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RESUMO GERAL

O consumo de cogumelos pela populacdo mundial ocorre hd milhares de anos, entretanto,
atualmente, ainda ndo representa uma parcela significativa na dieta humana. Muitas espécies de
cogumelos comestiveis sdo desconhecidas ou apresentam lacunas nas informacdes referentes ao
seu potencial nutricional e nutracéutico. Os cogumelos sdo nutricionalmente equilibrados e
possuem compostos biologicamente ativos que podem apresentar efeitos benéficos a salde,
como potencial antioxidante, antibacteriano, anti-inflamatério, antimutagénico, anticancer,
neuroprotetivo, hepatoprotetivo entre outros. As B-glucanas, polissacarideos que constituem a
fracdo soluvel das fibras alimentares dos cogumelos, sdo conhecidas por apresentarem atividade
biol6gica. Além delas, os compostos provenientes do metabolismo secundario desses fungos,
como o0s compostos fenolicos, também apresentam bioatividade (Capitulo 1). Devido a
existéncia de lacunas no estudo do potencial nutricional e presenca de compostos bioativos, em
algumas espécies de cogumelos comestiveis, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a
composicdo fisico-quimica e nutricional de sete especies de cogumelos comestiveis
comercializados no Brasil, otimizar a extracdo dos compostos fenolicos totais e estimar as
atividades antioxidante e antibacteriana dos extratos fenolicos. Os cogumelos analisados foram:
Agaricus bisporus (Champignon e Portobelo), A. brasiliensis, Flammulina velutipes, Lentinula
edodes, Pleurotus djamor, P. eryngii, P. ostreatus (“Ostra” branca e “Ostra” preta). No Capitulo
2 as amostras foram analisadas quanto a sua composi¢do centesimal, mineral, aminoacidica e
fracdo das fibras soluveis (a e B-glucanas). Os resultados obtidos foram comparados com 0s
padrdes de ingestdo dietética recomendada (RDA) e tratados utilizando a Analise de
Componente Principal. Todos os cogumelos avaliados podem ser considerados como fonte
potencial e alternativa de fibra alimentar (24,4 a 46,62%) e proteina (16,47 a 36,96%), contendo
todos os aminoacidos essenciais a dieta humana, além de apresentar contetido de B-glucanas
variando 1,58 a 16,91 mg/g de matéria seca (MS) e baixos teores de lipideos (1,40 a 2,08%) e
sodio (<66 mg/100 g MS). No Capitulo 3, realizou-se a otimizacdo e modelagem da extracao
dos compostos fendlicos totais (CFT) de cada cogumelo. Os CFT variaram de 4,91 a 13,16 mg
acido galico equivalente (GAE)/g MS. A partir do extrato fenolico otimizado, foram
determinados os flavonoides totais (0,24 a 2,05 mg catequina equivalente (CE)/g MS), a
atividade antioxidante pelos ensaios de ABTS (28,85 a 128,60 umol trolox equivalente (TE)/g),
DPPH (8,67 a 50,64 umol TE/g) e FRAP (8,09 a 48,26 umol TE/g), a determinacdo de
compostos fenolicos por CLUE e a avaliacdo da atividade antibacteriana. Foram identificados 17
compostos nos extratos: os acidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, gentisico, siringico,
vanilico, p-cumarico, feralico, clorogénico, cafeico, e trans-ciamico; os flavonoides quercetina e
campferol; e também o0s compostos catecol, vanilina e &cidos fumarico e benzoico. A atividade
antimicrobiana foi testada usando as bactérias Staphilococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli e Salmonella enteretidis, pelo método de microdiluicdo. Todos os extratos
fendlicos de cogumelos foram efetivos na inibi¢do do crescimento das bactérias Gram-positivas
(MIC < 200 mg/mL), enquanto que para as bactérias Gram-negativas 66,7% dos extratos
apresentaram atividade nas concentracdes testadas. No Capitulo 4, realizou-se um estudo
complementar para verificar a influéncia exercida pelo meio de cultivo [Quercus acutissima
(QA) e substrato axénico (SA)] sobre a composi¢édo fisico-quimica do L. edodes. Os cogumelos
produzidos em SA apresentaram aproximadamente 26% a mais de lipideos se comparado ao
cogumelo produzido em QA, 19% a mais de proteina, 5,3% a mais de carboidratos totais e 3,3%
a mais de fibras sollveis. Em contrapartida, os L. edodes produzidos em QA apresentaram maior
conteudo de fibra alimentar (17% a mais) e B-glucanas (24% a mais).

Palavras-chave: bioatividade, cromatografia liquida de ultra-eficiéncia, compostos fendlicos
totais, perfil de aminoacidos, f-glucanas.



ABSTRACT

The mushrooms’s consumption by the world population occurs for thousands of years,
however, currently, it does not yet represent a significant part of the human diet. Many species
of edible mushrooms are unknown or lack information on their nutritional and nutraceutical
potential. The mushrooms are nutritionally balanced and have biologically active compounds
which can have beneficial effects on health as antioxidant potential, antibacterial, anti-
inflammatory, antimutagenic, anticancer, neuroprotective, hepatoprotective among other
potentials. The B-glucans, are polysaccharides of the soluble fiber fraction of mushrooms and
They are known to have biological activity. Besides them, compounds from the secondary
metabolism of these fungi, such as phenolic compounds, also present bioactivity (Chapter 1).
Due to the existence of gaps in the study of the nutritional potential and the presence of
bioactive compounds in some edible mushroom species, this study aimed to evaluate the
physicochemical and nutritional composition of seven species of edible mushrooms marketed
in Brazil, to optimize the extraction of total phenolic compounds and to estimate the
antioxidant and antibacterial activities of phenolic extracts. The mushrooms analyzed were:
Agaricus bisporus (Champignon and Portobelo), A. brasiliensis, Flammulina velutipes,
Lentinula edodes, Pleurotus djamor, P. eryngii, Pleurotus ostreatus (white and black
"Oyster™). In the Chapter 2 the samples were analyzed for their centesimal composition,
mineral, amino acid composition and fraction of soluble fibers (a and B-glucans). The results
obtained were compared with the recommended dietary intake (RDA) standards and treated
using Principal Component Analysis. All the evaluated mushrooms can be considered as a
potential and alternative source of dietary fiber (24.4 to 46.62%) and protein (16.47 to
36.96%), containing all the essential amino acids in the human diet, besides presenting content
of B-glucans ranging from 1.58 to 16.91 mg/g dry matter (DM) and low lipid (1.40 to 2.08%)
and sodium contents (<66 mg/100 g MS). In the Chapter 3, the optimization and modeling of
the total phenolic compounds extraction (TPC) of each mushroom was performed. The TPC
ranged from 4.91 to 13.16 mg gallic acid equivalent (GAE)/g DM. From the optimized
phenolic extract, were determined the total flavonoids (from 0.24 to 2.05 mg CE/g DM), the
antioxidant activity by the ABTS assays (28.85 to 128.60 umol TE/g), DPPH (8.67 to 50.64
umol TE/g) and FRAP (8.09 to 48.26 umol TE/g). Determination of phenolic compounds by
UPLC and the evaluation of antibacterial activity also were performed. Seventeen compounds
were identified in phenolic extracts: gallic, p-hydroxybenzoic, protocatechuic, gentisic,
syringic, vanillic, p-coumaric, ferulic, chlorogenic, caffeic and trans-cinnamic acids; the
flavonoids quercetin and kaemperol; and also the compounds catechol, vanillin, fumaric acid
and benzoic acid. The antimicrobial activity was tested using the bacteria Bacillus cereus,
Staphilococcus aureus, Escherichia coli and Salmonella entereretidis, by microdilution
method. All phenolic extracts of mushrooms were effective in inhibiting the growth of Gram-
positive bacteria (MIC < 200 mg/mL), while for Gram-negative bacteria 66.7% of the extracts
presented activity at the concentrations tested. In the Chapter 4, a complementary study was
carried out to verify the influence exerted by the culture medium (Quercus acutissima (QA)
and axenic substrate (SA)) on the physicochemical composition of the L. edodes. The
mushrooms produced in SA presented approximately 26% more lipids compared to the
mushroom produced in QA, 19% more protein, 5.3% more total carbohydrates and 3.3% more
soluble fiber. On the other hand, the L. edodes produced in QA presented higher dietary fibre
content (17% more) and B-glucans (24% more).

Keywords: bioactivity; ultra-high performance liquid chromatography; total phenolic
compounds; amino acid profile, B-glucans.
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INTRODUCAO

Os cogumelos sdo corpos de frutificacdo de fungos conhecidos e utilizados como
alimento e/ou medicamento ha milhGes de anos. Entretanto, o consumo de cogumelos ainda
ndo representa uma parcela significativa na dieta humana Alguns apresentam compostos
altamente toxicos, enquanto outros sdo muito apreciados pelo paladar. Estima-se que existam
mais de 140.000 espécies de cogumelos distribuidos em todo o planeta, porém menos de 10%
do total sdo conhecidos e um percentual muito inferior a este é estudado. Aproximadamente
25 espécies de cogumelos sdo utilizadas na alimentacdo humana e poucos sao comercialmente
cultivados.

Segundo dados da Food and Agriculture Organization Corporate Statistical
Database (FAOSTAT) (2011/2012), os maiores produtores mundiais de cogumelos séo a
China, os Estados Unidos e a Italia, seguidos pela Australia, Canada, Espanha, Franca,
Pol6nia, Holanda, Irlanda e Japdo. O Brasil se encontra no grupo de paises que menos
produzem cogumelos no mundo. Os cogumelos podem ser cultivados utilizando diversos
substratos, incluindo os residuos agroindustriais. O espaco requerido para a producéo de
cogumelos ndo é grande, e a area territorial pode ser improdutiva e/ou de terreno acidentado,
0 que torna essa prética rentavel, podendo ser uma alternativa para pequenas propriedades
rurais.

O consumo de cogumelos no Brasil é considerado baixo, quando comparado a outros
paises como China, Japao, Coréia, Franca, Portugal. No Brasil, os cogumelos séo produzidos
e consumidos principalmente nas regifes Sudeste e Sul, sendo que o0s cogumelos mais
consumidos sdo o Agaricus bisporus (Champignon), o Lentinula edodes (Shiitake) e
cogumelos do género Pleurotus ostreatus (Shimeji).

Os cogumelos comestiveis possuem as trés propriedades inerentes aos alimentos:
nutricdo, sabor e funcgdes fisioldgicas. Nutricionalmente os cogumelos sdo ricos em proteinas,
fibras alimentares, vitaminas e minerais; apresentam baixo teor de gordura total, mas com
uma elevada proporc¢do de acidos graxos insaturados, e ndo possuem colesterol. Em relacéo ao
sabor, apresentam substancias aromatizantes de alimentos por possuirem compostos volateis e
também compostos solUveis em agua que realcam o sabor. A terceira propriedade (fisiologica)
é favorecida pela presenca de substancias ativas, como os polissacarideos, peptideo-glucanas,
substancias quitinosas, terpenos, esterdis e compostos fendlicos, que auxiliam no

funcionamento fisioldgico do organismo humano e podem ser capazes de promover a saude.
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Recentemente houve um acentuado aumento no interesse em estudar os cogumelos,
ndo somente como alimento e fonte de nutrientes, mas também como uma fonte de compostos
biologicamente ativos e de valor medicinal. Mais de 100 fun¢Ges medicinais podem ser
atribuidas aos fungos e cogumelos medicinais, entre elas as funcbes antitumoral,
imunomoduladora, antioxidante, eliminacdo de radicais, cardiovascular, anti-
hipercolesterolemia, antiviral, antibacteriana, antifungica, antiviral, hepato-protetora, e efeitos
anti-diabetes.

Estas funcGes medicinais sdo atribuidas aos compostos biologicamente ativos dos
cogumelos. Dentre esses compostos, destacam-se 0s compostos fendlicos que exibem uma
vasta gama de atividades bioldgicas, principalmente aquelas relacionadas as propriedades
antioxidantes. Os antioxidantes podem apresentar grande vantagem para a melhoria da
qualidade de vida, podendo prevenir o aparecimento de doencas degenerativas. Os acidos
fendlicos e os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais estudados nos cogumelos.

Os cogumelos também podem ser uma fonte alternativa de novos compostos
antimicrobianos, principalmente metabdlitos secundarios como os compostos fenolicos ja
citados, terpenos, esterdides, antraquinonas, derivados do acido benzoico e quinolonas, mas
também de alguns metabdlitos primarios como acido oxalico, peptideos e proteinas.

Tendo em vista que 0s cogumelos comestiveis sdo alimentos saudaveis, fonte de
proteinas, fibras e de diversos nutrientes essenciais ao ser humano e que ainda apresentam
compostos bioativos em sua constituicdo, que podem auxiliar o sistema imunolégico e
promover a saude, justificam-se os estudos que visam ampliar os conhecimentos relacionados
a composicdo dos cogumelos produzidos e comercializados no Brasil, a fim de contribuir para
o0 estabelecimento de politicas de producdo, armazenamento, avaliacdo do estado nutricional,
formulacédo de dietas terapéuticas e das relacdes entre dieta, salde e doenca.

Este trabalho de pesquisa teve por objetivo avaliar a composi¢do fisico-quimica e
nutricional de sete espécies de cogumelos comestiveis comercializados no Brasil, otimizar a
extracdo dos compostos fenolicos totais e estimar as atividades antioxidante e antibacteriana

dos extratos fendlicos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a composicdo fisico-quimica e nutricional de sete espécies de cogumelos

comestiveis comercializados no Brasil, otimizar a extracdo dos compostos fendlicos totais e

estimar as atividades antioxidante e antibacteriana dos extratos fenélicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a composi¢do centesimal dos cogumelos Agaricus bisporus (Paris e
Portobelo), Agaricus brasiliensis, Flammulina velutipes, Lentinula edodes, Pleurotus
djamor, Pleurotus eryngii e Pleurotus ostreatus (“Ostra” branca e preta);

Analisar a composi¢do de macro e microminerais destes cogumelos;

Quantificar os aminoacidos essenciais e ndo essenciais, e determinar o escore quimico
aminoacidico dos cogumelos estudados;

Otimizar a extracdo dos Compostos Fendlicos Totais (CFT) das sete espécies de
cogumelos estudadas;

Mensusrar os CFT e os Flavonoides Totais (FT) presentes nos cogumelos, por método
espectrofotométrico;

Estimar a atividade antioxidante, in vitro, por meio das metodologias de DPPH, ABTS
e FRAP, para os extratos fenolicos otimizados;

Separar e quantificar, por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (CLUE), os
compostos fenolicos presentes nos extratos;

Verificar o efeito antibacteriano, in vitro, dos extratos fendlicos otimizados;

Avaliar a composicdo dos meios de cultivo Quercus acutissima e substrato axénico,
utilizados na producéo de L. edodes;

Averiguar a influéncia dos meios de cultivo sobre a composi¢édo fisico-quimica do L.

edodes.



CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA

Cogumelos comestiveis:

propriedades nutricionais, antioxidantes e antibacteriana
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1.1 COGUMELOQOS

1.1.1 Generalidades e consumo

Os cogumelos s&o organismos que fazem parte do Reino Fungi hd aproximadamente
300 milhdes de anos (Chang e Miles, 2004). Sdo chamados de fungos superiores ou
macroscopicos (macromicetos), que pertencem a Filo Basidiomycota e alguns deles a
Ascomycota (MORADALI et al., 2007; MAITY et al., 2014). Segundo Bononi et al. (1999),
os cogumelos cultivados no Brasil sdo do Filo Basidiomycota. Os fungos séo heterotréficos,
isto é, sdo incapazes de sintetizar matéria organica, pois sdo desprovidos de clorofila em suas
células e, portanto, ndo realizam fotossintese. No entanto, ao contrario dos animais, ndo
digerem o alimento, apenas o absorvem (CHANG; MILES, 2004; TOMA; ISMAEL;
ABDULLA, 2013).

A classificacdo dos cogumelos se da de acordo com a maneira pela qual obtem
nutrientes da natureza para sobreviver, podem ser classificados em: saprofitas, parasitas e
simbioticos (micorrizas). Os sapréfitas obtém nutrientes a partir de materiais organicos
mortos; os parasitas obtém alimento de plantas e animais vivos, causando danos para eles; e
simbioticos vivem em uma associacao fisioldgica estreita com plantas hospedeiras e animais,
formando uma parceria, onde cada um aproveita de alguns beneficios vitais do outro
(CHANG, 2008; ZENG et al., 2012).

O tempo de vida dos corpos de frutificacdo das diversas espécies de cogumelos varia
de 10 a 15 dias em média (CHANG, 2008; KALAC, 2009). A estrutura morfolégica dos
cogumelos é constituida pelo corpo de frutificacdo (basidiocarpo) que apresenta cinco partes
distintas (Figura 1), sdo elas:

1. Chapéu ou pileo: estrutura importante do cogumelo, pois na superficie inferior
encontram-se 0s esporos reprodutores aderidos ao himénio.

2. Parte inferior do chapéu: apresenta guelras, lamelas, tubos ou poros e pregas ou
pseudolaminas.

3. Anel: nem sempre existente, trata-se do resto de um véu que cobre a parte
inferior do chapéu do cogumelo no estado jovem.

4. Pé ou estipe: pode adquirir diferentes formas, cor e consisténcia.

5. Volva: pode ndo existir, pois ndo faz parte do estipe. Assim como o anel, trata-

se do resto de um véu que cobre a parte inferior do chapéu do cogumelo no
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estado jovem, podendo ou ndo, formar uma volva que envolve a base do pé
(EMBRAPA, 2004; HUFFMAN et al., 2008).

FIGURA 1 - ESTRUTURA MORFOLOGICA DO CORPO DE FRUTIFICACAO DO COGUMELO.
Chapéu
\( ou pileo

(@ f@@ﬁﬂ -
)

Corpo de frutificacdo jovem Cogumelo maduro
FONTE: Adaptada de HUFFMAN et al. (2008).

Segundo Soares et al. (2013), existem cerca de 140.000 espécies de cogumelos.
Alguns sdo altamente toxicos, como é o caso dos cogumelos da espécie Amanitaceae.
Aproximadamente 3.000 espécies de cogumelos sdo potencialmente comestiveis, 100 podem
ser economicamente cultivados, porém apenas 25 delas sdo normalmente utilizadas na
alimentacdo humana e um niimero ainda menor tem sido comercialmente cultivado (CHANG;
WASSER, 2012; SUDHEEP; SRIDHAR, 2014; VALVERDE; HERNANDEZ-PEREZ;
PAREDES-LOPEZ, 2015).

O consumo de cogumelos foi datado hd milhares de anos, principalmente em paises
orientais, porém ainda ndo representam uma parcela significativa da dieta humana (HELENO
et al., 2012; REIS et al., 2012a). Mundialmente os cogumelos mais populares sdo: Agaricus
bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus spp, Auricularia auricula, Flammulina velutipes e
Volvariella volvace (REIS et al., 2012a; VALVERDE; HERNANDEZ-PEREZ; PAREDES-
LOPEZ, 2015). No Brasil, as principais espécies cultivadas e consumidas sdo Agaricus
bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus spp. (cogumelo ostra) e Agaricus brasiliensis
(FURLANI; GODOQY, 2008; DIAS, 2010).
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1.1.2 Defini¢ao

Cogumelos comestiveis sdo os corpos de frutificacdo que ndo apresentam compostos
toxicos intrinsecos, como o0s ciclo-peptideos, mono-metil-hidrazina, coprina, muscarina,
muscimol (acido iboténico), psilocina, psilocibina entre outros (HUFFMAN et al., 2008;
CARVALHO et al., 2014). Segundo a RDC N° 272 de 22 de setembro de 2005, cogumelo

comestivel é definido como:

“o produto obtido de espécie(s) de fungo(s) comestivel(is), tradicionalmente
utilizada(s) como alimento. Pode ser dessecado, inteiro, fragmentado, moido ou em
conserva, submetido a processo de secagem e ou defumacéo e ou coccao e ou salga
e ou fermentacdo ou outro processo tecnolégico considerado seguro para a producédo

de alimentos”.

O desenvolvimento continuo das técnicas de cultivo, colheita e processamento pos-
colheita de diversas espécies de cogumelos comestiveis vem contribuindo para a producdo em
maior escala, a distribuicdo, a conservacdo e a aceitagdo dos cogumelos comestiveis
(PALACIQOS et al., 2011). Em muitos paises o0 consumo de cogumelos estd aumentando, pois
alem de serem um alimento nutritivo e sensorialmente atrativo, muitas espécies apresentam
beneficios funcionais devido a presenca de compostos com propriedades biologicamente
ativas, comprovados por diversos estudos (HELENO et al., 2012; PREETI et al., 2012; GUO
etal., 2014; WANG et al., 2014; ATTARAT; PHERMTHAI, 2015; ZHU et al., 2015).

1.1.3 Composicdo quimica e substancias ativas

A composicdo quimica dos cogumelos comestiveis determina seu valor nutricional e
suas propriedades sensoriais. Os cogumelos possuem composicdo nutricional balanceada
(RASHIDI; YANG, 2016), sdo pouco caléricos e apresentam baixos teores de lipideos. Por
outro lado, representam uma excelente fonte de proteinas, aminoécidos essenciais e fibras
alimentares. Contam ainda com a presenca de -carboidratos, minerais e vitaminas
(VILLARES; MATEO-VIVARACHO; GUILLAMON, 2012; DEEPALAKSHMI;
MIRUNALINI, 2014; KADNIKOVA et al., 2015; ROSLI; MAIHIZA; RAUSHAN, 2015;
TEKLIT, 2015).

Além dos macro e micronutrientes supracitados, os cogumelos veem sendo

pesquisados como agentes terapéuticos, e varios compostos com propriedades biologicamente
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ativas foram identificados apresentando beneficios de promog¢do da salde humana. Dentre
eles, destacam-se 0s compostos fenolicos, os polissacarideos, as glicoproteinas, 0s
aminoacidos essenciais, 0s acidos graxos insaturados, 0s terpenos e os esterdis (LIM; YIM,
2012; VILLARES; MATEO-VIVARACHO; GUILLAMON, 2012; KOZARSKI et al., 2014;
GRUNDEMANN; GARCIA-KAUFER; SAUER, 2015; BOONSONG; KLAYPRADIT;
WILAIPUN, 2016).

Os cogumelos contém biomoléculas que podem contribuir para o bem estar e mitigar
ameacas e agressdes que tornam o corpo humano vulnerdvel a diversas doencas
potencialmente fatais, incluindo doencas cardiovasculares, cancer, distirbios metabdlicos -
diabesity (semelhante a diabetes tipo 2) e desordens neuro-degenerativas (VIKINESWARY;
CHANG, 2013). Apresentam ainda funcdes terapéuticas como tonico para 0S nervos, acdo
antifingica, antibacteriana, anti-inflamatoria, antialérgica e hepatoprotetora além da
prevencdo de certas doencgas, como a hipertenséo, hipercolesterolemia e hiperlipidemia (L1M;
YIM, 2012; GASECKA et al., 2016; SUN et al., 2017).

1.2 COMPOSICAO QUIMICA E VALOR NUTRICIONAL DOS COGUMELOS

A composi¢do quimica dos cogumelos pode variar de acordo com a espécie, a
origem geografica, o substrato de cultivo, as condigdes ambientais, a idade e a parte do corpo
de frutificacdo analisada (SUDHEEP; SRIDHAR, 2014; SUN et al., 2017). A maior parcela
do corpo de frutificacdo dos cogumelos € composta por agua (entre 85 a 95%), 0 que 0s torna
muito pereciveis, além do fato de apresentarem rapida maturacdo morfoldgica. A matéria seca
do corpo de frutificacdo dos cogumelos representa de 5 a 15% da sua massa in natura
(SYNYTSYA etal., 2009; XIAO et al., 2011).

De acordo com dados coletados de diversas espécies de cogumelos por Kala¢ (2009)
e Wang et al. (2014), o percentual de proteina pode variar de 12,0 a 56,3%, em base seca. A
proteina presente nos cogumelos contém os dez aminoacidos essenciais (fenilalanina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptofano, valina, histidina e arginina) que ndo
podem ser sintetizados pelo corpo humano e, portanto, deve ser fornecido pela dieta (PHAT;
MOON; LEE, 2016). Sua qualidade pode ser comparada a proteina animal; mas a quantidade
proteica é inferior as encontradas em carnes. Quando comparado ao leite e a outros alimentos
(maioria dos cereais e vegetais), 0s cogumelos apresentam maior teor de proteina (BARROS
et al., 2007a; CHANG, 2008; CHANG; WASSER, 2012; AKBARIRAD; KAZEMEINI;
SHARIATY, 2013).
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O sabor umami caracteristico de alguns produtos alimenticios também esta presente
nos cogumelos. As substancias aromatizantes que estdo associadas a este sabor sdo 0s
aminoacidos livres (acido glutamico e aspértico) e os nucleotideos 5-monofosfato purina
inosina (IMP) e 5-monofosfato de guanosina (GMP) (PHAT; MOON; LEE, 2016).

O contetdo de carboidratos pode variar de 13 a 65%, em base seca, 0s quais podem
ou ndo ser digestiveis. A maior parte dos carboidratos encontrados em cogumelos nao é
digestivel, como os oligo e os polissacarideos. Dentre os polissacarideos mais abundantes
estdo: quitina, o e B-glucana, manana, Xilana e galactana. Os carboidratos digestiveis sdo a
glicose, o manitol, o arabitol, a trealose, o inositol e o glicogénio (CHEUNG, 2008;
SYNYTSYA etal., 2009; WANG et al., 2014).

Os cogumelos comestiveis podem ainda ser considerados uma fonte de fibra
alimentar, uma vez que o0 seu conteido pode variar de 4 a 55%, em base seca (VILLARES;
MATEO-VIVARACHO; GUILLAMON, 2012). A parede celular dos cogumelos contém
uma mistura de componentes fibrilares, como a quitina, oligo e polissacarideos como a
manana e as glucanas. Esses componentes ndo sdo digeriveis pelo organismo humano e
podem ser considerados uma fonte de fibra alimentar (CHEUNG, 2013;
MUKHOPADHYAY; GUHA, 2015). A variacdo no teor de fibras dos cogumelos pode estar
relacionada principalmente a fatores genéticos, que determinardo a quantidade e a variedade
de sacarideos presentes nas paredes celulares dos fungos (ROP et al., 2009).

Os principais polissacarideos encontrados nos cogumelos sdo as p-glucanas, que
compdem aproximadamente 50% da parede celular dos fungos (VALVERDE;
HERNANDEZ-PEREZ; PAREDES-LOPEZ, 2015). A concentragdo de B-glucanas varia em
funcdo da espécie (Lentinula edodes e género Pleurotus sdo as fontes mais importantes),
condicdes de crescimento (razdo C/N, presenca de compostos fenodlicos e pH do meio) e
maturacdo do corpo de frutificacdo (ROP; MLCEK; JURIKOVA, 2009).

Em relacdo a presenca de lipideos, os cogumelos apresentam baixos teores dos
mesmos, variando de 2 a 10%, em matéria seca, conforme Kala¢ (2009) e Cheung (2008).
Alimentos com baixo teor lipidico sdo importantes para dietas saudaveis e com restricdo de
calorias. Além disso, a maior concentracdo de acidos graxos encontrados nos cogumelos é
insaturada, entre eles os essenciais linoleico e linolénico (COHEN et al., 2014; KAYODE et
al., 2015; MUKHOPADHYAY e GUHA, 2015).

A presenca de vitaminas em cogumelos é de grande importancia nutricional, uma vez
que essas tém fungdes essenciais no organismo humano. De acordo com Wang et al. (2014) e

Deepalakshmi e Mirunalini (2014), os cogumelos contém varias vitaminas, incluindo a
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tiamina, riboflavina, niacina, biotina, tocoferol, aléem das vitaminas C e ergosterol (precursor
da vitamina D). Ainda em 1986, Bano e Rajarathnam (BANO; RAJARATHNAM, 1986)
avaliaram as vitaminas B1, B2, niacina, &cido pantoténico, &cido félico e a vitamina C de
quatro espécies de Pleurotus, e verificaram que esses cogumelos poderiam ser considerados
boa fonte de vitamina B2 e 4cido félico.

Os cogumelos também sdo ricos em sais minerais (6 a 12%, em base seca), sendo
que 0s que se apresentam em maiores quantidades sdo, em ordem decrescente, 0 potéssio, 0
fosforo, o enxofre, 0 magnésio, o célcio e o sddio (KALAC, 2009, 2013). Em relag¢do aos
efeitos benéficos nutricionais dos cogumelos, os seguintes fatos devem ser observados:

e Apresentam um baixo nivel de energia, o que auxilia na reducdo de peso;

e Contém niveis significativos de purina, 0 que é benéfico para a dieta de
pessoas que sofrem de doencas metabdlicas (por exemplo, gota, reumatismo).

e Tem um baixo nivel de glicose, e maior de manitol, o que é especialmente

vantajoso para diabéticos, e

e Possuem concentragdo muito baixa de sddio, o que é benéfico para a dieta de

pessoas que sofrem de hipertensdo (CHANG; WASSER, 2012).

Para Ribeiro et al. (2009) e Bernas et al. (2006), os cogumelos deveriam ser
considerados como “alimento dietético”, uma vez que apresentam elevado teor proteico e
reduzido valor caldrico, recorrente a baixa concentracdo de lipideos em sua constituicao.
Segundo Cheung (2008), uma porcdo de 100 g de cogumelos comestiveis frescos fornece
entre 1,4 a 4,4 % da necessidade de energia diaria (2.500 kcal) para um adulto de 70 kg do

sexo masculino que faca atividade fisica moderada.

1.3 CARACTERISTICAS BIOATIVAS, FUNCIONAIS E NUTRACEUTICAS DOS
COGUMELOS

Tradicionalmente os cogumelos tém sido utilizados como agentes medicinais.
Recentemente houve um acentuado aumento no interesse em estudar os cogumelos, ndo
somente como alimento e fonte de nutrientes, mas também como uma fonte de compostos
biologicamente ativos (funcionais) e de valor medicinal (CHANG, 2008; WASSER, 2010;
VILLARES; MATEO-VIVARACHO; GUILLAMON, 2012). As espécies de cogumelos que
apresentam propriedades medicinais e a0 mesmo tempo s@o consideradas seguras se
aproximam de 700 (CHANG; WASSER, 2012).
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Segundo a Portaria N°. 398 de 30 de abril de 1999, do Ministério da Saude, a
alegacdo de propriedade funcional em um alimento ¢ “aquela relativa ao papel metabdlico ou
fisiologico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
manutengdo e outras fungdes normais do organismo humano”. Esta Portaria ainda define a
alegagéo da propriedade de saude como “aquela que afirma, sugere ou implica a existéncia de
relagdo entre o alimento ou ingrediente com doenga ou condigdo relacionada a saude”.

