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RESUMO

STAFUSSA, A. P. PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES E PERFIL DOS
COMPOSTOS FENOLICOS DE COGUMELOS. 2013. 38 f. Trabalho de Conclus&o
de Curso. (Engenharia de Alimentos), Universidade Tecnologica Federal do Parana.
Campo Mouréo, 2013.

Cogumelos tém feito parte da dieta normal humana por milhares de anos e, nos
altimos tempos, as quantidades consumidas aumentaram muito, envolvendo um
grande numero de espécies. Além das propriedades nutricionais, cogumelos tém
demonstrado possuir propriedades benéficas a saude. Neste estudo, trés variedades
de cogumelos foram avaliadas: Champignon, Shimeji e Shiitaki. Metanol absoluto foi
utilizado para obter os extratos puros dos cogumelos (1:20, m/v). Os compostos
fendlicos totais dos cogumelos foram determinados usando o método de Folin-
Ciocalteau. Flavonoides foram estimados utilizando o método colorimétrico com
cloreto de aluminio e o ensaio de pH diferencial foi utilizado para quantificar as
antocianinas totais nas amostras. Os testes antioxidantes do 2,2-Difenil-1—picril—
hidrazila (DPPH) e (-caroteno/acido linoleico foram usados para obter os valores de
ECso das amostras. A cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase inversa com
deteccdo de diodos (RP-CLAE DAD-UV/Vis) foi utilizada para a separacao e
identificacdo de compostos fendlicos nos extratos de cogumelos. Entre os trés
cogumelos estudados, o Champignon foi 0 que apresentou a concentracdo mais
elevada de compostos fendlicos totais (6,40 + 0,22 mg base GAE/g seco) e 0s
flavondides (2,36 + 0,19 mg base de CE/g seco). As antocianinas s6 foram
detectadas na amostra de Shimeji (2,54 + 0,13 mg/100g base seca). O cogumelo
com o maior potencial antioxidante foi Shiitaki (valores de ECsy de 16,83 + 0,31 ug/
mL e 26,46 + 0,37 ug/mL no DPPH e B-caroteno/acido linoleico, respectivamente).
Os diferentes compostos fendlicos foram identificados por andlise por CLAE em
cada amostra. A maior concentragdo foi encontrada no Champignon, sendo rutina
presente de forma significativa.

Palavras-chave:Cogumelos, Compostos Fendlicos,CLAE.



ABSTRACT

STAFUSSA, A. P. ANTIOXIDANT PROPERTIES AND PROFILE OF MUSHROOMS
PHENOLIC COMPOUNDS. 2013. 38 f. Trabalho de Conclusdo de Curso.
(Engenharia de Alimentos), Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Campo
Mourao, 2013.

Mushrooms have been part of the normal human diet for thousands of years and, in
recent times, the amounts consumed have risen greatly, involving a large number of
species. Besides the nutritional properties, mushrooms have been demonstrated to
possess healthy properties. In this study, three varieties of mushrooms were
evaluated: Champignon, Shimeji and Shiitaki. Absolute methanol was used to obtain
the crude extracts of the mushrooms (1:20, w/v). The total phenolic compounds of
the mushrooms were determined using the Folin-Ciocalteau method. Flavonoids
were estimated using the colorimetric method with aluminium chloride and the pH
differential assay was used to quantify the total anthocyanins in the samples.1,1-
Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH) scavenging activity and coupled
autoxidation of p- carotene and linoleic acid assays were used to obtain the ECsg
values of the samples. Reverse-phase high-performance liquid chromatography with
diode-array detection (RP-HPLCDAD-UV/Vis) was used for the separation and
identification of phenolic compounds in the mushrooms extracts. Among the three
mushrooms studied, champignon presented the highest concentration of total
phenolic compounds (6.40 + 0.22 mg GAE/g dry basis) and flavonoids (2.36 + 0.19
mg CE/g dry basis). Anthocyanins were only detected in the sample of Shimeji (2.54
+ 0.13 mg/100g dry basis). The mushroom with the highest antioxidant potential was
shiitaki (ECsp values of 16.83 + 0.31 yg/mL and 26.46 + 0.37 ug/mL in the DPPH and
in the B-carotene/ linoleic acid assays, respectively). Different phenolic compounds
were identified by HPLC analysis in each sample. The highest concentration was
found in Champignon, being rutin significantly present.

Keywords: Mushrooms, Phenolic Compounds, HPLC.
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1 INTRODUCAO

Cogumelos sao alimentos valiosos, com baixos teores energéticos e elevadas
quantidades de minerais, aminoacidos essenciais, vitaminas e fibras. Alguns deles
produzem compostos com potenciais efeitos farmacoldgicos e sdo chamados de
cogumelos medicinais. Estudos tém demonstrado que o consumo regular de cogumelos
ou o consumo de seus constituintes bioativos é benéfico para a saude (SOARES,
2007).

O numero estimado de espécies de cogumelos no mundo é de 140.000 sendo
que 2.000 sdo consideradas seguras para 0 consumo e 700 espécies possuem
atividades farmacolégicas comprovadas. No Brasil sdo mencionados 136 géneros e
1.011 espécies de acordo com um levantamento realizado entre 1990 e 1991.
Entretanto estes ndmeros vém sofrendo alteragbes com as descricbes de novas
espécies (TAVEIRA; NOVAES, 2007).

O interesse no uso dos cogumelos e/ou de seus extratos como suplementos
dietéticos vem crescendo significativamente, devido aos seus efeitos antitumorais,
anticarcinogénicos, antivirais, antiinflamatorios, hipoglicemiantes, hipocolesterolémicos,
hipotensivos, entre outros, podendo ser indicados como coadjuvantes no tratamento
das neoplasias malignas (FORTES; NOVAES, 2006).

