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RESUMO GERAL

Dentre as propriedades funcionais apresentadas pelos cogumelos, destacam-se as
propriedades antioxidantes. A principal classe de compostos que colaboram com a
atividade antioxidante sdao os compostos fendlicos. Alguns trabalhos jd relataram a
presenca de compostos fendlicos em diversas espécies de cogumelos, porém estudos que
avaliam o perfil dos compostos fendlicos em cogumelos comestiveis cultivados no Brasil
sdo muito escassos. O objetivo desse trabalho foi identificar e quantificar os compostos
fendlicos presentes em 4 espécies de cogumelos comestiveis (Agaricus bisporus, Pleurotus
ostreatus, Pleurotus ostreatoroseus e Lentinula edodes) produzidas no Brasil, portanto foi
desenvolvida uma metodologia de analise por eletroforese capilar através da otimizacdo
univariada do pH e analise da curva de mobilidade dos compostos fendlicos. Foi possivel
separar 11 compostos fendlicos ja relatados em cogumelos. O método utilizou os
seguintes parametros: 175 mmol.L™ de acido bérico, pH 8,5, 25°C, 30 kV, capilar 50 um x
72 cm injecdo de 50 mbar durante 5 segundos e deteccdo em 210 nm, em um tempo de
corrida de 21 minutos. Foi realizado um estudo multivariado, utilizando-se um
planejamento composto central (otimizando a concentragdo de acido cloridrico, tempo e
temperatura de extracdo) para a otimizacdo da extracdo e hidrélise acida dos compostos
fendlicos presentes na matriz. A condicdo étima de extracdo e hidrdlise foi obtida
analisando-se 0,3 g de amostra, com 6 mL de 4cido cloridrico a 2 moI.L'l, sob refluxo a
79,9°C por 30 minutos. Dentre os compostos investigados, foram identificados e
qguantificados os acidos homogentisico, p-cumarico e cindmico, com predominancia do
ultimo. O teor de acido homogentisico variou entre 169,85 e 388,6, p-coumarico entre
25,97 e 103,32 e acido cindmico entre 23,38 e 454,07, todos em mg.kg'1 de amostra
liofilizada. Foi possivel visualizar diferenca no perfil dos compostos fendlicos de cogumelos
de diferentes variedades. O tipo de substrato no qual os cogumelos sdo cultivados
também foi significativo para os resultados. Da mesma forma, foi possivel identificar

diferengas em amostras com diferentes graus de maturacao.

Palavras-chave: cogumelos, compostos fendlicos, eletroforese capilar, otimizacdo

multivariada, hidrdlise.



SUMMARY

Among the celebrated functional properties of mushrooms, it calls the attention their
antioxidant properties. Antioxidant compounds of the mushrooms are mailing the
phenolic compounds. Some studies have reported the presence of phenolic compounds in
several species of mushrooms, but studies that evaluate the phenolic content in edible
mushrooms grown in Brazil are scarce. The aim of this study was to identify and measure
phenolic compounds present in four species of edible mushrooms (Agaricus bisporus,
Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes and Pleurotus ostreatoroseus) cultivated in Brazil. A
methodology of analysis was developed using capillary electrophoresis with pH univariate
optimization and analysis of the mobility curve of phenolic compounds, separating 11
phenolic compounds already described in the literature. The following conditions were
determinated: 175 mmol.L™ of boric acid, pH 8.5, 25°C, 30 kV, capillary of 50 um x 72 with
an injection of 50 mbar for 5 seconds and detection at 210nm, at a running time of 21
minutes. A multivariate study was conducted for the optimization of extraction and acid
hydrolysis of phenolic compounds present in pattern. It was used a central composite
design (optimizing the concentration of hydrochloric acid and extraction time and
temperature). It was determined that the optimum condition for extraction and hydrolysis
was samples of 0.3 g, 6 mL of hydrochloric acid at 2 mol.I'" under reflux at 79.9°C for 30
minutes. Among other compounds investigated, homogentisic, p-coumaric and cinnamic
acids were identified and quantified, with predominance of the last one. Homogentisic
acid content varied from 169.85 to 388.6; p-coumaric acid from 25.97 to 103.32 and
cinnamic acid from 23.38 to 454.07, in mg.kg™" of lyophilized sample. Differences in
phenolic content were observed for different varieties of mushrooms, type of substrate on

which the mushrooms were grown and stage of maturity.

Keywords: mushrooms, phenolic compounds, capillary electrophoresis, multivariate

optimization hydrolysis.
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INTRODUGAO GERAL

O cultivo de cogumelos durante os ultimos vem crescendo por diversos fatores.
Economicamente sua cultura permite a reciclagem de diversos residuos agricolas e
agroindustriais, além da evolugdao continua no cultivo, colheita, pds-colheita,
processamento e armazenamento, (CHANG & MILES, 1986; PALACIOS, 2012).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) em 1995, a produ¢do mundial
foi de 2,0 milhGes de toneladas; em 2005, aumentou para 3,3 milhdes de toneladas e em
2011 foi maior que 7 milhGes de toneladas.

Os cogumelos comestiveis sdo, em geral, alimentos de alto valor nutricional, com
baixo teor de carboidratos e de gordura, além de possuirem significativas quantidades de
proteinas. S3o ainda ricos em minerais e vitaminas, incluindo a tiamina, riboflavina,
niacina, biotina, acido ascérbico, e outras do complexo B (FURLANI, 2004; SALES-CAMPOS,
et al. 2011).

Além dessas caracteristicas nutricionais, os cogumelos influenciam em
propriedades fisiolégicas do corpo, como na manuten¢dao da homeostasia, regulagao do
biorritmo, prevencdo do risco de doencas como cancer, derrame cerebral e doencas
coronarias, producdo de substancias efetivas para a redu¢dao do colesterol e da pressao
sanguinea, de substancias com acdo antitrombodtica e hipoglicémica. Além disso, sdo
considerados agentes antitumorais, antibacterianos, antivirais, hematoldgicos e utilizados
em tratamentos imunomoduladoras, e possuem capacidade antioxidante significativa.
(ALETOR, 1995; WASSER & WEIS, 1999; MANZI & PIZZOFERRATO, 2000; MYAIJI et al., 2006;
SULLIVAN et al., 2006; KIM, et al., 2008; LO & WASSER, 2011; PALACIOS, et al. 2011; HUNG
& NIH, 2012; YIM, et al., 2012).

Os compostos fendlicos sdo substancias bioativas responsdveis pelos efeitos
benéficos a saude. Embora existam outros mecanismos, o modo de acdo mais citado é a
atividade antioxidante pela habilidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio e quelar
fons metalicos. O conhecimento do conteudo de compostos fendlicos presentes nos
alimentos a base de vegetais é uma importante ferramenta para o entendimento do seu
papel na saude humana, bem como para os programas que visam o aumento do seu

consumo (MONTEIRO et al., 2007; MOLLER & LOFT, 2006).



Dentre os métodos de extracao de compostos fendlicos, as técnicas liquido-liquido
sdo as mais usadas para essa andlise em amostras de alimentos e plantas naturais,
principalmente por sua facilidade de uso, eficiéncia, ampla aplicabilidade e custos
reduzidos (STALIKAS, 2007). Porém as substancias fendlicas podem estar presentes nas
matrizes na forma livre ou na forma de glicosideos (BADIALE-FURLONG et al., 2003).

A hidrdlise acida e a saponificagdo sdao os meios mais comuns de libertar os acidos
fendlicos, ainda que possam decompor-se sob estas condi¢cdes. O método de hidrdlise
acida envolve tratamento de um extrato de plantas, como por exemplo, o acido cloridrico
em refluxo (STALIKAS, 2007; CHEW, et al., 2012; TAROLA, et al., 2013).

A técnica analitica mais utilizada para a separa¢do e caracterizagao de compostos
fendlicos individuais é a técnica de cromatografia liquida de alta pressdao (HPLC) com
colunas de fase reversa, sendo os sistemas de elui¢ao por gradiente mais frequentemente
empregados (ROBBINS, 2003). Porém, nos ultimos anos, a eletroforese capilar mostrou-se
uma técnica atrativa, permitindo a combina¢do de tempos de analise curtos, alta eficiéncia
de separacdo e seletividade para a andlise dos componentes dos alimentos,
particularmente para os compostos fendlicos (KANITSAR et al., 2001; BONOLI et al., 2003;
BALLUS et al. 2011; BIZZOTTO et al., 2012), além de apresentar anadlises de baixo custo em
reagentes e consumo de amostras (JAGER & TAVARES, 2001; ASUNCAO et al., 2008).

Existem diversos trabalhos publicados que identificaram os fendlicos em muitas
espécies de cogumelos cultivados em diferentes paises, principalmente da Finlandia
(MATTILA et al., 2001.), india (JAYAKUMAR et al., 2009; PUTTARAJU et al., 2006 ), Coréia
do Sul (KIM et al, 2008), Portugal (BARROS et al., 2009;. RIBEIRO et al, 2006, 2007, 2008),
Espanha (PALACIUS et al., 2011) e Turquia (YALTIRA et al., 2009), porém estudos que
correlacionam o perfil de compostos fenélicos em cogumelos produzidos no Brasil sdo
€5Cassos.

Carvajal et al. (2012) avaliaram as propriedades antioxidantes e identificaram 3
compostos fendlicos presentes em amostras de Agaricus brasiliensis, mais conhecido
como cogumelo do sol, em diferentes partes do cogumelo (corpo de frutificacdo, micélio
jovem e micélio maduro), sendo este o Unico estudo encontrado dentre a literatura
consultada que caracterizou os compostos fendlicos de uma espécie de cogumelo
produzida no Brasil.

Por esse motivo, o presente trabalho teve como objetivo quantificar o teor de

compostos fendlicos dos extratos aquosos hidrolisados de 4 espécies de cogumelos



comestiveis (A. bisporus, P. ostreatus, P. ostreatoroseus e L. edodes) produzidos no Brasil,
levando em consideracdo os diferentes tipos de processamento, grau de maturacdo e

substrato de cultivo.
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1. ASPECTOS GERAIS

Os fungos sdo organismos eucariontes, heterotréficos, que ndo podem fabricar
matéria organica a partir de carbono inorganico, pois ndo apresentam pigmentos
fotossintéticos (LAURENCE, 2005).

Durante muito tempo os fungos foram considerados como vegetais, mas com o
avanco das pesquisas e descobertas feitas a respeito de suas caracteristicas, foram
agrupados em um reino préprio, o Reino Fungi. Os fungos possuem varias caracteristicas
que permitem sua diferenciacdo das plantas, como: ndo realizar fotossintese (ndo
sintetizam clorofila). Além disso, os fungos possuem a parede das células composta
principalmente por quitina (exceto alguns fungos aquaticos) e ndo armazenam amido
como substancia de reserva, e sim o glicogénio (TORTORA et al., 2002; GUERREIRO, 2003).

Os fungos constituem um grupo de organismos com enormes variedades de
formas, cores e tamanhos. A coloragao dos fungos é bem diversificada, variando do branco
ao negro, passando pelos tons de amarelo, laranja e marrom; sendo mais raros, os fungos
azulados, rosados e esverdeados. Como todo ser vivo, os fungos sdo constituidos de
células, podendo ser unicelulares, quando formados por células isoladas, ou pluricelulares,
quando as células sao agrupadas em filamentos. Os filamentos dos fungos pluricelulares
sdo denominados hifas (MOURA, 2008).

A micologia reconhece cinco filos nos fungos: Chytridiomycota, Zygomycota,
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota. Os fungos comestiveis sdo encontrados
nos filos Ascomycota e Basidiomycota. Os Ascomycota incluem varios fungos
economicamente importantes; fazem parte deste filo muitas leveduras, as morchelas e as
trufas comestiveis. No filo Basidiomycota estdo os cogumelos comestiveis e ndo
comestiveis (alucindgenos, toxicos e venenosos) (RAVEN et al., 2007).

A estrutura que é denominada cogumelo é, na realidade, apenas o corpo de
frutificacdao do fungo. O conjunto de hifas entrelagadas forma o micélio. O micélio que se
desenvolve no interior do substrato, que atua também como um elemento de sustentacao
e absorcao de nutrientes, é chamado de micélio vegetativo. O que se projeta na superficie
e cresce acima do meio de cultivo é o micélio aéreo e este, quando se diferencia para
sustentar seus érgaos de disseminagao, constitui o micélio reprodutivo (MOURA, 2008).

Os fungos se reproduzem por meio da formagdo de esporos que sdo formados

sexuada ou assexuadamente. No caso dos basidiomicetos, o ciclo de vida inicia-se quando



o basidioma (cogumelos) lanca os esporos (basidiosporos) no ar, e assim podem ser

disseminados facilmente pelo vento (Figura 1.) (BRAGA et al., 1998).

o
> %%

o
0 0 BASIDIOSPORO

MICELIO &
PRIMARIO

COGUMELO
MADURO

MICELIO
SECUNDARIO

Figura 1. Ciclo de Vida de um Cogumelo

Fonte: (PICCININ, 2000)

Os basidiosporos quando germinados recebem o nome de micélio primario, o qual
é pouco vigoroso e tem a metade do numero de genes do cogumelo. Por esse motivo, o
micélio primario é incapaz de dar origem a um novo cogumelo, sendo necessaria a fusao
(plasmogamia) de dois diferentes micélios primarios para originarem o micélio secundario.
Este apresenta o mesmo numero de genes do cogumelo, e sera capaz de originar, em
condi¢des adequadas ao seu desenvolvimento, novos cogumelos. O micélio secundario é
conhecido comercialmente por inéculo ou “semente” do cogumelo (PICCININ, 2000).