Na literatura encontra-se ainda o termo “nutracéutico”, designado em 1979 por
Stephen DeFellce, que € definido como uma substancia que pode ser considerada um alimento
ou parte de um alimento que proporciona beneficios médicos ou de salde como a prevencéo e
tratamento da doenga. Sdo comercializados em formas concentradas como comprimidos,
capsulas e p6és como uma Unica substancias ou combinagdes de diversas substancias
(BARROS et al., 2008a; DEV et al., 2011; MAJAZ et al., 2012). A definicdo da terminologia
“alimento nutracéutico” ¢ aceita na comunidade de ciéncia e nutrigdo, porém nao estd
incorporada em lei ou regulamento do Brasil e nem dos Estados Unidos.

Atualmente os cogumelos sdo reconhecidos como alimentos nutracéuticos ou
funcionais, uma vez provado que eles tém efeitos benéficos e nutricionais sobre uma ou mais
funcbes do corpo, melhorando a saude, o bem-estar e diminuindo o risco de doenca (ALVES
et al., 2012; MIRCEA et al., 2015). Os beneficios funcionais estdo interligados a presenca de
compostos com propriedades biologicamente ativas, como 0s compostos fendlicos, 0s
polissacarideos, as glicoproteinas, terpenos e esteroides (JAYAKUMAR; THOMAS;
GERALDINE, 2009; TSAI et al., 2009; HELENO et al., 2012; LIM; YIM, 2012; PREETI et
al., 2012). Esses compostos podem ser extraidos tanto do micélio, quanto dos corpos de
frutificacdo dos cogumelos, e representam um componente importante da industria de
biotecnologia (MORADALI et al., 2007; CHANG, 2008). O teor de compostos bioativos
depende da espécie, tipo de substrato nutritivo, condi¢bes climaticas, idade do micélio,
condicdes de processamento e preservacdo. Todos esses fatores levam a uma ampla
variabilidade no potencial biolégico (MIRCEA et al., 2015).

Segundo Chang e Wasser (2012), os polissacarideos dos cogumelos podem impedir a
oncogénese, mostrar atividade antitumoral direta contra varios tumores sinergéticos e impedir
a metastase tumoral. Sua atividade é especialmente benéfica quando usado em conjunto com a
quimioterapia.

Os compostos fendlicos sdo uma das principais classes de metabolitos secundarios
que tem uma vasta variedade de estruturas e fungbes (SRIVIDYA; VENKATESH,
VISHNUVARTHAN, 2010; HAMINIUK et al., 2012). Sdo comumente encontrados em
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alimentos de origem vegetal, mas também estdo presentes em fungos. A pronunciada
correlacdo entre os fenolicos totais e a capacidade antioxidante sugere que a quantidade
desses compostos pode ser o principal contribuinte para a atividade antioxidante dos
cogumelos JAYAKUMAR et al., 2011; WANG et al., 2014).

Os compostos fendlicos estdo entre as mais potentes substancias bioativas e Uteis
terapeuticamente, proporcionando beneficios a salde associados com a reducdo do risco de
doencas cronicas e degenerativas. Muitos dos seus efeitos bioldgicos tém sido atribuidos a
captura/eliminacgdo de radicais livres, quelacdo de metais e inibicdo da peroxidacao lipidica,
que sdo responsaveis pelos danos oxidativos de lipideos, proteinas, carboidratos e &cidos
nucleicos. O éster fenetilico do &cido cafeico tem mostrado alguns resultados promissores em
células cancerosas das mamas (CHEUNG; CHEUNG; OOI, 2003; BARROS et al., 2009;
JAYAKUMAR et al., 2011; CHANG; WASSER, 2012).

1.4 PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DOS COGUMELOS

A oxidacdo pode ser definida como uma reacdo quimica envolvendo a transferéncia
de elétrons entre moléculas ou uma espécie rica em elétrons com um agente oxidante (o qual é
submetido a uma reducdo simultanea). Esta transferéncia de elétrons entre as entidades podem
dar origem aos radicais livres (CRAFT et al., 2012). Os radicais livres podem ser definidos
como moléculas ou fragmentos moleculares que contétm um ou mais elétrons
desemparelhados em orbitais atdmicos ou moleculares. Estes elétrons ndo emparelhados
fornecem um consideravel grau de reatividade para o radical livre. Os radicais derivados de
oxigénio representam a classe mais importante de espécies de radicais gerados em sistemas
vivos (VALKO et al., 2007; GASECKA et al., 2016).

A oxidacdo € essencial para muitos organismos vivos, pois produz a energia que
alimenta os processos bioldgicos. Os radicais livres sdo produzidos normalmente no
metabolismo natural de células aerdbias, principalmente na forma de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Dessa forma, o corpo humano gera certa quantidade dessas espécies reativas
de oxigénio durante as reacdes bioquimicas. No entanto, a producdo excessiva de radicais
livres causa danos as macromoléculas como acidos nucleicos, proteinas, acidos graxos poli-
insaturados e carboidratos, e esté relacionada ao envelhecimento e algumas doengas cronicas,
degenerativas e carcinogéneas (VALKO et al., 2006; BADARINATH et al., 2010; LIU et al.,
2014a; GASECKA et al., 2016).
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O estresse oxidativo tem sido ligado a mais de cem condigdes de doengas humanas
(YIM et al., 2012), e pode ser definido como o estado em que o equilibrio entre pré-oxidantes
e antioxidantes é alterado resultando em um aumento da taxa de oxidagdo. As espécies
nocivas reativas mais comuns existentes no corpo séo os radicais peroxil (ROQ¢), hidroxil
(HO+), peréxido de hidrogénio (H,O,), superéxido (O7), oxigénio singlete (*O,) e
peroxinitrito (ONOO"). Os radicais livres ou espécies de oxigénio/nitrogénio reativo podem
causar uma série de doencas degenerativas, esclerose multipla, aterosclerose, doenca de
Parkinson, Alzheimer, doencas cardiacas, cancer e envelhecimento precoce (VALKO et al.,
2006; DUBOST; OU; BEELMAN, 2007; HAMINIUK et al., 2012; SKINNER; HUNTER,
2013; ANJANA et al., 2016).

Embora quase todos os organismos possuam mecanismos de defesa antioxidante
(quimico e enzimatico) e sistemas de reparo que evoluiram para protegé-los contra o dano
oxidativo, estes sistemas ndo sdo suficientes para impedir inteiramente tais danos (YANG;
LIN; MAU, 2002; CRAFT et al.,, 2012). Portanto, é necessario enriquecer a dieta com
alimentos e/ou suplementos antioxidantes para auxiliar o corpo humano a reduzir os danos
oxidativo (GONZALEZ-PALMA et al., 2016; RADZKI et al., 2016).

Antioxidantes sdo moléculas capazes de inativar radicais livres e sua acdo,
fornecendo um papel importante no sistema de defesa do corpo contra as espécies de ROS. Os
compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes naturais, encontrados principalmente em
frutas e vegetais (HAMINIUK et al.,, 2012), mas os cogumelos também produzem tais
compostos, que sdo provenientes do seu metabolismo secundario (HELENO et al., 2015;
RADZKI et al., 2016). O consumo desses alimentos tem demonstrado uma relacéo inversa a
incidéncia de doencas crbnicas degenerativas e os efeitos do envelhecimento. Muitos
beneficios potenciais tém sido atribuidos ao uso de antioxidantes na forma de ingestdo
dietética ou suplementacao (DUBOST; OU; BEELMAN, 2007; SRIVIDYA; VENKATESH,;
VISHNUVARTHAN, 2010; ZENG et al., 2012).

Uma abordagem interessante, porém pouco elucidada, é a identificacdo e definicdo
da relacdo entre a estrutura dos compostos fenolicos e sua atividade antioxidante. Em sistemas
reais, essa relacdo sera altamente dependente das condicBes do sistema, tais como substratos,
temperatura, luz, pressao de oxigénio, caracteristicas fisicas relativas, polaridade, e presenca
de metais (SHAHIDI; ZHONG, 2011; CRAFT et al., 2012). Alguns estudos tém determinado
relacdes generalizadas entre as estruturas de fenolicos e sua relativa atividade antioxidante em
sistemas ndo reais. Hoelz et al. (2010) analisaram quinze compostos fenolicos, em relacéo a

sua caracteristica estrutural e as suas atividades antioxidantes. O estudo foi capaz de
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demonstrar que os melhores antioxidantes sdo 0os compostos que contém grupos doadores de
elétrons diretamente ligados a um anel aromatico.

Outro estudo examinou o potencial antioxidante de uma variedade representativa de
fendlicos antioxidantes utilizando o ensaio de capacidade antioxidante equivalente da
vitamina C (ACEVC). Os resultados foram comparados com as caracteristicas estruturais dos
compostos fenolicos. O estudo determinou os seguintes padrdes: a atividade antioxidante, em
geral, aumentou com o aumento do nimero de anéis dos compostos fendlicos (ou seja, 0s
polifendis sdo geralmente mais eficazes que os monofendis); os derivados do &cido cindamico
mostraram maior atividade antioxidante do que os derivados do acido benzoico; a substituicdo
de acucares em flavonoides prejudicou a atividade antioxidante (especula-se ser devido a
impedimento estérico); e a atividade antioxidante de flavonoides aumentou de forma linear
com o aumento de grupos hidroxila (OH) livre em torno da sua estrutura (KIM; LEE, 2004;
CRAFT etal., 2012).

O é&cido ascorbico e os compostos fendlicos sdo conhecidos como antioxidantes
hidrofilicos, enquanto os carotenoides sdo conhecidos como antioxidantes lipofilicos
(THAIPONG et al., 2006). Inicialmente, os antioxidantes mais estudados em cogumelos
foram as vitaminas E, C e os carotenoides. Atualmente, tem-se dado muita atencdo aos
compostos fendlicos (DUBOST; OU; BEELMAN, 2007). Os compostos fenolicos exibem
uma vasta gama de propriedades fisioldgicas, tais como antialérgicos, anti-inflamatorios,
antimicrobianos, antioxidantes, antitromboticos, efeitos hepato-protetores, cardioprotetores e
vasodilatadores (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; HOELZ et al., 2010).

1.4.1 Compostos fendlicos em cogumelo

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios sintetizados durante o
desenvolvimento normal de alguns organismos e também em resposta a diferentes situacoes
de estresse, tais como infec¢bes, ferimentos e radiacdo ultravioleta (UV) (NACZK;
SHAHIDI, 2004; HAMINIUK et al., 2012). Devido a sua ampla distribuicdo na natureza,
estes compostos constituem uma parcela essencial da dieta humana (KALILI; VILLIERS,
2011). A estrutura dos compostos fendlicos caracteriza-se pela presenca de, no minimo, um
anel aromatico (fenol) com um ou mais grupos funcionais OH ligados. Podem variar desde
uma molécula fendlica simples até um polimero complexo de alta massa molecular
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; IGNAT; VOLF; POPA, 2011).
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Compreendem uma ampla variedade de substancias, classificadas principalmente de
acordo com a quantidade de anéis fendlicos que os constitui (HAMINIUK et al., 2012). Os
principais grupos de compostos fendlicos sdo os flavonoides, &cidos fendlicos, taninos,
estilbenos e lignanas (HAMINIUK et al., 2012; GASECKA et al., 2016). Dentre eles, os mais
comumente encontrados em cogumelos comestiveis sdo os &cidos fenolicos e os flavonoides.
Um levantamento bibliogréfico dos acidos fenolicos e flavonoides identificados em diversas
espécies de cogumelos estéd apresentado na Tabela 1.

1.4.1.1 Acidos fenélicos

Os é&cidos fenolicos sdo os principais compostos fendlicos dos cogumelos.
Quimicamente, estes compostos tém pelo menos um anel aromatico no qual pelo menos um
hidrogénio € substituido por um grupo hidroxila (-OH) (HELENO et al., 2015), conforme
Tabela 2. Constituem aproximadamente um terco dos fenois dietéticos, que podem estar
presentes nas plantas, nas formas livre ou ligados. Os &cidos fendlicos sao sintetizados a partir
dos aminoacidos L-fenilalanina ou L-tirisina pela via shikimato. Esses aminoacidos sdo o0s
principais precursores da maioria dos produtos fendlicos naturais (HELENO et al., 2015).

Os acidos fenolicos sdo subdivididos em dois grupos principais: 0s acidos
hidroxicidmicos e os hidroxibenzoicos, ambos derivados de moléculas ndo fendlicas de &cido
cindmico e benzoico, respectivamente (HELENO et al., 2015). O primeiro grupo é composto
pelos acidos cafeico, clorogénico, p-cumarico, ferulico e sinapico.

O segundo grupo é formado pelos acidos protocatecuico, galico, vanilico, gentisico,
p-hidrozibenzoico e siringico (IGNAT; VOLF; POPA, 2011; SKINNER; HUNTER, 2013).
Diferentemente dos demais compostos fendlicos, os é&cidos hidroxibenzoico e
hidroxicinamico apresentam um caracter acido devido a presenca de um grupo carboxilico
(COOH) na moleécula.
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TABELA 1 - COMPOSTOS FENOLICOS IDENTIFICADOS EM DIFERENTES ESPECIES DE COGUMELOS POR TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

(Continua)

Compostos fendlicos

Cogumelos

Fonte

Acido galico

Boletus edulis, Pleurotus eryngii, Auricularia auricula-judae, Agaricus
bisporus (Paris), Russula delica, Morchella esculenta, Lentinula edodes,
Hericium erinaceus, Ganoderma lucidum.

(OKE; ASLIM, 2011; REIS et al., 2012b; FERNANDES et al.,
2014, OZ\(UREK etal., 2014; YILDIZ et al., 2015; YAHIA;
GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ, 2017)

Acido gentisico

P. eryngii.

(GASECKA et al., 2016)

Acido p-hidroxibenzoico

Pleurotus ostreatus, P. eryngii, Calvatia excipuliformis, Agaricus blazei, L.
edodes, A. auricula-judae, Cordyceps militaris, Chroogomphus rutilus,
Ganoderma lucidum, M. esculenta, Lactarius indigo, Amanita flavoconia,
Strobilomyces floccopus, Amanita pantherina, B. edulis, Agaricus arvensis.

(OKE; ASLIM, 2011; REIS etal., 2012b, 2013; CARNEIRO
etal., 2013; CAYAN et al., 2014; LIN et al., 2014;
NOWACKA et al., 2014; YILDIZ et al., 2015; GASECKA et
al., 2016; YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Acido acido p-anisico

P. eryngii.

(LIN et al., 2014)

Acido protocatecuico

P. ostreatus, P. eryngii, Armillaria mellea, B. edulis, Lactarius volemus, L.
edodes, G. lucidum, M. esculenta, H. erinaceus, A. flavoconia, Russula
emética, S. floccopus, A. pantherina, A. arvensis, Boletus frostii, Ramaria
flava, Lycoperdon perlatum, Sarcodon imbricatus, Hypomyces lactiflorum.

(REIS et al., 2012b; NOWACKA et al., 2014; OZYUREK et
al., 2014; YILDIZ et al., 2015; GASECKA et al., 2016;
YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ, 2017)

Acido vanilico

P. ostreatus, P. eryngii, Craterellus cornucopiodes, L. edodes, B. edulis,
Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus, R. flava.

(CARNEIRO et al., 2013; LIN et al., 2014; NOWACKA et al.,
2014; OZYUREK et al., 2014; YILDIZ et al., 2015;
GASECKA et al., 2016; YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO;
MORENO-PEREZ, 2017)

Acido sinépico

A. auricula-judae, P. eryngii, S. floccopus, B. edulis, A. arvensis, Amanita
virosa, B. frostii, R. flava, L. perlatum

(OKE; ASLIM, 2011; LIN etal,, 2014; YAHIA;
GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ, 2017)

Acido cinamico

P. eryngii, A. auricula-judae, A. bisporus (Paris), A. bisporus (Portobelo), P.
ostreatus, L. edodes, C. militaris, R. emética, S. floccopus, B. edulis.

(OKE; ASLIM, 2011; REIS et al., 2012b, 2013; YAHIA;
GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ, 2017)

Vanilina

P. eryngii, A. auricula-judae.

(OKE; ASLIM, 2011)

Acido salicilico

Calvatia excipuliformis.

(NOWACKA et al., 2014)

Acido siringico

P. eryngii, A. auricula-judae, G. lucidum, L. edodes, H. erinaceus.

(OKE; ASLIM, 2011; LIN etal., 2014; YILDIZ et al., 2015)

Acido ferrtlico

P. ostreatus, P. eryngii, M. esculenta, H. erinaceus, A. flavoconia, R. emética,
A. arvensis, B. frostii.

(OKE; ASLIM, 201 1;,YILDIZ etal., 2015; GASECKA, et al.,
2016; YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ,
2017)

Acido clorogénico

P. eryngii, G. lucidum, M. esculenta, L. indigo, A. pantherina, B. frostii, S.
imbricatus, Boletus luridus.

(LINetal., 2014; YILDIZ et al., 2015; YAHIA; GUTIERREZ-
OR0OZCO; MORENO-PEREZ, 2017)

Acido p-cumarico

P. ostreatus, P. eryngii, Craterellus cornucopiodes, A. blazei, Amanita
ovoidea, A. auricula-judae, A. bisporus (Paris), B. edulis, G. lucidum, M.
esculenta, L. edodes, H. erinaceus.

(OKE; ASLIM, 2011; REIS et al., 2012b; CARNEIRO et al.,
2013; DOGAN, 2013; FERNANDES et al., 2014; NOWACKA
et al., 2014; YILDIZ et al., 2015; GASECKA et al., 2016)
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TABELA 1 - COMPOSTOS FENOLICOS IDENTIFICADOS EM DIFERENTES ESPECIES DE COGUMELOS POR TECNICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

(Concluséo)

Acido o-cumarico

L. indigo.

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ,
2017)

Acido cinamico

A. blazei, L. edodes, Amanita ovoidea, B. edulis, R. delica, P. eryngii, A.
flavoconia.

(CARNEIRO et al,, 2013; DOGAN, 2013; FERNANDES et
al., 2014; LIN et al., 2014; YAHIA; GUTIERREZ-
OROZCO; MORENO-PEREZ, 2017)

Acido trans-cindmico

P. ostreatus, P. eryngii, G. lucidum, L. edodes.

(YILDIZ et al,, 2015; GASECKA et al., 2016)

Acido cafeico

Pholiota mutabilis, P. eryngii, A. auricula-judae, A. flavoconia, S. floccopus, A.

pantherina, B. edulis, A. arvensis, B. frostii, R. flava, G. lucidum, B. luridus.

(OKE; ASLIM, 2011; NOWACKA et al., 2014; YAHIA;
GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ, 2017)

Acido rosmarinico

B. edulis, L. volemus, A. auricula-judae.

(OKE; ASLIM, 2011; OZYUREK et al., 2014)

(GASECKA etal,, 2016)

Naringina P. ostreatus, P. eryngii.
Rutina B. edulis, L. volemus, P. eryngii, G. lucidum, L. edodes, H. erinaceus. (LIN et al., 2014; (")ZYURZ%};;)H al., 2014; YILDIZ et al.,
B. edulis, P. eryngii, M. esculenta, H. erinaceus, L. indigo, A. flavoconia, (LIN et al., 2014, QZYUREK etal, 2014; YILDIZ et al.,
Quercetina Cortinarius alboviolaceus, S. imbricatus, B. luridus. 2015; YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ,
2017)
Naringenina B. edulis, L. volemus. (OZYUREK et al., 2014)
Hesperidina B. edulis, L. volemus, P. eryngii. (LIN et al., 2014; OZYUREK et al., 2014)
Campferol B. edulis, L. indigo, G. lucidum, Flammulina velutipes. (OZY,UREK etal., 2014; HU et al., 2016; YAHIA,
GUTIERREZ-OR0OZCO; MORENO-PEREZ, 2017)
Apigenina B. edulis, L. volemus. (OZYUREK et al., 2014)
P. eryngii, A. auricula-judae, G. lucidum, R. emética, B. frostii, R. flava, G. (OKE; ASLIM, 2011; LIN et al., 2014; YILDIZ et al., 2015;
Catequina lucidum, C. alboviolaceus, S. imbricatus, B. luridus, H. lactiflorum. YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ,

2017)

Epicatequina

P. eryngii, M. esculenta, A. pantherina, F. velutipes.

(LIN et al., 2014; YILDIZ et al., 2015; HU et al., 2016;
YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ,
2017)

Miricetina

P. eryngii, L. indigo, A. flavoconia, R. emética, A. virosa, B. frostii, C.
alboviolaceus, S. imbricatus.

(LIN et al., 2014; YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO;
MORENO-PEREZ, 2017)

Isoramnetina

B. frostii, R. flava, L. perlatum.

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-PEREZ,
2017)

Formononetina F. velutipes (HU et al., 2016)
Apigenina F. velutipes (HU et al., 2016)
Arbutina F. velutipes (HU et al., 2016)

FONTE: O autor (2017).
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TABELA 2 - DERIVADOS DOS ACIDOS CINAMICO E BENZOICO.

Derivados do &cido cindmico Derivados do &cido benzoico
R o} R0
RZ R2
Substituicdo N SoH OH
R R
Ré Re
R! = OH Acido o-cumarico -
R3 = OH Acido p-cumérico Acido p-hidroxibenzoico
R3=R4 = OH Acido cafeico Acido protocatecuico
R2 = OCH;, R®= OH Acido ferulico Acido vanilico
R? = R3 = OCH,4 - Acido veréatrico
R2=R3=R"=OH - Acido galico
Rt=R*=OH - Acido gentisico
R2 = R* = OCHs, R? = OH Acido sinapico Acido siringico
R! = OH, R* = HSO, - Acido 5-sulfosalicilico
R2=R3=0H Acido 3,4 ou 5-cafeoilquinico* -

FONTE: HELENO et al., (2015).
NOTA: *O grupo carboxilico é esterificado com &cido quinico.

Os acidos fendlicos sdo frequentemente incluidos na dieta humana e tém sido
amplamente estudados devido as suas bioatividades, tais como propriedades antioxidantes,
antitumorais, propriedades antimicrobianas, entre outras. Em particular, os cogumelos séo
uma fonte dessas moléculas na dieta (HELENO et al., 2015). Os principais acidos fendlicos
encontrados em cogumelos comestiveis sdo os acidos galico, protocatecuico, homogentisico,
vanilico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico, gentisico, cindmico, cafeico, ferulico, clorogénico e
pirogalico. Estes acidos foram quantificados por técnicas de cromatografia por diversos
autores (KIM et al., 2008; PALACIOS et al., 2011; VAZ et al., 2011a; LIU et al., 2012a,
2013a; CARNEIRO et al., 2013; DOGAN, 2013; REIS et al., 2013).

1.4.1.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem o maior grupo de fendlicos em plantas e o segundo maior
em cogumelos (atras apenas dos acidos fenolicos), sendo responsavel por mais da metade dos
oito mil compostos fenolicos naturais. Apresentam quinze atomos de carbono, dispostos em
uma configuracdo C6-C3-C6. A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis
aromaticos (A e B), unidos por trés carbonos, geralmente sob a forma de um anel
heterociclico (C), conforme Figura 2 (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006;
STALIKAS, 2007; IGNAT; VOLF; POPA, 2011).

Variagdes nos padrdes de substituicdo do anel C resultam em uma maior classe de

flavonoides: os flavondis, as flavanonas, as isoflavonas, os flavandis (flavan-3-ols), as
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flavonas e as antocianinas (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; HAMINIUK
etal., 2012).

Substituicdes nos anéis A e B ddo origem aos diferentes compostos em cada classe
dos flavonoides. Estas substituicdes podem incluir a oxigenacéo, alquilagdo, glicosilacéo,
acilacdo, e sulfatacdo (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Quando h4 uma
ou mais moléculas de acucar ligado a um flavonoide (glicosilacdo), este é chamado de
flavonoide glicosideo. Quando ndo possuem molécula (s) de aglcar (es) em sua estrutura sao

chamados de agliconas (HAMINIUK et al., 2012).
FIGURA 2 — ESTRUTURA QUIMICA BASICA DOS FLAVONOIDES.
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FONTE: BALASUNDRAM; SUNDRAM e SAMMAN (2006).

Os flavonoides sdo importantes antioxidantes, pois apresentam elevado potencial
redox, o que lhes permite atuar como agentes de reducdo, doadores de hidrogénio, e
supressores de oxigénio singlete. Além disso, eles possuem um potencial quelante de metal.
Sdo compostos fendlicos bioativos que se consumidos regularmente por seres humanos,
contribuem com a prevencdo da incidéncia de doencas como o cancer e doencas cardiacas
(IGNAT; VOLF; POPA, 2011).

Os principais flavondis sdo a quercetina, caempferol, miricetina e rutina; as
principais flavanonas sdo a hesperitina e a naringenina; as flavonas mais conhecidas séo
apigenina e luteolina; os flavandis sdo catequina e epicatequina e por fim, as antocianinas
mais importantes sdo cianidina, pelargonidina, peonidina, delfinidina, malvidina e petunidina
(SKINNER; HUNTER, 2013).

1.4.2 Extracdo e quantificacdo de compostos fendlicos

Os ensaios utilizados para a analise de compostos fenélicos podem ser classificados

como aqueles que determinam o contetdo de fendlicos totais, ou aqueles que quantificam

individualmente um composto fendlico e/ou um grupo especifico ou classe de compostos
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fendlicos. No entanto, para serem analisados, 0s compostos fenolicos necessitam
primeiramente ser extraidos da sua fonte (NACZK; SHAHIDI, 2004).

1.4.2.1 Extragéo

A extracdo é um passo fundamental para a obtencdo de antioxidantes com um
rendimento aceitavel. Utiliza-se com maior frequéncia a extracdo por solvente, devido a
viabilidade econémica (YASOUBI et al., 2007). A eficacia de um processo de extracdo €
influenciada independentemente e/ou de forma interativa por diversos fatores, tais como a
natureza e concentracdo do solvente, a proporcao solido-solvente, a temperatura de extracéao, a
agitacdo e o pH do meio, o tamanho das particulas e o tempo de extracdo. Para alcancar a
méaxima extracdo, recomenda-se que varios parametros sejam testados (HAMINIUK et al.,
2012).

Para a obtencdo de dados estatisticamente confiaveis e eficazes, recomenda-se a
elaboracdo de um planejamento experimental capaz de analisar e fornecer modelos empiricos,
relacionar as respostas e as variaveis independentes, e apontar possiveis interaces entre 0s
fatores estudados, bem como otimizar esses fatores que podem influenciar os resultados dos
processos que estao sendo realizados.

A extracdo de compostos fenolicos deveria ser feita, preferencialmente, de amostras
frescas, no entanto, devido a sazonalidade e perecibilidade de diversas matrizes alimenticias,
muitos pesquisadores tém empregado 0s processos de conservacdo como congelamento e
secagem para preservar o material por mais tempo. Nos ultimos anos, a liofilizacdo tem sido
amplamente utilizada como método de desidratacdo de amostras (HAMINIUK et al., 2012).

Os extratos obtidos do elemento a ser analisado sdo sempre uma mistura de
diferentes classes de compostos fendlicos que sdo solUveis no solvente utilizado. A
solubilidade dos compostos fenolicos € governada pelo tipo de solvente, grau de
polimerizacdo desses compostos, bem como a interacdo desses compostos com outros
constituintes alimentares e a formacdo de complexos insollveis. Portanto, ndo ha um
procedimento completamente satisfatorio ou uniforme que seja adequado para a extracdo de
todos os compostos fendlicos ou de uma classe especifica de fendlicos de uma matriz.
Geralmente sdo utilizados os solventes: metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila e suas
combinagdes para a extragdo de compostos fendlicos (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Segundo Haminiuk et al. (2012), a extracdo de compostos fendlicos com fluido

supercritico ganhou notoriedade a partir da ultima década, sendo o diéxido de carbono (CO5)
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o fluido mais utilizado. Apresenta como vantagem ser uma técnica mais seletiva, menos
toxica e que previne o processo oxidativo durante o processamento. Além disso, o produto
obtido € ausente de solvente. As desvantagens dessa técnica recaem sobre o alto custo dos
equipamentos envolvidos e a utilizacdo de altas pressoes.

1.4.2.2 Quantificacdo de Compostos Fenolicos Totais (CFC)

Os métodos utilizados na analise dos compostos fendlicos podem ser classificados
em: determinacdo de compostos fendlicos totais (métodos espectrofotométricos) e/ou
quantificacdo individual e/ou de um grupo ou classe de compostos fenolicos (métodos
cromatograficos).

A) Métodos espectrofotometricos

Historicamente, a principal técnica para quantificar os compostos fenolicos totais de
uma amostra é realizada pelo método colorimeétrico que utiliza o reagente Folin-Ciocalteu,
proposto por Otto Folin e Vintila Ciocalteu em 1927 (SINGLETON; ROSSI, 1965;
ROBBINS, 2003; HAMINIUK et al., 2012). Folin-Ciocalteu € um reagente oxidante a base
de dois acidos: fosfomolibidénico e fosfotungistico. Este reagente interage com 0s compostos
redutores da amostra, sendo reduzido a uma mistura de 6xido de tungsténio e molibdénio, de
coloracdo azul. A absorbéancia € lida no comprimento de onda de 765 nm, onde a intensidade
da absorcdo de luz neste comprimento de onda é proporcional a concentracdo de fenais.
Reacdes colorimétricas sdo amplamente utilizadas no método de espectrofotometria de
UVI/VIS, que é facil de executar, rapido e aplicavel na utilizacdo laboratorial de rotina, além
de apresentar baixo custo (HAMINIUK et al.,, 2012; BLAINSKI; LOPES; DE MELLO,
2013).

O método de Folin-Ciocalteu foi desenvolvido a fim de melhorar o método de Folin-
Denis. Este foi elaborado para determinar indiretamente a concentracdo de proteina total
através da medicdo do teor de tirosina e triptofano. O principio de ambos os métodos se
baseiam na reacdo entre o agente oxidante e a tirosina/triptofano, resultando na formacéo de
cor azul proporcional a concentracdo de proteina. A principal diferenca entre o Folin-
Ciocalteu e o Folin-Denis € o percentual de molibdato (Mo) utilizado para preparar o
reagente. O reagente Folin-Ciocalteu tem maior quantidade de Mo para evitar a formacéo de

um precipitado branco observado nos ensaios de Folin-Denis. O método Folin-Ciocalteu é
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mais sensivel e reprodutivel do que o método de Folin-Denis (SANCHEZ-RANGEL et al.,
2013).

