapéu
dos cogumelos, sdo produzidos esporos que vao ser liberados para germinar e dar origem

ao micélio primdrio (URBEN, 2004).

Estagio
imperfeito

Germinagéo de
eSporos

Fusio de hifas
compativeis

Liberagéo ’
de esporos

Formagao de
esclerdédios

Desenvolvimento Formag&o dos
do corpo de primérdios ..
frutificacéo :

Fonte: RESUMOS (2012).

Figura 2. Ciclo de vida de um cogumelo.

A ordem fiingica Agaricales € uma das maiores e mais importantes pois apresenta o
maior nimero de espécies comestiveis e também um grande nimero de espécies toxicas e
venenosas. Os Agaricales ocorrem em ampla variedade de habitats, que varia do Artico aos
Tropicos. Alguns produzem seus basidiocarpos no solo, sendo referidos como formas
terrestres. Outros sao formados em folhas mortas (foliicolas) ou em himus (humicolas), em
madeira (lignicolas), ou em fezes (copréfilos) e poucos crescem no basidiocarpo de outros
macrofungos, sendo denominados fungicolas. Eles podem se desenvolver isoladamente, em
grupos (acervados ou aglomerados); fasciculados; cespitosos ou em tufos e em circulos de
fadas. Os varios habitats e substratos demonstram que a ordem Agaricales contém espécies
parasitas, saprofitas e simbiontes. (URBEN, 2004).

Desde os tempos mais remotos, os cogumelos tém sido considerados como um tipo

especial de alimento. Os gregos acreditavam que os cogumelos proviam for¢a aos
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guerreiros em batalha. Os farads tinham os cogumelos como uma iguaria, € 0s romanos 0s
consideravam como o "alimento dos deuses", sendo servido apenas em ocasides
festivas. Os chineses consideravam os cogumelos como uma comida saudédvel, o "elixir da
vida". Os indios mexicanos usavam os cogumelos como alucinégenos em cerimonias
religiosas e na feiticaria, bem como para fins terapéuticos (CHANG & MILES, 1989).
Existem aproximadamente 45 mil espécies de cogumelos descritas na literatura.
Destas, cerca de dois mil sdo conhecidas como comestiveis, mas somente pouco mais de 25
espécies sdo cultivadas e aceitas como alimento, das quais 10 espécies t€m se tornado

produto de larga comercializagdo (URBEN & SIQUEIRA, 2003).

2.1. Cultivo de Cogumelos

A primeira técnica utilizada pelos chineses para o cultivo de cogumelos consistia em
encontrar troncos de drvores caidos pelas florestas e colocd-los préximo aos troncos
frutificados que, por sua vez, eram expostos ao vento para capturar Os esporos.
Eventualmente, pedacos de cogumelos eram colocados dentro ou sobre os troncos
(HERRERA, 2001). Na década de 60, o cultivo em toras com inocula¢do de sementes puras
tornou-se muito utilizado. Anos depois, a serragem, o farelo de arroz e o farelo de trigo
tornaram-se os principais substratos utilizados no cultivo de cogumelos. Ja na década de 80,
surgiu a técnica “Jun-Cao”, que utiliza gramineas como substrato, unindo os beneficios
sociais, ecoldgicos e econdmicos e que, também, estabelece melhor equilibrio ecolégico
entre plantas, fungos e animais uma vez que o substrato residual desta técnica pode ser
usado como forragem protéica de alta qualidade podendo, assim, solucionar o problema de
escassez de alimento para os animais (URBEN, 2004).

Os fungos produtores de corpos frutiferos comestiveis e medicinais sdo aptos para
crescerem em uma grande variedade de residuos agricolas, sendo, portanto, imprescindivel
a selecdo do substrato onde o micélio em questdo desenvolva-se rapidamente e com vigor,
visando maior produtividade do cogumelo (BUSWELL et al., 1996; SILVA et al., 2007;
MOURA, 2008).

A escolha da tecnologia de cultivo e o preparo do substrato de cultivo dependem da
espécie de cogumelo que se pretende cultivar, da disponibilidade e custo dos residuos
agroindustriais, além de outros insumos e matérias-primas (MOURA, 2008). Existe uma

diversidade muito grande de compostos utilizados para o cultivo de cogumelos. Mas,
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segundo Moura (2008) a formula¢do de um composto tem como regra geral a escolha de
materiais volumosos e fibrosos, a base de palha, de capim ou outras plantas, geralmente
muito ricos em carbono e pobres em nitrogénio e fésforo. Portanto, cada produtor de
cogumelo ou grupo de produtores de uma mesma regido escolhe um tipo de composto
formado por produtos de fécil aquisicao no local, em funcdo da disponibilidade e custo do

transporte (BONONI et al., 1999).

2.2. Panorama do Consumo e Produc¢ao de Cogumelos no Brasil

O cultivo de cogumelos vem crescendo devido a diversos fatores. Economicamente
sua cultura permite a reciclagem de diversos residuos agricolas e agroindustriais. Sob o
ponto de vista nutricional, devido ao alto valor protéico, o cultivo dos cogumelos tem sido
apontado como uma alternativa para acrescentar a oferta de proteinas aos paises com alto
indice de desnutricdo (CHANG & MILES, 1989). Além disso, a utilizacdo de certas
espécies, na forma de chd ou cdpsula, como preventivo de algumas doengas (FURLANI,
2004) ou, ainda, pelo simples uso como um alimento funcional tem acelerado sua producao.

No entanto, o consumo no Brasil é, ainda, muito baixo uma vez que este produto
possui um alto preco e o publico consumidor encontra-se nas classes de maior poder
aquisitivo. Em certos paises o consumo de cogumelos pode chegar a uma média de 4
Kg/habitante/ano. Ja no Brasil, o consumo ainda esta distante de um potencial satisfatdrio, e
¢ estimado em aproximadamente 70 g/habitante/ano (ROSA, 2007).

No Brasil, o alto valor de mercado dado aos cogumelos € justificado pela
dificuldade de produc¢do devido a tecnologia empregada, o pouco volume de produciao que
¢é conseqiiéncia do uso de técnicas inadequadas e trabalhosas no cultivo e a importacdao de
substratos para o cultivo de outras regides. Segundo Eira (2000) a produtividade brasileira
de Agaricus bisporus em Mogi das Cruzes, ainda é da ordem de 5 a 7 Kg de cogumelos
frescos/100 g de substrato imido (4 a 6 Kg de cogumelo fresco/m?). Na Europa, entretanto,
em paises como Holanda, Bélgica, Alemanha e Franca, a produtividade média desse
cogumelo é de 30 Kg/100 g de substrato.

O maior obsticulo da produg¢do da maioria das espécies no Brasil € o clima
excessivamente quente na maior parte do ano, restringindo o aproveitamento da cultura ao
uso de condicdes artificiais, em camaras climatizadas, equipadas com ar condicionado. As

excecgoes a este modelo existem como € o caso das espécies Shiitake e Cogumelo do Sol,
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que, no Brasil, podem ser cultivadas sem a climatizacdo artificial na maior parte do pais
(FAEMG, 2009).

Nao existem estatisticas oficiais sobre a producdo de cogumelos no Brasil. Mas,
sabe-se que as areas de producdo estdo concentradas no Estado de Sao Paulo, com destaque
para a regido de Mogi das Cruzes e nos estados como Rio Grande do Sul, Parand, Minas
Gerais e Rio de Janeiro. A regido do Alto Tieté, em Sdo Paulo, é a maior produtora
nacional (FAEMG, 2004; NEVES & GRACIOLLI, 2008). Segundo FAEMG (2009) a
producdo brasileira deve girar em torno de 3 mil toneladas anuais ou 0,12% da producdo
mundial, sendo a maior parte de champignon. Ja a produ¢do mundial de cogumelos, no ano
de 2007, foi de 4 milhdes de toneladas com previsdes de chegar a 18 milhdes de toneladas
por no ano de 2012 (SILVA & SANTANA, 2007).

Segundo Urben (2004) os cogumelos mais conhecidos no mundo sdo: o Reishi,
Cogumelo do imperador ou Cogumelo Brilhante (Ganoderma lucidium), Cogumelo do Sol
(Agaricus blazei), Shiitake (Lentinula edodes), Maitake (Grifola frondosa), Talo Veludo
(Flammulina velutipes) e Tremella fusiformes. E no Brasil os cogumelos mais
comercializados sdo: Champignon de Paris (Agaricus bisporus), Shiitake (Lentinula
edodes), Shimeji, Cogumelo Ostra ou Hiratake (Pleurotus ostreatus) e Cogumelo do Sol,

Cogumelo Princesa ou Cogumelo da Vida (Agaricus blazei ou Agaricus brasiliensis).

2.3. Importancia Nutricional

Os cogumelos apresentam uma excelente composi¢do nutricional que pode variar
em funcdo da espécie, da tecnologia e do composto utilizado no cultivo. No entanto,
segundo Bado (1994) os cogumelos sdo, de um modo geral, constituidos de 90% de 4gua,
apresentam elevados teores em proteinas, vitaminas do complexo B (riboflavina, niacina e
biotina), C, D e A (MATTILA et al., 2000). Sdo ricos em sais minerais (fosforo, potéssio,
calcio, sodio e ferro) e fibras nutricionalmente valiosas de baixo valor calérico (30 cal/100
g de cogumelos desidratados).

Os cogumelos apresentam cerca de 3,5 a 4,0% em peso fresco e de 30 a 50% em
peso seco de proteina. Possuem o dobro da proteina existente em alguns alimentos como o
trigo e arroz, com exce¢do da soja e lentilha. Possuem todos os aminodcidos essenciais, os
quais o organismo humano necessita para sua nutri¢do. Apresentam altas concentracdes de

isoleucina, leucina, lisina e histidina, que estdo presentes na carne em baixos teores. O
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percentual de metionina e cisteina, existentes nos cogumelos, sdo similares as proteinas dos
vegetais (BADO, 1994). Segundo Novaes e Novaes (2005) comparando-se o teor protéico
da carne bovina com algumas espécies Agaricales, observa-se que a carne bovina possui
em torno de 14,8% de proteina em peso seco, ao passo que os fungos Agaricales
apresentam 22,5%.

Os cogumelos apresentam uma baixa quantidade de lipidios, variando entre 1,1 e

8,3% em base seca (CHANG & MILES, 1989). A gordura bruta dos cogumelos

(N

constituida por diversas classes de lipideos, incluindo os dcidos graxos livres, mono, di e
triglicerideos, esterdis, terpendides e fosfolipideos, destacando-se a lecitina (NOVAES &
NOVAES, 2005). Em geral, apresentam em sua composi¢do baixo teor de dcidos graxos
saturados e alta percentagem de insaturados, principalmente de dcidos graxos essenciais
(URBEN, 2004).

Segundo FURLANI (2004) os carboidratos sdo os principais constituintes
nutricionais dos cogumelos Agaricus bisporus (Champignon de Paris), Lentinula edodes
(Shiitake) e Pleurotus ostreatus. (Shimeji). No estudo realizado apresentaram um teor
médio de 63,17%, em base seca. A parede celular dos fungos apresenta alta percentagem de
carbono indicando uma riqueza em carboidratos (URBEN, 2004). Segundo Breene (1990)
os carboidratos representam de 3 a 28% e as fibras de 3 a 32%, em base seca.

Estudos j4 identificaram e quantificaram vitaminas em diferentes cogumelos. No
entanto, segundo Furlani (2004) os cogumelos ndo podem ser considerados fontes de

vitaminas, mas, por outro lado, podem contribuir com o aporte das mesmas na dieta.

2.4. Importancia Funcional

Somente nas udltimas décadas os compostos bioativos, presentes nos diversos
cogumelos existentes na natureza, sendo eles comestiveis ou nao, medicinais, alucinégenos
ou ainda venenosos, t€ém sido estudados de forma mais objetiva com relacdo as suas
propriedades terapéuticas. Entre estas encontramos atividades: anti-hipertensiva,
hipoglicémica, antialérgica, antitumoral, antimicrobiana, antitrombocitica,
hipocolesteromica, antinflamatéria e antioxidativa (ALETOR, 1995; WASSER & WEIS,
1999; MANZI & PIZZOFERRATO, 2000; URBEN, 2004; MYAIJI et al, 2006;
PUTTARAJU et al. (2006); SULLIVAN et al., 2006; ELMASTAS et al. (2007);
YALTIRAK et al. (2009); LO & WASSER, 2011).
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Os mecanismos de acdo das substdncias bioativas presentes nos cogumelos ainda
ndo estdo completamente esclarecidos na literatura, mas evidéncias cientificas sugerem que
essas substincias sdo capazes de modular a carcinogénese nos estdgios de iniciacdo,
promocgao e progressdo, promovendo beneficios aos portadores de diversos tipos de cancer,
principalmente através da estimulagdo do sistema imunolégico (FORTES & NOVAES,
2006).

Nos cogumelos os compostos bioativos mais estudados sdo os polissacarideos. No
entanto, outros grupos de compostos bioativos estdo presentes como, por exemplo, 0s
compostos fendlicos, terpenos, dcidos graxos poliinsaturados e fibras.

De grande relevancia para a medicina moderna, os cogumelos representam uma boa
fonte de polissacarideos com propriedades antitumorais e imunoestimulantes. Além de
atuarem como antivirais e antioxidantes. Muitos, se ndao todos, basidiomicetos possuem
polissacarideos biologicamente ativos em corpos de frutificacdo e micélio cultivado em
caldo de cultura (WASSER, 2002; DA CUNHA & FEITOSA, 2009).

As fibras dietéticas estdo contidas nos cogumelos em proporc¢des que variam de 10 a
50% com base em peso seco e possuem acao fisica desfavordvel na absorcio de substancias
toxicas, nocivas e carcinogénicas (NOVAES & NOVAES, 2005). Os efeitos do uso das
fibras sdo a reducdo dos niveis de colesterol sangiiineo e diminuicdo dos riscos de
desenvolvimento de cancer colorretal, decorrentes de trés fatores: capacidade de retencdo
de substancias toxicas ingeridas ou produzidas no trato gastrointestinal durante processos
digestivos; reducao do tempo do transito intestinal, promovendo uma rdpida eliminag¢dao do
bolo fecal, com reducdo do tempo de contato do tecido intestinal com substancias
mutagénicas e carcinogénicas e formagdo de substancias protetoras pela fermentacdo
bacteriana dos compostos provenientes da dieta alimentar (ANJO, 2004; NOVAES &
NOVAES, 2005).

Apesar dos cogumelos apresentarem quantidades reduzidas de gorduras totais,
possuem alta porcentagem de dcidos graxos poliinsaturados (PUFA), principalmente de
dcidos graxos essenciais, e baixos teores de dcidos graxos saturados e colesterol
(BORCHERS et al., 1999; URBEN, 2004). Os acidos graxos poliinsaturados encontram-se
relacionados com a prevencdo de doencas cardiovasculares, através da reducdo dos niveis
de triglicerideos e colesterol sanguineo, aumentando a fluidez sanguinea e reduzindo a

pressdo arterial MACHADO & SANTIAGO, 2001).
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Os terpenos sdo precursores de algumas vitaminas como A, K e E. Segundo Anjo
(2004) encontram-se nos alimentos verdes, na soja e nos graos existindo relatos da
determinac¢ao de B-caroteno em cogumelos (ELMASTAS et al., 2007; CHYE et al., 2008).
Os terpenos apresentam atividade antioxidante e interacdo com os radicais livres por
divisdo de sua extensa cadeia carbonica em membranas lipidicas. Alguns terpenos tém
relacdo com a reducdo do risco de cancer, o que foi comprovado em estudos in vivo (ANJO,
2004).

Os compostos fendlicos parecem ser os principais componentes responsdveis pela
atividade antioxidante dos extratos das espécies de cogumelos (ELMASTAS et al., 2007;
CHYE et al., 2008). A capacidade antioxidante de compostos fendlicos especialmente dcido
gdlico, catequina, 4cido caféico, rutina, quercetina, acido tanico e dcido protocatectico, em
muitos cogumelos € bem conhecida (YALTIRAK et al., 2009; KIM, et al., 2008;
PUTTARAJU, et al., 2006). Os teores destes compostos podem estar relacionados as
condi¢des de estresse no crescimento dos cogumelos que poderiam estimular o
metabolismo secunddrio (HELENO et al., 2010). Além de suas propriedades antioxidantes
medidas principalmente pelas interacdes receptor-ligante também foram descritas acgdes
antiproliferativas, de regulacio do ciclo celular e de indu¢@o da apoptose celular (FARIA et
al., 2006).

Outra propriedade que tem sido atribuida aos compostos fendlicos € a sua atividade
antimicrobiana, no entanto, existem muitas divergéncias entre os resultados obtidos pelos
pesquisadores. Por outro lado, pode-se afirmar que essas diferencas se devem a fatores
como o uso de diferentes metodologias, microrganismos empregados, meios de cultivo,
diferencas entre os extratos e diferencas nas concentra¢des do extrato investigado. Bais et
al. (2002) e Shimamura et al. (2007) atribuem a catequina atividade antimicrobiana. No
trabalho de Coneac et al. (2008) atribui-se essa atividade a rutina e ao acido caféico. Da
mesma forma, Akiyama et al. (2001) e Panizzi et al. (2002) atribuiram ao dcido galico essa

propriedade.

3. COMPOSTOS FENOLICOS

Quimicamente os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem

um ou mais grupos hidroxila (OH) ligados a um anel aromdtico, podendo ter diferentes
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grupos substituintes, como carboxilas, metoxilas, estruturas ciclicas ndo-aromdticas, entre
outras (NYCHAS, 1995; LEE et al. 2005). E essa estrutura que confere aos compostos
fendlicos o poder antioxidante. Destacam-se como fendlicos os flavonodides, os 4cidos
fendlicos, os taninos e os tocoferdis como alguns dos fendlicos mais comuns de fonte
natural (ANGELO & JORGE, 2007).

Entre os seres vivos, apenas os vegetais € 0S microrganismos sdo capazes de
sintetizar compostos fendlicos (SIQUEIRA et al. 1991). Eles sdo originados do
metabolismo secunddrio das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducao,
além disso, se formam em condi¢des de estresse como, infecgdes, ferimentos, radiagcdes
UV, dentre outros (NACZK et al., 2004).

Os fendlicos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacdo. Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a agucares
(glicosidios) e proteinas (BRAVO, 1998).

A diversidade estrutural dos compostos fendlicos deve-se a grande variedade de
combinagdes que acontece na natureza € os compostos resultantes sdo chamados de
polifendis. Estas combinacdes fendlicas podem ser categorizadas em vdrias classes:
fendlicos simples (Cg), benzoquinonas; dcidos hidroxibenzéicos (Ce-C); acetofenol, dcidos
fenilacéticos (Ce-C,); dcidos hidroxicinamicos, fenilpropandides (Ce¢-C3); nafitoquinonas
(C6-Cs); xantonas (Ce-Ci- Cg); estilbenos, antoquinonas (Ce-Ca- Cg); flavonodides,
isoflavondides (Cg¢-C3-Ce); lignanas, neolignanas (Cg-Cs3)2; biflavondides (Cg-C3-Co)a;
ligninas (Cg-C3), € taninos condensados (Ce-C3-Ce)n (ANGELO & JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos possuem importantes propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas. A bioatividade destes compostos pode estar relacionada a sua capacidade
de quelar metais, inibir lipoxigenase e seqiiestrar radicais livres e assim inibir 0s processos
da oxidacdo em certos sistemas, mas isso nao significa que eles possam proteger as células
e os tecidos de todos os tipos de danos oxidativos. Esses compostos podem apresentar
atividade pré-oxidante em determinadas condi¢des (DECKER, 1997).

Os antioxidantes fendlicos interagem, preferencialmente, com o radical peroxil por
ser este mais prevalente na etapa da autoxidacdo e por possuir menor energia do que outros
radicais, fato que favorece a abstracdo do seu hidrogénio (DECKER, 1998). O radical
fenoxil resultante, embora relativamente estavel, pode interferir na reacdo de propagacao ao

reagir com um radical peroxil. O composto formado, por acdo da luz ultravioleta e
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temperaturas elevadas, poderd originar novos radicais, comprometendo a eficiéncia do
antioxidante, que € determinada pelos grupos funcionais presentes e pela posicdo que
ocupam no anel aromdtico, bem como, pelo tamanho da cadeia desses grupos (SHAHIDI,
etal., 1992; JADHAV et al., 1995).

Os 4cidos fendlicos sdo derivados dos dcidos hidroxibenzdico e do 4acido
hidroxicindmico. Os 4cidos hidroxibenzdicos possuem sete dtomos e sdo os dcidos
fendlicos mais simples encontrados na natureza que incluem os 4dcidos gdlico, p-
hidroxibenzdico, protocatecudico, vanilico e siringico. J4 os dcidos hidroxicinamicos, sio
compostos aromdticos com trés carbonos, sendo os dcidos caféico ferilico e p-cumdrico, os
mais comuns (BRAVO, 1998; SOARES, 2002; BALASUNDRAM et al., 2006) (Figura 4 e
5).

Acido p-hidroxibenzéico: R1 =R2 =H
OH Acido gélico: R1 =R2 =OH
Acido protocatecuico: R1 =0H,R2=H

Acido vanilico: R1 = OCH3, R2 = H
R5 COOH Acido siringico: R1 = R2 = OCH3

Fonte: ANGELO & JORGE (2007)

Figura 3. Estrutura quimica dos dcidos hidroxibenzdicos

Ry
OH _ Acido caféico: R1 = OH,R2=H
o Acido ferrdlico: R1 = OCH3, R2=H
. | - Acido p-cumérico: Rl =R2 =H
R; COOH

Fonte: ANGELO & JORGE (2007)

Figura 4. Estrutura quimica dos 4cidos hidroxicindmicos.

Os 4cidos fendlicos, além de se apresentarem sob sua forma natural, podem também
se ligar entre si ou com outros compostos. A combinacdo mais importante destes acidos
ocorre com o 4cido caféico, o qual, associado a um dlcool-acido ciclico, denominado 4cido
quinico, origina o acido clorogénico (SOARES, 2002).

A atividade antioxidante dos 4cidos fendlicos e dos seus ésteres depende do nimero

de grupos hidroxilo existentes na molécula. A presenca do grupo carboxilato, um aceptor
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de densidade eletronica por efeito mesomérico, confere aos derivados hidroxilados do dcido
benzéico uma menor tendéncia para se comportarem como doadores de protons,
comparativamente aos derivados hidroxilados do 4cido cinamico (RICE-EVANS et al.,
1996). Além disso, os derivados do dcido cindmico possuem uma dupla ligacdo, que
participa da estabilidade do radical por ressondncia de deslocamento do elétron
desemparelhado, enquanto que os derivados do dcido benzdico ndo apresentam essa
caracteristica (WANASUNDARA et al., 1994).

O grupo dos flavondides € formado, entre outros, pelas flavonas, flavanonas,
flavandis, catequinas e antocianinas. Sdo compostos largamente distribuidos no reino
vegetal, de baixo peso molecular constituidos de dois anéis benzénicos com pontes de trés
carbonos condensadas num oxigénio formando um anel intermedidrio (Figura 3)
(GERMAN & DILLARD, 2000; RIBEIRO & SERAVALLLI, 2004; ANGELO & JORGE,
2007).

C
=

Fonte: ANGELO & JORGE (2007)

Figura 5. Estrutura quimica base dos flavondides.

Também podem ocorrer polimeros de fendlicos nos tecidos vegetais, este grupo
compreende os taninos e as ligninas. Os taninos compreendem um grupo numeroso de
produtos naturais, cuja estrutura complexa e variada nao estd bem esclarecida. Pelo menos
dois tipos de estruturas sdo encontradas em taninos: estruturas condensadas ndo-
hidrolisdveis formadas por produtos que contém nucleos flavonoidicos e estruturas
hidrolisdveis que contém ésteres do dcido galico ou seus derivados com agticares (BOBBIO
& BOBBIO, 1995). As ligninas sdo polimeros complexos de grande rigidez e resisténcia
mecanica, e sua hidrodlise alcalina libera uma grande variedade de derivados dos acidos

benzdicos e cindmicos (SOARES, 2002).
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4. TECNICAS EMPREGADAS NA ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS

A andlise de compostos fendlicos € complicada, pois, além de englobarem uma
gama enorme de substancias, sdo, na maioria das vezes, muito reativos e susceptiveis a
acdo de enzimas. Além disso, a andlise de fendlicos € influenciada pela natureza do
composto, o método de extragao utilizado, o tamanho das particulas da amostra, o tempo, as
condicdes de estocagem e a presenca de interferentes tais como ceras, gorduras, terpenos e
clorofilas (SHAHIDI & NACZK, 1995; KING & YOUNG, 1999).

Ainda ndo se desenvolveu um método satisfatério para a extracdo de todos ou de
uma classe especifica de fendlicos presentes nos alimentos. A extracdo dos fendlicos
depende em grande parte da polaridade do solvente utilizado, do grau de polimerizacdo dos
fendlicos e suas interagcdes com outros constituintes dos alimentos. Os solventes mais
utilizados para a extracdo destes compostos sdo metanol, etanol, acetona, dgua, acetato de
etila, propanol, dimetilformaldeido e suas combina¢des (NACZK & SHAHIDI, 2004).

