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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo investigar os teores de aminas bioativas, os teores
de fendlicos, a atividade antioxidante e a existéncia de correlacdo entre a atividade
antioxidante e os teores de poliaminas e fendlicos em oito tipos de cogumelos comestiveis
comercializados na regido metropolitana de Belo Horizonte MG. As aminas foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com par idnico. A capacidade
antioxidante foi investigada pelos métodos de inativacdo do radical DPPHe, reducéo do ion
Mo (VI) e aceleracdo da oxidacgéo lipidica por Rancimat®. Também foram determinados os
teores de fendlicos totais nos cogumelos pela reagcdo de Folin Ciocateau. Foram
detectadas as aminas espermidina, putrescina, agmatina, cadaverina, tiramina, triptamina
e feniletilamina nas amostras analisadas. A espermidina estava presente em grandes
quantidades em todos os cogumelos. O maior teor de espermidina foi encontrado no
cogumelo Shimeji Preto (1366,7 mg/kg massa seca). Em 6 dos 8 tipos de cogumelos
analisados foi detectada a agmatina. O maior teor dessa amina foi encontrado no cogumelo
Salméo (2205,9 mg/kg massa seca). Todos os cogumelos apresentaram baixo teores de
aminas biogénicas com potencial toxico. Os teores de fendlicos variaram de 6,15 a 11,74
mg EAG por grama de cogumelo (massa seca). O cogumelo Shimeji Preto apresentou
maior teor médio de fendlicos totais (11,74 mg EAG/g). O extrato metanolico da maioria
dos cogumelos apresentou atividade antioxidante em todos os métodos antioxidantes
avaliados. Apenas os cogumelos Shitake e Eryngii ndo apresentaram atividade
antioxidante no estudo da aceleracdo da oxidagdo lipidica por Rancimat. Nenhum
cogumelo apresentou atividade antioxidante predominante nos ensaios. N&o houve
correlagéo significativa entre os métodos antioxidantes. Foi observada correlagéo forte dos
teores de espermidina nos cogumelos e os resultados do ensaio de inibigdo DPPHe, e

correlagdo moderada dos teores de espermidina com os teores de fendlicos.

Palavras chave: Cogumelos, aminas bioativas, atividade antioxidante, espermidina,

agmatina.
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ABSTRACT

BIOACTIVE AMINES AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN MUSHROOMS. The objective of
this study was to investigate the levels of bioactive amines, phenolics, the antioxidant activity
and the existence of correlation between antioxidant activity and the levels of polyamines
and phenolics in eight types of edible mushrooms available in Belo Horizonte, MG, Brasil.
The amines were determined by ion-par high-performance liquid chromatography. The
antioxidant capacity was investigated by the methods of inactivation of radical DPPHe, ion
reduction Mo (VI) and acceleration of lipid oxidation by Rancimat. The levels of total
phenolics in mushrooms were determined by Folin Ciocateau reaction. The amines
spermidine, putrescine, cadaverine, agmatine, tyramine, tryptamine and phenethylamine
were detected in the samples. Spermidine was present in large quantities in every
mushroom. The highest content of spermidine was found in Shimeji Preto (1366.7 mg/kg
dry mass). Agmatine was detected in six of the eight types of mushrooms analyzed, and
the highest content was found in Salméo (2205.9 mg/kg dry mass). All mushrooms showed
low levels of biogenic amines. The phenolic contents ranged from 6.15 to 11.74 mg EAG/g
of mushroom (dry mass). Shimeji Preto showed the highest total phenolics. The metanolic
extract of most mushrooms showed antioxidant activity in all the antioxidant methods
evaluated. Only Shitake and Eryngii did not have antioxidant activity by Rancimat. There
was no predominance of a particular mushroom in the antioxidant tests. There was no
significant correlation between results for the antioxidant methods. Strong correlation of the
levels of spermidine in mushrooms and the results of DPPHe inhibition was observated.

There was a moderate correlation of the levels of spermidine with phenolic contents.

Key words: Mushrooms, bioactive amines, antioxidant activity, spermidine, agmatine.
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INTRODUCAO

Estudos tém demonstrado que o consumo regular de cogumelos ou de constituintes
isolados bioativos presentes em cogumelos € benéfico a salde. Esses fungos acumulam
uma variedade de metabdlitos secundarios possivelmente envolvidos em efeitos medicinais
e valores funcionais. Diversos estudos comprovaram propriedades terapéuticas em muitas
espécies de cogumelos (CHANG & MILES, 2004; LAKHANPAL & RANA, 2005; SOARES
etal., 2007; CHEUNG, 2010). Parte das propriedades terapéuticas estéo relacionadas com
a atividade antioxidante. Os trabalhos de YANG et al. (2002), ELMASTAS et al. (2007),
TURKOGLU et al. (2007), SOARES et al. (2007), MOURAO et al. (2009) e SILVA e JORGE
(2011) relataram atividade antioxidante em cogumelos. A atividade antioxidante observada
nos cogumelos pode estar relacionada a presengca de alguns componentes, como 0S
compostos fendlicos e as poliaminas espermidina e espermina.

As poliaminas séo fatores de crescimento que ocorrem nas células de organismos
vivos onde desempenham diversas funcdes fisioldgicas. Dessa forma, as poliaminas sédo
uteis em pacientes pés operatérios, durante o crescimento ou desenvolvimento do sistema
digestivo. Porém, por serem fatores de crescimento estdo associadas também ao
crescimento de tumores (SODA, 2011). A atividade antioxidante das poliaminas também
tem sido estudada (HA et al., 1988; LOVAAS, 1991; FARRIOL et al., 2003; BELLE et al.,
2004; MENDONCA, 2009) e estas aminas foram identificadas por KALAC et al. (2009) em
17 espécies de cogumelos selvagens.

Outras aminas bioativas conhecidas como aminas biogénicas podem também estar
presentes nos cogumelos. Essas aminas séo conhecidas por apresentarem atividade vaso
e neuroativa. Em altas quantidades nos alimentos as aminas biogénicas podem causar
intoxicagéo alimentar. A histamina e tiramina séo as aminas mais relacionadas aos quadros
de intoxicagdo alimentar. Em individuos que fazem o uso de alguns farmacos a presenca
de pequenas quantidades de tiramina no alimento pode levar a crises hipertensivas (EFSA,
2011). Essas aminas também podem ser utilizadas como critérios de qualidade higiénico
sanitaria em alimentos (GLORIA, 2005). No Brasil, ndo h& dados sobre o perfil e os teores
de aminas bioativas em cogumelos. Além de conterem aminas, cogumelos s&o
susceptiveis a formacao de aminas por serem ricos em proteinas (CHANG & MILES, 2004;
FURLANI & GODOQY, 2007; KALAC, 2009). De acordo com KALAC et al. (2009), a

deterioragdo de cogumelos pode levar a formagao de aminas bioativas que exercem efeitos
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vasoativos e psicoativos, por meio da descarboxilacdo dos aminoacidos dentre eles, lisina,
ornitina, histidina e tirosina.

De acordo com NIKI (2010), o papel dos antioxidantes na manutengdo da saide humana
tem atraido a atencdo dos cientistas e publico em geral quanto a prevencédo de varias
desordens e doencas, as quais estdo relacionadas ao estresse oxidativo. Esse fen6meno
ocorre quando ha um desequilibrio entre a quantidade de espécies reativas e as atividades
do sistema antioxidante intra e extracelular (DOTAN et al., 2004). Assim a ingestéo de
antioxidantes exdégenos pode minimizar a a¢cao das espécies reativas e reduzir os riscos de
doencas (SOARES et al., 2007; SILVA & JORGE, 2011).

Nesse trabalho foram estudados o perfil e teores de aminas bioativas e o potencial
antioxidante em oito tipos de cogumelos in natura comercializados na regido metropolitana
de Belo Horizonte, MG, Brasil, dentre eles, Champignon de Paris, Portobello, Shitake,
Hiratake, Salm&o, Shimeji Branco, Shimeji Preto e Eryngii. Os objetivos foram: (i) investigar
o perfil e os teores de aminas nos cogumelos; (ii) analisar a atividade antioxidante dos
cogumelos e das poliaminas naturais; (iii) determinar os teores de solidos e fendlicos totais
nos cogumelos, e (iv) investigar a existéncia de correlagéo entre a atividade antioxidante e

o teor de poliaminas e fendlicos em cogumelos.

18



REVISAO DA LITERATURA

1. Cogumelos comestiveis

Cogumelos sdo macrofungos, com um corpo distinguivel de frutificacdo grande o
bastante para serem vistos a olho nu e coletados pelas méos. Podem ter crescimento
acima (epigeous) ou abaixo (hipogeous) do solo. O corpo de frutificagdo conhecido como
cogumelo trata-se apenas de uma estrutura reprodutora de um organismo maior, dividido
em estrutura vegetativa e estrutura reprodutora. O tempo de vida do corpo de frutificagéo
pode variar de 10 a 14 dias. A estrutura vegetativa (Figura 1) é conhecida como micélio,
formado pela fuséo de hifas compativeis que derivam de diferentes esporos liberados pelos
corpos de frutificagéo (estrutura reprodutora).

Fungos séo organismos heterotroficos, que apresentam parede celular de quitina,
ndo apresentam aparelho digestivo e sua nutricdo é realizada pela liberacdo de enzimas
capazes de digerir diversos compostos tendo absor¢cdo osmotréfica. Macrofungos ocorrem
na classe Basidiomycetes e algumas vezes na classe Ascomycetes. Os cogumelos podem
ser comestiveis ou ndo, venenosos ou medicinais, suculentos ou néo suculentos. O tipo
mais familiar dos corpos de frutificagdo dos cogumelos da classe Basidiomycetes apresenta
chapéu (pileo), guelra, estipe e, algumas vezes, vulva como no caso do cogumelo da
espécie Volvariella volvacea (Figura 2) (CHANG & MILES, 2004).

"J|corpo
frutifero

micélio

Figura 1. Esquema da estrutura macrofungos destacando as hifas, o micélio e o corpo de

frutificacao.
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Pileo

Guelras

Figura 2. Desenho adaptado do cogumelo Volvariella volvacea, mostrando pileo, guelras,

estipe e vulva (CHANG & MILES, 2004).

Existem aproximadamente 2.000 espécies de cogumelos potencialmente
comestiveis, das quais apenas 25 sdo normalmente utilizadas na alimentacdo humana
(BONONI, 1999; CHANG & MILES, 2004). No Brasil, as espécies popularmente cultivadas
sd@o Agaricus bisporus, Agaricus blazei, Lentinula edodes e algumas espécies do género
Pleurotus (FURLANI & GODQY, 2007). Além destas, ocorrem varias espécies comestiveis
nas matas brasileiras, como: Auricularia fuscosuccinea, Auricularia delicata, Oudeman
siellacanarii, Flavolus brasiliensis, Laetiporus sulphureus, Agrocybe perfecta, Macrolepiota
procera, Pleurotus ostreatoreus, Lepista nuda, Suillus edulis, Armillaria mellea, Coprinus

comatus, Agaricus silvaticus, Tricholoma pachymeres e Fistulina hepatica (BONONI, 1999).
1.1. Alguns cogumelos comestiveis
1.1.1. Agaricus bisporus

De acordo com CHANG e MILES (2004), nos paises ocidentais o Agaricus bisporus
€ o cogumelo cultivado mais popular. No Brasil, esta foi a primeira espécie a ser cultivada
(FURLANI & GODOY, 2007). Alguns cogumelos dessa espécie sao conhecidos como
cogumelo Champignon de Paris e Portobello (Figura 3).

1.1.2. Pleurotus spp.

O género Pleurotus apresenta grande variedade de cogumelos comestiveis; esse
género refere-se a mais de 100 espécies em 25 géneros relatados, dos quais, séo
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reconhecidas apenas 50 espécies. Entre estes estdo os cogumelos Shimeji Preto, Shimeji

Branco (florida) , Salméo, Hiratake e Eryngii (Figura 3). A espécie mais famosa é a

Champignon Portobello
(Agaricus sp.) (Agaricus sp.)

Shimeji Preto Shimeji Branco ou florida
(Pleurotus sp.) (Pleurotus sp.)

Salmao Hiratake

(Pleurotus sp.) (Pleurotus sp.)

Eryngui

Shitake

(Pleurotus sp.) (Lentinula sp.)

Figura 3. Fotos de alguns cogumelos comestiveis.
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Pleurotus ostreatus denominada como cogumelo ostra pela semelhancga do seu chapéu a
uma ostra marinha. Este cogumelo é geralmente encontrado em zonas temperadas e

cresce na madeira em condi¢des climéaticas quentes e umidas (CHANG & MILES, 2004).

1.1.3. Lentinula edodes (Berk.) Pegler

A espécie Lentinula edodes é conhecida como cogumelo Shiang-gu na China e como
Shitake pelos japoneses e brasileiros. E considerado o segundo cogumelo mais importante
em termos de produg&o mundial. E o mais popular cultivado na China, Jap&o e nos demais
paises asiaticos. Seu cultivo geralmente é realizado em toros de madeira (CHANG &
MILES, 2004; NEVES & GRACIOLLI, 2008).

1.2. Composicéo quimica dos cogumelos

Cogumelos, por sua composi¢do quimica, constituem um alimento de excelente valor
nutricional. Esses alimentos apresentam baixo valor energético, contém altas quantidades
de minerais, aminoacidos essenciais, vitaminas e fibras (Tabela 1), sendo considerados
como um alimento funcional ou produto nutracéutico (CHANG & MILES, 2004; FURLANI &
GODOY, 2007; KALAC, 2009).

1.2.1. Umidade

Os cogumelos sé@o alimentos com alto teor de umidade. Os teores de umidade
descritos na literatura variaram em faixa ampla de valores como 73,70 a 93,07% em uma

mesma espécie e entre espécies de cogumelos.

1.2.2. Carboidratos e fibras alimentares

Na grande maioria dos cogumelos, com excec¢do da agua, os carboidratos e as fibras
sao os principais componentes desse alimento. Pentoses, metilpentoses, hexoses, assim
como dissacarideos, acUcares aminados, agucares alcodlicos e agUcares acidos, sdo o0s
principais constituintes de carboidratos em cogumelos (CHANG & MILES, 2003). Em geral,
os teores de carboidratos dos cogumelos estéo na faixa de 50 a 80% em base seca.

No caso dos cogumelos, boa parte dos teores de fibras pode ser justificada pela

parede celular composta de quitina, betaglucanos e manoproteinas (CHEUNG, 2010).
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Tabela 1. Composicéo centesimal de alguns cogumelos

Teor (% em base seca)

Cogumelo Umidade
(%) Carboidratos Fibras Proteinas (N x 4,38) Cinzas Lipideos

Agaricus bisporus* 78,3-90,5 51,3-62,5 8,0-10,4 23,9-34,8 7,7-12,0 1,7-8,0
Lentinula edodes* 90,0-91,8 67,5-78,0 7,3-8,0 13,4-17,5 3,7-7,0 4,9-8,0
Pleurotus florida* 91,5 58,0 11,5 27,0 9,3 1,6
Pleurotus ostreatus* 73,7-90,8 57,6-81,8 7,5-8,7 10,5-30,4 6,1-9,8 1,6-2,2
Pleurotus eous* 92,2 59,2 12,0 25,0 9,1 1,1
Champignon (Agaricus

92,00 + 1,07 54,12 + 7,42 20,44+ 2,34 28,45+ 7,25 11,98 +1,54 5,42 + 1,37

bisporus)**

Shitake (Lentinula edodes)** 91,61 +1,62 69,568 + 2,05 41,92 + 4,57 18,98 +1,16 7,04+1,24 4,39+ 1,30
Shimeji (Pleurotus sp.)** 90,77 £1,71 65,82 + 7,86 39,62 +13,12 22,22 +6,37 7,65+ 1,20 4,30+1,01

* Faixa (minimo e maximo)(CHANG & MILES, 2004 e CHEUNG, 2010)
** Média + desvio padrdo (FURLANI & GODOY, 2007)
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Segundo dados da literatura, os teores de fibras em massa seca variam de 7,3% a 41,92
% (CHANG & MILES, 2004; FURLANI & GODOY, 2007; CHEUNG, 2010).

1.2.3. Proteinas e aminoéacidos

Os teores de proteinas em cogumelos séo variados. Em um mesmo trabalho, o teor
de proteina em uma Unica espécie (Pleurotus ostreatus) variou de 10,5 a 30,4%. Em geral,
pode-se afirmar que os teores de proteina de cogumelos variam de 10 a 35% (CHANG &
MILES, 2004; FURLANI & GODQY, 2007; CHEUNG, 2010).

Alimentos de origem animal séo boas fontes de aminoacidos essenciais, enquanto
alimentos de origem vegetal sdo restritos nesse quesito. Estudos demonstraram que 0s
cogumelos séo excelentes fontes protéicas apresentando variedade no perfil e teores de

aminoacidos essenciais (Tabela 2).

1.2.4. Lipideos

Cogumelos séo alimentos com baixos teores de lipideos. De acordo com a literatura,
os teores de lipideos em geral sdo menores que 9% em massa seca (CHANG & MILES,
2004; FURLANI & GODOQY, 2007; CHEUNG, 2010).

1.2.5. Cinzas e minerais

Cogumelos séo boas fontes de minerais. Os minerais presentes nos substratos sao
retirados pelo micélio até o crescimento dos espordfitos. De acordo com CHANG e MILES
(2004), os teores de cinzas em cogumelos ndo passam de 12,0% em base seca. Os
minerais K, P, Na, Ca e Mg constituem 56 a 70% do total das cinzas dos cogumelos.
FURLANI e GODOY (2007) investigaram os teores de fosforo nos cogumelos, e
encontraram, em média, 89,4 mg/100 g em Lentinula edodes, 109,7 mg/100 g em Pleurotus

e 113,3 mg/100 g em Agaricus bisporus.