Existem aproximadamente 45 mil espécies de cogumelos descritas na literatura,
mas apenas 25 delas sdo comercialmente cultivadas (URBEN & SIQUEIRA, 2003). Os
cogumelos mais cultivados em todo o mundo sdo A. bisporus (champignon de Paris),
seguido de Lentinus edodes (shiitake), Pleurotus spp (cogumelo ostra), Auricula auricula
(cogumelo orelha), Flamulina velutipes (cogumelo inverno) e Volvariella volvacea

(cogumelo de palha) (AIDA et al., 2009). No Brasil, as principais espécies comestiveis
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cultivadas sdo Agaricus bisporus, Lentinula edodes e Pleorotus spp (EIRA et al., 1997).
Recentemente, a espécie A. blazei tem despertado interesse da medicina popular devido a
suas possiveis propriedades medicinais e tem sido exportada do Brasil, principalmente

para o Japdo (PINHEIRO et al., 2003).

2. ASPECTOS NUTRICIONAIS

Os cogumelos sdo, de modo geral, constituidos de 90% de agua, apresentam
elevados teores de proteinas, vitaminas A, C, D e do complexo B. S3o ricos em sais
minerais (fosforo, potassio, calcio, sédio e ferro) e fibras de baixo valor calérico (BADO,
1994).

Os cogumelos possuem alta quantidade de proteina. Em espécies de Pleurotus spp
foram detectados todos os aminodcidos essenciais que constituiam de 42,57 a 56,38 % da
proteina presente nesses cogumelos. Também em Pleurotus, foi verificada a alta presenga
de aminoacidos essenciais, 126,7mg/g, em peso seco, de um total de 347,5mg/g de
aminodcidos totais. A espécie A. bisporus contém todos os aminodcidos essenciais e os
mais abundantes sdo os acidos glutamico, aspartico e arginina (FURLANI, 2004).

Segundo FURLANI & GODOQY (2007) os cogumelos champignon, shiitake e shimeji,
por sua composi¢cdo quimica, constituem alimentos com excelente valor nutritivo, pois
apresentam alto teor de proteinas e fibras alimentares, além de conterem baixo teor de

lipideos (Tabela 1).

Tabela 1: Composicdo Centesimal encontrado no Champignon Paris (Agaricus

bisporus) em base seca (FURLANI & GODOQY, 2007).

COMPOSICAO (Agaricus bisporus)

Carboidrato 54,12%
Proteina 28,45%
Lipideos 5,42%
Cinzas 11,98%
Fibra Alimentar 20,44%
Acido Ascérbico 6,30 mg.100 g™
Fésforo 113,30 mg.100 g™*
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Os cogumelos apresentam quantidades reduzidas de gordura, porém o mesmo
apresenta alta porcentagem de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) e baixos teores de
acidos graxos saturados e colesterol (URBEN, 2004).

Os cogumelos podem também ser considerados fontes de vitaminas. Segundo
trabalho de SALES-CAMPOS et al. (2011), cogumelos da espécie Pleurotus ostreatus
possuem tiamina, riboflavina e niacinamida variando de 4,8-7,8; 4,7-4,9 e 55-109 mg.100
g ' em base seca.

Hoje, os cogumelos sdao considerados por muitos pesquisadores como alimentos
nutracéuticos ou funcionais fisioldgicos, fato que tem estimulado aos atuais produtores
brasileiros e aos novos produtores a busca de técnicas mais produtivas e introdugao de
outras espécies. Devido ao alto valor proteico, o cultivo dos cogumelos tem sido apontado
como uma alternativa para acrescentar a oferta de proteinas aos paises com alto indice de
desnutricdo. A utilizacdo de certas espécies, em forma de cha ou cdapsulas, como
preventivo de algumas doengas, também acelerou a producdo de cogumelos (FURLANI &
GODOY, 2005).

Ha uma grande variabilidade na composi¢dao nutricional de cogumelos entre
mesma espécie e entre espécies diferentes. Estas variagGes sdo devidas as espécies de
cogumelos, as estirpes escolhidas, ao tipo de substrato utilizado, ao grau de maturagao, ao
tipo de armazenamento, as partes analisadas e ao procedimento de conservagdo (SALES-

CAMPOS et al., 2011).

3. CULTIVO DE COGUMELOS

A primeira técnica que os chineses empregaram para produzir cogumelos consistiu
em encontrar os troncos de arvore caidos na floresta e coloca-los préximos aos troncos
frutificados, que, por sua vez, eram expostos ao vento para capturar 0s esporos.
Eventualmente, fragmentos de cogumelo eram colocados dentro ou sobre os troncos. No
ocidente, em Bonnefons (Franga), iniciou-se a produc¢do de cogumelos em substrato com
esterco de cavalos e residuos Umidos. Naquela época, acreditava-se que a “semente” dos
cogumelos estava presente no esterco dos cavalos. A germinagdo de esporos e o
crescimento dos cogumelos se davam em troncos de darvores, esses troncos eram

plantados cobertos com esterco de cavalo e terra (HERRERA, 2001).

12



Estima-se que o primeiro cultivo intencional de cogumelos tenha ocorrido na China
por volta do século VI, ou seja, hd 1.400 anos. A primeira espécie cultivada foi Auricularia
auricula, aproximadamente no ano de 600, em seguida Flamulina velutipes, no ano 800 e a
terceira espécie foi Lentinula edodes, o Shiitake, no ano de 900 (SILVA, 2011).

O primeiro registro de produgdo comercial foi em 1780, quando um jardineiro
francés comegou a cultivar cogumelos nas pedreiras subterraneas préximo a Paris. Apés a
Guerra Civil, jardineiros introduziram cogumelos na América do Norte, usando areas
escuras para seu cultivo (BEYER, 2003).

O champignon (A. bisporus) é a espécie mais cultivada no mundo e foi a primeira a
ser cultivada no Brasil. O principal estado produtor é Sao Paulo, principalmente na regiao
de Mogi das Cruzes. O inicio desta atividade ocorreu na década de 1950, mas s6 ganhou
projecdo no Brasil com a chegada de imigrantes chineses procedentes de Taiwan (URBEN,
2004).

Basicamente, o cultivo de qualquer cogumelo pode ser realizado em condigGes
naturais ndo assépticas ou sob condi¢bes axénicas, isto é, com substrato submetido a
esterilizagdo e com as técnicas de cultivo assépticas até a colonizagdo total do substrato
pelo cogumelo.

Sob condi¢des naturais ndo assépticas, os cogumelos podem ser cultivados em
quatro grupos de substratos: em hospedeiros vivos (micorrizicos, ecologicamente
dependentes); substratos “in natura” com relagdo C/N (carbono/nitrogénio) maior que
100/1, tais como troncos de madeira sem qualquer preparagdo prévia (usados para o
cultivo de shiitake, Pleurotus spp e fungos medicinais como o Ganoderma lucidum,
Pycnoporus spp e outros); residuos agroindustriais com relagdo C/N entre 50 e 100/1, tais
como palhas pré-tratadas por compostagem curta e pasteurizacdo severa (Pleurotus spp,
Volvariela volvaceae e outros) ou apenas pasteurizagdo severa, como no caso de cavacos
de madeira obtidos pela trituragdo de galhos finos e/ou serragem fresca (shiitake,
Auricularia sp e outros); e palhas e residuos agroindustriais (EIRA, 2000).

Outro padrdo de substrato enriquecido com relagdo C/N entre 15 e 25/ 1 pode ser
utilizado no sistema de cultivo de cogumelos sob condi¢es axénicas, tais como o shimeji
(Pleurotus ostreatus), o shiitake (Lentinula edodes), a Flamulina velutipes, Pholiota nameko
e varios outros, incluindo quaisquer dos cogumelos normalmente cultivados sob condi¢des
naturais ndo assépticas. A principal razdo da utilizacdo de substratos com estreita relagao

C/N no cultivo axénico é para obter elevada produtividade, visando cobrir os custos dos
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processos de esterilizacdo e assepsia. Além disso, o cultivo em condi¢des naturais ndo
assépticas (baixo nivel tecnoldgico de cultivo) ndo possibilita producdes no tempo e

quantidades requeridas pelo mercado consumidor (EIRA, 2000).

4. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo considerados metabolitos secundarios sintetizados por
plantas durante o desenvolvimento normal e ocorrem em resposta a condi¢cdes de
estresse tais como radiacdo UV, infeccdo, ferimentos, entre outros (NACZK & SHAHIDI,
2004).

Quimicamente, os fendlicos sdo definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Possuem estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais. Existem cerca de cinco mil
fendis, dentre eles destacam-se os flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples,
cumarinas, taninos, ligninas e tocoferéis (ANGELO & JORGE, 2007).

Uma classificagdo simples para dividir a categoria geral de compostos fendlicos é a
divisdo entre fendis simples e polifendis, com base exclusivamente no numero de
subunidades fendlicas presentes. Assim, o termo "compostos fendlicos” engloba fendis
simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, estilbenos, até taninos hidrolisaveis e
condensados, lignanas, e ligninas (STALIKAS, 2007).

Os compostos fendlicos ndo sdao uniformemente distribuidos em plantas e tecidos.
Fendlicos insollveis sdo encontrados na parede celular, enquanto compostos fendlicos
soluveis sdo compartimentados dentro dos vaclolos de células vegetais (NACZK &
SHAHIDI, 2004).

As camadas exteriores de plantas contém niveis mais elevados de compostos
fendlicos que aquelas localizadas nas suas partes interiores. Fendlicos da parede celular,
tais como, as ligninas (o polimero de unidades monolignol) e os acidos hidroxicindmicos,
estdo ligados a componentes de células diferentes. Esses compostos contribuem para a
resisténcia mecanica das paredes das células, desempenham um papel regulador do
crescimento da planta na morfogénese e atuam na resposta celular ao estresse e agentes

patogénicos (BAUCHER et al., 1998; BRETT et al., 1999).
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Os acidos fendlicos relacionados a metabdlitos de plantas referem-se a um grupo
distinto de acidos organicos: os derivados dos acidos hidroxibenzdicos e os derivados dos
acidos hidroxicinamicos (ROBBINS, 2003). Os acidos hidroxibenzéicos incluem os acidos
galico, p-hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico, que tém estrutura comum,
C6—C1; enquanto os acidos hidroxicinamicos sdo compostos aromaticos com trés carbonos
que formam uma cadeia lateral (C6—C3), como os acidos caféico, ferulico e p-cumarico, os
mais comuns (BRAVO, 1998; SOARES, 2002).

Nos alimentos, os compostos fendlicos podem contribuir para a amargura,
adstringéncia, cor, sabor, odor e estabilidade oxidativa do produto (NACZK & SHAHIDI,
2004).

Os acidos fendlicos, além de se apresentarem sob sua forma natural, podem
também ligar entre si ou com outros compostos. Um exemplo dessa combinagdo ocorre
com o 4cido caféico associado a um alcool-acido ciclico (denominado acido quinico), que
origina o acido clorogénico (SOARES, 2002).

A estrutura quimica dos flavonoides consiste em dois anéis aromaticos,
denominados anéis A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico,
denominado anel C. O anel aromético A é derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o
anel B é derivado da fenilalanina. Variagdes em substituicdao do anel C padrao resultam em
importantes classes de flavonoides, como flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis (ou
catequinas), isoflavonas e antocianidinas. SubstituicGes dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides. Essas substituicGes podem
incluir oxigenacao, alquilacao, glicosilacdo, acilacdo e sulfacdo (ANGELO & JORGE, 2007). O
anel C pode ter forma ciclica piranédica (nucleo flavonoide basico) ou ainda conter um
grupo carbonila na posicdo 4 (RIBANI, 2006).

As cumarinas sao substancias derivadas do metabolismo da fenilalanina, através da
via do 4cido chiquimico ou por via mista (acido chiquimico e acetato). Estruturalmente sdo
lactonas do acido o-hidroxi-cinamico, sendo o representante mais simples a cumarina (1,2
benzopirona). Com excecdo da cumarina simples, todas as cumarinas sdo substituidas por
um grupo hidroxila na posicdo 7. A 7-hidréxi-cumarina, também conhecida como
umbeliferona é a precursora das cumarinas 6,7-di-hidroxiladas e 6,7,8-tri20 hidroxiladas.
Esses grupos podem ser metilados ou glicosilados (PREAT et al., 2005).

Os taninos e as ligninas compreendem polimeros de fendlicos nos tecidos vegetais

e tradicionalmente sdo classificados em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos
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condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo caracterizados por um poliol central,
geralmente B-D-Glicose, cujas funcgOes hidroxilas sdo esterificadas com acido galico. Os
taninos condensados sdo oligbmeros e polimeros formados pela policondensacdo de duas
ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (SANTOS et al., 2004).

As ligninas sdo polimeros complexos de grande rigidez e resisténcia mecanica, e
sua hidrdlise libera uma grande variedade de derivados dos acidos benzoicos e cinamicos

(SOARES, 2002).

4.1. PROPRIEDADES BIOATIVAS

A oxidacdo é essencial para muitos organismos vivos produzirem energia para
alimentar os processos bioldgicos. Os radicais livres sao produzidos durante o
funcionamento normal e/ou durante o metabolismo celular patolégico (PALA & GURKAN,
2008).

Lesdes induzidas por espécies reativas tém sido relacionadas a patogénese de
varias doengas, incluindo cancer, diabetes, doencgas cardiovasculares, aterosclerose,
doencas neurodegenerativas, como doencga de Alzheimer e doenca de Parkinson e artrite
reumatoide (LANGSETH, 2000; SCALBERT et al., 2005; ANDRE et al., 2010; THERIAULT et
al., 2006).