Virios métodos espectrofotométricos para quantificacdo de compostos fendlicos em
alimentos tém sido desenvolvidos. Esses métodos sdo baseados em diferentes principios e
sdo usados para quantificar fendlicos totais, determinar um composto especifico ou uma
classe de fendlicos (ANGELO & JORGE, 2007).

O método de Folin-Ciocalteu € bastante empregado na quantificacdo total de
compostos fendlicos apesar de todas as interferéncias deste ensaio, uma vez que o método
nao € seletivo, pois o reagente (mistura de acido fosfotingstico e dcido fosfomolibdico)
também reage com outros compostos ndao fendlicos como o &dcido ascérbico, alguns
acucares, aminodcidos e Cu (I) levando a uma supervalorizacdo do conteido de fendlicos
(GEORGE et al., 2005; PRIOR et al., 2005). Dessa forma, o método deve ser utilizado
apenas como um indicativo do teor de fendlicos presentes em uma amostra, servindo como
uma triagem para andlises posteriores de medicdo da atividade antioxidante. Além disso,
por este método nio é possivel a identifica¢do individual dos compostos na amostra. Neste
ensaio o reagente, que possui coloracdo amarela (forma oxidada), reage com os compostos
fendlicos, sob condicdes alcalinas, ocasionando a dissociagdo dos fendlicos com a
formacdo de anions fenolatos que, por sua vez, reduzem o reagente formando o complexo
azul de molibdénio (forma reduzida) (GONCALVEZ, 2008). O nimero de grupos

hidroxilas ou de grupos potencialmente oxiddveis controla a quantidade de cor formada
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(SHAHIDI & NACZK, 1995). Portanto, o método é baseado em uma reacio colorimétrica,
que pode ser avaliada por espectrofotometria a 760 nm, onde a intensidade da coloracdo da
solucdo, contendo o reagente e o extrato que se quer analisar, permite a quantificagdo das
substancias redutoras.

Para a determinacdo de compostos fendlicos individualmente em diferentes matrizes
sdo empregadas técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UPLC) e eletroforese
capilar (EC). Para a determinacdo de compostos fendlicos em cogumelos a técnica por
CLAE ¢ a mais utilizada como pode ser conferido nos trabalhos de Puttaraju et al. (2006),
Kim et al. (2008), Ribeiro et al. (2008), Yaltirak et al. (2009), Chen et al. (2010) entre
outros.

A cromatografia acoplada a diferentes sistemas de detec¢gdo como a
espectrofotometria, a fluorimetria e a espectrometria de massas, a qual fornece vantagens
na confirmacdo de identidade dos compostos, tem se tornado imprescindivel na elucidagdo
dos mecanismos de interacido entre os compostos fendlicos e desses com outras moléculas,

como 4cidos orginicos, alcodis e aldeidos (FACCO, 2006).

5. ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES

O estresse oxidativo € o resultado do desequilibrio entre o sistema pré e
antioxidante, com predominio dos oxidantes e se dd quando ocorre uma producgdo
descontrolada de radicais livres ou uma deficiéncia nos mecanismos de defesa, acarretando
em prejuizos a célula, como a inducdo a oxidacdo de lipidios de membrana, proteinas,
enzimas, carboidratos ¢ DNA (HALLIWELL, 1994; FINKEL & HOLBROOK, 2000;
LANGSETH, 2000; PIETTA, 2000; VALKON et al., 2007). O dano causado a esses
componentes celulares se acumula, com o passar dos anos, e contribui para a degeneragao
de células somadticas e inducdo de doengas cronico-degenerativas, especialmente associadas
com o avango da idade, destacando-se cancer, aterosclerose, doencas inflamatdrias, mal de
Parkinson, Mal de Alzheimer e catarata (LANGSETH, 2000; SCALBERT et al., 2005).

Os radicais livres sdao moléculas ou dtomos contendo um ou mais elétrons ndo-

pareados em seu orbital, livres para se ligarem a qualquer outro elétron. O nao

emparelhamento de elétrons na ultima camada de valéncia torna esses &tomos ou moléculas
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altamente instdveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativos, capazes de
reagir com qualquer composto situado proximo a sua Orbita externa, passando a ter uma
funcao oxidante ou redutora de elétrons (MACHLIN & BENDICH, 1987; HALLIWELL &
GUTTERDGE, 1999).

Os radicais livres podem ser gerados por fontes exdgenas ou enddégenas. As fontes
exdgenas geradoras de radicais livres incluem tabagismo, polui¢do do ar, solventes
organicos, anestésicos, pesticidas e radiacoes (SOARES, 2002). Por fontes enddgenas,
originam-se de processos biolégicos que normalmente ocorrem no organismo, tais como:
reducdo de flavinas e tidis; resultado da atividade de oxidases, cicloxigenases,
lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; presenca de metais de transi¢cao no interior da
célula e de sistemas de transporte de elétrons. Esta geracao de radicais livres envolve varias
organelas celulares, como mitocOndrias, lisossomos, peroxissomos, nucleo, reticulo
endoplasmatico e membranas (MACHLIN & BENDICH, 1987).

O termo coletivo Espécie Reativa de Oxigénio/Nitrogénio € usado para identificar
radicais e alguns ndo radicais que se apresentam como agentes oxidantes e/ou que sdo
facilmente convertidos em radicais (HALLIWELL, 1996). Tanto as espécies reativas de
oxigénio (ERO) quanto as espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo produzidas para ajudar
na manutencdo da homeostase celular ou regulacao de reagdes de reducio e oxidagdo em
tecidos sauddveis. Estas espécies tém importante fung¢do biolégica, como na fagocitose,
fendmeno em que essas espécies sdo produzidas para eliminar os agentes infecciosos, na
formacdo de ATP através de ADP na mitocOndria, regulacdo do crescimento celular e
producdo de oxigenases (lipoxigenase e cicloxigenase) para formacdo de prostaglandinas e
leucotrienos. Algumas espécies reativas biologicamente importantes sdo apresentadas na
Tabela 1. Por outro lado, quando a producdo desses radicais é exacerbada, tornam-se
prejudiciais ao organismo que, por sua vez, dispde de um sistema antioxidante que tenta
controlar e restabelecer o equilibrio (DEVASAGAY AM et al., 2004; VASCONCELOS et
al.,, 2007). No entanto, as defesas naturais sdo insuficientes para evitar todos os danos
causados pelos radicais livres sendo relevante a injestio de alimentos contendo
fitoquimicos com capacidade antioxidante (FINCO et al., 2009).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: com atividade enzimdtica e
sem atividade enzimdtica. Na primeira classe, estdo os compostos capazes de bloquear a

iniciacdo da oxidacdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies reativas ao oxigénio
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como, por exemplo, a superéxido dismutase, catalase, glutationa e peroxidase. Na segunda
classe, estdio moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas
durante a reacdo. Exemplos de antioxidantes ndo enzimaticos sdo: albumina, glutationa,
acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno, dcido urico, bilirrubina e flavonéides (PRIOR &
CAO, 1999; MOREIRA & MANCINI-FILHO, 2004; VASCONCELOS et al., 2007). A
capacidade antioxidante no interior de uma célula € atribuida, principalmente, ao sistema
enzimdtico de defesa, enquanto que no plasma a capacidade antioxidante € relacionada com
moléculas de baixo peso molecular, algumas provenientes da dieta, como as vitaminas, 0s
compostos fendlicos e os carotendides e outras consideradas produtos de vias metabdlicas,
como urato e glutationa (FREI et al., 1989; GHISELLI et al., 2000).

De acordo com seu modo de acdo, os antioxidantes, podem ser classificados em
primdrios e secunddrios. Os primérios atuam interrompendo a cadeia da reagdo através da
doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estdveis e/ou reagindo com os radicais livres, formando complexos
que podem reagir com outro radical livre. Os antioxidantes secundarios atuam retardando a
etapa de inicia¢do da autoxidagdo por diferentes mecanismos que incluem complexacdo de
metais, seqiiestro de oxigénio, decomposicdo de hidroperéxidos para formar espécie nao
radicalares, absor¢do da radiacdo ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete
(ADEGOKE et al, 1998).

Varias fontes de antioxidantes naturais sdo conhecidas, entre elas encontramos 0s
cogumelos, que segundo Ferreira et al., (2009) sdo ricos em compostos fendlicos (dcidos
fenodlicos e flavonodides) e tocoferdis que reagem com radicais livres produzindo produtos

intermediarios relativamente estaveis.

6. METODOS DE DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN
VITRO

A medida de capacidade antioxidante reflete a acdo cumulativa de todos os
antioxidantes presentes em um extrato ou amostra biolégica proporcionando, desta forma,
uma andlise de parametros integrados. A capacidade antioxidante pode ser considerada um
marcador sensivel e confidvel para detectar mudangas no estresse oxidativo in vivo,

fornecendo ajuda na elucidacdo de fatores fisiologicos e nutricionais importantes para a
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saude, e ainda, suprindo informacdes sobre absorcdo e biodisponibilidade de compostos

antioxidantes (GHISELLI et al., 2000).

Tabela 1. Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio de interesse bioldgico

Espécies Reativas Simbolo Reatividade / Observacdes

Espécies reativas de oxigénio

Gerado continuamente por diversos processos celulares (na mitocdndria, no

Anion-radical superéxido 0, . 2 - . . .
P 2 microssomo, através de enzimas como xantina oxidase e NADPH oxidase).
. . . E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual, uma vez
Radical hidroxila ‘OH . P paraoq
formado, o organismo humano ndo dispde de mecanismo de defesa.
. . . Formado em nosso corpo por grande nimero de reacdes e na presenca de
Peréxido de hidrogénio H,0, PO por grande n ¢ P s
metal de transi¢do forma *OH
- . . ROO- Reativo e formado a partir de lipidios, proteinas, DNA, agtcares etc. durante o
Radicais peroxila e alcoxila A
RO- dano oxidativo.
Hidroperdxido organico ROOH Reage com fons metdlicos transitérios para produzir mais espécies reativas.
Oxigénio singleto '0, Altamente reativo, formado durante a fotossensibilizagio e reagdes quimicas.

Apresenta-se como um poluente atmosférico podendo reagir com vdrias
Oz6nio 05 moléculas e formar 'O,. E extremamente danoso ao pulmao, oxidando
rapidamente proteinas, DNA e lipideos.

Espécies reativas de Nitrogénio

Sintetizado nos organismos vivos pela acdo da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS). Radical ambundante que age em uma variedade de processos
Oxido nitrico ou monéxido de NO- biolégicos, incluindo relaxa¢do muscular, neurotransmissao e regulacido
nitrogénio imune. Pode render oxidantes potentes durante estados patoldgicos. Quando
exposto ao ar, reage com o oxigénio para formar NO," que reage rapidamente
com O,* e produz o intermedidrio ONOO'.

Peroxinitrito ONOO Altamente reativo, formado a partir de NO+ e superoxido.
Acido peroxinitroso ONOOH Forma protonada do ONOO"
Di6xido de nitrogénio NO', Formado a partir da exposi¢do de NO+ ao ar ou da protonag@o de peroxinitrito.

Potente iniciador da peroxidagdo lipidica em fluidos biolégicos.

Fonte: (DEVASAGAYAM et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2007)

Frente a diversidade da estrutura quimica dos compostos antioxidantes e de seus
mecanismos de acdo, varios ensaios t€ém sido desenvolvidos para avaliar a capacidade
antioxidante de diferentes amostras (CAETANO, 2009). Os diversos testes propostos na
literatura variam quanto ao tipo de radicais gerados, ao indicador de oxidacdo escolhido e
ao método usado para sua deteccdo e quantificacdo. Estes testes sdo chamados ensaios de
captagdo. Em todos esses ensaios, um radical ¢ gerado e reage com moléculas-alvo,
normalmente para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou ganho de
sinais de ESR (“Electron Spin Resonance” ou Ressondncia do Spin Eletronico) ou outra
mudanca mensurdvel. A presenca de antioxidantes altera esses sinais, 0 que permite sua
andlise quantitativa (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Baseado nas reacdes quimicas envolvidas, os principais métodos usados para medir
a capacidade antioxidante podem ser divididos em duas categorias: (1) baseados na reacao
de transferéncia de elétrons, representados pelo método de Folin-Ciocalteu e FRAP (Ferric

Reducing Antioxidant Power) e seqiiestro de radicais livres, que simulam as espécies
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reativas de oxigénio, tais como o DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e o ABTS™ (2,2’-
azino-bis (3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfonato) e (2) baseados na reacdo de transferéncia de
atomos de hidrogénio, representado pelo ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) e
sistema B-caroteno/acido linoléico (ARNAO, 2000; HUANG et al., 2005).

As metodologias para a determinacdo da capacidade antioxidante sio numerosas €
podem estar sujeitas a interferéncias, por isso, atualmente preconiza-se a utilizacdo de duas
ou mais técnicas, ja que nenhum ensaio usado isoladamente para determinar a capacidade
antioxidante ird refletir exatamente o potencial de uma amostra (HUANG et al., 2005;

PRIOR et al., 2005).

6.1. Atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila -
DPPH

Este ¢ um método bastante utilizado e tecnicamente rdpido que se baseia na
capacidade de antioxidantes sequestrarem radicais livres, no caso o radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazida (DPPH") conhecido como sendo um radical livre estdvel, mas sensivel a
luz, oxigénio, pH e o tipo de solvente usado, de cor purpura e com banda de absorcdo em
solucdo metandlica centrada em 517 nm. Este, apds receber um dtomo de hidrogénio dos
compostos antioxidantes € reduzido adquirindo coloracdo amarela (Figura 6). Desta forma,
¢ possivel medir a descoloracdo do radical espectrofotometricamente e estimar o poder
antioxidante de uma amostra (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; MOLYNEUX, 2004;
SCHERER & GODOY, 2009).

oN o,N
R
N—N NO, + R — > N—N NO,
@ ON @ O,N

Cor: violeta-escura Cor: violeta-clara

Figura 6. Estabilizagdo do radical livre DPPH (RUFINO et al., 2007a)

Os resultados desse ensaio t€ém sido apresentados de muitas maneiras tais como
porcentagem de inibicdo do radical DPPH’, porcentagem de DPPH" residual, atividade
antiradical, capacidade antioxidante equivalente de d4cido ascérbico ou de algum
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antioxidande natural como 4cido gdlico ou sintético como o trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico). Mas, a maioria dos estudos expressa os resultados
como o valor IC 50, definido como a quantidade necessaria para decrescer a concentragdo
inicial de DPPH" em 50% (SCHERER & GODOQY, 2009).

Apesar do método do DPPH" ser muito utilizado, a falta de padronizacdo dos
resultados torna dificil comparar a forca antioxidante de diferentes extratos e compostos
puros. Scherer e Godoy (2009) propuseram em seu trabalho um indice universal de
atividade antioxidante para o ensaio DPPH’, que no seu cdlculo considera a massa de
DPPH' e a massa dos compostos testados na reagdo gerando uma constante para cada
composto, independente da concentracdo de DPPH’ e da amostra usada.

Além da falta de padronizacdo dos resultados € importante considerar o fato de o
radical DPPH" sofrer descolorac¢do nio apenas por a¢do do antioxidante presente no ensaio,
mas também pela acdo da luz, calor ou até mesmo a perda de estabilidade do proéprio
radical, bem como por reacdes ndo relacionadas ao efeito antioxidante. Outro importante
fator, que deve ser levado em consideracio, é o impedimento estérico a sua molécula, por
parte dos antioxidantes de cadeia longa. Assim, moléculas pequenas possuem maior acesso
ao radical, o que pode gerar controvérsia sobre a real maior acdo antioxidante destas frente

a outros antioxidantes com estruturas moleculares maiores (BOGUSZ JUNIOR, 2010)

6.2. Atividade sequestradora do radical livre 2,2’-azino-bis (3-etilbenzo-
tiazolina-6-sulfonato) - ABTS™

Neste método, que utiliza o radical croméforo monocatidnico 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) gerado pela oxidacdio do ABTS™ com persulfato de
potdssio, ocorre a abstracdo do hidrogénio, doador de elétrons, da substancia antioxidante
pelo radical, promovendo a supressdao da cor da solugdo. O grau deste descoloramento é
usado para avaliar a atividade antioxidante (CAETANO, 2009). E, portanto, uma reacao
colorimétrica onde a solucao que contém o radical, o persulfato de potdssio e o extrato a ser
testado contendo antioxidantes, passa da cor verde-escuro para a cor verde-claro (ver
Figura 7).

O ensaio TEAC apresenta vantagens sobre o ensaio DPPH, como o fato da cor dos
extratos nao interferir na andlise, ou seja, amostras muito escuras podem apresentar

atividade antioxidante menor no ensaio do DPPH do que no ensaio TEAC. Isso porque no
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ensaio TEAC a absorbancia ¢ medida a 734 nm. Além disso, o tempo de reacdo € menor

quando comparado ao DPPH (TEOW et al., 2007).
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Figura 7. Estabilizagio do radical ABTS™ por um antioxidante e sua formagio pelo perssulfato de potdssio. (RUFINO et
al., 2007b).

6.3. Ferric Reducing Antioxidant Power - FRAP

Este método baseia-se na habilidade dos antioxidantes presentes na amostra
reduzirem, em pH baixo, o complexo Fe /tripiridiltriazina (TPTZ), para Fez+, de intensa
cor azul e absor¢io maxima a 593 nm (Figura 8) (BENZIE ¢ STRAIN, 1996). Essa
habilidade define sua forca antioxidante. O pardmetro de quantificacdo usado nesse método
¢ a mudanca de cor medida espectrofotometricamente. E, portanto, uma reacdo
colorimétrica e o grau da colorag¢@o permite a avaliacdo do potencial antioxidante.

Este ensaio possui limitacdes que sdo: nem todo redutor que € hdbil para reduzir

Fe’* a Fe** ¢ antioxidante; nem todo antioxidante tem a habilidade especifica para reduzir

Fe’* a Fe** (VASCONCELOS et al. 2007).
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Figura 8. Reducgo do complexo Fe** /tripiridiltriazina (TPTZ) (RUFINO et al., 2006).
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6.4. Oxygen Radical Absorbance Capacity — ORAC

Devido a complexidade experimental e as limitacdes existentes em se monitorar a
cinética da reacdo de auto-oxidacdo surgiu a necessidade de desenvolvimento de um
método mais conveniente para se avaliar a capacidade antioxidante de uma amostra que
culminou no ensaio ORAC (OU et al., 2001).

Este método verifica a capacidade seq uestradora de um antioxidante frente a formacao de
um radical peroxila que ¢ formado apds o 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH)
sofrer decomposicao térmica a 37°C. Os radicais peroxila formados degradam a estrutura quimica
da fluoresceina sddica, levando a perda da conformacao inicial com o consequente decréscimo da

emissio de fluorescéncia (OU et al., 2001).

7. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os produtos naturais sao importantes fontes de substancias bioativas. Existem véarios
registros histéricos sobre a utilizacdo das plantas para tratamento de doencas desde 4.000
a.C. O primeiro registro médico depositado no Museu da Pensilvania € datado de 2.100 a.C.
e inclui uma colecdo de férmulas de trinta diferentes drogas de origem vegetal, animal ou
mineral (HELFAND & COWEN, 1990). Ha 3000 anos, os médicos chineses usavam
fungos para o tratamento de feridas infeccionadas. Assim o faziam também os indios norte-
americanos e os médicos indianos recomendavam a ingestao de certos fungos para a cura
de diarréias (TAVARES, 1985).

Em 1929 Alexander Fleming publicou um trabalho relatando as propriedades
bactericidas de um microfungo presente no ar, identificado na época, como Penicillium
rubrum. A partir dai a penicilina foi isolada e produzida em larga escala. Cogitou-se o fim
das infec¢Oes causadas por bactérias, mas logo descobriram microrganismos produtores das
penicilases (DE CARVALHO, 2007).

Com todas essas descobertas e, posteriormente, com o uso indiscriminado dos
antibidticos que contribuiu para o surgimento de microrganismos resistentes tornando
vdrios fdrmacos ineficazes, assim como o aumento mundial de doencas infectocontagiosas,
principalmente em pacientes imunocomprometidos, tornou-se necessdrio a investigacio de
novas substancias com propriedades antimicrobianas.

A resisténcia a drogas de patégenos humanos e animais ¢ um dos casos mais bem
documentados de evolu¢do bioldgica e um sério problema tanto em paises desenvolvidos
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como em desenvolvimento (DUARTE, 2006). Baquero e Blazquez (1997) relataram o
perigo do retorno a uma era pré-antibidtico, particularmente considerando que nenhuma
nova classe de antibidtico foi descoberta nos ultimos anos, apesar das intensas pesquisas
das industrias farmacéuticas.

Alguns estudos consideram os cogumelos uma fonte de antibidticos naturais.
Metabolitos secunddrios liberados pelos micélios combatem bactérias e virus, enquanto que
exsudados de micélio de cogumelos sdo ativos contra 0s protozodrios que causam maldria
(SMANIA, 2003).

Virios métodos de avaliacdo da atividade antimicrobiana sdo descritos na literatura,
cada um com sensibilidade diferente o que vai influenciar no resultado final, assim como a
escolha dos microorganismos utilizados no ensaio que de preferéncia devem ser adquiridos
de colecdes de cultura como as da ATCC (American Type Culture Colection) para que
assim seja possivel a comparacdo com outras pesquisas (DE OLIVEIRA, 2010).

Existem vdrios testes para andlise de sensibilidade microbiana. Entre os mais
utilizados pode-se citar os métodos da difusdo do disco, microdilui¢do em caldo, entre
outros. Os laboratérios de pesquisa tém utilizado, preferencialmente, a andlise da
concentracdo inibitéria minima (CIM) uma vez que este teste, além de avaliar a atividade
antimicrobiana, possibilita a determinacdo da minima concentra¢cdo necessdria para inibir o
crescimento dos microorganismos (NCCLS, 2003).

As diferencas com respeito as técnicas empregadas para investigacdo da acdo de
compostos € uma grande variagdo encontrada na composi¢do quimica de alguns extratos
podem resultar em dados de dificil comparacdo entre as pesquisas. Nao existe um consenso
sobre o nivel de inibicdo aceitdvel para produtos naturais quando comparados com
antibidticos padrdes, tanto que alguns autores consideram somente resultados similares aos
de antibidticos, enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis
de inibicdes superiores (DUARTE, 2006).

Para iniciar uma pesquisa pode-se fazer uma triagem qualitativa dos extratos dos
quais se deseja determinar a atividade antimicrobiana, sendo o método de difusdo em agar o
mais utilizado para esse fim. Esta técnica possui elevada sensibilidade, pois a presenca de
uma “zona clara” indica crescimento microbiano inibido. Outras vantagens desta técnica
sdo a necessidade de pequenas quantidades de amostra e a economia na utilizacdo de

apenas uma placa de Petri para testar cinco extratos (JOHANN, 2003; VIEIRA, 2005).
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Entretanto, deve-se ressaltar que o resultado desta técnica tem apenas cardter qualitativo e
que nido € recomendada qualquer comparacdo quantitativa, como caracterizar uma
substancia como mais ativa em virtude do tamanho do halo de inibi¢do formado (JOHANN,
2003).

Os extratos que apresentarem atividade antimicrobiana no método de triagem devem
ser submetidos a testes quantitativos, como o método da concentracdo inibitéria minima
(CIM), que pode ser determinada através de trés técnicas: diluicdo em caldo, diluicdo em
dgar e microdiluicdo em caldo de cultivo, que se baseiam no emprego de uma série de
dilui¢des do extrato para uma mesma concentragdo de microorganismo (VIEIRA, 2005).

