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RESUMO

Diversos trabalhos cientificos comprovaram que os
cogumelos sio alimentos de alto valor nutricional e
de quantidades proteicas elevadas. E provado tam-
bém que os cogumelos possuem compostos bioativos
com propriedades terapéuticas, como por exemplo, a
capacidade de produzir substincias antioxidantes.
Com base nesses dados o presente trabalho teve como
objetivo caracterizar quimicamente o extrato aquoso
obtido a partir do corpo de frutificacio de Pleurotus
ostreatus, bem como avaliar a sua capacidade antio-
xidante. Dentre os valores obtidos na atividade antio-
xidante destaca-se um CEso (concentracio efetiva
para se obter 50% de atividade antioxidante estima-
da em 100%) de 52 pg/ml na captagio do radical li-
vre ABTS. Outros ensaios in vitro para medir a capa-
cidade total antioxidante também foram realizados
como captacio dos radicais DPPH, atividade quelan-
te do ion ferroso e poder redutor.

PALAVRAS-CHAVE: Pleurotus ostreatus, Atividade
Antioxidante, Extragdo Aquosa.

ABSTRACT

Several scientific studies show that mushrooms are food
of high nutritional value and high protein quantities. It is
also proved that the mushrooms have bioactive com-
pounds with therapeutic properties, the ability to produce
antioxidants. Based on these data the present study
aimed to chemically characterize the aqueous extract
obtained from Pleurotus ostreatus fruiting body as well
as evaluate its antioxidant capacity. Among the values
obtained in antioxidant activity highlighted a ECso (ef-
fective concentration to achieve 50% of antioxidant ac-
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tivity estimated at 100%) of 52 pg / ml in the capture of
free radical ABTS .Other vitro assays for measuring the
total antioxidant capacity They were also performed as
capture of DPPH radical, chelating activity of the ferrous
ion and reducing power.

KEYWORDS: Pleurotus ostreatus, antioxidant activity,
aqueous extraction.

1. INTRODUCAO

Os cogumelos sdo macrofungos com um corpo fruti-
fero distinto, e classificados como Basidiomycetes'. Sdo
conhecidos desde os primordios da humanidade por suas
propriedades medicinais e nutricionais, além do grande
potencial econdmico, revelado recentemente pelos
avangos da biotecnologia®. Sob o ponto de vista nutrici-
onal, os cogumelos comestiveis do género Pleurotus,
apresentam elevado contetido proteico quando compa-
rados a maioria dos vegetais, podendo representar um
alimento que contém alto teor de proteinas de boa quali-
dade, aminoacidos essenciais, elevada propor¢do de
acidos graxos insaturados, diversas vitaminas e minerais,
além de baixos teores de gorduras, colesterol e calorias.
De sabor agradavel e facil cultivo é bastante popular na
culinaria. Uma caracteristica importante dos cogumelos
¢ a de possuirem compostos bioativos com propriedades
medicinais, reconhecidas pelas culturas orientais, prin-
cipalmente China e Japdo. Diversos sdo os estudos que
atribuem aos cogumelos propriedades terapéuticas, tais
como antimicrobiana, anti-inflamatoria, an-
ti-hipertensiva, antitumoral, entre outras.

Os compostos fendlicos dos cogumelos apresentam
excelente atividade antioxidante e ndo s3o mutagénicos?,
compreendem um dos grupos de componentes niao es-
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senciais da dieta que tem sido associado com a inibi¢ao
da aterosclerose e cancer™®. Sua bioatividade pode estar
relacionada com a habilidade em quelar metais, inibir
lipoxigenase e eliminar radicais livres’. Extratos de ace-
tato de etila e metanol do Pleurotus florida demonstra-
ram-se potentes quanto a inibi¢cdo de radicais hidroxila e
das atividades de peroxidagdo lipidica®. Outros trabalhos
demonstraram a bioatividade dos extratos do basidioma
de Pleurotus spp’ € confirmaram inibicdo da peroxida-
¢do lipidica pelo extrato de Pleurotus pulmonarius.
Dentre os cogumelos comestiveis com conhecidas pro-
priedades funcionais cita-se os seguintes géneros: Auri-
cularia, Flammulina, Grifola, Hericium, Lentinus,
Pleurotus e Tremella.