Os extratos de cogumelos também sao estudados por apresentarem
propriedades antioxidantes. Para uma substancia ser definida como antioxidante deve
prevenir ou retardar a oxidagdo mesmo estando em baixa concentracéo relativamente
ao substrato a ser oxidado e, além disso, deve formar radicais estaveis apds a reacao
(SILVA; JORGE, 2011). Alguns exemplos desses agentes antioxidantes em alimentos
sédo as vitaminas A, C e E, os flavonoides, os fendlicos e os carotendides (PAULI,
2010).

Os compostos fendlicos representam o maior grupo de metabdlitos secundarios
sintetizados por plantas superiores e cogumelos, provavelmente como resultado das
estratégias antioxidantes inerentes a evolugdo dos organismos aerobicos. A eficacia

global desses compostos naturais depende do envolvimento do hidrogénio fendlico nas



reacoes de radicais, da estabilidade do radical antioxidante natural formado durante
reacbes de radicais, e das substituicdes quimicas presentes na estrutura (QUEIROS,
2009). Assim sendo, o presente trabalho teve por objetivo determinar a quantidade de
compostos fendlicos, a atividade antioxidante e avaliar o perfil cromatografico de trés

variedades de cogumelos cultivados no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinacdo dos compostos fenolicos, propriedades antioxidantes e perfil

cromatografico de trés variedades de cogumelos: Champignon, Shimeji e Shiitaki.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Determinacéo dos compostos fendlicos totais, flavondides e antocianinas;

* Avaliacdo do potencial antioxidante dos extratos das variedades dos
cogumelos pelos métodos de DPPH e Beta Caroteno/Acido Linoléico;

* Avaliacdo do perfil cromatografico dos extratos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).



11

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS COGUMELOS

De acordo com a resolucdo CNNPA n° 12, de 1978 da Anvisa:

Os cogumelos comestiveis sdo fungos pertencentes as classes dos
ascomicetes e dos basidiomicetes.

Os cogumelos comestiveis sdo constituidos por carpoforos ndo inteiramente
desenvolvidos (botBes) cortados pela base (ndo arrancados): sdaos,
consistentes, isentos de manchas ou de marcas de parasitos e isentos da maior
parte de matéria terrosa. Ndo podem apresentar-se fermentados e, quando
lavados, ndo devem apresentar odores estranhos. (BRASIL, 1978).

O numero de cultivos de cogumelos existentes € de aproximadamente 140 mil,
sendo que somente 10% s&o conhecidos, e apenas dois mil sdo comestiveis. Dentre as
espécies, destacam-se o Agaricus bisporus (Champignon de Paris), o Lentinus edodes
(Shiitake) e o Pleurotus ostreatus (Shimeji), que sdo as espécies mais conhecidas no
Brasil, sendo que os dois primeiros ocupam, respectivamente, 0 primeiro e segundo
lugar em consumo no Brasil (PAULI, 2010). Além dos trés tipos cogumelos mais
cultivados e consumidos, existem varias espécies comestiveis nas matas brasileiras,
entre elas estdo: Auricularia fuscosuccinea, Auricularia delicata, Oudemansiella canarri,
Favolus brasiliensis, Laetiporus sulphureus, Agrocybe perfecta, Macrolepiota procera,
Pleurotus ostreatoroseus, Lepista nuda, Suillus edulis, Armillaria mellea, Coprinus
comatus, Agaricus silvaticus, Tricholoma pachymeres e Fistulina hepatica (MOURA,
2008).

O consumo de cogumelos esta crescendo na cultura ocidental, envolvendo um
grande numero de espécies além do popular “Champignon”. Um grande crescimento

pode ser atestado pelos seguintes numeros: em 1995, a producédo anual mundial foi de



12

2,0 milhdes de toneladas e, em 2005, aumentou para 3,3 milhdes de toneladas, ou seja,
mais de 60% em 10 anos (FURLANI; GODOQY, 2007).

A producao brasileira de cogumelos deve estar em torno de 3 mil toneladas
anuais ou 0,12% da producdo mundial, sendo que a maioria dessa producédo € de
Champignon. O valor estimado da producdo primaria de cogumelos no Brasil
alcancaria, portanto, cerca de R$ 10 milhdes anuais. Somando a producéo interna as
importacdes e subtraindo as exportacdes, considera - se que 0 consumo anual de
cogumelos no pais seja de 70 gramas por habitante (VILELA, 2012).

A regido de Mogi das Cruzes, no estado de Sdo Paulo é responsavel pela
producdo de pelo menos 70% dos cogumelos comestiveis comercializados no Brasil.
Os restantes 30% da producdo ocorrem em de outros municipios, sendo a maioria
também no estado de S&o Paulo, como Ribeirdo Pires, Suzano, Cabrelva, Atibaia e
Mairipord. Também h& produtores em Porto Alegre, sul de Minas Gerais e no Parana
(MOURA, 2008).

Os cogumelos possuem varios compostos biologicamente ativos como
polissacarideos, glicoproteinas e propriedades antioxidantes e antibioticas. Assim
sendo, além do cogumelo ser apreciado por suas caracteristicas sensoriais, ele também
é usado como fonte medicinal (SILVA; JORGE, 2011).

A lista de possiveis efeitos benéficos dos cogumelos é longa e incluem aumento
da imunidade, reducdo dos niveis sanguineos de colesterol e lipideos, reducédo da
pressdo sanguinea, atenuacdo dos niveis sanguineos de glicose, entre varias outras
acOes (SOARES, 2007).