A técnica de microdilui¢do em caldo de cultivo € a mais usada e consiste na adicao
de diferentes concentracoes do extrato em uma série de orificios em placas de
microdiluicdo contendo uma suspensao padronizada do microrganismo a ser testado. A
menor diluicdo de extrato onde o microorganismo ndo apresenta crescimento € a
concentracdo inibitéria minima (CIM). A partir das dilui¢des do extrato que ndo
apresentaram crescimento, pode-se repicar para placa de dgar ou cultura em caldo e
verificar a concentracdo minima bactericida (CMB) ou a concentra¢gdo minima fungicida
(CMF) que ¢ a concentragdo de extrato que, além de inibir seu crescimento, também inativa

o microrganismo (VIEIRA, 2005).
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RESUMO

Os cogumelos tém sido considerados ricas fontes de compostos bioativos com
propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Muitas pesquisas relacionam essas
propriedades a presenca de compostos fendlicos. O estudo dessas propriedades é de grande
importancia frente ao estresse oxidativo e a possibilidade de descoberta de novos agentes
antimicrobianos. Estudos sobre a capacidade antioxidante e antimicrobiana de cogumelos
produzidos no Brasil sd3o escassos e contraditorios. Dessa forma, este trabalho teve como
objetivo avaliar a capacidade antioxidante por quatro métodos distintos: DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazila), ABTS™ (2,2’-azino-bis (3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfonato), FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), quantificar
os compostos fendlicos totais (CFT) pelo método de Folin-Cioacalteu e avaliar o potencial
antimicrobiano dos extratos através da concentrag@o inibitéria minima (CIM) de extratos de
quatro espécies de cogumelos comestiveis, A. bisporus (branco e marrom), P. ostreatus, P.
ostreatoroseus e L. edodes, produzidos no Brasil. A avaliacdo dos resultados obtidos para
as diferentes andlises levou em consideragdo o periodo de colheita, os diferentes
processamentos, graus de maturacdo e substratos de cultivo. No ensaio com o radical
DPPH’ o cogumelo que apresentou maior atividade antioxidante foi o Champignon de Paris
(fresco). J4 no ensaio com o radical ABTS™" e no ORAC os cogumelos que apresentaram
maior ac¢do antioxidante foram o Hiratake, o Shimeji (fresco), o Salmon e o Portobello. No
ensaio FRAP o Portobello mostrou a maior atividade antioxidante. Os valores médios de
CFT variaram entre 0,78 e 10,85 mg EAG/g de amostra liofilizada. Os cogumelos que
apresentaram os maiores teores de CFT para o cultivo de verdo e de inverno,
respectivamente, foram o Hiratake com 10,09 mg EAG/g e 8,45 mg EAG/g, o Salmon com
9,61 mg EAG/g e 9,45 mg EAG e o Portobello com 9,07 mg EAG/g e 9,60 mg EAG. O
processamento empregado ao cogumelo Champignon de Paris diminuiu consideravelmente
o teor de CFT (de 7,04 mg EAG/g para 0,90 mg EAG/g - cultivo de verdo) enquanto que no
processo de secagem empregado ao cogumelo Shimeji ndo houve diminui¢dao drdstica no
teor de CFT (de 8,83 mg EAG/g para 7,62 mg EAG/g - cultivo de verdo). O grau de
maturacdo influenciou no teor final de CFT mostrando que o Shimeji, colhido em estagio
imaturo, possui menor teor de CFT (8,83 mg EAG/g — cultivo de verdo e 7,24 mg EAG/g —

cultivo de inverno) em comparacdo ao Hiratake, colhido em estdgio mais maturo.
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Correlagdes positivas entre os resultados de CFT e os métodos de atividade antioxidante
foram encontradas, e essa correlagdo foi maior para o ensaio com o radical livre ABTS " eo
ORAC (r=0,92 e r = 0,89, respectivamente) do que para o ensaio FRAP (r = 0,45). J4 entre
o DPPH e os resultados de CFT foi encontradada baixa correlagdo negativa (r = -0,14). No
ensaio antimicrobiano realizado verificou-se que o crescimento das leveduras C. albicans,
C. rugosa, C. tropicalis, C. glabrata e C. utilis foi fortemente inibido pelos extratos
aquosos dos cogumelos Shiitake (tora e composto), com CIMs variando entre 0,08 e 0,31
mg/mL, mostrando seu potencial de utilizacdo pela industria farmacéutica. Estes resultados
demonstram que os cogumelos comestiveis possuem grande potencial de utilizacdo pela
inddstria farmacéutica e podem contribuir significativamente para uma boa condi¢do de

saude devido a presenca de antioxidantes.

Palavras-chaves: cogumelos, compostos fendlicos, atividade antioxidante e atividade

antimicrobiana.
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ABSTRACT

The mushrooms have been considered rich sources of bioactive compounds with
antioxidant and antimicrobial properties. A lot of researches relate these properties to the
presence of phenolic compounds. The study of these properties is very important to the
oxidative stress and the possibility of discovery of new antimicrobial agents. The study of
antioxidant and antimicrobial activities of mushroom produced in Brazil are scarce and
contradictory. This work aimed to evaluate the antioxidant capacity of four different
methods: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), ABTS™ (2,2’-azino-bis (3-etilbenzo-
tiazolina-6-sulfonato), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) and ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), quantify the total phenolic compounds (TPC) by the Folin-
Cioacalteu and evaluate the antimicrobial potential of extracts by minimum inhibitory
concentration (MIC) of extracts of four species of edible mushrooms, A. bisporus (white e
brown), P. ostreatus, P. ostreatoroseus e L. edodes, produced in Brazil. The evaluation of
the results obtained from different analyzes took into account the period of harvesting,
different processing, degrees of maturation and cultivation substrates. In the assay with the
radical DPPH" the mushroom with the highest antioxidant activity was A. bisporus white
(fresh). In the assays with the radical ABTS"™ and ORAC, the mushrooms that showed the
highest antioxidant activity were the P. ostreatus (mature and fresh immature), the P.
ostreatoroseus and the A. bisporus brown. In the FRAP assay A. bisporus brown showed
the highest antioxidant activity. The average values of TPC ranged varied from 0.78 to
10.85 mg of GAE/g of lyophilized sample. The mushrooms with highest levels of TPC for
the summer and winter cultivation, respectively, were the P. ostreatus (mature) with 10.09
mg GAE/g and 8.45 mg GAE/g, the P. ostreatoroseus with 9.61 mg GAE /g and 9,45 mg
GAE, the A. bisporus brown with 9.07 mg GAE/g and 9.60 mg GAE. The processing used
in the A. bisporus white has considerably reduced the content of TPC (from 7.04 mg GAE/g
to 0.90 mg GAE/g - summer cultivation) while in the process of drying applied in the P.
ostreatus (immature) mushroom had no drastic decrease content of the TPC (from 8.83 mg
GAE/g to 7.62 mg GAE/g - summer cultivation). The maturation degree affected the final
content of the TPC showing P. ostreatus, harvested in an immature state, has a lower
content of TPC (8.83 mg GAE/g - summer cultivation and 7.24 mg GAE/g - winter

cultivation) compared to P. ostreatus (mature). Positive correlations between the TPC
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results and methods of antioxidant activity were found, this correlation was higher for the
test with free radical ABTS™ and ORAC (r = 0.92 and r = 0.89, respectively) than the assay
FRAP (r = 0.45). The DPPH" and the results of TPC was founded low negative correlation
(r = -0.14). In the essay antimicrobial performed it was found that the growth of yeasts C.
albicans, C. rugosa, C. tropicalis, C. glabrata and C. utilis was strongly inhibited by
aqueous extracts of L. edodes mushrooms (logs and compost), with MICs ranged varied
from 0.08 and 0.31 mg/mL, showing their potential use by the pharmaceutical industry.
These results demonstrate that edible mushrooms have great potential use by the
pharmaceutical industry and can contribute significantly for a good health condition due to

the presence of antioxidants.

Key-words: mushrooms, phenolic compounds, antioxidant activity and antimicrobial

activity.
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1.INTRODUCAO

Nas tultimas décadas a pesquisa por compostos bioativos naturais capazes de agir
como antioxidantes e antimicrobianos tem aumentado enormemente. As razdes para isto
sdo o aumento do conhecimento a respeito das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
produzidas durante o processo oxidativo, assim como devido as restri¢des colocadas ao uso
de antioxidantes sintéticos como o BHA (2- e 3-terc-butil-4-metoxifenol) e o BHT (2,6-di-
terc-butil-4-metilfenol) e, também, devido ao aumento da resisténcia microbiana a muitos
antibidticos sintéticos (OYETAYO, 2009).

Extratos de cogumelos tém recebido atencdo com base em seus registros de
promocdo da saide. Os cogumelos produzem uma ampla gama de metabdlitos secundarios
com alto valor terapéutico (DEMAIN, 1999; OYETAYO, 2009). A literatura atual
apresenta muitos relatos sobre a atividade antioxidante e antimicrobiana de extratos de
cogumelos (KITZBERGER et al., 2007; HIRASAWA et al., 1999; YALTIRAK et al.,,
2009; HEARST et al., 2009, entre outros).

Os estudos relacionados a atividade antioxidante sdo de extrema necessidade frente
ao estresse oxidativo que sempre ocorre em nossos organismos. Esse estresse oxidativo,
que nada mais €é do que o desequilibrio entre o sistema antioxidante e pr6-oxidante devido a
uma producdo descontrolada de radicais livres ou uma deficiéncia nos mecanismos de
defesa acarreta em prejuizos a célula como oxidagdo de lipidios de membrana, proteinas,
enzimas, carboidratos e DNA, que se acumulam com o passar dos anos contribuindo para a
degeneracdo das células somadticas e inducdo de doengas cronico-degenerativas,
especialmente associadas com o avanco da idade (HALLIWELL, 1994; FINKEL &
HOLBROOK, 2000; LANGSETH, 2000; PIETTA, 2000; SCALBERT et al., 2005;
VALKON et al., 2007). A maioria dos organismos teve seus sistemas de defesa
antioxidante e reparo evoluidos para protegé-los contra danos oxidativos. No entanto, as
defesas naturais sdo insuficientes para impedir todos os danos sendo necessdria a obtencao
de antioxidantes pela dieta.

Desde a descoberta e exploracao dos antibidticos no século 20, a toxicidade seletiva
de tais agentes tem assegurado a sua utilizacdo generalizada, eficaz no combate as
infec¢des. No entanto, esse uso indiscriminado resultou no surgimento e disseminagdo de

patégenos resistentes a muitas drogas. Esta resisténcia em medicina e agricultura € agora
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reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como um dos emergentes
problemas em saide publica (HEARST, 2009). Como consequéncia, a busca por novas
substancias antimicrobianas a partir de fontes naturais tem ganhado importancia e hoje é
considerada fundamental.

Estudos sobre a capacidade antioxidante e antimicrobiana de cogumelos produzidos
no Brasil sdo escassos e contraditorios. Sabendo que as metodologias para determinacio da
capacidade antioxidante sdo numerosas e podem estar sujeitas a interferéncias, preconiza-se
a utilizacdo de duas ou mais técnicas, pois nenhum ensaio usado isoladamente é capaz de
refletir exatamente o potencial de uma amostra (HUANG et al., 2005; PRIOR et al., 2005).
Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antioxidante por quatro
métodos distintos, correlacionando-o aos compostos fendlicos totais de extratos aquosos de
cogumelos produzidos no Brasil, levando em consideracdo os diferentes processamentos,
grau de maturacdo e substrato de cultivo. A avaliacdo do potencial antimicrobiano dos

extratos também foi objeto de estudo neste trabalho.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

As amostras de Champignon de Paris (Agaricus bisporus branco), Portobello
(Agaricus bisporus marrom), Salmon (Pleurotus ostreatoroseus), Shimeji (Pleurotus
ostreatus), Hiratake (Pleurotus ostreatus) e Shiitake (Lentinula edodes) foram fornecidas
por uma empresa localizada na regido de Campinas — SP, Brasil, em dois periodos distintos,
Fevereiro de 2011 (Verdo) e Junho de 2011 (Inverno). Foram obtidos 3 lotes, com 600
gramas cada um, de cada amostra para cada um dos periodos de cultivo. Uma vez
coletadas, as amostras foram congeladas, liofilizadas, trituradas em um moinho analitico da
marca Ika (modelo A1l Basic Mill), acondicionadas em embalagens de polipropileno e
armazenadas em freezer até o momento das andlises. Na Tabela 1 podem ser observados os

dados da amostragem realizada.
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Tabela 1. Dados da amostragem realizada

Amostra Forma de comercializag¢do Substrato de cultivo”
Agaricus bisporus branco
(Champignon de Paris) Fresco Composto
Agaricus bisporus marrom
(Champignon de Paris) Conserva Composto
Agaricus bisporus branco . )
(Portobello) Fresco Composto
Pleurotus ostreatus” Fresco Composto
(Shimeji) ‘ p
Pleurotus ostreatus
o sol
(Shimei) Seco (ao sol) Composto
Pleurotus ostreatus” Fresco Composto
(Hiratake) p
Pleurotus ostreatoroseus Fresco Composto
(Salmon) p
Lentinula edodes .
(Shiitake) Fresco Tora de eucalipto
Lentinula edodes Fresco Composto a base de serragem e
(Shiitake) residuos da agroindustria

*Nao foram obtidas maiores informagdes sobre a composi¢ao dos substratos de cultivo.
*#*0s cogumelos Shimeji e Hiratake sdo ambos Pleurotus ostreatus, diferindo apenas no estdgio de maturacdo, isto €, enquanto o Hiratake
¢é colhido com o chapéu aberto (maturo) o Shimeji € colhido com o chapéu fechado (imaturo)

2.2. Preparo dos Extratos

A extragdo dos compostos fendlicos foi realizada com base nos trabalhos de
Puttaraju et al. (2006), Lee et al. (2007) e Ribeiro et al. (2008).

Para cada 1g de cogumelo liofilizado e moido foi adicionado 10 mL de H,O
destilada. Essa mistura foi agitada durante 15 minutos e em seguida centrifugada por 15
minutos a 5000 g sob uma temperatura de 20°C. Depois disso uma filtragem foi realizada e
o filtrado obtido foi considerado como extrato aquoso de cogumelo e mantido a 4° C até o

momento das analises.

2.3 Solventes e Reagentes

O reagente Folin Ciocalteu foi fornecido pela Dindmica (Brasil); o padrao acido
gélico, o padrdo Trolox (Ac. 6-idroxi-2,5,7,8-Tetrametilcromano-2-Carboxilico), o ABTS
(2,2-Azino-Bis-(Acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), o AAPH (Dicloridrato de 2,2-
Azobis (2-Metilpropionamidina), o TPTZ ((2,4,6-Tri (2-pyridil)-5-triazine) e o radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazina, D-9132) foram fornecidos pela Sigma (St Louis, MO,
USA); o carbonato de sédio anidro, o perssulfato de potdssio, acetato de sédio, o acido
cloridrico, o fosfato de potdssio bibdsico, o fosfato de potdssio monobdsico, a fluoresceina

sddica e os solventes etanol e metanol (grau analitico) foram fornecidos pela Synth (Brasil).
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2.4. Determinacao do Teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

A determinacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada de acordo com o
método proposto por Singleton et al. (1999) com algumas modificacdes.

Em ambiente escuro foram adicionados em tubos de ensaio 0,5 mL do extrato
aquoso de cogumelo. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL da solucdo de Folin-
Ciocalteau 10% e ap6s 5 minutos 2,0 mL e uma solu¢do de Na,CO3 7,5%. Os tubos foram
agitados e incubados por 2 horas no escuro. Depois deste tempo foi feita a leitura de
absorbancia a 760 nm. Um branco foi conduzido sob as mesmas condicdes, substituindo o
extrato pela mesma quantidade de 4gua. Uma curva padrao com dcido gélico foi elaborada
da mesma maneira como foi descrito para as amostras com as concentracdes dentro dos
tubos e reacdo variando entre 1 a 7 ug/mL, sendo os resultados obtidos expressos em mg
equivalente de dcido gdlico por grama de amostra em base seca. Cada amostra foi analisada

em triplicata.

2.5. Atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila -
DPPH

Este ensaio foi realizado conforme Scherer e Godoy (2009), que desenvolveram
uma metodologia que permite avaliar, por meio de um indice, a capacidade sequestrante de
diferentes amostras frente a compostos radicais, obtendo dessa forma uma comparacio
direta.

Em tubos de ensaio foram adicionados 0,1 mL dos extratos em diferentes
concentracdes que variaram para cada amostra e 3,9 mL de uma solu¢do metandlica de
DPPH (0,1242mM ou 31,6 ug/mL). Os tubos foram agitados e incubados por 90 minutos.
Depois desse tempo foi realizada a leitura de aborbancia a 517 nm. O acido galico foi usado
como composto de reféncia. Cada amostra foi analisada em triplicata.

Para o célculo da atividade antioxidante cada absorbancia foi transformada em %
Inibicdo através da férmula:

% Inibi¢do = [(Apranco - AExtr.)/ ABranco] X 100

Em seguida, graficos (% Inibicdo X [ ] em pg/mL do extrato) foram construidos e
assim foi possivel calcular o ICsg, que € a concentracdo do extrato necessaria para inibir a

solucdo inicial de DPPH em 50%.

55



A partir dos valores IC 50% obtidos para cada extrato foi calculado o indice de
atividade antioxidante (IAA) através da seguinte féormula:

(IAA) =[ ] da solu¢dao de DPPH (ug/mL)/ IC 50% (ug/mL)

Da mesma forma que Scherer e Godoy (2009) foi considerado nste estudo [AA <
0,5 como pobre atividade antioxidante, IAA entre 0,5 e 1 como moderada atividade
antioxidante, IAA entre 1 e 2 como forte atividade antioxidante e IAA > 2 como muito

forte atividade antioxidante.

2.6. Atividade sequestradora do radical livre 2,2’-azino-bis (3-etilbenzo-
tiazolina-6-sulfonato) - ABTS™

Este ensaio foi realizado conforme o método proposto por Re et al., (1999) com
algumas modificacgoes.

Em tubos de ensaio foram adicionados 30 pL do extrato. Em seguida, foram
adicionados 3 mL da soluco do radical ABTS™". Os tubos foram agitados e apds 6 minutos
foi feita a leitura de absorbancia a 734 nm. Um tubo controle foi conduzido sob as mesmas
condig¢des, substituindo o extrato pela mesma quantidade de dgua. Uma curva padrdo com
trolox, um andlogo da vitamina E, foi elaborada da mesma maneira como foi descrito para
as amostras com as concentragdes variando entre 0 e 20 uM, sendo os resultados obtidos
expressos em pg equivalente de trolox por grama de amostra em base seca. Cada amostra
foi analisada em triplicata.

A solugio do radical cation ABTS™ foi preparada de 12 a 16 horas antes do ensaio e
obtida pela mistura de uma solucdo aquosa de ABTS na concentracio de 7 mM com uma
outra solu¢do de persulfato de potdssio na concentracdo de 140 mM. Apds o periodo de
aproximadamente 16 horas, a solucdo do radical ABTS™ foi diluida em etanol até que a

absorbancia atingisse valor entre 0,68 € 0,72 a 734 nm.

2.7. Ferric Reducing Antioxidant Power — FRAP

O ensaio foi realizado conforme método proposto por Benzie e Strain (1996), com
modificacgdes.

Em tubos de ensaio foram adicionados 90 pL do extrato. Em seguida, foram
adicionados 270 uL de H,O destilada e 2700 puL do reagente FRAP. Os tubos foram

agitados e logo depois deixados em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Passado esse
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tempo os tubos foram retirados do banho e apds 5 minutos a leitura de absorbancia foi feita
a 593 nm no escuro. Um branco foi conduzido sob as mesmas condi¢des, substituindo o
extrato pela mesma quantidade de dgua. Uma curva padrdo com 4cido galico foi elaborada
da mesma maneira como foi descrito para as amostras com as concentracdes nos tubos de
reagdo variando entre 6 e 33 pg/mL sendo os resultados obtidos expressos em mg
equivalente de 4cido gdlico por grama de amostra em base seca. Cada amostra foi analisada
em triplicata.

O reagente FRAP foi obtido a partir da combinacdo das seguintes solucdes: tampao
acetato (0,3 M), TPTZ (10 mM) em uma solu¢do de HCl (40 mM) e cloreto férrico (20

mM). A propor¢do das solugdes utilizadas foi de 10:1:1, respectivamente.

2.8. Oxygen Radical Absorbance Capacity — ORAC

Os ensaios foram realizados conforme o método descrito por Ddvalos et al. (2004)
com algumas modificacdes.

O sistema de reacdo foi montado misturando-se 20 uL de extrato ou diferentes
concentragdes de trolox ou H,O (para o branco), 120 puL de Fluoresceina (0,4 pg/mL) e 60
pL do radical AAPH (2,27-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride) na
concentracdo de 108 mg/mL. O tampao fosfato de potassio (pH 7,4; 75 mM) foi utilizado
como solvente. Cada amostra foi analisada em triplicata.

O experimento foi realizado no leitor de fluorescéncia (Fluorimetro Novo Star,
BMG Labtechnologies) em microplacas de 96 pocos de cor preta. A leitura foi realizada a
cada 1 minuto, durante 80 minutos, com emissdao a 520 nm e excitagdo a 485 nm e
temperatura controlada a 37°C.

Para os célculos foi utilizada a equacio da drea sob a curva (AUC):

AUC =1 + L/f) + f5/f; + fu/f) +...+ £/f)
Onde: AUC = Area sob a curva, f; = leitura da fluorescéncia no tempo 1 minuto, f, = leitura
da fluorescéncia no tempo 2 minutos e f, = leitura da fluorescéncia no tempo de 80
minutos.

O AUC foi calculado para todas as amostras, diferentes concentragdes do Trolox e
para o branco. O AUC do branco foi subtraido do AUC de todas as amostras e diferentes

concentracdes de Trolox.
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Foi construida uma curva padrdo de Trolox onde o eixo Y referia-se ao AUC e o
eixo X a concentracdo (uUM) do padrdo nos pocos da placa. A partir dai substituiu-se 0o AUC
de cada amostra na curva padrio. Dessa forma, o resultado final foi expresso em uM TE/ g

de extrato.

2.9. Anadlise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através da Andlise de Variancia
(ANOVA), e os valores encontrados foram comparados pelo Teste de Tukey ao nivel de
95% de confidncia. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software Statistica 7.0

(Statsoft, USA).

2.10. Atividade Antimicrobiana

Microrganismos avaliados

Os microrganismos utilizados no ensaio foram Escherichia coli ATCC 11775,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388, Bacillus subtilis ATCC 5061, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Salmonella choleraesuis ATCC 10708, Candida albicans ATCC
10231, Candida rugosa CBS 12, Candida tropicalis CBS 94, Candida glabrata CBS 07 e
Candida utilis CBS 5609. Obtidas da colecdo de cultura de células do laboratério de
microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas

(Unicamp, Brazil).

Meios de cultura utilizados

As bactérias foram mantidas em meio Nutriente Agar (Merck) e as leveduras em
meio Agar Sabouraud Dextrose (Merck). Para os testes de atividade antimicrobiana foi
utilizado o meio RPMI-1640 (Cultilab) para as leveduras e o Caldo Mueller-

Hinton (Difco) para as bactérias.

Preparo do inéculo

Os in6culos foram preparados transferindo-se células cultivadas a 37°C por 24
horas, a partir dos tubos de manutengdo, para frasco contendo solugido salina (Synth)
0,85%, esterilizada. A concentracdo da suspensio inicial de células foi padronizada para

uma densidade O6ptica correspondente a D.O. 0,5 da escala de Mc Farland , em
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espectrofotometro, ou seja, equivalente a uma absorbancia entre 0,08-0,1 a 625 nm, para as
bactérias (1,5 x 10® UFC/mL) e a 530 nm para as leveduras (5,0 x 10° UFC/mL). Em
seguida as suspensdes de células foram diluidas adequadamente nos meios de cultura, de
modo a proporcionar um indculo correspondente a 5,0 x 10° UFC/mL (bactérias) e 2,5 x

10° (leveduras), para os testes de determinagio da atividade antimicrobiana.

Teste da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Em uma microplaca de 96 compartimentos (8 linhas A-H/1-12 colunas) foram
depositados 100 pLL dos meios de cultura, sendo a coluna 12 utilizada para os controles do
microrganismo e de esterilidade do meio de cultura. Na coluna 1 — linha A foram
acrescentados 50 puL da solugdo da amostra a ser testada (extrato de cogumelo), de
concentracdo conhecida (uma soluciao diferente para cada nimero ou coluna), sendo estes
referentes ao controle de esterilidade das amostras. Em seguida, 100 uL das mesmas
amostras foram adicionados na linha B, o conteido dos compartimentos homogeneizados
com o meio e transferidos para o compartimento da linha seguinte (C), repetindo-se este
procedimento até a linha H, de modo a obter uma concentra¢do decrescente das amostras.
Os 100 pL finais foram desprezados. Em seguida, foram adicionados 100 puL do in6culo do
microrganismo a ser avaliado e as placas foram incubadas a 36 °C por 24 h (CLSI, 2002;
CLSI, 2005). Apos este periodo, nas placas referentes aos testes com as bactérias foram
adicionados 50 pL de uma solugdo aquosa de TTC (2,3,5-triphenyltetrazolium chloride)
(Merck) a 0,1% e as placas reincubadas por 3 h na mesma temperatura. A CIM foi
considerada a menor concentracdo de extrato capaz de impedir o aparecimento de coloracao
vermelha (crescimento microbiano). Para as leveduras, a avaliacdo do crescimento foi
determinada pela mudanca de colora¢ao do meio RPMI-1640 de rosa para amarelo (Duarte

et al., 2005). Os testes foram realizados em triplicata.