Quase todos os organismos estdo protegidos contra os danos causados por radicais
livres por enzimas oxidativas, tais como a superdxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidise (GSHPx) e catalase (CAT), por compostos quimicos, tais como a-tocoferol, acido
ascorbico, carotenoides e compostos fendlicos. Fitoquimicos, especialmente compostos
fendlicos, sdo considerados antioxidantes, pois possuem a capacidade de neutralizar
radicais livres, prevenindo a degradag¢ao oxidativa de células e biomacromoléculas e certas
doencas humanas (cancer, disturbios inflamatérios, degeneragdes neuroldgicas, doencas
coronarias etc.) (CROZIER et al., 2009; WONG & CHYE, 2009).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas
vezes como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao
do processo oxidativo (SOARES, 2002). De acordo com o modo de agdo, os antioxidantes
podem ser classificados em primarios e secundarios. Os primarios atuam interrompendo a

cadeia da reacdo através da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres,
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convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais
livres, formando o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radiacal livre.
Os antioxidantes secunddrios atuam retardando a etapa de iniciacdo da autoxidagdo por
diferentes mecanismos, que incluem complexacdo de metais, sequestro de oxigénio,
decomposicdo de hidroperdxidos para formar espécie ndo radical, absor¢do da radiacao
ultravioleta ou desativagdo de oxigénio singlete (ADEGOKE et al., 1998).

Segundo Balasundram et al. (2006), a estrutura dos compostos fendlicos é um fator
determinante da sua atividade. No caso dos acidos fendlicos, por exemplo, a atividade
antioxidante depende do nuimero e posicdo dos grupos hidroxilas em relacdo ao grupo
funcional carboxila, tendo aumentada sua propriedade antioxidante quanto maior o seu
grau de hidroxilagao.

Assim, os compostos fendlicos atraem atengao por seu potencial beneficio a saude.
Sdo atribuidas a eles atividades como antioxidante, antibacteriana, antiviral,
anticarcinogénica, anti-inflamatéria e vasodilatadora (DUTHIE et al., 2000; BREINHOLT,
1999; NACZK & SHAHIDI, 2004).

4.2. METODOS DE EXTRACAO

A extragdo de compostos fendlicos é influenciada por sua natureza quimica, pelo
método de extragdo utilizado, pelo tamanho de particula da amostra, por condi¢des e
tempo de armazenamento, assim como pela presenga de substancias interferentes. Nao
existe um processo uniforme ou completamente satisfatério que seja adequado para a
extracdo de todos os compostos fendlicos ou de uma classe especifica de substancias
fendlicas em materiais vegetais. Metanol, etanol, acetona, dgua, acetato de etila e, em
menor grau, propanol, dimetilformamida, e suas combinag¢bes s3ao frequentemente
utilizados para a extracdo de fendlicos (NACZK & SHAHIDI, 2004).

Diferentes metodologias de extragdao vém sendo descritas, podendo variar, quanto
ao tempo, entre apenas alguns minutos de acordo com Puttaraju et al. (2006) ou até
mesmo 72 horas de acordo com Palacios et al. (2011).

Extracdo em fase sélida (SPE) é uma técnica utilizada para isolar, removendo
componentes indesejaveis da amostra e concentrar os analitos de interesse. Por eluigdo
com solventes de diferentes pH, composto fendlicos maiores e os agucares sdo separados

dos componentes menores fendlicos (ROBBINS, 2003). Extragdes com fluido supercritico
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(SFE) fornecem extratos relativamente limpos. Essa técnica pode ser aplicada em amostras
de vegetais, porém para a extracdo de compostos polares ou idnicos, é necessaria a adicao
de modificadores organicos ou a derivatiza¢cdo dos compostos (LIN at al., 1999).

No entanto as técnicas de extracdo liquido-liquido ainda sdo as mais usadas para a
analise de polifendis e fendis simples em plantas, principalmente por sua facilidade de uso,
eficiéncia, ampla aplicabilidade e custos reduzidos (STALIKAS, 2007).

As substancias fendlicas podem aparecer livres ou na forma de glicosideos.
Poliglicosideos sdao muito sollveis em dgua e pouco sollveis em solventes organicos
apolares. A posicdo do acucar na estrutura fendlica influi na solubilidade e em outras
propriedades fisico-quimicas (BADIALE-FURLONG et al., 2003).

A hidrdlise acida e a saponificagdo sdo os meios mais comuns de libertar os acidos
fendlicos, ainda que possam decompor-se sob estas condicdes. O método de hidrdlise
acida envolve tratamento do extrato de plantas, como por exemplo, o 4cido cloridrico em
refluxo (STALIKAS, 2007).

A liberacdo enzimatica é uma técnica alternativa, mas menos prevalente, utilizadas
para libertar os acidos fendlicos (acidos ferulico e principalmente p-cumarico). As enzimas
pectinases, celulases e amilases sdo empregadas para a degradacdo das ligacGes com os

carboidratos (ROBBINS, 2003).

5. METODOS TRADICIONALMENTE EMPREGADOS PARA ANALISE DE
COMPOSTOS FENOLICOS

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacdo, identificagao, quantificacao
e aplicacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodolégicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de substancias, sdo, na
maioria das vezes, de alta polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas. Os
métodos utilizados na analise de compostos fendlicos podem ser classificados em
determinacdo de compostos fendlicos totais, quantificacdo individual e/ou de um grupo
ou classe de compostos fenédlicos (ANGELO & JORGE, 2007).

O método de Folin-Denis é o mais utilizado para a determinacdo de fendlicos totais
em vegetais. Este método descrito por Swain e Hillls (1959) baseia-se na reducdo do acido

fosfomolibdico-fosfotingstico pelas hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo de
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coloracdo azul que absorve entre 620 e 740 nm com um comprimento de onda maximo
em 725 nm. O método de Folin-Denis, no entanto, ndo é um método especifico, pois
determina todos os fendlicos presentes, além de substancias redutoras adicionadas aos
alimentos ou naturalmente presentes que podem interferir nos resultados. Muitas vezes o
reagente de Folin-Denis é substituido pelo de Folin-Ciocalteu. Este ultimo é mais sensivel a
reducao pelos fendis e diminui a tendéncia a precipita¢do, porém independente do tipo de
reagente utilizado, ndo é um método especifico, pois detecta todos os grupos fendlicos
presentes no extrato, incluindo aqueles presentes nas proteinas extraiveis ou reduzem
substancias, como o acido ascérbico (ANGELO & JORGE, 2007).

A técnica analitica mais utilizada para a separa¢do e caracterizagao de compostos
fendlicos individuais é a técnica de cromatografia liquida de alta pressdao (HPLC) com
colunas de fase reversa, sendo os sistemas de elui¢ao por gradiente mais frequentemente
empregados do que elui¢Bes isocraticas. As fases mdveis predominantemente utilizadas
sdao o metanol e acetonitrila, mas propanol, butanol, tetrahidrofurano e acetato de etila
também podem ser utilizados. Comumente fases aquosas ou organicas sdo adicionadas de
acidos, sendo o acido acético o mais utilizado, muito embora, solugdes contendo acidos
sulfaricos, percldrico, cloridrico, fosférico e formico também sejam utilizadas (ROBBINS,
2003).

Nos trabalhos de Puttaraju et al. (2006), Ribeiro et al. (2007), Barros et al. (2009),
Vaz, et al. (2011) e Palacius et al. (2011) é possivel verificar o uso do HPLC como técnica

analitica para identificacdo e quantificacdo de compostos fenélicos em cogumelos.

5.1. ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica em ascensdo em vdarios paises. Sua
principal caracteristica é a separacdo dos analitos devido as diferentes mobilidades dadas
pelo peso molecular e carga dos compostos. As principais vantagens da EC sdo a alta
eficiéncia de separagdo, boa resolucdo e seletividade, além de apresentar analises rapidas,
de baixo custo em reagentes. O equipamento é versatil e apresenta rapida estabilizagdo as
condicBes de analise. Cabe ressaltar que a geracdo de residuos é minima e, na maioria dos
casos, nao necessitam de tratamento especifico por se tratarem de tampdes simples. A

principal desvantagem da eletroforese é a baixa sensibilidade (LEE & LIN, 1996; XU et al.,
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1995; SOGA & SERWE, 2000; BAZZANELLA & BACHMANN, 1998; FU et al., 1998; SILVA,
2003; JAGER & TAVARES, 2001; ASUNCAO et al., 2008).

A maioria dos métodos desenvolvidos para a andlise de compostos fendlicos por EC
emprega eletroforese capilar de zona (CZE), com base em um tampdo borato em pH
alcalino. Métodos por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) com tampao borato ou
fosfato e dodecilsulfato de sédio (SDS) como agente micelar também estdo sendo
empregados (MORIN et al., 1993; MAMAN et al., 1996).

Em eletroforese de zona com inje¢ao no modo positivo, a migracao das espécies
ocorre pela combinacdo dos efeitos dos fluxos eletroosmotico (FEO) e eletroforético.
Quando o campo elétrico é aplicado, os ions positivos da solugdo eletrolitica atraidos pelas
hidroxilas do capilar sdo direcionados para o cdtodo e arrastam moléculas de agua
formando o fluxo eletroosmotico (DABEK-ZLOTORZYNSKA et al., 1998; TAVARES, 1996). O
fluxo eletroforético é direcionado ao eletrodo de carga contraria ao analito, neste caso, os
cations migram no mesmo sentido do fluxo eletroosmético, isto é, em dire¢do ao catodo,
enquanto os anions migram no sentido oposto. Os dnions, como os compostos fendlicos,
sao carreados pelo fluxo eletroosmético que possui maior magnitude e assim passam delo
sistema de deteccdo. A separacdo das espécies aniOnicas é possivel gracas a diferenca nas
mobilidades dos analitos (QUEIROZ, 2001; DABEK-ZLOTORZYNSKA et al., 1998) (Figura 2).

A movimentac¢do dos ions gerada pelo FEO leva a um perfil radial linear, o que
impede a dispersdo das bandas e garante uma alta eficiéncia na separacdo. Isto ndo
ocorre, por exemplo, no HPLC, onde a movimentacdo do analito ocorre por pressao,

levando a um perfil de fluxo parabdlico (SANTORO, 2000).

Injecéo Detecgao
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Figura 2: Representagdo esquematica da migracao de analitos neutros e anidnicos através
de eletroforese capilar de zona. FEO: Fluxoeletrosmdtico; N: Composto neutro; @:
Composto carregado negativamente.
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Diferentes modos de deteccdo tém sido utilizados em CE como absorcdo no UV-
Visivel, fluorescéncia induzida a laser (LIF), métodos eletroquimicos, condutividade e
espectrometria de massas (CIFUENTES, 2006).

Diversas metodologias baseadas na eletroforese capilar foram desenvolvidas para
aplicacdo em determinacdo simultdnea de compostos fendlicos em produtos vegetais
(ACOSTA et al., 2012; GODOY-CABALLERO et al. 2013). Estudos realizados por Kanitsar et
al. (2001) utilizaram com sucesso CZE para separar 15 compostos fendlicos em citrus
(laranja e toranja). Ballus et al. (2012) utilizaram tamp&o com acido bérico como eletrélito
de corrida, separando e quantificando 16 diferentes compostos fendlicos presentes em
vinhos. Em trabalho desenvolvido por Bizzotto et al. (2012), houve a quantificagcdo dos
compostos fendlicos da erva mate, obtidos através da hidrdlise do extrato vegetal,
obtendo-se a separagdao em menos de 5 minutos.

A Tabela 2 esquematiza alguns desses trabalhos apresentando o tipo de alimento e

as condi¢des de analise empregadas para a detecgao dos compostos fendlicos.
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Tabela 2: Metodologias para determinagao de compostos fendlicos por eletroforese capilar

Matriz

Compostos Analisados

Preparo de Amostra

Metodologia

Eletrdlito de Corrida

Referéncia

Citrus

Azeite de Oliva

Pdlen

Cha verde

Vinhos

Erva mate

Trans-resveratrol, (-)-epicatequina, (+)-
catequina, hesperidina, narigenina,
vanilina, acidos gentisico, salicilico,

vanilico, sinapinico, ferulico, p-cumdrico

e caféico

Tirosol, Hidroxitorosol e 2,3-
hidroxifeniletanol

Hesperidina, crisina, narigenina, rutina,
baicalen, kampeferol, apigenina,
luteolina, quercitina, morina, acidos
vanilico, galico e protocatecuico

Epicatequina galato, epigalatocatequina
galato, epicatequina, catequina,
epicagalatocatequina
Narirutina, trans-resveratrol, (-)-
epicatequina, (+)-catequina, rutina,
kampeferol, miricetina, quercitina,
morina, acidos cinamico, ferrulico, p-
cumarico, vanilico, caféico, galico e 3,4-
hidroxibenzdico

Rutina, acidos caféico e 3,4-
hidroxibenzdico

Extracdao em fase sélida em

fluxo continuo

Extragdo liquido-liquido,
hexano e metanol

Extracdo sdlido-liquido,
etanol e dgua

Infusdao com dgua quente

Extragdo liquido-liquido,
etanol e agua

Extracdo sdlido-liquido,
etanol

CZE, Detecgao
UV 200nm

CZE, Detecgao
UV 200nm

CZE, deteccao
eltroquimica

MEKC, Detecgao
UV 210nm

CZE, Detecgao
UV 217nm

CZE, Detecgao
UV 217nm

100 mmol L-1 acido
borico, pH 9,5

50 mmol L-1
tetraborato de sdédio,
pH 9,6

50 mmol L-1
tetraborato de sddio,
pH 9,0

0,2% Trietilamina, 50
mmol L-1 SDS, 0.8% s-B-

CcD

175 mmol L-1 acido
borico, pH 9,0

100 mmol L-1 acido
bodrico, pH 9,0

Kanitsar et al. (2001)

Bonoli et al (2003)

CHU et al. (2007)

Rodriguez-Amaya et
al., 2011)

Ballus et al. (2011)

Bizzotto et al. (2012)
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Dentre a literatura consultada, ndo foram encontrados estudos de caracterizacdo de

compostos fendlicos presentes em cogumelos pela técnica de eletroforese capilar.