Tendo em vista a complexidade e a diversidade estrutural dos compostos fenélicos
naturais, bem como a possibilidade de interferéncia de outras substancias redutoras (como
acucares, aminoacidos e éacido ascorbico), nenhum dos métodos colorimétricos de
determinacdo de compostos fendlicos totais é especifico. Outra interferéncia ocorre em
compostos fendlicos com mais do que um grupo hidroxila, onde se espera o dobro da
producdo de cor molar, no entanto, efeitos estéricos ou substituicbes no anel aromatico podem
modificar a resposta esperada, uma vez que 0s grupos hidroxilo ndo estdo acessiveis para o
reagente cromoforo. Além disso, a identificagcdo de compostos fendlicos individuais nao é
possivel com estes métodos (ROBBINS, 2003; PALACIOS et al., 2011; BLAINSKI; LOPES;
DE MELLO, 2013).

A principal metodologia para quantificar os flavonoides em uma amostra de
cogumelos comestiveis estd baseada no ensaio colorimétrico empregando o reagente cloreto
de aluminio (AICI3). E uma metodologia simples e eficiente para a quantificacdo do contetido
total de flavonoides. Nesta metodologia, o extrato de cogumelo comestivel é adicionado em
uma solucéo de AICI3;, podendo previamente ter sido misturada com nitrito de sédio (NaNO>).
Apds um curto periodo de tempo, a absorbancia é medida e comparada com um padrdo de
flavonoides (catequina, quercetina ou rutina). A desvantagem deste método é que apenas
fornece uma estimativa do teor total de flavonoides, ndo separando e quantificando os
compostos individuais (IGNAT; VOLF; POPA, 2011; HAMINIUK et al.,, 2012; GAN;
NURUL AMIRA; ASMAH, 2013).

Um levantamento da literatura indicando a quantificacdo dos fendlicos e dos
flavonoides totais em cogumelos comestiveis pelo método colorimétrico de Folin Ciocalteu €

apresentado na Tabela 3.

B) Métodos cromatograficos
Na década de 1960 a técnica de cromatografia gasosa (CG) foi utilizada para analisar
flavonoides. Apds a introducdo das técnicas de cromatografia liquida, as analises em CG
tornaram-se menos proeminentes, tendo em vista que esta € uma técnica mais trabalhosa e
apresenta baixos limites deteccdo dos compostos fendlicos (RIJKE et al., 2006).
Técnicas de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ou CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) estdo sendo mais amplamente utilizadas, tanto

para separar como para quantificar os compostos fenélicos (KALILI; VILLIERS, 2011). A
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TABELA 3 — COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS QUANTIFICADOS EM COGUMELOS.

(Continua)

Cogumelo comestivel

Nome comum

Nome cientifico

Fendlicos totais

Flavonoides totais

Fonte

Champignon

Agaricus bisporus

4,49 mg GAE/g extrato

1,73 mg QE/g extrato

(BARROS et al.,, 2008b)

Champignon

Agaricus bisporus

23,34 mg GAE/g extrato

(Reis et al. 2012a)

Champignon

Agaricus bisporus

4,21 — 4,64 mg GAE/g MS

(SMOLSKAITE; VENSKUTONIS; TALOU, 2015)

Portobelo

Agaricus bisporus

6,33 7,90 mg GAE/g ES

(MIRCEA et al., 2015)

Portobelo

Agaricus bisporus

37,33 mg GAE/g extrato

0,97 1,52 mg EC/g ES

(Reis et al. 2012a)

Cogumelo do sol

Agaricus blazei

31,98 mg GAE/100 g MS

(CARNEIRO et al., 2013)

Cogumelo do cavalo

Agaricus arvensis

2,72 mg GAE/g extrato

1,65 mg QE/g extrato

(BARROS et al., 2008b)

Cogumelo do cavalo

Agaricus arvensis

118,8 mg GAE/kg MS

(BARROS et al., 2009)

Cogumelo do cavalo

Agaricus arvensis

59,78 mg GAE/100g MU

16,04 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Rosa-dos-prados

Agaricus campestris

14,60 mg GAE/g extrato

1,90 mg CE/qg extrato

(WOLDEGIORGIS et al., 2014)

Cogumelo madeira

Agaricus silvicula

6,40 mg GAE/g extrato

3,40 mg QE/g extrato

(BARROS et al., 2008b)

Verruga amarela ou
mancha amarela

Amanita flavoconia

30,31 mg GAE/100g MU

8,89 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Amanita pantherina

65,40 mg GAE/100g MU

18,34 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Anjo-destruidor-Europeu

Amanita virosa

37,44 mg GAE/100g MU

7,25 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Orelha de pau ou orelha-
de-Judeu

Auricularia polytricha

6,03 mg GAE/g MS

6,95 mg QE/g MS

(WONG et al., 2013)

Tortulho, Miscaro ou
Boleto-doce

Boletus edulis

55,60 mg GAE/100g MU

23,66 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Boleto macé

Boletus frostii

75,80 mg GAE/100g MU

12,30 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Boleto palido

Boletus luridus

120,98 mg GAE/100g MU

14,35 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Cortinarius
alboviolaceus

45,36 mg GAE/100g MU

6,47 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Enokitake, talo veludo ou
pé-de-veludo

Flammulina velutipes

0,90 mg GAE/g MS

0,20 mg QE/g MS

(WONG et al., 2013)

Casco de cavalo ou fungo
pavio

Fomes fomentarius

8,58 mg GAE/g ES

1,20 mg CE/g ES

(MIRCEA etal., 2015)

Lingzhi, reishi ou yeongji

Ganoderma lucidum

117,49 mg GAE/100g MU

12,77 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)
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TABELA 3 — COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS QUANTIFICADOS EM COGUMELOS.

(Continuacéo)

Lingzhi, reishi ou
yeongji

Ganoderma lucidum

20,40 mg GAE/g MS

(YILDIZ et al., 2015)

Maitake

Grifola frondosa

4,17 mg GAE/g MS

(DUBOST; OU; BEELMAN, 2007)

Dente de farinha

Hydnellum ferrugineum

6,92-13,31 mg GAE/g MS

(SMOLSKAITE; VENSKUTONIS; TALOU, 2015)

Hygrophorus sordidus

36,95 mg GAE/100g MU

7,09 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Cogumelo lagosta

Hypomyces lactiflorum

36,44 mg GAE/100g MU

13,19 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Hypsizygus tessulatus

5,65 mg GAE/ g extrato

2,50 mg QE/g extrato

(CHOWDHURY; KUBRA; AHMED, 2015)

Hypsizygus tessulatus

3,14 mg GAE/g MS

(WONG et al., 2013)

Hypsizygus tessulatus

36,45 g GAE/L00 g ES

1,04 mg QE/g MS

(MONIRA et al., 2012)

Inonotus hispidus

4,79-41,27 mg GAE/g MS

(SMOLSKAITE; VENSKUTONIS; TALOU, 2015)

Cogumelo de leite azul

Lactarius indigo

56,50 mg GAE/100g MU

12,27 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Frango das madeiras Laetiporus sulphureus 3,39 mg GAE/g extrato 0,44 mg CE/g extrato (WOLDEGIORGIS et al., 2014)
Shiitake Lentinus edodes 10,66 mg GAE/g extrato 4,76 mg QE/g extrato (CHOWDHURY; KUBRA; AHMED, 2015)
Shiitake Lentinus edodes 3,45 mg GAE/ g extrato 1,50 mg CE/g extrato (WOLDEGIORGIS et al., 2014)
Shiitake Lentinus edodes 8,10 mg GAE/100g MS (CARNEIRO et al., 2013)

- Lepista nuda 7,7 mg GAE/g MS - (ELMASTAS et al., 2007)
Funil gigante Leucopaxillus giganteus 6,29 mg GAE/g extrato - (BARROS et al., 2007h)
Puffball Lycoperdon perlatum 72,71 mg GAE/100g MU 13,36 mg CE/100g MU (YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-

PEREZ, 2017)

Morel, Pantorra

Morchella esculenta

25,01 mg GAE/g MS

(YILDIZ et al., 2015)

Fungo de veludo

Phaeolus schweinitzii

7,07-31,88 mg GAE/g MS

(SMOLSKAITE; VENSKUTONIS; TALOU, 2015)

Ostra cor de rosa

Pleurotus djamor

18,88 mg TAE/g micélio

(MISHRA et al., 2013)

Cogumelo Ostra Rei

Pleurotus eryngii

21,67 mg TAE/g micélio

(MISHRA et al., 2013)

Cogumelo Ostra Rei

Pleurotus eryngii

3,57 mg GAE/g MS

(WONG et al., 2013)

Cogumelo Ostra Rei

Pleurotus eryngii

7,14 mg GAE/g extrato

0,48 mg QE/g MS

(Reis et al. 2012a)

Shimeji, Cogumelo ostra,

Pleurotus ostreatus

1,58-11,36 mg GAE/g MS

0 - 0,26 mg QE/g MS

(GONZALEZ-PALMA et al., 2016)

Hiratake

Shimeji, Cogumelo ostra, Pleurotus ostreatus 2,03-2.51 mg GAE/g MS - (YILMAZ et al., 2016)
Hiratake

Shimeji, Cogumelo ostra, Pleurotus ostreatus 3,20 mg GAE/g extrato 0,00 mg QE/g extrato (CHOWDHURY; KUBRA; AHMED, 2015)
Hiratake

Shimeji, Cogumelo ostra,
Hiratake

Pleurotus ostreatus

5,47 - 6,17 mg GAE/g ES

2,45-2,62 mg CE/g ES

(MIRCEA etal., 2015)
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TABELA 3 — COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS QUANTIFICADOS EM COGUMELOS.

(Concluséo)

Shimeji, Cogumelo ostra,
Hiratake

Pleurotus ostreatus

4,47 mg GAE/g extrato

0,64 mg CE/g extrato

(WOLDEGIORGIS et al., 2014)

Pleurotus florida

3,72 mg GAE/g MS

(WONG et al., 2013)

Pleurotus porrigens

4,97 mg GAE/g MS

0,17 mg QE/g MS

(LIM; YIM, 2012)

Polyporus squamosus

13,9 mg GAE/g MS

(ELMASTAS et al., 2007)

Ramaria flava

53,75 mg GAE/100g MU

34,57 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Milk-white brittlegill

Russula delica

26,0 mg GAE/g MS

(ELMASTAS et al., 2007)

Deslumbrante

Russula emética

46,47 mg GAE/100g MU

9,47 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Ourico ardido

Sarcodon Imbricatus

3,76 mg GAE/g extrato

(BARROS et al., 2007b)

Ourico ardido

Sarcodon imbricatus

116,91 mg GAE/100g MU

44,85 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Schizophyllum commune

6,36 mg GAE/g amostra

Yimetal., 2013

Velho homem das
madeiras

Strobilomyces floccopus

307,01 mg GAE/100g MU

303,53 mg CE/100g MU

(YAHIA; GUTIERREZ-OROZCO; MORENO-
PEREZ, 2017)

Suillus luteus

8,16 mg GAE/g MS

3.96 mg CE/g MS

(JAWORSKA et al., 2014)

Termitomyces clypeatus

10,50 mg GAE/g extrato

0,55 g CE/g extrato

(WOLDEGIORGIS et al., 2014)

Termitomyces microcarpus

9,39 mg GAE/g extrato

0,17 mg CE/g extrato

(WOLDEGIORGIS et al., 2014)

Verpa conica

17,2 mg GAE/g MS

(ELMASTAS et al., 2007)

Xerocomus chrysenteron

4,96 — 6,56 mg GAE/g MS

(SMOLSKAITE; VENSKUTONIS; TALOU, 2015)

FONTE: O autor (2017).

NOTA: GAE — Acido gélico equivalente; TAE — Acido tanico equivalente; CE — Catequina equivalente; QE — Quercetina equivalente; MS — matéria seca; MU — matéria

Umida; ES — extrato seco.
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CLAE de fase reversa (RP-CLAE) é o principal método utilizado para a separacdo de
compostos fenolicos de materiais alimenticios, em que a fase estacionaria é apolar e a fase
movel é polar. A fase estacionaria é geralmente constituida por cadeias alquilo hidrofobas,
onde existem trés comprimentos de cadeia comuns: C4, C8 e C18. As colunas C18 sdo
amplamente utilizadas para separar 0s compostos fenélicos (HAMINIUK et al., 2012).

As fases mdveis comumente utilizadas para a separacdo e caracterizacdo dos
compostos fendlicos sdo o metanol e a acetonitrila, podendo ser utilizados também o
propanol, butanol, acetato de etila e tetrahidrofurano. Geralmente um &cido é adicionado ao
solvente aquoso ou orgénico, sendo o acido acético o mais utilizado (ROBBINS, 2003).

Os compostos fenodlicos sdo comumente detectados utilizando detectores de
espectrofotometria UV-visivel, fluorescéncia e detector eletroquimico. Outros métodos com
técnicas de detecgdo de compostos fenolicos combinadas vém sendo utilizados, como é o caso
da técnica com detector de arranjo de diédos (DAD UV), UV-fluorescéncia, UV-
espectrometria de massa, utilizacdo de detector eletroquimico (RIJKE et al., 2006). A
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com espectrometria de massa (CLAE-MS)
tem sido comumente utilizada para a caracterizacdo estrutural de compostos fendlicos
(NACZK; SHAHIDI, 2004).

Puttaraju et al. (2006) utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase
reversa, com detector de arranjo de diddos para analisar acidos fendlicos presentes em
extratos aquosos e metanolicos de cogumelos. Kim et al. (2008), Vaz et al. (2011) e Barros et
al. (2009) também analisaram compostos fenolicos de cogumelos com sistema CLAE e
detector de arranjo de diddos. Nowacka et al. (2014) identificaram alguns acidos fendlicos em
19 cogumelos da Pol6nia, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e
espectrometria de massa por ionizacdo por eletro-spray (LC-ESI-MS/MS). Recentemente,
Gasecka et al. (2016) determinaram 0s compostos fenolicos do P. ostreatus e P. eryngii por
meio de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE), com detector de arranjo de
fotodiodos.

Diversas outras técnicas vém sendo testadas e utilizadas para a separacdo e
quantificacdo de compostos fendlicos. A cromatografia gasosa continua sendo empregada,
porém, em menor escala que a cromatografia liquida. Outras técnicas menos utilizadas e que
podem ser citadas sdo a eletroforese capilar e cromatografia de camada delgada (RIJKE et al.,
2006).
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1.4.2.3 Avaliacdo da atividade antioxidante

Varios métodos sdo utilizados para avaliar as propriedades antioxidantes de amostras
provenientes de diversas fontes alimenticias, cada um tendo o seu alvo especifico dentro da
matriz e todos eles com vantagens e desvantagens. Ndo ha um método que pode fornecer
resultados inequivocos, e a melhor solugdo € a utilizacdo de varios métodos (HAMINIUK et
al., 2012; ALAM,; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; CAROCHO; FERREIRA, 2013).

A capacidade antioxidante € avaliada principalmente através de testes quimicos (in
vitro) (HAMINIUK et al., 2012) e suas atividades sdo determinadas por técnicas
espectrofotométricas e expressa em termos de "poder antioxidante". Progressivamente, as
técnicas eletroquimicas tém sido desenvolvidas e testadas como uma ferramenta alternativa
para a avaliacdo de diferentes extratos de alimentos (KHATUN et al., 2015).

Varias pesquisas vém comprovando a atividade antioxidante em diversos cogumelos
comestiveis como em Agaricus bisporus (GAN; NURUL AMIRA; ASMAH, 2013; TSAI;
MAU; HUANG, 2014; SMOLSKAITE; VENSKUTONIS; TALOU, 2015), A. brasiliensis
(GAN; NURUL AMIRA; ASMAH, 2013), Pleurotus ostreatus (WOLDEGIORGIS et al.,
2014; GASECKA et al., 2016; YILMAZ et al., 2016), P. eryngii (GASECKA et al., 2016), P.
florida, P. pulmonarius e P. citrinopileatus (KHATUN et al., 2015) P. sajor-caju e P. eous,
Volvariella volvacea e Auricularia auricular (BOONSONG; KLAYPRADIT; WILAIPUN,
2016), Auricularia cornea (REN et al., 2014), Lentinus edodes (REN et al., 2014,
WOLDEGIORGIS et al., 2014; BOONSONG; KLAYPRADIT; WILAIPUN, 2016), Suillus
luteus (JAWORSKA et al., 2014), Hericium erinaceum (REN et al., 2014), Xerocomus
chrysenteron (SMOLSKAITE; VENSKUTONIS; TALOU, 2015), entre outros.

A atividade antioxidante ndo deve ser concluida com base em um Unico modelo de
teste antioxidante, devendo ser realizados diversos procedimentos de ensaios in vitro para
avaliar a atividade antioxidante com as amostras de interesse. Além disso, os modelos de
testes antioxidantes variam em diferentes aspectos, o0s resultados sdo expressos em unidades
distintas, o que dificulta a comparacao direta de um método com outro (HAMINIUK et al.,
2012; ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).

A atividade antioxidante utilizando métodos quimicos é avaliada por meio de
métodos de transferéncia de atomo de hidrogénio ou por métodos de transferéncia de elétrons.
Os métodos mais utilizados, que avaliam a transferéncia de atomo de hidrogénio sdo: o ABTS
((2,2’-azino-bis-)3-etil-benzotiazolina-6-4cido sulfénico), 0 ORAC (capacidade de absorcao

de radical oxigénio), o TRAP (potencial antioxidante reativo total) e a capacidade de inibi¢do
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da peroxidacdo lipidica. Enquanto que os métodos que avaliam a transferéncia de elétrons
sdo: o DPPHe (1,1-difenil-2-picrilidrazil), o FRAP (potencial antioxidante de reducdo do
ferro) e 0o TEAC (capacidade antioxidante equivalente em Trolox) (HAMINIUK et al., 2012).
Trés dessas metodologias serdo abordadas aqui: ABTS, DPPH e FRAP. Todas essas
metodologias foram utilizadas para avaliar a capacidade antioxidante dos extratos fendlicos

dos cogumelos.

A) Metodologia do ABTS ((2,2’-azino-bis-)3-etil-benzotiazolina-6-4cido sulfénico)

A metodologia ABTS tem sido amplamente utilizada para avaliar a atividade
antioxidante em alimentos e bebidas, devido a sua aplicabilidade em fases aquosa e lipidica
(MOON; SHIBAMOTO, 2009; ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013). O ABTS
apresenta elevada solubilidade em é&gua e estabilidade quimica. E um ensaio colorimétrico,
com maxima absor¢do a 342 nm, cujos radicais ABTS descolorem na presenca de
antioxidantes (ANTOLOVICH et al.,, 2002; CAROCHO; FERREIRA, 2013). O ensaio
original de ABTS foi baseado na ativacdo de meta-mioglobina por peroxido de hidrogénio na
presenca de ABTS e a amostra era adicionada ao meio antes da formagc&o do radical (PEREZ-
JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006). Na versdo modificada por Re et al. (1999) deste
ensaio, um radical cation estavel de ABTS é formado pela oxidacdo quimica do ABTS com
persulfato de potassio (como mostrado na Figura 3), antes da adicdo da amostra antioxidante.
Esta solucdo apresenta uma absor¢do cromofora azul esverdeada com maxima absorbancia em
645, 734 e 815 nm. A atividade antioxidante dos produtos naturais, incluindo os carotenoides,
compostos fenolicos, e alguns antioxidantes do plasma, é determinada pela descoloracéo do
ABTS. A absorcao da reacdo entre 0 ABTS e uma solucgdo antioxidante é comparada com a
absorcdo do padrdo Trolox, e os resultados sdo expressos em termos de capacidade
antioxidante em Trolox equivalente (MOON; SHIBAMOTO, 2009).

B) Metodologia DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil)

O método DPPH foi relatado primeiramente por Marsden Blois em 1958; mais tarde,
em 1995, Brand-Williams, Cuvelier e Berset revisaram o método original, tornando o DPPH
um método popular para estimar a capacidade antioxidante (NOIPA et al., 2011). O método
DPPH é amplamente utilizado devido a sua estabilidade, simplicidade e seu sistema simples
de reacdo, que envolve somente a reagdo direta entre o radical e um antioxidante. A molécula
de DPPH é um radical livre de nitrogénio organico, estavel a temperatura ambiente que

apresenta um elétron livre descentralizado na molécula, de modo que esta ndo dimeriza, como
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seria 0 caso da maioria dos outros radicais livres. A descentralizacdo do elétron também da
origem a cor violeta forte, caracterizado por uma banda de absorcdo monitorada entre 515-
520 nm. Quando uma solu¢do metandlica de DPPH reage com um antioxidante, o DPPH é
reduzido, alterando sua cor violeta para amarelo claro e uma reducdo na absorbancia é
observada. Os fatores que influenciam a atividade de eliminagdo do radical DPPH sdo: o
solvente no qual o DPPH ¢ solubilizado, o pH, a concentracdo da amostra e tempo de reacao
(BADARINATH et al., 2010; NOIPA et al., 2011; ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN,
2013).

FIGURA 3 - PRODUCAO DO RADICAL CATION ABTS PELA ADIGAO DE PERSULFATO DE

POTASSIO.
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FONTE: MOON e SHIBAMOTO (2009).

C) Metodologia FRAP (potencial antioxidante de reducéo do ferro)

O ensaio FRAP foi originalmente aplicado ao plasma, mas agora é comumente
utilizado em um grande niimero de matrizes. E caracterizado pela reducéo do complexo entre
o Fe*" e a tripiridiltriazina (Fe** - TPTZ), para Fe** - TPTZ, conforme a Figura 4. Esta
reducdo ocorre em contato com antioxidantes em meio &cido, alterando a cor da solucdo de
amarelo para azul intenso, analisado por meio de um espectrofotbmetro, com maxima
2+

absorbancia em 593 nm. Os resultados podem ser expressos como micromolar de Fe

equivalente, ou em relacdo a um antioxidante padrdo, como por exemplo, o Trolox (PEREZ-
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JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006; MOON; SHIBAMOTO, 2009; CAROCHO;

FERREIRA, 2013).

FIGURA 4 - FORMAGCAO DO COMPLEXO FE?* - TPTZ A PARTIR DO COMPLEXO FE** - TPTZ POR

ACAO ANTIOXIDANTE.
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FONTE: MOON e SHIBAMOTO (2009).

A Tabela 4 apresenta um levantamento bibliografico que aponta o0s testes
antioxidantes in vitro, supracitados, que vem sendo utilizado pelos autores nos ultimos anos

para avaliar a capacidade antioxidante em cogumelos comestiveis e ndo comestiveis.
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TABELA 4 - METODOS (IN VITRO) MAIS UTILIZADOS PARA AVALIAR A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE EM COGUMELOS NOS ULTIMOS ANOS.

(Continua)
Métodos antioxidantes
Ano Cogumelos (in vitro) Autores
ABTS DPPH FRAP
2017 Lactarius indigo, Amanita flavoconia, Russula emetica, Strobilomyces floccopus, X X (YAHIA; GUTIERREZ-
Hygrophorus sordidus, Amanita pantherina, Boletus edulis, Agaricus arvensis, Amanita OROZCO; MORENO-PEREZ,
virosa, Boletus frostii, Ramaria flava, Lycoperdon perlatum, Ganoderma lucidum, 2017)
Cortinarius alboviolaceus, Sarcodon imbricatus, Boletus luridus, Hypomyces lactiflorum
2016 Pleurotus ostreatus X X X (GONZALEZ-PALMA et al.,
2016)
2016 Flammulina velutipes X X X (HU et al., 2016)
2016 Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus X X (RADZKI et al., 2016)
2016 Pleurotus sajor-caju X (RASHIDI; YANG, 2016)
2016 Pleurotus eryngii, Ganoderma lucidum, X X (SHANG et al., 2016)
Ganoderma applanatum, Tricholoma matsutake
2016 Pleurotus ostreatus X (YILMAZ et al., 2016)
2015 Pleurotus ostreatus, Hypsizygus tessulatus, Lentinula X (CHOWDHURY; KUBRA;
edodes AHMED, 2015)
2015 Pleurotus ostreatus X X (HAN et al., 2015)
2015 Phaeolus schweinitzii, Inonotus hispidus, Tricholoma columbetta, X X X (SMOLSKAITE;
Tricholoma caligatum, Xerocomus chrysenteron, Hydnellum ferrugineum VENSKUTONIS; TALOU, 2015)
2015 Ganoderma lucidum, Morchella esculenta, Lentinula edodes, Hericium erinaceus X X (YILDIZ et al., 2015)
2015 Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus X X X (JAWORSKA et al., 2015)
2015 Agaricus bisporus (Portobelo), Pleurotus ostreatus, Fomes fomentarius X X (MIRCEA et al., 2015)
2015 Lentinula edoddes X X X (MISHRA; PAL; BHATT, 2015)
2015 Pleurotus ostreatus X X (STEFAN; VAMANU;
ANGELESCU, 2015)
2014 Ganoderma carnosum, Ganoderma lingzhi, Ganoderma australe, Postia stiptica, Phlebia X X (BANG et al., 2014)
tremellosa, Trametes versicolor, Inonotus andersonii, Inonotus sp. Heterobasidion
linzhiense, Heterobasidion linzhiense, Phellinus gilvus, Phellinus conchatus, Inocybe sp.,
Collybia peronata, Lactarius hatsudake, Lenzites botulina, Panellus sp., Rigidoporus sp.,
Tricholoma caligatum
2014 Chroogomphus rutilus X X (CAYAN et al., 2014)
2014 Boletus edulis, Russula delica X (FERNANDES et al., 2014)
2014 Antrodia salmonela X (HSEU et al., 2014)
2014 Suillus luteus X X X (JAWORSKA et al., 2014)
2014 Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sapidus X (JEENA et al., 2014)
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TABELA 4 - METODOS (IN VITRO) MAIS UTILIZADOS PARA AVALIAR A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE EM COGUMELOS NOS ULTIMOS ANOS.

(Concluséo)

2014 Jingian X X (LIU et al., 2014b)
2014 Agaricus albertii, Agaricus urinascens, Pleurotus eryngii X (REIS et al., 2014)
2014 Auricularia cornea, Calvatia gigantea, Hericium coralloides, Pleurotus australis, Hericium X (REN et al., 2014)
erinaceum, Lentinula edodes
2014 Afrocantharellus splendens, Afrocantharellus symoensii, Cantharellus tomentosus, X (TIBUHWA, 2014)
Cantharellus congolensis, Cantharellus cyanoxanthus, Cantharellus rufopunctatus,
Cantharellus pseudocibarius
2013 Agaricus balzei, Lentinus edodes X X X (CARNEIRO et al., 2013)
2013 Amanita ovoidea X (DOGAN, 2013)
2013 Agaricus bisporus, Agaricus brasiliensis X X (GAN; NURUL AMIRA,;
ASMAH, 2013)
2013 Lactarius deliciosus, Lactarius sanguifluus, Lactarius semisanguifluus, Russula delica, X X (KALOGEROPQULOQS et al.,
Suillus bellinii 2013)
2013 (a) Agaricus bisporus X (LIU et al., 2013a)
2013 (b) Ramaria flava X (LIU et al., 2013b)
2013 Pleursotus eryngii X (MISHRA et al., 2013)
2013 Cordyceps militaris X (REIS et al., 2013)
2013 Coprinus comatus X (STOJKOVIC et al., 2013)
2013 Pleurotus ostreatus X (VIEIRA et al., 2013)
2013 Hypsizygus tessulatus, Pleurotus eryngii, X (WONG et al., 2013)
Pleurotus florida, Auricularia polytricha, Flammulina velutipes
2013 Schizophyllum commune X X X (YIM; CHYE; RAO, 2013)
2012 Agrocybe cylindracea, Amanita ceciliae, Amillaria mellea, Boletus reticulatus, Cantharellus X (AKATA; ERGONUL;
cibarius, Chlorophyllum rhacodes, Coprinus comatus, Flanulina velutipes, Lactarius KALYONCU, 2012)
deliciosus, Lactarius salmonicolor, Pleurotus ostreatus, Polyporus squamosus, Rhizopogon
roseolus, Russula anthracina, Suillus collinitus, Tricholoma myomyces
2012 Coprinopsis atramentaria, Lactarius bertillonii, Lactarius vellereus, Rhodotus palmatus, X (HELENO et al., 2012)
Xerocomus chrysenteron
2012 Pleurotus ostreatus X X X (LIM; YIM, 2012)
2012 Agaricus bisporus X (LIU; WANG, 2012)
2012 Clitocybe maxima, Catathelasma ventricosum, Stropharia rugoso-annulata, Craterellus X (LIU et al., 2012a)
cornucopioides, Laccaria amethystea
2012 Hypsizygus tessulatus X (MONIRA et al., 2012)
2012 Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Lentinula edodes X (REIS et al., 2012b)
2012 Pleurotus porrigens X X X (YIM et al., 2012)

~ FONTE: O autor (2017).
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1.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE COGUMELOS

O desenvolvimento de antibidticos tem sido uma das realizagbes cientificas mais
importantes dos ultimos setenta anos. Estes compostos agem de varias maneiras, interferindo
nos processos metabdlicos ou nas estruturas do organismo. O mecanismo de acdo esta
relacionado principalmente com interferéncias na sintese da parede celular, modifica¢do da
permeabilidade da membrana plasmatica, interferéncias na replicacdo cromossémica ou na
sintese proteica (ALVES et al., 2012).

As plantas medicinais tém sido usadas durante séculos como remédios para doencas
humanas e oferecem uma nova fonte de composto quimico biologicamente ativo como agente
antimicrobiano (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010). Os produtos naturais ainda sao
uma das principais fontes de novas moléculas de drogas antimicrobianas. S&o derivados de
bactérias procarioticas, microrganismos eucarioticos, plantas e varios organismos animais. Os
produtos microbianos e vegetais ocupam a maior parte dos compostos antimicrobianos
descobertos até agora. Recentemente, muitos pesquisadores tém se concentrado na
investigacdo de extratos vegetais e microbianos, 0leos essenciais, metabolitos secundarios
puros e novas moléculas sintetizadas como agentes antimicrobianos potenciais (BALOUIRI,
SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Os cogumelos podem ser uma fonte de antibidticos naturais, devido a presenca de
compostos com pesos moleculares diferentes, que apresentam atividade antimicrobiana. Os
compostos de baixo peso molecular, que apresentam essa atividade, sdo principalmente
metabolitos secundarios tais como sesquiterpenos e outros terpenos, esteroides, antraquinona
e derivados de &cido benzoico e quinolinas, mas também metabolitos primarios tais como
acido oxalico. Ja os compostos de alto peso molecular com atividade antimicrobiana incluem,
principalmente, peptideos e proteinas (ALVES et al., 2012).