Teste da concentracdo minima bactericida/fungicida (CMB/CMF)

A CMB/CMF foi determinada através de plaqueamento por superficie de uma
aliquota de 10 puL. do material do compartimento correspondente a CIM em concentragdes
anteriores a este, em meio de cultura especifico. As placas foram incubadas a 36 °C por 3

dias para bactérias e 5 dias para leveduras. A CBM e MFC foram definidas como a concentragao
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capaz de ndo promover nenhum crescimento microbiano em meio de cultura sélido

especifico (CLSI 2002, 2005). Os experimentos foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacao do Teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

O teor de compostos fendlicos totais (CFT) nos extratos aquosos dos cogumelos sao
apresentados na Tabela 2. E importante dizer que estes resultados sdo estimativos do teor
de fendlicos totais em equivalente de dcido gélico, ja que os diferentes compostos fendlicos
podem contribuir de forma diferente na reacdo quimica. Além disso, vale ressaltar que
outros compostos nao fendlicos como o &dcido ascorbico e agucares redutores podem
interferir nesta andlise levando a uma superestima¢ao do teor de compostos fendlicos totais
(GEORGE et al., 2005; PRIOR et al., 2005).

Foi possivel verificar diferencas estatisticamente significativas entre os lotes de um
mesmo cogumelo pertencentes a um mesmo periodo de colheita. Isso pode ser explicado
devido a varios fatores que alteram a composicio quimica dos cogumelos como as
condic¢des de cultivo (temperatura, luminosidade, umidade, entre outros) e a composicio do
substrato utilizado. Este ultimo fator € muito importante, pois se sabe que os cogumelos vao
sendo colhidos de um mesmo saco, contendo substrato de cultivo, até que o micélio mude
sua firmeza e cor, ou seja, os Ultimos cogumelos que surgem no saco de cultivo niao
encontram, durante seu crescimento, a mesma disponibilidade inicial de nutrientes gerando
com isso condi¢des de estresse que podem ser refletidas na composicio quimica dos
cogumelos (URBEN, 2004; OEI & NIEUWENHUIJZEN, 2006).

Os valores médios de CFT variaram entre 0,78 e 10,85 mg EAG/g de amostra seca.
O cogumelo Champignon de Paris (conserva), em média, apresentou o menor teor de
compostos fendlicos totais (0,90 mg EAG/g no verdo e 1,12 mg EAG/g no inverno), o que
ja era esperado pois o mesmo foi submetido a condi¢cdes de processamento como a
lavagem, cozimento, branqueamento, entre outras, que podem ter contribuido para a
degradacdo dos compostos. Os cogumelos que apresentaram os maiores teores de CFT
foram o Hiratake seguido do Salmon e do Portobello (10,09 mg EAG/g, 9,61 mg EAG/g e
9,07 mg EAG/g para o cultivo de verdo e 8,45 mg EAG/g, 9,45 mg EAG/g e 9,60 mg

EAG/g para o cultivo de inverno, respectivamente).
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O grau de maturacdo dos cogumelos foi um fator importante que interferiu
significativamente em sua composi¢do quimica, como foi possivel observar o Shimeji
(fresco) apresentou um teor de CFT menor que o Hiratake (8,83 mg EAG/g para o cultivo
de verdo e 7,24 mg EAG/g para o cultivo de inverno). Ambos sdo Pleurotus ostreatus e
diferem apenas pelo estigio de maturacdo, ou seja, chamam-se Shimeji os cogumelos
colhidos antes dos chapéus se abrirem e chamam-se Hiratake os cogumelos colhidos
quando os chapeis j4 estdo completamente abertos.

O efeito do processo de secagem no cogumelo Shimeji foi avaliado. Foi possivel
observar que no cultivo de verdo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
cogumelos secos e frescos. No entanto, no cultivo de inverno essa diferenca ndo foi
observada.

O efeito do substrato nos teores de CFT do cogumelo Shiitake também foi
observado. No cultivo de verdo o Shiitake produzido em tora de eucalipto apresentou, em
média, teor de CFT maior que o Shiitake produzido em composto a base de serragem (6,86
mg EAG/g e 5,78 mg EAG/g, respectivamente). No entanto, no cultivo de inverno o
Shiitake produzido em composto a base de serragem apresentou, em média, teor maior que
o Shiitake produzido em tora de eucalipto (6,96 mg EAG/g e 6,10 mg EAG/g,
respectivamente).

Com relacdo ao efeito dos periodos de cultivo (verdo ou inverno) verificou-se que
os cogumelos Champignon de Paris (fresco e em conserva), Portobello e Shiitake (de
composto) tiveram os teores de CFT aumentados no periodo de inverno. Os cogumelos
Shimeji (seco) e Salmon mantiveram seus teores constantes. J4 os cogumelos Shimeji
(fresco), Hiratake e Shiitake (de tora), tiveram seus teores de CFT diminuidos no periodo
de inverno.

Valores inferiores aos do presente trabalho foram encontrados por Pauli (2010), o
qual utilizou extratos metandlicos nos ensaios. Para o cogumelo Champignon de Paris
fresco foi encontrado em média um valor de 6 mg EAG/g de amostra em base seca,
enquanto que neste trabalho foi encontrado um valor de 7,04 mg EAG/g no periodo do
verdo e 8,25 mg EAG/g no periodo do inverno. Diferencas maiores foram observadas para
os cogumelos Shiitake e Salmon onde no referido trabalho foram encontrados valores de
3,04 mg EAG/g e 5,9 mg EAG/g, respectivamente. Enquanto que no presente trabalho os

valores médios encontrados para o Shiitake produzido em tora de eucalipto foram de 6,86

61



mg EAG/g no cultivo de verdo e 6,10 mg EAG/g no cultivo de inverno e para o Shiitake de
composto os valores, em média, foram de 5,78 mg EAG/g no cultivo de verdo e 6,96 mg
EAG/g no cultivo de inverno. Ja para o cogumelo Salmon foi encontrado um valor médio
de 9,61 mg EAG/g no cultivo de verdo e 9,45 mg EAG/g no cultivo de inverno.

No trabalho de Puttaraju et al. (2006) 23 espécies de cogumelos crescidas
naturalmente em diferentes locais geogrificos da India foram estudadas. A extracio dos
compostos fendlicos foi realizada com dois solventes: dgua e metanol, da mesma forma que
no presente trabalho com pequenas modificacdes. O conteido de CFT estimado para todas
as espécies, nos extratos aquosos, foram superiores aos encontrados nos extratos
metandlicos. Os teores variaram entre 2 e 37 mg EAG/g de cogumelo seco para os extratos
aquosos e entre 0,7 e 11,2 mg EAG/g de cogumelo seco para os extratos metandlicos.

Cheung et al. (2003) analisaram os corpos de frutificacdo de dois fungos: Lentinus
edodes (Shiitake) e Volvariella volvacea, obtidos de um mercado local na China. Para a
extracdo dos compostos fendlicos foi realizado um fracionamento em ascendente
polaridade com quatro diferentes solventes (éter de petréleo, acetato de etila, metanol e
agua). Nos extratos metandlicos foi onde se encontraram os maiores teores de CFT,
expressos como mg de EAG/g de cogumelo seco. Para o cogumelo Shiitake foi encontrado
nos extratos de éter de petrdleo, acetato de etila, metanol e dgua 0,44 mg EAG/g, 0,03 mg
EAG/g, 4,79 mg EAG/g, e 1,33 mg EAG/g, respectivamente. Esses valores foram bem
inferiores aos encontrado no presente estudo, o qual obteve teores de CFT variando entre
5,78 € 6,96 mg EAG/g.

Barros et al. (2009) analisaram dezesseis espécies de cogumelos do nordeste de
Portugal, entre elas o Agaricus bisporus (Champignon de Paris), e para isso utilizaram uma
mistura de acetona e dgua para extrair os compostos fendlicos. Os valores de CFT obtidos
variaram entre 1,75 e 20,32 mg EAG/g, sendo que o Champignon de Paris apresentou 4,49
mgEAG/g, valor inferior ao encontrado, em média, no presente trabalho que foi de 7,04

mgEAG/g do periodo de verdo e 8,25 mgEAG/g do periodo de inverno.
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Tabela 2. Teor de compostos fendlicos totais (CFT) para as diferentes amostras de cogumelos.

CFT (mg Equivalente em 4cido gilico / g de cogumelo liofilizado)”

Cogumelos Lotes Veriao Inverno
1 7,92 +0,08% 8,36 + 0,04 °
Agaricus bisporus branco 2 6.65+0.05" 816+ 0.06"
(Champignon de Paris) ’ T ’ T
FRESCO 3 6,56 + 0,10 8,22 + 0,02
Média 7,04 £0,66% €5 8,25 +0,10>C-s
1 0,78 £0,01°¢ 1,32+0,01°
Agaricus bisporus branco ) 0.83+0.01° 1.12+0.01°
(Champignon de Paris) ’ o ' SO
CONSERVA 3 1,11+ 0,01 0,91 +0,01
Média 0,90 + 0,16 >E¢ 1,12 +0,184¢!
1 7,96 +0,05° 9,71 +0,03°
Agaricus bisporus marrom 2 97240122 10.62 + 0.05 ®
(Portobello) . A
FRESCO 3 9,51 +0,08 8,47+0,11
Média 9,07 +0,83 %8 9,60 +0,94 4
1 9,25+0,05° 7,72+0,12°
Pleurotus ostreatus 2 919+0.03" 815+0.01%
(Shimeji) ’ L ’ .
FRESCO 3 8,06 + 0,07 5,86 + 0,03
Média 8,83 0,58 “B-wx 7,24 £1,05 5D E-wx
1 7,77 +0,02° 8,20 +0,08
PIELH"O[MS ostreatus 2 7 65 + 0 06 a 8 09 + O 09 a
(Shimeji) T B
SECO 3 7,43 0,07 6,89 + 0,03
Média 7,62 £0,16 € 7,73 +0,64 © & DE-u
1 10,43 £ 0,03 ° 824 +0,14°
Pleurotus ostreatus 2 10.85 + 0.15 ® 8.07 +0.03 b
(Hiratake) ’ e ’ o
FRESCO 3 8,99 + 0,08 9,05 + 0,06
Média 10,09 + 0,85 “A-Y 8,45 +0,46 5% C-v
1 10,53 £ 0,052 7,63 0,09 ¢
Pleurotus ostreatoroseus 2 871+0.13° 10.15+ 0.14 ®
(Salmon) DR o
FRESCO 3 9,59 + 0,02 10,58 + 0,24
Média 9,61+0,79“*B 9,45+1,394AB
1 7,07+0,022 625+0,11°
Lentinula edodes 2 6.38 +0.07 b 555+ 0.03 c
(Shiitake Fresco) D e
TORA 3 7,14+ 0,10 6,49 + 0,09
Média 6,86 +0,37 €Y 6,10 +0,43%F-2
1 5,34 +0,06° 7.20+0,03°
Lentinula edodes 2 521£0,09° 741£0,06°
(Shiitake Fresco) a .
COMPOSTO 3 6,77 £ 0,08 6,25+ 0,04
Média 5,78 +0,75>P-2 6,96 +0,54 v EF-Y

"Resultados expressos em base seca como média + desvio padriio de andlises realizadas em triplicata.

Médias de cada lote (n = 3) seguidas pela mesma letra mintscula, nas colunas, para um mesmo cogumelo e para um mesmo periodo de
cultivo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n=9) seguidas pela mesma letra mindscula (negrito e itdlico), nas linhas, para um mesmo cogumelo ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra maidscula, nas colunas, para um mesmo periodo de cultivo nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n =9) seguidas pela mesma letra (s,t), nas colunas, para os cogumelos Champignon de Paris fresco e Champignon
de Paris em conserva ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (u,v), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Shimeji branco
seco ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (w, X), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Hiratake fresco
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (y, z), nas colunas, para os cogumelos Shiitake de tora e Shiitake de composto
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).
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3.2. Atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila -
DPPH’
Para o cdlculo do IC 50, foi necessdrio obter uma curva em escala linear para cada

extrato analisado. Portanto, para todos os extratos foi obtida uma curva com no minimo
cinco pontos, onde a concentracdo variou de acordo com cada amostra. Os coeficientes de
determinacao () obtidos foram > 0,99. A partir do valor IC 50 obtido foi possivel obter o
valor do IAA (Indice de Atividade Antioxidante). A Tabela 3 mostra os resultados obtidos
para cada lote, nas diferentes épocas de colheita (verdo e inverno), a variacdo existente
entre um mesmo cogumelo colhido em periodos diferentes, bem como a variacio entre os
cogumelos estudados.

O ensaio de sequestro do radical livie DPPH' é um dos mais utilizados para medir a
capacidade antioxidante in vitro, no entanto existe grande dificuldade em se comparar os
resultados aqui obtidos aos encontrados na literatura devido as diferengas existentes entre
as metodologias executadas, assim como devido as diferentes formas de expressdao dos
resultados. Além disso, o método de extracio dos compostos fendlicos, a espécie de
cogumelo analisada, as condi¢Oes climdticas as quais os cogumelos foram submetidos € o
local onde cresceram interferem enormemente nos resultados finais.

Para partir de um parametro de compara¢do a capacidade antioxidante, pelo método
de sequestro do radical DPPH", do padrio dcido gilico foi testada. O valor IC 50
encontrado foi 1,09 pg/mL e o indice de atividade antioxidante foi 28,86, o que de acordo
com Scherer e Godoy (2009) € considerado como uma atividade antioxidante muito forte.
A solugdo padrao foi preparada com dgua para que assim fosse possivel comparar o
resultado obtido aos das amostras.

Os valores de IC 50 encontrados para as amostras variaram entre 266 ug/mL e 2021
pg/mL. As amostras que, em média, apresentaram os menores valores de IC 50 foram
Portobello e Champignon de Paris fresco do cutivo de inverno (451 ug/mL e 521 pg/mL,
respecivamente). As amostras que, em média, apresentaram maiores valores IC 50 foram
Shimeji branco seco, Shimeji branco fresco e Hiratake do periodo de inverno (1780 pg/mL,
1708 pg/mL e 1295 ng/mL, respectivamente).

O efeito do processo de secagem no cogumelo Shimeji foi avaliado. No cultivo de
verdo o Shimeji seco mostrou um valor de IC 50 maior que no cogumelo fresco enquanto
que no cultivo de inverno ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os

valores de IC 50 encontrados.
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O grau de maturacdo entre os cogumelos Shimeji (fresco) e Hiratake (fresco) foi
avaliado. Lembrando que ambos sdo Pleurotus ostreatus, a Unica diferenca entre eles € o
estdgio de maturacdo, que no Hiratake estd mais avancado que no Shimeji. Foi observado
que tanto no cultivo de verdo como no cultivo de inverno o Hiratake mostrou valor de IC
50 menor que o Shimeji, ou seja, melhor atividade antioxidante.

O substrato utilizado no cultivo dos cogumelos Shiitake ndo interferiu na atividade
antioxidante pelo método do DPPH’, pois ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os cogumelos Shiitake (de tora e de composto).

Os indices de atividade antioxidante encontrados variaram entre 0,02 e 0,12. Os
cogumelos que, em média, apresentaram os maiores valores foram o Portobello e o
Champignon de Paris fresco do cultivo de inverno, assim como para o valor IC 50 (0,08 e
0,06, respectivamente), o que de acordo com Scherer e Godoy (2009) é considerado como
baixa capacidade antioxidante. Comparando com o padrdo dcido gilico podemos dizer que
a capacidade antioxidante pelo método de seqiiestro do radical DPPH" foi muito baixa. No
entanto, € preciso lembrar que no preparo da solucdo padrdo a quantidade pesada refere-se
ao composto puro, enquanto que no caso das amostras o que é pesado, na verdade, € o
cogumelo liofilizado e moido. Além disso, o 4cido gdlico possui uma estrutura quimica
muito simples o que acaba facilitando a rea¢io com o DPPH". Jd no caso das amostras pode
ocorrer um impedimento estérico a molécula do DPPH’, uma vez que é possivel a
existéncia de antioxidantes com estruturas moleculares maiores.

Para a amostra Champignon de Paris em conserva ndo foi possivel calcular o valor
IC 50 pois nem a concentracdo maxima possivel de extrato (2500 ug/mL) utilizada, nos
tubos de reacdo, apresentou 50% de inibicdo. Esse resultado estd de acordo com o resultado
obtido na andlise de fendis totais, a qual apresentou os menores valores de fendis totais.

No trabalho de Cheung et al. (2003) os resultados obtidos para o ensaio de
capacidade antioxidante pelo método de seqiiestro do radical DPPH’ foram expressos em
porcentagem de seqiiestro do radical, onde para diferentes concentracdes (ug/mL) foi
obtida uma porcentagem de sequestro do DPPH". Em geral, a atividade sequestradora dos
extratos aquosos foi significativamente maior que dos extratos metandlicos para o
cogumelo Lentinus edodes (Shiitake) nas concentragdes testadas que foram 1000 pg/mL,
1500 pg/mL, 3000 pug/mL, 6000 ug/mL e 9000 ug/mL. As % de inibi¢do obtidas para cada
concentracao a partir de 1500 pg/mL foram 38,3%, 45,1%, 55,4% e 40,4% para os extratos

65



aquosos e 3,39%, 11,5%, 25,8% e 29,4% para os extratos metandlicos. Os resultados
obtidos no presente estudo foram melhores que os resultados obtidos no trabalho
referenciado, pois a concentracido necessdria para obter 50% de inibi¢@o variou entre 737,17
e 832,67 ug/mL, ou seja, foi necessaria uma concentracdo bem menor para obter o mesmo
grau de inibicdo.

Chye et al. (2008) analisou o potencial antioxidante de cinco espécies de cogumelos.
As espécies foram identificadas como Pleurotus sp., Hygrocybe sp., Hygrophorus sp.,
Schizophyllum commune e Polyporus tenuiculust. De cada cogumelo foram obtidos dois
extratos, um com éter de petréleo e outro com metanol. Os autores concluiram que as
espécies de cogumelos mostraram apreciavel atividade de seqiiestro dos radicais DPPH’,
sendo o extrato de éter de petréleo do Pleurotus sp. o que apresentou maior % de inibi¢ao
(83,04 %) para a concentrac¢ao de 20 mg/mL (20.000 pg/mL). Essa capacidade de seqiiestro
do radical livre DPPH’ foi duas vezes maior do que Hygrocybe sp. na mesma concentra¢io
e até mesmo maior do que o antioxidante sintético, BHT (67,32 %). Diferentemente desse
resultado, no presente trabalho, foi considerado que os cogumelos Pleurotus ostreatus
mostraram fraca capacidade de seqiiestro do radical DPPH" quando comparada ao padrdo
fendlico utilizado, o 4cido gédlico. Enquanto foi preciso cerca de 1200 pug de cogumelo
liofilizado e moido/mL para obter aproximadamente 50 % de inibi¢do do radical o padrao
fendlico precisou de uma concentracdo de apenas 1,09 pg/mL. No entanto, € bom deixar
claro que as metodologias utilizadas nos ensaios diferem entre si, assim como o processo de
extracdo. Além disso, os cogumelos foram colhidos em lugares muito distintos com
condi¢des de crescimento muito diferenciadas. Outro fato importante é que os padrdes
utilizados na comparagdo foram diferentes.

No trabalho de Barros et al. (2009) 16 espécies de cogumelos foram analisadas. Os
valores IC 50 variaram entre 660 e 20.240 ug/mL para as amostras, sendo o valor
encontrado para o Champignon de Paris de 9.610 pg/mL. Esse resultado ndo estd de acordo
ao encontrado no presente trabalho que obteve o valor médio de 943,08 pg/mL para o
periodo de verdo e 521,68 ug/mL para o periodo de inverno.

Ribeiro et al. (2006) avaliaram a capacidade seqiiestradora de radicais DPPH" de
extratos aquosos, obtidos de forma semelhante ao do presente trabalho, de 28 espécies
comestiveis de cogumelos silvestres coletados no nordeste de Portugal. O efeito

sequestrador das espécies foram dependentes da concentrag¢do e, tiveram como resultado
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um poder redutor > 5% na concentracdo de 150 pg/mL. As espécies analisadas mostraram
potencial antioxidante muito baixo da mesma forma que no presente trabalho.

Ribeiro et al. (2008) analisaram extratos aquosos obtidos de outras quatro espécies
comestiveis de cogumelos silvestres (Russula cyanoxantha, Amanita rubescens, Suillus
granulatus e Boletus edulis). Neste trabalho os teores de dcidos orginicos e alcaldides
foram quantificados e os autores sugeriram que estes compostos podem ter contribuido de
forma significativa para a atividade antioxidante, pois as espécies estudadas se mostraram
ricas em dcidos orgdnicos e os cogumelos que apresentaram maior atividade também
apresentaram maior quantidade de alcaldides. No entanto, os autores afirmam que os teores
de 4cidos organicos, compostos fendlicos e alcaldides sdo insuficientes para justificar o
potencial antioxidante das espécies. Como resultados tiveram valores de IC 25% variando
entre 77,4 € 936 ug/mL e a % de inibi¢do, para os extratos na concentracdo de 500 pg/mL,
variando entre 6,3 € 94,9%.

Chen et al. (2010) avaliaram a capacidade antioxidante de extratos metandlicos do
pileo e da estipe do cogumelo Russula griseocarnosa e observou que até a concentragdo de
20.000 pg/mL o extrato obtido do pileo apresentou capacidade de sequestro do radical
DPPH’ maior que o extrato obtido da estipe. Na concentragdo de 30.000 pg/mL a
porcentagem de inibicdo foi 84,4% para o pileo e 85,8% para a estipe. Contudo, a
capacidade de seqiiestro do radical DPPH" para o BHT na concentragédo de 800 ug/mL foi
75,9%. Os autores conferem essa capacidade antioxidante encontrada ao conteudo de fenodis
e flavonoides.

Yaltirak et al. (2009) avaliaram a capacidade antioxidante do extrato etandlico do
cogumelo Russula delica Fr. e encontraram 26% de inibi¢do para a concentracdo de 10
mg/mL (10.000 pg/mL), menor que o BHA (80%), BHT (76%) e a-tocoferol (77%) na
mesma concentragdo. O efeito de seqiiestro de radicais aumentou com o aumento da
concentracdo. O valor IC 50% encontrado para o extrato analisado foi 44 mg/mL (44.000
pg/mL), para o BHA, BHT e a-tocoferol foi < 0,1 mg/mL (100 pg/mL). ELMASTAS et al.
(2007) relataram que para esse mesmo cogumelo foi encontrado valor IC 50% de 0,05

mg/mL (50 ug/mL).
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Tabela 3. Atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH’) para as diferentes amostras de cogumelos

IC 50% (ng/mL)"

Cogumelos Lotes Verao Inverno Verao Inverno
Acaricus porusonnco ) e oo O
(Champignon de Paris) 3 785+ 38" 47721 £555° 0,040 + 0,002 0,066 + 0,001 *
FRESCO Média 943 + 403 * > € 521 + 45 »DF 0,039 + 0,015 8 0,061 + 0,005 “®
Agaricus bisporus 1 629 +7° 436+4° 0,050 + 0,001 ° 0,072 0,001 °
marrom 2 617 +21° 266+2° 0,051 + 0,002 ° 0,119 £ 0,001 *
(Portobello) 3 484 +7° 650+ 12a 0,065 + 0,001 * 0,049 + 0,001
FRESCO Média 577 +70 “P 451 + 166 “* 0,056 + 0,007 > * 0,080 + 0,031 “*
Plewrotus ostreatus 1 1516 +85 * 1517 £8° 0,021 £ 0,001 * 0,021 + 0,001 *
o 2 1649 + 46 ° 1949 +7° 0,019 + 0,001 * 0,016 + 0,001
(Shimeji) 3 1525 £52° 1656 +22° 0,021 + 0,001 * 0,019 + 0,001
FRESCO Média 1563 + 84 “A "V 1708 + 191 A" 0,020 + 0,001 “>E-wx 0,019 + 0,002 “ & F-ux
Plewrotus ostreatus 1 1684 + 8 "b 1667 5 "b 0,019 + 0,001 * 0,019 0,001 *
(Shimeiji) 2 1683 +23 1698 + 12 0,019 + 0,003 b 0,019 + 0,001 b
3 2021 +102° 1974 + 115 ° 0,016 + 0,001 0,016 + 0,001
SECO Média 1796 £ 176 “ 2 © 1780 157 “ 2 0,018 £0,002 “F* 0,018 £ 0,001 “ 7
Plewrotus ostreatus 1 1006 * 32 Z 1156 £27° 0,031 +0,001 * 0,027 + 0,001 b
. 2 1074 + 37 1604 £9° 0,029 + 0,001 * 0,020 + 0,001
(Hiratake) 3 1324 16 ° 1125+16° 0,024 % 0,001 ° 0,028 + 0,001 °
FRESCO Média 1135 £ 147 P~ 1295 £ 232 B 0,028 0,003 “ P 0,025 + 0,004 “DEF- ¥
Plewrotus ostreatoroseis 1 899 + 15° 1194 + 18 2 0,035 + 0,001 h 0,026 £ 0,001 ©
2 975 +4° 704 +10° 0,032 + 0,001 0,045 + 0,001 *
(Salmon) 3 889 £8° 783 £30° 0,036 + 0,001 ° 0,040 + 0,002 °
FRESCO Média 921 +41 “%¢€ 894 +228 ¢ 0,034 + 0,002 “5 € 0,037 + 0,008 “ ¢ >F
Lentinula edodes 1 658 + 92 775 + 20 : 0,048 + 0,001 b 0,041 £ 0,001 *
(Shitake fresco) 2 807 +1° 743 £ 10 0,039 £ 0,001 ° 0,043 + 0,001 b
3 854+9° 863 +5° 0,037 + 0,004 0,037 + 0,002
TORA Média 773 289 “CP 793544 0,041 = 0,005 2 0,040 £ 0,003 “CP
Lentinula edodes 1 792 + 12‘b 701 +5° 0,040 + 0,001 " 0,045 + 0,001 °
. 2 1003 £6° 493 £5°¢ 0,031 £ 0,001 © 0,064 £ 0,001*
(Shiitake fresco) 3 701 +23 ¢ 1016 £4° 0,045 + 0,002 * 0,031 + 0,001 ¢
COMPOSTO Média 832 +134 4¢Py 737 +228 “ PV 0,039 + 0,006 “*5-Y 0,047 + 0,014 *B €Y

"Resultados expressos em base seca como média #+ desvio padrio de anilises realizadas em triplicata.
Médias de cada lote (n = 3) seguidas pela mesma letra mindscula, nas colunas, para um mesmo cogumelo e para um mesmo periodo de cultivo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n=9) seguidas pela mesma letra mindscula (negrito e itdlico), nas linhas, para um mesmo cogumelo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).
Médias dos trés lotes (n =9) seguidas pela mesma letra maitscula, nas colunas, para um mesmo periodo de cultivo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).
Médias dos trés lotes (n =9) seguidas pela mesma letra (u,v), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Shimeji branco seco ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).
Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (w, x), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Hiratake fresco ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).
Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (y), nas colunas, para os cogumelos Shiitake de tora e Shiitake de composto ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).
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3.3. Atividade sequestradora do radical livre 2,2’-azino-bis (3-etilbenzo-
tiazolina-6-sulfonato) - ABTS"

Os resultados obtidos para cada lote, nas diferentes épocas de colheita (verdo e
inverno), a variacio existente entre um mesmo cogumelo colhido em periodos diferentes,
bem como a variacio entre os cogumelos estudados sio apresentados na Tabela 4. E
importante salientar que estes resultados sdo estimativos da capacidade antioxidante em
equivalente de Trolox, um antioxidante sintético andlogo da vitamina E, pois € sabido que
os diferentes compostos fendlicos contribuem de uma maneira diferente na reacdo quimica
envolvida. Os valores obtidos para as amostras analisadas variaram de 1,69 a 113,98 uM
ET/g de cogumelo seco para os lotes do cultivo de verdo e de 6,33 a 119,14 uM ET/g de
cogumelo seco para os lotes do cultivo de inverno.