De acordo com a composi¢do quimica em peso seco, 0s cogumelos contém
grandes quantidades de carboidratos, fibras e proteinas, incluindo todos os
aminoacidos essenciais e, em menores quantidades, minerais e algumas vitaminas
como riboflavina, niacina e folato, além de baixos teores de lipideos. Esses valores
alteram de acordo com o substrato usado, as condi¢ées de cultivo e frutificacdo e o
estagio de desenvolvimento do cogumelo (PAULI, 2010).

Considerando o elevado conteudo protéico dos cogumelos, seu cultivo tem sido
apontado como uma alternativa para aumentar a oferta de proteinas, para paises em

desenvolvimento e com alto indice de desnutricdo. Além desses aspectos, a
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importancia dos cogumelos também esta relacionada ao mercado em continuo
crescimento; aos avangos tecnoldgicos para melhorar a qualidade; produtividade e
custo de producdo; ao ainda baixo consumo “per capita” mesmo nos paises mais
desenvolvidos e, as ilimitadas alternativas de espécies que podem ser cultivadas (EIRA,
2012).

O formato de cultivo dos cogumelos depende do tipo de nutricdo de cada
espécie e de suas exigéncias climaticas, que podem ser distintos em funcéo da regiao,
de onde tenham evoluido ou de melhoramentos genéticos que tenham sido submetidos
(EKANEM; UBENGAMA, 2002). As caracteristicas bromatologicas dos cogumelos
alteram em funcéo da espécie, da linhagem cultivada, do processamento apos colheita,
do estagio de desenvolvimento do basidioma e do substrato (ANDRADE et al., 2008).

Os cogumelos sdo produtos muito pereciveis e tendem a perder a qualidade
logo apls a colheita, j& que perdem agua causando encolhimento e diminuicdo de
peso. Sua vida util é de 1 a 3 dias na temperatura ambiente, de 8 dias em atmosfera
modificada (2-5% de O, e 3-8% de CO,) a 3 °C e de 4 dias em atmosfera controlada
(5% O, e 10% COy) a 2 °C (SILVA; JORGE, 2011).

A ingestdo de certos alimentos, tais como: vegetais, frutas, legumes, vinhos
tintos e sucos, promovem protecdo contra varias doencas, incluindo cancer, doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares. Esta protecdo pode ser relacionada com a
capacidade de antioxidantes nos alimentos vegetais para sequestrar radicais livres, que
sdo responsaveis pela lesdo oxidativa de lipideos, proteinas e acidos nucléicos
(CHEUNG et al., 2003).

Uma das caracteristicas dos extratos provenientes de cogumelos é sua
capacidade de funcionar como imunoestimulador, ou seja, a constituicdo fisioldgica do
mecanismo de defesa do hospedeiro € aprimorada pela entrada desses componentes
dos cogumelos que restauram a homeostase e melhoram a resisténcia para doencas.
Porém, apenas nas ultimas trés décadas que a tecnologia tem sido capaz para isolar
componentes relevantes e usa-los em experimentos controlados para aplicagéo
anticancer (KITZBERGER, 2005).
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3.2 ANTIOXIDANTES

As substancias aptas de retardar ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis
recebem a denominacdo de antioxidantes, tais como: a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos fendlicos (flavonéides). A ingestédo de
antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos presentes na maioria das plantas
que inibem a formacédo de radicais livres, também chamados de substancias reativas,
tem sido relacionada a uma menor incidéncia de doencas relacionadas com o estresse
oxidativo (MORAIS et al., 2009).

Os radicais livres podem ser definidos como atomos ou moléculas. Tem em
comum o modo como os elétrons, que constituem uma parte importante da sua
estrutura, estédo dispostos (ROCHA, 2011).

Em circunstancias normais, os elétrons estao dispostos aos pares, o que lhes
confere estabilidade. O radical livre tem duas alternativas para escolher:

1-Tirar um elétron de uma molécula ou a&tomo vizinho.

2-Dar um elétron a uma molécula/atomo vizinho.

Em qualquer caso, um novo radical livre tentara sempre equilibrar o numero de
elétrons presentes na sua estrutura, o que dara lugar a uma cadeia de reacdes. Os
radicais livres sdo altamente instaveis e as reacfes a que dao inicio danificam as
moléculas e os &tomos a sua volta (ROCHA, 2011).

Existem antioxidantes apropriados para cada tipo de aplicacdo (ROCHA, 2011).
O mecanismo de agéo dos antioxidantes € bem variado, desde a remogéo do oxigénio
do meio, varredura das espécies reativas de oxigénio (ROS), sequestro dos metais
catalizadores da formacdo de radicais livres, aumento da geracdo de antioxidantes
enddgenos ou mesmo a interacao de mais de um mecanismo (RENZ, 2003).

Os antioxidantes séo classificados como enzimaticos e nao enzimaticos, de
acordo com a estrutura do agente antioxidante. Além disso, conforme a acdo sobre os
radicais livres, o antioxidante pode ser denominado de “scavenger”’, quando ele atua

alterando um radical livre em outro menos reativo, ou “guencher”, quando consegue
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neutralizar completamente o radical livre através da absorcdo de toda a energia de
excitacao (RENZ, 2003).

Os componentes intrinsecos (ndo enzimaticos) sao considerados naturais, pois
estdo naturalmente presentes nos alimentos e envolvem um numero relativamente
grande de substancias, no qual se enquadram as vitaminas, antioxidantes e o0s
compostos fendlicos. As vitaminas antioxidantes presentes nos alimentos s&o
consideradas como compostos nutrientes e atuam de alguma maneira do bloqueio do
processo oxidativo. Estas, sdo as vitaminas C, E e os carotendides, que sao
considerados compostos pro-vitamina A. Os antioxidantes extrinsecos (enziméaticos)
sdo geralmente aditivos sintéticos e utilizados na industria de alimentos objetivando o
aumento da vida de prateleira, especialmente nos alimentos que contenham lipidios na
sua composicao (FILHO; MANCINI, 2008).