]1.2.6. Vitaminas

Segundo CHANG e MILES (2004), os cogumelos sdo boas fontes de tiamina

(vitamina B), riboflavina (vitamina B2), niacina, biotina, 4cido ascorbico e ergosterol.
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Tabela 2. Composigdo de aminoécidos essenciais em alguns cogumelos

Teor em grama por 100 gramas de proteina bruta

Espécies Leucin Isoleucin Valin Triptofan Lisin Treonin Fenilalanin Metionin  Histidin Referéncia
a a a o a a a a a
Agaricus bisporus 7,5 4.5 2,5 2,0 9,1 5,5 4,2 0,9 2,7 CHANG & MILES
Lentinula edodes 7,9 49 3,7 nd 3,9 5,9 5,9 1,9 1,9 (2004)
Pleurotus florida 7,5 52 6,9 1,1 9,9 6,1 3,5 3,0 2,8
Pleurotus ostreatus 6,8 4,2 51 1,3 45 4,6 3,7 1,5 1,7
Pleurotus sajor-caju 7,0 4.4 53 1,2 57 50 5,0 1,8 2,2
Volvariella diplasia 50 7,8 9,7 1,5 6,1 6,0 7,0 1,2 4,2
Volvariella Volvacea 45 34 54 1,5 7,1 35 2,6 1,1 3,8
Ovo* 8,8 6,6 7,3 1,6 6,4 51 5,8 3,1 2,4
Cantharellus cibarius 16,3 3,3 3,5 1,7 4,3 4,2 3,2 1,0 - KALAC (2009)
Hydnum repandum 14,5 3,2 3,9 1,4 4.2 4.4 3.4 1,0 -
Tricholoma 9,4 3,7 7,8 1,0 8,6 9,5 4,4 3,0 -
portentosum
Tricholoma terreum 8,2 3,6 8,9 1,1 7,6 9,1 6,6 3,5 -
Agaricus spp 7,5 5,0 4.4 - 6,5 4.8 4,9 1,3 -
Russula spp. 8,4 5,3 6,9 - 6,8 5,3 5,3 1,4 -
Proteina padrao 7,0 4.0 50 1,0 54 4.0 6,1 35 -

*Ovo foi citado para efeitos de comparag&o. - = (Nao analisado), nd (ndo detectado).



Os teores de tiamina variaram de 0,35 mg na espécie V. volvacea a 7,8 mg na espécie L.
edodes. A niacina variou de 54,9 mg na espécie L. edodes a 108,4 mg nas espécies
Pleurotus spp.. Os teores de riboflavina variaram de 1,63 mg na espécie V. volvacea a 5
mg de riboflavina na espécie A. bisporus. Em relacdo a vitamina C, o maior valor (9 mg) foi
encontrado na espécie L. edodes e o maior teor de ergosterol foi encontrado na espécie V.
volvace sendo esse 0,47% do total de lipideos.

FURLANI e GODOY (2007) determinaram os teores de vitamina C em algumas
espécies de cogumelos e encontraram valores em média de 6,30 mg (A. bisporus), 6,50
mg (Pleurotus) e 7,19 mg (L. edodes) em 100 g de massa seca. Entretanto, esses autores
concluiram que os teores de acido ascorbico ndo s@o expressivos para considerar esses
cogumelos como fonte dessa vitamina.

KALAC (2009) destacou a importancia do cogumelo como fonte de ergocalciferol,
apresentando valores entre 173 mg (Cantharellus tubaeformis) a 707 mg (Suillos
granulatus) em 100 g de massa seca. CHEUNG (2010) citou que os teores de ergosterol

estdo entre 400 a 600 mg/100 g de massa seca em cogumelos.

1.2.7. Aminas bioativas

O perfil e teores de aminas bioativas nos cogumelos podem estar relacionados com
o perfil de aminoacidos e atividade microbiana (DADAKOVA et al., 2009). Esses fatores
podem mudar durante a producdo, processamento e armazenamento. As aminas
biogénicas sado resistentes ao tratamento térmico empregado no processamento do
alimento. Logo, séo consideradas boas indicadoras da qualidade de alimentos frescos e
processados, refletindo a qualidade do material utilizado e as condi¢cbes higiénicas
prevalentes durante o processamento (GLORIA, 2005). Em geral, as poliaminas estéo
naturalmente presentes nos seres vivos como fatores de crescimento. Nos cogumelos, a
quantidade e o tipo de poliaminas pode depender da espécie e local de cultivo.

DADAKOVA et al. (2009) investigaram o perfil e os teores de espermidina,
espermina, putrescina, tiramina, triptamina e triptamina em 17 espécies de cogumelos
colhidos em ambiente selvagem (Tabela 3). Investigaram também as alteragBes das
aminas em fungédo do desenvolvimento dos cogumelos: jovens, maduros (cogumelos no
ponto de colheita) e velhos (cogumelos que passaram do ponto de colheita) e em fungéo
do estipe, regido formadora de esporos e restante do chapéu. Segundo estes autores, a
putrescina e a espermidina foram as aminas predominantes nos cogumelos. As aminas

espermina, tiramina, feniletilamina e triptamina também foram encontradas em algumas
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espécies. Quando quantificadas, tiramina e triptamina apresentaram-se em menores
quantidades. O maior teor de tiramina foi encontrado na espécie Xerocomus badius (81,2
mg/kg) e o menor (18,2 mg/kg) na espécie Lepiota procera. Triptamina estava presente em
maior quantidade (77,5 mg/kg) na espécie Xerocomus badius e em menor teor (26,5 mg/kg)
na espécie Suillus variegatus. A feniletilamina foi encontrada em maior quantidade (546
mg/kg) na espécie Xerocomus subtomentosus e em menor quantidade (18,1 mg/kg) na
espécie Coprinus comatus. Dentre as aminas biogénicas, os maiores teores detectados
foram de putrescina (1.858 mg/kg) na espécie Xerocomus chrysentereon e o menor teor
(19,8 mg/kg) na espécie Armillaria mellea.

Em relac&o as poliaminas, DADAKOVA et al. (2009) detectaram maiores teores de
espermidina na espécie Boletus erythropus (2.219 mg/kg) e o menor (50,2 mg/kg) na
espécie Sparassi crispa. Em relagéo a espermina, o maior teor foi encontrado na espécie
Coprinus comatus (1.102 mg/kg) e menor (19,6 mg/kg) Boletus edulis. De acordo com
estes autores, os altos teores de espermidina estdo relacionados com a formagéao de
esporos pelo cogumelo. Esse fato € comprovado por ter sido encontrado teores mais
elevados na regido formadora de esporos do cogumelo em relagéo ao estipe e o restante

do chapéu.

1.3. Propriedades funcionais dos cogumelos

O uso medicinal dos cogumelos tem uma longa histéria em paises da Asia
(especialmente China, Coréia e Jap&o), ao passo que a utilizacdo para esse fim € mais
recente no ocidente. A atividade medicinal dos cogumelos é caracterizada pela presenca
de metabdlitos primarios e secundarios com amplas atividades farmacologicas. Em
diversos estudos, os cogumelos apresentaram atividade imunoestimulante, antitumoral,
hipoglicemiante, hipolipidemiante e antiviral (Tabela 4). Ainda, os cogumelos apresentam
efeitos antioxidantes in vitro e in vivo cujos mecanismos ainda ndo sao totalmente
compreendidos (CHANG & MILES, 2004; LAKHANPAL & RANA, 2005; CHEUNG, 2010).

De acordo com CHEUNG (2010), a parede celular fungica é composta de complexos
de quitina, B-glucanos e manoproteinas que ndo séo digeridos no trato gastrointestinal
humano, e por essa razdo séo classificados como fibra alimentar.

Polissacarideos e complexos polissacarideos-proteinas isolados de cogumelos, tais
como os B-D-glucanos podem estimular o sistema imune nédo especifico e exercer atividade

anti-tumoral. Estes compostos séo considerados imunomoduladores e tém sido utilizados
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Tabela 3. Teores de aminas em 17 espécies de cogumelos

Espécie Ano qe Iﬂgrrr;)%rséj: Massa seca Aminas bioativas (mg/kg massa seca)
colheita frutificaco (9/kg) TIM FEM TRM PUT EPD EPM
Xerocomus badius 2006 5 151,7 NQ 121 43,3 630 556 25,5
2007 7 86,6 28,2 191 77,5 1308 1393 28,2
2008 6 88,3 81,2 147 74,7 953 610 NQ
Xerocomus chrysentereon 2006 5 159 NQ 224 NQ 770 57,2 NQ
2007 9 95 NQ 384 NQ 1638 1267 26,4
2008 8 82,7 33,4 457 51,9 1858 450 22,2
Suillus variegatus 2006 5 1247 NQ NQ NQ 564 297 25,1
2007 6 71,3 NQ 36,7 NQ 1298 382 39,2
2008 6 84 26,1 NQ 26,5 795 288 61,8
Suillus grevillei 2006 5 116,2 NQ NQ NQ 278 170 31,1
2007 8 61,8 NQ NQ NQ 832 554 36,2
Suillus tridentinus 2008 6 59,4 NQ NQ NQ 693 323 40,4
Cantharellus cibarius 2006 5 190 NQ NQ NQ 37,3 74,5 24,3
Cantharellus tubaeformis 2008 60 91,6 NQ 29,9 NQ 133 275 138
Lactatarius deterrimus 2007 8 68,6 20,6 77,4 NQ 37,3 74,5 24,3
Lactatarius pinicola 2007 6 84,5 25,3 73,7 NQ 133 275 138
Amanita Rubescens 2007 6 78,8 33,8 29,7 NQ 48,2 899 NQ
Armillaria mellea 2008 45 119,2 19,9 29 NQ 19,8 317 49,7
Coprinus comatus 2007 7 72,9 NQ 18,1 NQ NQ 95 1102
Boletos edulis 2006 3 114,3 NQ 158 NQ 935 110 19,6
2008 1 109,7 NQ 43,3 NQ 894 324 55,9
Boletus erythropus 2006 2 173,2 NQ 26,6 NQ 1073 2219 NQ
Xerocomus subtomentosus 2007 3 70,3 NQ 546 NQ 1207 149 NQ
Lepiota procera 2008 3 127,3 18,2 NQ NQ 54,9 967 33,7
Sparassis crispa 2008 1 120,9 NQ NQ 38,8 NQ 50,2 68,1

NQ= N&o quantificado. Fonte: adaptado de DADAKOVA et al. (2009). TIM= Tiramina; FEM= Feniletilamina; TRM=Triptamina; PUT= Putrescina; EPD= Espermidina; EPM= espermina
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clinicamente como adjuvantes no tratamento de tumores (ROP et al., 2009). Além desses
polissacarideos de parede celular, os cogumelos contém substancias bioativas de elevado
peso molecular, como proteinas, enzimas e compostos de baixo peso molecular como
triterpenos e fendlicos (CHANG & MILES, 2004; LAKHANPAL & RANA, 2005; CHEUNG,
2010).

Foi relatada atividade imunoestimuladora, com efeito antiviral e antitumoral, no
extrato de cogumelo da espécie Lentinula edodes ao constatar a ativagdo de macrofagos,
linfécitos, células T liberadoras de citocinas e interferons, importantes para a defesa do
organismo contra virus. Essa atividade foi atribuida, principalmente, ao polissacarideo g-
D-glucano, exclusivo dessa espécie, comercializado como lentinan® (CHANG & MILES,
2004; LAKHANPAL & RANA, 2005).

Em relacédo a atividade antitumoral, KIM et al. (2012) constataram efeitos inibitorios
de extratos das espécies Pleurotus ostreatus, Pleurotus cornucopiea e Pleurotus
saumoneostramineus em culturas de células de carcinoma do colon humano HT-29.
FIRENZUOLI et al. (2008) e HETLAND et al. (2008) descreveram, em suas revisoes,
atividade antitumoral da espécie Agaricus blazei, uma vez que ingerido o extrato, causou
um aumento da atividade das células NK (natural killer), dos monécitos e de macrofagos.
MOURAO et al. (2009) e FGRLAND et al. (2011) observaram atividade anti-inflamatoria da
espécie Agaricus blazei em pacientes humanos com colite ulcerativa e doenga de Crohn na
mucosa do colon.

Atividade antibacteriana de extratos de cogumelo foi relatada por TURKOGLU et al.
(2007). De acordo com esses autores, a espeéecie Laetiporus sulphureus inibiu
significativamente, em meio de cultura, amplo espectro de bactérias gram negativas, inibiu
potencialmente o crescimento das bactérias gram-positivas, Bacillus suletos, B. cereus, M.
lutes, M. flavours e apresentou alta atividade contra coldnias de C. albicans. Esses autores
retificaram que a atividade antimicrobiana do L. sulphoreus néo foi tdo efetiva comparada
as drogas comerciais, contudo o uso de alimentos com essa atividade € relevante uma vez
gue microrganismos apresentam grande facilidade de desenvolver resisténcia.

No trabalho de OOI (1996), os extratos das espécies Grifola froundosa e Lentinula
edodes apresentaram atividade hepatoprotetora ao reduzir os niveis das enzimas
transaminase piravica glutdmica (TGP) e transaminase glutdmica oxalica (GOT) sérica
liberadas por danos induzidos no figado de roedores. A espécie Pleurotus ostreatus, em
especial, é conhecida por reduzir os niveis séricos das lipoproteinas LDL e VLDL. Ademais,

essa atividade foi fundamental para o desenvolvimento do farmaco Lovastatina® a partir de
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um polissacarideo isolado desta espécie (CHANG & MILES, 2004; LAKHANPAL & RANA,
2005).

1.3.1. Atividade antioxidante dos cogumelos

Os efeitos antioxidantes tém sido extensivamente pesquisados em funcdo da atual

busca por antioxidantes naturais e alimentos antioxidantes. Os compostos antioxidantes
sao alternativas para a prevengao ou retardamento de doencas degenerativas associadas
ao estresse oxidativo e aumento da estabilidade oxidativa de alimentos e medicamentos
(GULCIN, 2012).
Os cogumelos podem diferir na composigéo quantitativa e qualitativa dos compostos que
exibem propriedade antioxidante. E na maioria das vezes, a influéncia da composicéo é
desconsiderada ou raramente levada em conta na determinacdo das propriedades
antioxidantes. Agua e 4cidos naturais (Acidos citrico, oxalico, ascorbico,
malico, succinico e outros) e ions metalicos sdo bons exemplos de componentes que
podem afetar os ensaios antioxidantes (DAWIDOWICZ et al., 2011).

1.3.1.1. Métodos de extragcdo para determinacado da atividade antioxidante in vitro

Nos trabalhos de YANG et al. (2002), ELMASTAS et al. (2007), TURKOGLU et al.
(2007), SOARES et al. (2007), MOURAO et al. (2009) e SILVA & JORGE (2011) foi
investigado o potencial antioxidante dos cogumelos. Em geral, para o preparo da amostra
para producdo do extrato antioxidante foram empregadas a secagem e a redugédo do
tamanho das amostras de cogumelos. Em todos os trabalhos, o metanol foi utilizado como
solvente extrator, os extratos foram concentrados por evaporacdo rotatéria a vacuo e
posteriormente foi feita a suspensé@o desse extrato em metanol para analise da atividade

antioxidante.

1.3.1.2. Ensaios antioxidantes

Diferentes principios foram utilizados para a avaliagdo da atividade antioxidante dos
extratos de cogumelos, dentre eles, inativacdo de um radical padrdo, sequestro de espécies
reativas de oxigénio, poder redutor sobre os ions metdlicos, atividade quelante e

determinacéo da estabilidade oxidativa em 6leos (GULCIN, 2012).
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Tabela 4. Atividades terapéuticas de alguns cogumelos comestiveis

Atividade funcional

Cogumelo

Referéncia

Hipolipidemiante

Imunoestimuladora / antiviral

Imunoestimuladora/ antitumoral

Anti-inflamatério

Antimicrobiano

Hepatoprotetor

Antioxidante *

Reducao dos niveis de colesterol (LDL, VLDL),
precursor do farmaco lovastatina®

Ativacdo de macroéfagos, linfdcitos, células T
liberadoras de citocinas e interferons

Efeitos inibitérios em culturas de células de
carcinoma do colén humano HT-29

Atividade antitumoral, aumento da atividade das
células NK (natural killer), mondcitos e
macroéfagos da imunidade nativa

Efeito anti-inflamatério em pacientes com colite
ulcerativa e doenca de Crohn na mucosa do colon

Atividade antibacteriana em amplo espectro de
bacterias gram negativas e inibiu fortemente o
crescimento das bactérias gram-positivas, Bacillus
suletos, B. cereus, Micrococus luteus e M.
flavours. Além apresentar alta atividade contra
Candida albicans.

Reducao dos niveis das enzimas transaminase
pururuca glutdmica (TGP) e transaminase
glutamica oxdlica (GOT) sérica liberadas por
danos induzidos no figado de ratos.

Pleurotus ostreatus

Lentinula edodes

Pleurotus ostreatus,
Pleurotus cornucopiea e
Pleurotus
saumoneostramineus

Agaricus blazei

Agaricus blazei

Laetiporus sulphureus

Grifola froundosa e
Lentinula edodes

CHANG & MILES (2004);
LAKHANPAL & RANA
(2005)

CHANG & MILES (2004);
LAKHANPAL & RANA

(2005)
KIM et al. (2009)

FIRENZUOLI et al. (2008);
HETLAND et al. (2008)

F@RLAND et al. (2011)
MOURAO et al. (2009)

TURKOGLU et al. (2007)

00l (1996)

* A atividade antioxidante esta descrita nas tabelas 5 a 13.
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A. Ensaio de sequestro/inativagao do radical DPPHe

Diversos trabalhos descritos na literatura (YANG et al., 2002; ELMASTAS et al.,
2007; SOARES et al., 2007; TURKOGLU et al., 2007; MOURAO et al., 2009 e SILVA e
JORGE, 2011) investigaram a atividade oxidante de extratos de cogumelo pelo método de
inativacdo do radical difenil picril hidrazina (DPPH) (Tabela 5). YANG et al. (2002)
observaram atividade antioxidante pelo ensaio de DPPH dos extratos metandlicos de
cogumelos na concentragdo de 6,4 mg/mL, sendo a inibicdo de 42,9% para a espécie
Flamulina velupites & 81,8 % para Pleurotus ostreaus.