A atividade antimicrobiana pode ser determinada por meio de testes de
susceptibilidade antimicrobiana. Esses testes podem ser usados para descoberta de farmacos,
epidemiologia e predicao de resultados terapéuticos (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010;
BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). E possivel utilizar uma variedade de métodos de
laboratério para avaliar ou pesquisar a atividade antimicrobiana in vitro de um extrato ou de
um composto puro. Os métodos mais conhecidos e basicos sdo os métodos de difusdo em
disco ou poco e de diluicdo em caldo ou &gar. Os métodos de difusdo ndo sdo apropriados
para determinar a Concentracdo Minima Inibitoria (MIC), enquanto os métodos de dilui¢do

fornecem essa informacdo. O valor de MIC ¢ definido como a concentracdo mais baixa do
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agente antimicrobiano de interesse que inibe o crescimento visivel do microrganismo testado
e é usualmente expresso em mg/mL ou mg/L (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

1.5.1 Método de difusdo em disco

O metodo de difusdo em disco de &gar foi desenvolvido em 1940 e é amplamente
utilizado para ensaios de atividade antimicrobiana de diferentes fontes de extratos. Neste
procedimento, os discos de papéis de filtro esterilizados (por filtracdo) de 6 mm (Whatmann
N° 1), séo saturados com extrato de interesse na concentracdo desejada para o teste (DAS;
TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Os discos contendo o extrato devem ser secos em camara de fluxo laminar para
posteriormente serem colocados na superficie de um meio de &gar sélido adequado (Mueller
Hinton, &gar de soja Trypton ou &gar Nutriente), conforme Figura 5. O meio sdlido deve ter
sido previamente inoculado com o micro-organismo a ser testado, em concentracdo padréo de
inculo igual a 1x10® UFC/mL, que corresponde padrdo de turvacdo McFarland 0,5 (DAS;
TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

As placas de Petri sdo entdo incubadas durante 24 h a 37°C (bactérias) e 48 h a 25°C
(fungos) (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010). Geralmente, o agente antimicrobiano
difunde para dentro do agar e inibe a germinagdo e crescimento do microrganismo testado
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Em seguida, o diametro da zona de inibi¢do de
crescimento € medido para o milimetro inteiro mais proximo no ponto em que ha uma
reducdo proeminente de crescimento de 80% (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

FIGURA 5 - METODO DE DIFUSAO EM DISCO.

FONTE: BALOUIRI, SADIKI e IBNSOUDA (2016).

No entanto, uma vez que a inibigdo do crescimento bacteriano ndo significa a morte
bacteriana, este método ndo pode distinguir efeitos bactericidas e bacteriostaticos. Além disso,

0 método de difusdo em disco de agar ndo é apropriado para determinar a MIC, uma vez que é
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um método qualitativo, impossivel quantificar a quantidade do agente antimicrobiano
difundido no meio de agar (ARASOGLU; DERMAN; MANSUROGLU, 2016; BALOUIRI;
SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

1.5.2 Método de difusdo em pogos

De forma semelhante ao procedimento utilizado no método de difusdo em disco, a
superficie da placa de &gar é inoculada espalhando um volume do inoculo microbiano sobre
toda a superficie do &gar. Em seguida, realiza-se uma perfuragdo no meio, com diametro
variando de 6 a 8 mm, com uma broca de cortica estéril. Um volume fixo (20 — 100 uL) do
agente antimicrobiano com concentragdo conhecida deve ser introduzido no poco. Em
seguida, a placa deve ser incubada sob condic¢des adequadas dependendo do micro-organismo
de teste. O agente antimicrobiano difunde no meio de &gar e inibe 0 crescimento da estirpe
microbiana testada, conforme Figura 6. A medicdo do raio de inibicdo deve ser realizada
conforme citado no item 1.5.1 (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010; BALOUIRI,
SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

FIGURA 6 — METODO DE DIFUSAO EM POCOS.

FONTE: BALOUIRI, SADIKI e IBNSOUDA (2016).

1.5.2 Método de microdiluicdo em caldo ou agar

O método de microdiluicdo em caldo fornece uma técnica potencialmente util para
determinar a MIC de um grande nimero de amostras de teste. A MIC é importante nos
laboratérios de diagndstico para confirmar a resisténcia de microrganismos a um agente
antimicrobiano e também para monitorar a atividade de um novo agente antimicrobiano
(DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).
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O caldo Mueller Hinton € frequentemente utilizado como meio de crescimento/
diluente nos pocos da microplaca de 96 pogos antes (Figura 7) de transferir um volume igual
da solucdo de estudo para o primeiro poco de cada fileira da placa. Diluicdes em série sdo
feitas a partir do primeiro pogo a fim de obter uma gama de concentragfes do extrato
estudado (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

FIGURA 7 — METODO DE MICRODILUIGAO EM MICROPLACA DE 96 POCOS.
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FONTE: O autor (2017).

Em seguida, cada pogo é inoculado com um inéculo microbiano preparado no
mesmo meio, apds diluicdo de suspensdao microbiana padronizada ajustada a 0,5 escala de
McFarland (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Alguns investigadores utilizam
cultura microbiana com uma densidade Optica de 0,4 a 620 nm. A microplaca é entdo
incubada a 37°C durante 24 h (DAS; TIWARI; SHRIVASTAVA, 2010).

Apds incubacdo, as placas sdo examinadas quanto a alteragdes na turbidez como um
indicador de crescimento. O primeiro pog¢o que aparece claro é tomado para ser a MIC do
agente antimicrobiano testado. Essa alteracdo pode ser identificada utilizando um
equipamento leitor de microplacas (espectrofotdmetro) ou reagentes corantes. O emprego de
espectrofotbmetro requer a utilizacdo usual de absorbancia igual a 620 nm com controle
negativo como “branco”. Os indicadores de crescimento microbiano (corantes) mais
utilizados sdo os sais de tetrazolio ou o corante azul Alamar (resazurina) (DAS; TIWARI,
SHRIVASTAVA, 2010; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

As principais vantagens deste método sdo a determinacdo da MIC, a
reprodutibilidade, a economia de reagentes e a minimizagdo do espaco necessario para a
realizagdo das analises (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).
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1.5.3 Método de macrodilui¢do de caldo

O principio basico deste ensaio € 0 mesmo que o0 ensaio de microdilui¢do de caldo.
Mas o teste é realizado em um tubo de ensaio. No ensaio de macrodiluigdo, é preparado um
conjunto de tubos de ensaio com diferentes concentragdes de extrato de planta com o0 mesmo
volume. Os tubos s&o inoculados com micro-organismos de teste de concentracdes padréo
conforme discutido acima. Apos incubacdo, os tubos sdo examinados quanto a alteracdes na
turbidez como um indicador de crescimento. A MIC do extrato de planta ou do fitoquimico de
ensaio pode ser determinada utilizando os metodos acima discutidos (DAS; TIWARI;
SHRIVASTAVA, 2010).

As principais desvantagens deste método quando comparado ao de microdilui¢do séo
as tarefas tediosas manuais, o risco de erros na preparacdo de solucbes antimicrobianas para
cada teste e a quantidade comparativamente grande de reagentes e espaco requerido
(BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016).

Os capitulos 2, 3 e 4 apresentam os resultados obtidos dos estudos da composicao
fisico-quimica, nuticional e de compostos biologicamente ativos presentes em sete espécies de

cogumelos comestiveis comercializados no territorio brasileiro.
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CAPITULO 2

COGUMELOS COMESTIVEIS: UMA FONTE POTENCIAL DE AMINOACIDOS
ESSENCIAIS, GLUCANAS E MINERAIS

O conteudo desse capitulo foi aceito para publica¢do na revista International Journal of Food
Science and Technology.
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RESUMO

Os principais componentes quimicos e bioquimicos de nove cogumelos comestiveis foram
avaliados neste estudo. Um método enzimatico foi utilizado para determinar os contetdos de
a- e B-glucanas e os perfis de aminoacidos (AA) foram avaliados por RP-HPLC-DAD. Foi
avaliada a dose diaria recomendada (RDA) dos nutrientes. Finalmente, a analise de
componentes principais (PCA) foi utilisada para agrupar os cogumelos de acordo com seus
AA, glucanas e composicdo quimica. Todos os cogumelos avaliados podem ser considerados
como fonte potencial e alternativa de fibra alimentar (24,4 a 46,62%) e proteina (16,47 a
36,96%) na dieta, com baixo teor de gordura (1,40 a 2,08%). Fosforo, potassio, ferro, cobre e
zinco foram os principais minerais encontrados nos cogumelos, enquanto que a concentracao
de sddio foi desprezivel. Todos os AA essenciais foram detectados nos cogumelos, com
Pleurotus ostreatus (cogumelo “Ostra” preta) representando a principal fonte de aminoacidos
essenciais entre as amostras. O contetdo de PB-glucanas variou de 1,58 a 16,91 mg/g de
matéria seca entre os cogumelos e o Pleurotus eryngii apresentou a maior quantidade desse
componente. P. ostreatus (cogumelo “Ostra” preta) e P. eryngii também foram agrupados
devido a semelhangas em seus teores de fosforo e arginina.

Palavras-chave: p-glucanas, aminoacidos essenciais, PCA, conteddo mineral, baixo contetudo

de sbdio.
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2.1 INTRODUCAO

Embora existam aproximadamente 3.000 espécies de cogumelos comestiveis na
natureza, apenas cerca de 25 sdo amplamente aceitos como alimento e poucos séo
comercialmente cultivados (Valverde et al.,, 2015). Em muitos paises, 0s cogumelos
comestiveis sdo pouco consumidos pela populacdo, apesar de representarem uma das maiores
fontes alimentares e nutricionais (WANI; BODHA; WANI, 2010; DEEPALAKSHMI;
MIRUNALINI, 2014).

Os cogumelos possuem uma composi¢do nutricional balanceada (RASHIDI; YANG,
2016) e sdo considerados como fonte atrativa e alternativa de proteina de alta qualidade, com
aminoacidos essenciais (AA) e ndo essenciais. Neste contexto, 0s AA desempenham um papel
importante na estrutura das celulas, tecidos e 6rgdos, tornando-se, portanto, essencial para o
crescimento e reparacdo celular (ALAM et al., 2008; WANI; BODHA; WANI, 2010;
MUKHOPADHYAY; GUHA, 2015; TEKLIT, 2015). Além disso, os cogumelos sdo uma
excelente fonte de carboidratos, fibra dietetica, acidos graxos insaturados, vitaminas e
minerais (DEEPALAKSHMI; MIRUNALINI, 2014; KADNIKOVA et al., 2015; ROSLI;
MAIHIZA; RAUSHAN, 2015; TEKLIT, 2015).

Além de ser uma excelente fonte de nutrientes, os cogumelos sdo considerados
alimentos funcionais e podem proporcionar beneficios para a saide por apresentar compostos
bioativos como B-glucanas, peptideos, substancias quitinosas, terpenos, esterdis e compostos
fendlicos (WANI; BODHA; WANI, 2010; DEEPALAKSHMI; MIRUNALINI, 2014). As B-
glucanas sdo polissacarideos constituintes da parede celular dos cogumelos, que resistem as
enzimas gastrointestinais, auxiliando no aumento do volume das fezes e mobilidade intestinal.
Acredita-se também que este polissacarideo é capaz de diminuir a absorcdo de substancias
quimicas toxicas e nocivas, levando a uma menor incidéncia de cancer (CHEUNG, 2013;
ROSLI; MAIHIZA; RAUSHAN, 2015; RUTHES; SMIDERLE; IACOMINI, 2015).

A informacdo sobre o conteddo nutricional dos alimentos contribui para o
estabelecimento de politicas de producdo, armazenamento, avaliacdo do estado nutricional,
formulacédo de dietas terapéuticas e as relacdes entre dieta, satde e doenca (Caire-juvera et al.,
2013). Neste contexto, este trabalho apresenta a composicao e a qualidade nutricional de nove
cogumelos comestiveis dos géneros Agaricus, Flammulina, Lentinula e Pleurotus, a fim de
ampliar o conhecimento dos beneficios e vantagens da insercdo desses cogumelos a dieta

humana.
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Os objetivos deste estudo foram: (I) analisar a concentracdo de a- e B-glucanas, (1)
avaliar o perfil de aminoécidos individuais das amostras por cromatografia liquida, (I11)
determinar a composicdo mineral e (V) agrupar as nove amostras de cogumelos comestiveis
de acordo com sua composicdo quimica, mineral e de aminoacidos, usando a analise de

componentes principais (PCA).

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Cogumelos

As amostras de cogumelos comestiveis (corpos de frutificacdo de nove cogumelos
distintos) foram analisadas em laboratérios da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(Embrapa Florestas) em Colombo-PR/Brasil. As espécies selecionadas para este estudo
foram: Agaricus bisporus (Champignon), A. bisporus (Portobelo), A. brasiliensis, Flammulina
velutipes, Lentinula edodes, Pleurotus djamor, P. eryngii, P. ostreatus (cogumelo “Ostra”
branca) e P. ostreatus (cogumelo “Ostra” preta), conforme Figura 8. Com excecdo do A.
brasiliensis, que foi fornecido por um produtor de cogumelos de Piedade, Sédo Paulo, Brasil,
os demais cogumelos foram adquiridos no comércio de Curitiba, Parana, Brasil. Um total de

2,0 kg de cada cogumelo foi comprado para a realizagdo das analises.

2.2.2 Composicao quimica

Os cogumelos (amostras frescas), apos serem triturados e homogeneizados em um
misturador, foram utilizados para as analises, exceto para a determinacédo do teor de lipidios.
As amostras para a determinacéo de lipideos foram liofilizadas (a -50°C e 150 mm Hg por 96
horas), devido ao elevado teor de umidade do produto original. O teor de umidade foi
determinado por diferenca de peso antes de depois da secagem em estufa a 105°C até massa
constante, segundo AOAC (Association of Official Analytical Chemicals), método n°® 925.09
(AOAC, 2005). O residuo mineral fixo (cinzas) foi quantificado apds incineracdo das
amostras em mufla, a 550 °C por 5 h, conforme o método n°® 923.03 (AOAC, 2005). O
conteudo lipidico foi determinado pelo método de extracdo de Soxhlet, utilizando éter etilico
como solvente de extracdo. O teor de proteina foi determinado pelo método n° 920.87,

(AOAC, 2005) e o nitrogénio convertido em proteina, multiplicando o contetdo de nitrogénio
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FIGURA 8 - COGUMELOS COMESTIVEIS ANALISADOS.

Agaricus bisporus  Agaricus bisporus

(Champignon) (Portobello)

' Lentinula edodes
Agaricus brasiliensis  Flammulina velutipes

' S Pleurotus ostreatus
Pleurotus djamor Pleurotus eryngii (Cogumelo "Ostra" branco) (Cogumelo "Ostra" preto)

Pleurotus ostreatus

FONTE: O autor (2017).
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por um fator de 4,38, considerando que os cogumelos apresentam uma alta proporcdo de
compostos nitrogenados nao-proteicos (NPN), como a quitina, de acordo com Reis et al.,
(2012a) e Rashidi e Yang (2016). A fibra alimentar total foi determinada como fragOes
soluveis e insollveis, de acordo com o método enzimatico-gravimétrico, utilizando o método
n® 991.43, (AOAC, 2005). O teor de carboidratos totais, incluindo a fibra alimentar, foi
calculado por diferenca (isto é, 100 g de produto menos a soma de umidade, cinzas, proteinas
e lipideos). Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos

em matéria seca (MS).

2.2.3 Anélise de minerais

Os minerais foram quantificados utilizando amostras liofilizadas dos cogumelos de
acordo com o metodo descrito por Silva (1999), Sarruge e Haag (1974). Os macro minerais
foram determinados apds digestdo com acido nitro-perclorico (NOGUEIRA; SOUZA, 2005).
Os teores de sddio e de potassio nos digestatos foram determinados espectrofotometricamente
utilizando fotémetro de chama (SILVA, 1999). O célcio e o magnésio foram quantificados
com o auxilio da espectroscopia de absorcdo atomica (SARRUGE; HAAG, 1974). O fosforo
foi determinado em espectrofotometro UV/VIS a 660 nm apds a producdo de é&cido
fosfomolibdico de cor azul, cuja intensidade de cor € proporcional a concentracdo de fosforo
na amostra (NOGUEIRA; SOUZA, 2005). As concentracbes de manganés, ferro, cobre e
zinco foram determinadas de acordo com Silva (1999) em um espectrometro de absor¢édo
atdbmica, nos comprimentos de onda de 279,5, 248,3, 324,7 e 213,9 nm, respectivamente.

Cada analise mineral foi realizada em triplicado e os resultados foram expressos MS.

2.2.4 Determinacdo de glucanas

A quantificacdo de glucanas nos cogumelos foi realizada por um método
colorimétrico-enzimatico utilizando um kit enzimatico para determinag¢do de B-glucanas em
leveduras - Enzymatic Yeast -Glucan Assay Kit® - (Megazyme®-IDA Business Park, Bray,
Co. Wicklow, A98 YV29 Irlanda). As glucanas totais e as a-glucanas foram quantificadas em
triplicata, e a diferenca foi considerada como a fracgdo de B-glucanas. Os resultados foram

expressos em miligramas de [3-glucanas por grama de MS.
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2.2.5 Perfil de aminoédcidos (AA)

O perfil de aminoacidos foi determinado de acordo com Hagen, Frost e Augustin
(1989) e White, Hart e Fry (1986). A cromatografia em fase reversa foi realizada utilizando
um volume de inje¢do de 30 pL e vazédo igual a 1,0 mL/min, em um cromatografo liquido de
alta performance (Shimadzu Corp., Kyoto, Japdo). A separacdo foi realizada utilizando uma
coluna Luna® C18 com dimensdes de 4,6 mm x 150 mm, 5,0 mm (Phenomenex, Torrance,
CA, EUA) a 58°C e os aminoacidos foram detectados a 254 nm com um detector de DAD. O
eluente A utilizado foi um tampé&o de acetado de sddio 0.14 N, acetonitrila (razdo 1,2:10 mL
de acetonitrila:acetado de sddio) e trietilamina (razdo 1:2000 de trietilamina:acetado de
sodio). O eluente B utilizado foi uma solucdo 6:4 de acetonitrila e agua ultrapura. A
quantificacdo realizada por adi¢do de acido a-aminobutirico como padréo interno. O limite de
quantificagdo do meétodo foi de 0,01%. Os resultados foram expressos em gramas de AA por
100 g de MS.

2.2.6 Andlise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foram realizados utilizando o
software Statistica versdo 10.0 e os dados foram considerados significativos em p<0,05. Essas
ferramentas estatisticas foram utilizadas para separar os valores medios dos parametros
analisados. O software Origin Pro 8.0 (Origin Lab., Northampton, MA, EUA) foi usado para
construir matrizes de dados. Os dados foram processados no Matlab versdo 7.1 (Mathworks
Inc.) utilizando o pacote PLS-toolbox 1.5 (Eigenvector Research Inc.) para analise
guimiométrica. A analise de componentes principais (PCA) foi utilizada para reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados para algumas variaveis (denominadas componentes
principais (PCs)), que descrevem a maior variancia dos dados analisados. A técnica fornece
um resumo das semelhancas e diferencas entre amostras quanto a concentracdo dos
compostos de interesse (LU et al., 2010; FRIZON et al., 2015).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Composi¢do quimica e glucanas

Aproximadamente 90% do corpo de frutificacdo do cogumelo € constituido de &gua.
Os solidos totais (cerca de 10%) foram compostos de proteinas, fibras alimentares,
carboidratos, lipideos e minerais. O teor de umidade foi maior em A. bisporus (Champignon -
92,99%), seguido por A. bisporus (Portobelo - 91,94%), A. brasiliensis (91,38%), P. djamor
(91,63%), P. ostreatus (cogumelo “Ostra” branca - 90,65%), F. velutipes (89,92%), P. eryngii
(89,52%), L. edodes (88,46%) e P. ostreatus (cogumelo “Ostra” preta - 88,19%).

A fracdo sdlida dos cogumelos € composta principalmente por carboidratos
(principalmente fibras alimentares) e proteinas (Tabela 5). A quantidade de proteinas (% MS)
presente nos cogumelos variou de 16,47% em P. eryngii a 36,96% em P. ostreatus (“Ostra”
preta). Valores semelhantes foram relatados por Cohen et al. (2014), Ulziijargal e Mau
(2011). De acordo com Raya et al. (2014), os teores de proteina dos cogumelos podem variar
de acordo com varios fatores, como a estirpe/espécie de cogumelo, a composi¢do do meio de
crescimento, o tempo de colheita, a técnica de manejo e as condi¢Bes dos substratos.

Os carboidratos encontrados nos cogumelos sdo principalmente polissacarideos que
constituem a parede celular. As paredes celulares conttm uma mistura de componentes
fibrilares que incluem quitina e os polissacarideos P-D-glucanas e mananas. Estes
componentes sdo carboidratos ndao digeriveis que sdo resistentes as enzimas humanas e podem
ser considerados como uma fonte de fibra alimentar (CHEUNG, 2013; MUKHOPADHYAY;
GUHA, 2015). As amostras de cogumelos avaliadas neste trabalho podem ser consideradas
como uma grande fonte de fibra alimentar, apresentando valores de 4 a 8 vezes superiores aos
definidos pela WHO/FAO/UNU (2007) para alimentos ricos em fibras. O teor de fibra
alimentar variou de 24,47% para A. bisporus (Portobelo) a 46,62% para P. ostreatus (“Ostra”
branca). Em geral, os cogumelos dos géneros Pleurotus e Lentinula apresentaram maiores
niveis de fibra alimentar que os géneros Agaricus e Flammulina (Tabela 5). Esta varia¢do no
teor de fibras pode estar relacionada principalmente com fatores genéticos, que irdo
determinar a quantidade e o tipo de sacarideos presentes nas paredes celulares dos fungos
(ROP; MLCEK; JURIKOVA, 2009).

Os principais polissacarideos encontrados nos cogumelos sdo as B-glucanas, que

compbem aproximadamente 50% da parede celular dos fungos (VALVERDE;
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HERNANDEZ-PEREZ; PAREDES-LOPEZ, 2015). A concentragio de B-glucanas varia em
fungdo da espécie (L. edodes e género Pleurotus sdo as fontes mais importantes), condigdes
de crescimento (razdo C/N, presenca de compostos fendlicos e pH do meio) e maturacéo do
corpo frutifero (ROP; MLCEK; JURIKOVA, 2009).

A quantidade de B-glucanas nas amostras variou de 1,58 a 16,91 mg/g (A. bisporus -
Portobelo e P. eryngii, respectivamente) (Tabela 5). Conforme observado para o teor de fibra
alimentar total, a quantidade de P-glucanas foi maior para 0s cogumelos dos géneros
Pleurotus, Lentinula e Flammulina. As B-glucanas sdo um dos principais componentes da
parede celular fungica e reconhecidos como potentes estimuladores imunolégicos em células
humanas. Enquanto o Lentinan é a substancia ativa no L. edodes, o Pleuran é o principal
polissacarideo ativo no género Pleurotus (ROP; MLCEK; JURIKOVA, 2009). Sdo
conhecidos por serem os compostos ativos das B-glucanas, que s@o eficazes no tratamento de
varias doencas cronicas. Estudos recentes, realizados com B-glucanas, relatam um grande
potencial antitumoral, efeitos radio-protetores, imuno potencilizadores, atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, alem de diminuir o indice glicémico pos prandial e os niveis
de colesterol LDL no plasma sanguineo (MIRA; GRAF; CANDIDO, 2009; CHA et al., 2012;
REN; PERERA; HEMAR, 2012; BAE et al., 2013; PILLAI; DEVI, 2013; MAITY et al.,
2014; SMIDERLE et al., 2014).

A concentracdo maxima de lipideos nos cogumelos foi de 2,08% na amostra de A.
bisporus (Champignon). Reis et al. (2012a) encontraram 2,18% de lipidios em A. bisporus
(Champignon) e 1,73% para F. velutipes. Alimentos com baixo teor lipidico sdo importantes
para dietas saudaveis e com restri¢do de calorias.

O conteudo de cinzas das amostras variou de 6,93 (P. eryngii) a 11,85% (A. bisporus
- Champignon). O potassio, o fosforo e o magnésio foram os minerais mais abundantes
encontrados nos cogumelos estudados (Tabela 5), e estes resultados estdo de acordo com
Ayaz et al. (2011), que estudou onze amostras de basidiomicetos. O teor de sodio nos
cogumelos foi exiguo. Com base na classificagdo WHO/FAO/UNU (2007), o P. djamor pode
ser considerado uma fonte de alimentos que ndo contém sodio, pois apresentou menos de 5
mg em 100 g de produto desidratado. Além disso, o P. ostreatus, o F. velutipes, o L. edodes e
0 A. brasiliensis podem ser classificados como alimentos de muito baixo contetdo de sddio
(<40 mg) e o A. bisporus com baixo teor de sddio (< 80 mg). Estes resultados destacam 0s
cogumelos comestiveis como um alimento saudavel e opcéo nutritiva em dietas para

individuos hipertensos.
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Compostos analisados (C'Ar‘{a?;sgi(;jrr:]g‘n) EAF;ot:’ItS(;)t;)e"ll:) ‘; A. brasiliensis F. velutipes L. edodes P. djamor P. eryngii (“(;;' tg:f,r ?rt:sca) (“(F;'s(t):’:f fﬁfta)
Cinzas (% MS) 11,85+0,04 10,73%+0,05 9,34%+0,26 8,52"°+0,14 8,82+0,12 8,17°+0,27 6,93%+0,16 6,99+0,17 8,12°+0,09
Lipideos (% MS) 2,08°+0,14 1,94%°+0,02 1,43%0,27 1,97%°+0,18 1,40%0,07 1,40%0,17 1,74%°+0,13 1,40%+0,07 1,59%+0,19
Proteinas (% MS) 26,99°+0,46 29,78°+0,62 33,39'+0,15 19,01°+0,71 18,87°+0,39 22,54°+0,19 16,47°+0,42 22,54°+0,20 36,96%+0,44
1 T
Carbo'dra,\tl‘l’;)mta's (% 59,08°+0,64 57,55°+0,69 55,84°+0,68 70,50°+1,03 70,91°40,58 67,89°+0,63 74,86'0,71 69,07%0,44 53,33%+0,67
Fibra Soltvel 6,99%+0,15 3,59°+0,30 7,78%+0,47 4,97°°+0,12 4,45%°+0,37 5,42°+0,47 4,18%+0,24 6,519+0,39 5,14°°+0,41
alimentar InsolGvel 22,44%+0 57 20,88%+1,54 26,19°+1,25 27,17%+1,37 37,44°+0,41 29,87%1,42 24,85"°+1,30 40,11°+0,62 27,58%+0,04
(% MS) Total 29,43%+0,77 24,47%+1,80 33,97%+1,29 32,14%+1,06 41,89+0,57 35,30°+1,44 29,04°+1,73 46,629+0,92 32,72%+0,44
Glucanas o 1,25bf¢o,03 0,41°+0,01 1,71';10,04 0,33°+0,01 0,80°+0,01 0,41°+0,02 1,639:;0,05 0,56%+0,01 0,07°+0,01
(malg MS) B 5,88°°+0,19 1,58%0,02 5,25°+0,33 12,36°+0,46 11,63%+0,25 12,48°+0,14 16,917+0,15 12,63%+0,05 5,98°+0,09
9’9 Total 7,13%0,21 2,00°+0,01 6,98%+0,32 12,69%+0,48 12,429+0,25 14,96'+0,15 18,54%+0,16 13,19°+0,06 6,05°+0,08
Fosforo  1075,009t46,67  1073,00%+4,24  1327,00°455,15  908,00°+8,49 774,00°+19,80  617,00°+32,53 787,007°+1,41 699,00%+41,01 1540,00+67,88
Macrominerais  Potassio  3620,00+198,00 3480,005+113,14 2000,00°%+169,71 2550,00°+98,99 2050,00%+155,56 2790,00¥+14,14 1860,00°+113,14  3060,00%+28,28  2690,00“+127,28
(mg/100g MS) Calcio 20,00°°+3,54 17,50°°+3 54 28,75°+5,30 3,75%1,77 16,25°+1,77 15,00%+3,54 10,00%+0,00 8,75%+1,77 15,00%+3,54
Magnésio  117,50%0,00 117,50%+0,00 115,00%+7,07 152,50"+7,07 155,00%+3 54 175,00,7+0,00 117,50%+0,00 148,75°+1,77 168,757+8,84
Sédio 66,00%+1,41 56,00%+7,07 7,00%+1 41 12,00°°+0,00 10,50%°+0,71 N.D. 8,00%+2,83b 21,00°+0,00 20,00°1,41
Microminerais _Manganés 0,40210,14 0,90?10,00 1,25°°+0,07 1,00°°+0,00 1,90°+0,28 2,00°+0,14 1,00°°+0,14 1,05"°+0,07 1,50%+0,14
(mg/100g MS) Ferro 4,30°+0,28 4,30°+0,00 18,60%+0,42 11,35%+0,35 3,40%+0,28 15,40°+0,42 2,55%0,21 17,40'+0,14 7,90°+0,28
9/1ovg Cobre 3,30°+0,00 5,95'+0,21 18,00%+0,00 0,30%+0,00 0,55%+0,07 1,80°+0,14 0,80°+0,00 2,45°+0,07 3,15%0,21
Zinco 6,95%+0,21 7,15%+0,07 9,40°+0,14 6,60%+0,14 8,00°+0,00 16,00+0,28 9,55%+0,07 10,05%+0,21 12,45°+0,07

FONTE: O autor (2017).
NOTA: * Conteudo de carboidratos totais obtido por diferenca; MS — matéria seca; N.D. — ndo detectado; Médias seguidas por uma mesma letra na mesma linha néo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Uma diferenga importante foi observada na composi¢do quimica dos cogumelos P.
ostreatus. Enquanto o P. ostreatus (“Ostra” preta) foi nutricionalmente mais rico do que P.
ostreatus (“Ostra” branca), principalmente em relagdo ao conteldo de proteinas e composicdo
de aminoécidos essenciais (Tabela 7), o P. ostreatus (“Ostra” branca) apresentou maior teor

de fibra alimentar e maior composi¢ao de a e B-glucanas (Tabela 5).