6. ESTUDO MULTIVARIADO

A abordagem cldssica para a otimizagao de sistemas experimentais é o estudo

univariado, onde cada parametro é modificado individualmente, enquanto que os demais
sdao mantidos fixos. No estudo univariado é possivel observar o efeito de apenas um
parametro a cada alteracdo de alguma condicdo do experimento. Ja o estudo multivariado
de algum sistema analitico ou produtivo apresenta vantagens quando comparado a estudos
univariados, ja que é possivel avaliar o efeito de interacdo entre as varidveis, o que traz uma
riqueza de informag¢des muito importante, permitindo a avaliagao dos efeitos de interagdo e
das condi¢Ges intermedidrias que apresentem a resposta maxima desejada (LIN et al., 1999,
MEINHART et al., 2010).
A metodologia de superficies de resposta é uma técnica de otimizacdo de sistemas que é
baseada em planejamentos fatoriais. Possui duas etapas distintas, a modelagem e o
deslocamento. A primeira é feita ajustando-se modelos simples as respostas obtidas com
planejamentos fatoriais. A segunda trata-se do deslocamento ao longo do caminho de
maxima inclinacdo de um determinado modelo, que é a trajetéria na qual a resposta varia
de forma mais pronunciada (BRUNS et al., 2003).

Esta abordagem multivariada possui vantagens em termos da redugdo no ndmero
de experimentos, possibilidades aperfeicoadas de interpretacdo estatistica, reducdo do
tempo total requerido para a andlise dos dados, reducdo de custos e melhorias nos

resultados analiticos (BOX et al., 2005; RONDA et al., 2008).
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RESUMO

A producdo e o consumo mundial de cogumelos vém crescendo nos ultimos anos. Diversos
beneficios a saude tém sido associados aos cogumelos, principalmente por suas
propriedades antioxidantes, conferido, principalmente aos compostos fendlicos. Poucos sao
os estudos sobre os compostos fendlicos em cogumelos comestiveis, principalmente para os
cogumelos produzidos no Brasil. O objetivo desse trabalho foi desenvolver uma
metodologia de identificagdao e quantificagdo, por eletroforese capilar, de 11 compostos
fendlicos (pirogalol, acido homogentisco, acido ferulico, acido cinamico, acido gentisco,
acido p-cumadrico, acido clorogénico, acido p-hidroxibenzdico, acido caféico, acido galico e
acido 3,4-hidroxibenzdico), mais comumente encontrados em cogumelos, e otimizar a
extracdo aquosa e hidrdlise acida, comparando-a com a extragdo metandlica. Técnicas
estatisticas multivariadas, como o planejamento composto central e superficie de resposta
foram utilizadas para a otimiza¢do da extragao aquosa e hidrdlise. O método de eletroforese
capilar de zona utilizou capilar de 50 um d. i. x 72 cm comprimento efetivo com bulbo
estendido, eletrdlito acido bérico 175 mmol LY As condigdes utilizadas foram: pH 8,5, 25°C,
injecdo de 50 mbar por 5 s com aplicacdo de +30 kV de voltagem, detec¢do em 210 nm e
tempo de corrida de 21 min. Os procedimentos multivariados foram eficientes na
determinacdo da condicdo 6tima de extracdo e hidrdlise permitindo maior eficiéncia de
extracdo, rapidez, menor custo e geracdo de residuos com menor impacto ambiental. De
acordo com a validagdo de método realizada, foi apresentado ajuste para um modelo linear
(p>0,05) nas faixas de concentracdo estudadas para os compostos e apresentou valores de
repetitividade e precisdo intermediaria satisfatérios, indicando ser adequado para a

identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos em extratos aquosos de cogumelos.

Palavras-chave: cogumelos, compostos fendlicos, eletroforese capilar, otimizacdo

multivariada.
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ABSTRACT

Global production and consumption of mushrooms have increased steadily in recent years.
Several health benefits have been attributed to mushrooms, supposedly due to the
antioxidant properties, assigned to their phenolic compounds. However studies of phenolic
content in edible mushrooms are scarce, especially for mushrooms cultivated in Brazil. The
aim of this study was to develop a methodology of capillary electrophoresis to identify and
measure 11 phenolic compounds (pyrogallol and homogentisic, ferulic, cinnamic, gentisic, p-
coumaric, chlorogenic, p-hydroxybenzoic, caffeic, gallic and 3,4-hydroxybenzoic acids),
commonly found in mushrooms and optimize aqueous extraction and acid hydrolysis and
compare it with to methanol extraction. Multivariate statistical techniques, such as central
composite design and response surface were used for the optimization of aqueous
extraction and hydrolysis. The method of capillary zone electrophoresis used a capillary of
50 pm i.d. x 72 cm effective length with extended bulb, boric acid 175 mmol L™ electrolyte,
pH 8.5 at 25 °C, injection of 50 mbar for 5 sec with application of voltage +30 kV, detection
at 210 nm and running time of 21 min. The multivariate procedures were efficient in
determinig the optimal condition for extraction and hydrolysis allowing increased extraction

efficiency, faster analysis, lower cost and residues with less environmental impact.

Keywords: mushrooms, phenolic compounds, capillary electrophoresis, multivariate

optimization hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a procura dos consumidores por cogumelos aumentou
significativamente, envolvendo um grande nimero de espécies, devido a evolugdo continua
no cultivo, colheita, pds-colheita, processamento e armazenamento, fatores que
impulsionaram o consumo ao longo dos anos (PALACIOS, 2012).

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) em 1995, a produgdo mundial foi de
2,0 milhdes de toneladas; em 2005, aumentou para 3,3 milhGes de toneladas e em 2011 a
producao foi maior que 7 milhdes de toneladas, porém, ndao existem estatisticas oficiais
sobre a produc¢do de cogumelos no Brasil.

Além de possuir baixo teor de lipideos e um alto teor de proteinas e fibras (FURLANI &
GODOQY, 2007), os cogumelos acumulam uma grande variedade de metabolitos secundarios,
tais como compostos fendlicos, terpenos e esteroides que, possivelmente, estdo envolvidos
nos seus efeitos medicinais (SOARES et al. 2002).

Recentemente tém sido atribuidos aos cogumelos diversos beneficios a salde, como,
por exemplo, propriedades antioxidantes (RIBEIRO, 2007; KIM, 2008), hipocolesterémica
(WASSER & WEIS, 1999; LO & WASSER, 2011), anti-inflamatérias (DORE et al., 2007;
GARCIA-LAFUENTE et al. 2010), antialérgicas (YOSHINO et al., 2008) antimicrobianas
(BARROS et al., 2007; YALTIRAK et al., 2009), antivirais (FACCIN et al., 2007) e antitumorais
(CHEN et al., 2009).

Estudos tém demonstrado que o consumo de substancias antioxidantes exerce uma
acdo protetora efetiva contra os processos oxidativos que naturalmente ocorrem no
organismo (DEGASPARI, 2004; KUROSUMI et al., 2007). Lesdes induzidas por espécies
reativas tém sido relacionadas a patogénese de varias doengas, incluindo cancer, diabetes,
doengas cardiovasculares, aterosclerose, doengas neurodegenerativas, como doenga de
Alzheimer e doencga de Parkinson e artrite reumatoide (LANGSETH, 2000; SCALBERT et al.,
2005; ANDRE et al., 2010; THERIAULT et al., 2006).

Os antioxidantes encontrados em cogumelos s3ao principalmente os compostos
fendlicos. Existem diversos trabalhos publicados que identificaram os fendlicos em muitas
espécies de cogumelos, cultivados em diferentes paises, principalmente da Finlandia
(MATTILA et al., 2001.), india (JAYAKUMAR et al., 2009; PUTTARAJU et al., 2006 ), Coréia do
Sul (KIM et al, 2008), Portugal (BARROS et al., 2009;. RIBEIRO et al, 2006, 2007, 2008),
Espanha (PALACIUS et al., 2011) e Turquia (YALTIRA et al., 2009). Os estudos a respeito de
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compostos fendlicos em cogumelos produzidos no Brasil sdo escassos. O Unico trabalho
encontrado foi o desenvolvido por Carvajal et al. (2012), onde os pesquisadores avaliaram
as propriedades antioxidantes e identificaram 3 compostos fendlicos presentes em
amostras de Agaricus brasiliensis, mais conhecido como cogumelo do sol, em diferentes
partes dos cogumelos (corpo de frutificacdo, micélio jovem e micélio maduro).

Quimicamente, os fendlicos sdao definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos. A estrutura pode variar desde uma
molécula simples até um complexo de elevada massa molecular (BALASUNDRAM et al.,
2006). Existem cerca de cinco mil fendis, subdivididos em grupos, como os flavonoides,
acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis (ANGELO & JORGE,
2007).

A extracdo é uma das etapas mais importantes para a recuperagao e isolamento dos
compostos fendlicos e no processo da andlise como um todo. Os métodos de extracdo
liquido-liquido e sélido-liquido sdo amplamente utilizados para a andlise de fendlicos em
plantas, principalmente por sua facilidade de uso, eficiéncia, ampla aplicabilidade e custos
reduzidos (STALIKAS, 2007). Metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila e, em menor
extensdo, propanol, dimetilformamida e suas combinagdes, sdo frequentemente utilizadas
para a extragdo de compostos fendlicos (NACZK & SHAHIDI, 2004). Métodos de extragdo em
fase sélida (RUIZ et al., 2013), ultrassom (WANG et al., 2013) e fluido supercritico (ROSEIRO
et al., 2013) estdo sendo recentemente introduzidos para tal finalidade. A extracdo
metandlica é uma das formas de extracdo de compostos fendlicos mais utilizadas (CHEN et
al., 2000; DAl & MUMPER, 2010; TLILI et al. 2013). PUTTARAJU et al., 2006 avaliaram o teor
de compostos fendlicos totais em 23 espécies de cogumelos coletadas na india em extratos
aquosos e metandlicos, sendo possivel observar que o teor de compostos fendlicos nos
extratos aquosos foi significativamente maior em comparagao com os extratos metandlicos.

Além dos desafios relacionados a extracdo, as substdncias fendlicas podem estar
presentes livres ou ligada principalmente a agucares. Os poliglicosideos sdo muito sollveis
em agua e pouco sollveis em solventes organicos apolares. A posicdo do agucar na
estrutura fendlica influi na solubilidade e em outras propriedades fisico-quimicas (BADIALE-
FURLONG et al., 2003). A hidrdlise acida e a saponificagdo sdo os meios mais comuns de
libertar os acidos fendlicos, ainda que possam decompor-se sob estas condigdes. O método
de hidrdlise acida envolve tratamento de um extrato com um 4acido forte, como, por

exemplo, o acido cloridrico em refluxo em temperaturas e tempos que variam de acordo
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com a amostra. A hidrélise enzimatica é uma técnica alternativa, mas menos prevalente,
determinado principalmente pelos custos envolvidos (STALIKAS, 2007). Dentre a literatura
consultada, ndo foram encontrados estudos multivariados que otimizaram as condicdes de
extracdo aquosa e hidrélise acida étimas para a analise de fendlicos em cogumelos.

Para a determinacdo dos compostos fendlicos, a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia tem sido a mais empregada (RIBEIRO et al., 2006, 2007, 2008; BARROS et al.,
2009; PALACIOS et al., 2011). No entanto, nos ultimos anos, a eletroforese capilar mostrou-
se uma técnica atrativa, permitindo a combina¢do de tempos de andlise curtos, alta
eficiéncia de separacdo e seletividade para a analise dos componentes dos alimentos,
particularmente para os compostos fendlicos (KANITSAR et al., 2001; BONOLI et al., 2003;
BALLUS et al. 2011; BIZZOTTO et al., 2012), além de apresentar analises de baixo custo em
reagentes e consumo de amostras (JAGER & TAVARES, 2001; ASUN(;AO et al., 2008). Dentre
a literatura consultada, também ndo foram encontrados estudos de separacdo e
quantificacdo de compostos fendlicos em cogumelos empregando a técnica de eletroforese
capilar.

Devido a escassez de estudos a respeito do perfil de compostos fendlicos em
cogumelos produzidos no Brasil, a auséncia de método por eletroforese capilar para
quantificacdo destes compostos nesta matriz e a falta de informagdes sobre as condi¢des
6timas de extracdo aquosa e hidrélise acida, neste trabalho foi proposta uma metodologia
de identificacdo e quantificacdo desses compostos por eletroforese capilar de zona. Além
disso, foi realizado um estudo de otimizacdo multivariada a respeito da extracdo aquosa e
hidrélise acida, bem como a comparacdo com a extracdo metandlica ja consolidada na

literatura.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras
Para a otimizacdo da extracdo foi utilizado o cogumelo de Paris fresco (Agaricus

bisporus branco) por ser a espécie mais cultivada no mundo. As amostras foram adquiridas

em supermercados da cidade de Campinas — SP.
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Foram obtidos 3 embalagens, com 200 gramas cada um. As amostras foram
congeladas, liofilizadas, trituradas em um moinho analitico da marca lka (modelo A1l Basic
Mill), acondicionadas em embalagens de polipropileno e armazenadas em freezer até o

momento das analises.

2.2.Reagentes

Os padrdes de pirogalol, acido homogentisco, acido ferulico, acido cinamico, acido
gentisco, dcido p-cumarico, acido p-hidroxibenzdico, acido caféico, acido gélico e acido 3,4-
hidroxibenzéico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). O padrao do acido clorogénico foi
adquirido da Biopurify phytochemicals Ltd. (Chengdu, China). Também foram utilizados
metanol p.a. (Synth, Brasil), metanol grau HPLC (J. T. Baker, EUA), acido bodrico (Ecibra,
Brasil), hidréxido de sddio p.a. (Synth, Brasil). A agua ultrapura foi obtida do sistema Direct
Q3 UV (Millipore Corporation, France). Todas as solugdes foram degaseificadas em
ultrassom (Microsonic SX-20, Arruda Ultra-sons LTDA, Brasil) antes da injecao.