Até o presente momento, muitas pesquisas foram di-
recionadas para as propriedades nutricionais dos cogu-
melos comestiveis e relativamente poucos estudos se
concentram sobre suas propriedades antioxidantes. Di-
ante do exposto o objetivo desse trabalho foi avaliar a
propriedade antioxidante no extrato aquoso do corpo de
frutificacdo do cogumelos Postreatus, como também
caracterizar sua composi¢do quimica.

2. MATERIAL E METODOS
Obtengao do extrato aquoso

O cogumelo utilizado nesse estudo foi adquirido de
um comerciante local (Maringd, PR, Brasil). Obtido in
natura, o basidioma foi seco em estufa a 38°C e triturado
em moinho de facas até a formagdo de um p6. Para ob-
tengdo do extrato aquoso, 200 ml de 4dgua destilada foi
acrescentada a 20g do material triturado. A mistura per-
maneceu sob agitagdo (130 rpm) por 1 hora, a tempera-
tura ambiente. Em seguida o material foi filtrado e o
residuo solido submetido ao mesmo procedimento por
duas vezes. O extrato obtido foi liofilizado e armazenado
a -20°C até o uso e posteriormente foi dissolvido em
agua destilada para posteriores analises.

Caracterizagao quimica do extrato

Para quantificar compostos fendlicos foi utilizado o
método de Singleton € Rossi (1965)'°, onde em 2,0 ml
de amostra foram adicionados de 0,3 ml de carbonato de
sodio Na,CO; 1,9 M e 100 pl de reagente Folin Ciocal-
teu (1 M/L). A mistura foi incubada por 1 hora no escuro
e a lida em espectrofotometro a 725 nm. Uma curva de
calibragdo de acido galico foi construida sob as mesmas
condigdes, ¢ o resultado expresso em equivalentes de
acido galico (EAG/ml). O método de Antrona'! foi usado
para quantificar carboidratos totais onde em banho de
gelo,1 ml de amostra foi misturado com 5 ml do rea-
gente de antrona, posteriormente a mistura foi fervida
em banho-maria por 10 minutos e retornada pelo mesmo
tempo ao banho de gelo e a leitura da absorbancia reali-
zada a 625 nm. O método de Bradford (1976)'*foi uti-
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lizado para dosar proteinas, onde 2500 pul de solugdo de
Bradford foi adicionado a 250 pl da amostra, incubado
sob condigdes de temperatura e luminosidade ambiente
por 5 minutos e a absorbancia lida a 595 nm.

Atividade Antioxidante

Quatro métodos'? foram usados para avaliar as pro-
priedades antioxidantes: DPPH, ABTS, Atividade Que-
lante do fon Ferroso e Poder Redutor. Por agdo do antio-
xidante, o DPPHe (cor purpura) ¢ reduzido formando
difenil-picril-hidrazina (coloragdo amarela). O desapare-
cimento da cor pode ser monitorado pelo decréscimo da
absorbancia a 515nm. Dessa forma varias concentragdes
do extrato aquoso (0,150 ml) foram misturadas com
2,850 ml da solucdo do radical DPPH (0,1 mM). A mis-
tura foi deixada por 1 h a temperatura ambiente, no es-
curo. Agua foi usada como controle no lugar dos extra-
tos e BHT (0,02%) serviu de controle positivo. A capa-
cidade de sequestrar o radical DPPH foi calculada usan-
do a seguinte equagdo:

DPPH atividade antioxidante(%) =
Abs controle — Abs amostra x100
Abs controle

O ABTS™ foi obtido pela reagdo entre o ABTS (7,4
mM) e persulfato de potassio, onde a formacao do radi-
cal pode ser observada pela coloragdo azul-esverdeada.
A perda de cor ap6s tempo determinado indica a capaci-
dade sequestrante da amostra. Apos 12 horas no escuro,
a solugdo estoque foi armazenada e congelada até o
momento do uso por até dois dias. A 1 ml dessa solucéo
foram acrescentados 59 ml de metanol ¢ a absorbancia
foi corrigida para 1,1 + 0,01. A capacidade de sequestro
do radical ABTS" foi verificada misturando-se 2,850 ml
da solucdo de ABTSe+ com 0,150 ml do extrato aquoso
em diferentes concentragdes. A mistura permaneceu no
escuro por 2 h e a absorbancia foi lida a 734 nm. (Abs
amostra). Agua destilada foi usada como controle (Abs
controle). O BHT foi usado como controle positivo. A
capacidade antioxidante foi calculada usando a seguinte
equacao:

ABTS atividade antioxidante(%) =
Abs controle — Abs amostra x100
Abs controle

A atividade quelante do ion ferroso dos extratos foi
determinada usando 0,7 ml do extrato em diferentes
concentragdes diluido em 0,7 ml de agua destilada ¢
misturados com 0,175 ml de FeCl, (0,5 mM). A absor-
bancia (A0) foi medida a 550 nm. Depois disso, a reacao
foi iniciada pela adi¢do de 0,175 ml ferrozina (0,5 mM).
A mistura foi agitada vigorosamente e deixada a tempe-
ratura ambiente durante 20 min. e a absorbancia (A1) foi
medida a 550 nm. Como controle foi utilizado agua des-
tilada (A controle). EDTA (0,5 mM) foi usado como
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controle positivo. A porcentagem de inibigdo da ferrozi-
na-Fe?" formada foi calculada como se segue:

Atividade quelante (%)= A controle — (Al — A0) x100
Abs controle

O ensaio de poder redutor foi realizado usando o
método de descrito por Oyaizu (1986)!4, com algumas
modificag¢des. Diferentes concentragoes de extrato foram
preparadas, para cada 1,0 ml de extrato foram adiciona-
dos 2,5 ml de tampao de fosfato (0,2 M, pH 6,6) e 2,5 ml
de ferricianeto de potassio (1%). A mistura foi incubada
a 50°C durante 20 minutos. Apoés foi dispensado sobre a
mistura 2,5 ml de acido tricloroacético (10%), em se-
guida, centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. 2,5 ml
do sobrenadante foi misturado com 2,5 ml de agua des-
tilada e 0,25 ml de solugdo de FeCls (0,1%). A absor-
bancia foi medida a 700 nm. O BHT foi usado como
controle positivo. A absorbancia medida ¢ comparada a
do padrao e indica o poder redutor da reagao.

Analise estatistica

Os resultados experimentais foram obtidos pela mé-
dia+ desvio padrio de trés extragdes. Foram submetidos
ao teste ANOVA, comparados pelo teste Tukey (p <
0,05) usando o programa Graph Pad Prism® (GraphPad
Software, San Diego, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento de extracdo calculado com base na
porcentagem de peso seco do cogumelo foi de 30,99 +
3,66%. O rendimento foi semelhante aos encontrados em
varios cogumelos comestiveis, 15,9% e 43,9%". O co-
gumelo Pleurotus ostreatus ¢ uma fonte importante de
carboidratos, fibras, minerais e vitaminas, o que 0s pro-
move a classe dos alimentos nutricionalmente ricos'. A
Tabela 1 mostra os resultados obtidos da caracterizacio
quimica em mg/g de extrato seco.

Tabela 1.Caracterizagdo quimica em mg/g de extrato seco do extrato
aquoso de P, ostreatus

Extrato aquoso de

RIESS Pleurotus ostreatus(mg/g)

Compostos fenolicos 20,7+1,5
Carboidratos 427,8+13
Proteinas 29+0,7

Cada valor foi expresso pela média + desvio padrdo (n=3).