Os cogumelos que, em média, apresentaram melhores resultados foram Hiratake
(105 uM ET/g - cultivo de verdo e 98,46 uM ET/g — cultivo de inverno) e Salmon (98,21
uM ET/g e 103,03 uM ET/g) seguidos do Shimeji fresco (88,55 uM ET/g e 87,19 uM
ET/g), Shimeji seco (84,69 uM ET/g e 85,44 uM ET/g) e Portobello (76,22 uM ET/g e
89,84 uM ET/g). J& o Champignon de Paris em conserva apresentou o valor mais baixo
4,36 uM ET/g (verao) e 7,40 uM ET/g (inverno).

E possivel observar que estes resultados estio de acordo aos encontrados no ensaio
de quantificacdo dos compostos fendlicos totais, pois os cogumelos que apresentaram maior
teor em CFT também apresentaram melhor habilidade no sequestro do radical livre
ABTS™, assim como o cogumelo que apresentou menor teor CFT também apresentou
menor atividade antioxidante neste ensaio. Outro fato observado € que estatisticamente, em
média, os extratos dos cogumelos do cultivo de verdo apresentaram a mesma ou menor
atividade antioxidante que os extratos dos cogumelos do cultivo de inverno. Também ¢é
possivel dizer que o cogumelo Hiratake, com grau de maturacdo mais avangado, mostrou

melhor atividade antioxidante que o Shimeji, colhido num estdgio mais imaturo.

As influéncias dos processamentos empregados no Champignon de Paris e no Shimeji
foram observadas. O Champignon de Paris em conserva mostrou menor atividade
antioxidante do que o mesmo cogumelo fresco. O Shimeji seco ao sol do cultivo de verdo
mostrou menor atividade antioxidante do que o mesmo cogumelo fresco. No entanto, os

cogumelos do periodo de inverno ndo mostraram diferencgas estatisticamente significativas.
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O substrato de cultivo influenciou na atividade antioxidante. O cogumelo Shiitake
cultivado em tora mostrou maior atividade antioxidante do que o Shiitake cultivado em
composto no periodo de verdo. J4 no periodo de inverno ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre eles.

Nao foram encontrados na literatura muitos trabalhos envolvendo cogumelos e o
ensaio de avaliagio da capacidade de segiiestro do radical livre ABTS™. Os poucos
trabalhos encontrados utilizaram metodologias de andlise e extracdo muito diferentes da
encontrada no presente trabalho, além disso, as espécies analisadas sdao diferentes assim
como as condi¢des de cultivo tornando dificil a comparacdo dos resultados. Como exemplo
cito o trabalho de Lo e Cheung (2005) onde extratos de um cogumelo seco (Agrocybe
aegerita var. Alba) foi estudado. A extracdo foi feita com metanol em um Soxhlet por 24
horas, depois disso o metanol foi removido sob pressdo reduzida e o residuo redissolvido
em 4gua destilada e, seqliencialmente, extraido com diclorometano, acetato de etila e
saturado de dgua butanol, usando parti¢do liquido-liquido. Os solventes foram removidos e
quatro fracdes obtidas. A fracdo de acetato de etila foi a que apresentou maior valor (0,254
mM ET/mg = 254.000 uM ET/g) seguida da fracdo butanol (0,163 mM ET/mg = 163.000
uM ET/g) e diclorometano (0,162 mM ET/mg = 162.000 uM ET/g). As fra¢des extrato cru
metandlico e aquoso apresentaram os menores valores (0,096 mM ET/mg = 96.000 uM
ET/g e 0,063 mM ET/mg = 63.000 uM ET/g, respectivamente). Resultado muito diferente

dos encontrado no presente trabalho.

3.4. Ferric Reducing Antioxidant Power - FRAP

Os resultados obtidos nesta andlise sdo apresentados na Tabela 5. Assim como para
a andlise de CFT, aqui os valores encontrados sdo estimativas do poder antioxidante de
reducdo do ferro em equivalente de dcido gélico. E € importante lembrar que os véarios
compostos fendlicos agem de maneira diferente na reacdo. Além disso, outros compostos
redutores podem interferir na reacao.

Os valores obtidos variaram de 0,15 a 2,70 mg EAG/g de amostra seca, para o
cultivo de verdo, e de 0,24 a 5,55 mg EAG/g de amostra seca, para o cultivo de inverno. Os
cogumelos que, em média, apresentaram melhores resultados foram o Portobello com 2,36
mg EAG/g no cultivo de verdo e 4,09 mg EAG/g no cultivo de inverno, seguido do

Champignon de Paris fresco (1,65 mg EAG/g — verdo; 2,96 mg EAG/g - inverno) e Shiitake
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Tabela 4. Atividade sequestradora do radical livre 2,2’-azino-bis (3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfonato) - ABTS™ para as
diferentes amostras de cogumelos

uM Equivalente em trolox / g de cogumelo”

Cogumelos Lotes Verao Inverno
1 53,78 £0,28 * 64,63 £0,98 ¢
Agaricus bisporus branco 2 4958 +07"° 71,90 + 141°
(Champignon de Paris) . .
FRESCO 3 51,70 + 2,98 7727 +0,56
Média 51,69 + 2,38 #E-* 71,27 +5,574¢°
1 1,69 +0,11° 7,96 +0,37 *
Agaricus bisporus branco 2 3,05 +0,23" 7,91 +0,29*
(Champignon de Paris) . b
CONSERVA 3 744 0,33 6,33 0,32
Média 4,36 +2,525F¢ 7,40 + 0,85 “ P+t
1 60,74 0,91 © 88,24 +0,33 "
Agaricus bisporus marrom 2 81,84 + 098" 100,68 + 1,61 *
(Portobello) . .
FRESCO 3 86,08 + 0,75 80,61 + 0,59
Média 76,22 +11,78 » € 89,84 + 8,81 “+ 8
1 84,76 0,53 ° 101,15 £0,59 *
Pleurotus ostreatus ) 90,20 + 0,21 * 88,72 + 0,76 b
(Shimeji) . .
FRESCO 3 90,696 + 1,00 71,69 + 0,86
Média 88,55 +2,91 “BC-wx 87,19 + 12,82 “B-»x
1 88,58 + 0,44 * 85,54 + 0,64 b
Pleurotus ostreatus 2 80,73 +3,18° 91,33+032 a
(Shimeji) ab c
SECO 3 84,76 + 1,70 ™ 79,46 * 0,65
Média 84,69 +3,85“C" 8544 +516“% "
1 94,51 + 0,65 © 9522 +0,86"°
Pleurotus ostreatus 2 113,30 + 1,07 a 93,45 + 0,53 b
(Hiratake) b a
FRESCO 3 108,40 + 1,13 106, 70 + 1,85
Média 105,40 + 8,48 “ 4" 98,46 + 6,32 “ 4B~
1 9190+ 185" 77,98 £0,53 ¢
Pleurotus ostreatoroseus 2 89,42 + 1,80 b 1 19’14 + 1’50 a
(Salmon) . b
FRESCO 3 113,98 + 1,66 111,98 + 1,07
Média 98,21 + 11,47 5 103,03 + 19,07 “*
1 55,71 +0,78 ° 6324 +0,71°
Lentinula edodes 2 56,46 +2,99° 56,60  1,12°
(Shiitake fresco) . .
TORA 3 87,96 + 0,86 ° 62,63 +0,33°
Média 66,71 + 16,02 “°-Y 60,83 +3,25 €Y
1 52,83 +2,06"° 62,82 £0,24°
Lentinula edodes 2 4784 £0,37°¢ 53,78 £0,14 ¢
(Shiitake fresco) . b
COMPOSTO 3 59,19 + 0,08 60,04 + 0,22
Média 53,29 + 5,04 % F-* 58,88 +4,02 €Y

"Resultados expressos em base seca como média #+ desvio padriio de andlises realizadas em triplicata.

Médias de cada lote (n = 3) seguidas pela mesma letra mintscula, nas colunas, para um mesmo cogumelo e para um mesmo periodo de
cultivo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n=9) seguidas pela mesma letra mintscula (negrito e itdlico), nas linhas, para um mesmo cogumelo nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra maidscula, nas colunas, para um mesmo periodo de cultivo nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n =9) seguidas pela mesma letra (s,t), nas colunas, para os cogumelos Champignon de Paris fresco e Champignon
de Paris em conserva ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (u,v), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Shimeji branco
seco ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (w, x), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Hiratake fresco
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (y, z), nas colunas, para os cogumelos Shiitake de tora e Shiitake de composto
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).
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produzido em composto a base de serragem (1,87 mg EAG/g no cultivo de verdo e 2,18 mg
EAG/g no cultivo de inverno). O Champignon de Paris em conserva apresentou, em média,
o pior valor 0,21 mg EAG/g (verdo) e 0,32 mg EAG/g (inverno).

Pode-se afirmar que, em média, os cogumelos Champignon de Paris (fresco e em
conserva), Portobello, Salmon e Shiitake (produzido em tora de eucalipto) mostraram
diferencas estatisticas entre o cultivo de verdo e inverno, apresentando os melhores
resultados os cogumelos do cultivo de inverno. Os demais cogumelos ndo mostraram
diferencas estatisticas significativas entre os dois cultivos.

O processamento empregado nos cogumelos Champignon de Paris influenciou na
atividade antioxidante final, sendo que os cogumelos frescos apresentaram, em média,
atividade antioxidante maior que os cogumelos em conserva para os dois periodos de
cultivo (verdo e inverno). No caso do cogumelo Shimeji ndo foi possivel observar
diferencas estatisticamente significativas, nos dois periodos de cultivo, entre o cogumelo
seco e o fresco.

O grau de maturagdo mais avancado do cogumelo Hiratake implicou, em média, em
uma maior atividade antioxidante em comparacdo ao cogumelo Shimeji (estigio menos
avancado e ainda com o chapéu fechado) para os dois periodos de cultivo.

O substrato de cultivo também influenciou na atividade antioxidante final, sendo
que o Shiitake produzido em composto mostrou, em média, maior atividade antioxidante
em relacdo ao Shiitake produzido em tora de eucalipto nos dois periodos de cultivo.

Alvarez-Parrilla et al. (2007) estudaram trés cogumelos comestiveis do Norte do
Meéxico (Agaricus sp., Boletus sp. e Macrolepiota sp.) e duas espécies comerciais (Agaricus
bisporus branca e Portobello — Agaricus bisporus marrom) e determinaram a atividade
antioxidante pelo ensaio FRAP encontrando 10,01 mM Fe®*/100 g de peso seco para a
espécie comercial Champignon e 20,03 mM Fe?/100 g de peso seco para a espécie
selvagem. Os valores obtidos sdo equivalentes de Fe**, diferente do presente estudo, no
qual foi utilizado o 4cido gilico como padrao. A forma de expressdao dos resultados também
foi diferente, o que dificulta ainda mais a comparagdo dos resultados. Além disso, os
autores fizeram as determinacdes apds 30 minutos de rea¢do afirmando que a reducido do
Fe’* para Fe*, na presenca de extratos de cogumelos, segue um mecanismo cinético lento e
até mesmo depois de trinta minutos a reacido niao € totalmente completada. J4 no presente

estudo o tempo de reacdo utilizado foi de 15 minutos.
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Lakshmi et al. (2004) determinaram a atividade antioxidante de varios cogumelos
Indianos com o método FRAP, entretanto, os resultados encontrados foram expressos em
equivalente de trolox ou de dcido ascérbico ndo sendo possivel a comparacdo dos

resultados.

3.5. Oxygen Radical Absorbance Capacity — ORAC

N3ao foi encontrado na literatura trabalhos com a matriz cogumelo envolvendo este
ensaio de capacidade antioxidante. Neste ensaio a presenca de antioxidantes nas amostras
resulta na inibicdo dos danos causados pelos radicais livres ao composto fluorescente. O
efeito protetor de um antioxidante ¢ medido pela drea de decaimento da fluorescéncia
(AUC) da amostra comparada com a drea do branco em que nao ha presenca de
antioxidantes (OU et al.,, 2002). Foram construidas curvas do padrdo trolox para a
quantificacdo dos resultados que sdo apresentados na Tabela 6.

Os extratos de cogumelo que apresentaram, em média, os melhores resultados foram
o Salmon (223,59 uM ET/g no cultivo de verdo e 215 uM ET/g no cultivo de inverno),
Hiratake (214,89 uM ET/g e 277,14 uM ET/g) e Portobello (202,91 uM ET/g e 250,30 uM
ET/g).

Assim como para todas as outras andlises o Champignon de Paris em conserva
apresentou o pior resultado (22,32 uM ET/g e 25,16 uM ET/g). Como ja mencionado
anteriormente este resultado j4 era esperado, pois essa amostra foi submetida a processos de
industrializa¢do, o que pode ter ocasionado a degradag¢dao dos compostos fendlicos.

Os cogumelos Champignon de Paris fresco, Portobello e Hiratake, em média, mostraram
diferencas estatisticas significativas entre o periodo de verdo e inverno, sendo que a maior atividade
antioxidante foi encontrada nos cogumelos cultivados no periodo de inverno. Os cogumelos
Champignon de Paris (em conserva), Salmon e Shiitake de composto ndo mostraram diferencas
estatisticamente significativas entre os dois periodos de cultivo. Os demais cogumelos (Shimeji
fresco e Shiitake produzido em tora de eucalipto) mostraram melhor atividade antioxidante no
cultivo de verdo.

O processamento empregado ao cogumelo Champignon de Paris influenciou na atividade
antioxidante final, sendo que os cogumelos frescos apresentaram, em média, atividade antioxidante
maior que os cogumelos em conserva para os dois periodos de cultivo. No caso do cogumelo
Shimeji cultivado no periodo de verdo foi possivel observar diferencas estatisticamente

significativas entre o cogumelo fresco e o seco, sendo que o cogumelo fresco mostrou maior
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Tabela 5. Capacidade redutora do complexo Fe** -TPTZ a Fe?* -TPTZ para as diferentes amostras de cogumelos

FRAP (mg Equivalente em 4cido gilico/g de cogumelo)”

Cogumelos Lotes Verao Inverno
1 2,000,052 2,75+0,03°
Agaricus bisporus branco 2 1.53 +0.04° 3.07+0.042
(Champignon de Paris) ’ T ’ U
FRESCO 3 1,41 +£0,02 3,06 £ 0,12
Média 1,65 +0,27»B:C-s 2,96 +0,17 8-
1 0,16+0,01° 0,38 +0,01°
Agaricus bisporus branco 2 0.15+001b 035+001°
(Champignon de Paris) U SO
CONSERVA 3 0,33+ 0,01 0,24 +0,01
Média 0,21 +0,09 > E-t 0,32 +0,06%F !
1 1,97 £0,02°¢ 3,95+0,03"
Agaricus bisporus marrom 2 240 +0.03"° 5.55 +0.08 2
(Portobello) S P
FRESCO 3 2,70 + 0,02 2,76 + 0,01
Média 2,36 0,324 4,09 +121%4
1 0,73+0,02°¢ 0,92+0,03°
Pleurotus ostreatus 2 098 +0.01 a 0.87 +0.01 a
(Shimeji) | ’ b ' ’ b
FRESCO 3 0,88 + 0,02 0,65 + 0,01
Média 0,86 +0,11 “P-wx 0,81 +0,13 B F-ux
1 0,85+0,01° 0,83+ 0,01°
Pleurotus ostreatus 2 0.86+0.01 a 0.97 +0.02 a
(Shimeji) ’ DU i S
SECO 3 0,77 £ 0,01 0,79 + 0,01
Média 0,83 +0,054P-" 0,86 + 0,09 5F-u
1 1,01 £0,04° 1,L11+£0,02a
Pleurotus ostreatus 2 1.05 +0.01 2 0.93 +0.03°
(Hiratake) PO L aa
FRESCO 3 0,87 +0,02 1,07 £ 0,01
Média 1,05 + 0,01 “P-" 1,04 +0,08 “E-"
1 1,08 £0,03 % 0,99 £ 0,03 ¢
Pleurotus ostreatoroseus 2 0.98 +0.02° 174 +0.04
(Salmon) OSSO T
FRESCO 3 1,12+ 0,03 1,35+ 0,04
Média 1,05 +0,02 %P 1,36 £0,334DF
1 1,52+0,03° 1,84 +£0,04*
Lentinula edodes 2 137 +0.02 c 1.82 +0.03 a
(Shiitake Fresco) T U
TORA 3 1,62 +0,01 1,61 +0,01
Média 1,05 +0,02 % -2 1,76 +0,124CP-2
1 1,74 £0,04° 2,00+ 0,04°
Lentinula edodes 2 1.54+0.04°¢ 2,.82+0,10%
(Shiitake Fresco) S T
COMPOSTO 3 2,35+ 0,03 1,71 +£0,04 :
Média 1,05+ 0,028y 2,18 £0,50 €Y

"Resultados expressos em base seca como média #+ desvio padriio de andlises realizadas em triplicata.

Médias de cada lote (n = 3) seguidas pela mesma letra mindscula, nas colunas, para um mesmo cogumelo e para um mesmo periodo de
cultivo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n=9) seguidas pela mesma letra mintscula (negrito e itdlico), nas linhas, para um mesmo cogumelo ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra maidscula, nas colunas, para um mesmo periodo de cultivo nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (s,t), nas colunas, para os cogumelos Champignon de Paris fresco e Champignon
de Paris em conserva ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (u,v), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Shimeji branco
seco ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (w, x), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Hiratake fresco
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (y, z), nas colunas, para os cogumelos Shiitake de tora e Shiitake de composto
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).
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atividade antioxidante. Ja no cultivo de inverno ndo foi possivel verificar diferengas estatisticamente
signiicativas.

O grau de maturagdo mais avancado do cogumelo Hiratake fresco implicou, em
média, em uma maior atividade antioxidante em compara¢do ao cogumelo Shimeji fresco
(estdgio menos avancado) nos dois periodos de cultivo.

O substrato de cultivo também influenciou na atividade antioxidante final, sendo que o
Shiitake produzido em tora de eucalipto mostrou, em média, maior atividade antioxidante em
relacdo ao Shiitake produzido em composto no cultivo de verdo. Ja no cultivo de inverno ndo foi

possivel observar diferencas estatisticamente significativas entre os dois cogumelos.

3.6. Correlacao entre os teores de CFT, TEAC, FRAP e ORAC

Tem sido relatado que a atividade antioxidante de materiais vegetais ¢ bem
correlacionada com seus compostos fendlicos. Dessa forma, é importante considerar o
efeito do conteido total de fendlicos na atividade antioxidante dos extratos de cogumelos
(CHEUNG et al., 2003). E extremamente dificil comparar ensaios diferentes que medem a
capacidade antioxidante de uma amostra, uma vez que eles diferem entre si em termos de
substrato, sonda, condi¢des de reagdo e método de quantificacio (HUANG et al., 2005).

Partindo das Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 onde encontramos os resultados, obtidos para
compostos fendlicos totais (CFT), capacidade de sequestro do radical livre DPPH™ (IC 50 e
IAA), capacidade de sequestro do radical livie ABTS™, capacidade redutora do complexo
Fe’* -TPTZ a Fe** -TPTZ (FRAP) e atividade antioxidante pelo método ORAC
respectivamente, aplicou-se um teste de correlacdo, no qual, utilizou-se todos os valores de
cada lote das amostras. Os indices de correlagdo obtidos (r), entre as andlises realizadas,
estdo apresentados na Tabela 7.

O ensaio de quantificacdo dos compostos fendlicos totais mostrou alta correlacdo
com o ensaio de atividade seqiiestradora do radical livie ABTS™ (r = 0,92) e com o ensaio
de atividade antioxidante pelo método ORAC (r = 0,89). Também foi possivel observar alta
correlagdo entre o ensaio de capacidade redutora do complexo Fe’* -TPTZ a Fe** -TPTZ e
o indice de atividade antioxidante (IAA) (0,95). Entre os ensaios de atividade seqiiestradora

do radical cition ABTS™ e o ensaio de atividade antioxidante pelo método ORAC

observou-se, também alta correlacdo (r=0,89). O IC 50 mostrou alta correlacido negativa
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Tabela 6. Atividade antioxidante pelo método ORAC para as diferentes amostras de cogumelos.

ORAC (uM equivalente em trolox /g de cogumelo)”

Cogumelos Lotes Verao Inverno
1 174,27 +5,08 178,38 + 7,46°
Agaricus bisporus branco 2 157.89 + 4.88 b 19934 + 7282
(Champignon de Paris) ’ C ’ i ab
FRESCO 3 149,31 £ 7,92 186,01 £ 9,34
Média 160,49 +12,20 D5 187,91 +11,55 @ ©P-s
1 18,52 +2,62° 31,842,412
Agaricus bisporus branco 2 21.82 + 0.75 *b 2206+ 1.41°
(Champignon de Paris) R D
CONSERVA 3 26,63 + 2,08 21,57 + 1,41
Média 22,32 +3,934F¢ 25,16 + 5,26 “¥-!
1 164,16 £2,45 ¢ 275,19 +5,13°
Agaricus bisporus marrom 2 250,98 + 4,87 % 28549 +2,65°
(Portobello) b .
FRESCO 3 193,60 + 6,17 190,22 +2.84
Média 202,91 +38,46 >~ B 250,30 + 45,40 ©*B
1 186,12 + 8,58 ° 175,88 0,15 °
Pleurotus ostreatus ) 21323+ 6.91° 190. 87 + 2.20 @
(Shimeji) T o
FRESCO 3 175,21 £9,76 113,53+ 1,77
Média 191,52 + 18,48 ¢B C-wx 160,09 + 35,55 D E-ux
1 172,31 £7,97° 164,90 +5,22°
Pleurotus ostreatus 2 172.73 +3.38 2 175,30 + 4,73 &b
(Shimeji) T .
SECO 3 152,53 + 8,86 183,17 £ 6,17
Média 165,86 +11,76 © ©P-Y 174,46 £9,21 ©©P-v
1 198,36 +3,04° 227,53+ 1,66°
Pleurotus ostreatus 2 202,25+2.29° 299,39+9,90°
(Hiratake) o a T
FRESCO 3 244,05 + 6,16 304,49+ 7,40 a
Média 214,89 +22,24 b AB-w 277,14 +37,79 “A-V
1 2222+491 ° 170,31 +9,.24°¢
Pleurotus ostreatoroseus 2 204.65 + 7.38 b 27647 +9.98 ¢
(Salmon) ‘01 4 g 7 eab
FRESCO 3 24391 +8,52 198,21 +7,84
Média 223,59 +18,11 “4 215,00 + 48,31 “BC
1 135,67 £9,14° 13439 £7,46°
Leminula ed"d&;’ 2 139.27+£9,79" 117,48+ 6,49°
(Shiitake Fresco a a
TORA 3 172,84 £ 5,65 134,93 £ 3,48
Média 149,26 +19,19 “P-¥ 128,94 +10,06 > F-Y
1 122,79 +£331° 116,70 + 6,94 °
(Lsegf_’"'f(lalfd"dej 2 116,53 3,08 *° 135,67+7,13°
1take Fresco b ¢
COMPOSTO 3 110,21 + 3,66 97,02 + 6,40
Média 116,51 + 6,18 “E-* 116,46 +17,75 “E-¥

*Resultados expressos em base seca como média + desvio padrdo de andlises realizadas em triplicata.