Os compostos investigados neste trabalho foram escolhidos com base na literatura.
As solugbes estoque dos mesmos, foi preparada na concentagdo de 1000 mmol.L?, em
metanol:agua (10:90), filtradas em membrana de 0,45 um (Millipore), armazenadas em

freezer e protegidas da luz.

2.3.Método de analise por eletroforese capilar de zona.

O equipamento utilizado foi um sistema de eletroforese capilar Agilent G1600AX
(Agilent Technologies, Germany), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD),
injetor automatico e sistema de controle de temperatura ajustado em 25°C.

O método empregado foi adaptado a partir do método desenvolvido por BALLUS et
al. (2012), utilizando o modo de separagdo por zona. Os fendlicos foram separados em
capilar de 50 um de diametro interno por 72 cm de comprimento efetivo, eletrélito
contendo 175 mmol.L™ de &cido bdrico, pH 8,5, com temperatura de 25°C, voltagem de

30kV, injecdo de 50 mbar durante 5 segundos e deteccdo em 210 nm.
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A modificacdo do método de BALLUS et al. (2012) foi quanto ao valor de pH, um
parametro muito importante na eletroforese capilar, ja que nas condicdes do método
original a separacdo dos fendlicos do presente estudo nao foi eficiente.

Portanto, avaliou-se de forma univariada o efeito da variacdo do pH entre 8,1 e 9,3.
O pH da solugdo tampdo é um dos parametros que afeta fortemente a separacdo em
eletroforese capilar, afetando tanto o fluxo eletroosmético, quanto a mobilidade
eletroforética dos analitos.

Valores de pH abaixo de 8,1 nao foram estudados, pois o tampao borato nao possui
poder tamponante nessas condi¢Ges; também ndo foram estudados condicdes com pH
acima de 9,3, pois o tempo de corrida torna-se muito extenso.

Os capilares novos foram ativados e condicionados por lavagem com pressdo de 1
bar, utilizando uma solugdo de aquosa de NaOH mmol.L™ durante 30 min, seguido de 10
min de agua e 30 minutos com solugdo tampdo. No inicio de cada analise, o capilar foi
condicionado durante 1 min com NaOH 1 mmoI.L'l, espera de 0,5 min, seguido de 1 min
com agua purificada em sistema Milli-Q, 1 min de eletrélito, espera de 1 min e novamente 1
min de eletrdlito. No final do dia foi realizada uma limpeza do capilar com lavagem por 5
min com NaOH 1 mmol.L™ e 5 min de agua Milli-Q. O capilar foi armazenado em 3agua
durante a noite.

A andlise e o tratamento dos dados foi feito através dos softwares HP ChemStation
e Statistica 7.0 (Statsoft, USA). Os modelos foram validados através da Analise de Variancia

(ANOVA, 95% de confianga).

2.4.Validacao do método por eletroforese capilar

Com o método estabelecido, este foi validado intra-laboratorialmente, seguindo o
protocolo estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA,

2003), tendo os seguintes parametros avaliados:
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2.4.1. Limite de detecgdo (LD) e quantifica¢do (LQ)

O limite de deteccdo (LD) foi calculado pela relagdo sinal/ruido igual a 3 e o limite de

quantificacdo (LQ) calculado pela relagdo sinal/ruido igual a 6.

2.4.2. Linearidade do sistema

A linearidade foi verificada de forma individual para cada um dos compostos, sendo
a curva analitica construida com 8 pontos em triplicatas. Os pontos inferiores foram
determinados com base no valor do limite de quantificagdao encontrado para cada um dos
compostos e os pontos superiores foram definidos de acordo com as faixas lineares
observadas nos ensaios, buscando contemplar no centro da faixa a concentragdo
encontrada em amostras teste. Os modelos matematicos das curvas analiticas foram
avaliados quanto a falta de ajuste e significancia da regressao através do software Statistica

7.0 (Statsoft, USA).

2.4.3. Precisao

A avaliagdo da precisdao foi realizada através da repetitividade e da precisao
intermediaria. Para a avaliacdo da repetitividade, foram realizadas 7 determinag¢ées em um
mesmo dia, incluindo as concentragées do limite de quantificacdo de cada composto, de um
ponto intermedidrio da curva analitica e uma concentragdo na extremidade superior da
curva. A precisdo intermediaria foi avaliada através de cinco determinagbes, nos mesmos
niveis de concentracdo que para a repetitividade, em trés dias diferentes.

A precisdo foi avaliada pelos coeficientes de variacdo (CV). Foram considerados
aceitdveis coeficientes de variagdo menores do que 15%, com exce¢do dos pontos
analisados nos limites de quantificacdo, considerados como aceitaveis valores inferiores a

20% (ANVISA, 2003).
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2.5. Estudo da extra¢ao metandlica.

O estudo conduzido para a avaliacdo da extracdo metandlica foi baseado na
metodologia apresentada por Palacios et al. (2011). A extra¢do utilizada foi baseada na
extracdo exaustiva, onde 0,2 g da amostra liofilizada e moida foi extraida com 2 ml de
metanol, sob agitagcdo constante a 65°C por 72 horas. Apds a agitacdao por 24 horas, a
mistura foi centrifugada, o sobrenadante foi removido e o extrato sélido foi reextraido por
mais duas vezes, cada qual com 2 mL de metanol e agitacao de 24 horas, totalizando 72
horas de extragao.

Para efeito de comparagdo, foi avaliada a relagao entre o tempo de extragdo e a
concentra¢do dos compostos fendlicos extraidos. Foram conduzidos trés experimentos: o
primeiro com tempo total de extra¢do de 72 horas, com troca da solugdo extratora
(metanol) e reextracdo a cada 24 horas, como descrito no método de referéncia; o segundo
com tempo total de 48 horas, com troca da solugao e reextra¢do a cada 12 horas; e o
terceiro com tempo total de 24 horas de extragdao, com troca da solugdo e reextragao a cada

8 horas.

2.6. Otimizagdo multivariada e tratamento de dados para a otimizagdo da extragdo
aquosa e condicdes de hidrolise.

Foi utilizado um planejamento composto central 2° para investigar os efeitos de trés
variaveis: tempo e temperatura de extragdo e concentragao de acido cloridrico empregado
para a extragdo e hidrélise dos compostos fendlicos. Os niveis estudados estdao
apresentados na Tabela 1. A resposta avaliada foi a concentragdo dos compostos fendlicos
presentes na amostra. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas e conduzidos

em ordem aleatoria.

. s . s . . . 3
Tabela 1. Varidveis e niveis experimentais para o planejamento composto central 2

Niveis
Varidveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Tempo (Minutos) 30 48,2 75 101,78 120
Temperatura (°C) 40 50,1 65 79,9 90
HCI (Mol.L™) 0 0,8 2 3,2 4
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Para a hidrdlise foi utilizado um sistema composto de um banho de aquecimento
com um condensador de bolas acoplado a um baldo de fundo redondo, onde 0,3 g de
amostra liofilizada e moida foi colocada e adicionado de 6 ml da solucdo aquosa com acido
cloridrico, conforme as condi¢des do estudo de otimizagdo.

Apds a hidrdlise, cada extrato foi filtrado com papel de filtro comum e o pH foi
ajustado para 7,00 com uma solugdo de hidréxido de sédio. O volume final foi ajustado para
25 ml e os extratos foram filtrados com Milex (Millipore) 0,45 um e armazenados sob
congelamento até o momento da analise.

O tratamento estatistico dos dados foi realizado com o auxilio do software Statistica
7.0 (Statsoft, USA). Os modelos matematicos gerados foram validados através de analise de
variancia (ANOVA) para a falta de ajuste e significancia da regressdo, ao nivel de 95% de

confianga.

2.7. Identifica¢do e quantificagdo dos compostos fenédlicos

A identificagdo foi feita através da comparagcdo entre os eletroferogramas das
amostras e o eletroferogramas dos padrdes. Essa comparagdo foi realizada com base nos
tempos de retengdo, espectro de absorgao e adi¢ao de padrdes 4 amostra.

A quantificacdao foi realizada através de padronizagao externa, utilizando-se os

referidos padrdes puros na construgao de curvas analiticas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CURVA DE MOBILIDADE

Como as condi¢bes do método desenvolvido por Ballus et al. (2012) ndo permitiram
a separagdo de todos os compostos fendlicos avaliados neste trabalho, estudou-se o efeito
do pH sobre a resolu¢ao dos mesmos através das curvas de mobilidade.

Pode ser observado na Figura 1 que o pH da solugdo de eletrdlito afetou o grau de
ionizagdo dos analitos, alterando assim a mobilidade eletroforética dos compostos, tanto

que ocorreram inversdes na ordem de eluicdo. Para valores de pH entre 8,1 e 8,9, com
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excecdo dos estudos que ocorreram em pH 8,5 e 8,6, os compostos apresentaram alta taxa

de coeluicdo.
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Figura 1. Curva de mobilidade efetiva para os 11 compostos fendlicos encontrados em cogumelos. Eletrdlito adcido
bérico 175 mmol L™, 25¢C, injegdo de 50 mbar por 5 s com aplicagdo de voltagem de +30 kV e detec¢do em 210 nm.

Em pHs mais altos, entre 9,0 e 9,3, embora ndao tenham sido observadas coelui¢des
entre os compostos estudados, notou-se uma redugao do sinal correspondente ao acido
homogentisico e em pH 9,3 esse composto nao foi mais detectado. Simultdneo a redugao do
sinal correspondente ao acido homogentisico, notou-se o aparecimento de um sinal,
préximo ao pico referente ao acido clorogénico, com espectro de absor¢do similar ao do
acido homogentisico, porém ndo foi possivel realizar a sua identificagdo. Estas observagdes
provavelmente estdo correlacionadas a degradagao do acido homogentisico nesse pH. No
entanto, ndo foram encontrados trabalhos que descreveram esse efeito. Outro fator
negativo observado com o aumento do pH é o aumento do tempo total de analise.

Como ndo houve coeluicdes nos pHs 8,5 e 8,6 e nestas condigdes os tempos de
analise foram menores quando comparados aos pHs mais elevados, optou-se por escolher
umas dessas condicOes. Foi escolhido o pH 8,5 pois nesta condicdo os compostos foram
separados com resolugdo entre 2,88 e 68,65, dependendo dos pares de picos. Além disso,
em pH 8,5 o tempo de corrida foi menor que em pH 8,6. Na Figura 2 estdo apresentados

trés eletroferogramas em diferentes pHs (8,2, 8,5 e 9,2).
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Figura 2. Eletroferograma da separacdo de padrdes de compostos fendlicos. Condig¢Ges utilizadas: 175 mmol.L™" de 4cido bérico, 252C, 30kV, capilar 50um x 72 com injegdo

de 50 mbar durante 5 segundos e detecgdo em 210nm. Identificagdo dos picos: 1) Pirogalol, 2) Acido Homogentisico, 3) Acido Ferulico, 4) Acido Cinamico, 5) Acido

Gentisico, 6) Acido p-Cumparico, 7) Acido Clorogénico, 8) Acido p-Hidroxibenzdico, 9) Acido Caféico, 10) Acido Galico, 11) Acido 3,4-Hidroxibenzéico, X) Sinal ndo

identificado.
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3.2. Estudo das figuras de mérito do método estabelecido para separagdo dos
compostos fenodlicos.

Determinadas as condi¢des de analise com o pH ajustado a 8,5, algumas figuras de
mérito do método foram avaliadas. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 1.

Através da anadlise de variancia, verificou-se que a regressao linear foi significativa
nas faixas de concentracdo estudadas e que os modelos matematicos ndo apresentaram
falta de ajuste (p>0,05) j& que o valor do quociente MQfaj/MQep (média quadratica
devido a falta de ajuste/média quadratica devido ao erro puro), que representou o valor
de F, apresentou valores menores que Fiss (95%) Critico que é de 4,62. Além disso, os
residuos apresentaram distribuicdo normal, sem indicios de heterocedasticidade (anexo
1), mostrando que os modelos matematicos sdo apropriados para realizar as
quantificagbes.

Todos os compostos foram separados em apenas 21 minutos, tempo de corrida
muito aquém dos encontrados em metodologias que utilizam a cromatografia liquida de
alta eficiéncia como ferramenta analitica, cujos tempos de andlise relatados em
publicacGes foi de 60 minutos ou mais (KIM et al., 2008; BARROS et al., 2009). Além disso,
a andlise por eletroforese capilar utilizou solugées simples, como hidréxido de sodio e
solucdo de acido bodrico, enquanto que nos métodos por HPLC foram empregados fases
moveis contendo metanol e acetonitrila. Dessa forma, o método proposto apresentou
menor custo em reagentes e gera¢do de residuos simples, com menor toxicidade que os
apresentados por HPLC.