Os principais antioxidantes que existem e que atuam para proteger os alimentos
e outras aplicacfes sao, os sintéticos: BHA, BHT e TBHQ; os sintéticos similares aos
naturais: propil galato e acido ascorbico; e os naturais: delta-tocoferol. Os antioxidantes
sdo capazes de sequestrar elétrons reativos, porém nem todos agem da mesma forma
em diferentes condi¢cdes. Existem antioxidantes adequados para cada tipo de aplicagcéo
(ROCHA, 2011).

O efeito da acao antioxidante dos elementos bioativos depende de sua
estrutura quimica e da concentracao destes fitoquimicos no alimento, sendo que, o teor
destes fitoquimicos em vegetais é vastamente influenciado por fatores genéticos,
condicbes ambientais, sobretudo do grau de maturagcéo e variedade da planta, entre
outros. Verifica-se, ainda, que a atividade antioxidante é influenciada pelo substrato
lipidico empregado no ensaio, 0 solvente e a técnica de extracdo aplicada. No que diz
respeito aos solventes organicos, o metanol tem sido determinado como o mais efetivo,
pois este consegue extrair elevada quantidade de compostos bioativos (MELO et al.,
2006).

Ha diversas técnicas empregadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro, de forma a permitir uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas
potencialmente interessante, na prevencao de doencas crénico-degenerativas. Dentre

os diversos métodos destacam-se o sistema de co-oxidacdo do [(-caroteno/acido
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linoléico e o método de sequestro de radicais livres, tais como DPPH 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila. O método de oxidagao do B-caroteno/acido linoléico € utilizado para
avaliar a atividade de inibicdo de radicais livres originados durante a peroxidacdo do
acido linoléico. Este método é baseado em medidas espectrofotométricas da
descoloragdo (oxidagdo) do [-caroteno induzida pelos produtos de degradagéo
oxidativa do acido linoléico. Igualmente ao sistema [3-caroteno/acido linoléico, o método
de radicais livres esta fundamentado no descoramento de uma solugcdo composta por
radicais estaveis DPPH de cor violeta quando da adicdo de substancias que podem
ceder um &tomo de hidrogénio. Porém, o primeiro método determina a atividade de uma
amostra ou composto de proteger um substrato lipidico da oxidagéo, ja o método de
inibicdo de radicais DPPH fundamenta na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um oxidante. Estas duas metodologias utilizam quantidades
expressivas de reagentes, padrbes e amostras, e oferecem limitacdes em relagdo ao
ndmero de andlises simultaneas que podem ser obtidas (ALMEIDA et al., 2006).

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos, mais conhecidos como os acidos fendlicos, séo
compostos bioativos que estdo relacionados no processo de defesa contra danos
oxidativos, devido a sua capacidade antioxidante (SOUSA, 2008). Esses compostos
sdo desde moléculas simples até moléculas com elevado grau de polimerizacdo. Estes
compostos estdo contidos nos vegetais na forma livre ou ligados a acUcares
(glicosidios) e proteinas (SOARES, 2002).

A variedade estrutural dos compostos fendlicos € devido a grande variedade de
combina¢cdes que ocorre na nhatureza e 0S compostos resultantes sdo chamados de
polifendis. Entre os compostos fendlicos, destacam-se os flavondides, os &cidos
fendlicos, os taninos e os tocofer6is como os mais comuns antioxidantes fendlicos de
fonte natural (ANGELO; JORGE, 2007).
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Recentemente, os compostos fendlicos estdo sendo muito estudados, pois 0s
alimentos que os contém séo distinguidos como funcionais, isto é, apresentam alguma
propriedade adicional que pode gerar beneficios a saude humana, além da sua
importancia nutricional (FILHO; MANCINI, 2008).

As substancias fenodlicas presentes nos vegetais podem atuar como
antioxidantes de diferentes maneiras: interrompem as reagdes dos radicais livres pela
doacédo de prétons H+, quebram ions metalicos e sequestram espécies reativas do
oxigénio. Quando reagem com radicais livres 0s converte em produtos
termodinamicamente mais estaveis. A estrutura dos antioxidantes fendlicos influencia
diretamente sua atividade, pois a presenca de radicais nas posi¢coes orto e para do
grupamento fendlico aumenta as possibilidades de ressonancia da sua forma de
radical, conferindo certa estabilidade ao composto formado (FILHO; MANCINI, 2008).

O composto fendlico mais comum é o fenol simples, que possui apenas uma
hidroxila diretamente ligada ao anel aromatico. Quanto a existéncia dos compostos
fendlicos na natureza, esses podem ser classificados em: pouco e largamente
distribuidos na natureza. No grupo dos poucos distribuidos na natureza, estdo um
namero reduzido deles. J4 no grupo dos que séo largamente distribuidos na natureza,
estdo os fendlicos encontrados geralmente em todo o reino vegetal. Esses
compreendem os chamados flavondides e derivados e os &cidos fendlicos (acidos
benzdico, cindmico e seus derivados e cumarinas) (SOARES, 2002).

Os compostos fendlicos, incluindo &cidos fendlicos, proporcionam inumeras
atividades bioldgicas tais como propriedades antitumoral, anti-mutagénica,
antiinflamatdria, antibacteriana e antioxidante, por serem capazes de proteger as
células, contra danos oxidativos. Além destas atividades, foram ainda conferidas
propriedades proé-inflamatéria e atividade modeladora carcinogénica aos compostos
fendlicos, pois alguns deles tém capacidade pro-oxidante podendo reduzir, em algumas
situacdes, danos oxidativos no DNA, proteinas e lipideos celulares (SOUSA, 2008).