Médias de cada lote (n = 3) seguidas pela mesma letra mindscula, nas colunas, para um mesmo cogumelo e para um mesmo periodo de
cultivo ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n=9) seguidas pela mesma letra mintscula (negrito e itdlico), nas linhas, para um mesmo cogumelo ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra maidscula, nas colunas, para um mesmo periodo de cultivo nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (s,t), nas colunas, para os cogumelos Champignon de Paris fresco e Champignon
de Paris em conserva nao diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (u,v), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Shimeji branco
seco ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (w, X), nas colunas, para os cogumelos Shimeji branco fresco e Hiratake fresco
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra (y, z), nas colunas, para os cogumelos Shiitake de tora e Shiitake de composto
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (95%).
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(r=-0,86) com 0 IAA e com o FRAP (r = - 0,76), no entanto com o0 ORAC mostrou a mais
baixa correlagdo (-0,04).

Os resultados obtidos no ensaio de atividade seqiiestradora do radical livie ABTS™"
e os TAA obtidos no ensaio com o radical DPPH" apresentaram baixa correlagdo negativa (r
= - 0,13) apesar dos dois métodos apresentarem o mesmo mecanismo de reacdo. Isto pode
ser explicado pelo fato de se utilizar radicais diferentes e tempos de reagdo diferentes
(SILVA et al., 2007). Além disso, a forma de expressio dos resultados pode ser
preponderante. De acordo com SILVA et al. (2007) se os resultados obtidos no ensaio com
o radical DPPH’ tivessem sido expressos em equivalente de trolox (mesmo padrio utilizado
na andlise TEAC) uma compara¢ao mais objetiva poderia ter sido possivel.

Os indices de correlacdo obtidos, entre as diferentes andlises de atividade
antioxidante, por diferentes pesquisadores podem divergir bastante. Chye et al. (2008)
encontrou forte correlacdo negativa (r = - 0,978) entre a atividade de seqiiestro do radical
DPPH’ e o conteddo de fendis totais. Em seu estudo, a amostra que apresentou menor teor
de compostos fendlicos totais exibiu a maior atividade antioxidante. Este fato foi justificado
pela presenca de outros compostos, além dos fendlicos, com atividade antioxidante.
Cheung, et al. (2003) encontraram forte e positiva correlacao (r = 0,99) entre a atividade de
seqiiestro do radical DPPH" e o conteddo de fendis totais nos extratos do cogumelo L.
edodes.

Thaipong et al. (2006) estimaram a atividade antioxidante total de extratos obtidos
de frutos de goiaba, pelos métodos ABTS, DPPH, FRAP e ORAC, e verificaram que FRAP
foi a técnica mais reprodutivel e aquela que apresentou uma elevada correlagdo com os
teores de dcido ascorbico e grupos fendlicos. Alvarez-Parrilla et al. (2007) também
encontraram boa correlacdo (r = 0,97) entre CFT e FRAP. No presente trabalho,
diferentemente dos referenciados, a andlise de CFT e FRAP ndo mostraram boa correlacao
(r=045).

A partir do teste de correlacdo aplicado € possivel concluir que nem sempre os
resultados obtidos nas andlises de atividade antioxidante seguirdo necessariamente o
mesmo padrdo dos valores obtidos para andlise de compostos fendlicos totais, podendo
haver discordancias entre os resultados, assim como entre as analises de atividade

antioxidante, pois as mesmas podem apresentar diferentes mecanismos de acdo, diferentes
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tempos de reacdo, diferentes padrdes de referéncia e diferentes formas de expressao dos

resultados, tornando a comparagdo dificil.

Tabela 7. Correlagio entre os resultados obtidos nas andlises de CFT, DPPH’, ABTS"™, FRAP e ORAC.

CFT DPPH (IAA) ABTS™ FRAP ORAC
DPPH (IAA) 0,24 - - ] ]
ABTS™* 0,92 -0.13 - - -
FRAP 045 0,95 0,24 - -
ORAC 0,89 0,18 0,89 0,42 -
DPPH’ (IC 50) -0.14 - 0,86 0,24 -0,76 -0,04

3.7. Atividade Antimicrobiana

Os resultados obtidos para este teste sao apresentados na Tabela 8.

O crescimento das bactérias Escherichia coli (ATCC 11775), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 13388), Bacillus subtilis (ATCC 5061), Staphylococcus aureus (ATCC
6538) e Salmonella choleraesuis (ATCC 10708) ndo foi inibido pelos extratos de
praticamente todos os cogumelos, considerando uma MIC mdxima de 10 mg/mL, com
excecdo ao extrato do Shiitake de tora do periodo de inverno que apresentou uma leve
inibicdo ao crescimento das bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus. Ja o crescimento das leveduras Candida albicans (ATCC 10231), Candida rugosa
(CBS 12), Candida tropicalis (CBS 94), Candida glabrata (CBS 07) e Candida utilis (CBS
5609) foi inibido pelos extratos dos cogumelos Shiitake de tora e Shiitake de composto com
as concentracdes minimas inibitorias (CIMs) variando entre 0,08 € 0,31 mg/mL.

Niao foi possivel determinar a concentracdo minima inibitéria dos extratos dos
cogumelos Champignon de Paris e Portobello, pois os mesmos apresentavam colora¢do
escura, provavelmente devido ao escurecimento enziméatico, impedindo a visualizagdo da
mudanca de cor no meio de cultura. Dessa forma, realizou-se a determinacdo da
concentracdo minima bactericida e fungicida, a qual resultou em concentra¢des maiores que
10 mg/mL.

Os resultados obtidos para os extratos dos cogumelos Shiitake foram bastante
interessantes, apresentando CIMs muito baixas contra as leveduras Candida spp. Esses
fungos fazem parte da microbiota residente da cavidade bucal, sendo comumente
considerados microrganismos comensais inofensivos. No entanto, sob determinadas

circunstancias, podem superar as defesas do hospedeiro e agir como oportunistas,

78



produzindo diversas manifestacdes clinicas superficiais ou ainda podem estar associados a
outras doencas (GOES, 2009). Outro fator que deve ser levado em consideragio é que
comparadas as infec¢des bacterianas, poucas drogas estdo disponiveis para o tratamento de
infeccoes flngicas. Isto se deve a natureza eucaridtica das células fingicas e a dificuldade
em identificar alvos unicos ndo compartilhados com hospedeiros humanos (ONYEWU et
al., 2003).

Os tratamentos existentes atualmente sdo efetivos contra as infeccdes, mas
linhagens e espécies resistentes de Candida estdo emergindo e novos tratamentos para
infeccdes sistémicas necessitam ser desenvolvidos. Os azoéis utilizados no combate as
infeccdes flingicas apresentam o incoveniente de serem, muitas vezes, fungistaticos e ndo
fungicidas, o que provavelmente contribui para o desenvolvimento de resisténcia nos
isolados clinicos de pacientes imunocomprometidos (GOES, 2009).

Pesquisas anteriores j4 demonstraram a capacidade antimicrobiana de substancias
obtidas do cogumelo Shiitake. Em estudo realizado por Di Piero (2003) foi testada a
atividade antibidtica contra Staphylococcus aureus e Bacilus subtilis utilizando cortinelina,
composto isolado de Lentinus edodes (Shiitake) e outro composto antibacteriano formado
por um alcool B-fenetil e lentinamicina isolado a partir de cultura liquida de micélio. Em
outro estudo Hirasawa et al. (1999) realizaram extra¢des no Shiitake desidratado em dgua a
4°C e fracionaram com os solventes cloroférmio, acetato de etila e dgua. Os extratos
cloroférmicos apresentaram atividade bactericida contra células vegetativas e células de
resisténcia de Streptococcus mutans, o principal agente causador de cdries dentdrias e
contra Prevotella intermédia, provocador de doenga periodontal em adultos. Neste trabalho
Hirasawa et al. (1999) afirmaram que os principais componentes dos extratos cloroférmico
e aquoso podem ser lentionina e lentinan, respectivamente.

Em estudo realizado por Kitzberger et al. (2007) foram testados extratos do
cogumelo Shiitake obtidos por extracdo super critica e extracdo liquido-liquido com
solventes organicos contra a levedura Candida albicans. Ocorreu inibicdo do crescimento
somente na maior concentracdo testada do extrato (2 mg/mL), indicando  que
possivelmente este microrganismo seja resistente a acdo antifiingica destes extratos. O
mesmo ndo ocorreu no presente estudo, no qual se obteve CIMs, dos extratos aquosos de
Shiitake testados, variando entre 0,08 e 0,31 mg/mL contra cinco diferentes espécies de

Candida spp.
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Hearst et al. (2009) realizaram um estudo microbiologico que avaliou as
propriedades antibacteriana e antifingica dos cogumelos Shiitake e ostra (Pleurotus
ostreatus) adquiridos em um supermercado local na Irlanda. Foram 39 microrganismos
testados sendo 29 bactérias e 10 fungos. Extratos aquosos de ambos os cogumelos foram
testados e o extrato do cogumelo Shiitake demonstrou atividade contra 33 dos 39
microrganimos testados enquanto que o extrato do cogumelo ostra apresentou atividade
contra apenas 3 dos 39 mirorganismos testados (Bacillis cereus NCTC 7464, Bacillus
subtilis NCTC 10400 e Pseudomonas sp 1). Diferentemente, no presente trabalho, o extrato
do cogumelo Pleurotus ostreatus ndo mostrou atividade contra Bacillus subtilis e o extrato
do cogumelo Shiitake (de tora) mostrou baixa atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis e alta atividade contra a levedura Candida
albicans, a qual ndo foi inibida pelo extrato do trabalho refecenciado.

Turkoglu et al. (2007) encontraram atividade antimicrobiana, contra Candida
albicans e Bacillus subtilis, no extrato do cogumelo Laetiporus sulphureus, coletado na
Turquia. Oyetayo (2009) também encontrou atividade antimicrobiana contra Candida
albicans, nos extratos etandlicos de 4 espécies de cogumelos selvagens da Nigéria. Os
extratos mostraram boa atividade e a CIM variou entre 12,5 e 100 mg/mL. Melhor
resultado foi obtido no presente trabalho, pois a CIM encontrada para os extratos do

cogumelo Shiitake contra a levedura Candida albicans foram mais baixas.
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Tabela 8. Atividade antimicrobiana encontrada para os extratos aquosos de cogumelos

Extratos aquosos de cogumelos

Microrganismo Champlgnon de Portobello Shimeji fresco Shimeji seco Hiratake Salmon Shiitake de tora Shiitake de
S Paris fresco composto
Vera Invern Vera Invern Vera Invern Vera Invern Vera Invern Vera Invern Vera Invern Vera Invern
o) o o o) ) 0 [ [ o [ o) ) ) 0 [ [
Salmonella
choleraesuis ek #ok ook Hok * * * * * * * * * * * *
ATCC 10708
Pseudomonas
aeruginr)sa sk ek sk ek %k * % % %k * * %k %k * %k %k
ATCC 13388
Staphylococcus
aureus Kk sk sk sk %k * %k k % k * %k %k 7 k k
ATCC 6538
Bacillus subtilis
ATCC 5061 ksk sk sk sk %k * k k %k k *k %k k 7 k k
Candida
albicans skskesk skskk skkesk sksksk %k * k k %k k *k %k 0308 0’]6 0’]6 0’02
ATCC 10231
Candida rugosa
CBS I2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,31 0,31 0,16 0,16
Candida
tropicalis n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. * * * *
CBS 94
Candida
glabrata n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,16 0,16 0,08 0,08
CBS 07
Candida utilis
CBS 5609 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,31 0,31 0,31 0,31

* Concentragdo minima inibitéria (MIC) > 10mg/mL; ** Concentragdo minima bactericida (MBC) > 10mg/mL; *** Concentragdo minima fungicida (MFC) > 10mg/mL; n.d. = ndo

determinado.
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4. CONCLUSAO

Os extratos aquosos dos cogumelos Champignon de Paris fresco (Agaricus bisporus
branco), Portobello fresco (Agaricus bisporus marrom), Shimeji fresco e seco (Pleurotus
ostreatus), Hiratake fresco (Pleurotus ostreatus), Salmon fresco (Pleurotus ostreatoroseus)
e Shiitake (Lentinula edodes), cultivado em tora de eucalipto e em composto a base de
serragem, mostraram atividade antioxidante para os quatro métodos empregados. No
entanto, a capacidade antioxidante dos extratos de cogumelos comestiveis estudados nao foi
tdo alta como a encontrada em outros alimentos, mas, ainda assim, podem contribuir
significativamente para uma boa condicio de sadde.

Na anilise com o radical DPPH" o Portobello e o Champignon de Paris fresco
apresentaram os menores valores de IC 50, indicando maior a¢do antioxidante por esta
metodologia. Na andlise com o radical ABTS™ e no ORAC os cogumelos que apresentaram
maior acdo antioxidante foram o Hiratake e o Salmon. Na andlise FRAP os cogumelos que
apresentaram maior atividade antioxidante foram o Champignon de Paris fresco, Portobello
e Shiitake cultivado em composto.

O grau de maturacdo mais avangado do cogumelo Hiratake, em relacio ao Shimeji
fresco, implicou em uma maior atividade antioxidante em todos os métodos empregados.

Nesta investigacdo, os extratos aquosos obtidos a partir dos cogumelos Salmon,
Hiratake e Portobello apresentaram os maiores teores de CFT.

O processamento empregado ao cogumelo Champignon de Paris diminuiu
consideravelmente o teor de CFT enquanto que no processo de secagem empregado ao
cogumelo Shimeji ndo houve diminuicdo dréstica no teor de CFT.

O estdgio maturo dos cogumelos P. ostreatus implicou em um maior teor de CFT
em relagdo ao estdgio imaturo.

Correlagoes positivas entre os resultados de CFT e os métodos de atividade
antioxidante foram encontradas, e essa correlacdo foi maior para o ensaio com o radical
livie ABTS™ e 0 ORAC do que para o ensaio FRAP. J4 entre o DPPH e os resultados de
CFT foi encontradada baixa correlacdo negativa.

Os extratos aquosos dos cogumelos Shiitake apresentaram excelente atividade
antimicrobiana contra as leveduras C. albicans, C. rugosa, C. tropicalis, C. glabrata e C.

utilis mostrando seu potencial de utilizacdo pela industria farmacéutica.
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RESUMO

O interesse na investigacdo dos compostos fendlicos tem crescido bastante nos
ultimos tempos. Estudos recentes apontam que estes compostos previnem doencas
relacionadas ao envelhecimento devido as suas propriedades antioxidantes. Este trabalho
analisa a composi¢do fendlica de extratos aquosos de cogumelos comestiveis Champignon
de Paris (Agaricus bisporus branco), Portobello (Agaricus bisporus marrom), Salmon
(Pleurotus ostreatoroseus), Shimeji (Pleurotus ostreatus), Hiratake (Pleurotus ostreatus) e
Shiitake (Lentinula edodes) produzidos no Brasil. Os compostos fendlicos investigados
foram acido 3,4-dihidrixibenzodico, dcido p-hidroxibenzdico, catequina, dcido caféico, dcido
siringico, 4cido p-cumdrico, d4cido ferrdlico e 4cido trans-cindmico. O método
cromatografico empregado mostrou boa linearidade e repetibilidade. Os limites de deteccao
variaram entre 0,025 e 0,5 mg/L e os limites de quantificacdo variaram entre 0,075 e 1,5
mg/L. Os valores de recuperacdo encontrados na matriz para os compostos fendlicos
investigados variaram entre 60% a 99%. O acido 3,4-dihidroxibenzoéico apresentou baixa
recuperacdo (entre 21 a 30%), pois se encontrava em uma regido do cromatograma com
muitos interferentes. Dentre os compostos investigados por CLAE foram identificados e
quantificados nas amostras de cogumelos apenas os 4cidos siringico, p-cumarico e o trans-
cindmico, com predomindncia deste ultimo. O cogumelo Salmon apresentou os trés
compostos; os cogumelos Shimeji (fresco e seco) e Hiratake apresentaram o acido p-
cumdrico e o 4cido trans-cindmico; ja os cogumelos Champignon de Paris, Portobello e
Shiitake (cultivado em tora de eucalipto e em composto a base de serragem) apresentaram
apenas o 4cido trans-cinamico. Estes resultados demonstram que os cogumelos comestiveis
produzidos no Brasil podem contribuir para uma boa condi¢do de satide devido a presenca

desses compostos fendlicos.

Palavras-chave: compostos fenélicos, cogumelos e CLAE.
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ABSTRACT

The interest in the investigation of phenolic compounds has grown in recent years. Recent
studies indicate that these compounds prevent age-related diseases due to their antioxidant
properties. This work analyzes the phenolic composition of aqueous extracts of edible
mushrooms Agaricus bisporus white, Agaricus bisporus brown, Pleurotus ostreatoroseus,
Pleurotus ostreatus, Pleurotus ostreatus and Lentinula edodes produced in Brazil. The
phenolic compounds investigated were 3,4-dihidrixibenzoico acid, p-hydroxybenzoic acid,
catechin acid, caffeic acid, syringic acid, p-coumaric acid, ferulic acid and trans-cinnamic
acid. The chromatographic method used showed good linearity and repeatability. The limits
of detection ranged of 0.025 to 0.5 mg/L. and the limits of quantification ranged of 0.075 to
1.5 mg/L. The recovery values for the phenolic compounds ranged of 60% to 99%. The 3.,4-
dihydroxybenzoic acid showed a low recovery because was in a chromatogram region with
so many interferents. Among the compounds investigated were identified and quantified, in
mg/kg mushroom lyophilisate, the syringic acid, the p-coumaric acid and the trans-cinnamic
acid, with predominance of the latter. The mushroom Pleurotus ostreatoroseus had the
three compounds; the mushrooms Pleurotus ostreatus had the p-coumaric acid and trans-
cinnamic acid; the Agaricus bisporus and Lentinula edodes had only the trans-cinnamic
acid. These results demonstrate that edible mushrooms can contribute for a good health

condition due to the presence of antioxidants.

Keywords: phenolic compounds, mushrooms and HPLC.
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1.INTRODUCAO

O consumo de cogumelos comestiveis tem aumentado devido ao reconhecimento de
suas propriedades bioativas que trazem beneficios a saude. A natureza quimica dos
compostos que fazem parte de sua composi¢do sdo responsdveis pelas suas propriedades
bioativas. Os cogumelos acumulam uma variedade de metabdlitos secunddrios, incluindo
compostos fendlicos, policetideos, terpenos e esterdides (SUN et al., 2007).

Os fendlicos sdo compostos que possuem um ou mais anéis aromaticos com um ou
mais grupos hidroxila e podem variar de moléculas simples (4dcidos fendlicos,
fenilpropandides, flavondides) a compostos altamente polimerizados (ligninas, melaninas,
taninos) (BRAVO, 1998). Particularmente, os 4dcidos fendlicos podem ser subdivididos em
dois grupos: dcidos hidroxibenzéicos e 4cidos hidroxicindmicos. Os dcidos
hidroxibenzéicos incluem p-hidroxibezdico, protocatecdico, vanilico, siringico e &dcido
gélico. Eles estio comumente presentes na forma ligada e, tipicamente, compdem estruturas
complexas como ligninas e taninos hidrolizdveis. Eles, também, podem ser encontrados
ligados a derivados de aglicares e dcidos organicos em alimentos vegetais. Os dcidos
hidroxicindmicos incluem o p-cumdrico, o caféico, o ferrilico e o sindpico. Em fontes
naturais eles sdo principalmente encontrados esterificados com pequenas moléculas como o
acido quinico ou o 4cido tartdrico, bem como ligados a componentes estruturais da parede
celular como celulose, lignina e proteinas através de ligagdes €steres (LIU, 2004).

A andlise destes compostos € dificil, pois, além de englobarem uma gama muito
grande de substincias, sdo, na maioria das vezes, muito reativos e susceptiveis a acao de
enzimas. Além disso, a andlise de fendlicos € influenciada pela natureza do composto, o
método de extracdo utilizado, tamanho da amostra, tempo e as condi¢cdes de estocagem e a
presenca de interferentes tais como ceras, gorduras, terpenos e clorofilas (SHAHIDI &
NACZK, 1995; KING & YOUNG, 1999).

Nao hd um método tnico satisfatério para a extracdo de todos ou de uma classe
especifica de fendlicos presentes nos alimentos. A solubilidade dos fendlicos nos solventes
varia de acordo com o solvente utilizado, o grau de polimerizacdo dos fendlicos e suas
interagdes com outros constituintes dos alimentos. Os solventes mais utilizados para a
extracdo destes compostos sdo metanol, etanol, acetona, dgua, acetato de etila, propanol,

dimetilformaldeido e suas combina¢des (NACZK & SHAHIDI, 2004).

92



Na revisao de literatura apresentada na Tabela 1 foram encontrados diversos
trabalhos que relatam a identificacdo e/ou quantificacdo de diferentes compostos fendlicos
em cogumelos selvagens e/ou cultivados da India, Portugal, Turquia, China e Coréia. E
possivel verificar uma enorme variedade de metodologias de extracdo de compostos
fendlicos que podem influenciar nos resultados de andlises de atividade antioxidante e
antimicrobiana, assim como na identifica¢do e quantificacido desses compostos.

Os compostos fendlicos pertencem a um grupo de componentes ndo essenciais da
dieta que tém sido associados a inibicdo de doencas como aterosclerose e cancer
(PUTTARAIJU et al. 2006). Algumas evidéncias sugerem que a acdo bioldgica destes
compostos estd relacionada ao seu potencial antioxidante. Esse potencial pode estar
relacionado a sua habilidade de quelar metais, inibir lipoxigenase e sequestrar radicais
livres (DECKER, 1997).

Dessa forma, torna-se extremamente relevante estudar os compostos fendlicos
presentes em cogumelos. No entanto, ndo foram encontrados relatos sobre o perfil fendlico
de cogumelos comestiveis produzidos no Brasil. Portanto, o presente trabalho teve como
objetivo investigar o perfil fendlico de extratos aquosos de 4 espécies de cogumelos
comestiveis (Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus ostreatoroseus e Lentinula

edodes) produzidas no Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras

As amostras de Champignon de Paris (Agaricus bisporus branco), Portobello
(Agaricus bisporus marrom), Salmon (Pleurotus ostreatoroseus), Shimeji (Pleurotus
ostreatus), Hiratake (Pleurotus ostreatus) e Shiitake (Lentinula edodes) foram fornecidas
por uma empresa localizada na regido de Campinas — SP, Brasil, em dois periodos distintos,
Fevereiro de 2011 (Verao) e Junho de 2011 (Inverno). Foram obtidos 3 lotes, com 600
gramas cada um, de cada amostra para cada um dos periodos de cultivo. Uma vez
coletadas, as amostras foram congeladas, liofilizadas, trituradas em um moinho analitico da
marca lka (modelo All Basic Mill), acondicionadas em embalagens de polipropileno e
armazenadas em freezer até o momento das andlises. Na Tabela 2 podem ser observados

dados da amostragem realizada.
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Tabela 1. Extracdo, instrumentacio e condi¢des cromatograficas para andlise de compostos fendlicos presentes em diferentes espécies cogumelos.

Pesquisadores

Cogumelos

Extracao

Instrumento e condicoes
cromatograficas (HPLC)

Compostos fendlicos encontrados

Puttaraju et al.,
2006

23 espécies crescidas
naturalmente na India

1g amostra seca em p6 + 10 mL H,0 ou
Metanol — 15 min Agitacdo — 15 min
Centrifulgaggo (2000 g) — Sobrenadante =
Extrato — 4°C até anlise

Shimpak C;g (4,6 mm x 250 mm)
DAD (280 nm e 320 nm)
Isocratica — H,O/Ac. acético/Metanol
(80:5:15) (v/v/v) = ImL/min

Ac. tanico (0,02 — 15,54 mg/g) e Ac. gilico (0,04 - 12,85
mg/g) Ac. gentisico (0,01 - 4,89mg/g), Ac. protocateciiico
(0,01 - 18,48 mg/g) e Ac. cumdrico (0,02 — 3,70 mg/g).
Foram encontrados, também, Ac. vanilico, Ac. siringico,
Ac. caféico, Ac. ferrdlico e Ac. cindmico.