2.3.2 Comparacdo dos dados da composicéo quimica e bioquimica com a ingestdo diaria
recomendada (RDA)

Os dados obtidos a partir da analise da composi¢cdo quimica dos cogumelos
comestiveis foram comparados com a ingestdo diaria recomendada (RDA), consultado no
Conselho de Alimentacdo e Nutricdo (FNB) do Instituto Americano de Medicina da
Academia Nacional (TRUMBO et al., 2002). A contribuicdo nutricional que os cogumelos
comestiveis desidratados proporcionam a RDA em seres humanos € apresentada na Tabela 6.
O consumo de 100 g de qualquer um dos cogumelos desidratados avaliados satisfaz a ingestdo
diaria de fibra alimentar para mulheres (25 g) e aproximadamente 80% do valor recomendado
para homens (38 Q).

Os cogumelos satisfazem 41 e 55% da ingestdo proteica diaria recomendada para
homens e mulheres, respectivamente. Com excecdo do P. djamor e do P. ostreatus, o
consumo diario de 100 g de cogumelos supriria as necessidades diarias de um adulto para o
fosforo (700 mg). A necessidade de cobre (900 pg) também seria satisfeita pela maioria dos
cogumelos estudados. As necessidades diarias de ingestdo de zinco para mulheres (8 mg)
seriam fornecidas com o consumo de 100 g (MS) de A. brasiliensis, L. edodes ou Pleurotus
spp. Na verdade, a ingestdo de 100 g de A. brasiliensis contribuiria sozinho com as
necessidades diérias de fosforo, ferro, cobre e zinco, simultaneamente. No entanto, nenhum
dos cogumelos avaliados pode ser considerado uma fonte apropriada de calcio. A ingestao
adequada de minerais € essencial porque desempenham um papel importante nas respostas
metabdlicas, na formacdo 6ssea saudavel, na transmissao de impulsos nervosos e na regulacdo
do sal e da 4gua em sistemas biologicos (MALLIKARJUNA et al., 2013).
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TABELA 6 - CONTRIBUICAO DO CONSUMO DE 100 G (MS) DE COGUMELOS PARA A INGESTAO DIARIA RECOMENDADA (RDA) PARA ADULTOS DO
SEXO MASCULINO (&) E DO SEXO FEMININO (%).

A. bisporus A. bisporus A F. L. P. P. P. ostreatus P. ostreatus
RDA (Champignon)  (Portobelo) brasiliensis velutipes edodes djamor eryngii  (“Ostra” branca) (“Ostra” preta)
Contribuicao (%) para a ingestéo diaria recomendada

Carboidratos 39 130 * 22,80 25,44 16,57 29,51 22,32 25,05 35,25 17,28 15,88
Fibra alimentar & 38 * 77,45 64,39 89,39 84,58 110,24 92,89 76,42 122,68 86,11

total Q 25 * 117,72 97,88 135,88 128,56 167,56 141,2 116,16 186,48 130,88
Proteina 3 56 * 48,20 53,18 59,63 33,95 33,70 40,25 29,41 40,25 66,00
Q 46 * 58,67 64,74 72,59 41,33 41,02 49,00 35,80 49,00 80,35

K 39 4.7* 77,02 74,04 42,55 54,26 43,62 59,36 39,57 65,11 57,23
Na 39 15* 4,40 3,73 0,47 0,80 0,70 N.D 0,53 1,40 1,33

P 39 700 ** 153,57 153,29 189,57 129,71 110,57 88,14 112,43 99,86 220,00
Ca 39 1000 ** 2,00 1,75 2,88 0,38 1,63 1,50 1,00 0,88 1,50
Mg 3 420 ** 27,98 27,98 27,38 36,31 36,90 41,67 27,98 35,42 40,18

Q 310 ** 37,90 37,90 37,10 49,19 50,00 56,45 37,90 47,98 54,44

Mn 3 2.3** 17,39 39,13 54,35 43,48 82,61 86,96 43,48 45,65 65,22

Q 1.8** 22,22 50,00 69,44 55,56 105,56 111,11 55,56 58,33 83,33

Fe 3 8 ** 53,75 53,75 232,50 140,63 42,50 192,50 31,88 217,50 98,75

Q 18 ** 23,89 23,89 103,33 63,06 18,89 85,56 14,17 96,67 43,89

7n 3 11 ** 63,18 65,00 85,45 60,00 72,73 145,45 86,82 91,36 113,18

Q 8 ** 86,88 89,38 117,50 82,50 100,00 200,00 119,38 125,63 155,63

Cu 49 900 *** 366,67 661,11 2000,00 33,33 61,11 200,00 88,89 272,22 350,00

FONTE: O autor (2017). Adaptado de PADOVANI e AMAYA-FARFAN (2006) e FAO/WHO (2001).
NOTA: * gramas (g); **miligramas (mg); *** microgramas (ug). Ingestdo diaria recomendada (RDA), Potassio (K), Sodio (Na), Fésforo (P), Célcio (Ca), Magnésio (Mg),
Manganés (Mn), Ferro (Fe), Zinco (Zn) e Cobre (Cu). & - homens; ¢ - mulheres; 3'Q - homens e mulheres.



65

2.3.3 Perfil de aminoéacidos (AA)

As concentracfes de AA (g AA /100 g de MS) dos nove cogumelos comestiveis sdo
mostradas na Tabela 7. A concentracdo méaxima e minima de AA totais foi encontrada em P.
ostreatus (“Ostra” preta) e P. eryngii, de 37,99 e 16,36 ¢g/100 g MS, respectivamente.
Consequentemente, observou-se uma tendéncia semelhante com os resultados das proteinas.
O P. ostreatus (“Ostra” preta) apresentou maiores quantidades de 13 dos 18 AA quantificados
em todas as amostras de cogumelos. Além disso, 8 dos 10 AA essenciais foram encontrados
em concentracOes mais elevadas neste cogumelo, quando comparados aos outros pesquisados
neste trabalho. A variagdo na concentragdo de AA essencial em todas as amostras de
cogumelos (g/100 g de MS) foi: arginina (1,17 a 2,58), fenilalanina (0,73 a 1,41), histidina
(0,41 a 1,05), isoleucina (0,61 a 1,27), leucina (0,87 a 1,9), metionina (0,29 a 0,62), treonina
(0,84 a 1,73), triptofano (0,19 a 0,56) e valina (0,87 a 1,85).

As concentragdes de acido glutdmico e aspartico variaram de 2,21 a 8,14 g/100 g MS
e de 1,35 a 3,92 g/100 g MS. Valores semelhantes foram relatados por Kayode et al. (2015),
Raya et al. (2014) e Liu et al. (2012b). Os &cidos glutdmico e aspartico, que sdéo AA nédo
essenciais, foram os AA proeminentes em todos os cogumelos. 1sso pode estar relacionado ao
fato de que estes dois AA sdo precursores de outros AA (AKINDAHUNSI; OYETAYO,
2006). Os acidos glutamico e aspartico estdo associados ao sabor umami caracteristico de
alguns alimentos, incluindo os cogumelos. Além deles, os 5'-nucleotideos, inosina 5'-
monofosfato e guanosina 5'-monofosfato sdo também responsaveis pelo sabor umami (PHAT,;
MOON; LEE, 2016).

Somente a taurina (&cido 2-aminoetanosulfénico), um aminoacido livre e ndo
essencial (RIPPS; SHEN, 2012) nao foi detectado em nenhum dos cogumelos estudados. A
concentracdo de triptofano, um AA essencial, foi a menor em todas as espécies de cogumelos
analisadas (0,19 a 0,56 mg/100 g MS). Estes resultados estdo de acordo com os resultados de
Mukhopadhyay e Guha (2015).

A fenilalanina, a tirosina e o triptofano, presentes nos cogumelos estudados, sdéo AA
aromaticos essenciais, com funcGes no cérebro como precursores de neurotransmissores,
como serotonina e catecolaminas (adrenalina, noradrenalina, dopamina). O triptofano é o
precursor da vitamina B3 (niacina) e um dos AA que estimulam a secrecdo de insulina e do
horménio do crescimento (KUBE, 2010).
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Em nosso estudo, todos os AA considerados essenciais para a nutricdo humana foram
encontrados nas amostras de cogumelos, conforme mostrado na Tabela 7. Estes AA nédo séo
sintetizados pelo corpo humano e devem ser adquiridos em dietas que incluem principalmente
proteina animal (GALANTE; ARAUJO, 2014). Assim, o consumo de cogumelos contribui
para a obtengdo destes AA, particularmente em dietas vegetarianas onde o consumo de
produtos de origem animal é limitado.

Os cogumelos que apresentaram maiores concentragdes de aminoécidos sulfurados
(metionina e cisteina) foram o A. bisporus (Champignon e Portobelo), o P. ostreatus (“Ostra”
preta) e o L. edodes (Tabela 7). Os AA sulfurados contribuem substancialmente para a
manutengéo e integridade dos sistemas celulares, influenciando o estado redox celular e a
capacidade celular para remover compostos toxicos, radicais livres e espécies reativas de
oxigénio (TOWNSEND; TEW; TAPIERO, 2004).

2.3.4 Qualidade proteica e escore quimico de AA

O principal pardmetro da qualidade das proteinas alimentares € o conteudo e a
disponibilidade de AA essenciais (CAIRE-JUVERA; VAZQUEZ-ORTIZ; GRIJALVA-
HARO, 2013; TEKLIT, 2015). A concentracdo de AA nos alimentos pode ser utilizada para
calcular o escore quimico destes compostos. Este escore fornece uma maneira de prever quao
eficientemente a proteina ira satisfazer as necessidades de AA de um individuo (CAIRE-
JUVERA; VAZQUEZ-ORTIZ; GRIJALVA-HARO, 2013). A propor¢do mais baixa de AA
presente numa determinada fonte de proteina indica o AA limitante (MONTOYA-
MARTINEZ et al., 2016). Em nosso estudo, esta informacéo foi obtida considerando a razao
de miligramas de AA existentes em um grama de proteina e a quantidade de referéncia (mg/g
de proteina) para cada AA essencial, fornecido pela WHO/FAO/UNU (2007).

A Tabela 8 mostra o escore quimico de AA para 0s cogumelos comestiveis
estudados. A valina foi o AA limitante para o A. brasiliensis, enquanto que para 0s outros
cogumelos a leucina foi a AA limitante (Tabela 8). Uma diferenca nos aminoacidos limitantes
mais frequentes de origem animal e vegetal é normalmente observada (MONTOYA-
MARTINEZ et al., 2016). Portanto, é possivel avaliar o uso de cogumelos comestiveis como

complemento aos vegetais para se adequar a um perfil de AA ideal para ingestdo diéria.
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A. bisporus

A. bisporus

P. ostreatus

P. ostreatus

Aminoacidos (Champignon) (Portobelo) A.bisporus . velutipes L. edodes P. djamor P.eryngii (“Ostra” branca) (“Ostra” preta)
Gramas de aminoacidos em 100 gramas de cogumelo liofilizado

Arginina* 1,41°+0,00 1,76°40,03  2,04°+0,06  1,17°+0,03  1,38°+0,01  1,64°t0,02  1,95°+0,01 1,41°+0,03 2,58°+0,03
Fenilalanina* 1,219+0,02 1,32°+0,01  1,219+0,05  1,02°40,01  0,91°+0,00  0,94°+0,00  0,73%+0,01 1,05°+0,01 1,41+0,01
Histidina* 0,69%+0,02 0,779+0,02  0,91°+0,09  0,58™+0,02 0,52®+0,01 0,59+0,00  0,41%+0,01 0,69°+0,01 1,05"+0,01
Isoleucina* 1,26%+0,05 1,21°+0,01  0,94°0,02  0,77°+0,03  0,88°+0,01  0,88°+0,01  0,61%+0,03 0,85™+0,01 1,27°+0,02
Leucina* 1,87°+0,02 2,02%+0,05 2,37+0,08  1,10°+0,08  1,28"+0,04  1,46°+0,02  0,87°+0,04 1,41°+0,01 2,09°+0,02
Lisina* 1,52%+0,03 1,60+0,03  1,92+0,18  1,43Y+0,00 1,14°+0,02  1,22°°+0,01  0,87°+0,04 1,23"°+0,01 1,74%+0,03
Metionina* 0,59°+0,03 0,62°+0,01  0,50°+0,01  0,34®+0,03  0,37°+0,02  0,45°+0,02  0,29%+0,01 0,37°+0,01 0,629+0,02
Treonina* 1,50%+0,00 1,509+0,01  1,46°+0,10  1,01°+0,01  1,11°+0,02  1,14°+0,01  0,84°+0,02 1,29°+0,04 1,73%+0,03
Triptofano* 0,50°+0,03 0,56°+0,05  0,55°+0,01  0,26®+0,01  0,30°+0,01  0,30°+0,01  0,19%0,00 0,24™+0,01 0,32°+0,02
Valina* 1,58°+0,05 1,58°+0,00  1,09°+0,05  1,08°+0,01  1,20°+0,01  1,21°+0,02  0,87°+0,01 1,36%+0,01 1,85+0,02
Acido aspartico 2,59%+0,06 2,479+028  2,65°+0,07  1,56°+0,12  1,73%+0,02  2,04°+0,07  1,35%+0,01 2,52°+0,09 3,92°+0,01
Acido glutamico 4,50°+0,02 443°+021  5,73°+0,13  3,49°+0,08  2,93°+0,02  3,86°0,04  2,21%+0,03 5,98°+0,18 8,14'+0,06
Alanina 3,28+0,02 3,05°40,05 2,109+0,13  1,47°+0,04 1,40™+0,02  1,89°+0,02  1,22%+0,05 2,27°+0,04 3,55%0,02
Cistina 0,907+0,01 0,82°°+0,00  0,45+0,06  0,80°°+0,00  1,21+0,11  1,03%+0,04 0,63%+0,01 0,95%¢+0,03 1,13%+0,07
Glicina 1,96°+0,02 2,20°#0,08  2,70°+0,02  1,30°+0,07  1,53°+0,01  1,65°+0,01  1,22°+0,01 1,55°+0,00 2,08+0,05
Prolina 1,45°+0,03 1,60+0,04  1,87%0,04  0,73°+0,02  0,98°+0,01  1,06°40,01  0,61°+0,01 0,97°+0,01 1,32°+0,00
Serina 1,33°+0,02 1,41°4+0,02  1,46°40,10  0,94®+0,01  1,08°+0,01  1,35°+0,01  0,84%+0,00 1,38°+0,01 1,85°+0,05
Taurina N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

Tirosina 1,01%+0,01 1,03°*+0,01  0,77°+0,07 0,98"+0,03 0,81°+0,01  0,71®+0,00  0,63*+0,01 0,92°+0,01 1,33+0,01
Aminoacidos totais 29,15 30,05 30,72 19,99 20,78 23,42 16,36 26,44 37,99

FONTE: O autor (2017).
NOTA: Médias seguidas por uma mesma letra na mesma linha no diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0.05). N.D. ndo detectado. * Aminoacidos

essenciais.
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TABELA 8 — ESCORE QUIMICO DE AMINOACIDOS DAS PROTEINAS DE NOVE COGUMELOS COMESTIVEIS.

Corposicao v A.bisporus A bisporus A R Lo P R e
Aminoécidos aminoécido/gg (Champignon) (Portobelo) brasiliensis  velutipes edodes djamor eryngii branca) oreta)
proteina) (mg aminoacido/g de proteina da amostra)/Composi¢ao de referénciat
Histidina 15 1,71 1,73 1,81 2,04 1,84 1,75 1,68 2,04 1,89
Isoleucina 30 1,55 1,36 0,94 1,34 1,56 1,30 1,23 1,26 1,15
Leucina 59 1,17 1,15 1,20 0,98 1,15 1,10 0,90 1,06 0,96
Lisina 45 1,25 1,26 1,28 1,67 1,34 1,20 1,17 1,21 1,04
Metionina + 22 2,50 2,20 1,30 2,71 382 299 253 2,66 2,16
Cistina
Fenilalanina + 38 2,16 2,08 1,55 2,76 241 193 218 2,31 1,95
Tirosina
Treonina 23 2,42 2,19 1,90 2,30 2,56 2,19 2,23 2,49 2,03
Triptofano 6 3,09 3,15 2,73 2,25 2,64 2,19 1,91 1,80 1,44
Valina 39 1,50 1,36 0,84 1,45 1,63 1,38 1,36 1,55 1,28

FONTE: O autor (2017).
NOTA: 1 - WHO/FAO/UNU (2007).
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2.3.5 Andlise das componentes principais (PCA) dos dados

Os resultados obtidos para AA, minerais, glucanas e composi¢do centesimal foram
usados para a PCA. Com a finalidade de eliminar problemas com a heterogeneidade das
amostras devido a alta amplitude entre os dados de amostragem, foi utilizado um pré-
processamento auto-escalonado (leave-one-out). A primeira componente principal (PC1)
explicou 49,78% da variagdo dos compostos analisados, enquanto a PC2, PC3, PC4, PC5 e
PC6 explicaram 17,58%, 13,87%, 6,34%, 4,44% e 2,97%, respectivamente, da variacdo dos
dados de AA, glucanas, minerais e analises fisico-quimicas, como mostrado na Figura 9.
Apesar do PC1 ter explicado quase toda a variagdo na composi¢cdo de cogumelos comestiveis,

as PC2 - PC6 também foram utilizadas por apresentarem informagdes significativas.

FIGURA 9 - EVOLUGCAO DA VARIANCIA CAPTURADA (%) VALOR (A) E VARIANCIA ACUMULADA
CAPTURADA (B) EM FUNGCAO DO NUMERO DE COMPONENTE PRINCIPAL DOS
COGUMELOS.
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FONTE: O autor (2017).

Observou-se uma tendéncia de agrupamento das espécies de cogumelos nas
amostras. O P. ostreatus (“Ostra” preta) ¢ o P. eryngii (amostras 19, 20, 21 e 25, 26, 27,
respectivamente) apresentaram maiores concentracdes de P e arginina (38 e 53,
respectivamente), o P. ostreatus (“Ostra” branca, amostras 22, 23, 24) e o P. djamor
(amostras 16, 17, 18) apresentaram maiores concentracdes de fibra (34) e Zn (46),
respectivamente. O A. bisporus (Champignon e Portobelo, amostras 1, 2, 3 e 4, 5, 6,
respectivamente) apresentaram maiores concentragcdes de Na (42), Mg (41), glicina (50) e

arginina (56). O F. velutipes (amostras 10, 11 e 12) e o L. edodes (amostras 13, 14 e 15)
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apresentaram maior concentracdo de lipideos (30), Ca (39) e cistina (60), respectivamente
(Figura 10).

FIGURA 10 - ESCORES DA ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS REALIZADA COM
DIFERENTES AMOSTRAS DE COGUMELOS COMESTIVEIS: PC5 X PC6.
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FONTE: O autor (2017).

NOTA: A. bisporus (Champignon, 1 — 3); A. bisporus (Portobelo, 4 — 6); A. brasiliensis (7 — 9) ; F. velutipes (10
— 12); L. edodes (13 — 15); P. djamor (16 — 18); P. eryngii (19 — 21), P. ostreatus (“Ostra” branca, 22 — 24); P.
ostreatus (“Ostra” preta, 25 — 27); Carboidratos (28); Proteina (29); Lipideos (30); Cinzas (31); Fibra total (32);
Fibra insolavel (33); Fibra soltvel (34); Glucanas totais (35); pB-glucanas (36); a-glucanas (37); P (38); Ca (39),
K (40), Mg (41); Na (42); Mn (43); Fe (44); Cu (45); Zn (46); Acido aspartico (47); Acido glutamico (48);
Serina (49); Glicina (50); Histidina (51); Taurina (52); Arginina (53); Treonina (54) Alanina (55); Prolina (56);
Tirosina (57); Valina (58); Metionina (59); Cistina (60); Isoleucina (61); Leucina (62); Fenilalanina (63); Lisina
(64); Triptofano (65).
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2.4 CONCLUSOES

Os cogumelos comestiveis mostraram altos niveis de fibra alimentar e proteina, com
Pleurotus spp., L. edodes e F. velutipes apresentando os maiores valores de fibra alimentar e
B-glucanas. Todos os cogumelos avaliados podem ser uma opcéo saudavel para aqueles que
procuram alimentos com baixo teor de lipidios e sodio. Os amino4cidos essenciais estavam
presentes em todos os cogumelos comestiveis. Além disso, alguns AA essenciais foram
detectados em altas concentragcdes. O cogumelo P. ostreatus (“Ostra” preta) apresentou o
maior teor de proteinas e as maiores concentracbes de AA essenciais. A analise de
componentes principais mostrou que somente P. ostreatus (“Ostra” preta) e P. eryngii
poderiam ser agrupados devido a similaridades nos seus teores de fésforo e arginina. Os
demais cogumelos diferiram uns dos outros de acordo com as proporcoes de alguns dos
constituintes analisados. Os cogumelos estudados provaram ser uma alternativa alimentar
saudavel que deve ser incorporada na dieta humana devido ao seu excelente e importante

perfil nutricional e potenciais beneficios para a salde.
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ANTIOXIDANTES E ANTIMICROBIANAS IN VITRO
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi otimizar a extracdo dos compostos fendlicos totais (CFT) de nove
cogumelos comestiveis e avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana (in vitro) dos
extratos, além de determinar os principais compostos por CLUE-DAD. A otimizacdo dos
parametros de extracdo foi realizada utilizando um planejamento Box-Behnken em conjunto
com a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) para avaliar os efeitos da temperatura,
razdo solido-liquido e concentragdo do solvente utilizado. A atividade antioxidante dos
extratos fendlicos otimizados foi determinada pelos ensaios de DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl), ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) e FRAP (ferric
reducing antioxidant power). A atividade antimicrobiana foi testada com as bactérias Bacillus
cereus, Staphilococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella enteretidis, utilizando 0 método
de microdiluicdo. O conteido de CFT variou de 5,57 a 13,16 mg GAE/g e o de flavonoides
totais de 0,24 a 2,05 mg CE/g de matéria seca (MS). A atividade antioxidante dos extratos
apresentou valores entre: 8,67 a 50,64 umol TE/g (DPPH); 34,57 a 128,60 umol TE/g
(ABTS) e 8,09 a 48,26 umol TE/g MS (FRAP). Foram identificados os seguintes acidos
fendlicos: gélico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, gentisico, siringico, vanilico, p-
cumarico, clorogénico, ferulico, cafeico, e trans-ciamico. Os flavonoides quercetina e
campferol também foram determinados, aléem dos compostos, catecol, vanilina, acido
fumarico e &cido benzoico. Todos os extratos apresentaram atividade antibacteriana para as
cepas Gram-positivas (MIC < 200 mg/mL) e apenas trés extratos (Flamullina velutipes. P.
djamor e P. ostreatus (“Ostra” branca)) ndo inibiram o crescimento das bactérias Gram-
negativas nas concentragdes testadas.

Palavras-chave: CLUE-DAD, acidos fendlicos, flavonoides, DPPH, FRAP, ABTS,
otimizacéo.
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3.1 INTRODUCAO

Diferentes espécies de cogumelos tém sido apontadas como fonte de compostos
bioativos, além de apresentarem um importante valor nutricional (BARROS et al., 2009;
REIS et al, 2012b; CARNEIRO et al., 2013; KALAC, 2013). Durante seu cultivo o0s
cogumelos produzem metabolitos secundarios (por exemplo, os compostos fendlicos) que
apresentam propriedades benéficas a salde como: potencial antioxidante e efeito
antimicrobiano, efeito anti-inflamatério, antimutagénico, antialérgico, vasodilatador e
cardioprotetor (ESTRADA et al.,, 2009; HELENO et al., 2012; ALVES et al., 2013;
NEDELKOSKA et al.,, 2013). Os efeitos reportados estdo associados principalmente as
propriedades antioxidantes dos compostos fenolicos devido as reacGes redox, que 0S
permitem atuarem como doadores de atomos de hidrogénio ou como agentes redutores
(AHMAD et al., 2014).

Além da atividade antioxidante, os cogumelos tem demonstrado possuir atividade
antimicrobiana, devido a presenca de biomoléculas que compdem seus corpos de frutificacéo
e que apresentam peso molecular distinto (ALVES et al., 2012; ERJAVEC et al., 2016).
Alguns peptideos, proteinas e polissacarideos foram alvo de vasta pesquisa e
desenvolvimento, contra bactérias e fungos, nos ultimos anos. O interesse cientifico sobre 0s
metabolitos secundarios dos cogumelos também tem aumentado, na busca de encontrar novos
agentes antimicrobianos, capazes de substituir os medicamentos atualmente utilizados, que
apresentem algum padrdo de resisténcia aos micro-organismos (ALVES et al., 2012;
SHARMA et al., 2014).

Muitos pesquisadores vém testando extratos obtidos de cogumelos contra cepas de
bactérias e fungos (CHOWDHURI; KUBRA; AHMED, 2015; NEDELKOSKA et al., 2013;
OYETAYO, 2009; TAOFIQ et al., 2016). Segundo o levantamento bibliografico realizado
por Alves et al. (2012), a maioria dos extratos de cogumelos estudados apresentam maior
atividade antibacteriana contra cepas Gram-positivas do que contra as cepas Gram-negativas.

O primeiro procedimento para a utilizacdo de fitoquimicos na preparacdo de
suplementos dietéticos ou nutracéuticos, ingredientes alimentares, produtos farmacéuticos e
cosméticos é a extracdo dos compostos bioativos das matérias-primas (DAI; MUMPER,
2010). Os extratos contendo compostos antioxidantes vém tornando-se uma nova fonte para a

industria alimentar, a fim de substituir os antioxidantes sintéticos (por exemplo, o BHA e
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BHT) e para complementar os produtos industrializados com compostos bioativos
(ZIELINSKI; HAMINIUK; BETA, 2016).

Dentre os métodos de extracdo de compostos fendlicos mais comumente utilizados
encontram-se 0s que utilizam solventes como: etanol, acetona, metanol, ou uma mistura
desses com agua (YASOUBI et al., 2007; GARCIA-SALAS et al., 2010). No entanto, para
aplicacdo em alimentos, a extracdo de fendlicos é preferencialmente feita com etanol por ser
considerado um produto pouco toxico, verde, biocompativel e mais economicamente viavel
(ILATYARAJA et al., 2015).

A extracdo dos compostos fendlicos pode ser influenciada por inimeras variaveis de
processo, como temperatura, tempo, concentracdo do solvente, propor¢do sélido-liquido,
agitacdo, tamanho de particula, pH, entre outras. Dessa forma, as condi¢cbes de extracdo
podem ndo ser as mesmas quando se tem matrizes alimenticias, espécies e até mesmo
variedades distintas, fazendo-se necessario uma otimizacao do processo de extracdo, a fim de
alcancar o potencial maximo de extracdo. A metodologia de superficie de resposta (RSM) &
uma ferramenta Util para otimizar processos quimicos e bioquimicos. E uma técnica
matematica e estatistica eficaz para a analise de adequacdo de modelos empiricos, as relacdes
entre a resposta e as variaveis independentes, e as interacdes entre fatores, bem como fatores
de otimizacdo que podem influenciar os resultados do processo (LIM; YIM, 2012).

Os objetivos deste estudo foram i) otimizar pela RSM a extracdo dos compostos
fendlicos de nove cogumelos comestiveis; e ii) avaliar a atividade antioxidante e
antimicrobiana in vitro dos extratos otimizados, e determinar 0s principais compostos
fendlicos individuais por CLUE-DAD.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Cogumelos

Os corpos de frutificacdo (aproximadamente 3,0 kg) dos cogumelos comestiveis,
comercialmente disponiveis, foram adquiridos nos estados do Parana e Sdo Paulo, Brasil.
Foram estudados os seguintes cogumelos: Agaricus bisporus (Champignon e Portobelo),
Agaricus brasiliensis, Lentinula edodes, Flammulina velutipes, Pleurotus djamor, Pleurotus
eryngii, Pleurotus ostreatus (“Ostra” preta e “Ostra” branca). Os cogumelos inteiros foram

congelados, liofilizados e triturados individualmente até particulas inferiores a 32 Mesh (0,5
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mm). O material em pd foi embalado a vacuo e armazenado, sob protecdo de luz, até o

momento das analises.
3.2.2 Otimizacdo da extracdo dos Compostos Fenolicos Totais (CFT)

A otimizagdo dos parametros de extracdo dos CFT de cada cogumelo, foi realizada
utilizando um planejamento Box-Behnken (BOX; BEHNKEN, 1960) com 15 experimentos
(Tabela 9). Os fatores (variaveis independentes) avaliados para a extracdo foram: temperatura
(X1), razdo sélido-liquido (X2) e concentracdo do etanol (X3), em trés niveis de varia¢do. O
tempo de extracdo foi pré-estabelecido em 2 horas (testes preliminares realizados com tempos
de 1, 2, 4, 8, 12, 18 e 24 horas), com agitacdo continua de 100 rpm. Em seguida as amostras

foram centrifugadas a 1075,20 x g por 15 min. e o sobrenadante foi analisado.
3.2.3 Determinagéo dos CFT e dos Flavonoides Totais (FT)

Os CFT dos extratos foram determinados de acordo com o procedimento que utiliza
o reagente Folin-Ciocalteu, conforme Singleton e Rossi (1965), com pequenas modificacdes.
A absorbéancia foi medida a 725 nm e os valores obtidos foram comparados com uma curva de
calibracdo de acido galico (0 a 100 mg/L). Os resultados foram expressos em mg de &cido
galico equivalente (GAE) por g de cogumelo seco (mg GAE/g MS).

A determinacdo dos FT foi realizada por meio de analise colorimétrica, empregando
cloreto de aluminio, conforme Jia et al. (1999), com pequenas modificagdes. A absorbancia
foi mediada a 510 nm e comparada com uma curva de calibracdo de catequina (0 a 400
mg/L). Os resultados foram expressos em mg de catequina equivalente (CE) por g de matéria

seco (mg CE/g MS). Todas as determinacdes foram realizadas em trés repeticdes.