Quanto a repetitividade, foram observados coeficientes de variagdo abaixo dos
limites maximos estabelecidos pela ANVISA (ANVISA, 2003). Nos niveis do limite de
quantificacdo os coeficientes de variagdo variaram entre 4,51 e 17,8. No nivel
intermediario da curva analitica a variacdo ocorreu entre 2,21 e 8,61, enquanto nos niveis
superiores da curva foi entre 0,87 e 6,10. Para a precisao intermedidria também foram
verificados valores dentro dos limites estabelecidos. Os coeficientes de variagdo foram
entre 6,12 e 13,38 no nivel inferior, 1,73 e 6,09 no nivel intermediario e entre 1,18 e 8,55

para o nivel superior.
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Tabela 1. Figuras de mérito para a validacdo do método de separacdo de 11 compostos fendlicos em padrdes.

e % Precisdo Limite de Limite de
Composto Faixa Linear (mg.L‘1 ) Equacgdo de reta MQs,i//MQep  F1s5(95%) Repetltl\:ldade Intermediaria** Deteccdo  Quantificagdo

(n=7) (n=5) (mg.L')  (mgl?)
Pirogalol 0,24-7,10 y =4,5308x - 0,5003 0,77 5,21 4,13 0,12 0,24
Acido Homogentisico 1,34 -38,98 y =1,2218x + 0,3065 0,66 6,10 8,55 0,67 1,33
Acido Ferulico 0,64 - 18,56 y=2,2019x +0,1783 0,89 1,80 1,81 0,32 0,65
Acido Cinamico 0,53-15,37 y=2,8115x + 0,5446 0,93 1,30 2,04 0,27 0,53
Acido Gentisico 0,62 - 18,06 y =4,0028x + 0,0681 0,76 0,87 3,28 0,21 0,43
Acido p-cumarico 0,62 -18,09 y =2,3846x + 0,4926 0,57 4,62 1,93 1,18 0,31 0,62
Acido Clorogénico 1,59-46,34 y=1,0496x +0,2173 1,97 1,26 1,49 0,8 1,6
Acido p-hidroxibezéico 0,52 -15,15 y=2,567x+0,94 1,20 4,96 1,88 0,26 0,52
Acido Caféico 0,77 -22,44 y=3,8104x + 0,1257 1,09 1,64 1,84 0,39 0,77
Acido Galico 0,65 - 18,85 y =5,8205x - 0,4417 0,99 1,97 2,76 0,32 0,65
Acido 3,4,-Dihidroxibenzdico 0,53-15,43 y=7,1231x+0,3217 1,21 2,15 1,27 0,27 0,53

* Os parametros repetibilidade e precisdo intermediaria foram avaliados através do calculo do coeficiente de variagdo CV (%). MQfaj = Média Quadratica devida a falta de
ajuste; MQep = Média Quadratica devida ao erro puro.

** Valores de repetitividade e de precisdo intermediaria referente ao nivel superior analisado.
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3.3. Avaliagdo da Extra¢cdao Metandlica

Com base na extragao metandlica proposta pela metodologia de referéncia foi
possivel identificar, na matriz analisada, dentre os compostos estudados, apenas o acido
cinamico. A identificacdo de apenas um dos compostos estudados ndo esta de acordo com
o que foi relatado em outras publicagGes que utilizaram o metanol para a extracdo dos
compostos fendlicos em cogumelos. Palacios et al. (2011) identificaram, nas mesmas
espécies de cogumelos, porém produzidos na Espanha, os compostos acido caféico, acido
clorogénico, acido p-cumidrico, acido ferulico, acido gdlico, acido p-hidroxibenzdico, acido
homogentisico e pirogalol. De acordo com Sales-Campos et al. (2011), as varia¢Ges nas
composicGes podem ser justificadas pelos vérios fatores que interferem na composi¢do
quimica dos cogumelos, como as condi¢cdes de cultivo (época de cultivo e coleta,
temperatura, clima, luminosidade, umidade, etc), grau de maturacdo, cepa e substrato
utilizado, mesmo sendo uma cultura com condig¢des de cultivo muito controladas.

No entanto, de acordo com os resultados obtidos (Tabela 2), foi possivel observar
que, em média, a extragdo que ocorreu em um tempo total de 24 horas extraiu um teor
menor de acido cindmico quando comparado as extra¢des que ocorreram em 48 e em 72
horas. Além disso, foi possivel observar que nos tempos de extragdo de 48 e 72 horas nao
houve variagGes estatisticamente significativas na concentracdo de 4dacido cindmico
extraido da amostra. Portanto, o tempo total de extra¢ao pode ser reduzido de 72 para 48

horas sem prejuizo da concentragdo extraida do composto fendlico em questao.

Tabela 2. Concentragdo de acido cinamico presente nos extratos metandlicos do cogumelo Agaricus

bisporus produzidos no Brasil nos diferentes tempos de extragao.

Tempo (Horas) Acido Cinamico (mg.kg™)
24 59,52 +6,51°
48 83,17+7,03"
72 95,03 +11,97°

Os resultados expressam a média de determinagdo em triplicata + desvio padrdo.

Letras iguais representam médias que ndo diferiram estatisticamente a um nivel de 95% de confianca.

49



3.4. Otimizagao da extracao aquosa e hidrélise dos compostos fenodlicos

Na Tabela 3 também estdo apresentadas as varidveis estudadas, bem como os
niveis experimentais e os resultados de concentragao de fendlicos encontrados no estudo
de otimizacdo de extracdo e hidrélise. Os dados expressam a média de uma triplicata
verdadeira para cada nivel experimental.

Da mesma forma que na extracdo metandlica, foi possivel a identificacdo de
apenas um dos compostos estudados. Em todas as condi¢des estudadas, houve apenas a

identificacdo do acido cinamico, como pode ser observado na Figura 3.
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Tabela 3. Resultados encontrados nas condi¢cdes experimentais do planejamento composto central para a otimizagdo da extracao e hidrélise

Variaveis Codificadas

Variaveis Decodificadas

Acido cinamico

ENSAIO -1
Tempo (min.) Temperatura (°C) HCI (mol.L') Tempo (min.) Temperatura(°C) HCI (mol.L'?) (mg kg™)*
1 -1 -1 -1 48,2 50,1 0,8 280,11
2 -1 -1 1 48,2 50,1 3,2 246,15
3 -1 1 -1 48,2 79,9 0,8 291,72
4 -1 1 1 48,2 79,9 3,2 294,39
5 1 -1 -1 101,8 50,1 0,8 271,02
6 1 -1 1 101,8 50,1 3,2 232,94
7 1 1 -1 101,8 79,9 0,8 285,72
8 1 1 1 101,8 79,9 3,2 308,60
9 -1,68 0 0 30 65 2 289,03
10 1,68 0 0 120 65 2 312,13
11 0 -1,68 0 75 40 2 266,69
12 0 1,68 0 75 90 2 318,02
13 0 0 -1,68 75 65 0 291,92
14 0 0 1,68 75 65 4 237,85
15 0 0 0 75 65 2 289,81

*Qs valores representam a média de uma triplicata verdadeira, realizada em cada nivel experimental
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Figura 3. Eletroferogramas dos extratos aquosos hidrolisados de Agaricus bisporus obtidos no ponto central. Condi¢des de analise: Tampao de 175 mmol.L™ de 4cido bérico,
pH8,5, 25¢°C, +30 kV, capilar 50 um x 72 cm com injegdo de 50 mbar durante 5 segundos e detecgdo em 210 nm; A= Amostra; B= Amostra fortificada; 1) Pyrrogalol, 2) Acido
Homogentisico, 3) Acido Fertlico, 4) Acido Cinamico, 5) Acido Gentisico, 6) Acido p-Cumarico, 7) Acido Clorogénico, 8) Acido p-Hidroxibenzéico, 9) Acido Caféico, 10) Acido
Galico, 11) Acido 3,4-Hidroxibenzdico

52



Os coeficientes de regressao e os valores para a significancia da regressao e ajuste

dos modelos obtidos através da ANOVA podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4. Validacdo do modelo matematico, significincia da regressao e teste para falta de

ajuste.
Regressao Falta de Ajuste
Resposta MQg/MQ; F 9,40 (95%) MQfaj/Mer F 5,30 (95%)
Acido Cindmico 6,13 2,12 1,37 2,53

O tratamento estatistico indicou que o modelo quadratico ndo apresentou falta de

ajuste para os dados uma vez que os valores de F obtidos para as respostas foram

inferiores aos valores de F 530 (95%) Critico. A regressdo para o modelo quadratico foi

significativa ao nivel de 95% de confianga.

Os dados experimentais foram utilizados para gerar as equag¢des polinomiais de

segunda ordem e os coeficientes de regressao foram calculados, conforme resumido na

Tabela 5.

Tabela 5. Coeficientes de regressdo do modelo predito de segunda ordem para concentragcao

do acido cinamico.

Coeficientes de regressao

Y1
Intercepto, X, 291,664
Linear:
X;: Tempo 1,812
X,: Temperatura 17,327
Xs: Conc. Acido -10,065
Quadratico
X:*: Tempo 1,305
X,’: Temperatura -1,607
X3”: Conc. Acido -11,341
Interacdes
XX, 3,813
X1X3 2,011
X2X3 12,198
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Modelos matematicos puderam ser determinados e utilizados para gerar a
superficie de resposta para obter as condi¢des étimas de extracao e hidrdlise para maxima

obtencdo do acido cindmico, de acordo com a equacdo abaixo.

y=291,7 + 1,812 Xy+ 17,327 X, — 10,065 X5 + 1,305X, — 1,607X, — 11,341X;% + 3,813X,X, + 2,011 X, X5 + 12,198 X,X5
(£12,2)  (¢3,33) (£3,33) (43,33) (£5,01) (45,01) (£5,01) (4,35) (+4,35) (+4,35)

Onde, y corresponde a concentragdo do acido cindmico, X; ao tempo de extracdo, X, a
temperatura de extragdo e X3 a concentragdo de acido cloridrico utilizada. O valor de 291,7 corresponde ao
intercepto. X1, X, e X3 sdo os coeficientes de primeira ordem e Xlz, Xzz e X32 s3o os coeficientes de segunda
ordem para estimar a curvatura, com X;X,, X;X3 e X,X3 representando as interagdes entre os termos. Os

erros padrdes estdo entre paréntesis em baixo de cada um dos termos.

A concentragdo de 4dcido cloridrico, dentro da faixa estudada, afetou
negativamente a resposta avaliada, indicando que maior quantidade de acido cinamico é
extraida quando sdo utilizadas menores concentragGes desse acido.

A temperatura, dentro dos limites estudados, foi o parametro que mais teve efeito
positivo sobre a resposta avaliada, sendo possivel visualizar que o aumento linear desse
parametro resultou em extratos com maior conteudo de acido cinamico.

Ao contrario do efeito negativo quanto ao uso de acido cloridrico, foi observado
qgue o efeito de interagdo entre a temperatura e a concentragao do acido cloridrico foi um
fator que afetou positivamente a resposta avaliada, apresentando-se como o efeito mais
significativo depois do aumento da temperatura.

O tempo de extracdo, dentro dos limites estudados, foi um fator que teve pouco
impacto na resposta avaliada, tanto que foi menor que o erro padrdo experimental. Como
o tempo de extragdo foi um fator que causou pouco impacto na resposta avaliada,
determinou-se que o mesmo fosse o menor possivel, permitido extragdes mais rapidas
sem que houvesse prejuizo na resposta avaliada.

Dessa maneira, a superficie de resposta foi gerada a partir do modelo obtido para

cada fungdo resposta e estd representada na Figura 4.
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Figura 4. Superficie de resposta da concentragdo do 4acido cindmico em fungdo da

concentragdo de acido e temperatura.

Foi possivel observar que a concentracdo do acido cindmico aumentou com o
aumento da temperatura, atingindo o maximo quando a temperatura encontrava-se entre
79,9 e 90 °C. Também foi possivel observar que o aumento da concentracdo do acido
cloridrico diminui a concentragcdo do acido cindmico extraido, porém, devido ao efeito de
interagcdo entre a concentragdo de acido e a temperatura, notou-se que um teor maior de
acido cinamico foi extraido quando a concentragdo do acido cloridrico encontrava-se entre
2e2,6 mol.L" a temperatura no intervalo de 79,9 e 90 °C.

A fim de minimizar os custos de energia do processo e de reagentes, optou-se por
utilizar a concentracdo do acido cloridrico em 2 mol.L™, a temperatura em 79,9 °C e o
tempo de extracdo em 30 minutos. Nestas condicbes de analise foi quantificado
319,59+14,57 mg.kg’1 de acido cindmico na amostra. Na mesma amostra, obtida com
extracio metandlica, foi encontrado 83,17+7,03 mg.kg" do mesmo composto. Este
resultado evidencia que o método com extracdo aquosa e hidrélise acida foi mais
eficiente. Além disso, necessitou de um tempo total para extracdo cerca de 50 vezes
menor quando comparado a extracdo metandlica.

Outro fator de extrema relevancia se refere aos reagentes utilizados e sua
consequéncia em relagdo a exposicdo do analista, aos custos e ao impacto ambiental. O
método por extracdo alcodlica expGe o analista ao metanol, cuja toxicidade ja foi relatada
por diversos autores (CLAY et al., 1975; TEPHLY, 1991; NAGATO et al.,, 2001). Ainda, o
custo de aquisicdo do metanol é superior a aquisicao de acido cloridrico, que, ainda assim,
é utilizado em baixa concentracdo. Os residuos contendo metanol possuem impacto

ambiental negativo e conhecido, de forma que necessitam de incineragdo controlada para
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o descarte. Isso ocasiona o aumento de custos ja que requer uma estrutura especifica para
a queima e a contratacdo de recursos humanos treinados para essa atividade. No entanto,
os residuos da andlise por hidrélise com acido cloridrico necessitam apenas de
neutralizacdo, pratica simples que ja é realizada pelo préprio analista durante o protocolo

de extragdo.

4. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a viabilidade do método de eletroforese capilar
para a identificacdo e quantificacdo de 11 compostos fendlicos comumente presentes em
cogumelos comestiveis, técnica que apresenta baixos custos de operagao e baixa geragao
de residuos quimicos.