Os teores de carboidratos e proteinas obtidos neste
trabalho estdo de acordo com Bernas et. al (2006)"7 ,
os quais relatam que, dos constituintes dos cogumelos,
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os carboidratos sdo encontrados em grande quantidade,
podendo variar de 16 a 85% em massa seca.

Diferentes extratos podem conter diferentes tipos e
quantidades de compostos fendlicos que podem ser res-
ponsaveis pela atividade antioxidante, mas os extratos de
cogumelos possuem também varios tipos de acidos or-
ganicos que também sdo reativos nos varios métodos de
antioxidantes, especialmente na quelagdo ion ferroso's.
Antioxidantes naturais derivados de plantas, principal-
mente fendlicos sdo de consideravel interesse como su-
plementos e conservantes de alimentos'®. Considerando
dados encontrados na literatura para o mesmo género, o
extrato aquoso de P. ostreatus possui quantidades eleva-
das destes compostos (tabela 1). Sudah et. al (2012)*
relataram o valor de 8,77+0,22 mg/g de compostos feno-
licos em extrato aquoso do Pleurotus eous. Valores de
7,73 £0,23 mg/g de extratos aquosos de Pleurotus feru-
lae foram encontrados por Tsai et. al (2009)2'.
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Figural. Atividade antioxidante do extrato aquoso de P. ostreatus

Varios métodos sdo utilizados para avaliar a capaci-
dade antioxidante in vitro, de compostos naturais encon-
trados em alimentos. Em nossos estudos podemos afir-
mar que o extrato aquoso do cogumelo P. ostreatus ob-
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teve eficiente atividade antioxidante em todos os méto-
dos testados. Para todos os ensaios foram testadas diver-
sas concentragdes de cada extrato, a fim de encontrar
através de linear regressdo a concentracdo de extrato
capaz de conferir 50% de atividade antioxidante (CEso),
conforme pode ser observado na Figura 1.

Os métodos que obtiveram melhores resultados de
CEso foram ABTS e DPPH,0,77+0,01 e 0,052+0,002
mg/ml de extrato respectivamente. Esses resultados de-
monstram boa atividade sequestrante radicalar quando
comparados a outros estudos ja relatados do P. ostreatus,
Tsai et.al ( 2009)?' demonstraram um CEsy de 5.58 +
0.24 mg/ml pelo método de DPPH . Esses sdo os méto-
dos mais populares para verificar a atividade antioxi-

dante em extratos, ambos com vantagens e desvantagens.

O teste ABTS ¢ amplamente utilizado para determinar a
atividade antioxidante de compostos tanto hidrofilicos
como lipofilicos??> € o0 DPPH ¢é mais amplamente utili-
zado para determinar a atividade antiradicalar/ antioxi-
dante de extratos de plantas ou mesmo compostos feno-
licos purificados®. O extrato se mostrou eficiente tam-
bém em quelar ions ferrosos, CEso de 0,93+0,04 mg/ ml,
Lee et. al (2007)** relataram que foram necessérios 3,50
+0,02 mg/ml de extrato aquoso de Pleurotus citrino pi-
leatus para alcancar 50% de atividade quelante. Quanto
ao poder redutor, o extrato obteve bons resultados,
0,88+0,03 mg/ml quando comparado aos estudos de Tsai
et. al (2009)*! que relataram 3.42 + 0.08 e 4.22 + 0.13
mg/ml para extragdes etandlicas e aquosa respectiva-
mente do P. ostreatus.

4. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o consumo do corpo
de frutificagdo do P. ostreatus pode ser benéfico para a
saude, uma vez que ele provavelmente oferece protecao
antioxidante aos danos do sistema oxidativo, por ser
importante fonte de compostos fenolicos capazes de
combater, suprimir e inibir a formagdo de radicais livres.
O mesmo pode ser dito sobre o seu uso como suplemen-
to alimentar ou na industria farmacéutica. Mais estudos
sdo necessarios para identificar as principais moléculas
antioxidantes encontradas nesse cogumelo.
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