Barros et al.,
2009

16 espécies coletadas
no nordeste de
Portugal

3g amostra seca em p6 + 50 mL Acetona:
H,0 (80:20) — 6 h Mistura -20°C — 15
min ultrassom — 10 min Centrifulgacdo
(4000 g) — Filtragdo — Reextragdo do
residuo 3 adicionais da mistura Acetona:
H,0 (80:20) — Extratos combinados —
Evaporados a 30° C. Fase aquosa lavada

com n-hexano — extragao lig-lig com éter

dietilico (3 x 50 mL) e acetato etila (3 x 50

mL) — Fases orgnicas evaporadas a 30°C

— redissolvidos em H,O : Metanol (80:20)

—Filtragdo

Spherisorb Cg (3um, 150 mm x 4,6 mm
i. d.) Termostato 25°C
DAD (280 nm)
Termostato 25°C.

Gradiente — (A) Ac. Acético em H,O
2,5%, (B) Ac. Acético 2,5% :
Acetonitrila (90: 10) e (C) Acetonitrila
100% — 0,5 mL/min

Ac. protocatectico (33,47 - 342,7 mg/Kg), Ac. p-
hidroxibenzéico (14 — 70 mg/Kg), Ac. p-cumérico (3,75 —
48,67 mg/Kg) e Ac. cindmico (8,72 — 68,37 mg/Kg). Foram
encontrados isdmeros do 4cido vanilico.

Vaz et al., 2011

17 espécies (diferentes
do trabalho de Barros
et al., 2009) coletadas
no nordeste de
Portugal

Idem ao Barros et al. (2009)

Aqua Cig Bum, 150 mm x 4,6 mm i. d.)
Termostato 30°C
DAD (280 nm)
Gradiente — Idem ao Barros et al.
(2009)

Ac. protocatectico (1,02 — 67,62 mg/Kg), Ac. p-
hidroxibenz6ico (2,04 — 41,92 mg/Kg), Ac. p-cumdrico
(8,65 — 79,34 mg/Kg) e Ac. cindmico (0,43 — 46,04 mg/Kg)

Ribeiro et al.,
2006

28 cogumelos
coletados no nordeste
de Portugal

10g amostra seca em p6 + 500 mL H,O
fervente — 30 min Agitacdo — Filtracdo
— Liofilizagdo — Dessecador no escuro a
temperatura ambiente

Spherisorb ODS2 (25 x 0,46 cm; 5 pm)
DAD (280 nm para o 4cido p-
hidroxybenzdico e 350 nm para
quercetina)

Gradiente — (A) H,0 : Acido férmico
(19:1) (B) Metanol — 0,9 mL/min

Ac. p-hidroxibenzéico (35,5 — 490 mg/Kg) e Quercetina (2
— 15,9 mg/Kg)

Ribeiro et al.,
2007

Fistulina hepdtica
coletados na regido de
Braganca no nordeste

de Portugal.

Idem ao Ribeiro et al. (2006)

Spherisorb ODS2 (25 x 0,46 cm; 5 um)
DAD (250 nm para o 4cido elagico, 320
nm para o dcido caféico e p-cumadrico e
350 nm para hiperosideo e quercetina)
Gradiente — (A) H,O : Acido férmico
(19:1) (B) Metanol — 0,9 mL/min

Ac. caféico (99 - 139,7 mg/Kg), Ac. p-cumdrido (94,8 —
162,3 mg/Kg), hiperosideo (ndo quantificado), Ac. eldgico
(171,1 — 284,6 mg/Kg) e quercetina (nfo quantificado).

94



Continuagéo da Tabela 1

Pesquisadores

Cogumelos

Extraciao

Instrumento e condi¢oes
cromatograficas (HPLC)

Compostos fenélicos encontrados

Ribeiro et al.,
2008

4 espécies comestiveis
de cogumelos
silvestres coletados de
pomares na regido de
Braganga no nordeste
de Portugal.

Idem ao Ribeiro et al. (2006)

Spherisorb ODS2 (25 x 0,46 cm; 5 um)
DAD (280 nm para o 4cido p-
hidroxybenzdico)

Gradiente — (A) H,O : Acido férmico
(19:1) (B) Metanol — 0,9 mL/min

Ac. p-hidroxibenzéico (13,6 - 70 mg/Kg)
Outros compostos fendlicos com absor¢do maxima por
volta de 260 nm foram detectados em todas as amostras

analisadas, mas néo foi possivel identifica-los.

Yaltirak et al.,
2009

Russula delica
Fr.produzido na
Turquia.

25g amostra seca em pé + Etanol —
Soxhlet apparatus 60 °C por 3h — extrato
filtrado — rota evaporador 75°C —
estocado 4°C

Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x
250 mm, Sum)
DAD (278 nm)

Isocratica — Ac. acético 3% / Metanol
— 0,8 mL/min

Catequina (5,3 mg/L), Rutina (0,46 mg/L), Ac. caféico
(0,11 mg/L) e Ac. gilico (0,05 mg/L).

Valentao et al.,
2005

Cantharellus cibarius
(Coletados na regido
de Braganca em
Portugal)

~1g amostra seca + 5 x 50 mL Metanol —
Misturadas — Filtragdo — Rota
evaporador 40°C

Spherisorb ODS2 (25 x 0,46 cm; 5 pm)
DAD (280 nm para hidroxitirosol e
tirosol e 320 nm para dcidos fendlicose
350 para flavondides)
Gradiente — (A) H,0: Ac férmico
(19:1) e (B) Metanol — 0,9 mL/min.

Ac. 3- ¢ 4-o-caffeoylquinic, Ac. caféico, Ac. p-cumdrico e
Rutina. Os niveis encontrados foram muito baixos (~20
mg/Kg).

Chen et al., 2010

Russula griseocarnosa
coletadas no sul da
China

5 g amostra seca em pé + 30 mL
Acetonitrila e 6 mL de dcido
hidrocloridrico 0,1 N — agitagdo 2h a
temperatura ambiente — filtracdo

Hypersil BDS-Cg (4,6 x 200 mm, Spm)
Detector SPM-M10AVP (273 nm)
Gradiente — (A) Metanol e (B) Fosfato
0,1% — 1mL/min

De trinta compostos fendlicos investigados apenas trés
foram identificados e quantificados: Ac. protocatecuico,
Ac. caféico e Quercetina (marjoritdrio 95,82 mg/Kg).

Kim et al., 2008

5 espécies comestiveis
compradas em um
mercado na Coréia e 5
espécies medicinais
coletadas em uma
fazenda na Coréia

2 g amostra seca em p6 + 10 mL
acetonitrila e 2 mL de 4cido
hidrocloridrico 0,1 N — 2h agitagdo a
temp. ambiente — filtragdo — extrato
liofilizado — residuo redissolvido em 10
mL de solugdo aquosa de metanol 80% —
filtracdo

ODS AM-303 (250 mm x 4,6 mm i. d. 5
pm)
DAD (280 nm)

Gradiente — (A) H,O destilada com
0,1% acido acético e (B) acetonitrila
0,1% 4c acético glacial
— 1 mL/min

Catequina (3 — 22 mg/Kg) , Naringina (8 — 38 mg/Kg),
Miricetina (19 — 26 mg/Kg), Quercetina (24 — 52 mg/Kg),
Bichanin A (3 mg/Kg), Formononetin (1 mg/Kg),
Hesperetin (3 mg/Kg), Kaempferol (7 — 53 mg/Kg), Ac.
gilico (5 - 21 mg/Kg), Pirogalol (15 — 464 mg/Kg), Ac.
homogentisico (15 — 51 mg/Kg), Ac. 5-sulfosalicilico (15 —
53 mg/Kg), Ac. protocateciico (14 — 96 mg/Kg), Ac.
gentisico (53 mg/Kg), Ac. p-hidroxibenzéico (6 — 263
mg/Kg), Ac. clorogénico (19 — 26 mg/Kg), Ac. vanilico (5
mg/Kg), Ac. caféico (13 — 18 mg/Kg), Ac. siringico (5 — 22
mg/Kg), Vanilina (5 mg/Kg), Ac. cindmico (1 mg/Kg), Ac.
p-cumdrico (37 mg/Kg), Ac. ferrilico (9 — 22 mg/Kg), Ac.
veratrico (12 mg/Kg), Ac. benzdico (348 — 490 mg/Kg),
Ac. o-cumdrico (1 mg/Kg) e Resveratrol (1 -12 mg/Kg).
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Tabela 2. Amostras, formas de comercializago e substrato utilizado no cultivo.

Amostra Forma de comercializag¢do Substrato de cultivo”
Agaricus bisporus branco
(Champignon de Paris) Fresco Composto
Agaricus bisporus branco
(Portobello) Fresco Composto
Pleurotus ostreatus Fresco Composto
(Shimeji) p
Pleurotus ostreatus
(Shimeji) ] Seco (ao sol) Composto
Pleurotus ostreatus Fresco Composto
(Hiratake) P
Pleurotus ostreatoroseus
Fresco Composto
(Salmon)
Lentinula edodes .
.. F T 1
(Shiitake) resco ora de eucalipto
Lentinula edodes Fresco Composto a base de serragem e
(Shiitake) residuos da agroindustria

*Nao foram obtidas maiores informagdes sobre a composi¢do dos substratos de cultivo.
**0Os cogumelos Shimeji e Hiratake sdo ambos Pleurotus ostreatus, diferindo apenas no estdgio de maturacéo, isto é, enquanto o Hiratake
¢é colhido com o chapéu aberto (maturo) o Shimeji € colhido com o chapéu fechado (imaturo).

2.2. Preparo dos extratos

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada com base nos trabalhos de
Puttaraju et al. (2006), Lee et al. (2007) e Ribeiro et al. (2008).

Para cada 1g de cogumelo seco e moido foi adicionado 10 mL de H,O destilada.
Essa mistura foi agitada durante 15 minutos e em seguida centrifugada por 15 minutos a
5000 g sob uma temperatura de 20°C. Depois disso uma filtragem foi realizada e o filtrado

obtido foi considerado como extrato e mantido a4 4°C até o momento das anélises.

2.3. Reagentes

Utilizou-se acetonitrila grau cromatogrifico (J. T. Baker SOLUSORB ®solven,
USA) e 4cido férmico (ECIBRA, Brasil). A dgua utilizada para preparar a fase mével foi
purificada usando o sistema Milli-Q (MILLIPORE). As fases méveis foram filtradas com
filtros MILLIPORE com poros de 0,45 um de diametro.

Os padrdes de acido gélico, dcido 3,4-dihidroxibenzdico, dcido p-hidroxibenzdico,
catequina, 4cido caféico, dcido p-cumdrico, 4cido ferrilico e dcido trans-cinamico foram
obtidos da SIGMA. J4 o padrdo de acido siringico foi obtido da CHEM SERVICE. As
solugdes estoques foram preparadas em metanol grau cromatografico (J. T. Baker

SOLUSORB®solven, USA), em concentracdes que variaram para cada composto fenélico.
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2.4. Instrumento

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido HP (Hewlett Packard) série 1100, equipado
com degaseificador, bomba quaterndria, injetor automatico com capacidade de 1 a 100 uL e
detector de arranjo de diodos (UV — VIS). A coluna analitica utilizada foi uma Agilent
Eclipse XDB - Cis (4,6 x 250 mm, 5 um). Para a andlise dos dados utilizou-se um sistema

de software HP-Chemstation acoplado ao cromatégrafo.

2.5. Condic¢oes cromatograficas

O método cromatografico utilizado foi baseado na metodologia desenvolvida e
validada por Facco (2006).

A fase movel utilizada para separacao dos compostos fendlicos constituiu-se de (A)
dgua ultrapura : acido férmico (996 mL : 4 mL) e (B) acetonitrila : dcido férmico (996 mL :
4 mL) em gradiente descrito na Tabela 3, a uma vazdo de 0,7 mL/min, temperatura da
coluna a 35°C, e volume de inje¢do de 100 uL, com tempo de corrida de 50 min, mantendo-
se 10 min de re-equilibrio do sistema antes da proxima injecdo. A detec¢do foi realizada em

detector de arranjo de diodos (DAD) operando a 280 nm.

Tabela 3. Gradiente da fase mével

Solventes Tempo (min)
0 10 25 38 40 45 50
% A %5 o1 83 70 40 10 95
% B > 9 17 30 60 90 5

A- dgua milli Q : dcido formico (996 mL : 4 mL) e B - acetonitrila : dcido férmico (996 mL : 4 mL)

2.6. Parametros de desempenho analitico

Os parametros de desempenho andlito testados para o método cromatogrifico
adaptado aos extratos aquosos de cogumelos foram: linearidade, limites de detecc¢do e
quantificacdo, repetibilidade, precisdo intermedidria e recuperacao.

A faixa de linearidade do método cromatografico, realizada em solvente, foi
verificada apenas para os compostos fendlicos encontrados nas amostras (4cido siringico,
acido p-cumadrico e dcido trans-cindmico), sendo as curvas de calibracdo construidas com,
no minimo, 6 pontos, cada um em triplicata.

Para a determinacao do limite de detec¢do foram realizadas sucessivas dilui¢cdes dos

compostos fendlicos (dcido 3,4 — dihidroxibenzdico, dcido p-hidroxibenzdico, catequina,
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acido caféico, acido siringico, dcido p-cumdrico. acido ferridlico e dcido trans-cindmico) em
concentracdes conhecidas adicionadas a matriz Lentinula edodes (Shiitake), até que se
obtivesse um sinal como sendo trés vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento
(sinal/ruido > 3), o valor da concentracdo de cada composto fendlico correspondente a estes
sinais foram considerados como menor quantidade detectivel (ANVISA, 2003). O limite de
quantificacdo foi considerado como sendo trés vezes o valor do limite de deteccao.

A avaliacdo da precisdao foi realizada através da repetibilidade (precisdo intra-
corrida) e da precisdo intermedidria (precisdo inter-corridas) do método para os compostos
fendlicos encontrados nas matrizes. A determinacdo foi feita no cogumelo Lentinula edodes
(Shiitake), cultivado em composto a base de serragem e residuos da agroindistria,
enriquecido com padrOes. Para a avaliacio da repetibilidade foram realizadas 9
determinacdes contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés concentragdes (2,5
mg/L, 4,5 mg/L e 6,5 mg/L), com trés réplicas cada, em um mesmo dia. Para a avaliacdo da
precisdao intermedidria o mesmo procedimento foi adotado, sendo realizado em trés
diferentes dias (ANVISA, 2003).

A avaliacdo da exatiddo foi feita através de testes de recuperacdo dos padrdes de
compostos fendlicos adicionados ao cogumelo, liofilizado e transformado em pd, Shiitake
(Lentinula edodes) cultivado em composto a base de serragem e residuos da agroindustria.
Para essa determinacdo analisou-se inicialmente o teor de compostos fendlicos
naturalmente presentes na matriz. Posteriormente, adicionou-se o pool de padrdes ao p6 de
cogumelo que foi submetido a extracdo normalmente. Foram realizadas 9 determinagdes
em trés niveis de concentracdo (2,5 mg/L, 4,5 mg/L e 6,5 mg/L), com trés réplicas cada
nivel. O cédlculo de recuperacdo foi feito de acordo com ANVISA (2003), através da
seguinte equagao:

Recuperaciao = (Concentracdo média experimental) X 100 %

Concentragao tedrica

2.7. Identificacio e quantificacao dos compostos fendlicos
A identificacdo foi feita através da comparacdo entre os cromatogramas das
amostras € o cromatograma do pool de padrdes. Essa comparacdo foi realizada com base

nos tempos de retencao, espectro de absorcao e co-cromatografia.
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A quantificacdo dos compostos fendlicos encontrados nas amostras de cogumelos

foi realizada através de curvas de padronizacio externa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Parametros de desempenho analitico

Para dar inicio ao processo experimental foi utilizada uma metodologia de
separacdo de compostos fendlicos desenvolvida por Facco (2006).

Para avaliagdo da linearidade, foram construidas curvas de calibracdo em um
intervalo linear apenas para os compostos encontrados nos diferentes cogumelos aqui
analisados. A faixa linear obtida para os compostos fendlicos identificados nas amostras
ficou entre 0,5 - 6,5 mg/L para o 4cido siringico e 4cido p-cumédrico e entre 0,5 — 7,5 mg/L
para o &cido trans-cinamico e conferiam resultados satisfatérios com coeficientes de

determinacio (r*) maiores que 0,99, como é possivel ver na Tabela 4.

Tabela 4. Equagdo da curva, coeficiente de determinacdo (r*) e linearidade dos compostos fendlicos
encontrados nas amostras de cogumelos

2

Compostos Equacio da curva r Linearidade (mg/L)
Acido siringico Y =513,89X — 105,35 0,9904 0,5-6,5
Acido p-cumdrico Y = 919,96X — 390, 45 0,9933 0,5-6,5
Acido trans-cinamico Y =1657X — 464,37 0,9906 05-17,5

Os limites de quantificacdo e deteccdo determinados para todos os compostos
fendlicos investigados na metodologia empregada neste trabalho sdo apresentados na

Tabela 5.

Tabela 5. Limite de quantificacdo (LD) e limite de detec¢@o (LQ) para os compostos fendlicos analisados.

Compostos LD (mg/L) LQ (mg/L)

Acido 3,4-Dihidroxibenzéico 0,5 1,5
p -hidroxibenzédico 0,5 1,5
Catequina 0,5 1,5
Acido caféico 0,25 0,75

Siringico 0,125 0,375

Acido p -cumirico 0,0625 0,1875
Acido ferrdlico 0,25 0,75

Acido trans-cindmico 0,025 0,075
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A precisao foi avaliada pelos coeficientes de variacdo (CV %) calculados para o
tempo de retencdo e drea dos compostos. Foi considerado aceitdvel coeficientes de variagdao
menores do que 10 % (RIBANI et al., 2004). Como pode-se observar nas Tabelas 6 e 7 os
CV% encontrados para os trés niveis de concentra¢do analisados variaram entre 0,3 e 1,7%
para o tempo de retengdo e entre 0,81 € 6,97% para a area.

Os valores de recuperacdo encontrados nos 3 niveis de concentra¢do analisados sio
apresentados na Tabela 8. De acordo com Ribani et al. (2004) dependendo da
complexidade analitica e da amostra, o intervalo de recuperacdo pode ser de 50 a 120%,
com precisdo de até + 15%. Neste estudo os valores de recuperacdo variaram de 62,3 a
89,3% para o acido p-hidroxibenzdico, de 69,1 a 87,4% para a catequina, de 63,8 a 77%
para o 4cido caféico, de 76,3 a 99,7% para o 4cido siringico, de 60,1 a 67,4% para o dcido
p-cumérico, de 68,9% e 74,2% para o acido ferrilico e 76,3% a 84% para o 4cido trans-
cindmico. Somente para o 4cido 3,4-dihidroxibenzdico as taxas de recuperagdo foram muito
baixas variando entre 21,2 e 29,3%. Provavelmente essa baixa taxa de recuperacio se deu
devido a dificuldade encontrada para identificar esse acido fendlico no cromatograma, uma

vez que ele se encontrava em uma regido com muitos interferentes.

3.2. Identificacio e quantificacao dos compostos fendlicos

A selecdo dos padrdes utilizados na investigacdo dos compostos fendlicos foi
realizada a partir dos resultados obtidos em pesquisas cientificas, que empregaram
diferentes extratos de cogumelos das mais variadas espécies encontradas em paises como
fndia, Portugal, Turquia, China e Coréia, uma vez que nao foram encontrados trabalhos
relatando o perfil fendlico dos cogumelos comestiveis produzidos no Brasil (ver Tabela 1).

No presente trabalho, apds criteriosa investigacdo e comparacdo de espectros e
tempos de retencdo foi possivel, dentre os oito compostos investigados, identificar nos
extratos aquosos de cogumelos trés compostos fendlicos (4cido siringico, d4cido p- cumadrico
e 4cido trans-cindmico). Nota-se que dentre as amostras estudadas, o cogumelo P.
ostreatoroseus (Salmon) foi o Unico que apresentou os trés compostos juntos e os
cogumelos P. ostreatus (Shimeji fresco/seco e Hiratake) os unicos que apresentaram dois
compostos, muito embora ndo tenha sido possivel quantificar o dcido p-cumdrico no
Hiratake, pois os teores se encontravam abaixo do limite de quantificacdo. Nos demais

cogumelos A. bisporus branco (Champignon de Paris), A. bisporus marrom (Portobello)
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Tabela 6. Resultados da avaliacdo da repetibilidade do método. Média (n = 3), desvio padrdo e coeficiente de variacao (CV%).

Repetibilidade
Compostos Nivel Media Média
Tempo (min) + CV% Area + CV%
Desvio Padrdo Desvio Padrio
1 17,5 17,3 17,1 17,3+£0,2 1,2 746,8 729.9 717,0 7312+ 15 2,0
_A,cid_o 2 17,1 17,1 17,3 17,2+0,1 0,4 1493,2 1526,6 1510,5 1510,1 £ 16,7 1,1
siringico
3 17,3 17,3 17,6 17,4 £0,2 1,0 2522,0 2495,0 2320,4 24458 £109,4 4,5
1 22,5 22,3 22,4 22,4 +0,1 0,3 1399,0 1273,4 1335,6 1336,0 £ 62,8 4,7
Acido
P 2 22,4 22,3 22,4 22,4+0,1 0,3 2466,8 2439,6 2428,1 24448 + 19,9 0,8
p-cumadrico
3 22,1 22,4 22,3 22,3+0,2 0,8 3954,1 3873,6 3464,6 3764,1 £262,5 7,0
1 40,1 39,0 40,3 39,8 +0,7 1,7 3541,6 3346,4 3326,4 3404,8 £ 1189 35
Acido
A 2 40,0 40,0 40,2 40,1+0,1 0,3 5004,4 4789,1 4659,8 4817,7+174,1 3,6
trans-cindmico
3 39,4 40,1 39,6 39,7+0,4 0,9 7814,2 7789,3 7593,7 7732,4 £120,7 1,6

Nivel 1 =2,5 mg/L, Nivel 2 =4,5 mg/L, Nivel 3 = 6,5 mg/L
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Tabela 7. Resultados da avaliacdo da precisdo intermedidria do método. Média (n = 9), desvio padrdo e coeficiente de variacdo (CV%).

Precisdo intermedidria

Compostos Nivel . Média C.V. . Média V.
Tempo (min) _ + ) % )* Area ' + ) % )*
Desvio Padrao Desvio Padrdo
1 17,5 17,3 17,1 746,8 7299 717,0
1 17,2 17,3 17,4 17,3+0,1 0,7 698,6 676,5 657,1 702,0 + 38,7 5,5
1 17,2 17,2 17,2 761,5 670,8 659,7
. 2 17,1 17,1 17,3 1493,2 1526,6 1510,5
siﬁrclléjizo 2 17,2 17,1 17,2 17,2+£0,0 03 1730,8 1694,2 1504,1 1583,4 £ 96,0 6,1
2 17,1 17,2 17,1 1690,1 1590,5 1510,6
3 17,3 17,3 17,6 2522,0 2495,0 2320,4
3 17,1 17,1 17,1 17,2+£0,2 0,9 2551,3 2579.,4 2498.8 2470,6 + 80,7 33
3 17,2 17,1 17,2 2434,1 2423,8 2410,7
1 22,5 22,3 22,4 1399,0 1273,4 1335,6
1 22,2 22,2 22,4 22,3+£0,1 0,5 1422,0 1243,6 1322,5 1327,3 £57,5 4,3
1 22,2 22,2 22,2 1353,1 1296,3 1300,1
. 2 22,4 22,3 22,4 2466,8 2439,6 2428,1
p—C?lfIll(;.(r)iCO 2 22,2 22,0 22,2 22,2+0,1 0,6 2663,2 2409,5 2448,0 2513,8£129,0 5,1
2 22,1 22,2 22,1 2785,1 2546,4 2437.5
3 22,1 22,4 22,3 3954,1 3873,6 3464,6
3 22,1 22,1 22,1 22,2+0,1 0,6 3914,9 3784,4 3897,6 3794,4 £ 155,9 4,1
3 22,2 22,1 22,3 3872,7 3727,8 3660,4
1 40,1 39,0 40,3 3541,6 3346,4 3326,4
1 39,7 40,0 39,7 39,7+04 1,0 3365,7 3401,8 3379,2 3303,4 £ 148,6 4,5
1 39,4 39,4 39,4 3103,9 3141,1 3124,6
Acido 2 40,0 40,0 40,2 5004,4 4789,1 4659,8
trans-cinmico 2 39,7 39,5 40,1 39,8 +0,3 0.8 5137.8 5097,7 5037,0 5065,8 £241,2 4.8
2 39,4 39,6 39,4 5490,0 5229,1 5147,3
3 39,4 40,1 39,6 7814,2 7789,3 7593,7
3 39,4 39,4 39,5 39,6 £0,3 0,7 7946,6 7841,3 7699.9 7570,6 £ 332,3 44
3 39,6 39,4 40,0 7209,1 7186,2 7054,8

" Coeficiente de variacdo.
Nivel 1 =2,5 mg/L, Nivel 2 =4,5 mg/L, Nivel 3 = 6,5 mg/L
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Tabela 8. Valores de recuperacdo obtidos para cada nivel de concentragdo estudado e para todos os
compostos fendlicos analisados.