As analises dos compostos fendlicos sdo influenciadas pela sua estrutura
quimica, método de extragdo empregado, tamanho das particulas da amostra, tempo e
condicbes de armazenamento, bem como pelo método de analise, selecado de padrbes

e presenca de substancias interferentes, como gorduras, terpenos e clorofilas. Por
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essas razbes, nenhum método de extracao é totalmente eficiente na extracdo de todos
os fendlicos ou de uma classe especifica de compostos fendlicos em alimentos. Os
solventes mais frequentemente utilizados para a extragcdo de compostos fendlicos
incluem metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformamida e
suas combinacdes (ANTOLOVICH et al., 2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. AMOSTRA

As amostras de cogumelos foram selecionadas e compradas na cidade de
Campo Mourdo. Foram utilizados para as analises trés variedades de cogumelos:
Agaricus bisporus (Champignon de Paris), o Lentinus edodes (Shiitake) e o Pleurotus
ostreatus (Shimeji).

Inicialmente as amostras foram congeladas em ultra freezer a - 40°C por 24
horas. Apés o congelamento as amostras foram liofilizadas pelo liofilizador (L101-
Liobras). Ap6s o processo de secagem por liofilizagdo, as amostras de cogumelos
foram moidas no menor mesh possivel no moedor de facas, sendo que tal
procedimento teve por finalidade possibilitar trabalhar com os cogumelos por um maior
prazo sem que houvesse a deterioracdo dos mesmos. As amostras foram embaladas a
vacuo e envolvidas por papel aluminio para evitar oxidacdo pela luz e oxigénio e

armazenadas em dessecador.

4.2 EXTRACAO DOS POLIFENOIS DA AMOSTRA

As amostras liofilizadas foram extraidas com metanol na proporcédo de 0,5 mg
de amostra para 10 mL de metanol (1:20) , sendo que a solucdo foi extraida por 24
horas em um homogeinizador de sangue. Apos a extracdo solido-liquido, a solugao foi
centrifugada a 4000 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi armazenado em tubos de
ensaio, mantidos sob refrigeracdo, protegidos da luz e identificados para posteriores

analises.
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4.3 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O teor de compostos fendélicos nos extratos dos cogumelos foi estimado por um
ensaio colorimétrico de acordo com a metodologia Singleton & Rossi (1965). Onde foi
utilizado como padréo o método Folin-Ciocalteau com &acido galico. Foram pipetados em
baldes volumétricos de 10 mL, 150uL da amostras diluidas, com 5 mL de agua
destilada e 0,5 mL do reagente Folin — Ciocalteau. Apés 3 minutos, foi adicionado 1,5
mL de carbonato de sédio a 15%, finalizando com &gua destilada até completar o
volume final de 10 mL. As solugbes foram incubadas no escuro, em temperatura
ambiente durante 2 horas. A absorvancia foi medida a 765 nm usando um
espectrofotometro T-80 (PG Instruments Limited, Pequim, China). Os resultados foram
expressos como equivalentes de acido gélico (GAE), utilizando uma curva de calibracao
na gama de 5-250 ppm (Vasco et al., 2008).

4.4 QUANTIFICACAO DAS ANTOCIANINAS

A quantificacdo das antocianinas totais no extrato foi determinada pelo método
de diferencial do pH de Giusti & Wrolsted (2001). Foi realizada uma diluicdo 1:5 no
tampdo acetato de sédio e a mesma diluicdo no tampédo cloreto de potassio dos
extratos dos cogumelos. Apos a diluicdo os extratos foram repousados no minimo por
15 minutos. Foi realizada para cada amostra diluida uma leitura a 510 nm e depois a
700 nm.

A absorbancia A de 510 e 700nm foi calcula pela seguinte equacgéao (1):

A= [:A51Dnm - ATl}ﬁnmijLﬁ - [:A51I}nm _A?Dﬂnm:]-pHd-,E (1]
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Sendo que, Asionmpr 1,0 € @ absorbancia da amostra na diluicdo do pH1,0 em
510 nm, AzoonmpH 1,0 € @ absorbancia da amostra na diluicéo do pH 1,0 em 700 nm,
As1onmpH 4,5 € @ absorbancia da amostra na diluigcdo do pH 4,5 em 510nm e AzoonmpH 4,5
€ a absorbancia da amostra na diluicdo do pH 4,5 em 700 nm.

A concentracdo do pigmento de antocianina (MA) das amostras foi calculada de

acordo com a equacao (2):

_ A=M=DF=1000

MA
R

(2)

onde M é massa molar de cianidina-3-glucosideo (449,2 g mol™), DF é o fator de
diluicdo (4,0), € é o coeficiente de extingdo molar (26 900 L mol* cm™) e A é o
comprimento do caminho optico (1 cm). Os resultados foram expressos em equivalente

de cianidina-3-glucosideo (CGE) por 100 g de peso fresco.