ELMASTAS et al. (2007), usando extratos na concentragédo de 180 pug/mL, obtiveram
atividade antioxidantes que variou de 69,7% (Boletos badius) a 91,3% (Lepista nuda) de
inibicdo do radical DPPH. SOARES et al. (2007) avaliaram seus resultados pelo indice de
EC50%. De acordo com esses autores, aproximadamente 3 mg/mL dos extratos da espécie
Agaricus blazei na fase de frutificacdo jovem e maduro apresentaram capacidade de inibir
em 50% a absor¢éo do radical DPPH. MOURAO et al. (2009) analisaram a atividade
antioxidante na espécie Agaricus blazei e obtiveram um percentual maximo de inativacao

do radical DPPH na concentragéo de 0,2 g/mL do extrato de Agaricus blazei.

Tabela 5. Percentual de inibicdo da absorbancia da solu¢céo de DPPH pelos extratos de

cogumelos comestiveis e dos padrdes BHA, BHT e a-tocoferol

Cogumelo / Composto Inibicdo (%) Referéncia
Pleurotus ostreatus (6,4 mg/mL) 81,8 YANG et al. (2002)
BHA (20 mM) 96,0

a-tocopherol (20 mM) 95,0

Lepista nuda (180 pg/mL) 91,3 ELMASTAS et al. (2007)
a-tocopherol (180 ug/mL) 95,4

BHA (180 pg/mL) 97,4

Laetiporus sulphureos (800 pg/mL) 86 TURKOGLU et al. (2007)
Agaricus blazei (3 mg/mL) 50,0 SOARES et al. (2007)
Agaricus blazei (0,2 g/mL) 88,1 MOURAO et al. (2009)
Lentinula edodes (2,5 mg/mL) 92,8 SILVA & JORGE (2011)
Agaricus blazei (2,5 mg/mL) 92,9

SILVA e JORGE (2011) obtiveram inibicdo maxima do radical DPPH na
concentracdo de 2,5 mg/mL dos extratos das espécies Lentinula edodes e Agaricus

bisporus. TURKOGLU et al. (2007) observaram atividade maxima na concentracdo de 800
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pug/mL do extrato de Laetiporus sulphureus. Além disso a atividade do extrato de Laetiporus

sulphureus na concentragdo de 320 mg/mL foi semelhante & atividade de 40 pg a-tocoferol.

B. Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro/inativacdo de
espécies reativas de oxigénio - Inativagcdo do radical hidroxil pelo método de reacéo
do radical DMPO

No trabalho de YANG et al. (2002) foi avaliado o percentual de inibicdo da absorgéo
do composto (DMPO)-OH pelos extratos metandlicos de cogumelos na concentracéo de 40
mg/mL e os antioxidantes padrées BHA e a-tocoferol na concentracdo de 20 mM. A espécie
Pleurotus ostreatus apresentou 54,3% de inibicdo enquanto os antioxidantes padrdes
apresentaram 23% (BHA) e 34% (a-tocoferol) de inibicdo da absor¢do do composto
(DMPO)-OH. No trabalho de ELMASTAS et al. (2007), usando este mesmo método, o
extrato metandlico na concentragdo de 50 pg/mL da espécie Verpa conica, apresentou 99%
de inibicdo (Tabela 6).

Tabela 6. Percentual de inibigdo da formagao do composto (DMPO)-OH pelos extratos

de cogumelos e pelos padroes BHA e a-tocoferol

Cogumelo / Composto Inibicéo (%) Referéncia
Pleurotus ostreaus (40 mg/mL) 54,3 YANG et al. (2002)
BHA (20 mM) 23,0

a-tocoferol (20 mM) 34,0

Verpa conica (50 pg/mL) 99,0 ELMASTAS et al. (2007)

C. Avaliacéo da atividade antioxidante pelareducéo de ions metélicos - Avaliagcédo da

reducédo do ion férrico pelo método de formagdo do complexo azul da Prussia

Nos ensaios de avaliagdo do poder redutor dos extratos antioxidantes pela formagéo
do complexo Azul da Prassia, YANG et al. (2002), observaram que os extratos de
cogumelos nas concentragdes de 5 mg/mL (Pleurotus ostreatus) e 0,2 mg/mL (Russula
delica) apresentaram absorbéncia superior a dos antioxidantes BHA (20 mM) e o-
tocopherol (20 mM). No trabalho de ELMASTAS et al. (2007), na concentragcdo de 200
pug/mL, todos os extratos de cogumelos apresentaram absorbancia superior aos padrdes

BHA e a-tocoferol. O extrato metandlico na concentracdo de 20 mg/mL da espécie Agaricus
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blazei (SOARES et al., 2009) apresentou absorgdo superior ao antioxidante padréo BHT na

concentracdo de 0,2 mg/mL (Tabela 7).

D. Avaliacdo da atividade antioxidante pela complexagdo de prooxidantes - Poder

quelante sob o ion ferroso

O efeito quelante sob o ion ferroso dos extratos metandlicos de cogumelos foi
avaliado nos trabalhos de YANG et al. (2002) e ELMASTAS et al. (2007) (Tabela 8). No
trabalho de YANG et al. (2002), o extrato metandlico de cogumelo Pleurotus ostreatus (1,6
mg/mL) apresentou 81,6% de inibicio da formacdo do complexo [Ferrozina-Fe]?*, em
comparagdo com 36% BHA (20 mM) e 92% de a-tocoferol (20 mM). No trabalho de
ELMASTAS et al. (2007), o percentual de inibicdo do extrato metandlico da espécie Verpa
conica foi superior, na mesma concentragéo, aos padrdes antioxidantes a-tocoferol, BHA e
BHT.

Tabela 7. Poder de reducéo dos extratos de cogumelos e padres BHA, BHT e a-

tocoferol sobre o ion férrico pelo método de formacao do complexo Azul da Prussia

Cogumelo / Composto Absorbéancia (700 nm) Referéncia
Pleurotus ostreatus (5 mg/mL) 0,81 YANG et al. (2002)
BHA (20 mM) 0,12

a-tocopherol (20 mM) 0,13

Russula delica (0,2 mg/mL) 1,32

Agaricus blazei (20 mg/mL) 0,80 SOARES et al. (2007)
BHT 0,2 mg/mL 0,70

Tabela 8. Percentual de inibicdo da formac&o do complexo [Ferrozina-Fe]** dos extratos

de cogumelos e dos padrdes BHA, BHT e a-tocoferol

Cogumelo / Composto Inibicdo (%) Referéncia
Pleurotus ostreatus (1,6 mg/mL) 81,6 YANG et al. (2002)
BHA (20 mM) 36,0

a-tocoferol (20 mM) 92,0

Verpa conica (0,3 mg/mL) 99,1 ELMASTAS et al. (2007)
a- tocoferol (0,3 mg/mL) 45,7

BHA (0,3 mg/mL) 47,8

BHT (0,3 mg/mL) 68,5

34



E. Determinacédo da estabilidade oxidativa em Oleos
E.1. Determinacgdo da peroxidacéo lipidica pela reagcdo do malonaldeido com acido

tiobarbiturico

YANG et al. (2002) analisaram a estabilidade oxidativa pela reagcdo do malonaldeido
com &cido tiobarbiturico e verificou que o extrato da espécie Lentinula edodes (1,2 mg/mL)
teve 75,3 % de inibicdo da peroxidacao lipidica, sendo comparado com 43,9% de inibicdo
por BHA (10 mg/mL) (Tabela 9).

Tabela 9. Percentual de inibicAo da peroxidacdo lipica do extrato cogumelo Lentinula

edodes e do padrdo BHA pela reagdo do malonaldeido com é&cido tiobarbiturico

Cogumelo / Composto Inibicdo da peroxidacéo lipidica (%)
Lentinula edodes (1,2 mg/mL) 75,3
BHA (10 mg/mL) 43,9

Fonte: YANG et al. (2002).

E.2. Determinacgdo da atividade antioxidante pela avaliacdo da peroxidacgéo lipidica

por tiocianato e Fe?*

ELMASTAS el al. (2007), para determinar o potencial de antioxidante dos extratos
metandlicos de cogumelos em inibir/retardar a peroxidagéo lipidica, avaliaram a formacéo
de perdxidos por tiocianato e Fe?*. Todos os extratos de cogumelos na concentracdo de
100 pg/mL apresentaram atividade antioxidante superior aos padrdes a-tocoferol, BHA e

BHT na concentragdo de 400 pg/mL (Tabela 10).

E.3. indice de estabilidade oxidativa do 6leo pelo método de oxidac&o induzida

SILVA e JORGE (2011) utilizaram o método avaliagdo da estabilidade lipidica por
oxidagao induzida via equipamento Rancimat para investigar a influéncia dos extratos
metandlicos das espécies Agaricus blazei e Lentinula edodes no 6leo de soja, comparando
com padroes BHA, TBHQ e BHT. O controle apresentou estabilidade oxidativa durante
14,75 h, BHT = 15,35 h, Lentinula edodes 17,6 = h, Agaricus blazei 17,88 = h e TBHQ 29,12
= h (Tabela 11).
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Tabela 10. Inibigdo da formacgao de peroxido pelos cogumelos e dos padrées a-tocoferol,

BHA e BHT, na estabilidade oxidativa via reacdo peroxido, Fe?" e tiocianato

Cogumelo / Composto Concentracéo Inibicdo antioxidante (%)
Russula delica 100 p/mL 99,7
Boletus badius 99,2
Agaricus bisporus 98,8
Polyporus squamosus 98,4
Pleurotus ostreatus 98,3
Lepista nuda 97,9
Verpa conica 97,7
a-tocoferol 400 p/mL 77,0
BHA 85,0
BHT 97,0

Fonte: adaptado de ELMASTAS et al. (2007).

Tabela 11. Estabilidade oxidativa no Rancimat por cogumelos e pelos padroes TBHQ e
BHQ

Cogumelo/Composto Tempo de inducéo (horas)
Lentinula edodes 17,6
Agaricus blazei 17,88
TBHQ 29,12
BHQ 15,35
Controle 14,75

Fonte: SILVA e JORGE (2011).

E.4. Avaliacdo da oxidagao do &cido linoleico pela degradacéo do B-caroteno

TORKOGLU et al. (2007) avaliaram a capacidade do extrato da espécie Laetiporus
sulphureus e dos padrdes BHA e a-tocoferol, em inibir a oxidacéo do é&cido linoleico. Na
concentracdo de 160 mg/mL o extrato apresentou capacidade semelhante aos padrdes.
No trabalho de SOARES et al. (2007), o extrato de Agaricus blazei (10 mg/mL) apresentou
capacidade semelhante em inibir a oxidag&o do acido linoleico ao padrdo BHT (0,2 mg/mL).
SILVA e JORGE (2011) encontraram capacidade semelhante para os extratos das espécies

Lentinula edodes e Agaricus blazei na concentragédo de 2,5 mg/mL (Tabela 12).
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Tabela 12. Estabilidade oxidativa via método degradacdo do B-caroteno por cogumelos e

pelos padrées BHA e BHT

Concentracgéao Inibicéo (%) Referéncia
Laetiporus sulphureos (160 mg/mL) 82,2 TORKOGLU et al. (2007)
BHA (160 mg/mL) 94,4

a-tocoferol (160 mg/mL) 98,6

Agaricus blazei (10 mg/mL) 90,0 SOARES (2007)
BHT (0,2 mg/mL) 92,0

Lentinula edodes (2,5 mg/mL) 96,0 SILVA e JORGE (2011)
Agaricus blazei (2,5 mg/mL) 98,7

1.3.2. Componentes antioxidantes dos cogumelos

A. Fendlicos totais

Os fendlicos constituem um grupo de compostos que atuam como antioxidantes
primarios ou terminadores de radicais livres. Polifendis apresentam atividade mdltipla no
sentido que podem atuar como agente redutor, doador do &tomo de hidrogénio e
sequestrante do oxigénio singlete. Certos polifendis sdo também efetivos como
antioxidantes. Esses compostos sdo capazes de quelar ions de metais de transigdo, que
em estado livres, podem induzir a reacao tipo Fenton (GULCIN, 2012).

No trabalho de YANG et al. (2002), os teores de fendlicos totais pelo método de Folin
Ciocateau variaram de 8,38 (Flamulina velupite, branco) a 15,7 mg/g (Pleurotus ostreatus).
No trabalho de SOARES et al. (2009), os teores de fendlicos totais na espécie Agaricus
blazei variaram de 28,82 mg/g para variedade jovem e 29,64 mg/g para o estagio maduro.
SILVA e JORGE (2011) avaliaram o extrato aquoso das espécies de cogumelos para
determinacéo dos teores de fendlicos totais que variou de 128,44 mg/g (Lentinula edodes)
a 134,67 mg/g (Agaricus blazei). TURGOKLU et al. (2007) determinaram os teores de
fendlicos totais no extrato da espécie de Laetiporus sulphureus de 63,8 mg/g equivalentes

de pirocatecol e 14,2 mg/g em equivalentes quercetina (Tabela 13).
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Tabela 13. Teores de fendlicos totais em cogumelos comestiveis

Cogumelo Teor de fenolicos (mg/g) Referéncia

Flammulina velutipes (branco) 8,38 YANG et al. (2002)

Flammulina velutipes (amarelo) 9,26

Lentinula edodes(a) 6,27

Lentinula edodes(b) 9,11

Pleurotus cystidiosus 10,24

Pleurotus ostreatus 15,7

Laetiporus sulphureus 63,8 Equivalente pirocatecol TURGOKLU et al. (2007)
14,2 Equivalente quercetina

Agaricus blazei (jovem) 28,82 SOARES et al. (2007)

Agaricus blazei (maduro) 29,64

Lentinula edodes 128,44 SILVA & JORGE (2011)

Agaricus blazei 134,67

B. Outros compostos antioxidantes em cogumelos

Além dos ensaios relatados para avaliar a atividade antioxidante, YANG et al. (2002)
determinaram por cromatografia liquida de alta eficiéncia os teores de a-tocoferol em
cogumelos. Esses teores variaram de 0,12 (Lentinula edodes) a 0,45 mg/g (Pleurotus
cystidiosus), todavia néo foi detectada a presenca de tocoferol em cogumelos da espécie
Flamulina velupites. ELMASTAS et al. (2007) detectaram teores de [-caroteno que
variaram de 0,007 (Russula delica) a 0,04 mg/g (Agaricus bisporus). Nas espécies
Pleurotus ostreatus e Lepista nuda néo foi detectado B-caroteno e os teores de a-tocoferol
variam de 0,3 (Polyporus squamosus) a 9,0 mg/g (Agaricus bisporus) (Tabela 14).
Ademais, outros compostos antioxidantes como as poliaminas naturais (espermidina e

espermina) podem ser responséaveis pela atividade antioxidante em cogumelos.

2. Aminas bioativas

2.1. Defini¢éo e classificagao

As aminas bioativas sdo compostos basicos nitrogenados os quais um, dois ou trés atomos

do hidrogénio da aménia séo substituidos por grupos alquil ou aril. Podem ser classificadas
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de acordo com a estrutura quimica, podendo ser alifaticas (putrescina, cadaverina,
agmatina, espermina e espermidina), arométicas (tiramina, feniletilamina), ou heterociclicas
(histamina, triptamina e serotonina). Quanto ao nimero de grupamentos amina, podem ser
classificadas como monoaminas (tiramina e felietlamina), diaminas (putrescina e
cadaverina), ou poliaminas (espermina e espermidina) (Figura 4). De acordo com a via
biossintética, as aminas podem ser naturais ou biogénicas. Aminas naturais sdo formadas
pela biossintese de novo enquanto, as aminas biogénicas sdo produzidas pela
descarboxilagdo de aminoacidos livres correspondentes. Baseando nas fungdes
fisioldgicas, as aminas bioativas podem ser classificadas como poliaminas ou aminas
biogénicas (SHALABY, 1997; GLORIA, 2005; KALAC et al., 2009; GARCIA-RUIZ et al.,
2011; ARRIETTA & PRATS-MOYA, 2012; BACH et al., 2012; KALAC, 2014).

Tabela 14. Teores de B-caroteno, polifendis totais e a-tocoferol em cogumelos

comestiveis

Espécie B-caroteno  Polifendis totais  a-tocoferol

(mg/qg) (mg/g) (mg/g) Referéncia
Russula delica 0,009 26,0 4,2 ELMASTAS et al.
Boletus badius nd 17,5 8,8 (2007)
Agaricus bisporus 0,040 13,1 9,2
Polyporus squamosus 0,020 13,9 0,3
Pleurotus ostreatus nd 12,1 0,9
Lepista nuda 0,007 7,7 1,4
Verpa conica 0,014 17,2 19
Lentinula edodes(a) - - 0,12 YANG et al. (2002)
Lentinula edodes(b) - - 0,13
Pleurotus cystidiosus - - 0,45
Pleurotus ostreatus - - 0,24

(nd = ndo detectado; - = ndo analisado).