' Média )
Compostos Fenolicos Nivel Recuperacio” + CV. (%"
Desvio Padrao
. 1 25,2 29,7 29,3 28,125 9,0
Acido 2 26,5 21,7 21,2 23,1 43,0 12,8
3,4 - dihidroxibenzdico ? ’ ’ T i
3 24,9 23,8 23,2 23,9+0,9 3,7
. 1 79,7 71,6 62,3 73,2+9,5 13,0
Acido
. . L. 2 81,6 68,3 67,3 72,4 +8,0 11,0
p-hidroxibenzédico
3 89,3 83,5 82,4 85,1 +3,7 44
1 76,6 87,4 74,0 79,3+7,1 9,0
Catequina 2 71,7 69,1 72,7 73,2+43 5,9
3 78,7 74,3 73,0 75,3+3,0 39
1 74,9 63,9 63,8 67,5+64 9,5
Acido caféico 2 75,9 64,2 63,9 68,0+6,8 10,0
3 77,0 73,8 67,3 72,7+49 6,8
1 89,3 76,3 80,0 81,9+6,7 8,2
Acido siringico 2 96,5 85,5 81,1 87,7+7,9 9,1
3 99,7 95,0 89,7 94,8+5,0 5,3
1 60,7 66,3 63,0 63,3+£2,8 4,5
Acido p-cumadrico 2 62,2 61,1 60,1 61,1+1,0 1,7
3 67,4 62,3 63,4 64,4+27 42
1 71,9 71,3 68,9 70,7+ 1,6 2,2
Acido ferrilico 2 72,4 69,5 70,2 70,7+ 1,6 2,2
3 74,2 72,7 70,1 72,3+2,1 2,9
Acid 1 78,8 78,7 76,3 779+14 1,8
cl AO . 2 82,9 80,9 82,1 82,0+1,0 1,2
trans-cinamico
3 84,0 81,7 83,0 82,9+1,2 14

:géplicas da recuperacio para cada nivel de cada composto investigado.

" Coeficiente de varia¢do

Nivel 1 =2,5 mg/L, Nivel 2 = 4,5 mg/L, Nivel 3 = 6,5 mg/L

e Lentinula edodes (Shiitake) foi identificado o acido trans-cindmico. No entanto, neste
ultimo cogumelo ndo foi possivel fazer a quantificacdo, pois as concentracdes se
encontravam abaixo do limite de quantificagdo.

Na Figura 1 sdo apresentados os cromatogramas obtidos para o pool de padroes e
para uma amostra do cogumelo Salmon (Pleurotus ostreatoroseus).

Os resultados de quantificacdo obtidos sdo apresentados na Tabela 9. Pode-se
observar uma grande variacao do teor dos compostos fendlicos entre os trés lotes analisados
para cada tipo de cogumelo, assim como entre as duas diferentes épocas de colheita (verdo
e inverno). Essa grande variacdo pode ser justificada pelos inimeros fatores que interferem
na composicdo quimica dos cogumelos como as condi¢des de cultivo (época de cultivo e
coleta, temperatura, clima, luminosidade, umidade etc), grau de maturacdo, cepa e substrato

de cultivo, mesmo sendo uma cultura com condi¢des de cultivo muito controladas.
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Figura 1. a) Cromatograma de separa¢do dos padrdes de compostos fendlicos obtido segundo as condi¢des cromatogréficas utilizadas no
presente estudo. b) Cromatograma olgtido para o extrato aquoso do cogumelo Salmon. (1) Acido 3,§—dihidroxibenzéico, (2) Acido p-
hidroxibenzéico, (3) Catequina, (4) Acido caféico, (5) Acido siringico, (6) Acido p-cumadrico, (7) Acido ferrilico e (8) Acido trans-
cindmico.

Os resultados de quantificacio obtidos sdo apresentados na Tabela 9. Pode-se
observar uma grande variagcdo do teor dos compostos fendlicos entre os trés lotes analisados
para cada tipo de cogumelo, assim como entre as duas diferentes épocas de colheita (verdo
e inverno). Essa enorme variacio pode ser justificada pelos inimeros fatores que interferem
na composicdo quimica dos cogumelos como as condi¢des de cultivo (época de cultivo e

coleta, temperatura, clima, luminosidade, umidade etc), grau de maturacio, cepa e substrato

de cultivo, mesmo sendo uma cultura com condig¢des de cultivo muito controladas.
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Tabela 9. Concentragdo dos compostos fendlicos presente nos extratos de cogumelos obtidos e analisados
segundo as condi¢des estabelecidas neste estudo

[ 1 Compostos fenélicos (mg/Kg de cogumelo)

Acido Siringico Acido p-cumérico Acido trans-cindmico

Lote
Verao Inverno Verao Inverno Verao Inverno
1 nd nd nd nd 12,93 0,63 ° 2420 + 1,34°
2 nd nd nd nd 583+041° 25,85+ 0,64 °
! 3 nd nd nd nd 25,15+ 1,88* 77,19 +£0,95*
Média nd nd nd nd 14,63 + 8,52 P 42,41 £26,11 %"
1 nd nd nd nd 12,41 £0,56 ° 6,10 £0,41°
2 nd nd nd nd 10,16 £ 0,63 " 10,71 £0,10°
2 3 nd nd nd nd 551£021° 39,67 0,21 °
Média nd nd nd nd 936 +3,08"" 18,83+ 15,76 %"
1 nd nd 734 £0,02° 13,87 049 ° 561 +0,03° 3434 +£232°
2 nd nd 735+0,03° 10,16 £ 0,41 ° 563+0,03° 2272 #1,53°
} 3 nd nd 19,02 +0,37 * 735+0,02°¢ 15,95 +0,59 6,94 0,14 ¢
Média nd nd 11,23 +585 %" 10,45 +2,85%4 9,06 +5,18 "7 21,34+ 11,99 “®
1 nd nd 19,56 + 0,70 ° 10,60 + 0,38 * 27,33+0,70 " 11,30 £0,29°
2 nd nd 8,48 +0,50 " 8,46+032° 8,21 £046°¢ 7,90 £0,27
! 3 nd nd 10,49 +0,11° 15,46 + 0,25 © 9.85+0,53° 13,37+ 0,38 *
Média nd nd 12,84 +5,13 4 11,51 £3,12%4 1513 £9,19*? 10,86 2,41 “®
1 nd nd nq nq 8,38 £ 0,60 * 563 +0,04°
2 nd nd ngq nq 5,60 0,02 8,07 +044°
> 3 nd nd nq nq 6,89 + 0,04 ° 5,60 +0,02°
Média nd nd nq nq 6,96 124" 643 +125%8
1 48,44 +129° 27,06 + 1,17 92+032° 74+004° 34,86 +0,12° 7583 +£243°
2 18,37 +0,17 ¢ 36,55 0,50 * 73+001° 26,7 0,94 * 24,11+0,31° 69,87 £3,93°
6 3 22,17 +0,61° 3048 +1,81° 73+001° 73+001° 72,28 +4,55*° 42,83+0,19°
Média 29,66 + 14,20 * 31,36 +4,31° 80+ 1,00%" 13,84 +9,690 %" 4375+2202>*  62,84+1540""
1 nd nd nd nd nq nq
2 nd nd nd nd nq nq
7 3 nd nd nd nd nq nq
Média nd nd nd nd nq nq
1 nd nd nd nd nq nq
2 nd nd nd nd nq nq
s 3 nd nd nd nd nq nq
Média nd nd nd nd nq nq

Resultados expressos em base seca como média + desvio padrdo.

Médias de cada lote (n = 3) seguidas pela mesma letra para um mesmo cogumelo e para um mesmo periodo (verdo ou inverno) ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes por periodo (verdo ou inverno) (n = 9) seguidas pela mesma letra, mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas,
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

1 = Champignon de Paris fresco (Agaricus bisporus branco), 2 = Portobello (Agaricus bisporus marrom), 3 = Shimeji branco fresco
(Pleurotus ostreatus), 4 = Shimeji branco seco (Pleurotus ostreatus), 5 = Hiratake (Pleurotus ostreatus), 6 = Salmon (Pleurotus
ostreatoroseus), 7 = Shiitake de tora (Lentinula edodes), 8 = Shiitake de composto (Lentinula edodes), nd = ndo detectado, nq = ndo
quantificado.
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Os teores de compostos fendlicos encontrados variaram entre 18,37 e 48,44 mg/Kg
de cogumelo seco para o dcido siringico, encontrado apenas no cogumelo Salmon, entre 7,3
e 26,7 mg/Kg de cogumelo seco para o dcido p-cumdrico e entre 5,51 e 75,83 mg/Kg de
cogumelo seco para o dcido trans-cindmico. Em média, o cogumelo Salmon apresentou
29,66 mg/Kg (cultivo de verdo) e 31,36 mg/Kg (cultivo de inverno) de 4cido siringico. Os
cogumelos Shimeji fresco e Shimeji seco, nos quais foi possivel a quantitificacdo do dcido
p-cumdrio mostraram, em média, teores estatisticamente iguais. O cogumelo que
apresentou maior teor de dcido trans-cindmico foi o Salmon com 43,75 mg/Kg no cultivo
de verdo e 62,84 mg/Kg no cultivo de inverno. J4 o Hiratake apresentou o menor teor com
6,96 mg/Kg no cultivo de verdo e 6,43 mg/Kg no cultivo de inverno. O efeito do grau de
maturacdo nos cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus foi observado e pode-se perceber
que o cogumelo colhido em estdgio maturo (Hiratake) apresentou menores teores dos
acidos p-cumdrico e trans-cindmico em compara¢do aos cogumelos colhidos em estigio
imaturo (Shimeji).

Puttaraju et al. (2006) analisaram extratos aquosos, obtidos de forma semelhante ao
presente estudo, de 23 espécies de cogumelos crescidas naturalmente na India e
encontraram um teor de dcido cumdrico variando entre 20 e 3.700 mg/Kg em base seca,
valor este bem maior ao encontrado no presente estudo. Além disso, identificaram e
quantificaram o 4cido protocateciico (ou 4cido 3,4 — dihidroxibenzdico) com teores
variando entre 10 e 18.480 mg/Kg, resultado distinto do presente estudo, no qual ndo foi
possivel a identificacdo deste composto, provavelmente por este dcido fenodlico estar
localizado em uma regido do cromatograma com muitos interferentes. Barros et al. (2009)
também quantificaram o dcido protocatectico (33,47 - 342,7 mg/Kg) e o 4cido p-cumdrico
(3,75 - 48,67 mg/Kg) em espécies de cogumelos coletadas em Portugal, sendo que os teores
foram inferiores aos encontrado por Puttaraju (2006).

Ribeiro et al. (2006) estudaram extratos aquosos de 28 cogumelos, coletados em
Portugal, e identificaram o dcido p-hidroxibenzdico (35,5 — 490 mg/Kg), ao contrario do
presente estudo que nao o identificou nas amostras de cogumelos cultivadas no Brasil.

Vaz et al. (2001) analisaram 17 espécies de cogumelos coletadas no nordeste de
Portugal e, também, indentificaram o dcido p-hidroxibenzéico (2,04 — 41,92 mg/Kg). Além
desse composto fendlico identificaram o dcido protocatecdico (1,02 — 67,62 mg/Kg), o

acido p-cumadrico (8,65 — 79,34 mg/Kg) e o acido cindmico (0,43 — 46,04 mg/Kg).
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Resultado diferente do presente trabalho, no qual os 4cidos protocateciiico e p-
hidroxibenzdico nio foram identificados. Além disso, os teores encontrados por Vaz et al.
(2001) para o acido p-cumdrico foram maiores. Ja os teores para o dcido cinamico foram
menores que o do presente trabalho. No entanto, é importante lembrar que as espécies
estudadas siao distintas, crescidas em condi¢des diferentes e que diferentes processos de
extracdo dos compostos fendlicos foram empregados.

Diferentemente do presente estudo Barros et al. (2009) identificaram o 4cido p-
hidroxibenzoico (25,59 mg/Kg) e o 4dcido p-cumadrico (8,72 mg/Kg) no cogumelo Agaricus
bisporus (Champignon de Paris). Por outro lado, o 4cido cindmico foi encontrado em teores
inferiores (8,72 mg/Kg) ao do presente estudo que encontrou um teor de 14,63 mg/Kg no
periodo de verdo e 42,41 mg/Kg no periodo de inverno.

Mattila et al. (2001) também estudaram extratos do cogumelo Agaricus bisporus
obtidos com o emprego de hidrdlise e encontraram além do 4cido p-hidroxibenzéico (0,51
mg/Kg) e do dcido trans-cindmico (2,69 mg/Kg), o dcido protocatectico (< 0,3 mg/Kg) e o
acido caféico (0,82 mg/Kg). Os teores encontrados para o dcido trans-cindmico, também,
foram inferiores aos encontrados no presente trabalho. Além disso, os dcidos p-
hidroxibenzdico, protocateciico e caféico ndo foram identificados nas amostras de
Champignon de Paris produzidas no Brasil. Kim et al. (2008) analisaram esta mesma
espécie, na qual, também, foi possivel a identificacdo do 4c. protocateciico (32 mg/Kg). O
acido cindmico foi investigado, mas ndo foi identificado, o que diferiu da presente pesquisa
uma vez que s6 foi identificado e quantificado o 4cido trans-cindmico. No entanto, é
possivel verificar no cromatograma obtido para esta espécie (em anexo) a presenca de
outros picos que infelizmente ndo puderam ser identificados pela falta de padrdes. Todas
estas divergéncias entre os resultados pode se dar devido as diferentes formas de extragao,
emprego ou ndo de hidrélise e também pelos cogumelos terem crescido em condi¢des
bastante diferentes.

Mattila et al. (2001) analisaram, também, amostras de Agaricus bisporus marrom
(Portobello) e Lentinus edodes (Shiitake) e identificaram o 4cido trans-cindmico (0,15
mg/Kg e 0,16 mg/Kg, respectivamente) da mesma forma que no presente trabalho, sendo
que em quantidades inferiores. No entanto, ao contrdrio do presente trabalho identificaram

e quantificaram o 4cido p-hidroxibenzéico (6,45 mg/Kg e 7,90 mg/Kg, respectivamente), o

107



acido protocatecuico (1,06 mg/Kg e 1,39 mg/Kg, respectivamente) e o dcido caféico (0,71

mg/Kg e < 0,5 mg/Kg).

4, CONCLUSAO

Dentre os oito compostos fendlicos investigados trés foram identificados (4cido
siringico, acido p-cumdrico e acido trans-cindmico) nos extratos aquosos dos cogumelos
produzidos no Brasil, com predominéncia do 4cido trans-cindmico.

O estdgio imaturo dos cogumelos Pleurotus ostreatus implicou em um maior teor
dos acidos p-cumdrico e trans-cindmico em relagdo aos cogumelos colhidos em estigio
maturo.

Os cogumelos comestiveis produzidos no Brasil podem contribuir significativamente

para uma boa condic¢do de saide devido a presenga de compostos fendlicos.
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6. ANEXOS
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Anexo 1- Cromatograma obtido através da andlise do extrato aquoso do cogumelo Champignon de Paris
fresco sob as condicdes estabelecidas neste trabalho: Fase movel — (A) Agua ultrapura : Acido Férmico (996
mL : 4 mL) e (B) Acetonitrila : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) em gradiente (0 min - 95% A e 5% B; 10
min - 91% A e 9% B; 25 min - 83% A e 17% B; 38 min - 70% A e 30% B; 40 min - 40% A e 60% B; 45 min
- 10% A e 90% B; 50 min - 95% A e 5% B), a uma vazéo de 0,7 mL/min, temperatura da coluna a 35 °C, e
volume de inje¢do de 100 uL, com tempo de corrida de 50 min, mantendo-se 10 min de re-equilibrio do
sistema antes da proxima injecdo. A deteccio foi realizada em detector de arranjo de diodos (DAD) a 280 nm.
(8) Acido trans-cinimico.
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Anexo 2 - Cromatograma obtido através da andlise do extrato aquoso do cogumelo Portobello fresco sob as
condicdes estabelecidas neste trabalho: Fase movel — (A) Agua ultrapura : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) e
(B) Acetonitrila : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) em gradiente (0 min - 95% A e 5% B; 10 min - 91% A e
9% B; 25 min - 83% A e 17% B; 38 min - 70% A e 30% B; 40 min - 40% A e 60% B; 45 min - 10% A e 90%
B; 50 min - 95% A e 5% B), a uma vazdo de 0,7 mL/min, temperatura da coluna a 35 °C, e volume de inje¢do
de 100 pL, com tempo de corrida de 50 min, mantendo-se 10 min de re-equilibrio do sistema antes da
préxima injecio. A deteccio foi realizada em detector de arranjo de diodos (DAD) 2 280 nm. (8) Acido trans-
cindmico.
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Anexo 3 - Cromatograma obtido através da analise do extrato aquoso do cogumelo Shimeji fresco sob as
condicdes estabelecidas neste trabalho: Fase movel — (A) Agua ultrapura : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) e
(B) Acetonitrila : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) em gradiente (0 min - 95% A e 5% B; 10 min - 91% A e
9% B; 25 min - 83% A e 17% B; 38 min - 70% A e 30% B; 40 min - 40% A e 60% B; 45 min - 10% A e 90%
B; 50 min - 95% A e 5% B), a uma vazio de 0,7 mL/min, temperatura da coluna a 35 °C, e volume de inje¢édo
de 100 pL, com tempo de corrida de 50 min, mantendo-se 10 min de re-equilibrio do sistema antes da
proxima injecdo. A deteccdo foi realizada em detector de arranjo de diodos (DAD) a 280 nm. (6) Acido p-
cumdrico, (8) Acido trans-cindmico.
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Anexo 4 - Cromatograma obtido através da andlise do extrato aquoso do cogumelo Shimeji seco sob as
condicdes estabelecidas neste trabalho: Fase movel — (A) A gua ultrapura : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) e
(B) Acetonitrila : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) em gradiente (0 min - 95% A e 5% B; 10 min - 91% A e
9% B; 25 min - 83% A e 17% B; 38 min - 70% A e 30% B; 40 min - 40% A e 60% B; 45 min - 10% A ¢ 90%
B; 50 min - 95% A e 5% B), a uma vazio de 0,7 mL/min, temperatura da coluna a 35 °C, e volume de inje¢do
de 100 pL, com tempo de corrida de 50 min, mantendo-se 10 min de re-equilibrio do sistema antes da
préxima injecdo. A deteccio foi realizada em detector de arranjo de diodos (DAD) 4 280 nm.  (6) Acido p-
cumadrico, (8) Acido trans-cinAmico.
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Anexo 5 - Cromatograma obtido através da andlise do extrato aquoso do cogumelo Hiratake fresco sob as
condicdes estabelecidas neste trabalho: Fase movel — (A) Agua ultrapura : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) e
(B) Acetonitrila : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) em gradiente (0 min - 95% A ¢ 5% B; 10 min - 91% A e
9% B; 25 min - 83% A e 17% B; 38 min - 70% A e 30% B; 40 min - 40% A e 60% B; 45 min - 10% A e 90%
B; 50 min - 95% A e 5% B), a uma vazdo de 0,7 mL/min, temperatura da coluna a 35 °C, e volume de inje¢io
de 100 uL, com tempo de corrida de 50 min, mantendo-se 10 min de re-equilibrio do sistema antes da

proxima injegdo. A detecgdo foi realizada em detector de arranjo de diodos (DAD) a 280 nm.  (6) Acido p-
cumarico, (8) Acido trans-cinamico.
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Anexo 6 - Cromatograma obtido através da andlise do extrato aquoso do cogumelo Shiitake, cultivado em
tora de eucalipto, sob as condigdes estabelecidas neste trabalho: Fase movel — (A) Agua ultrapura : Acido
Férmico (996 mL : 4 mL) e (B) Acetonitrila : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) em gradiente (O min - 95% A e
5% B; 10 min - 91% A e 9% B; 25 min - 83% A ¢ 17% B; 38 min - 70% A e 30% B; 40 min - 40% A e 60%
B; 45 min - 10% A e 90% B; 50 min - 95% A e 5% B), a uma vazdo de 0,7 mL/min, temperatura da coluna a
35 °C, e volume de injecdo de 100 pL, com tempo de corrida de 50 min, mantendo-se 10 min de re-equilibrio

do sistema antes da proxima injegdo. A detecgdo foi realizada em detector de arranjo de diodos (DAD) a 280
nm.. (8) Acido trans-cinamico.
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Anexo 7 - Cromatograma obtido através da andlise do extrato aquoso do cogumelo Shiitake, cultivado em
composto a base de serragem e residuos da agroindiistria, sob as condi¢des estabelecidas neste trabalho: Fase
movel — (A) Agua ultrapura : Acido Férmico (996 mL : 4 mL) e (B) Acetonitrila : Acido Férmico (996 mL :
4 mL) em gradiente (0 min - 95% A e 5% B; 10 min - 91% A e 9% B; 25 min - 83% A e 17% B; 38 min -
70% A e 30% B; 40 min - 40% A e 60% B; 45 min - 10% A ¢ 90% B; 50 min - 95% A e 5% B), a uma vazao
de 0,7 mL/min, temperatura da coluna a 35 °C, e volume de injecdo de 100 uL, com tempo de corrida de 50
min, mantendo-se 10 min de re-equilibrio do sistema antes da préxima injecdo. A detec¢do foi realizada em
detector de arranjo de diodos (DAD) a 280 nm.. (8) Acido trans-cinamico.
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CONCLUSAO GERAL

Os extratos aquosos dos cogumelos Champignon de Paris fresco (Agaricus bisporus
branco), Portobello fresco (Agaricus bisporus marrom), Shimeji fresco e seco (Pleurotus
ostreatus), Hiratake fresco (Pleurotus ostreatus), Salmon fresco (Pleurotus ostreatoroseus)
e Shiitake (Lentinula edodes), cultivado em tora de eucalipto e em composto a base de
serragem, mostraram atividade antioxidante para os quatro métodos empregados. No
entanto, a capacidade antioxidante dos extratos de cogumelos comestiveis estudados nao foi
tdo alta como a encontrada em outros alimentos, mas, ainda assim, podem contribuir
significativamente para uma boa condi¢@o de saude.

Na anilise com o radical DPPH" o Portobello e o Champignon de Paris fresco
apresentaram os menores valores de IC 50, indicando maior a¢do antioxidante por esta
metodologia. Na andlise com o radical ABTS™" e no ORAC os cogumelos que apresentaram
maior acdo antioxidante foram o Hiratake e o Salmon. Na andlise FRAP os cogumelos que
apresentaram maior atividade antioxidante foram o Champignon de Paris fresco, Portobello
e Shiitake cultivado em composto.

O grau de maturacdo mais avancado do cogumelo Hiratake, em relacio ao Shimeji
fresco, implicou em uma maior atividade antioxidante em todos os métodos empregados.

Nesta investigagdo, os extratos aquosos obtidos a partir dos cogumelos Salmon,
Hiratake e Portobello apresentaram os maiores teores de CFT.

O processamento empregado ao cogumelo Champignon de Paris diminuiu
consideravelmente o teor de CFT enquanto que no processo de secagem empregado ao
cogumelo Shimeji ndo houve diminui¢do drastica no teor de CFT.

O estdgio maturo dos cogumelos P. ostreatus implicou em um maior teor de CFT
em relagdo ao estigio imaturo.

Correlagdes positivas entre os resultados de CFT e os métodos de atividade
antioxidante foram encontradas, e essa correlacdo foi maior para o ensaio com o radical
livie ABTS™ e 0 ORAC do que para o ensaio FRAP. J4 entre o DPPH e os resultados de
CFT foi encontradada baixa correlacdo negativa.

Dentre os oito compostos fenodlicos investigados, trés foram identificados (dcido
siringico, dcido p-cumdrico e 4cido trans-cindmico) nos extratos dos cogumelos, com

predominancia do acido trans-cinamico.
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O estdgio imaturo dos cogumelos P. ostreatus implicou em um maior teor dos
acidos p-cumdrico e trans-cindmico em relacdo aos cogumelos colhidos em estdgio maturo.
Os extratos aquosos dos cogumelos Shiitake apresentaram excelente atividade
antimicrobiana contra as leveduras C. albicans, C. rugosa, C. tropicalis, C. glabrata e C.

utilis mostrando seu potencial de utilizacdo pela inddstria farmacéutica.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Otimizar condi¢des para extracdo de compostos fendlicos em cogumelos através de

superficie de resposta.

Empregar outros métodos de avaliacdo do potencial antioxidante que incluam

radicais livres gerados nos organismos vivos.

Aprofundar o estudo da composi¢do fendlica dos cogumelos comestiveis,
produzidos no Brasil, empregando técnicas complementares de identificacdo como a

espectrometria de massas.
Realizar ensaios bioldgicos com o objetivo de avaliar a atividade anticincer,

antimutagénica, antiinflamatoria, antioxidante e hipocolesteromica de extratos de

cogumelos comestiveis produzidos no Brasil.
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