3.2.4 Ensaios antioxidantes (in vitro) dos extratos fendlicos otimizados de cogumelos

A atividade antioxidante via eliminacdo de radicais livres foi determinada pelo
ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), conforme Brand-Williams et al. (1995), com
pequenas modificagbes. Primeiramente, 0,1 mL do extrato (obtido na se¢do 3.2.2) foram

adicionados a 3,9 mL da solugdo metanélica de DPPH (6x10®° mol/L). A mistura foi deixada
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reagindo no escuro por 30 minutos. Em seguida, a absorbancia foi medida a 515 nm, em
espectrofotometro (UV/VIS Shimadzu-1800).

O ensaio de potencial antioxidante total dos extratos de cogumelo foi realizado
utilizando o método potencial antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) segundo a
metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), com pequenas modificagdes. O reagente
FRAP foi preparado pela mistura de tampé&o acetato (0,3 mol/L), TPTZ (10x10 mol/L)
solubilizado em HCI (40x10° mol/L) e cloreto férrico (40x10™ mol/L), na proporcdo 10:1:1,
respectivamente. Entdo, 3,0 mL do reagente FRAP foram adicionados a 0,1 mL do extrato
etandlico de cada cogumelo. A mistura foi mantida a temperatura ambiente, no escuro. Apos
30 minutos foi realizada a medida da absorbéncia, em espectrofotdmetro (UV/VIS Shimadzu-
1800), no comprimento de onda de 593 nm.

A atividade sequestradora do radical ABTS (2,2’-azino-bis(acido  3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) dos extratos dos cogumelos foi determinada conforme Re et
al. (1999). Um volume de 88 pL de persulfato de potassio (140 mmol/L) foi adicionado a 5
mL de ABTS (7 mmol/L). Ambos os reagentes foram solubilizados em solucdo tampdo de
acetato de sodio 20 mmol/L. A mistura foi armazenada em frasco &mbar, no escuro e a
temperatura ambiente, durante 16 h. A solucdo tampéo foi utilizada para ajustar a absorbancia
da solucdo ABTS em 0,700 + 0,050 no comprimento de onda de 734 nm, em
espectrofotobmetro UV-VIS Shimadzu-1800. Em seguida 30 pL do extrato hidro etanolico
otimizado diluido (1:2 — extrato:dgua deionizada) dos cogumelos comestiveis foram
adicionados a 3 mL da solucdo ABTS. A mistura permaneceu no escuro, durante 2 h a
temperatura ambiente. A absorbancia da amostra foi medida a 734 nm, em espectrofotdmetro.

As determinac@es da atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, FRAP e ABTS
foram realizadas em trés repetices. Os resultados foram comparados com uma curva padrdo
(Trolox 0-2500 pmol/L) e expressos em umol de Trolox equivalente por g de cogumelo seco
(TE pmol/g MS).

3.2.5 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE-DAD)

Os compostos fendlicos e ndo-fendlicos foram determinados de acordo com o
método proposto por Gasic et al., (2014), com pequenas alteracbes. Primeiramente, 0S
extratos de cogumelos foram filtrados através de um filtro de seringa de nylon de 0,22 um e

0,5 uL da amostra foram injetados em um cromatdgrafo liquido de ultra eficiéncia (CLUE). O
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CLUE Acquity H-Class (Waters, Milford, MA, EUA) equipado com um sistema de bomba
quaternaria Waters, um auto-amostrador (Milford, MA, Estados Unidos) e um detector de
matriz de diodo Aquad (Waters, Milford, MA, EUA) foi utilizado. Utilizou-se uma coluna
Acquity BEH C18 (50 mm x 2,1 mm) com particulas de 1,7 um (Waters, Milford, MA, EUA)
a 30°C.

A fase méovel “A” consistiu num sistema solvente de agua: acido formico (99,9: 0,1
v/v), enquanto a fase movel “B” foi metanol: &cido féormico (99,9: 0,1 v/v), com fluxo de 0,5
mL/min. O gradiente linear foi programado como se segue: 0-8 min, 0-20% B; 8-15 min, 20-
100% B; 15-18 min 100-0% B, seguido por eluicdo isocratica com 0% B até 20 min. O
monitoramento dos cromatogramas foi realizado a 280, 290 e 370 nm, uma vez que a maioria
dos compostos fendlicos exibem absor¢des maximas proximas destes comprimentos de onda.

A determinagdo dos compostos fendlicos e ndo-fendlicos foram realizadas
comparando-se o tempo de retencdo e os espectros com curvas-padrdo de acido galico, acido
protocatecuico, 1,2-dihidroxibenzeno, acido gentisico, &cido p-hidroxibenzoico, acido trans-
cindmico, acido p-cumarico, acido ferulico, acido vanilico, vanilina, quercetina, campferol,

acido fumarico e acido benzoico.

3.2.6 Atividade antibacteriana (in vitro)

3.2.6.1 Micro-organismos testados

As atividades antimicrobianas dos extratos otimizados de cogumelos foram testadas
contra 4 bactérias: 2 Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923e Bacillus cereus
ATCC 11778) e 2 Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella enteritidis
ATCC 13076). Os micro-organismos foram fornecidos pelo Laboratorio de Microbiologia da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus de Curitiba (E. coli e S. aureus), pelo
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parand (B. cereus) e pelo

Laboratorio de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz (S. enteritidis).

3.2.6.2 Preparo da suspensdo bacteriana

As suspensdes bacterianas foram preparadas de acordo com o protocolo descrito por

Wiegand, Hilpert e Hancock (2008). A turvagdo da suspensdo inicial foi ajustada por
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comparacdo com o padrido 0,5 McFarland. A suspensdo inicial continha cerca de 1x10°
unidades formadoras de colbnias (UFC)/mL. Em seguida, foram preparadas diluicdes, em
solucéo salina a 0,9%, de 1:100 a partir da suspensdo bacteriana inicial.

3.2.6.3 Método de microdiluicdo

A atividade antimicrobiana foi testada determinando a concentracdo minima
inibitéria (MIC), utilizando o método de microdiluicdo de acordo com o protocolo descrito
por Wiegand, Hilpert e Hancock (2008). Os extratos otimizados (obtidos na secdo 4.2.2)
foram liofilizados e reidratados com agua estéril para serem testados.

As placas de 96 pocos foram preparadas por meio da distribuicdo de 50 uL de caldo
nutriente Mueller-Hinton (MH) para bactérias. Adicionou-se um volume de 50 uL a partir da
solucdo de reserva de extrato otimizado de todos os cogumelos (concentragdo = 400 mg/mL)
na primeira fila da placa e depois realizaram-se dilui¢fes (1:1) em série, dos extratos em caldo
MH. A faixa de concentracdo obtida para os extratos foi de 200 a 0,39 mg/mL. Em seguida,
foram adicionados 50 uL da suspensdo bacteriana em caldo MH (aproximadamente de 1x10°
UFC/mL) ao contetido dos pocos. As microplacas foram incubadas a 37°C de 18 a 20 horas.

A MIC foi definida como a menor concentracdo dos extratos testados que impediram
0 crescimento microbiano. O cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio foi utilizado para avaliar a
mudanca de coloracdo do meio (incolor para rosa), indicando o crescimento bacteriano. Cada
placa teste incluia um controle de crescimento e um controle de esterilidade. O antibi6tico
utilizado como referéncia foi a amoxicilina (concentracdo inicial de 64 mg/L). Todas as

determinacdes foram feitas em duplicatas.
3.2.7 Andlise de dados

A andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foram realizados utilizando o
programa Statistica versdo 10.0 para avaliar as diferencas significativas (p<0,05) entre 0s
valores médios de cada variavel analisada.

Um modelo polinomial de segunda ordem foi usado para expressar a extracdo dos

CFT, como uma funcédo de variaveis independentes, conforme Equacéo 1.
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3 3 2 3
Y=B,+ z B X+ z B.XG + z z B, XiX; Equagéo 1
i=1 i=1

=1 j=itl

Onde: Y ¢ a resposta prevista, Bo, Bi, Bii € Bij S0 0S coeficientes de regressdo para 0s termos
intercepto, linear, quadréatico e interacéo, respectivamente. X;, e X sd0 0s niveis das variaveis
independentes (BRUNS; SCARMINO; BARROS NETO, 2006).

As condicOes otimizadas das varidveis independentes foram testadas
experimentalmente a fim de validar os modelos e verificar o poder de previsdo dos mesmos
em comparar 0s dados previstos tedricos aos dados experimentais. Apds a determinacdo das
condicbes 6timas de extracdo, novos extratos foram obtidos com o objetivo de avaliar a
atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e FRAP. O perfil fendlico e a

atividade antimicrobiana também foram determinados.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Otimizacéo da extracdo dos Compostos Fenolicos Totais (CFT)

A metodologia de superficie de resposta (MSR) destaca-se como uma importante
ferramenta capaz de encontrar a adequacdo de varios modelos matematicos para descrever o
processo de extracdo em associagdo com diferentes efeitos. No estudo realizado por Zou et al.
(2015) foi otimizada a extracdo de polissacarideos antioxidantes do cogumelo comestivel
Auricularia auricula, variando a razdo solida: liquido, a temperatura e o tempo de extracao.
Ye et al. (2014) trabalharam com as variaveis concentracdo de etanol, tempo e razdo solido-
liquido para otimizar a extracdo de compostos fenolicos da fruta desengordurada de Idesia
polycarpa.

Foi realizada uma otimizacdo com base nos compostos fendlicos totais (CFT) para
cada cogumelo (Tabela 9). Todos os modelos determinados por analise de regressdo multipla
mostraram significancia (p<0,01) e ndo apresentaram falta de ajuste (p>0,05) (Tabela 10). A
adequacdo dos modelos foi superior a 93,8% de todas as variancias nos dados com R2
ajustado maior que 0,88. Portanto, a influéncia de cada efeito na extragdo variou de acordo
com o cogumelo utilizado. Para as espécies Agaricus, todos os efeitos lineares [temperatura

(X1), razdo solido-liquido (X2) e concentracdo de solvente (X3)] tiveram efeito
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Compostos Fendlicos Totais mg GAE/g MS

_ Temperatura R,a_zéo Concentracéo _ _ P. P.

Ensaio C) sollt_jo- do solvente A blspprus A bisporus A F. L. edodes P P. eryngii ostreatus  ostreatus
liquido (%) (Champignon)  (Portobelo) brasiliensis  velutipes ' djamor ' (“Ostra”  (“Ostra”

preta) branca)

1 25 30 50 5,80+0,04 5,88+0,04 9,45+0,10 5,78+0,03 3,91+0,05 5,13+0,01 3,74+0,02 6,57+0,02 4,10+0,02
2 55 30 50 7,4240,12 7,7840,05 9,86+0,07 2,04+0,02 3,88+0,04 6,10+0,10 4,62+0,06 7,14+0,11 4,90+0,07
3 25 70 50 5,70+0,06 9,7440,12  11,3840,19 6,42+0,06 4,36+0,08 5,71+0,13 4,42+0,08 6,23+0,04 5,22+0,12
4 55 70 50 8,17+0,14 9,25¢0,02  13,2240,10 5,17+0,06 4,40+0,04 6,20+0,04 4,80+0,04 7,86+0,32 5,75+0,07
5 25 50 25 6,35+0,03 4,89+0,04  10,00+0,06 7,52+0,05 5,59+0,05 7,31+0,13 5,27+0,04 9,39+0,17 6,99+0,09
6 55 50 25 6,19+0,10 6,63+0,03 9,3840,08 5,52+0,08 3,95+0,05 6,21+0,08 5,38+0,11 7,95+0,04 5,85+0,01
7 25 50 75 7,20+0,07 8,55+0,05 11,42+0,34 5,79+0,01 3,69+0,07 4,96+0,05 3,66+0,05 7,13+0,11 4,10+0,05
8 55 50 75 8,51+0,16 9,6740,09 12,13+0,26 4,56+0,05 3,78+0,02 5,40+0,04 4,09+0,08 7,77+0,06 4,36+0,07
9 40 30 25 4,81+0,02 5,49+0,01 8,39+0,09 6,35+0,17 4,66+0,02 6,00+0,03 4,73+0,02 7,94+0,06 5,83+0,02
10 40 70 25 6,31+0,08 6,71+0,04  10,70+0,56 6,34+0,03 5,19+0,02 6,70+0,08 5,70+0,06 9,31+0,30 6,82+0,14
11 40 30 75 7,16+0,10 8,08+0,05 9,86+0,21 6,09+0,03 3,29+0,03 4,56+0,09 3,70+0,11 6,35+0,01 3,90+0,02
12 40 70 75 8,09+0,13 9,60+0,02 12,66+0,12 6,24+0,04 3,74+0,11 5,15+0,12 3,84+0,19 7,54+0,02 4,18+0,11
13 40 50 50 7,04+0,15 7,93+0,04 11,50+0,14 6,01+0,04 4,03+0,04 5,39+0,05 4,60+0,07 7,40+0,18 5,18+0,10
14 40 50 50 7,24+0,08 7,93+0,14  11,68+0,42 6,24+0,04 4,21+0,04 5,58+0,10 4,34+0,07 6,98+0,18 5,26+0,03
15 40 50 50 6,94+0,07 8,09+0,05 11,62+0,15 6,15+0,06 4,12+0,02 5.56+0,09 4.51+0,08 7.58+0,00 5.24+0,03

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Resultado expressso como média + desvio padrdo. MS — matéria seca. GAE — Acido galico equivalente.
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TABELA 10 - EFEITOS DAS VA~RIAVEIS ESTUDADAS (TEMPERATURA, RAZAO SOLIDO-LIQUIDO
E CONCENTRAGAO DO SOLVENTE) NA EXTRAGCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

TOTAIS.
(Continua)
Cogu,m_elos Coeficiente Erro -95% +95%
(Fendlicos Fatores de dr3 t-valor  p-valor fianca  confianca
Totais) regressao padrao confiang ¢
A. bisporus Constante 7,07 0,13 56,43 <0,001 6,78 7,35
(Champignon) X, 0,29 0,17 1,74 0,12 -0,09 0,67
Xz 0,39 0,12 3,29 0,01 0,12 0,66
X2 -0,38 0,17 -2,24 0,06 -0,78 0,01
X3 0,91 0,12 7,80 <0,001 0,64 1,18
X1 X,2 0,73 0,23 3,13 0,01 0,19 1,27
X1X3 0,37 0,17 2,23 0,06 -0,01 0,75
R2 0,938
R2 Ajustado 0,893
P-valor (modelo) <0,001
P-valor (lack of fit) 0,153
A. bisporus Constante 8,09 0,11 75,66 <0,001 7,84 8,33
(Portobelo) X1 0,53 0,10 5,34 <0,001 0,30 0,76
X 0,69 0,14 4,86 0,001 0,36 1,01
X3 1,52 0,10 15,23 <0,001 1,29 1,75
X3? -0,63 0,15 -4,33 0,003 -0,97 -0,30
XX, -0,60 0,14 -4,23 0,003 -0,92 -0,27
X12X, 0,65 0,20 3,23 0,01 0,19 1,11
R2 0,981
R2 Ajustado 0,966
P-valor (modelo) <0,001
P-valor (lack of fit) 0,08
A. brasiliensis  Constante 11,51 0,15 77,31 <0,001 11,16 11,86
Xy 0,02 0,15 0,15 0,88 -0,34 0,39
X 1,30 0,11 11,87 <0,001 1,04 1,56
X2 -0,47 0,16 -2,90 0,02 -0,85 -0,09
X3 0,95 0,11 8,66 <0,001 0,69 1,21
X3? -0,71 0,16 -4,42 0,003 -1,10 -0,33
XXz 0,36 0,15 2,31 0,05 -0,01 0,72
X1 X2 0,54 0,22 2,46 0,04 0,02 1,06
R2 0,974
R2 Ajustado 0,948
P-valor (modelo) <0,001
P-valor (lack of fit) 0,06
F. velutipes Constante 6,14 0,20 31,36 <0,001 5,63 6,64
X1 -1,03 0,12 -8,57 <0,001 -1,34 -0,72
X2 -0,85 0,18 -4,79 0,005 -1,30 -0,39
X 0,04 0,17 0,22 0,84 -0,40 0,47
X2 -0,44 0,18 -2,48 0,06 -0,89 0,02
X3 -0,09 0,17 -0,54 0,61 -0,53 0,34
Xq? 0,56 0,18 3,16 0,03 0,10 1,01
XXz 0,62 0,17 3,68 0,01 0,19 1,06
X12X, 0,91 0,24 3,78 0,01 0,29 1,52
X12X3 -0,58 0,24 -2,42 0,06 -1,20 0,04
R2 0,972
R2 Ajustado 0,922
P-valor (modelo) <0,001
P-valor (lack of fit) 0,07
L. edodes Constante 4,13 0,02 192,95  <0,001 4,08 4,18
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TABELA 10 — EFEITOS DAS VAinIAVEIS ESTUDADAS (TEMPERATURA, RAZAO SOLIDO-LIQUIDO
E CONCENTRAGAO DO SOLVENTE) NA EXTRAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

TOTAIS.
(Continuacéo)
X1 -0,39 0,03 -13,69  <0,001 -0,45 -0,32
X, 0,25 0,02 12,27 <0,001 0,20 0,29
X3 -0,71 0,03 -24,94  <0,001 -0,77 -0,64
X342 0,11 0,03 3,70 0,008 0,04 0,18
X1X52 0,39 0,04 9,70 <0,001 0,29 0,48
X1X3 0,43 0,03 15,29 <0,001 0,37 0,50
X12X3 0,19 0,04 4,73 0,002 0,09 0,28
R2 0,995
R2 Ajustado 0,991
P-valor (modelo) <0,001
P-valor (lack of fit) 0,962
P-valor (lack of fit) 0,237
P. djamor Constante 5,61 0,08 72,70 <0,001 5,43 5,79
X1 -0,17 0,10 -1,62 0,14 -0,40 0,07
X2 0,27 0,11 2,52 0,04 0,02 0,51
X 0,25 0,07 3,41 0,009 0,08 0,41
X3 -0,77 0,07 -10,65 <0,001 -0,94 -0,60
X1Xp? 0,53 0,14 3,67 0,006 0,20 0,86
X1 X3 0,38 0,10 3,76 0,006 0,15 0,62
R2 0,953
R2 Ajustado 0,917
P-valor (modelo) <0,001
P-valor (lack of fit) 0,853
P. eryngii Constante 4,49 0,04 104,56  <0,001 4,40 4,59
X1 0,22 0,06 3,82 0,003 0,09 0,36
Xz 0,25 0,06 4,18 0,002 0,11 0,38
X3 -0,72 0,06 -12,29  <0,001 -0,85 -0,59
XoXs3 -0,21 0,08 -2,52 0,03 -0,39 -0,02
R2 0,949
R2 Ajustado 0,929
P-valor (modelo) <0,001
P-valor (lack of fit) 0,412
P. ostreatus Constante 7,29 0,15 48,23 <0,001 6,92 7,66
(“Ostra” X1 -0,20 0,16 -1,27 0,25 -0,58 0,18
preta) X 0,64 0,16 4,08 0,007 0,26 1,03
X52 -0,32 0,16 -1,94 0,10 -0,72 0,08
X3 -0,73 0,11 -6,52 <0,001 -1,00 -0,45
X342 0,79 0,16 4,85 0,003 0,39 1,19
X1X52 0,75 0,22 3,37 0,02 0,21 1,29
X12X, -0,54 0,22 -2,45 0,05 -1,09 <0,001
X1 X3 0,52 0,16 3,31 0,02 0,14 0,91
R2 0,949
R2 Ajustado 0,882
P-valor (modelo) <0,001
P-valor (lack of fit) 0,538
P. ostreatus Constante 5,20 0,06 86,18 <0,001 5,05 5,34
(“Ostra” X1 -0,22 0,06 -3,49 0,01 -0,37 -0,07
branca) X5 0,40 0,04 9,11 <0,001 0,30 0,51
X,2 -0,18 0,07 -2,82 0,03 -0,34 -0,02
X3 -1,12 0,04 -25,21  <0,001 -1,23 -1,01
X342 0,15 0,07 2,31 0,06 -0,01 0,31
X1X52 0,55 0,09 6,19 <0,001 0,33 0,77
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TABELA 10 — EFEITOS DAS VAinIAVEIS ESTUDADAS (TEMPERATURA, RAZAO SOLIDO-LIQUIDO
E CONCENTRAGAO DO SOLVENTE) NA EXTRAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

TOTAIS.
(Concluséo)

X1 X3 0,35 0,06 5,61 0,001 0,20 0,51
XoX3 -0,18 0,06 -2,79 0,03 -0,33 -0,02
R2 0,993

R2 Ajustado 0,983

P-valor (modelo) <0,001

P-valor (lack of fit) 0,069

FONTE: O autor (2017).

significativamente positivo, enquanto que para as espécies Lentinual e Flammulina, a
temperatura (X1) e a concentracdo de solvente (X3) mostraram um efeito significativamente
negativo na extracdo dos CFT. Para os cogumelos P. djamor e P. ostreatus (“Ostra” preta e
branca), esses efeitos também foram negativos, mas somente a concentragdo de solvente (X3)
apresentou-se significativo para a extracdo dos CFT. J& para o P. eryngii, os efeitos lineares
foram todos significativos, sendo a temperatura (X1) e razdo solido-liquido (X2) efeitos
positivos e a concentracdo de solvente (X3) efeito negativo.

Os efeitos quadraticos e de interacdo (linear x linear e linear x quadratica) tiveram
influéncia diferente para cada cogumelo. Por exemplo, para A. bisporus (Champignon) e o P.
ostreatus (“Ostra” branca) o coeficiente de regressdo quadratica da razdo solido-liquido (X2)
teve um efeito significativamente negativo, enquanto que a interacdo da temperatura (X1) vs.
a concentracdo de solvente (X3) e a temperatura (X1) vs. efeito quadratico da razéo sélido-
liquido (X2) mostraram-se significativamente positivos.

Apdbs a modelagem da extracdo, o ponto 6timo foi determinado utilizando a funcgéo
desejabilidade (d), sendo d = 1 para todos os cogumelos, exceto para o cogumelo P. djamor (d
= 0,969). Os valores 6timos de temperatura, razdo solido-liquido e concentracdo do solvente
utilizado, sdo mostrados na Tabela 11. A concentracdo do solvente e a temperatura otima
obtida para a extracdo de CFT variaram entre 0 menor e 0 maior nivel testados, enquanto que
a proporcao sélido-liquido foi mais efetiva nos niveis superiores.

De acordo com Zielinski et al. (2016) as misturas entre agua e alcoois tém sido mais
eficientes na extracdo de compostos fendlicos em comparacdo com o sistema de solvente
monocomponente. O metanol e o etanol sdo os principais alcoois utilizados na extracdo,
embora o etanol tenha vantagens em rela¢do a sua seguranga para 0 consumo humano.

A temperatura influencia na reducdo da tensdo superficial dos solventes, o que ajuda
a alcancgar as matrizes da amostra, ocorrendo um aumento da solubilidade do analito, o que

acelera a taxa de transferéncia de massa, melhorando a taxa de extracdo
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TABELA 11 - VALORES DE COMPOSTOS FENOLICQS TOTAIS (CFT), REAIS E PREDITOS PELO MODELO E FLAVONOIDES TOTAIS (FT) DOS EXTRATOS
OBTIDOS NAS MELHORES CONDICOES DE EXTRACAQ.

Condicdes 6timas para extragédo dos CFT CFT Otimizados (mg GAE/g MS) FT
Cogumelos Temperatura Razao sélido- Concentracdo do solvente ~ Observado Predito -95% +95% (mg CE/g

(°C) liquido (%) Pred Pred MS)
A. bisporus (Champignon) 55 1:70 75 9,53°+0,16 9,37 8,33 10,42 1,88°+0,08
A. bisporus (Portobelo) 55 1:70 75 9,97°+0,21 10,24 9,35 11,13 2,05%+0,05
A. brasiliensis 55 1:70 75 13,16°+0,06 13,50 12,48 14,53 1,68°+0,05
F. velutipes 25 1:60,34 25 8,38+0,13 7,58 6,43 8,73 0,43°+0,01
L. edodes 25 1:59 25 5,66'+0,10 5,60 5,41 5,77 1,45%+0,05
P. djamor 25 1:53,57 25 7,56°+0,11 7,22 6,60 7,85 0,42°+0,03
P. eryngii 55 1:70 25 5,57'+0,03 5,89 5,41 6,38 0,37°+0,01
P. ostreatus (“Ostra” preta) 25 1:53,57 25 9,48°+0,05 9,49 8,46 10,52 0,34°+0,03
P. ostreatus (“Ostra” branca) 25 1:60,34 25 7,17°+0,02 7,12 6,71 7,53 0,24'+0,04

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Médias seguidas por uma mesma letra em uma mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0.05). MS — matéria seca. GAE — Equivalente
em &cido galico. CE — Catequina equivalente.
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(DAI; MUMPER, 2010). No entanto, Ye et al. (2014) relatam que bio-macromoléculas como
os compostos fendlicos, podem ser degradados caso seja utilizado tratamentos prolongados
em condi¢Bes de alta temperatura, diminuindo assim o rendimento dessas moléculas nos
extratos. A forga motriz durante a transferéncia de massa € o gradiente de concentracdo entre
0 s6lido e o volume do liquido, o que é maior quando se utiliza uma razdo solvente-sélido
mais elevado (PINELO et al., 2005).

3.3.2 Compostos Fendlicos Totais e poder antioxidante

Os compostos fendlicos sdo compostos aromaticos hidroxilados que possuem um ou
mais anéis aromaticos, com um ou mais grupos hidroxila. Essas hidroxilas sdo responsaveis
pela caracteristica antioxidante desses compostos, pois apresentam a capacidade de eliminar
radicais livres (LIU et al., 2013a).

A concentracdo de CFT para os nove cogumelos avaliados variou entre 5,57 e 13,16
mg GAE/g MS e o conteddo de flavonoides totais (FT) de 0,24 a 2,05 mg CE/g MS,
representando de 3,35% a 25,62% dos CFT dos cogumelos. O A. brasiliensis apresentou o
maior nivel de compostos fendlicos (p<0,05), enquanto que o menor foi encontrado para P.
eryngii. Keles et al. (2011) quantificaram os CFT de 24 cogumelos e encontraram valores que
variaram de 0,42 a 12,78 mg GAE/g (MS). Observou-se que mesmo 0s cogumelos analisados
sendo da mesma espécie, apresentaram importantes variacées na concentracdo de CFT, FT e
atividade antioxidante. Essa variacdo pode estar correlacionada a subespécie/variedade,
coloracdo do corpo de frutificagdo e maturacdo do corpo frutifero dos cogumelos (KIM et al.,
2009a; ROP; MLCEK; JURIKOVA, 2009).

A atividade antioxidante dos cogumelos foi avaliada pelos métodos de DPPH, ABTS
e FRAP (Tabela 12). Ambos os métodos de eliminacdo radical sdo populares para a
determinacdo da capacidade antioxidante de produtos alimenticios, devido aos procedimentos
simples, rapidos, sensiveis e reprodutiveis (OLIVEIRA et al., 2016). O extrato de A.
brasiliensis apresentou maior nivel de atividade antioxidante para a eliminacdo de radicais
livres avaliadas pelos métodos DPPH e ABTS, enquanto o A. bisporus (Portobelo) apresentou
o maior nivel para o FRAP. Usando a correlacdo de Pearson é possivel observar que os CFT
possuem boa correlagdo com a atividade antioxidante, sendo estas também significativas,
medida pelos métodos ABTS (r = 0,952), DPPH (r = 0,850) e FRAP (r = 0,712), indicando
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que quanto maior a quantidade de CFT no extrato fendlico de cogumelo, maior a resposta de
atividade antioxidante.

O ensaio de DPPH variou de 8,67 a 50,64 umol TE/g; o ABTS de 34,57 a 128,60
pmol TE/g e o FRAP de 8,09 a 48,26 pumol TE/g MS. Apesar dos extratos avaliados em cada
ensaio serem 0S mesmos, 0s mecanismos de acdo envolvidos nos métodos sdo diferentes.
Entretanto, os ensaios antioxidantes DPPH vs. ABTS e DPPH vs. FRAP apresentaram
correlacdo significativa (r>0,853, p<0,05). As moléculas de DPPH e ABTS sdo dois radicais
livres estaveis e coloridos, que sdo receptores tanto de um atomo de hidrogénio como de um
elétron para se tornar uma molécula diamagnética estavel. Ao receberem um atomo de
hidrogénio ou um elétron de um agente antioxidante, como os compostos fendlicos, a forma
reduzida do radical € gerada, seguida pela perda de cor (MUIJIC et al., 2010; ZIELINSKI;
HAMINIUK; BETA, 2016). Enquanto isso, o0 FRAP ¢ caracterizado somente pela capacidade
de transferéncia de elétrons, que resulta na reducéo de fons ferro (Fe** para Fe**) na presenca
de compostos antioxidantes (CRAFT et al., 2012).

TABELA 12 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS OBTIDOS NAS MELHORES
CONDICOES DE EXTRACAO.

Atividade antioxidante (umol TE/g MS)

Cogumelos

DPPH ABTS FRAP

A. bisporus (Champignon) 34,35°40,21  74,06°41,73  40,84°+0,63
A. bisporus (Portobelo) 40,00°+0,40  74,41°+223  48,26°+0,15
A. brasiliensis 50,64°+0,37 128,60°+2,02 43,25°+0,26
F. velutipes 13,12%0,20  50,44°+1,48  14,66'+0,65
L. edodes 21,44°+051  34,57+277  26,77°+0,16
P. djamor 19,35'+0,08 58,44°+2 49 14,53"+0,40
P. eryngii 9,57"+0,40  40,29'+1,98 8,09%0,19
P. ostreatus (“Ostra” preta) 23,079+0,06 86,92°+0,18 21,29%+0,79
P. ostreatus (“Ostra” branca) 8,67'+0,00 38,36'+2,74 8,65%0,31

FONTE: O autor (2017).

NOTA: Médias seguidas por uma mesma letra em uma mesma coluna néo diferem significativamente pelo teste
de Tukey (p<0.05). MS — matéria seca. TE — Trolox equivalente.

Os acidos fendlicos sdo classificados em hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos (DAI;
MUMPER, 2010; HELENO et al., 2015). Segundo Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995)
os derivados de &cidos hidroxicinamicos sdo melhores antioxidantes dos que os acidos
hidroxibenzoicos, por apresentaram dupla ligacdo na molécula (-HC=CHCOOH) que
participa da estabilizacdo do radical por ressondncia de deslocamento do elétron
desemparelhado.