4.5 QUANTIFICACAO DOS FLAVONOIDES

O teor de flavondides foi avaliado de acordo com a metodologia de Chang et al.
(2002). Foi utilizado 250 pL de extrato diluidos em 1250 uL agua de osmose reversa.
Posteriormente acrescentou—se 75 UL NaNO; (5%) e depois de 6 minutos foi adicionado
150 pL AICI3.6H,0 (10%) . Apos 5 minutos de espera foi acrescentado 0,5 mL de NaOH
1M e 275 pL de agua de osmose reversa para completar 2500 pL do volume. Logo
apos o preparo, a solucdo foi lida a 510 nm. Os resultados foram expressos em

equivalentes de quercetina (QE) por 100 g de peso fresco.
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4.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE DPPH

A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH descrita por
Mensor et al. (2001). Um mL de uma solugcdo de DPPH em metanol na concentracdo
0,3 mmol/L foi adicionado em 2,5 mL dos extratos nas diferentes concentracdes (5, 10,
25, 50, 125, e 250 ppm em metanol) do extrato dos cogumelos e em temperatura
ambiente. Ap6s 30 minutos os valores de absorbancia foram lidos a 518 nm e
convertidos em porcentagem de atividade antioxidante. Metanol (1,0 mL) mais 2,5 mL
do extrato foi utilizado como branco e 1,0 mL da solu¢gdo de DPPH mais 2,5 mL de
etanol foi utilizado como controle negativo.

Para a obtencdo da atividade antioxidante (%AA), a seguinte equacao (3) foi

utilizada:

AA% = 100 — [':Abfamustra_Abfbrancu}*lc"}] (3)

AbSpontrole

onde AA% ¢é a porcentagem de atividade antioxidante, AbSamostra € @ absorbancia da
amostra, AbSpranco € @ absorvancia do branco, e AbScniole € @ absorbancia do controle.
Os valores do ECs5 foram calculados pela regresséao linear dos dados de porcentagem
média da atividade antioxidante (ordenada) e concentracdo dos extratos (abscissa) das

seis diferentes concentragdes dos extratos de cogumelos.

4.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO BETA-CAROTENO/ACIDO-
LINOLEICO

A atividade antioxidante também foi determinada pelo método beta- caroteno/

acido linoléico de acordo com a metodologia de Emmons et al. (1999) com
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modificagdes proposta por Prado (2009). Uma aliquota de 3 mL da emulséo -
caroteno/acido linoléico foi misturada com 50 pL dos extratos dos cogumelos na
concentracdo de 100 mg/L e incubada em banho-maria a 50 °C. A oxidacao da emulséo
foi monitorada por espectrofotometria através da medida da absorbancia durante 120
minutos. As amostras controle tiveram 50 pyL de metanol no lugar dos extratos dos
cogumelos. Para o célculo da atividade antioxidante pelo método beta-caroteno/acido

linoléico foi utilizada a seguinte equacao (4):

DR{—D%) (2

DR

c

A0A =100= (

sendo que AOA ¢ a atividade antioxidante, DR¢ é a taxa de degradacdo do controle (In
a/b) /120), DRs € taxa de degradacao da amostra (In (a/b) /120), a é absorbancia inicial
no tempo zero, e b € a absorbancia aos 120 min (HAMINIUK et al., 2011).

4.8 ANALISE CROMATOGRAFICA

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada para quantificar a
presenca de compostos fendlicos individuais. Foi utilizado um sistema Dionex Ultimate
3000 HPLC (Dionex, Idstein, Alemanha) para qualificacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos. Foi utilizado uma coluna de fase reversa Acclaim ® 120, C18 5
mm 120 A (4,6 mm x 250 mm) para a separac¢do dos compostos fendlicos. A coluna foi
mantida a 40°C durante toda a andlise e a detecc¢éo foi realizada em trés comprimentos
de onda (280, 300 e 320 nm). O volume de injecdo das amostras foi de 10 mL. A fase
movel (A) foi composta de agua acidificada com acido fosforico 1% e metanol fase (B).
A eluicdo dos compostos fendlicos foi realizada através de gradiente entre as duas

fases méveis. Foi utilizado uma vazao de 1,0 mL/min e um tempo de corrida de 60
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minutos. Os padrbes de &cido galico, acido clorogénico, &cido caféico, acido p-
cumarico, &cido ferrulico, rutina, miricetina, quercetina, caempferol foram utilizados para

a obtencao da curva padrdo de compostos fendlicos.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados em triplicada para cada amostra. Os resultados
foram expressos como valores médios * desvio padrdo (SD). Teste t de Student foi
usado para comparacao entre duas médias, e a ANOVA foi utilizada para comparacao
de mais de duas médias. A diferenca foi considerada estatisticamente significativa
quando p < 0,05. A andlise estatistica foi realizada utilizando o Statistica software 7.1
(StatSoft, Tulsa, OK, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo de compostos fendlicos nos alimentos é de grande importancia, e
cada vez mais se mostra vantajosa, jA& que tais tem influéncia comprovada na
prevencdo de doencga cardiovascular, doencas inflamatérias crénicas, inclusive cancer,
além do alto poder antioxidante. Os fendis conferem adstringéncia, amargura e
coloracdo para os alimentos, particularmente quando os niveis de agucar sdo baixos,
como € o caso de vinho tinto, cha ndo adocado e chocolate. Além disso, estudos com
frutas e legumes mostram que estes também se apresentam O6timas fontes de
compostos fenolicos (GENOVESE et al., 2008) (WATERHOUSE, 2002).

A Tabela 1 apresenta a quantidade de compostos fendlicos, flavondides e

antocianinas determinadas nas amostras de cogumelos.

Tabela 1. Teores dos compostos fendlicos totais e flavondides totais e antocianinas das trés
variedades de cogumelos.

Amostra Teor dos compostos Teor de flavondides Teor de antocianinas
fendlicos totais (mg/g) totais (mg/g) (mg/100g9)
Champignon 6,40 + 0,22° 2,36 £ 0,22 0?
Shiitake 1,73+0,11° 2,00 +0,30% 0*
Shimeji 1,98 +0,12° 1,10 + 0,05" 2,54 +0,13°

*Resultados expressos em base seca (média + desvio padrao).
*Amostras com letras diferentes, na mesma coluna, sdo significativamente diferentes no teste de
Tukey (p<0,05).