2.2. Poliaminas

2.2.1. Definicéo

A espermidina e a espermina sdo aminas bioativas, classificadas como poliaminas
naturais (KALAC & KRAUSOVA, 2005). Essa classificacdo € em fungéo do nimero de

grupamentos amina (GLORIA, 2005) e especificidade das funcdes biologicas das
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poliaminas nas células procariotas e eucariotas (KALAC & KRAUSOVA, 2005; KALAC,
2014).
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Figura 4. Estrutura quimica de algumas aminas bioativas (SILVA, 2008).

Poliaminas sdo compostos estaveis habeis a resistir ao calor, condi¢cdes &cidas e
bésicas. Em condi¢des fisioldégicas essas aminas lineares sdo totalmente protonadas e se
comportam como polications naturais, diferente de moléculas inorganicas ou ions, as
cargas das poliaminas sdo espa¢cadas em uma cadeia de carbono flexivel (MORGAN, 1999)
(Figura 5). Esses compostos interagem néo especificamente com estruturas carregadas
negativamente e, em alguns casos, podem substituir ions metalicos como Mg?* e Ca?
(BARDOCZ, 1995; AGOSTINELLI, 2010).

2.2.2. Biossintese

As poliaminas podem ser produzidas pela biossintese de novo ou produzidas pela
microbiota do trato gastrointestinal. Em células normais saudaveis, os niveis de
poliaminas sdo controlados por enzimas de biossintese e catabolismo. A formacéo de
poliaminas naturais (espermina e espermidina) se da pela descarboxilagdo do aminoécido
ornitina e da S-adenosil-metionina (BARDOCZ et al., 1993; ELIASSEN et al., 2002;
KALAC & KRAUSOVA, 2005; ALl et al., 2011).
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Figura 5. Estrutura quimica das poliaminas espermidina e espermina em pH fisiologico
(adaptado de KALAC & KRAUSOVA, 2005).

A espermidina é formada via putrescina, através da adi¢cdo de um grupo aminopropil
doado pela descarboxilagdo da S-adenosil-metionina. Essa reacdo é catalisada pela
enzima aminopropil espermidina sintase (Spds). Em sequéncia, a sintese de espermina
ocorre pela adigdo de um grupo aminopropil a espermidina, sendo essa reagao catalisada
pela enzima aminopropil espermina sintase (SpmS). Nas células de mamiferos e fungos
priméarios, a sintese de putrescina ocorre pela descarboxilagdo da ornitina, catalisada pela
enzima ornitina descarboxilase (ODC). A ornitina € produzida pelo ciclo da uréia, células
que ndo apresentam esse ciclo tém a atividade da enzima argilase que assegura a
disponibilidade de ornitina para a produgéo de poliaminas. Em alguns microrganismos e
plantas, a sintese de putrescina se dé via agmatina, que é formada pela descarboxila¢do
da arginina pela enzima arginina descarboxilase. A agmatina formada é hidrolisada pela
enzima agmatinase para a formacao da putrescina (Figura 6).

O catabolismo das poliaminas € pela acdo das enzimas espermina (espermidina)
acetil transferase, poliamina oxidase (PAO), diamino-oxidase (DAO) e possivelmente outras
aminoxidases (MORGAN, 1999; GLORIA, 2005; KALAC e KRAUSOVA, 2005; KALAC,
2014).

2.2.3. Importancia na saude

Em contraste com os ions metalicos, os quais apresentam cargas localizadas, as
poliaminas podem formar pontes entre cargas negativas distantes. Essa propriedade €

justificada pela distribuicdo de cargas positivas ao longo da cadeia de carbonos. Como
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resultado, as poliaminas podem apresentar diversas fungdes fisiologicas. Nas células as
poliaminas atuam no controle, iniciagcéo e regulacéo da tradugdo do RNAm para formacéao
de proteinas, estimulagédo dos ribossomos, estabilizagéo da estrutura do RNAt e reducéo
da degradacdo de RNA, aumentando a sintese de RNA e DNA, estimulo de enzimas como
citocromo P450, B-1,3-glucano sintetase, regulagdo do transporte de membrana,
prevencdo da perda do controle de envelhecimento na mitocondria, regulagéo de vias
mediadas por célcio e sinais de transcrigéo, e prevencdo de danos de radiagdo e mutacdes
(LOVAAS, 1991; BARDOCZ,1995). Além dessas propriedades intracelulares, as
poliaminas ajudam a condensar DNA, a modificar covalentemente proteinas e s&o
importantes para a rigidez e estabilidade das membranas celulares. Em relagdo ao
crescimento celular, a fungdo mais importante das poliaminas, uma das quais néo pode ser
substituida por qualquer outra molécula carregada positivamente, é agir como mensageira
secundaria, mediando a agao de hormonios e fatores de crescimentos (BARDOCZ, 1995).

Devido a diversidade de atuagdo das poliaminas nas vias do metabolismo celular e
crescimento, o requerimento de poliaminas é particularmente alto e rapido em tecidos em
crescimento. A espermina é citada por ZAHEDI et al. (2010) como reguladora da ativacao
de macréfagos, linfocitos T e como inibidor da produgdo de citocinas pro-inflamatorias.
MORGAN (1999) citou que as poliaminas podem modular a sintese e liberacdo de 6xido
nitrico. Poliaminas também s&o efetivas na cicatrizagéo de feridas, além de modularem a
permeabilidade e renovacdo da mucosa intestinal, atuando na absor¢cdo de nutrientes
(KALAC e KRAUSOVA, 2005; GLORIA, 2005; ALI et al., 2011; KALAC, 2014). A
contribuicdo das poliaminas para a regeneracéo celular pode ser considerada indesejavel
em alguns quadros patolégicos.

As poliaminas estéo frequentemente presentes em altas concentragées em células
de rapida divis&o e tecidos em crescimentos, sendo associada ao crescimento de tumores,
invasdo tumoral e metdstase. O motivo deste aumento dos niveis inclui aumento da sintese
de putrescina pela ornitina através da ornitina descarboxilase e aumento da ingestéo de
poliaminas. A restricdo de poliaminas e o uso de drogas inibidoras da sintese dessas tém
apresentado efeito positivo no tratamento de céncer (GLORIA, 2005; KALAC e
KRAUSOVA, 2005; AGOSTINELLI et al., 2010; SODA, 2011; KALAC, 2014).

2.2.4. Atividade antioxidante das poliaminas

Outra atividade importante associada as poliaminas é a antioxidante. As poliaminas

podem atuar diretamente na captura/inativagéo de radicais livres ou indiretamente inibindo
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prooxidantes e/ou restaurando o dano provocado pela oxidagdo (LOVAAS, 1991; HA et al.,
1998; MENDONCA, 2008; AGOSTINELLI et al., 2010).
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Figura 6. Biossintese de poliaminas (SILVA, 2008).

Em pH fisiolégico, as poliaminas podem ter trés (espermidina) ou quatro (espermina)
cargas positivas ao longo da cadeia de carbono (KALAC e KRAUSOVA, 2005). De acordo
com MENDONCA (2008), a agéo antioxidante dessas aminas esta correlacionada com a
quantidade de grupos amino, aumentando da espermidina para a espermina, € ao
comprimento da cadeia da amina que aumenta a estabilidade de complexos de poliaminas
com ions metélicos.

LAVAAS (1991) verificou um aumento na concentracdo de poliaminas no tecido
epitelial apés a exposicdo a radiacdo UVB. De acordo com o autor, o0 aumento esta
relacionado a tentativa de minimizar ou evitar o dano oxidativo, pela formacéo de peréxidos
nas camadas lipidicas da pele e membranas celulares induzidas pela radiacdo UVB. Além
disso, esse pesquisador prop0s a atividade antioxidante das poliaminas como protetoras
do DNA ao ataque de radicais livres.

De acordo com FARRIOL et al. (2003), a atividade antioxidante foi justificada pelos
efeitos estabilizantes de membrana, interacdes eletrostaticas das poliaminas policatibnicas

com anions orgéanicos os quais modulam a estrutura terciaria de proteinas, estabilizam
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membranas e protegem o DNA da degradacdo alcalina, sendo parte do mecanismo
antioxidante total da estrutura celular. A espermina ainda pode inibir a geragéo de radicais
superdxidos e as reagdes catalisadas com metais e assim prevenir a formagéo de radicais
hidroxil.

HA et al. (1998) comprovaram a atividade da espermina como inativadora de radicais
livres. Nesse estudo, a espermina inibiu a geragéo de radicais superoxidos e as reagdes
catalisadas por ferro, prevenindo também a formacéo de radicais hidroxil. Assim como a
espermina, a espermidina é eficiente na prote¢do da enzima superoxido dismutase ou
catalase exposta ao oxigénio singlete. No trabalho de BELLE et al. (2004), o aumento da
concentragdo de poliaminas em cérebro de ratos teve efeito inibitorio na produgéo de acido
quilolinico (metabdlito neuroldgico presente na patogénese de doencas neuroldgicas

humana, que pode estimular a producao radicais livres e peroxidacao lipidica).

2.3. Aminas biogénicas

Aminas biogénicas séo bases nitrogenadas de baixo peso molecular, formados pela
descarboxilagcdo de aminoacidos, naturalmente presentes ou sintetizadas pelo metabolismo
de microrganismos, de vegetais e de animais (SILLA-SANTOS, 1996).

As naturalmente presentes podem ser usadas como indice de autenticidade. Podem
ter origem enddgena em baixa concentragées em alimentos ndo fermentados como frutas,
vegetais, carne, leite e peixe. Ainda, sdo formadas em grandes quantidades em alimentos
pela descarboxilagdo de amino&cidos durante a maturacéo e estocagem (SHALABY, 1996;
ONAL, 2007). S&o compostos importantes do ponto de vista higiénico-sanitario, uma vez
que podem ser agentes causadores de episddios de intoxicagdo alimentar. As aminas
biogénicas mais importantes em alimentos, tanto no aspecto qualitativo e quantitativo, séo
histamina, tiramina, putrescina, cadaverina e feniletilamina, produtos da descarboxilagéo

da histidina, tirosina, ornitina, lisina e B-fenilalanina (SPANO et al., 2010).

2.3.1. Ocorréncia em alimentos

Em alimentos e bebidas, as aminas biogénicas sdo geradas pelas enzimas
endégenas do alimento ou podem ser geradas pela descarboxilagdo microbiana de
aminoacidos. De modo geral, todos os alimentos que contem proteinas e atividade
proteolitica ou aminoacidos livres estdo sujeitos a atividade microbiana ou bioquimica e por

essa razao a presencga de aminas biogénicas pode ser esperada. O perfil e os teores de
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aminas formadas no alimento dependem fortemente da natureza do alimento e dos
microrganismos presentes (SILLA SANTOS, 1996). As aminas estdo presentes em uma
variedade de alimentos como peixe, produtos de peixe, produtos carneos, ovos, queijo,
chocolates, nozes, vegetais fermentados, produtos a base de soja, cerveja e vinho.

Os fatores que influenciam a formagéo de aminas biogénicas em alimentos incluem
a presenca de aminoacidos livres, de microrganismos e condi¢cdes favoraveis para o
crescimento e producdo de enzimas aminoacido descarboxilase pelo microrganismo.
Contudo, usualmente, as aminas sé&o formadas durante os processos de decomposigao
e/lou deterioracdo, os quais envolvem a formagdo de aminoacidos livres através da
protedlise junto com a atividade bacteriana e agcdo de aminoacido descarboxilase
(SHALABY, 1996; SILLA-SANTOS, 1996; EFSA, 2011).

A descarboxilacdo de aminoacidos ocorre pela remogédo do grupamento a-carbonil
para formar a amina correspondente (Figura 7). As enzimas amino&cido descarboxilases
sdo encontradas em espécies bacterianas do género Enterobacteriaceae, Clostridium,
Lactobacillus, Streptococcus, Micrococcus, Pseudomonas, Morganella, Klebsiella, Hafnia,
Proteus e outras (ONAL, 2007). As aminas biogénicas sdo frequentemente encontradas
em altas concentragdes em alimentos e em produtos derivados do mesmo, especialmente
quando estdo sujeitos a contaminagdo bacteriana deliberada ou acidental. E importante
notar, como no caso da histamina, que altos niveis toxicos de aminas biogénicas podem
ser alcangados antes do alimento aparentar-se deteriorado ou sensorialmente inaceitavel
(FELDMAN et al., 2005). Além disso, as aminas biogénicas séo termorresistentes, ndo
sendo degradadas pelo tratamento térmico. O controle de aminas biogénicas em alimentos
é feito pelo uso de matéria prima de boa qualidade, aplicacdo de higiene e processos, na

producgéo do alimento, que inibam microrganismos deteriorantes (SILLA-SANTOS, 1997).

C|>OOH
Q-CH—NH? i R—CH)-NH?"CD;

Figura 7. Formagdo de aminas pela descarboxilacdo de aminoacidos (GLORIA, 2005).
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2.3.2. Importancia na saude

As aminas biogénicas sdo importantes fontes de nitrogénio para sintese de
hormonios, alcaloides, acidos nucleicos e proteinas. Algumas aminas biogénicas tém um
importante papel como neurotransmissoras, enquanto outras sdo necessarias em diversas
funcdes bioldgicas (Tabela 15). Nas células eucariotas, a biossintese de aminas biogénicas
€ essencial, j& que funcionam como precursores da sintese de hormonios, alcal6ides,
acidos nucléicos e proteinas. Em células procariontes, os mecanismos fisioldgicos da
sintese de aminas biogénicas estdo associados aos mecanismos de defesa como a
resisténcia em ambientes acidos, uma vez que a descarboxilagdo aumenta a capacidade
de sobrevivéncia em condi¢cdes de estresse acido, através do consumo de prétons e
excregdo de aminas e CO2 que ajudam a restaurar o pH interno (SPANO et al., 2010).

No corpo humano, as aminas biogénicas sao geralmente psicoativas, neuroativas ou
vasoativas. Aminas psicoativas como histamina e serotonina afetam o sistema nervoso
atuando nas transmissdes sinpticas no sistema nervoso central. Aminas vasoativas
podem atuar diretamente ou indiretamente no sistema nervoso vascular. Certas classes de
aminas, como catecolaminas, indolaminas e histamina, cumprem importantes fungoes
metabdlicas em humanos, especialmente no sistema nervoso e no controle da presséo
arterial. Feniletilamina, tiramina e triptamina provocam aumento na presséo arterial; em
contraste, a histamina reduz a pressao arterial. A histamina possui importante fungéo
biol6gica como mediador priméario, nos sintomas imediatos notados nas reacdes alérgicas.
Putrescina, cadaverina e agmatina séo potencilizadoras dos efeitos das outras aminas por
diminuir a metabolizagdo das aminas biogénicas com atividade vaso e neuroativa. Em
baixas concentracbes as aminas biogénicas sao essenciais para muitas fungdes
fisioldgicas, entretanto podem ser toxicas quando consumidas em grande quantidade
(SPANO et al., 2010).

Para exibir efeitos toxicos, grandes quantidades de aminas precisam ser absorvidas
para ter acesso a corrente sanguinea. Em condigbes normais no organismo humano,
aminas exoégenas absorvidas dos alimentos sé@o rapidamente metabolisadas pela agéo das
enzimas aminoxidases, como monoaminooxidase (MAO) e diaminoxidase (DAO)
(ARRIETTA & PRATS-MOYA, 2012). Desta forma, a existéncia desse sistema de
detoxicacédo no trato intestinal dos mamiferos, previne que as aminas biogénicas alcancem
a corrente sanguinea. Assim, usualmente, elas ndo representam risco a saude dos
individuos (GARCIA-RUIZ et al., 2011).
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Contudo, a ingestéo de altas quantidades de aminas biogénicas, ou metabolizagdo
inadequada, por razdes genéticas, ou por efeito inibitorio por farmacos ou alcool, pode levar
ao acesso das aminas biogénicas na circulacdo sanguinea em concentragfes toxicas,
causando a liberacdo de epinefrina e norepinefrina, provocando secrecdo gastrica,
aumentando débito cardiaco, provocando enxaquecas, taquicardia, aumento da glicemia
sanguinea e da presséo arterial (SPANO et al., 2010). Assim a presenca e a quantidade
de aminas biogénicas, como histamina, tiramina, triptamina, putrescina e cadaverina, nos
alimentos, séo de grande interesse aos humanos (ARRIETTA & PRATS-MOYA, 2012).

Tabela 15. Efeitos fisiolégicos das aminas biogénicas

Amina Acéo
Histamina Libera adrenalina e noradrenalina
Excita 0 muasculo liso do Utero, intestino e trato respiratorio
Estimula neurénios sensoriais e motores
Controla secrecao gastrica
Tiramina Provoca vasoconstricdo peripleural
Aumenta debito cardiaco
Causa lacrimacéo e salivacdo
Aumenta o nivel glicémico
Aumenta presséao arterial
Libera noradrenalina do sistema nervoso simpatico
Causa enxaquecas

Putrescina e cadaverina Potencializa a toxicidade das outras aminas

Feniletilamina Libera noradrenalina do sistema nervoso simpatico
Aumenta a pressédo sanguinea
Causa enxaquecas

Triptamina Aumenta a presséo sanguinea

Fonte: SHALABY (1997).

A amina mais associada aos casos de intoxicagdo alimentar é a histamina. Essa
amina exerce seus efeitos toxicos por interagir com dois tipos de receptores (H1 e H2) nas
membranas celulares de humanos e outras espécies. Histamina causa dilatacao nos vasos
sanguineos peripleurais, capilares e artérias, resultando em hipotenséo, vermelhiddo e
dores de cabeca. No musculo liso do intestino delgado, a histamina provoca colicas
abdominais, diarreias e vbmitos. A secrecdo gastrica € controlada pelo receptor H2

localizado nas células parietais, podendo ser aumentada em casos de intoxicagdo por
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histamina (SHALABY,1996; SILLA-SANTOS,1996). Essa amina € a mais toxica detectada
em alimentos como peixes, produtos derivados do peixe, queijos, vinhos e produtos
carneos. Os efeitos toxicoldgicos e a variagdo na sensibilidade & histamina dependem da
concentracgdo ingerida, da presencga de outras aminas digeridas, da atividade das enzimas
aminoxidases, de outros constituintes da dieta como alcool e de farmacos da fisiologia de
cada individuo (GARCIA-RUIZ et al., 2011).