Entre os derivados do acido hidroxicinamico identificados nos cogumelos, estdo 0s

acidos p-cumarico (4-hidroxicinamico) (de 2,18 a 24,47 ug/g), ferulico (&cido 4-hidroxi-3-
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metoxi-t-cindmico) (de 17,82 a 752,54 pg/g), trans-cidmico (de 1,46 a 11,14 pg/g) e
clorogénico (11,41 pg/g somente em P. djamor). Além dos é&cidos fenolicos foram
encontrados os compostos fendlicos catecol (1,2-dihidroxibenzeno) (de 97,55 a 236,35 pg/g)
e vanilina (4-hidroxi-3-metoxi-benzaldeido) (de 1,56 a 2,10 ug/g). Os derivados de &cido
hidroxibenzoicos determinados nos cogumelos foram os 4&cidos galico (3,4,5-
trihidroxibenzoico) (de 77,78 a 491,89 ug/g), p-hidroxibenzoico (4-hidroxibenzoico) (de 9,86
a 332,76 pg/g), protocatecuico (3,4-dihidroxibenzoico) (de 10,89 a 22,75 ug/g), gentisico
(2,5-dihidroxibenzoico) (27,73 pg/g somente em A. brasiliensis), siringico (4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzoico) (de 9,27 a 32,51 ug/g), vanilico (de 1,18 a 33,87 ug/g) (Tabela 13).

O acido galico apresentou uma correlacdo significativa (p<0,05) com os CFT (r =
0,975) e com os métodos antioxidantes de DPPH (r = 0,962) e ABTS (r = 0,976). Com o
ensaio FRAP, o acido galico apresentou boa correlacdo, porém néo significativa (r = 0,777).

O maior nivel de acido galico foi obtido para o A. brasiliensis. O acido galico é uma
molécula planar, constituida por um anel aromatico, trés grupos hidroxilas fenolicos e um
grupo acido carboxilico. Os trés grupos hidroxila estdo ligados ao anel aromatico numa
posicdo orto um em relacdo ao outro proporcionando esta atividade antioxidante (VELIKA,
KRON, 2012; BADHANI; SHARMA; KAKKAR, 2015). Galato et al. (2001) demonstraram,
atraves do estudo de oito compostos fendlicos e andlogos, que a atividade antioxidante de uma
molécula aumenta com o aumento do nimero de grupos hidroxila ligados ao anel aromatico.
Descobriu-se que o acido galico exibia a maior capacidade antioxidante entre 0s Varios
polifendis. Deste modo, verificou-se que varios fatores, tais como 0 nimero e a posi¢do do
grupo hidroxila, a presenca de outros grupos funcionais e a sua posi¢cdo em relacdo aos grupos
hidroxila, afetam a atividade antioxidante e anti-radical (BADHANI; SHARMA; KAKKAR,
2015).

Outro &cido derivado do acido benzoico a apresentar importante correlagdo com o0s
métodos antioxidantes e com os CFT foi o p-hidroxibenzoico [CFT (r = 0,807), DPPH (r =
0,708), ABTS (r = 0,885)]. A sua atividade antioxidante é devido a posi¢do da hidroxila na
molécula, que apresenta dois grupos metoxi adjacentes ao grupo OH, aumentando
substancialmente a disponibilidade do hidrogénio para reacdo (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996). Os é&cidos mono-hidroxibenzoicos mostraram uma maior atividade
antioxidante na posicdo orto e para em comparagdo com a posicdo meta em termos de

capacidade de doacgdo de hidrogénio contra o radical superoxido (VELIKA; KRON, 2012).
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TABELA 13 - COMPOSTOS FENOLICOS E NAO-FENOLICOS DETERMINADOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA (CLUE) EM
NOVE COGUMELOS COMESTIVEIS.

P. ostreatus

A. bisporus A. bisporus P. ostreatus

Compostos analisados (Champignon) (Portobelo) A. brasiliensis F. velutipes L. edodes P. djamor P. eryngii (“Ostra” preta) (;gs,gz;

1 259,543 20 282,97°+0,11 491,89°+1,59 N.D. 148,929+3,09 N.D. 77,78°+0,31 N.D. N.D.

2 N.D. N.D. N.D. 10,89°+0,17 N.D. 22,75°+0,64 17,70°+0,83 N.D. N.D.

3 236,35°+1,33 159,73"+1,05 148,83°+0,81 97,55°+1,51 N.D. 157,61°+0,62  108,51%1,39 N.D. N.D.

4 N.D. N.D. 27,73+1,10 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

5 9,86°+0,65 57,12°+1,20 332,76°+2,98 N.D. 11,56°+0,42 27,96%+0,16 21,74°+0,20 96,69°+3,24 N.D.

6 N.D. N.D. 11,14%+0,50 N.D. 4,15%0,02 1,46°+0,26 N.D. 8,60°+0,40 3,90°0,12

7 N.D. N.D. 24,47°+0,64 N.D. N.D. 2,18%+0,08 N.D. 17,69°+0,21 18,95°+0,33
i‘;ﬂgﬁig‘f 8 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 9,27°+0,84 32,51°+1,16
(Lg/g MS) 9 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 11,41+0,18 N.D. ND N.D.

10 N.D. N.D. 752,54%+1,90 N.D. N.D. 17,82°1,57 N.D. 49,97°+1,68 N.D.

11 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 63,25+0,82 N.D.

12 N.D. N.D. N.D. N.D. 1,18+0,13 N.D. N.D. N.D. 33,87+0,55

13 N.D. N.D. N.D. N.D. 1,56°+0,06 2,10%0,04 N.D. N.D. N.D.

14 N.D. N.D. 4,15%+0,18 N.D. 4,76%0,52 N.D. N.D. N.D. N.D.

15 N.D. N.D. 4,50°+0,05 N.D. 3,81%0,20 N.D. N.D. 4,59°+0,34 15,28%+0,13

Total 505,75 499,82 1798,01 108,44 175,94 243,29 225,73 250,06 104,51
Compostos 16  2824,05°+14,10 247541°+1956 3232,50°+30,90 2184.54°+534 1301,76"'+2,29 1846,23'+2341 3251,27°+4,11  1758,94%10,49  3594,27%+12,72
Nio-Fendlicos 17  21534™+0,84  220,57°+3,19 204,99°+1,05 61.09°+0,84 91,74%+7,84 61,73°+0,86 ND 125,30%+5,56 136,60°+5,35

(ug/g MS) Total 3039,39 2695,98 3437,49 2245,63 1393,50 1907,96 3251,27 1884,24 3730,87

FONTE: O autor (2017).

NOTA: 1 — Acido galico (4cido 3,4,5-trihidroxibenzoico), 2 — Acido protocatecuico (acido 3,4-dihidroxibenzoico), 3 — Catecol (1,2-dihidroxibenzeno), 4 — Acido gentisico
(4cido 2,5-dihidroxibenzoico), 5 — Acido p-hidroxibenzoico (4cido 4-hidroxibenzoico), 6 — Acido trans-cindmico, 7 — Acido p-cumarico (acido 4-hidroxicinamico), 8 - Acido
siringico (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico), 9 - Acido clorogénico, 10 — Acido fertlico (4cido 4-hidroxi-3-metoxi-t-cindmico), 11 — Acido cafeico (acido 3,4-
dihidroxicinamico), 12 — Acido vanilico (Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico), 13 — Vanilina (4-hidroxi-3-metoxi-benzaldeido), 14 — Quercetina, 15 — Campferol, 16 — Acido
fumarico. 17 — Acido benzoico. ND — n&o detectado. Médias seguidas por uma mesma letra em uma mesma linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). MS — mateéria seca.



90

O acido feralico mostrou 6tima correlacdo com os CFT (r = 0,954) e com 0s ensaios
de atividade antioxidante: DPPH (r = 0,997), ABTS (r = 0,930) e FRAP (r = 0,982). Este
acido vem sendo estudado h& muitos anos, e apresenta atividade antioxidante para 6leos,
inibindo a iniciacdo da formacdo de hidroperoxidos, independente da temperatura,
aproximadamente na mesma propor¢ao que o a-tocoferol (KIKUZAKI et al., 2002).

Os extratos naturais podem ser mais benéficos que os compostos bioativos isolados,
uma vez que a interacdo sinérgica dos compostos pode aumentar as propriedades dos
componentes individuais. Além disso, o uso de extratos naturais pode ser benéfico
considerando que o0s niveis maximos legais para aditivos alimentares sintéticos sdo
estabelecidos com base em varios parametros toxicoldgicos que geralmente ndo sdo aplicaveis
a compostos que ocorrem naturalmente (OLIVEIRA et al., 2016).

A quercetina e o campferol foram os Unicos flavonoides determinados nos
cogumelos. A concentracdo de quercetina variou de 4,15 a 4,76 pg/g, enquanto o campferol
variou de 3,81 a 15,28 ug/g. Os valores de quercetina sdo semelhantes aos obtidos por Ribeiro
et al. (2006) que estudaram nove espécies de cogumelos e verificaram a presenca de
quercetina no Suillus leteus e S. granulatus. A concentracdo de campferol foi inferior as
obtidas por Kim et al. (2008) ao estudar os compostos fendlicos de Sparassis crispa,
Ganoderma lucidum e Inonotus obliquus, porém os mesmos pesquisadores ndo detectaram
campferol nos cogumelos da mesma espécie relatadas no presente trabalho.

O écido fumarico (ndo-fendlico), um acido organico, apresentou a maior
concentracgdo, variando de 1301,76 a 3594,27 pg/g (L. edodes e P. ostreatus - “Ostra” branca,
respectivamente) dentre todos os compostos identificados. Autores encontraram teores com
uma ampla variacdo na concentracdo desse composto (0-28200 upg/g dm) para diferentes
espécies de cogumelos (RIBEIRO et al., 2006, 2008; CARVAJAL et al., 2012; STOJKOVIC
etal., 2013).

3.3.3 Atividade antibacteriana (in vitro)

A Tabela 14 apresenta a concentracdo minima inibitoria (MIC) do extrato fendlico
otimizado de nove cogumelos comestiveis frente a bactérias Gram-postivas (Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Salmonella enteritidis e Escherichia coli).

O antibidtico utilizado como padrdo (Amoxicilina) foi efetivo na inibi¢do de todas as

bactérias testadas nas seguintes concentragdes: 4,0 mg/L (B. cereus), 0,25 mg/L (S. aureus),
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1,0 mg/L (S. enteritidis) e 12,5 mg/L (E. coli). A efetividade dos extratos fendlicos foi maior
contra 0s micro-organismos Gram positivos (B. cereus e S. aureus), o que também foi
observado por (OYETAYO, 2009) ao estudar a atividade antibacteriana de L. subnudus contra
as bactérias B. cereus, S. aureus e S. typhinurium. O extrato de L. edodes apresentou a maior
atividade antibacteriana, fornecendo o menor valor de MIC, para todas as bactérias testadas
(Tabela 14). A MIC do L. edodes para S. aureus foi igual a 1,56 mg/mL, semelhante ao MIC
encontrado por Taofiqg et al., (2016) para a mesma bactéria, de 2,5 mg/mL. Nedelkoska et al.
(2013) obtiveram a MIC variando entre 5 a 50 mg/L ao avaliar a atividade antibacteriana de

seis cogumelos.

TABELA 14 — ATIVIDADE ANTIBACTERIANA PARA OS EXTRATOS FENOLICOS OTIMIZADOS DE
COGUMELOS COMESTIVEIS, AVALIADO PELO METODO DE MICRODILUIGAO.

. . Gram-positivos Gram-negativos
Micro-organismos testados
B. cereus S.aureus S.enteritidis E. coli

A. bisporus (Champignon) 100 100 100 200
A. bisporus (Portobelo) 50,00 200 200 200
A. brasiliensis - 50,00 100 200 200
F. velutipes % 25,00 50,00 - -
L. edodes £ 12,50 1,56 100 100
P. djamor 8] 100 100 - -
P. eryngii = 200 200 200 200
P. ostreatus (“Ostra” preta) 25.00 100 100 200
P. ostreatus (“Ostra” branca) 25.00 100 - -

FONTE: O autor (2017).
NOTA: MIC — Concentracdo Minima Inibitoria. (-) MIC ndo encontrado para as concentracdes testadas.

As bactérias Gram-negativas (S. enterididis e E. coli) foram menos sensiveis aos
agentes antibacterianos intrinsecos dos cogumelos, necessitando maior concentracdo desses
para que houvesse inibi¢do do seu crescimento. O F. velutipes, o P. djamor e o P. ostreatus
(“Ostra” branca), ndo apresentaram atividade antibacteriana para as bactérias Gram-negativas,
nas concentracOes testadas (Tabela 14). Nedelkoska et al. (2013) verificaram que o extrato
metanolico (até 50 mg/mL) de F. velutipes também ndo inibiu a E. coli., enquanto os
cogumelos da espécie Agaricus e Lentinula apresentaram atividade inibitoria para E. coli com
MIC de 200 e 100 mg/mL, respectivamente. Owaid, Al-Saeedi e Al-Assaffii (2015)
constataram que o filtrado do micélio (50% v/v) de P. ostreatus (“Ostra” branca e preta) ndo
inibiu o crescimento da E. coli ATTCC 25922.

Segundo Oliveira et al. (2016), é possivel que a maior resisténcia das bactérias
Gram-negativas aos agentes antimicrobianos, esteja relacionada a sua sofisticada barreira de

permeabilidade em compara¢do com a membrana celular mais simples das bactérias Gram-
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positivas. A membrana celular de espécies Gram-negativas apresenta uma barreira de
lipopolissacarideo externa adicional que restringe a penetracdo da maioria das moléculas,
enquanto sdo permedveis aos nutrientes. Esta barreira de permeabilidade eficiente tem sido
responsbilizada pela incapacidade da indUstria farmacéutica de produzir novas classes de
compostos de amplo espectro que sdo igualmente ativos contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas.

O efeito inibitério dos compostos fendlicos pode ser explicado pela sua interacéo
com as proteinas da membrana bacteriana por meio da ligacdo de hidrogénio, o que pode
resultar em alteragdes na sua permeabilidade, causando destrui¢do celular ou coagulagdo do
seu contetdo. A literatura informa que a atividade antimicrobiana de extratos de plantas pode
estar relacionada as condigdes de cultivo da planta, uma vez que 0s componentes ativos,
geralmente substancias fendlicas, sao sintetizados como resposta ao estresse, como ataques de
micro-organismos ou radiagdo UV forte (OLIVEIRA et al., 2016).

Observou-se que os cogumelos F. velutipes, o P. djamor e o P. ostreatus (“Ostra”
branca) apresentaram baixas concentracfes de compostos fendlicos (Tabela 11) e néo
continham &cido galico, que pode ser um dos potenciais agentes antibacterianos presente nos
cogumelos. Segundo Borges et al. (2013), o &cido galico produz alteracdes irreversiveis nas
propriedades da membrana bacteriana através de alteracdes de hidrofobicidade, diminuicéo da
carga superficial negativa e ocorréncia de ruptura ou formacdo de poros nas membranas
celulares com consequente vazamento de constituintes intracelulares essenciais. Essas
conclusdes foram obtidas apds a avaliacdo do mecanismo de acdo do acido galico em S.
aureus, E. coli, L. monocytogenes e P. aeruginosa.

Segundo Maddox, Laur e Tian (2010), diversos compostos fendlicos mostraram
possuir propriedades antimicrobianas contra Xylella fastidiosa, uma bactéria Gram-negativa.
Entre esses compostos, 0s que apresentaram maior poder de inibicdo foram os acidos cafeico
e galico, além dos flavonoides naringenina, quercetina, catequina e resveratrol. Dos
compostos fendlicos citados por Maddox, Laur e Tian (2010), somente o acido galico, o acido
cafeico e a quercetina foram identificados em alguns cogumelos. No entanto, os cogumelos
que ndo apresentaram atividade antibacteriana (F. velutipes, P. djamor e P. ostreatus -
“Ostra” branca), foram o0s Unicos que ndo continham estes fendlicos (Tabela 13). Esta
verificacdo sugere que a inibicdo das bactérias Gram-positivas pode estar relacionada a

presenca dos acidos galico, cafeico e a quercetina determinadas nos demais cogumelos.
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A quercetina mostrou forte efeito antibacteriano contra a bactéria Gram-negativa E.
coli, no estudo realizado por Abd-Allah, Awad e Abdelmohsen (2015), além de inibir o
crescimento de bactérias Gram-positivas. A atividade antibacteriana dos flavonoides é
determinada pelas suas caracteristicas estruturais, principalmente pela posicdo dos grupos
hidroxila livres no anel aromatico B. A quercetina possui dois grupos hidroxilas no anel B,
localizados nas posi¢bes 3’ e 4°. Um composto semelhante, o morin, também possui duas
hidroxilas no anel B, porém nas posi¢es 2’ e 4’. Este composto apresentou atividade
antibacteriana ligeiramente superior a quercetina, porém ambos inibiram o crescimento das
bactérias E. coli, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus (WOZNICKA et al., 2013).

Além dos compostos fendlicos supracitados, o &cido p-cumarico foi estudado
isoladamente por Lou et al. (2012) contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e foi
considerado antibacteriano contra todas as bactérias patdgenas com MIC variando de 10 a 80
pg/mL. O acido mostrou ter mecanismo duplo de atividade antibacteriana: rompendo as
membranas celulares bacterianas e ligando-se ao DNA gendmico para inibir as fungdes
celulares, conduzindo & morte celular. Esse acido foi identificado nos extratos fendlicos
otimizados de A. brasiliensis, P. ostreatus (“Ostra” branca ¢ preta) ¢ no P. djamor e pode ter
contribuido para a atividade antibacteriana apresentada por esses cogumelos, principalmente
contra as bactérias Gram-positivas.

O é&cido p-hidroxibenzoico (4-hidroxibenzoico) é apontado como agente portador de
atividade antimicrobiana contra varias bactérias, tanto Gram-positivas como Gram-negativas
(MANUJA et al., 2013). A inibicdo de E. coli (O157:H7 e ATCC 25922) ndo foi observada
por Cueva et al. (2010) a uma concentracdo de 500 pg/mL, porém, o S. aureus apresentou
inibicdo ao acido 4-hidroxibenzoico nesta mesma concentracdo. Dos extratos fendlicos
estudados, apenas o F. velutipes e P. ostreatus (“Ostra” branca) ndo continham o acido p-
hidroxibenzoico.

A atividade antibacteriana do acido benzoico foi estudada por (CUEVA et al., 2010),
que verificou um principio de inibicdo do S. aureus por este composto em concentracdo de
500 pg/mL. Esse acido foi identificado em todos os cogumelos estudados, com exce¢éo do P.
eryngii, em concentracdes de até 220,57 pg/g de A. bisporus (Portobelo). Deve-se destacar
que além da presenca dos compostos ja citados os cogumelos apresentavam os demais
compostos fendlicos mostrados na Tabela 13, que contribuiram individualmente e/ou
possivelmente também de forma sinérgica (ABD-ALLAH; AWAD; ABDELMOHSEN,

2015) para a inibi¢do das bactérias testadas.
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3.4 CONCLUSOES

O planejamento Box-Behnken em conjunto com a metodologia de superficie de
resposta e analise de regressdo mdltipla, sugeriram modelos matematicos com adequacao
superior a 88% dos dados sem apresentar falta de ajuste (p<0,05). Os nove extratos fendlicos
otimizados obtidos nas melhores condi¢cbes do planejamento, apresentaram importante
atividade antioxidante avaliada pelos ensaios de ABTS, DPPH e FRAP. Foi possivel
identificar 15 compostos fendlicos e 2 ndo-fendlicos pela técnica de CLUE-DAD. Dos
compostos fendlicos, os acidos galico e feralico apresentaram 6tima correlagdo com os CFT e
com a atividade antioxidante determinada por ABTS, DPPH e FRAP. Todos os extratos
fendlicos otimizados inibiram o crescimento das bactérias Gram-positivas nas concentragoes
igual ou abaixo de 200 mg/mL. Seis deles (66,7%) também foram efetivos contra as cepas
Gram-negativas nas concentracfes testadas. O cogumelos A. brasiliensis apresentou a maior
concentragdo de CFT, a maior atividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH e ABTS,

alem de possuir a maior variedade de compostos fenolicos identificados por CLUE-DAD.
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CAPITULO 4

AVALIACAO DA COMPOSICAO DOS SUBSTRATOS DE CULTIVO E
INFLUENCIA EXERCIDA NA QUALIDADE NUTRICIONAL DO
Lentinula edodes
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RESUMO

O Lentinula edodes (Shiitake) € um cogumelo comestivel, com consideravel potencial
nutricional além de excelente aroma e sabor. Sua composicdo nutricional pode sofrer
alteracdes influenciadas pelo método de cultivo. Tradicionalmente é produzido em toras de
madeira, porém essa pratica vem sendo substituida pelo cultivo em substratos axénicos (SA),
elaborados com materiais distintos que sdo armazenados em sacos plasticos. Esse trabalho
teve por objetivo avaliar a composic¢do nutricional dos cogumelos L. edodes cultivados em
Quercus acutissima (QA) e em SA, correlacionando sua composi¢do fisico-quimica com o0s
meios onde foram cultivados. Para isso, 0os meios de cultivo foram analisados quanto a sua
densidade, teor de umidade, cinzas, extrativos, lignina (soltvel e insolivel) e holocelulose
(celulose + hemicelulose) antes da inoculacdo do L. edodes e apds a segunda colheita
consecutiva desse cogumelo. Os cogumelos foram caracterizados em relagdo ao seu teor de
umidade, proteina, cinzas, lipideos, carboidratos, fibra alimentar (soltvel e insoltvel), a e B-
glucanas e composi¢do mineral. Os resultados obtidos demonstraram que a composi¢do do
meio de cultivo influenciou na composicdo nutricional do cogumelo L. edodes. O cogumelo
cultivado em SA apresentou teor proteico superior, em 18,72%, quando comparado ao
cogumelo cultivado em QA; 26,24% a mais de lipidios; 3,30% a mais de fibras soltveis e
5,3% superior em carboidratos totais. O SA continha incialmente, menor teor de lignina,
holocelulose e propor¢do C/N, quando comparado a QA.

Palavras-chave: Shiitake, carvalho, producéo de cogumelos, B-glucanas, fibra alimentar,
proteina.
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4.1 INTRODUCAO

Os cogumelos comestiveis fornecem proteinas de alta qualidade e apresentam maior
produtividade e eficiéncia biologica que a proteina animal. S&o ricos em fibras alimentares,
minerais e vitaminas e tém baixos teores de lipideos e alta proporcdo de &cidos graxos poli-
insaturados (JONATHAN; NWOKOLO; EKPO, 2013). Por apresentarem elevado teor
proteico e reduzido teor lipidico, os cogumelos sdo excelentes alimentos para serem utilizados
em dietas de baixa caloria (RIBEIRO et al., 2009).

A producdo de cogumelos comestiveis no Brasil ainda é pequena e se restringe
majoritariamente as regides sudeste e sul devido as condi¢Bes climaticas favoraveis. As
espécies mais cultivadas e consumidas sdo de origem europeia e asiatica, como o Agaricus
bisporus (Champignon de Paris), Lentinula edodes (Shiitake) e cogumelos do género
Pleurotus (Shimeji). Dentre as espécies de cogumelos comestiveis produzidos mundialmente,
0 L. edodes, de origem asiatica, ocupa o segundo lugar, ficando atras apenas do A. bisporus
(PICCININ; PIERO; PASCHOLATI, 2010; GAITAN-HERNANDEZ et al., 2011).

O interesse comercial no cogumelo L. edodes tem aumentado nos ultimos anos,
principalmente devido ao seu alto valor no mercado internacional, ocorrido ndo somente
devido ao seu consideravel potencial nutricional por apresentar elevado teor proteico e de
fibra alimentar e baixo teor lipidico, além de excelente aroma e sabor, mas também por causa
das suas propriedades medicinais (GAITAN-HERNANDEZ et al., 2011).

O L. edodes € um fungo lignocelulolitico provido de um sistema enzimatico que o
torna capaz de utilizar fontes complexas de carbono, como a celulose, hemicelulose e lignina
(ANDRADE et al., 2009). A composicdo quimica dos cogumelos é diretamente influenciada
pela composicdo quimica do substrato no qual o fungo foi cultivado, fator que permite o
acumulo de determinados macro e micronutrientes (BENTO; CASARIL, 2012).

Tradicionalmente, o L. edodes é cultivado em troncos de arvores como o eucalipto,
carvalho, mangueira e abacateiro. A espécie Quercus acutissima (QA), conhecida como
“carvalho dente de serra” ou “carvalho japonés”, é nativa do leste da Asia, amplamente
distribuida na China e tem importancia ecoldgica e comercial significativa. E comumente
cultivada na América do Norte. A QA fornece excelente material para construcdo e producao
de carvdao vegetal, podendo ser empregada também no cultivo de fungos comestiveis
(ZHANG et al., 2013).



98

Atualmente o metodo de cultivo de cogumelo em toras de arvores tem sido
substituido pelo cultivo em substratos axénicos (SA) preparados sob condi¢des controladas e
armazenados no interior de sacos plasticos (cultivo bag-log) (SANCHEZ, 2004; PICCININ;
PIERO; PASCHOLATI, 2010). Os SA podem ser elaborados a partir de diversos residuos
florestais e/ou agroindustriais disponiveis na regido onde os cogumelos sdo cultivados
(ANDRADE et al., 2013).

No Brasil, o residuo florestal mais utilizado € do género Eucalyptus, mesmo nao
sendo nativo do pais (ANDRADE et al., 2013). J& os residuos agroindustriais que vem
ganhando espaco na elaboracgdo de substrato sdo: bagaco de cana de agUcar e palha ou sabugo
de milho. Além disso, a suplementacdo do substrato com farelo de trigo, arroz, soja,
mandioca, aveia ou milho, aumenta a disponibilidade de nutrientes, proporcionando melhor
desenvolvimento micelial (REGINA et al., 2009; JUNIOR; PACCOLA-MEIRELLES, 2010;
GAITAN-HERNANDEZ et al., 2011). Um mix balanceado desses residuos sdo dispostos em
sacos plasticos e esterilizados (SA) para evitar a contaminacdo do meio de cultivo. As
principais vantagens deste método sdo o curto periodo de tempo para completar um ciclo de
cultivo e o maior rendimento (SANCHEZ, 2004).

O objetivo desse estudo foi avaliar a composi¢do nutricional dos cogumelos L.
edodes cultivados em QA e em SA e correlacionar sua composi¢cdo quimica com 0s meios

onde foram cultivados.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Amostras

O cogumelo Lentinula edodes (Shiitake) produzido em Quercus acutissima (QA),
bem como as toras dessa madeira, também conhecida como “carvalho dente de serra” ou
“carvalho japonés” foram fornecidos por um produtor do municipio de Campina Grande do
Sul — PR, Brasil. O L. edodes produzido em substrato axénico (SA), bem como esse substrato
elaborado com po de serra (40%) e cepilho de eucalipto (43%), farelo de trigo (12%), gérmen
de milho (4%) e calcario (1%), foram fornecidos por um produtor do municipio de Cornélio
Procépio — PR, Brasil.

As madeiras (toras) de QA e os SA foram analisados em dois momentos: sem a

presenca do indculo fungico (tempo inicial) e apds a segunda frutificagdo e colheita do L.
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edodes (tempo final). Foram analisados os L. edodes obtidos apds a segunda frutificacéo
realizada em ambos os métodos de cultivo.

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia de Produtos N&o-
Madeiraveis, Laboratorio de Tecnologia de Produtos Madeirdveis e Laboratério de Solos da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa Florestas), Colombo-PR, Brasil.

4.2.2 Caracterizagdo dos materiais de cultivo do L. edodes

A densidade aparente da QA e do SA (tempo inicial e final) foram determinadas
utilizando a Equacdo 2. A massa de uma por¢cdo da QA e do SA foi obtida em balanca de
precisdo e o volume dessa por¢do foi mensurado pela adaptacdo da metodologia descrita por
Machado e Pereira (2010) e Gutkoski et al. (2005).

mg

ps = > (Equagéo 2)

Onde ps € a densidade, ms € a massa e vs € 0 volume da QA ou do SA.

A umidade de ambos os materiais foi determinada por secagem em estufa a 105°C
até peso constante. O residuo mineral fixo (cinzas) foi obtido por incineracdo da madeira em
mufla, a 550°C, até peso constante. Os materiais extrativos da madeira foram quantificados
segundo a NBR 14853 (ABNT, 2010a). O teor de lignina insoltvel foi determinado conforme
NBR 7989 (ABNT, 2010b) e os percentuais de lignina solivel em acido foram obtidos por
meio da medida de absorbancia na regido ultravioleta (205 nm) em espectrofotdmetro,
segundo Dence (1992). A fracdo de holocelulose (celulose + hemicelulose) foi calculada por
diferenca, considerando 100 g de matéria seca, menos a soma dos demais constituintes em
matéria seca (MS). A constituicdo elementar de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N) e
enxofre (S), foi determinada pelo equipamento CHNS, marca Elementar, modelo vario
MACRO cube. O teor de oxigénio (O) foi obtido por diferenca, considerando 100 g menos a

soma dos demais elementos (CHNS). As andlises foram realizadas em triplicata.
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4.2.3 Célculos para a determinacdo do consumo de nutrientes na tora de QA e no SA, pelo
cogumelo L. edodes

Para a determinacdo da perda de biomassa, tanto da QA quanto do SA, apds 2 ciclos
de frutificacdo do cogumelo L. edodes, empregou-se a Equacdo 3 (Balango Global de Massa):

M;=M; + M, (Equacéo 3)

Onde M; e M¢ s@o as massas nos tempos inicial e final da tora de carvalho ou do
substrato, respectivamente; e M. é a massa consumida pelo cogumelo.
A determinagdo do consumo individual dos macro e microcomponentes da tora de
QA e do SA, pelo cogumelo L. edodes, foi realizada utilizando a Equagéo 4 (Balango Parcial
de Massa):
M*x= Mg * Xpp + Mg * X (Equacéo 4)
Onde Xni € Xpf sdo as fragdes “x” do nutriente “n” nos tempos inicial e final, respectivamente,
presentes no material de cultivo do cogumelo; e Xnc ¢ a fracdo do nutriente “n” consumido

pelo L. edodes ao final do segundo ciclo de cultivo em uma mesma tora de QA ou SA.