De acordo com a Tabela 1, a determinacdo para compostos fenolicos totais
mostrou que houve diferenca estatistica entre o cogumelo Champignon e os demais,
com p=<0,05, portanto, esta variedade se apresenta como o cogumelo de maior
concentracéo de fendlicos totais (6,40 mg/g £ 0,22). As variedades Shimeji e Shiitake
apresentaram teores equivalentes entre eles (p>0,05).

Pauli (2010) e Dubost et. al. (2007), analisaram extratos de varias espécies de

cogumelos, incluindo o Champignon. A concentragdo de compostos fendlicos
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encontrada para a variedade Champignon foi de (6,00 mg/g + 0,46 e 8,0 mg/g,
respectivamente) para cada trabalho. De acordo com os autores citados, a
concentracdo de compostos fendlicos determinada confere ao cogumelo Champignon
propriedades antioxidantes para agir em sistemas lipidicos. Consequentemente, esta
variedade de cogumelo pode ser usada como uma fonte natural de antioxidantes ou
como suplemento alimentar.

Tanto Dubost et. al. (2007) quanto Cheung et. al. (2003), avaliaram a espécie
Shiitake, onde encontraram concentracées de compostos fendlicos superiores ao deste
estudo (4,32 e 4,79 mg/g, respectivamente). O mesmo ocorreu para a variedade
Shimeji no trabalho feito por Pauli (2010) que encontrou a concentragdo de fendlicos de
(4,46 mg/g £ 0,14).

Em relacdo aos flavonoides, as espécies Shiitake e Champignon mostraram-se
estatisticamente iguais ao teste de Tukey, entretanto, o cogumelo Champignon obteve
a maior concentracdo (2,36 mg/g = 0,22). De acordo com estudo realizado
anteriormente por Barros et. al. (2008) e Pauli (2010), a quantificacdo de flavondides
totais para a variedade Champignon foi de (1,73 mg/g e 1,40 mg/g 0,06,
respectivamente). Estes dados sao ligeiramente inferiores ao obtido neste trabalho.

A antocianina € um composto importante na representacao dos pigmentos dos
vegetais em geral (HARBORNE; GRAYER, 1988). Ndo se tem datado em pesquisas
anteriores a determinacdo de antocianinas em variedades de cogumelos. Neste
trabalho foi realizada a quantificacdo deste composto, e 0 mesmo s6 foi significativo
para a variedade Shimeji (2.54 = 0,13 mg/100g). Logo, pode concluir que as
antocianinas pouco séo representativas na pigmentagcéo dos cogumelos.

Fatores como substrato, clima, solvente utilizado, tempo de cultivo, diferenca
das espécies, entre outros, sdo variaveis que vem a interferir na quantificacdo dos
compostos aqui estudados, o que justifica as varias divergéncias com estudos
anteriores, bem como a presenca de antocianina na variedade Shimeji.

A Tabela 2 e Tabela 3 indicam os resultados da analise de DPPH e beta-
caroteno/ acido linoléico, respectivamente, para as variedades de cogumelos avaliados

em relacdo a porcentagem de atividade antioxidante nas diferentes concentracdes



27

destes, e os valores de ECsp, que representam a concentracdo de extrato capaz de
fornecer 50% de atividade antioxidante.

Tabela 2. Percentual da atividade antioxidante dos extratos de cogumelos e seus respectivos
valores de EC50 para o método DPPH.

Amostra
Concentragao (ug/mL)
Champignon
15,63 31,25 62,5 125 250 ECs
3,83% 2299%  41,69%  73,98% 89,66% 69,84
Concentragao (ug/mL)
Shiitake 4,38 8,75 17,5 35 70 ECxo
6,62% 22,76%  50,52%  86,52% 90,01% 16,83
Concentragao (pg/mL)
Shimeji 9,39 18,75 37,5 75 150 ECso
8,36% 18,58% 45,87% 62,83% 96,51% 41,95

Tabela 3. Percentual da atividade antioxidante dos extratos de cogumelos e seus respectivos
valores de EC50 para o método beta- caroteno/ 4cido linoléico.

Amostra
Concentrac¢éo (ug/mL)
Champignon 15,63 31,25 62,5 125 250 ECso
24,25%  43,37%  66,94%  72,43%  77,66% 43,87
Concentracé&o (ug/mL)
Shiitake 4,38 8,75 17,5 35 70 ECso
27,02%  40,71%  44,17%  48,46%  64,78% 26,46
Concentracéo (ug/mL)
Shimeji 9,39 18,75 37,5 75 150 ECs
12,05%  20,99%  26,53%  50,59%  54,44% 105,51