Através do emprego de técnicas estatisticas multivariadas, como o planejamento
composto central e a superficie de resposta, foi possivel estabelecer as condi¢des étimas
para a extracdo aquosa e hidrdlise acida da amostra. Esse método de extracdo se
apresentou como uma técnica mais eficiente que a extragdo metandlica, com tempo de
extracdo menor, baixo consumo de reagentes, pouca exposicdo do analista a solventes
com elevada toxicidade, baixo custo e geragao de residuos simples com menor impacto

ambiental.
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Anexo 1. Grafico de distribuigdo de residuos (valores previstos versus valores observados). Identificagdo
das figuras: A= Pirogalol; B= Acido homogentisico; C= Acido ferrulico; D= Acido cinamico; E= Acido
gentisico; F= Acido p-cumarico; G= Acido Clorogénico; H= Acido p-hidroxibenzéico; 1= Acido caféico; J=

Acido Gélico; K= Acido 3,4-hidroxibenzdico.
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RESUMO

A andlise do perfil dos compostos fendlicos dos cogumelos comestiveis produzidos no
Brasil foi realizada através da técnica de eletroforese capilar com detecc¢do por arranjo de
diodos a 210nm, utilizando extragdao aquosa e hidrélise. Dentre os compostos fendlicos
estudados, foi possivel identificar a presenga dos acidos homogentisico, p-cumarico e
cindmico, com teores variando entre 85 e 388,6 mg.kg'1 para o acido homogentisico, 23,38
e 454,07 mg.kg'1 para o acido cinamico e 25,97 e 103,32 mg.kg'1 para o acido p-cumarico,
em base seca. Pleurotus ostreatus (shimeiji branco fresco) foi Unico extrato que
apresentou os trés compostos fendlicos juntos. Foi possivel observar que alteragdes no
cultivo e o estado de maturagdo sdo parametros importantes que afetam o perfil dos

compostos fendlicos encontrados.

Palavras-chave: cogumelos, compostos fendlicos, eletroforese capilar, estagio de

maturagao.
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ABSTRACT

Analysis of phenolic content of edible mushrooms cultivated in Brazil was carried out by
capillary zone electrophoresis with diode array detection at 210nm, using aqueous
extraction and hydrolysis. It was identified homogentisic acid varied from 169.85 to 388.6;
p-coumaric acid from 25.97 to 103.32 and cinnamic acid from 23.38 to 454.07, in mg.Kg'1
of lyophilized samples. Fresh Pleurotus ostreatus (white shimeiji) extract was the only all
three phenolic compounds. It was observed that farming conditions and maturity are

important parameters affecting the phenolic content.

Keywords: mushrooms, phenolic compounds, capillary electrophoresis, maturity stage.
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1. INTRODUCAO

Os cogumelos comestiveis sdo, em geral, alimentos de alto valor nutricional, com
baixo teor de carboidratos e de gordura, além de possuirem significativas quantidades de
proteinas. S3o ainda ricos em minerais e vitaminas, incluindo a tiamina, riboflavina,
niacina, biotina, acido ascdrbico, e outras relacionadas ao complexo B (FURLANI, 2004,
SALES-CAMPOS, et al. 2011).

A producdo de cogumelos tem aumentado continuamente com o tempo. Isso se
deve a alta demanda e ao aumento da conscientizagdao do consumidor sobre os beneficios
dos cogumelos a saude (AIDA, et al., 2009). Segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization) em 1995, a produgdo mundial foi de 2,0 milhGes de toneladas; em 2005,
aumentou para 3,3 milhGes de toneladas e em 2011 a produg¢do mundial de cogumelos foi
de mais de 7 milhdes de toneladas.

Os cogumelos sdo considerados como agentes antitumorais, antibacterianos,
antivirais, agentes hematoldgicos e utilizados em tratamentos imunomoduladores.
Também foi verificado possuirem capacidade antioxidante significativa (KIM, et al., 2008;
PALACIOS, et al. 2011; HUNG & NIH, 2012; YIM, et al., 2012).

Antioxidantes funcionam como sequestradores de radicais livres e algumas vezes
como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagag¢ao do
processo oxidativo. Os antioxidantes encontrados em cogumelos sdo principalmente
compostos fendlicos (SOARES, 2002).

Os fendlicos sdo definidos como substancias que possuem anel aromatico com um
ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Existem cerca de cinco
mil fendis ja relatados, dentre eles, destacam-se os flavonoides, acidos fendlicos, fendis
simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis (ANGELO & JORGE, 2007). Em fontes
naturais os compostos fendlicos sdao principalmente encontrados esterificados com
pequenas moléculas como o acido quinico ou o acido tartdrico, bem como ligados a
componentes estruturais da parede celular como celulose, lignina e proteinas através de
ligagOes ésteres (LIU, 2004).

Diversos autores tem trabalhos publicados identificando os fendlicos em muitas
espécies de cogumelos, cultivados em diferentes paises, principalmente da Finlandia

(MATTILA et al., 2001), india (JAYAKUMAR et al., 2009; PUTTARAJU et al., 2006 ), Coréia do
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Sul (KIM et al, 2008), Portugal (BARROS et al., 2009;. RIBEIRO et al, 2006, 2007, 2008),
Espanha (PALACIUS et al., 2011) e Turquia (YALTIRA et al., 2009).

O Unico estudo encontrado dentre a literatura consultada que caracteriza o perfil
de compostos fendlicos de uma espécie de cogumelo produzida no Brasil foi desenvolvido
por Carvajal et al. (2012), o qual identificou 3 compostos fendlicos presentes em amostras
de Agaricus brasiliensis.

Devido a falta de estudos que caracterizam o perfil de compostos fendlicos
presentes em cogumelos comestiveis produzidos no Brasil, esse trabalho teve como
objetivo investigar o perfil fendlico de 4 espécies de cogumelos comestiveis (Agaricus
bisporus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus ostreatoroseus e Lentinula edodes) produzidas no

Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Os padrdes de pirogalol, dcido homogentisco, acido ferulico, acido cinamico, acido
gentisco, acido p-cumdrico, acido p-hidroxibenzdico, acido caféico, acido galico e acido
3,4-hidroxibenzéico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). O padrdo do acido
clorogénico foi adquirido da Biopurify phytochemicals Ltd. (Chengdu, China).

Também foram utilizados metanol p.a. (Synth, Brasil), metanol grau HPLC (J. T.
Baker, EUA), acido bérico (Ecibra, Brasil), hidréxido de sédio p.a. (Synth, Brasil), acido
cloridrico p.a. (Synth, Brasil). A dgua ultrapura foi obtida do sistema Direct Q3 UV
(Millipore Corporation, France).

Todas as solugdes foram degaseificadas em ultrassom (Microsonic SX-20, Arruda
Ultra-sons LTDA, Brasil) antes da injecao.

As solugdes estoque com 1000 mg.L_1 dos padrdoes foram preparadas em
metanol:dgua (10:90), filtradas em membrana de 0,45 um, armazenadas a —18°C e

protegidas da luz.

68



2.2. Amostras

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

observados na Tabela 1.

Tabela 1. Amostras, formas de comercializagdo e substrato utilizado no cultivo.

Forma de
Amostra e Substrato
Comercializagdo

Agaricus bisporus branco

. . Fresco Composto
(Champignon de Paris) P
Agaricus bisporus branco
8 . P . Conserva Composto
(Champignon de Paris)
Agaricus bisporus branco
Fresco Composto
(Portobello) P
Pleurotus ostreatus*
L Fresco Composto
(Shimeji)
Pleurotus ostreatus
L Seco (ao sol) Composto
(Shimeji)
Pleurotus ostreatus*
. Fresco Composto
(Hiratake)
Pleurotus ostreatoroseus
Fresco Composto
(Salmon)
Lentinula edodes .
Fresco Tora de eucalipto

(Shiitake)

Composto a base de
Fresco serragem e residuos da
agroindustria
*0Os cogumelos Shimeji e Hiratake sdo ambos Pleurotus ostreatus, diferindo apenas no estdgio de

Lentinula edodes
(Shiitake)

maturagdo. Enquanto o Hiratake é colhido com o chapéu aberto (maturo) o Shimeji é colhido com o

chapéu fechado (imaturo).
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2.3. Instrumentagao

O equipamento utilizado foi um sistema de eletroforese capilar Agilent G1600AX
(Agilent Technologies, Germany), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD),
injetor automatico e sistema de controle de temperatura ajustado em 25°C. Utilizou-se um
capilar de silica fundida com 50 um de diametro interno por 72 cm de comprimento
efetivo, com bulbo estendido (Agilent Technologies, Germany). A deteccao foi realizada a
210 nm. A andlise e o tratamento dos dados foram realizados no software HP

ChemStation.

2.4. Preparo da Amostra

Para a obtencdo dos extratos aquosos e hidrdlise dos cogumelos, foi utilizado um
sistema composto de um banho de aquecimento com um refluxador de bolas acoplado,
onde 0,3 g de amostra liofilizada e moida foi extraida com 6 ml da solu¢do aquosa com
acido cloridrico a 2 mol.L™ por 30 minutos a 79,9°C, segundo método de CAMPOS JUNIOR
(2013).

Uma vez recolhido, cada extrato foi filtrado com papel de filtro comum, o pH foi
ajustado para um intervalo entre 6-7 com uma solugao de hidréoxido de sédio, o volume foi
ajustado para 25 mL, filtrados com Milex (Millipore) 0,45 um e armazenados em freezer

até o momento da andlise.

2.5. Analise por eletroforese capilar

Foi utilizado o método proposto por CAMPOS JUNIOR (2013) e validado para a
analise de compostos fendlicos em cogumelos.

A metodologia utilizou a técnica de eletroforese capilar de zona como modo de
separacdo dos compostos fendlicos em cogumelos. A separacdo foi realizada em capilar de
50 um de diametro interno por 72 cm de comprimento, eletrélito contendo 175 mmol.L*
de acido bdrico, pH 8,5, com temperatura de 25°C, voltagem de 30kV, injecao de 50 mbar
durante 5 segundos e detec¢do em 210 nm. O tempo de cada corrida eletroforética foi de

21 min.
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A identificacao foi feita através da comparagdo entre os eletroferogramas das
amostras e o eletroferograma do pool de padrées. Essa comparacao foi realizada com base
nos tempos de retengao, espectro de absor¢ao e adi¢do de padrées a amostra.

O teor dos compostos fendlicos das amostras foi avaliado através da analise
variancia (ANOVA) e as médias comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey (p <
0,05), usando o programa Statistica 7.0 (Statsoft, USA).

Os capilares novos foram ativados e condicionados por lavagem com pressao de 1
bar, usando uma solu¢ao de aquosa de NaOH 1 mol.L™" durante 30 min, seguido de 10 min
de 3agua e 30 minutos de solugdo tampdo. No inicio de cada anadlise, o capilar foi
condicionado durante 1 min com NaOH 1 moI.L'l, espera de 0,5 min, seguido de 1 min com
agua purificada em sistema Milli-Q, 1 min de eletrdlito, espera de 1 min e novamente 1
min de eletrdlito. No final do dia foi realizada uma limpeza do capilar com lavagem por 5
min com NaOH 1 mol.L" e 5 min de agua Milli-Q. O capilar foi armazenado em 43agua

durante a noite.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Identificagdo e quantificagao dos compostos fendlicos

No presente trabalho foi possivel a identificacdo de 3 compostos fendlicos (acido
homogentisico, acido cinamico e acido p-cumarico), dentre os 11 estudados, nas amostras
avaliadas. O cogumelo Shimeji fresco (Pleurotus ostreatus) foi o Unico que apresentou os
trés compostos simultaneamente. Os cogumelos Shimeji seco (Pleurotus ostreatus) e
Shiitake (Lentinula edodes), cultivado em tora, apresentaram dois dos compostos fendlicos
estudados (acido homogentisico e acido cindmico). Os cogumelos Hiratake (Pleurotus
ostreatus) e Salmon (Pleurotus ostreatoroseus) apresentaram dois dos compostos
fendlicos estudados (acido cinamico e acido p-cumarico). Ja os cogumelos Champignon de
Paris freso e em conserva (Agaricus bisporus branco), Portobello (Agaricus bisporus
marrom) e Shiitake (Lentinula edodes) cultivado em composto apresentaram apenas o
acido cindmico dentre os compostos fendlicos estudados.

Na Figura 1 sdo apresentados dois eletroferogramas obtidos para os padrées e

para uma amostra de Shimeji fresco (Pleurotus ostreatus).
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Figural. Separacdo de compostos fendlicos. Condigdes de analise: Tampdo de 175 mmol.L-1 de 4cido bdrico, 259C,
30kV, capilar 50um x 72 com injegdo de 50 mbar durante 5 segundos e detecg¢do em 210nm. Identificagdo dos picos:
1) Pirogalol, 2) Acido Homogentisico, 3) Acido Ferulico, 4) Acido Cindmico, 5) Acido Gentisico, 6) Acido p-Cumparico,
7) Acido Clorogénico, 8) Acido p-Hidroxibenzdico, 9) Acido Caféico, 10) Acido Galico, 11) Acido 3,4-Hidroxibenzdico.
(A) Mistura de padrées dos compostos fendlicos (B) Extrato de Shimeji branco fresco (Pleurotus ostreatus).