A ingestdo de alimentos com elevada concentragdo de tiramina pode causar acao
vasopressora, aumento da pressao sistélica e ritmo cardiaco, além de nduseas, vomitos,
dores de cabeca a enxaquecas. Em casos severos, pode ocorrer crise adrenérgica
(ARRIETTA & PRATS-MOYA, 2012). A triptamina e feniletilamina sdo constituintes
enddgenos de muitos tecidos, incluindo cérebro. Ambas as aminas podem atravessar
facilmente a barreira hematoencefalica. Grandes quantidades de derivados de alimentos
podem levar a efeitos adversos de natureza psiquiatrica (GLORIA, 2005).

No trato gastrointestinal de mamiferos existe um sistema eficiente de desintoxicacao,
0 qual é capaz de metabolizar as aminas biogénicas da dieta em condi¢cdes normais. As
aminoxidases s&o enzimas induzidas na presenca de mono ou diaminas. As enzimas mais
conhecidas dessa classe sdo a monoaminoxidase (MAO) e diaminoxidase (DAO). Em
humanos as aminas exdégenas absorvidas dos alimentos sdo rapidamente metabolisadas
pela agdo de aminoxidases ou por conjugacdo. Entretanto, individuos que fazem o uso de
farmacos, utilizam substancias que diminuem o metabolismo das aminas biogénicas, ou
quando é ingerida alta quantidade de aminas bioativas, estao aptos a sofrerem o quadro de
intoxicag&o por aminas biogénicas.

Os inibidores da monoaminoxidase (IMAO) foram a primeira classe de farmacos com
acao anti-depressiva. Devido ao efeito protetor dos IMAOs nas aminas biogenicas, foram
desenvolvidos inibidores seletivos e reversiveis da MAO-A e MAO-B que apresentavam
menos efeitos adversos e interagBes com alimentos e farmacos. A crise hipertensiva
decorrente de intera¢des alimentares ou medicamentosas € um dos efeitos toxicos mais
potencialmente fatais associados ao uso de IMAOs. A MAO-A na parede intestinal e MAO-
B no figado normalmente degradam a tiramina na dieta. No entanto, quando a MAO-A é
inibida, a ingestdo de alimentos que contem tiramina leva ao acumulo de tiramina nas
terminacdes nervosas e induz a liberacéo de norepinefrina e epinefrina. As catecolaminas
liberadas aumentam a presséo arterial para niveis perigosos. Mesmo quando o paciente é
previdente, podem ocorrer imprudéncias alimentares ou uso de medicamentos prescritos
ou de venda livre que contém compostos simpatomiméticos, o que resulta no quadro de

intoxicagéo por tiramina (GOODMAN & GILMAN, 2012).
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Putrescina e cadaverina, produtos da descarboxilagédo da arginina e lisina, podem
aumentar o potencial toxicos de outras aminas biogénicas por interferir na absor¢do e nas
enzimas de detoxicagdo e metabolizacdo (SHALABY,1996; SILLA-SANTOS, 1996;
GLORIA, 2005; GARCIA-RUIZ et al., 2011). As aminas secundarias como a agmatina,
espermidina, espermina, putrescina e cadaverina, podem formar nitrosaminas pelas
reacdes com nitrito e produzir compostos cancerigenos. Em geral, compostos N-nitrosos
podem ser formados pela interagdo do grupo amino com reagentes nitrosos como nitrito e
oxido nitrico durante a estocagem, conservacdo e cozimento de alimentos (KIM et al.,
2012).

E muito dificil de estabelecer niveis toxicologicos de aminas pois dependem da
caracteristica individual da amina e presenca de outras aminas. De acordo com European
Food Safety Authority (EFSA, 2011), ndo foram observados efeitos adversos em até 50 mg
de histamina por refei¢cdo. No caso da tiramina, em individuos que nédo fazem uso de IMAOs,
ndo foram observados efeitos adversos em até 600 mg dessa amina por refeicdo. Em
individuos que fazem uso de IMAOs de terceira geragdo ndo foram observados efeitos
adversos na faixa de 50 a 150 mg de tiramina por refeicdo. No caso de individuos que
fazem uso de farmacos de primeira geracdo de IMAOs néo foram observados efeitos

adversos em até 6 mg de tiramina por refeicéo (Tabela 16).

Tabela 16. Nivel de efeito adverso ndo observado para aminas bioativas por refeicdo

Amina Valores
Histamina 50 mg
Tiramina 6 mg *
50-150 mg **
600 mg ***

* Individuos que utilizam IMAOSs classicos. ** Individuos que utilizam IMAOs de terceira geracgao. ***
Individuos que nao utilizam IMAOSs. Fonte: EFSA, 2011.

3. Oxidacgéao

3.1. Introducgéo

A oxidagéo é uma reacao de transferéncia de elétrons de um 4tomo para outro. As

reacOes de oxidagcdo sdo essenciais para a vida; o ser humano depende dessas para
49



respirar, se defender de patégenos e por essas razdes, possui sistemas pro e antioxidante
que garantem a sobrevivéncia. Quando ha um desequilibrio nesses sistemas, em que a
atividade pro-oxidante é superior a antioxidante, é caracterizado o quadro patoldgico de
estresse oxidativo (NIKI, 2010). Esse quadro esti4 associado ao envelhecimento e a
diversas patologias como aterosclerose, Parkinson, Alzheimer, depresséo (STEFANESCU
& CIOBICA, 2012), hipertensao, diabetes melitus e infecgbes de naturezas bacterianas e
virais (ZHANG et al., 2012).

3.2. Radicais livres e espécies reativas

Radicais livres sdo definidos como moléculas que possuem elétrons ndo pareados
em seu orbital externo. Desta forma, os radicais livres séo altamente reativos em razdo da
necessidade de outro elétron para preencher o seu orbital e se tornar estavel. Os radicais
livres sdo formados pela perda ou ganho de um elétron de uma espécie ndo radical. Os
dois elétrons de uma ligagdo covalente podem ser rompidos simetricamente pela quebra
homolitica (reacdo 1), com a formagéao de radicais livres, em razéo da presenca de elétrons
ndo pareados. Apesar da alta reatividade dos radicais livres, ao se tratar da habilidade de
oxidar substancias em sistemas biologicos, nem todo radical livre € capaz de levar a uma
reacao e existem compostos de natureza ndo-radicalares capazes de provocar reagoes de
oxidagdo (ARAUJO, 2011). Por essa razdo é mais adequado designar essas substancias
como espécies reativas (CORNELLI, 2009).

B\ . .

A—B » A + B

Reacdo 1: Quebra homolitica da ligacdo covalente no composto AB formando os radicais
A eB.

3.3. Estresse oxidativo

Estresse oxidativo é um termo comumente utilizado para denotar a desproporgao
entre as concentragdes de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNSs,
respectivamente) e os mecanismos de defesa antioxidante do corpo humano (DOTAN et
al., 2004). As espécies reativas sdo geradas em resposta a estimulos endogenos e
exodgenos. Esses compostos podem reagir com membranas lipidicas, proteinas, e acidos
nucléicos, causando danos ou morte celular. O cérebro humano € particularmente
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susceptivel ao dano de espécies reativas devido ao alto consumo de oxigénio desse 6rgéo,
a pequena concentracdo de enzimas antioxidantes em relacdo as espécies reativas e a
composicéo lipidica da bainha de mielina. Evidéncias de estudos in vitro e in vivo tém ligado
agentes ambientais como radiacdo, xenobiodticos e compostos clorados, como indutores
significantes do dano celular via toxicidade mediada por espécies reativas de oxigénio
(NIKI, 2010).

O desequilibrio intracelular de espécies reativas e a defesa antioxidante é resultado
do estresse oxidativo cronico. O estresse oxidativo cronico e cumulativo induz modificagdes
deletérias em uma variedade de macromoléculas, como DNA, lipideos e proteinas. As
espécies reativas de oxigénio pode inativar o DNA, principalmente por reagir com outros
componentes celulares (fosfolipideos) resultando na geracdo de produtos reativos
secundarios intermediarios e ligag6es irreversiveis a base de DNA, formando adutos. A
formacédo de adutos de DNA é central no processo de carcinogenese, uma vez que adutos
escapam dos mecanismos de reparo celular e por isso persistem podendo levar a
mutacdes. Os fosfolipideos estdo presentes em altas concentragcdes como residuos de
acidos graxos poli-insaturados e tém sido identificados como alvos primarios da oxidagao
na presenca do grupo metileno. Os indices de peroxidacéo lipidica na formagcédo da
proteina-DNA, ligado ao DNA, € um dos mecanismos com o qual o dano oxidativo a proteina
€ gerado. Evidéncias recentes sugerem que as proteinas sdo altamente susceptiveis ao
dano oxidativo pela presenca de metais exdgenos (FUCHS-TARLOVSKY, 2013).

Baseado nas observacdes de niveis elevados de aldeidos e/ou respectivas
macromoléculas adulteradas, os produtos da peroxidacdo lipidica contribuem para a
etiologia de numerosas doengas cronicas, incluindo condi¢gbes neurodegenerativas,
doencas cronicas inflamatoérias, desordens cardiovasculares e complicacdes na diabetes.
As defesas antioxidantes enziméticas enddgenas (superoxido dismutase, glutationa e
catalase) podem contrabalancear microambientes oxidados por quelar superéxido e varios
peroxidos. Também, antioxidantes ndo enzimaticos enddgenos (vitamina E e C, coenzima
Q, B-caroteno e glutationa) tém habilidade de eliminar e inativar a atividade de espécies
reativas de oxigénio (ROCHA et al., 2012).

3.4. Importéancia de alimentos com atividade antioxidante

A dieta humana pode conter varios pro-oxidantes incluindo ferro, cobre,
hidroperdxidos de lipideos, aldeidos e nitritos. Elevados niveis de peroxidos de lipideos

tém sido observados no estado pos-prandial. A ativacdo de fagdcitos no intestino pode
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aumentar as espécies reativas de oxigénio e as espécies reativas de nitrogénio. O suco
géastrico pode promover a formagdo de pro-oxidantes e em sequéncia, a peroxidacao
lipidica que tende a induzir ulceras estomacais, cancer no estomago, no colén e no reto. A
maioria dos organismos é bem protegida contra os danos de radicais livres por enzimas
oxidativas como a peroxidase e as catalases e por antioxidantes de baixo peso molecular
como alfa-tocoferol, acido ascérbico, carotenoides, polifendis e glutationa (NIKI, 2010).
Parte desses antioxidantes de baixo peso molecular sé&o provenientes do consumo de frutas
e vegetais, que tem sido associado com a redugdo da incidéncia de doencgas cronicas
incluindo a arteriosclerose coronariana.

Estudos epidemiol6gicos demonstraram uma associagao inversa entre a ingestéo de
frutas e vegetais e a mortalidade relacionadas ao envelhecimento, doencgas do coragéo e
cancer, fato esse que pode estar relacionado com a agao dos antioxidantes presentes nos
alimentos. Os compostos mais bioativos desses alimentos sdo compostos fendlicos e
flavonoides. As propriedades dos compostos fendlicos sdo responsaveis pela inibicdo

direta da oxidacao das lipoproteinas de baixa densidade (GULCIN, 2012).

3.5. Oxidag&o em alimentos

A oxidacdo é um fenbmeno natural que ocorre em alimentos e bebidas, sendo
responsavel por uma série de alteragbes que levam a perda do valor nutricional, alteragdes
das caracteristicas sensoriais, rejeicdo do produto e, eventualmente, formacdo de
compostos toxicos.

Os produtos da oxidacdo afetam a maioria dos componentes no alimento. O
branqueamento dos pigmentos, a destruicdo de vitaminas, a formagdo de flavour
desagradavel e a alteracdo da textura séo resultados bem conhecidos da oxidacdo em
alimentos.

As reacfes de oxirredugdo sdo comuns em sistemas biolégicos, sendo algumas
benéficas para o alimento (como clareamento da farinha de trigo, efeito bactericida e
formacdo de aromas caracteristicos) (ARAUJO, 2011). Por outro lado, outras possuem
efeitos negativos, incluindo a degradacdo oxidativa de vitaminas, pigmentos e &acidos
graxos essenciais, com consequente perda de valor nutritivo, além do desenvolvimento de
sabor e odor desagradaveis. A oxidacdo de proteinas é frequentemente precedida pela
oxidagdo de lipideos (peroxidos, ou radicais livres formados durante a oxidagéo),
diminuindo sua digestibilidade pela formacéo de ligagcfes cruzadas entre proteina e proteina

e proteina e lipideos, diminuindo a disponibilidade dos amino&cidos essenciais.
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3.5.1. Oxidagéo lipidica

As reacgOes da oxidacdo em lipideos estdo entre as mais frequentes em alimentos.
Essas reagbes sdo causadas pelo oxigénio atmosférico, e em menor intensidade por
0zbnio, perdxido, metais e outros agentes oxidantes. O termo oxidacao de lipideos refere-
se a uma serie complexa de reac¢des quimicas, envolvendo &cidos graxos insaturados e
oxigénio. Essa sequéncia de reacfes € denominada como reacdo em cadeia, a qual
caracteriza-se por trés fases; a inicial, a de propagacao e a terminal (FENNEMA et al.,
2010).

3.5.2. Formagéao de radicais livres e reacdo em cadeia

Em sistemas biol6gicos, a formacdo de espécies reativas pode acontecer por
fotolise, termdlise, radidlise e oxirreducdo. A fotolise ocorre pela acdo da luz visivel e ultra-
violeta. No primeiro caso a formacdo de espécies reativas é devida a acdo da luz sob
fotossensores como riboflavina, clorofila, mioglobina e hemoglobina, que s&o capazes de
excitar o gés oxigénio do estado fundamental (triplete) ao estado mais energético (singlete).
No segundo caso, a luz ultravioleta apresenta energia suficiente para quebrar a ligacéo
covalente de forma homolitica. A termdlise é definida como a quebra homolitica de uma
ligacéo covalente pela acdo do calor. Aradidlise assim como a fotélise consistem na quebra
homolitica de uma ligagdo covalente pela agdo da radiacdo x ou gama. As espécies
reativas radicalares podem ser formadas por reagoes de oxirredugdo. A reagao de Fenton
caracteriza esse tipo de reagédo, por ser a reducdo do ion férrico pelo peréxido de hidrogénio
e posterior formacao do radical hidroxil pela doacdo de elétrons do ion ferroso (reacdes 2
e 3). Areagdo em cadeia inicia na etapa mais lenta, denominada como etapa de iniciagao,
nessa etapa acontece a quebra homolitica de uma ligacdo covalente, formando dois

radicais livres (espécie reativas) (reacédo 4).

Reacgéo de Fenton
02 + Fe** — 0% + Fe* (reacgéo 2)

H.O; + Fe?* — Fe3" + OH + OH (reagéo 3)

A segunda etapa na rea¢@o em cadeia € a propagacdao, caracterizada pela sequéncia

de ataques da espécie reativa formada (radical livre) sob compostos ndo radicalares
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formando outros tipos de radicais livres que prosseguem atacando (reagdes 5 e 6). Essa

etapa tem carater ciclico pela baixa energia de ativagdo da reacao em cinética exponencial.

Etapa 1: Inicial

XX - X-+X- (reacéo 4)
Etapa 2: Propagacéo

X-+R+-H -X-H+R- (reagéo 5)

R-+X-X oR-X+X- (reacéo 6)
Etapa 3: Terminal

R-+R--R-R (reagéo 7)

X-+R--> R-X (reacéo 8)

A etapa final da reacédo € denominada terminacdo, em que ocorre a reacdo de dois
radicais livres formando um composto estavel (reagbes 7 e 8), esses compostos podem ser
de baixo peso molecular como alcodis, aldeidos e cetonas e de alto peso molecular como
polimeros (SOLOMONS & FRYHLE, 2005; FENNEMA et al., 2010; ARAUJO, 2011).

3.5.2.1. Reacdo em cadeia na autoxidacao lipidica

A autoxidagao lipidica inicia-se quando o &tomo de hidrogénio é removido do grupo
metileno do &cido graxo insaturado, formando radical livre. O ataque ao hidrogénio é
justificado pelo fato do carbono adjacente as duplas ligagdes (grupo metileno ativado (-CH»-
) representar o alvo para o ataque de radicais livres. A presenca de duplas ligagoes
conjugadas, diminui a for¢a da ligagéo carbono-hidrogénio adjacente as duplas, uma vez
que as duplas ligacdes apresentam maior teor de orbital s, por essa razéo os elétrons da
Gltima camada, presentes nessa ligagdo, estdo mais préximos do ndcleo. Essa
caracteristica faz com que as ligacdes duplas (sp?) atraiam a densidade eletronica da
vizinhanga, retirando entdo a densidade eletronica das ligagbes adjacentes. Por isso, a
ligacdo carbono e hidrogénio adjacente a duas duplas liga¢des, apresenta-se mais fraca
que as demais e por essa razao, a energia de ativagdo da reacdo de auto-oxidacao lipidica
seja baixa (aproximadamente 4 a 5 Cal/mol).