4.2.4 Caracterizacdo do corpo de frutificacdo do L. edodes cultivado em QA e em SA

A caracterizacdo fisico-quimica do cogumelo foi realizada com o material fresco (in
natura), apds serem triturados e homogeneizados em um misturador foram utilizados para as
andalises, exceto para a determinacao do teor de lipidios. As amostras para a determinacdo de
lipideos foram liofilizadas (a -50°C e 150 mm Hg por 96 horas), devido ao elevado teor de
umidade do produto original. O teor de umidade foi determinado por diferenca de peso antes
de depois da secagem em estufa a 105°C até massa constante, segundo AOAC (Association of
Official Analytical Chemicals), método n°® 925.09 (AOAC, 2005). O residuo mineral fixo
(cinzas) foi quantificado apds incineracdo das amostras em mufla, a 550°C por 5 h, conforme
0 método n° 923.03 (AOAC, 2005). O conteudo lipidico foi determinado pelo método de
extracdo de Soxhlet, utilizando éter etilico como solvente de extracdo. O teor de proteina foi
determinado pelo método n° 920.87, (AOAC, 2005) e o nitrogénio convertido em proteina,

multiplicando o contetdo de nitrogénio por um fator de 4,38, considerando que os cogumelos
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apresentam uma alta proporcdo de compostos nitrogenados nédo-proteicos (NPN), como a
quitina, de acordo com Reis et al., (2012a) e Rashidi e Yang (2016). A fibra alimentar total foi
determinada como fragdes sollveis e insolGveis, de acordo com o método enzimatico-
gravimétrico, utilizando o método n°® 991.43, (AOAC, 2005). O teor de carboidratos totais,
incluindo a fibra alimentar, foi calculado por diferenca (isto é, 100 g de produto menos a
soma de umidade, cinzas, proteinas e lipideos). Todas as analises foram realizadas em

triplicata e os resultados foram expressos em matéria seca (MS).

4.2.5 Anélise de minerais dos cogumelos L. edodes

Os minerais foram quantificados utilizando amostras liofilizadas dos cogumelos de
acordo com o método descrito por Silva (1999), Sarruge e Haag (1974). Os macrominerais
foram determinados apés digestdo com acido nitro-perclorico (NOGUEIRA; SOUZA, 2005).
Os teores de sodio e de potassio nos digestatos foram determinados espectrofotometricamente
utilizando fotémetro de chama (SILVA, 1999). O célcio e o magnésio foram quantificados
com o auxilio da espectroscopia de absor¢do atbmica (SARRUGE; HAAG, 1974). O fosforo
foi determinado em espectrofotometro UV/VIS a 660 nm apds a producdo de é&cido
fosfomolibdico de cor azul, cuja intensidade de cor € proporcional a concentracdo de fosforo
na amostra (NOGUEIRA; SOUZA, 2005). A concentracdo de manganés, ferro, cobre e zinco
foram determinadas de acordo com Silva (1999) em um espectrdmetro de absorcéo atdmica,
nos comprimentos de onda de 279,5, 248,3, 324,7 e 213,9 nm, respectivamente. Cada analise

mineral foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos MS.
3.2.6 Andlise estatistica
Realizou-se a analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey e o teste T de Student,

utilizando o programa STATISTICA versdo 10.0. Foram avaliadas as diferencas significativas

(p<0,05) para as médias dos parametros analisados nos cogumelos e nos meios de cultivo.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Composicao fisico-quimica da Quercus acutissima (QA) e do substrato axénico (SA)

Os resultados obtidos na caracterizagdo fisico-quimica da QA e do SA no tempo
inicial e final (sem o in6culo do L. edodes e ap6s a segunda colheita do L. edodes,
respectivamente), utilizados na producdo dos cogumelos, séo apresentados nas Figuras 11 e
12 e nas Tabelas 15 e 16.

A densidade aparente da madeira e casca da QA e do SA diminuiu significativamente
apos dois ciclos de producdo de cogumelos em 42,65%, 29,51% e 25,77%, respectivamente
(Figura 11). A andlise estatistica foi realizada comparando os tempos inicial e final de cada
método de cultivo. Esse comportamento deve-se ao fato do L. edodes ser um fungo
lignocelulolitico capaz de produzir enzimas que degradam a lignina, a celulose e a
hemicelulose, convertendo-as em moléculas menores que foram absorvidas e utilizadas para o
desenvolvimento do corpo de frutificacdo (GOMES-DA-COSTA; COIMBRA; DA SILVA,
2008). Andrade et al. (2009) também estudaram a reducéo da densidade da madeira de trés
clones de eucalipto durante o cultivo de L. edodes ao longo de 12 meses e constataram

diminuicdo da densidade da madeira em todos os clones avaliados.

FIGURA 11 — DENSIDADE APARENTE DA MADEIRA E CASCA DE QA (Q. ACUTISSIMA), E DO
SUBSTRATO AXENICO (SA) NO TEMPO INICIAL E FINAL (SEM INOCULO DE L.
EDODES E APOS A SEGUNDA COLHEITA DO COGUMELO, RESPECTIVAMENTE).
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FONTE: O autor (2017).
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A umidade e a matéria organica seca diminuiram tanto na madeira e na casca de QA
quanto no SA, apdés dois ciclos consecutivos de producdo de L. edodes, conforme apresentado
na Figura 12. Verificou-se por meio do balanco global e parcial de massa (Equactes 3 e 4)
que a reducdo da umidade na madeira (QA), casca (QA) e SA foi de 48,28%, 12,83% e
29,05%, respectivamente (Tabela 16). A reducdo da matéria seca (MS) representou 42,46%,
29,04% e 20,02% na madeira (QA), casca (QA) e SA, respectivamente (Tabela 16). Tanto a
reducédo de umidade quanto a reducdo de MS do meio de cultivo do L. edodes, indicou que o
cogumelo utilizou os compostos liquidos e sélidos para seu desenvolvimento.

A Tabela 15 apresenta os resultados das analises realizadas na madeira (QA), casca
(QA) e SA. A Tabela 16 foi elaborada realizando balan¢o de massa global e parcial (Equacdes
4.2 e 4.3) para todos os compostos analisados, em 1,00 m3 de material.

Os teores de cinzas da madeira e da casca de QA nos tempos inicial e final ndo
apresentaram diferenca significativa (Tabela 15), indicando que se manteve a
proporcionalidade de minerais, matéria organica e agua ao longo do cultivo do L. edodes. O
oposto foi observado no substrato, onde o teor de cinzas nos tempos inicial e final foi
significativamente diferente. O cultivo do L. edodes em SA ocasionou uma concentracdo da
MS e dos minerais devido ao menor consumo desses, quando comparado a madeira e a casca
de QA (Figura 12).

FIGURA 12 — COMPOSICAO DE AGUA E MATERIA SECA (MS) DA MADEIRA E CASCA DE QA (Q.
ACUTISSIMA) E DO SA (SUBSTRATO AXENICO) NO TEMPO INICIAL E FINAL (SEM
INOCULO DE L. EDODES E APOS A SEGUNDA COLHEITA DO COGUMELO,
RESPECTIVAMENTE).
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FONTE: O autor (2017).



TABELA 15 — CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E ELEMENTAR (CHNSO) DA QUERCUS

ACUTISSIMA (QA) E DO SUBSTRATO AXENICO (SA).
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- Madeira (QA) Casca (QA) SA

Analises Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Cinzas* 0,719+0,01  0,63°+0,03 2,42°+0,03 2,20°+0,03  4,93°+0,01 4,11°+0,11
Extrativos* 1,53%+0,11 1,04°+0,01 2,63°+0,09 1,87%+0,09 5,13°+0,24  3,98°+0,32
Insoldvel 31,35°+0,36 28,52%+1,07 38,57°+0,01 33,76°+1,40 28,74°+0,17 25,83°+0,15
Lignina*  SolGvel  1,88°#0,04 1,87°+0,02 2,05°+0,21  1,72°+0,09 1,89°%0,01  2,23%+0,03
Total  33,23°+0,40 30,39°+1,09 40,62°+0,22 35,48°+1,49 30,63°+0,18 28,06'+0,18
Holocelulose* 64,53°+0,52 67,94°+1,13 54,70+0,34 60,45°+1,59 59,31°+0,43 63,85°+0,61
Carbono (C)* 4592°40,09 45,91°+0,10 47,91°%0,04 43,02°+0,01 47,11°+0,09 45,38°+0,06
Oxigeénio (0)* 46,55°+0,13 46,88°+0,13 45,08°+0,10 50,38%+0,10 44,67°+0,08 46,81°+0,12
Hidrogénio (H)* 7,24°+0,14  6,89°+0,04 6,52°+0,05 6,27°+0,08  7,41°+0,01  7,00°+0,05
Nitrogénio (N)* 0,24°+0,01  0,32°+0,01  0,48°+0,02 0,32°+0,01  0,76°+0,03  0,75%+0,01
Enxofre (S)* 0,05%+0,01 N.D. 0,01°+0,00 0,01°+0,01 0,05%+0,01  0,06%+0,00

Relagdo C/N* 191,33 143,47 99,81 134,44 61,99 60,51

FONTE: O autor (2017).
NOTA.: Letras diferentes em uma mesma linha representam médias com diferenga significativa (p<0,05).
*Meédia expressa em % MS + desvio padrdo. ND - Nao detectado.

Os extrativos da madeira e da casca de QA (1,04 a 2,63%) apresentaram-se similares
aos valores obtidos por Silveério et al. (2006) que estudou madeiras de eucalipto. Os extrativos
referem-se as substancias de baixa ou média massa molecular, como acidos e ésteres graxos,
alcoois de cadeia longa, esteroides, compostos fenolicos e glicosideos que podem ser
solubilizados em solventes organicos (SILVERIO et al., 2006). Os extrativos do SA foram
mais expressivos (5,23 e 3,98%), pois além de ser elaborado com madeira de eucalipto, o
substrato contém em sua constituicao, farelo de trigo e gérmen de milho, o que aumenta o teor
de compostos lipofilicos que sdo extraidos com a solucdo de tolueno:etanol (2:1). Becerra et
al. (2002) também encontraram teores mais elevados de extrativos (1,34 a 7,77%) em sua
pesquisa com madeira chilena da familia Podocarpaceae.

Alguns elementos (holocelulose, C e O, por exemplo) apresentaram maior
concentracdo no final do cultivo (Tabela 15). Esse resultado sugere um maior consumo de
agua e de determinados nutrientes pelo L. edodes, ocasionando o acumulo de moléculas
menos utilizadas pelo fungo para seu crescimento. Por meio do balanco de massa global e
parcial, foi possivel comprovar que houve o consumo de todos os constituiente da QA e do
SA. A lignina total apresentou reducdo de 47,36%, 48,03% e 26,73% para a madeira, casca e
SA, respectivamente (Tabela 16). Seguindo o mesmo padrdo, a holocelulose (celulose +
hemicelulose) também diminuiu apds o segundo ciclo de producéo de cogumelos em 10,84%,
21,58% e 13,90%. Esses polimeros sdo hidrolisados por enzimas produzidas pelo L. edodes,

como lacases, manganés peroxidase e lignina peroxidase (REGINA et al., 2008), e
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TABELA 16 - BALANGO GLOBAL E PARCIAL DE MASSA PARA OS CONSTITUINTES DA QUERCUS ACUTISSIMA (QA) E DO SUBSTRATO AXENICO (SA):

TEMPO INICIAL E TEMPO FINAL (SEM INOCULO DE L. EDODES E APOS A SEGUNDA COLHEITA DO COGUMELO, RESPECTIVAMENTE).

Madeira QA (kg/md) Casca QA (kg/m?3) SA (kg/m?3)
Tempo inicial ~ Tempo final Consumida  Tempoinicial Tempofinal Consumida  Tempoinicial Tempo final Consumida
Agua 276,56 143,03 133,53 142,22 123,97 18,25 377,85 268,08 109,77
Matéria seca 681,40 392,06 289,34 609,07 432,20 176,87 220,58 176,43 44,15
Cinzas* 4,87+0,07 2,48+0,12 2,38+0,19 12,48+0,17 9,50+0,21 2,98+0,38 10,87+0,03 7,24+0,02 3,63+0,05
Extrativos* 10,42+0,75 4,06+0,06 6,36+0,81 15,99+0,52 8,06+0,20 7,92+0,72 11,31+0,53 7,02+0,56 4,29+1,09
Insoldvel 313,59+2,44 111,81+4,18  101,78%6,62 234,93+0,05 145,91+6,05 89,02+6,10 63,40+0,37 45,57+0,26 17,83+0,63
Lignina*  Solavel 12,78+0,30 7,34+0,06 5,44+0,36 12,52+1,27 7,43+0,37 5,08+1,64 4,17+0,02 3,94+0,05 0,23+0,07
Total 226,37+2,74 119,15+4,24  107,22+6,98 247,45+1,32 153,35+6,42 94,10£7,74 67,56+0,39 49,50+0,31 18,06+0,70
Holocelulose* 439,71+3,56 392,06+4,42  173,34+7,98 333,16+2,01 261,26+6,83 71,90+8,84 130,83+0,97 112,65+0,89 18,18+1,86
Carbono* 312,90+0,58 179,99+0,41  132,90+0,99 291,77+0,22 185,93+0,04  105,84+0,26 103,92+0,20 80,06+0,10 23,82+0,30
Oxigénio* 317,16+0,62 183,79+0,50  133,37+1,12 274.64+0,62 217,74+0,39 56,85+1,01 98,54+0,17 82,59+0,08 15,95+0,25
Hidrogénio* 49,33+0,94 27,03+0,14 22,30+1,08 39,74+0,31 27,09+0,35 12,65+0,66 16,34+0,02 12,35+0,09 3,99+0,11
Nitrogénio* 1,66+0,08 1,24+0,05 0,42+0,13 2,92+0,12 1,38+0,04 1,54+0,16 1,67+0,06 1,32+0,02 0,35+0,08
Enxofre* 0,36+0,06 N.D. 0,36+0,06 0,05+0,01 N.D. 0,05+0,01 0,12+0,02 0,10+0,01 0,02+0,03

FONTE: O autor (2017).

NOTA: *Resultados expressos como média + desvio padrdo. N.D. - Ndo detectado.
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convertidos em nutrientes utilizados para seu crescimento (GOMES-DA-COSTA;
COIMBRA; DA SILVA, 2008).

A composicdo elementar (CHNSO) da QA (Tabela 15) apresentou similaridade a
composicdo da madeira de mesma espécie estudada por Lee et al. (2008). Na Tabela 16 pode-
se observar que todos os constituintes elementares (CHNSO) apresentaram reducdo de massa,
tanto na madeira quanto no substrato, ap6s a segunda producdo de L. edodes. Esse resultado
corrobora as demais analises que mostraram a reducdo na massa de macromoléculas como
holocelulose, lignina e extrativos.

Verifica-se que o teor de nitrogénio inicialmente presente no SA foi
aproximadamente 68,42% superior ao encontrado na madeira de QA e 36,84% ao da casca de
QA (Tabela 15). A razdo C/N dos materiais de cultivo do L. edodes no tempo inicial foi de
61,99, 191,33 e 143,47 para 0 SA, a madeira de QA e a casca de QA. Para Cheung (2005), a
razdo C/N para o crescimento micelial vegetativo deve ser de 25, enquanto que para a fase de
producdo essa razao deve ser de 40. WANG et al. (2013) sugerem um intervalo na razao de
C/N de 25 a 40 para o crescimento micelial vegetativo e C/N entre 40 e 73 no estagio
reprodutivo.

A elevada propor¢do de C/N da QA ¢é normal segundo as especificaces da United
States Department of Agriculture (USDA, 2016). Andrade et al. (2011) aponta que para 0
eucalipto essa relacdo também € alta (aproximadamente 200/1). A razdo C/N inicial da casca e
da madeira de QA foi de 2,3 a 3 vezes superior a encontrada no SA. Possivelmente a maior
biodisponibilidade de N no SA facilitou a obtencédo e incorporacdo do mesmo pelo L. edodes,
resultando em maior quantidade proteica do cogumelo cultivado neste substrato (Tabela 17).
Ozcelik e Peksen (2007) e Philippoussis et al. (2007) comprovaram que a taxa de crescimento
e a eficiéncia bioldgica do L. edodes esta relacionada a biodisponibilidade de nitrogénio.
Citam ainda que o nitrogénio tem sido reconhecido como um fator limitante para o

crescimento desse cogumelo.

4.3.2 Composicdo quimica e mineral dos cogumelos cultivados nos diferentes meios de

cultivo

Os L. edodes in natura, produzidos em toras de Quercus acutissima (QA) e em
substrato axénico (SA), apresentaram diferenga significativa (p<0,05) em seu percentual

médio de umidade, quantificado em 87,57% e 90,29%, respectivamente. Possivelmente o
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maior teor de &gua existente no SA (Tabela 16) proporcionou maior umidade no cogumelo
produzido por este método, quando comparado ao produzido na tora de QA.

A composigdo quimica e bioquimica dos cogumelos é apresentada na Tabela 17. Os
principais componentes dos corpos de frutificagdo dos cogumelos séo os carboidratos totais,
as fibras alimentares (soltvel e insoltvel) e as proteinas.

O teor de fibra alimentar total (insolGvel e soltvel) apresentou-se elevado, tanto para
0 cogumelo produzido em QA (46,74%) como naquele cultivado no SA (39,17%). A fibra
alimentar insoltvel representou 83% do total de fibra do L. edodes produzido em SA e 86,2%
do cogumelo produzido em QA. Reguta e Siwulski (2007) analisaram L. edodes cultivado em
SA e obtiveram resultado semelhante para o teor de fibra alimentar total, porém a fracdo de
fibra insollvel apresentou-se superior a encontrada nessa pesquisa. Segundo Vetter (2007) a
quitina é o principal polissacarideo que constitui a fragdo de fibra alimentar insoluvel, além de
celulose, lignina e algumas hemiceluloses. A fracdo de fibra solavel ¢ composta de [-
glucanas, mananas, gomas e algumas hemiceluloses (SARMENTO; BERNAUD;
RODRIGUES, 2013; FINIMUNDY et al., 2014; MUKHOPADHYAY; GUHA, 2015). Vale
ressaltar que o consumo de alimentos com elevado teor de fibras reflete em efeitos benéficos a
saude do individuo, reduzindo a incidéncia de doencas devido ao aumento do volume das
fezes e reducdo do tempo de transito intestinal. O consumo de alimentos com elevado teor de
fibras estimula o desenvolvimento da flora intestinal e reduz a absorcdo de gorduras e
acucares, reduzindo dessa forma o nivel de colesterol e glicemia no sangue (DHINGRA et al.,
2012).

Segundo Rop; Milcek e Jurikova (2009), a variacdo no teor de fibras pode estar
relacionada principalmente com fatores genéticos, que irdo determinar a quantidade e o tipo
de sacarideos presentes nas paredes celulares fungicas. No entanto, como os cogumelos aqui
analisados pertencem a uma mesma espécie (L. ededes), acredita-se que o maior teor de fibra
insoluvel do L. edodes produzido em QA seja consequéncia das condi¢des menos favoraveis
na obtencdo de nutrientes, isto porque a estrutura da madeira de QA é mais resistente que 0s
compostos que formam o SA (pd de serra e cepilho de eucalipto, farelo de trigo, gérmen de
milho e calcéario). Dessa forma, o L. edodes produzido na QA teria sido mais exigido quanto a
sua resisténcia, producdo e secrecdo enzimatica (lacase, manganés peroxidase e lignina
peroxidase) para a obtencdo de nutrientes (CHEN, 2005; ALEXANDRINO et al., 2007,
REGINA et al., 2008) se comparado ao L. edodes produzido em SA, onde 0s nutrientes

encontravam-se mais disponiveis para serem absorvidos.
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TABELA 17 — COMPQSICAO FISICO-QUIMICA DOS L. EDODES PRODUZIDOS EM QUERCUS
ACUTISSIMA (QA) E EM SUBSTRATO AXENICO (SA).

Analises L. edodes (QA) L. edodes (SA)
Proteinas (% MS) 14,45° £ 0,14 18,00% + 0,58
Lipideos (% MS) 2,08° +£0,16 2,82°+0,29
Cinzas (% MS) 7,64%+0,04 7,38° 0,08
Carboidratos totais (% MS) 75,83% + 2,66 71,80° + 5,40
Insolvel 40,97°+1,85 32,49" + 3,61
Fibra alimentar (% MS) SolGvel 6,45% + 0,47 6,67% + 0,84
Total 47,428 + 2,32 39,16° + 4,45
o 4,45° + 0,09 1,14°+0,02
Glucanas (mg/g MS) B 21,82*+0,21 16,64° + 0,36
Total 26,28+ 0,28 17,78 + 0,36
Macrominerais Fésforo 330°+2,83 774+ 19,80
(mg/100g MS) Pota55|o 1950+ 98,99 2050% + 155,56
Calcio 12,50%+ 0,10 16,30%+ 1,77
Magnésio 108,80+ 1,77 155%+ 3,54
Ferro 4,20+ 0,00 3,40+ 0,28
Microminerais Manganés 3,00+ 0,57 1,90°+ 0,28
(mg/100g MS) Cobre 0,45%+0,07 0,55°+0,07
Zinco 3,65°+0,07 8,00°+0,02
Sadio 4,00°+1,41 10,50°+0,71

FONTE: O autor (2017).
NOTA: Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra em uma linha nédo
diferem significativamente entre si pelo teste T de Student (p<0,05). MS — matéria seca.

Como observado para o teor de fibras alimentares, o contetdo de glucanas foi maior
para 0 L. edodes produzido em QA. O contetido de B-glucanas variou de 16,64 a 21,82 mg/g
MS do L. edodes produzido em SA para o produzido em QA, respectivamente. Os principais
polissacarideos encontrados nos cogumelos s3o as P-glucanas, que compdem
aproximadamente 50% da parede celular dos fungos (VALVERDE; HERNANDEZ-PEREZ;
PAREDES-LOPEZ, 2015). A concentragdo de B-glucanas varia em funcdo da espécie (L.
edodes e género Pleurotus séo as fontes mais importantes), condi¢cdes de crescimento (razéo
C/N, presenca de compostos fenolicos e pH do meio) e maturacdo do corpo frutifero (ROP;
MLCEK; JURIKOVA, 2009).

Em relacdo aos carboidratos, Wang et al. (2014) apresentaram em seu levantamento
bibliogréfico, teores de carboidratos em cogumelos que variou, em matéria seca, de 12,80%
(L. crocipodium) a 64,60% (S. aspratus). Esta variacdo é ampla, pois pode ser expresso como
a soma dos carboidratos totais (mono, di, oligo e polissacarideos), estando incluso aqui a
fracdo de fibras alimentares (polissacarideos sollveis e insolUveis), ou ainda representar
apenas 0s compostos mais simples (ribose, xilose, manose, glicose, trealose), quando a analise
de fibras alimentares for realizada e apresentada separadamente (KIM et al., 2009b;
ULZIIJARGAL; MAU, 2011; VAZ et al., 2011b). Na presente pesquisa, 0 conteido total de

carboidratos (Tabela 17), compreende desde os carboidratos mais simples, até os mais
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complexos (polissacarideos). O teor de carboidratos foi significativamente (p<0,05) diferente
entre os cogumelos, sendo que o produzido em tora de carvalho apresentou maior quantidade
(75,83%) desses compostos quando comparado ao cogumelo produzido em SA (71,80%).

O conteudo proteico dos cogumelos comestiveis € expressivo e importante para a sua
qualidade nutricional. Os cogumelos aqui estudados apresentaram teores de 14,45% e 18,00%
(MS) quando cultivados em QA e AS respectivamente. Esses teores diferem entre si (p<0,05),
podendo, esta diferenca, estar relacionada ao estagio de desenvolvimento do cogumelo ou a
disponibilidade de N presente no meio de cultivo (COLAK; FAIZ; SESLI, 2009; COHEN et
al., 2014). Deve-se ressaltar que os cogumelos pertencem a mesma espécie (L. edodes), foram
colhidos na mesma época do ano e sao os produtos da segunda frutificacéo.

Os cogumelos apresentaram baixo teor de lipideos: 2,08% e 2,82% (MS), fator
relevante para o aspecto nutricional desse alimento, tendo em vista que o valor calorico dos L.
edodes se mantém inferior a muitos produtos que apresentam os mesmos contetdos proteicos
(produtos cérneos e de laticinio). Esses valores s&o similares aos citados na literatura para essa
espeécie de cogumelo (1,70% a 2,89%) (REGULA; SIWULSKI, 2007; DEV et al., 2011; REIS
etal., 2012a; WANG et al., 2014).

O teor mineral (cinzas) do L. edodes produzido em QA e SA foi de 7,64% e 7,38%
(MS), respectivamente. Reguta e Siwulski (2007) e Gaitan-Hernandez e Mata (2004)
quantificaram um teor mineral de 6,73% e 7,49%, respectivamente, para o L. edodes, similar
ao encontrado nesta pesquisa. Ainda em relacdo ao teor mineral, verificou-se que o elemento
que apresentou destaque foi o potassio em ambos em ambos os cogumelos (Tabela 17). Com
excessdo dos teores de ferro e manganés, que foram encontrados em maior concentracdo no
cogumelo cultivado em QA, os demais minerais tiveram valores mais expressivos no L.
edodes cultivado em SA. Isso pode estar associado a biodisponibilidade desses componentes
no meio de cultivo, tendo em vista que o SA além de material lenhoso, também é composto
por farelo de trigo e gérmen de milho. Esses ultimos contém, em sua constituicdo, todos os
minerais (EL-SHARNOUBY; ALEID; AL-OTAIBI, 2012) que fazem parte da composicao
dos cogumelos estudados. Gaitan-Hernandez e Mata (2004) gquantificaram o teor de macro e
micro minerais de L. edodes produzidos em palha de trigo e encontraram teores Mg, Ca, Na,
Cu, Fe, Zn ligeiramente superiores aos quantificados nos cogumelos produzidos na tora de
QA e no SA aqui estudados. Em contrapartida, Mallikarjuna et al. (2013) analisaram L.
edodes cultivado em SA a base de p6é de serra e encontraram teores de Na, Ca, Zn e Cu

superiores aos quantificados nesse estudo.
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4.4 CONCLUSOES

O estudo da composicdo quimica do corpo de frutificacdo do L. edodes produzido
por dois métodos de cultivo permitiu concluir que a composicao fisico-quimica do meio de
cultivo influencia na composicdo nutricional do cogumelo. Os teores de umidade, proteinas,
lipideos, minerais, fibras alimentares insoluveis, glucanas totais e fracdo de o e B-glucanas
dos L. edodes cultivados em tora Quercus acutissima (QA) e em substrato axénico (SA),
foram diferentes. O cogumelo cultivado em SA apresentou maior umidade do que o cultivado
em QA, sendo que essa caracteristica também foi observada nos meios de cultivo, indicando
uma correlagdo positiva entre essa varidvel e o método de produgdo. Constatou-se uma
correlacdo inversamente proporcional entre a relagdo C/N do meio de cultivo e o teor proteico
do cogumelo. A densidade da QA e do SA diminuiram, devido ao consumo dos constituintes
de sua composi¢do, como lignina, holocelulose (celulose + hemicelulose), extrativos e
minerais. Verificou-se também que os componentes elementares (C, H, N, S e O) dos meios
de cultivo apresentaram menor massa ap0s dois ciclos de producdo de L. edodes,
corroborando assim o indicativo de consumo da matéria organica de ambos os métodos de
cultivo. Devido a maior praticidade, facilidade, menor custo e producdo de cogumelos com
maiores teores de proteinas, recomenda-se a utilizacdo de substratos axénicos no cultivo de L

edodes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os cogumelos comestiveis estudados neste trabalho apresentaram excelente perfil
nutricional, sendo fonte saudavel de obtencdo de proteinas, aminoécidos essenciais e fibras
alimentares. O cogumelo P. ostreatus (“Ostra” preta) destacou-se devido ao seu contetido
proteico, significativamente superior aos demais cogumelos analisados. O perfil aminoacidico
deste cogumelo também se sobressaiu por apresentar maiores niveis em 13 dos 18
aminoacidos identificados e quantificados nas amostras. Foi verificado que a composicdo do
meio de cultivo tem influéncia sobre a composicdo quimica e bioquimica dos cogumelos. O
meio de cultivo com maior propor¢do de C/N produziu cogumelos com menor conteldo
proteico, lipidico e de macrominerais. Em contrapartida os cogumelos apresentaram maior
conteudo de ferro, manganés, fibras alimentares totais e insoluveis.

Em relacdo aos compostos bioativos, o A. brasiliensis apresentou maior concentragdo
de compostos fenolicos totais (CFT) e o A. bisporus (Portobelo) a maior quantidade de
flavonoides totais. A analise do extrato fendlico otimizado, utilizando um cromatdgrafo
liqguido de ultra-eficiéncia (CLUE-DAD), permitiu identificar e quantificar os seguintes
compostos acidos: galico, protocatecuico, gentisico, p-hidroxibenzoico, trans-cinamico, p-
cumarico, siringico, clorogénico, ferulico, cafeico, vanilico, benzoico e fumarico, além dos
compostos catecol, vanilina, quercetina e campferol. A gquantidade total desses compostos,
somadas para cada cogumelo, foi maior para o A. brasiliesis, quando comparado aos demais.

A atividade antioxidante, determinada pelos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP
apresentou forte correlacdo com os &cidos galico, p-hidroxibenzoico e ferrulico, encontrados
em alguns cogumelos. Novamente o A. brasiliensis se destacou por apresentar a maior
atividade antioxidante determinada por DPPH e ABTS, e a segunda maior atividade quando
determinada por FRAP. Dessa forma, dentre os nove cogumelos comestiveis estudados, o A.
brasiliensis apresentou a maior concentracdo de CFT, a maior quantidade de compostos
determinados por CLUE-DAD e o melhor nivel de atividade antioxidante determinda por
DPPH e ABTS.

A avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato fendlico otimizado dos nove
cogumelos comestiveis estudados, mostrou que 100% deles apresentaram potencial de
inibicdo contra as bactérias Gram-positivas, B. cereus e S. aureus, e 66,7% deles sdo efetivos
na inibicdo das cepas Gram-negativas, S. enteritidis e E. coli.Constatou-se também, que a

espécie L. edodes foi mais eficiente na inibicdo dessas quatro bactérias, pois a concentracdo
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minima inibitéria (MIC) foi menor para esses cogumelos, quando comparados as demais
espécies.

A obtencdo dos resultados dessa pesquisa ressalta a relevancia de estudos que apontem
alternativas alimentares com o objetivo de complementar a dieta humana e enriquecé-la
nutricionalmente além de incorporar compostos com atividades bioldgicas. Os cogumelos
comestiveis estudados mostraram-se alimentos ricos nutricionalmente, alem de apresentarem

compostos bioativos, como B-glucanas, aminoacidos essenciais e compostos fendlicos.
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