Os resultados de quantificacdo obtidos sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4. De
acordo com os resultados pode-se observar uma grande variagao do teor dos compostos
fendlicos entre os trés lotes analisados para cada tipo de cogumelo, assim como entre as
duas diferentes épocas de colheita. Estas variagdes podem ser devidas as espécies de
cogumelos, as estirpes escolhidas, ao tipo de substrato utilizado, ao grau de maturacao, ao
tipo de armazenamento e as partes analisadas, mesmo os cogumelos sendo cultivados em

condi¢bes muito controladas.
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Tabela 3. Concentragdo dos compostos fendlicos presente nos extratos de

cogumelos produzidos em

fevereiro.
Compostos Fenélicos (mg.kg'l)
Produgdo Fevereiro
Espécies Lote 3 ; 3
Acido Homogentisico Acido Cinamico Acido p-Cumarico
1 nd 216,67 +19,56° nd
Champ.|gnon. de Paris Fresco ) nd 263,62 + 24,76 nd
(Agaricus bisporus branco)
3 nd 348,83 + 67,99" nd
Média nd 276,37 + 66,99°¢ nd
1 nd 264,93 +9,27° nd
_ Portobello 2 nd 417,89 £ 6,12*° nd
(Agaricus bisporus marrom)
3 nd 368,18 + 85,64° nd
Média nd 350,33 + 78,02° nd
1 254,58 + 14,51b 85,67 +1,51° 87,76 £ 6,61°
Shimeji branco fresco 2 294,65 + 20,87° 96,84 £17,72° 80,89 £ 2,54°
(Pleurotus ostreatus)
3 195,94 + 3,99° 194,7 + 13,79" 87,23+9,19°
Média 248,39 + 49,64" 125,73 £ 59,98" 85,29 + 3,82
1 198,72 +17,3° 104,15 + 3,37° nd
Shimeji branco seco 2 249,74 + 14,76*° 102,83 + 7,83" nd
(Pleurotus ostreatus)
3 317,07 + 44,41° 131,73+ 19,17° nd
Média 255,18 + 59,36" 112,90 + 16,32" nd
1 nd 113,24 +11,8° 103,32 +19,93°
Hiratake 2 nd 121,47 £ 13,87° 74,06 £ 10,07°
(Pleurotus ostreatus)
3 nd 143,48 + 28,11° 82,65 + 12,15°
Média nd 126,06 + 15,63"" 86,68 + 15,04"
1 nd 148,16 + 8,97° 46,6 +1,14°
salmon 2 nd 149,72 +20,99° 39,62 + 6,01°
(Pleurotus ostreatoroseus)
3 nd 154,23 + 3,65 58,73 + 3,04
Média nd 150,70 + 3,15*® 48,32+9,67°
1 170,56 + 24,14° 64,47 +5,72° nd
shiitake de tora 2 169,85 £ 5,07° 84,13 +9,19" nd
(Lentinula edodes)
3 388,60 23,00b 203,71 £3,17° nd
Média 243,00 + 126,09 117,44 £ 75,36" nd
1 nd nq nd
Shiitake de composto a
+
(Lentinula edodes) 2 nd 89,018,554 nd
3 nd 87,03 +4,67° nd
Média nd na nd
1 nd nq nd
Champignon de Paris conserva
(Agaricus bisporus branco) 2 nd nq nd
3 nd 117,73 £8,53 nd
Média nd na nd

Resultados expressos em base seca como média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes para o mesmo composto em uma mesma
linha, para o mesmo cogumelo, representam médias com diferenca significativa a 95% de confianga. Letras maiusculas diferentes para o
mesmo composto, em uma mesma coluna, representam diferenca estatistica significativa em um nivel de 95% de confianga. nd = ndo

detectado, nq = ndo quantificado, na = ndo aplicavel.



Tabela 4. Concentragdo dos compostos fendlicos presente nos extratos de cogumelos produzidos em junho.

Compostos Fendlicos (mg.kg™)

Produgdo Junho
Espécies Lote ) ; ;
Acido Homogentisico Acido Cinamico Acido p-Cumarico
1 nd 318,46 +28,87° nd
Champ.|gnon' de Paris Fresco 2 nd 281,37 +30,90° nd
(Agaricus bisporus branco)
3 nd 403,44 £ 6,43° nd
Média nd 334,42 +62,58°° nd
1 nd 290,48 +29,68° nd
_ Portobello 2 nd 454,07 +1,91° nd
(Agaricus bisporus marrom)
3 nd 440,42 + 25,24 nd
Média nd 394,99 +90,77° nd
1 358,86 +24,79° 186,15 + 17,54b 45,84 +10,48
shimeji branco fresco 2 320,204 7,17° 116,54 + 6,94*" nq
(Pleurotus ostreatus)
3 199,24 + 12,66° 102,02 + 7,82°" nq
Média 292,77 + 83,27" 134,90 + 44,97*° na
1 294,55 +1,52° 174,95 + 31,46 nd
Shimeji branco seco 2 349,04 +47,9° 106,28 + 11,67° nd
(Pleurotus ostreatus)
3 174,04 + 17,96° 170,5 + 18,31° nd
Média 272,54 + 89,55" 150,58 + 38,43"° nd
1 nd 152,25+ 8,11° nq
Hiratake 3
2 nd 159,46 + 31,19 nq
(Pleurotus ostreatus)
3 nd 146,5 + 6,97° 29,48 £ 2,86
Média nd 152,74 + 6,49*° na
1 nd 178,02 +22,71° nq
salmon 2 nd 272,97 +14,21° 31,29 +4,71°
(Pleurotus ostreatoroseus)
3 nd 177,35 £ 0,10° 25,97 +7,06°
Média nd 209,45 + 55,01%¢ na
1 257,31 +31,01° 116,7 + 15,11° nd
shiitake de tora 2 223,84 + 26,58 45,28 +3,1° nd
(Lentinula edodes)
3 231,64 +20,17° 116,47 +9,06° nd
Média 237,60 +17,51* 92,82 +41,17*° nd
1 nd 85,23 +4,44° nd
Sh||takt.3 de composto ) nd 54,64t3,99b nd
(Lentinula edodes)
3 nd 53,88 +2,50° nd
Média nd 64,58 +17,88" nd
1 nd 23,38 +1,61° nd
Champlgnon fie Paris conserva ) nd 3508+ 7’301, nd
(Agaricus bisporus branco)
3 nd nq nd
Média nd na nd

Resultados expressos em base seca como média + desvio padrdo. Letras minusculas diferentes para o mesmo composto em uma mesma
linha, para o mesmo cogumelo, representam médias com diferenca significativa a 95% de confianga. Letras maiusculas diferentes para o
mesmo composto, em uma mesma coluna, representam diferenga estatistica significativa em um nivel de 95% de confianga. nd = ndo
detectado, nq = ndo quantificado, na = ndo aplicavel.
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Os teores dos compostos fendlicos encontrados variaram entre 169,85 e 388,6 mg.kg™
para o acido homogentisico, entre 23,38 e 454,07 mg.kg‘1 para o acido cinamico e entre 25,97 e
103,32 mg.kg " para o 4cido p-cumdrico, em base seca, nas duas épocas de coleta realizadas.

Os cogumelos Shimeji fresco, Shimeji seco e Shiitake cultivados em tora, produzido nos
dois periodos analisados, nos quais foi possivel a quantificacdo do acido homogentisico,
apresentaram, em média, teores estatisticamente iguais (p= 0,05). Em média, os cogumelos
Portobelo e Champignon de Paris fresco produzido nos dois periodos analisados, nos dois
periodos analisados, foram os que apresentaram os maiores teores de acido cinamico, ja o
cogumelo Shiitake cultivado em composto e o Shiitake cultivado em tora, produzidos no més
de Junho, apresentaram, em media, os menores teores de acido cinamico.

Nas amostras de cogumelos produzidas em fevereiro foi possivel observar que os
cogumelos Shimeji branco fresco e Hiratake apresentam, em média, maiores teores de acido p-
cumarico, ja o cogumelo Salmon apresentou no mesmo periodo de producdo, em média, os
menores teores para o acido p-cumarico. A mesma analise ndo pdde ser feita para as amostras
produzidas em junho, pois houve uma grande variacdo nos teores de acido p-cumarico
encontrados entre os lotes analisados.

O tipo de substrato no qual os cogumelos foram cultivados demonstrou ter efeito na
composi¢do dos compostos fendlicos encontrados. Em amostras de cogumelos Shiitake,
produzidas no mesmo periodo do ano, foi possivel observar que quando foram cultivadas em
toras foi possivel a quantificagcdo do acido homogentisico, no entanto, quando foram cultivadas
em compostos a base de serragem e residuos da agroindustria, ndo foi possivel a identificacdo
desse acido fendlico.

Foi observado também o efeito no grau de maturacdo nas espécies analisadas. Nos
cogumelos colhidos em estdgio imaturo (Shimeji) foi possivel a deteccdo do 4acido
homogentisico, j4 em cogumelos colhidos em estagio maturo (Hiratake) ndo foi possivel
identificar a presenca desse mesmo composto fendlico.

A forma de comercializagdo dos cogumelos (seco, fresco ou em conserva) teve pouca
influéncia no teor dos compostos analisados, sendo que o teor dos 4cidos homogentisico e
cinamico encontrados nos cogumelos Shimeji fresco e Shimeji seco foram estatisticamente
iguais. Em amostras de Champignon de Paris em conserva, devido as altas variacOes
encontradas no teor do acido cinamino entre os lotes estudados, ndao foi possivel observar

diferencas na composicao e teor do composto fendlico estudado.
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Ndo foram encontrados, dentre a literatura consultada, estudos que relacionam o perfil
de compostos fendlicos com a composicdo do substrato no qual os cogumelos sdo produzidos,
nem efeitos relacionados a forma de comercializacdo dos cogumelos. Carvajal et al. (2012)
analisaram amostras do cogumelo Agaricus brasiliensis e observaram que o grau de maturacao,
assim como disposto no presente trabalho, interfere quantitativamente nos teores dos
compostos fendlicos encontrados.

Vaz et al. (2011) analisaram o perfil de compostos fendlicos de 17 diferentes espécies
de cogumelos coletadas em Portugal e observaram a presencga de acido cinamico com teores
entre 0,4 e 46 mg.kg”, valores inferiores aos encontrados no presente estudo, e &cido p-
cumarico com teores entre 8,65 e 79,34 mg.kg'l, equivalentes aos valores encontrados.

Mattila et al. (2001) estudaram extratos do cogumelo Champignon de Paris (Agaricus
bisporus branco), Portobelo (Agaricus bisporus marrom) e Shiitake (Lentinula edodes)
produzidos na Finlandia obtidos com o emprego de hidrélise enzimatica e acida. Foram
encontrados, além do acido cinamico, o acido p-hidroxibenzdico e o acido caféico, com teores,
em base seca, entre 1,47 e 2,69 mg.kg’l, 0,51 a 7,9 mg.kg’1 e <0,5 a 0,82 mg.kg’1 ,
respectivamente. Os teores encontrados para o acido cindmico foram inferiores aos
encontrados no presente trabalho. Além disso, os acidos p-hidroxibenzdico e caféico ndo foram
identificados nas amostras produzidas no Brasil. Kim et al. (2008) também estudaram extratos
dos cogumelo Champignon de Paris (Agaricus bisporus branco) e Shiitake (Lentinula edodes)
produzidos na Coreia do Sul. Nesse estudo foi possivel identificar os acidos galico e pirogalol.
Os acidos cindamico e homogentisico também foram investigados, mas ndo foram identificados.
Esse resultado diferiu dos dados encontrados no presente estudo, uma vez que nas amostras
produzidas no Brasil, ndo foram detectados o pirogalol e o 4acido galico, mas os acidos
homogentisico e cinamico foram detectados e quantificados.

Barros et al. (2009) também identificaram, em amostras de Agaricus bisporus
produzidos em Portugal, a presenca de acido p-hidroxibenzéico, resultado que novamente
difere das amostras analisadas no presente estudo.

Palacios et al. (2011) analisaram o perfil de compostos fendlicos de 8 espécies de
cogumelos selvagens cultivadas e coletadas em diversas regides da Espanha e identificaram o
acido homogentisico, com teores variando ente 340 e 3444 mg.kg", em base seca, valores
compativeis com os do presente estudo quando consideradas as espécies que apresentam
teores mais baixos. Palacios et al. (2011) também identificaram e quantificaram o acido p-

s . -1 . .
cumarico, com teores entre 0,87 e 11,15 mg.kg ", valores inferiores aos encontrados nas
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amostras analisadas nesse estudo. Além disso, verificaram a presenca de acido caféico, acido
clorogénico, acido ferrulico, acido galico e pirogalol em amostras de Agaricus bisporus e
Pleurotus ostreatus, resultado distinto do presente estudo, no qual ndo foram encontrados

esses compostos.

4. CONCLUSAO

Dentre os 11 compostos fendlicos estudados, trés (acido homogentisico, acido cinamico
e acido p-cumarico) foram identificados em extratos de cogumelos produzidos no Brasil.

O estado de maturacio e meio de cultivo dos cogumelos foram fatores que
influenciaram no perfil de compostos fendlicos presentes em cogumelos.

Em cogumelos colhidos no estagio imaturo foi possivel a deteccdo do 4cido
homogentisico ndo sendo possivel identificar o mesmo composto em cogumelos colhidos no
estagio maturo. Em amostras de cogumelos em conserva ndo foi possivel e identificacdo do
acido homogentisico, quando comparados com as amostras frescas e secas.

Estes resultados indicam que a producdo brasileira de cogumelos pode ser otimizada de
forma a empregar condi¢bes de cultivo e colheita que proporcionem cogumelos com maior

teor desses compostos.
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CONCLUSAO GERAL

A metodologia analitica que foi desenvolvida para a identificacdo e quantificacdo dos
compostos fendlicos presentes em cogumelos demonstrou ser uma metodologia atrativa, uma
vez que combina baixos custos de operagdao, minima geragao de residuos quimicos com baixo
impacto ambiental e tempos de andlise mais curtos se comparados com os métodos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia comumente utilizada para a identificacao e
guantificacdo de compostos fendlicos.

Através do emprego de técnicas estatisticas multivariadas, como o planejamento
composto central e a superficie de resposta, foi possivel estabelecer as condi¢ées 6timas para a
extracdo aquosa e hidrélise acida da amostra. A extracdo aquosa e hidrélise, em comparacao
com a metodologia descrita em literatura que utiliza metanol para a extracdo, demonstrou ser
superior quando comparam-se o teor dos compostos fendlicos extraidos e o tempo total de
extragdo, sendo este cerca de 50 vezes menor.

Dentre os onze compostos fendlicos investigados, trés foram identificados (acido
homogentisico, acido p-cumadrico e dacido cinamico) nos extratos dos cogumelos, com
predominancia do acido cinamico.

Foi verificado que o estado de maturacdo e meio de cultivo dos cogumelos sdo fatores
que estdo relacionados com o perfil de compostos fendlicos presentes nos cogumelos,

interferindo qualitativamente no perfil dos compostos fendlicos analisados.
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