A reacdo prossegue na tentativa de estabilizagcdo do produto (radical livre)
favorecendo os hibridos de ressonancia mais estaveis. Os radicais formados atacam os
hidrogénios e elétrons mais reativos das moléculas presentes formando novos radicais

livres. O termino dessa reacdo acontece quando duas espécies radicalares reagem entre
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si e é formado um composto estavel (Figura 8). Devido a alta complexidade dos sistemas
bioldgicos, justificada pela variedade de moléculas biologicas e fenbmenos de ressonancia,
existem vérias regifes de quebras, as quais levam a formag&o de produtos finais de baixo
peso molecular (aldeidos, cetonas, alcodis etc.) que caracterizam a formacé&o de rango e
de produtos de alto peso moleculares (polimeros) que levam ao escurecimento no alimento
(ARAUJO, 2011).

Em alimentos, uma alternativa para prevenir a oxidag&o lipidica € o uso de
antioxidantes naturais e sintéticos. De acordo com GULCIN (2012), foi constatado que os
antioxidantes sintéticos utilizados na industria de alimentos, apresentaram potencial
carcinogénico em experimentos in vivo. Assim produtos naturais com atividade antioxidante

podem ser usados como fonte alternativa para garantir a estabilidade do alimento.
3.6. Antioxidantes
3.6.1. Definicéo

Uma forma de adiar/inibir a oxidacdo é através do uso de antioxidantes. Como
descrito anteriormente, os antioxidantes sdo componentes importantes da dieta para
prevenir o envelhecimento precoce e doengas degenerativas. Em relagdo aos alimentos,
a deterioracdo com o tempo € inevitavel. Ainda mais quando ocorrem varias reacfes de
deteriorag@o envolvendo microrganismos e processos quimicos nas etapas de producéo,
processamento, distribuicdo e armazenamento (ARAUJO, 2011).

Antioxidantes sdo compostos capazes de inibir a oxidacao de outras moléculas, em
alimentos séo definidos como substancias que, em menores concentragdes que o substrato
oxidavel, inibem significativamente a oxidagdo adiando o inicio ou reduzindo a taxa de
oxidagdo (MENDONCA, 2009; ARAUJO, 2011; ZHANG, 2012). Os compostos
antioxidantes podem captar radicais livres, inativar oxigénio singlete, inativar peroxidos e
outras espécies reativas de oxigénio, quelar ions metalicos pré-oxidantes, inativar produtos
oxidativos secundarios e inibir enzimas pré-oxidantes (ZHONG & SHAHID, 2011). Por essa
razdo, sdo usados para aumentar a estabilidade oxidativa de alimentos e quando
consumidos podem retardar ou prevenir o aparecimento de doengas cronicas (GULCIN,
2012).

Para determinar a capacidade antioxidante € necessario conhecer as condi¢c6es do
meio de reagdo, capacidade de sinergismo com outros antioxidantes e o potencial

antioxidante em inativar espécies reativas. Os antioxidantes podem ser classificados
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quanto a origem (naturais ou sintéticos), solubilidade (lipofilicos e hidrofilicos), mecanismos

de reacédo (bloqueadores da reacdo em cadeia e complexantes de metais).

V2 S AN

l_ He= Sequestro dehidrogénio
/L/.L/\=/
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Figura 8. Reagdo em cadeia na oxidagao lipidica (MAFRA, 1999).

Os antioxidantes naturais sdo aqueles encontrados na natureza como os polifendis,
flavondides, taninos, tocoferois, acido ascoérbico etc. Os sintéticos sdo aqueles como butil
hidroxianisol (BHA), butil hidroxi tolueno (BHT), butil hidro quinona (TBHQ) e galato de
propila. Em relacdo a solubilidade, os antioxidantes podem ser hidrofilicos ou lipofilicos.
Os antioxidantes hidrofilicos estdo presentes na fase aquosa enquanto os lipofilicos estéo
presentes em membranas e lipoproteinas. Alguns antioxidantes lipofilicos situam-se nas
superficies, outros mais profundos no dominio lipidico e suas atividades sao afetadas
marcadamente pela estrutura quimica e propriedades fisicas do ambiente circundante
(NIKI, 2010).

Os antioxidantes hidrofilicos como acido ascorbico e acido Urico capturam radicais
livres primariamente presentes na fase aquosa, enquanto os lipofilicos tendem a atuar nas
membranas. A eficdcia da captura de radicais por antioxidantes nas membranas e
particulas de lipoproteinas dependem de fatores fisicos como a fluidez do meio e

mobilidade do antioxidante assim como reatividade quimica do mesmo.
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Em relagéo aos mecanismos de ag¢éo, os antioxidantes podem ser bloqueadores da
reacdo em cadeia (reducdo/ doagao de hidrogénio). O antioxidante (AH) pode atuar de
duas maneiras. A primeira, doando diretamente um proton para o radical (R"), formando as
espécies (RH) e o radical estavel A (reacdo 9). A segunda, o antioxidante (AH) doa um
elétron para o radical (R"), formando os ions R" e AH™*, em seguida, acontece uma reagdo
acido/basica em que o par de elétrons do ion R ataca o hidrogénio da espécie AH™,
formando a espécie RH e o radical estavel A’ (reacdo 10). A estabilidade do radical A’, se
deve muitas vezes, a capacidade de apresentar varios hibridos de ressonancia, dificultando

assim a disponibilidade do elétron ndo pareado para novas reacoes.

R*"+AH - RH + A’ (reacéo 9)
R°"+ AH—-> R + AH" - RH+ A’ (reacdo 10)

O outro modo de atividade antioxidante é a atividade quelante que é a capacidade
complexante com metais de transicdo (pro-oxidantes classicos). O efeito quelato é a
capacidade de ligantes multidentados formarem complexos metélicos mais estaveis que os
formados por ligantes monodentados com estrutura semelhante (HARRIS, 2012). O
mecanismo quelante pode ser definido como preventivo, uma vez que néo ocorre interagao
com as espécies radicais. Atuam complexando os ions metélicos, evitando com que metais

de transi¢céo formem radicais livres.

3.6.2. Interagao entre antioxidantes

Os antioxidantes inativadores de radicais livres estdo localizados em diferentes
sitios, alguns no meio intracelular, outros no meio extracelular em dominios aquosos e
lipidicos. Essas substancias trabalham cooperativamente em seus respectivos sitios.
Alguns antioxidantes inibem a oxidacdo de moléculas biol6gicas por interac@o direta com
outros antioxidantes. Enquanto outros podem inibir a oxidagdo em uma interacdo de
sinergismo com outro antioxidante ndo simplesmente por adig&ao.

O exemplo cléssico de interagdo entre antioxidantes € o sinergismo da vitamina E
(lipofilico) e a vitamina C (hidrofilico). Esse fendbmeno acontece quando a vitamina E inativa
radical livre, assim a vitamina E € convertida em radical vitamina E, que pode atacar lipideos
poli-insaturados e induzir reagbes em cadeia. Nesse caso, a vitamina C reduz os radicais
vitamina E, recuperando a vitamina E antes que ocorra a oxidacao lipidica induzida pelos

radicais livres de vitamina E (NIKI, 2010).
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3.6.3. Atividade antioxidante in vivo

Quando se trata de atividade antioxidante in vivo o conceito € mais amplo do que os
ensaios in vitro. De modo geral, in vivo, o0 antioxidante é qualquer molécula que seja capaz
de evitar ou retardar o dano oxidativo. De forma pratica, pode-se separar a atividade
antioxidante in vivo em quatro etapas ou em quatro linhas de defesa (Figura 9).

A primeira linha de defesa s8o as moléculas quelantes de metais de transicao
(prooxidantes) e as enzimas redutoras (peroxidase e glutationa redutase), as quais evitam
ou retardam a producdo de espécies reativas pelo metabolismo normal e/ou patolégico,
além de evitar com que haja desequilibrio redox. No caso de desequilibrio redox, a segunda
linha de defesa € formada por moléculas sequestrantes e inativadoras de radicais livres que
diminuem ou evitam maiores danos as moléculas bioldgicas. Muitos compostos fendlicos
e aminas aromaticas atuam como antioxidante de limpeza (NIKI, 2010).

A terceira linha de defesa é protagonizada pelas moléculas e enzimas que sao
importantes e/ou essenciais para reparar o dano oxidativo. Varias enzimas funcionais
atuam na terceira linha de defesa por reparar danos, e reconstituir a fungdo perdida.
Dependendo da gravidade do quadro, esse dano, a longo prazo, pode gerar doencas
degenerativas associadas ao envelhecimento precoce, nessa etapa, a quarta linha de
defesa refere-se a adaptagdo do sistema ao quadro. Aparentemente, modificagbes
oxidativas criticas de lipideos, proteinas, acidos nucléicos, e carboidratos sdo induzidas e
mediadas ndo somente por radicais livres, mas também por mecanismos que ndo envolvam
radicais livres (NIKI, 2010).

3.6.5. Atividade antioxidante in vitro

Para determinar a atividade antioxidante in vitro, o ensaio deve medir quimicamente
a atividade antioxidante, ser simples, ter definido o ponto final da reagéo e os mecanismos,
ser pratico, reprodutivel, com féacil disponibilidade de equipamentos e reagentes, adaptavel
tanto para ensaio hidrofilico quanto para lipofilico e usar recursos de radicais adaptaveis
para analises de rotina. Os métodos podem ser classificados baseados na transferéncia
de hidrogénio (HAT), na transferéncia de um Unico elétron (SET), métodos que visam a
determinacdo da capacidade quelante, a determinagdo de compostos fendlicos e
antioxidantes conhecidos e a capacidade em retardar ou inibir a oxidac&o lipidica (PEREZ-
JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006; CORNELLI, 2009; HALVORSEN & BLOMHOFF,

2010; GULCIN, 2012).
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Caracteristicas do antioxidante in vivo
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Figura 9. Fluxograma da atividade antioxidante in vivo (adaptado de NIKI, 2010).
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3.6.5.1. Transferéncia de hidrogénio (HAT)

Métodos baseados na HAT medem a habilidade de um antioxidante em inativar
radicais livres pela doacao de hidrogénio (reacdo 11). Esse tipo de reacdo é independente
do pH e solvente e usualmente € rapido, acontecendo tipicamente em segundos a minutos.

A presenca de agentes redutores, incluindo metais, € um fator interferente para essa
classe de reacdo que pode levar a uma alta atividade equivocada. A reatividade desse
método é determinada pela energia de dissocia¢éo da ligagdo do grupo hidrogénio doador
do antioxidante (GULCIN, 2012).

Reacéo:
AH+ X" — A"+ XH (reacéo 11)
3.6.5.2. Transferéncia de Unico elétron (SET)
Métodos baseados na transferéncia de elétrons (SET) detectam a potencial

habilidade de transferéncia de um elétron para reduzir qualquer composto, incluindo metais,
carbonis e radicais (reagbes 12 a 15) (GULCIN, 2012).

Reagdes:

AH + X — AH" + X (reacdo 12)
AH" + H,0 — A"+ H3z0* (reacéo 13)
X + H3z0" — XH + H.0 (reacdo 14)
AH + M3 — AH' + M?* (reacéo 15)

3.6.5.3. Atividade quelante
Métodos baseados na atividade quelante, detectam o potencial quelante de um

provavel antioxidante pela competicdo com um quelante padrdo nas reacdes de

complexacdo com um ion de metal de transi¢cdo (Figura 10).
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Figura 10. Estrutura quimica de duas moléculas de EDTA quelando um ion Fe?* formando
complexo Fe(EDTA)?".

3.6.5.4. Determinagdo de compostos fendlicos

Os fendlicos constituem um grupo de compostos que atuam como antioxidantes
priméarios ou finalizadores de radicais livres. Polifendis apresentam atividade mdltipla, no
sentido de atuar como agente redutor, doador do atomo de hidrogénio e sequestrante do
oxigénio singlete. Certos polifendis sdo também efetivos como antioxidantes capazes de
quelar ions de metais de transi¢cao que podem induzir a reagéo tipo Fenton em seus estados
livres (LAKHANPAL & RANA, 2005).

Os compostos fenolicos podem ser determinados pelo método de Folin Ciocalteau.
Esse método fundamenta-se na transferéncia de elétrons dos compostos fendlicos para o
reagente Folin-Ciocalteu em meio alcalino. A quimica por trds desse ensaio, consiste na
transferéncia de elétrons em meio alcalino dos compostos fendlicos para outras espécies
de molibidato e tungsténio, formando compostos com coloragéo azul, os quais podem ser
detectados a 750 - 765 nm (GULCIN, 2012). Outro modo é determinar qualitativamente os
compostos por cromatografia em camada delgada e quantitativamente por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (SOARES et al., 2007).

3.6.5.5. Capacidade antioxidante contra a oxidacéo lipidica

Lipideos de &cidos graxos polinsaturados na forma livre ou esterificada s@o alvos
vulneraveis ao ataque de radicais livres. Estudos tém demonstrado que a peroxidagédo
lipidica induz uma perturbacao e alteragdo nas membranas biolégicas e, em alimentos, esta
relacionada com a perda de compostos benéficos, producdo de rango e consequente
deterioracdo. Além disso, € uma forma para avaliar a capacidade de um extrato ou

composto antioxidante, na inibicdo ou retardamento de uma reagdo em cadeia.
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3.6.5.6. Quantificacéo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante de um extrato ou composto pode ser medida pela
determinacéo do indice ECso%, pela determinacdo da cinética da reacdo ou simplesmente
pela breve comparagédo com um antioxidante padréo. Em grande parte dos ensaios in vitro
a atividade antioxidante é verificada pela diminuicdo da absorbéancia em comparacdo com
0 experimento controle. O indice ECso% € a quantidade de antioxidante adicionada capaz
de levar a uma diminuigdo de 50% na absorbé&ncia em comparagéo com o padréo, nesse
indice quanto menor a concentragdo maior a atividade. Outra forma de avaliar a atividade
antioxidante é a constru¢cdo de uma curva concentracdo de antioxidante adicionado e
absorbancia, em que sera observada a cinética da reacdo. Em alguns ensaios (como HAT
e HET) quanto maior a inclinagcéo maior a atividade antioxidante, e em outros ensaios (Como

a capacidade de atrasar a oxidacéo lipidica) avalia-se o tempo de indu¢do (FRANKEL &

MEYER, 2000).

3.6.5.7. Importancia do uso de métodos multidimensionais

A significancia e relevancia da avaliagdo da atividade antioxidante em alimentos e
sistemas biolégicos dependem do método teste. Substratos diferentes, composicdo do
sistema e métodos analiticos sdo empregados nos testes para avaliar efeito dos
antioxidantes, por essa razao os dados obtidos por diferentes pesquisas séo extremamente
dificeis de comparar e interpretar.

A validade dos métodos utilizados para determinar a atividade antioxidante pode ser
questionada visto que esses métodos ndo levam em conta a complexidade da reacao
antioxidante. A variedade de dados pode ser obtida em muitos desses sistemas teste por
negligéncia da importante composicdo de alimentos, fenbmenos de interferéncia na
concentragcdo, carga e solubilidade de mdltiplos componentes em alimentos reais ou
sistemas biologicos que afetam fortemente o desempenho antioxidante. Antioxidantes
naturais sdo antioxidantes multifuncionais e o mecanismo dominante em um sistema
particularmente de teste depende da condigc&o de oxidagéo, os quais afetam tanto a cinética
da oxidagcéo e a composi¢éo do sistema.

A efetividade dos antioxidantes em alimentos heterogéneos, sistemas bioldgicos e
modelos multifaces séo afetados por muitos fatores. Incluem-se as propriedades de
particdo dos antioxidantes entre fases lipidicas e aquosas, condi¢do da oxidacdo e estado

fisico e do substrato oxidado. Por essa razao, a influéncia de todos os parametros nao
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pode ser usada para avaliar pelo uso de um Unico método de protocolo unidimensional
(FRANKEL & MEYER, 2000).
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MATERIAL E METODOS

1. Material

1.1. Amostras

Foram adquiridos cinco (5) lotes de amostras in natura dos cogumelos Champignon,
Portobello, Shitake e Shimeji Branco, Shimeji Preto, Hiratake, Salmdo e, em razdo da
disponibilidade limitada foi adquirido um lote do cogumelo Eryngii de distribuidores do
mercado consumidor da cidade Belo Horizonte MG, no periodo de janeiro a marco de 2014
(Tabela 17).

Tabela 17. Relagédo dos géneros e os tipos de cogumelos adquiridos

Género Cogumelos (home comercial)

Agaricus sp. Champignon
Portobello

Lentinula sp. Shitake

Pleurotus sp. Shimeji Preto
Shimeji Branco
Salméao
Hiratake
Eryngii

Cada lote era constituido de cerca de 200 g para cada tipo. No momento da
aquisicdo, as amostras apresentavam-se com tamanho, aroma e cor caracteristicos das
variedades, estavam frescas e com auséncia de lesdes, pragas ou doengas. Ao chegar no
Laboratorio de Bioquimica de Alimentos - LBgA, as amostras foram separadas em dois
grupos. No primeiro, os cogumelos in natura foram triturados e homogeneizados para as
andlises de aminas bioativas e do teor de umidade no mesmo dia da aquisi¢do. No segundo
grupo, os cogumelos foram congelados a -80 °C até completa aquisicdo de todos os lotes
e em seguida foram desidratadas em estufa com circulagéo de ar a 40 °C durante 48 h. As
amostras desidratadas foram analisadas com relacdo aos teores de fendlicos totais e o
potencial antioxidante, utilizando-se as técnicas de sequestro do radical livre DPPHe, poder

de reducgéo e avaliagéo da estabilidade oxidativa do oleo por Rancimat®.
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1.2. Reagentes

Os reagentes para a analise de aminas bioativas foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), dentre eles os padrdes de elevada pureza, de aminas
bioativas, trihidrocloreto de espermidina, dihidrocloreto de putrescina, sulfato de agmatina,
dihidrocloreto de cadaverina, hidrocloreto de serotonina, dihidrocloreto de histamina,
tiramina, triptamina e dihidrocloreto de 2-feniletilamina, e o agente derivante orto-ftalaldeido
(OPA).