O DPPH é um ensaio rapido e facil para se avaliar a atividade antioxidante

(SILVA et al., 2005). O radical DPPH é um radical azotado organico estavel, sendo
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comercialmente Util e que apresenta uma coloracao violeta intensa (AMAROWICZ et al.,
2004) .Quando a solucdo de DPPH é misturada com a substancia que pode doar um
atomo de hidrogénio, € produzida a forma reduzida do radical acompanhado por perda
da cor (ALl et al.,, 2008). De acordo com a Tabela 2, o cogumelo Champignon na
concentracdo de 250 pg/mL teve um percentual de 89,66% da atividade antioxidante
pelo método DPPH, ja o Shiitake na concentracdo de 70 yg/mL teve um percentual de
90,01% e o Shimeji na concentracdo de 150 ug/mL teve um percentual de 96,51%,
sendo que os resultados apresentaram um ajuste linear aceitavel dos dados (R variou
de 0.9576 a 0.9886) para as amostras. Os valores de ECsy para os cogumelos
analisados apresentaram valores varidveis para cada amostra, sendo que quanto
menor o0s valores de ECso maior a atividade antioxidante, pois mostra que uma pequena
guantidade de extrato do cogumelo é capaz de fornecer uma inibicdo de 50%
considerada eficaz na remocao de radicais livres. A variedade Champignon apresentou
uma maior quantidade de fendlicos totais, mas ndo foi tdo eficiente na atividade
antioxidante como se mostrou o Shiitaki, que apresentou o potencial de antioxidante
mais alto para o DPPH com 16.83 + 0.31 ug/mL. Em um estudo anterior de Pauli (2010)
em que foram estudadas as mesmas espécies de cogumelos, verificou-se que o
champignon e o Shimeji possuiam a maior atividade antioxidante, porém em seu estudo
ndo foi aplicado o ECsp € sim o percentual de inibicdo. Varios estudos tém
correlacionado a grande quantidade de compostos fendlicos com a alta atividade
antioxidante dos cogumelos (Cheung et. al. 2003; Dubost et. al. 2007). Neste trabalho
nao foi encontrada a mesma relacdo como mostra as tabelas discutidas. A atividade
antioxidante exibida pelos extratos de cogumelos depende de vérios fatores, como a
concentracdo, a temperatura, o carater hidrofobico e hidréfilo, composicdo quimica,
tratamento das amostras, entre outros.

A atividade antioxidante dos cogumelos também foi avaliada neste estudo pelo
meétodo do beta-caroteno, que se baseia na oxidagéo pelo calor induzido numa emulséo
aquosa do sistema [3-caroteno e &cido linoléico. A peroxidacgdo lipidica € um processo
complexo, entretanto, mais absoluto e muito usado nos laboratérios (ANTOLOVICH et
al., 2002). O B-caroteno sofre uma descoloracdo na caréncia de um antioxidante uma

vez que o radical livre derivado do &cido linoléico ataca a molécula de 3-caroteno, que



29

perde a dupla ligacéo, perdendo sua coloracdo laranja caracteristica (GUTIERREZ et
al.,2006). Neste trabalho notou-se que a absorbéancia diminuiu rapidamente dentro das
amostras sem um antioxidante, e a cor se manteve mais retida por muito mais tempo na
presenca de um antioxidante. Na Tabela 3 séo indicados os resultados pelo método (3-
caroteno, e assim como o DPPH, a variedade Shiitaki se apresentou com a maior
atividade antioxidante (26,46 + 0.37 ug/mL). O trabalho realizado por Queirés (2009)
com outras variedades de cogumelos, porém aplicando os dois métodos para a
determinacdo da atividade antioxidante, também tiveram o mesmo cogumelo como
representativo nos dois métodos.

A Tabela 4 indica quais foram os compostos fendlicos e suas devidas
concentracfes identificados nas trés variedades de amostras de cogumelos pela

analise cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tabela 4. Compostos fendlicos identificados nas amostras.

Champgnion

Composto fendlico Comprimento de onda Concentragcdo (mg/L)
Acido galico 280 nm 0,07
Acido Caféico 306 nm 0,08
Acido p-Cumérico 306 nm 0,07
Acido Siringico 280 nm 0,12
Rutina 280 nm 5,93
Acido trans-cinamico 306 nm 0,19

Total 6,47mg/L
Shiitaki

Composto fendélico Comprimento de onda Concentragcédo (mg/L)
Acido Galico 306 nm 0,27
Catequina 280 nm 0,22
Acido Siringico 280 nm 0,058
Caempferol 280 nm 0,11

Total 0,66 mg/L
Shimeji

Composto fendlico Comprimento de onda Concentracdo (mg/L)
Acido p-cumaérico 306 nm 0,08
Acido Trans-cinamico 280 nm 0,05

Total 0,13 mg/L
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A andlise por HPLC em cogumelos revelam a existéncia de varios acidos
fendlicos e flavonoides (RIBEIRO, 2007). Os dados da quantificagdo dos compostos
identificados mostraram que as quantidades nos cogumelos estudados variaram. Estes
compostos influenciam nas propriedades organolépticas dos cogumelos, e apresentam
uma importante atividade bioldgica, como se verificou pelos resultados obtidos sobre a
capacidade antioxidante dos cogumelos. O perfil fendlico obtido revelou que a rutina foi
0 composto principal, representando 91,7% do total identificado de compostos na
variedade Champignon. A rutina € um dos flavondides mais bioativos, também
conhecido como vitamina P, e ja descrito como um fator ativador para a vitamina C
(GHICA, 2005). A espécie champignon também foi a que mais apresentou diferentes
compostos fendlicos, seis, totalizando (6,47 mg/L). Os demais compostos fendlicos

ponderados pouco tiveram representacao e quantificacdo nas amostras analisadas.
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6 CONCLUSAO

O Champignon comparando aos outros cogumelos foi significativamente o que
apresentou a maior quantidade de compostos fendlicos e flavonoides, sendo que a
espécie Shiitake de acordo com os resultados do ECsy do método DPPH e Beta-
Caroteno apresentou o melhor resultado com relacdo as propriedades antioxidantes.
Com relacéo as analises de cromatografia de alta eficiéncia foi possivel notar que a
rutina foi o composto fendlico que apresentou maior concentracdo na espécie
Champignon, sendo essa espécie com maior quantidade de compostos fenélicos. O
desenvolvimento desse trabalho na quantificacio de compostos fendlicos e
propriedades antioxidantes dos cogumelos foram importantes, pois sdo mais dados
sobre o assunto na literatura, uma vez que sédo ainda pouco explorados e de grande

importancia nutricional.
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