Para o preparo das solugdes padrao das 10 aminas, foram pesados separadamente,
em béquer de polipropileno, em balancga ultra analitica, quantidades suficientes para 0,0100
g (base livre) dos padrBes de aminas. Os padrdes foram solubilizados em acido cloridrico
0,1 mol/L, transferidos quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL, completado
com HCI 0,1 mol/L, resultando na concentragdo de cada uma das aminas de 100 pg/mL. A
partir da solugdo estoque das dez aminas, foram preparadas solugdes padréo de dez
aminas em triplicatas, pelas diluicbes desta solugdo em HCI 0,1 M, até se obter as
concentracgdes de 0,1; 0,2; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 pg/mL. Todos os solventes
eram de grau analitico, exceto os solventes usados na analise cromatogréfica, que eram
grau HPLC. Os solventes organicos acetonitrila e metanol foram filtrados em membranas
HVLP (47 mm de diametro e 0,45 pm de tamanho do poro, Millipore Corp., Milford, MA,
EUA). As fases mdéveis aquosas foram filtradas em membranas HAWP, com 47 mm de
didametro e 0,45 ym de tamanho do poro (Millipore, Corp., Milford, MA, EUA). As fases
moveis foram desgaseificadas em aparelho ultrassom (UltraSonic Cleaner, Unique, SP,
Brasil).

Os reagentes para as andlises de atividade antioxidante incluiram 6leo de soja sem
adicdo de conservantes cedidos pela Cargill Alimentos (Uberlandia, MG, Brasil), e os
reagentes padrdo analitico butil hidroxi tolueno (BHT), molibdato de amdnio, fosfato
monobésico de sbédio (Synth Diadema, SP, Brasil), 2-[3]-t-butil-4-hidroxianisol (BHA),
espermidina e espermina, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), (+)-catequina (Sigma Chemical

Co. St. Louis, MO, EUA), acido L- ascérbico (Nuclear) e acido sulfdrico (Quimex).

2. Métodos de analise

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica de
Alimentos LBgA da UFMG, o qual tem implementada as normas ISO 17025 e tem escopo

acreditado pelo INMETRO.
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2.1. Determinagéo do teor de umidade

Para a determinacdo do teor de umidade, em cadinhos de aluminio previamente
secos e pesados foram colocados aproximadamente 2,5 g de cada amostra. Cada cadinho
com amostra foi seco em estufa a 105 °C até peso constante (AOAC, 2012). O peso final

foi determinado e calculado o teor de umidade.

2.2. Determinagao dos teores de aminas bioativas

Para a determinacdo das aminas bioativas livres foi utilizado o método descrito por
BANDEIRA et al. (2012). A extragdo das aminas foi feita pesando-se cerca de 3 g de
cogumelo in natura em tubo de centrifuga de polipropileno, adicionando 7 mL de acido
tricloroacético 5% p/v em cada tubo, e agitando a 250 rpm em mesa agitadora durante 5
min. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 8422 g, 4 °C, durante 20 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em papel de filtro qualitativo Whatman n° 1 e colhido em um baléo
de 25 mL. O precipitado foi extraido mais duas vezes nas mesmas condi¢cdes de extracdo
e 0 baldo de 25 mL foi completado com &cido tricloroacético 5% p/v. Antes da inje¢cdo no
cromatografo, o extrato foi filtrado em membrana de HAWP (13 mm de diametro e 0,45 ym
de tamanho do poro, Millipore, Corp., Milford, MA, EUA).

Foi utilizado um cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da Shimadzu (Kioto,
Japao), constituido por trés bombas LC-20AD, sistema de derivagdo pos coluna, conjunto
de lavagem automética de pistdo, detector espectrofluorimétrico modelo RF-10AXL, forno
de coluna modelo CTO-10 ASvp, auto-injetor modelo SIL 20A HT, com Rack para 115 vials
de 1,5 mL, e unidade de controle das interfaces CBM-20A. Foram utilizadas coluna Nova-
pak® C18 de 3,9 x 300 mm, 4 um e pré coluna Nova-pak® C18 3,9 x 20 mm, 4 ym (Waters,
Milford, MA, EUA). As fases mdveis usadas para a CLAE foram: fase mével A - solugdo
tamp&o de acetato de sodio 0,2 mol/L, octanosulfonato de sédio 15 mmol/L, com ajuste de
pH para 4,9 em potencidometro (Digimed, Brasil) por adicido de acido acético glacial; e fase
movel B - acetronitrila. Foi usado um gradiente de eluicdo conforme descrito na Tabela 18.

ApOs a separagdo, as aminas foram derivadas com OPA, usando-se solucéo
derivante composta de 22 g de hidréxido de potéssio, 25 g &cido bdrico e 500 mL de agua
ultrapura, pH ajustado al0,5 com hidroxido de potassio, acrescida de 0,2 g de OPA
dissolvido em 3 mL de metanol previamente filtrado, 1,5 mL de Brij 35 e 1,5 mL de

mercaptoetanol, homogeneizada e desgaseificada em aparelho ultra-som (UltraSonic
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Cleaner, Unique, SP, Brasil). A deteccéo das aminas foi feita a 340 e 450 nm de excitacdo
e de emissdo, respectivamente. As analises cromatogréficas foram feitas em sala

climatizada a 22 + 1 °C.

Tabela 18. Gradiente de eluigédo para as fases moveis (B) acetronitrila e (A) solucéo

tamp&o acetato de sodio:octanosulfonato de sodio utilizado na determinacdo das aminas

_ Gradiente fase movel (%)
Tempo (minutos)

A (Solugéo tampéo) B (Acetronitrila)

0,01 95 5
21 80 20
22 95

25 95 5
40 76 24
45 76 24
50 65 35
51 95 5

As aminas foram identificadas por comparagéo do tempo de retengéo das aminas na
amostra com as respectivas aminas na solugdo padréo e a confirmagéo da identidade foi
feita pela adicAo da amina suspeita a amostra. A quantificacdo das aminas foi por
interpolacdo em curva analitica das aminas preparada nas concentra¢cfes de 0,1; 0,2; 1,0;
2,0;4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 ug/mL com coeficiente de correlagéo = 0,9982.

2.3. Determinacéo de fendlicos totais

Os teores de fendlicos totais foram determinados pela reagcédo de Folin Ciocalteau
(SILVA & JORGE, 2011). Em um tubo de centrifuga, foram pesados 5 g do cogumelo
desidratado, adicionado de 5 mL de agua e agitados em mesa agitadora a 250 rpm durante
120 min. O extrato aquoso foi filtrado em papel de filtro qualitativo e colhido imediatamente
para analise.

Em um tubo de ensaio, foram adicionados 1 mL da amostra e 1 mL da solucao
reagente de Folin Ciocalteu. Apo6s 3 minutos, foram adicionados 1 mL de solugéo saturada
de bicarbonato dissddico e 7 mL de dgua destilada. A reagdo foi mantida no escuro durante

90 minutos e a absorvancia foi lida a 725 nm em espectrofotdmetro UV-Visivel 1650 PC
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Shimadzu (Kioto, Japéo). A quantificagcdo foi feita por interpolagdo em uma curva de
calibracdo com trés repeticbes em cada nivel nas concentracdes de 25; 50; 75; 100; 125

mg/L do padréo acido gélico com coeficiente de correlacdo = 0,9847.

2.4. Determinacao da atividade antioxidante

2.4.1. Preparo do extrato antioxidante

Para as andlises da atividade antioxidante, foram utilizadas as amostras de
cogumelos desidratadas, pulverizadas em moinho de facas e tamisada em granulometria
de 20 mesh. Os lotes de cogumelos secos foram agrupados em dois grupos de cada tipo
(exceto o cogumelo Eryngii) para se determinar a atividade antioxidante.

Em um tubo de centrifuga foram pesados 5 g de cogumelo desidratado, adicionado
de 50 mL de metanol e agitado a 250 rpm em mesa agitadora durante 24 h. O extrato foi
filtrado em papel de filtro qualitativo e o residuo foi extraido mais duas vezes. O extrato
final foi concentrado por evaporacao rotatéria a 40 °C e congelado a -80 °C até o momento
da analise antioxidante (YANG et al., 2002; ELMASTAS et al., 2007; TURKOGLU et al.,
2007).

2.4.2. Determinacao do poder de inativagcédo do radical DPPHe

O potencial de inativagéo do radical DPPHe foi determinado pelo método descrito por
MELENDEZ et al. (2014). Foram preparadas as solugdes; reagente de DPPHe em metanol
(0,005% p/v), e os extratos metandlicos de cogumelos nas concentragcdes de 4 a 6 mg/mL
e de solugdes de BHA (+)-catequina, espermidina e espermina.

Em microplacas para ELISA 96 pogos, foram adicionados, em triplicata, os volumes
de 20, 30, 40, 60, 100 pL dos extratos metandlicos de cada cogumelo e também dos
padrbes positivos BHA (40 pg/mL), e (+)-catequina (20 pg/mL). O volume nos pogos foi
completado para 100 pL com metanol e adicionados de 200 pL da solu¢gdo metandlica de
DPPHe (0,005% p/v). A absorvancia méxima foi considerada nos pocos com 100 pL de
metanol e 200 pL da solugédo de DPPHe. Como branco utilizou-se nos pogos 300 pL de
metanol. A microplaca foi fechada, mantida no escuro. Apds 30 minutos, a microplaca foi
lida por leitor de ELISA Versamax Molecular Devices UV/Visivel em 517 nm. O potencial
de inativacdo do radical DPPHe« foi avaliado pela regresséo linear da relagéo do percentual

de inibicdo com a quantidade de extrato metandlico de cogumelo (Férmula 1). Os
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resultados da atividade antioxidante foram expressos em EC50% (quantidade suficiente

para diminuir em 50% a absorc¢é&o do radical DPPH).

(Abs max — Abs extrato)*100
Abs max

% de inibigdo = (Férmula 1)

(Abs= absorcao; Abs max= absorcao DPPH em Metanol)

2.4.3. Determinacao do poder de reducéo do extrato antioxidante

O poder de reducdo do extrato antioxidante e das poliaminas espermidina e
espermina foi determinado pelo método de reducéo do ion molibdato (PIETRO et al., 1999).
Foram preparadas a solugéo reagente de molibdato (0,6 M &cido sulfarico, 28 mM de fosfato
de sodio, e 24 mM de molibdato de aménio), as solu¢cdes metandlicas do extrato de
cogumelo na concentragdo de 20 mg/mL e as solugBes padrdes de acido L-ascorbico nas
concentragdes de 50, 150, 250, 500 e 1000 pg/mL com coeficiente de correlagéo igual a
0,9847.

Em tubos de ensaio foram adicionados, em triplicata, 0,4 mL do extrato antioxidante
(20 mg/mL) e 3,6 mL da solugéo reagente de molibdato. Os tubos foram incubados a 95
°C. Apds 90 minutos, o extrato foi esfriado a temperatura ambiente e a absorcéo foi lida a
695 nm em espectrofotobmetro UV-Visivel 1650 PC Shimadzu (Kioto, Japdo). A
quantificacéo foi feita por interpolagdo em uma curva de calibragdo com trés repeticdes em

cada nivel nas concentragfes de 50, 150, 250 e 1000 pg/mL do padréo acido L-ascorbico.

2.4.4. Avaliagao da estabilidade oxidativa por Rancimat®

O equipamento Rancimat 743 Metrohm (Herisau, Switzerland) foi configurado para
ensaio na temperatura de 110 °C e a taxa de fluxo de ar de 20 L/h (FARHOOSH, 2007).
Em oito tubos de ensaio apropriados para o equipamento Rancimat, foram pesados, para
cada tubo, aproximadamente 10 g de 6leo de soja sem adi¢cdo de conservantes. Em seis
desses tubos foram adicionados um volume suficiente para 35 mg do extrato metandlico,
sendo trés tubos para cada grupo. O ensaio iniciou quando o sistema atingiu a temperatura
de 110 °C e finalizou quando ocorreu inclinagdo na curva de condutividade. Para
comparacao utilizou-se os padrdes de espermidina, espermina (0,006 g), BHT e BHA (0,006
g) (MENDONCA, 2009). Os resultados foram calculados como fator de prote¢éo (Férmula
2).
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Tempo estabilidade (oleo+extrato)

Fator de protegao = (Férmula 2)

Tempo estabilidade (oleo)

3. Andlise estatistica

Todos os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Para avaliar a correlagao
entre os teores de fendlicos totais, os teores de espermidina e os resultados dos ensaios
antioxidantes nos cogumelos foi feito a correlagéo de Pearson. O coeficiente de correlagao
Pearson (r) varia de -1 a 1. O sinal indica direcdo positiva ou negativa do relacionamento
e o valor sugere a forca da relagdo entre as variaveis. Para interpretagdo dos dados foi
utilizado a seguinte classificagdo: r = 0,10 até 0,30 (correlacdo fraca); r = 0,40 até 0,6
(correlagdo moderada); r = 0,70 até 1 (correlacdo forte) (FIGUEIREDO FILHO & SILVA
JUNIOR, 2009).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Teores de sdlidos totais dos cogumelos

Os conteudos médios de so6lidos totais nas amostras de cogumelos analisadas estéo
apresentados na Tabela 19, com excecdo da variedade Eryngii, a qual ndo esté indicada
natabela, pois apenas um lote foi analisado, apresentando teores de sélidos totais de 11,57
+ 0,15 g/100 g.

Os conteudos de sdlidos totais dos cogumelos investigados variaram de 8,98 a 10,14
g/100 g. Esses valores estdo dentro da faixa de solidos totais (9,2 a 26,3 g/100 Q)
encontrada em trabalhos anteriores (CHANG & MILES, 2003; FURLANI & GODOY, 2007).
Houve diferenga significativa entre os lotes de um mesmo cogumelo. As amostras das
espécies Hiratake e Shimeji Branco apresentaram maior homogeneidade entre os lotes
(CV=15%). Os demais cogumelos apresentaram coeficientes de variagdo na faixa de 15

a 30%, o que indica uma maior dispersédo entre os lotes de cada cogumelo.

2. Aminas em cogumelos

Os resultados dos estudos do perfil e teores de aminas em cogumelos estéo
apresentados de forma completa no apéndice. Pelo método utilizado nédo foi possivel

determinar a espermina.

2.1. Ocorréncia de aminas bioativas em cogumelos

A ocorréncia de aminas em cogumelos esta indicada na Figura 11. Dentre as nove
aminas pesquisadas, foram encontradas sete: espermidina, putrescina, agmatina,
cadaverina, tiramina, feniletilamina e triptamina. Histamina e serotonina ndo foram
detectadas em nenhuma das amostras de cogumelo.

A espermidina e a agmatina foram as aminas mais frequentes nos cogumelos
analisados. A espermidina foi encontrada em todas as amostras e a agmatina em grande
parte (59%). A ocorréncia de espermidina em todos os cogumelos analisados é semelhante
aos dados de DADAKOVA et al. (2009), em que a espermidina foi detectada em todas as
espécies. E de se esperar a presenca de espermidina em todas as amostras de cogumelo,

uma vez que essa poliamina é importante para a reproducdo e desenvolvimento
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Tabela 19. Teores de so6lidos totais nos cogumelos analisados

Lote

Teor de sélidos totais*(%)

Salméo Hiratake Shimeji Branco  Shimeji Preto Portobello Shitake Champignon
1 8,48+0,19¢ 10,11+0,14°® 896+0,43%9 1225+0,07 * 10,74+0,03® 14,19+0,072 9,28 +0,08 P¢
2 10,23+ 0,24 12,31+0,692 9,28 +0,13°¢ 8,30+0,06¢ 9,82+0,07° 8,57+0,05P°¢ 6,55+ 0,04 ¢
3 790+0,13°  8,31+0,05¢ 9,86 +0,08° 856+009°¢ 6,44+0659 835+0,11° 9,62 +0,02°
4 12,15+0,76 2 10,93+0,14° 8,53+0,13¢ 10,02+ 0,06 10,02+0,06° 9,11 +0,05° 14,36 £ 0,132
5 9,54+0,04¢ 9,03+0,26¢ 11,70+ 0,072  7,88+0,12¢ 7,88+0,13° 9,54+1,12" 8,61+0,02°¢
Média 9,66 + 1,57 10,14 + 1,49 9,66 + 1,16 9,40 + 1,65 8,98 + 1,66 9,95+ 2,28 9,68 + 2,66
CV (%) 16,2 14,7 12,0 17,6 18,5 22,9 27,5

*Médias de triplicata + desvio padrdo. Valores expressos em base Umida. Valores com a mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente (teste de

Tukey, p > 0,05)
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Figura 11. Ocorréncia de aminas bioativas em oito tipos de cogumelos.

do fungo, por estar envolvida na sintese de RNA, DNA e proteinas e o cogumelo é uma
estrutura reprodutora (produtora de esporos).

E importante destacar que as vias de sintese de poliaminas em fungos,
principalmente em macrofungos, ainda néo esta esclarecida (DADAKOVA et al., 2009). De
um modo geral, a via principal de formagéo seria a da ornitina, sendo a putrescina um
intermediério obrigatério. A presenca de agmatina em grande parte das amostras € um
dado novo, uma vez que néo existem trabalhos na literatura que investigaram a presenca
dessa amina em cogumelos. E a presenca desta amina em 59% das amostras sugere uma
rota adicional de formagdo das poliaminas via arginina (GLORIA, 2005; KALAC e
KRAUSOVA, 2005; KALAC, 2014).

A putrescina estava presente em 20% das amostras. Uma vez que esta amina é
precursora das poliaminas, a sua ocorréncia deveria ser maior nas amostras. Entretanto,
os dados obtidos sugerem que a putrescina apesar de ser a via de formacdo das
poliaminas, ndo se acumula nos tecidos do fungo, ou o faz em baixas concentra¢des,
inferiores ao limite de deteccdo do método. Segundo DADAKOVA et al. (2009), a
putrescina foi encontrada em 15 das 17 espécies de cogumelos investigadas. Ainda, de
acordo com esses autores, nas espécies em que foi detectada a putrescina os teores
variaram de 19,8 a 1858,0 mg/kg (massa seca).

Com relacdo as demais aminas, a triptamina foi a mais prevalente, tendo sido
detectada em 37% das amostras, a feniletilamina foi detectada em 16%, a tiramina em 15%
e a cadaverina em 14% das amostras. A presenca dessas aminas biogénicas pode ser
inerente as espécies, como metabolito secundario do cogumelo, ou pode ser resultado da

descarboxilacdo dos aminoacidos precursores (triptofano, fenilalanina, tirosina e lisina,
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respectivamente) presentes nos cogumelos por enzimas microbianas. DADAKOVA et al.
(2009) também identificaram as aminas biogénicas tiramina, triptamina e feniletilamina em
cogumelos.

Os tipos de aminas encontradas por cogumelo incluidos neste estudo estdo
indicados na Tabela 20. A espermidina foi detectada em todos os cogumelos analisados.
A agmatina e triptamina foram encontradas em seis cogumelos, a tiramina em cinco,

putrescina, cadaverina e feniletilamina em trés dos oito cogumelos analisados.

Tabela 20. Aminas bioativas encontradas nos diferentes tipos de cogumelos

Cogumelo Aminas

EPD PUT AGM CAD TIM TRM FEM
Champignon X X X
Eryngii X X
Hiratake X X X X X X X
Portobello X
Salméo X X X X X X X
Shimeji Branco X X X X X X X
Shimeji Preto X X X
Shitake X X X X

EPD= espermidina; PUT= Putrescina; AGM= Agmatina; CAD= Cadaverina; TIM= Tiramina; TRM= Triptamina;
FEM-= feniletilamina.

Observa-se que todas as sete aminas foram encontradas nos cogumelos Hiratake,
Salméo e Shimeji Branco. Por outro lado, no cogumelo Portobello apenas foi detectada a
espermidina. Os demais cogumelos apresentaram nimero intermediério de aminas, duas
em Eryngii, trés em Champignon e Shimeji Preto, e quatro em Shitake. DADAKOVA et al.
(2009) observaram que a espermidina foi encontrada em todas as espécies, a espermina,

putrescina e feniletilamina na maioria e tiramina e triptamina em algumas espécies.

2.2. Teores totais de aminas nos cogumelos

Os teores totais de aminas detectados nas amostras de cogumelos analisados estéo
indicados na Figura 12 e no apéndice. Houve diferenga significativa nos teores totais
meédios de aminas nos diferentes tipos de cogumelos incluidos neste estudo. Os cogumelos
Eryngii e Shitake apresentaram os menores teores totais médios (878,2 e 851,1 mg/kg
massa seca, respectivamente). Por outro lado, o maior teor médio de aminas foi encontrado

no cogumelo Salméo (3879,8 mg/Kg massa seca).
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Uma maior variagéo nos teores totais de aminas foi observada no cogumelo Shitake,

0 qual apresentou um coeficiente de variacao (CV) igual a 47,9%. No cogumelo Eryngii, foi

encontrado menor valor de CV, igual a 17,0% (Apéndice). Provavelmente, a diversidade

no contetdo de aminas em um mesmo tipo de cogumelo pode estar associado as

diferencas das condi¢des de producaocultivo, pds-colheita e armazenamento entre os lotes

cogumelos.

Champignon
Eryngii
Hiratake
Portobello
Salméo
Shimeji branco
Shimeji preto
Shitake

I 1065,8 + 420,0 e

I 878,2 +£149,0 f
I 2386,8 + 149,0 b
T 1099,9 +457,8 e
|
I 2117,0 £1331,2 d
e 2225,9+488,1 ¢
I 851,1 +586,1 f

3879,8+2034 a

0

500 1000 1500 2000 2500 3000

Teor total (mg/Kg massa seca)

3500

4000

4500

Figura 12. Teores totais médios de aminas bioativas em oito tipos de cogumelos. Médias

seguidas por letras distintas diferem entre si (p < 0,05, teste de Tukey).

2.3. Prevaléncia de aminas bioativas nos cogumelos

A contribuicdo do teor encontrado de cada amina ao teor total nos oito cogumelos

estudados esta indicada na Figura 13. As aminas que mais contribuiram para o teor total

de cogumelos foram a espermidina (50,5%) e agmatina (41,4%). As demais aminas

analisadas tiveram contribuig&o inferior a 4,0% (cada amina). Tiramina e triptamina, apesar
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Putrescina
Agmatina
Cadaverina
Tiramina

Triptamina
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0,0
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Figura 13. Percentual de contribuicdo de cada amina ao teor total nos oito cogumelos

estudados.
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de serem frequentes na maioria das amostras, pouco contribuiram para os teores totais.

2.4. Perfil e teores de aminas bioativas nos diferentes tipos de cogumelos

2.4.1. Cogumelo Champignon

Os percentuais de contribuicdo de cada amina ao teor total das amostras do
cogumelo Champignon estéo apresentados na Figura 14. Em todos os lotes desse
cogumelo foi detectado espermidina, a tiramina foi detectada em um e a triptamina foi
detectada em trés. Apesar da deteccdo dessas aminas, a contribuigéo foi pequena (<4%
cada) para o percentual total.

Os teores de aminas bioativas no cogumelo Champignon estdo apresentados na
Figura 15. A espermidina apresentou maior teor médio (1049,7 mg/kg massa seca). Os

teores de tiramina e triptamina foram discretos.

2.4.2. Cogumelo Portobello

No cogumelo Portobello apenas a espermidina foi detectada. Os valores dessa
poliamina variaram de 768,4 a 1344,2 mg/kg (massa seca) e o teor médio foi igual a 1099,9

mg/kg (massa seca).

2.4.3. Cogumelo Shitake

Os percentuais de contribuicdo de aminas ao teor total das amostras do cogumelo
Shitake estéo apresentados na Figura 16. Nesse cogumelo, a espermidina foi detectada
em todos os lotes, a tiramina foi detectada em apenas um lote, assim como a triptamina e
agmatina. Apesar da deteccao de triptamina e tiramina, a contribuigcdo destas foi pequena
(<4% cada) para o teor total.

Os teores de aminas bioativas no cogumelo Shitake estdo apresentados na Figura
17. Observa-se que a espermidina apresentou maior teor médio (790,1 mg/kg massa seca).
A agmatina apresentou teor de 53,8 mg/kg (massa seca) e os teores de tiramina e triptamina

foram baixos (< 6 mg/kg massa seca).
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Figura 14. Percentual de contribuicdo de cada amina ao teor total em diferentes lotes do

cogumelo Champignon.
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Figura 15. Teores médios de aminas bioativas no cogumelo Champignon.

2.4.4. Cogumelo Shimeji Preto

Os percentuais de contribuicdo de cada amina ao teor total nas amostras de Shimeji
Preto estdo apresentados na Figura 18. Em todos os lotes desse cogumelo foram
detectados espermidina e agmatina e em trés lotes foi detectada a triptamina. Nesse
cogumelo, a contribuicdo de cada amina ao teor total variou de 54,32 a 65,68% para
espermidina e de 33,29 a 45,18% para agmatina. A tiramina e triptamina apresentaram
pequena contribuigdo ao teor total de aminas.

Os teores de aminas bioativas no cogumelo Shimeji Preto estdo apresentados na
Figura 19. Observa-se que a espermidina apresentou maior teor médio (1351,4 mg/kg
massa seca) e a agmatina apresentou teor elevado (851,8 mg/kg massa seca). O teor de

tiramina foi baixo (7,7 mg/kg massa seca).
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Figura 16. Percentual de contribuicdo de cada amina ao teor total em diferentes lotes do

cogumelo Shitake.
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Figura 17. Teores médios de aminas bioativas no cogumelo Shitake
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Figura 18. Percentual de contribuicdo de cada amina ao teor total em diferentes lotes do
cogumelo Shimeji Preto.
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Figura 19. Teores médios de aminas bioativas no cogumelo Shimeji Preto.

2.4.5. Cogumelo Shimeji Branco

Os percentuais de contribuicdo de cada amina ao teor total nas amostras de Shimeji
Branco estdo apresentados na Figura 20. Em todos os lotes desse cogumelo foram
detectados espermidina, agmatina, feniletilamina e triptamina. A prevaléncia destas aminas
em todos os lotes pode indicar que essas sdo inerentes ao perfil bioquimico desse
cogumelo. A putrescina foi detectada em trés lotes, a tiramina em dois lotes e a cadaverina
em um. Nesse cogumelo, as maiores contribuicdes das aminas ao teor total foram da
agmatina (27,95 a 63,35%), espermidina (22,44 a 40,30%). Em um lote a putrescina
contribuiu em 19,67%, para os demais em que foi detectada a contribuic&o foi menor que 5

%. Feniletilamina e triptamina, apesar de terem sido detectadas em todos os lotes, tiveram
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Figura 20. Percentual de contribuicdo de cada amina ao teor total em diferentes lotes do

cogumelo Shimeji Branco.
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percentual de contribuicdo menor que 10%. A tiramina apresentou baixa contribuicdo ao
teor total de aminas (< 3%).

Os teores de aminas bioativas no cogumelo Shimeji Branco estdo apresentados na
Figura 21. Observa-se que a agmatina e espermidina apresentaram teores médios
elevados 1029,5 e 726,1 mg/kg massa seca, respectivamente. Os teores das demais

aminas variaram, em massa seca, de 15,0 (tiramina) a 138,7 mg/kg (triptamina).

Espermidina
Putrescina
Agmatina
Cadaverina
Tiramina
Triptamina
Feniletilamina

Total 2117,0

0,0 500,0 1000,0 1500,0 2000,0 2500,0
mg/kg massa seca

Figura 21. Teores médios de aminas bioativas no cogumelo Shimeji Branco.

2.4.6. Cogumelo Salméo

Os percentuais de contribuicdo de cada amina ao teor total de aminas das amostras
de cogumelo Salméo estdo apresentados na Figura 22. Em todos os lotes desse cogumelo
foram detectados espermidina, agmatina e triptamina. A prevaléncia destas aminas em
todos os lotes pode indicar que essas aminas sao inerentes do perfil bioquimico desse
cogumelo. A putrescina foi detectada em trés lotes, a cadaverina e feniletilamina em dois

e a tiramina em um. Nesse cogumelo, as maiores contribuigcdes ao teor total de aminas foi
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Figura 22. Percentual de contribuicdo de cada amina ao teor total em diferentes lotes do

cogumelo Salméo.

80



da agmatina (37,4 a 61,0%). Em um lote a contribuicéo de putrescina (28,1 %) foi superior
a de espermidina (16,6 %). A triptamina, feniletilamina e triptamina estavam presentes em
baixos percentuais em relacdo aos teores totais.

Os teores de aminas bioativas no cogumelo Salméo estdo apresentados na Figura
23. Observa-se que, assim como o cogumelo Shimeji Branco, agmatina e espermidina
apresentaram teores médios elevados (22059 e 1199,0 mg/kg em massa seca,
respectivamente). Os teores das demais aminas variaram de 6,9 (feniletilamina) a 280,4

mg/kg (massa seca) (putrescina).

Espermidina T 1199,0
Putrescina =3 280,4
Agmatina D 22059
Cadaverina B 67,5
Tiramina 1 34,0
Triptamina B 86,1
Feniletilamina | 6,9
Total IS 38798

0,0 1000,0 2000,0 3000,0 4000,0 5000,0
mg/kg massa seca

Figura 23. Teores médios de aminas bioativas no cogumelo Salm&o.

2.4.7. Cogumelo Hiratake

Os percentuais de contribuicdo ao teor total de aminas das amostras do cogumelo
Hiratake estdo apresentados na Figura 24. Em todos os lotes do cogumelo Hiratake foram
detectados espermidina e agmatina. A tiramina esteve presente em trés lotes, a putrescina
em dois, a cadaverina, feniletilamina e triptamina em apenas um lote. Em todos os lotes, a
agmatina e espermidina foram as aminas que mais contribuiram para o percentual total de
aminas. Com relacdo a tiramina, em um lote essa amina apresentou contribui¢céo elevada
ao percentual total de aminas (23,6 %), nos demais lotes em que foi detectada, a tiramina
apresentou contribuicdo discreta (<2%). A contribuicdo de putrescina, nos lotes em que foi
detectada, variou de 2,8 a 12,7%. As demais aminas apresentaram contribuicdo menor
que (10%).

Os teores de aminas bioativas no cogumelo Hiratake estdo apresentados na Figura
25. Assim como os cogumelos Shimeji Branco e Salméo, o teor médio de agmatina (1258,0

mg/kg massa seca) foi maior que o teor médio de espermina (922,5 mg/kg massa seca).
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Os teores médios das demais aminas variaram de 5,2 (feniletilamina) a 104,4 mg/kg (massa

seca) (tiramina).
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Figura 24. Percentual de contribuicdo de cada amina ao teor total em diferentes lotes do

cogumelo Hiratake.

2.4.8. Cogumelo Eryngii

No cogumelo Eryngii foi limitada a disponibilidade de amostra, desta forma o
resultado se refere a esta amostra apenas. Nesse cogumelo foi detectado apenas as
aminas espermidina e agmatina. Os teores médios foram de 202,2 mg/kg para a agmatina

e de 675,9 mg/kg (ambos em massa seca) para a espermidina.

Espermidina I 922 5

Agmativa DTS 1258,0

Putrescina B 54,4

Cadaverina 1 24,6

Tiramina W 104,4

Triptamina 1 17,6

Feniletilamina | 5,2
Total IS 2386,8

0,0 500,0 1000,0  1500,0 2000,0 2500,0 3000,0
mg/kg massa seca

Figura 25. Teores médios de aminas bioativas no cogumelo Hiratake.
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2.5. Teores de aminas em cogumelos

Considereando todos os tipos de cogumelos analisados, nas amostras foram
detectados teores de espermidina que variaram de 362,1 a 2043,3 mg/kg em massa seca.
Houve diferenca significativa nos teores médios de espermidina entre os cogumelos. O
maior teor médio de espermidina, calculado nos cogumelos Shimeji Preto, ndo diferiu
significativamente dos teores médios das variedades Salmao, Champignon e Portobello.
Os cogumelos Shimeji Branco, Shitake, Eryngii e Hiratake apresentaram os menores teores
dessa poliamina. No trabalho de DADAKOVA et al. (2009), foi encontrada espermidina em
todas as amostras de cogumelos. O maior teor médio desta poliamina foi encontrada na
espécie Boletus erythropus (2219 mg/kg massa seca).

Em relacdo a putrescina, a variedade Salm&o apresentou maior teor médio de
putrescina (280,5 mg/kg massa seca), que nao diferiu significativamente do teor médio da
variedade Shimeji Branco, entretanto diferiu dos valores ndo detectados. Os teores médios
das variedades Shimeji Branco e Hiratake n&o diferiram significativamente dos cogumelos
em que n&o foi detectado putrescina. Em apenas uma espécie, no trabalho de DADAKOVA
et al. (2009), a putrescina néo foi detectada. O maior teor médio de putrescina (1858,0
mg/kg massa seca), relatado por esses autores, encontrado na espécie Xerocomus
chrysentereon, foi superior ao maior teor médio de putrescina encontrado no cogumelo
Salmé&o no presente trabalho.

Agmatina foi encontrada em todos os tipos de cogumelo analisados, exceto em
Portobello e Champignon. Os teores médios de agmatina diferiram significativamente entre
0s cogumelos, o tipo Salmdo apresentou maior teor médio de agmatina (2205,9 mg/kg
massa seca). O teor médio de agmatina nos cogumelos Shitake e Eryngii ndo diferiram
significativamente das variedades nédo detectadas.

A cadaverina foi detectada nos cogumelos Salméo, Hiratake e Shimeji Branco.
Apenas no cogumelo Salmé&o o teor médio (67,5 mg/kg massa seca) foi significativamente
superior as amostras ndo detectadas. N&o ha dados na literatura em relacdo a ocorréncia
de cadaverina em cogumelos.

Os teores médios de tiramina ndo variaram entre os cogumelos incluindo os valores
ndo detectados. Nas 17 espécies analisadas por DADAKOVA et al. (2009), o maior teor
meédio de tiramina encontrado (81,2 mg/kg massa seca da espécie Xerocomus badius) foi
inferior ao teor médio de tiramina do cogumelo Hiratake (104,4 mg/kg massa seca).

Nos cogumelos Portobello e Eryngii ndo foi detectada a presencga de triptamina.

Apenas no cogumelo Shimeji Branco, a triptamina foi detectada em todas as amostras
83



analisadas. Houve diferenca significativa entre os teores médios de triptamina, apenas nos
cogumelos Shimeji Branco e Salméao os teores médios diferiram significativamente do valor
ndo detectado. O maior teor médio de triptamina (138,7 mg/kg massa seca), encontrado
no Shimeji Branco, foi superior ao maior teor médio (77,5 mg/kg massa seca) encontrado
por DADAKOVA et al. (2009).

No que se refere a feniletilamina, foram detectados teores dessa amina nos
cogumelos Shimeji Branco, Hiratake e Salméo. Apenas no cogumelo Shimeji Branco o teor
meédio de feniletilamina diferiu significativamente dos valores ndo detectados. O teor médio
de feniletilamina (84,3 mg/kg massa seca) encontrado na variedade Shimeji Branco foi
inferior ao maior teor médio (546 mg/kg massa seca), encontrado por DADAKOVA et al.
(2009) na espécie Xerocomus subtomentosus.

Todas os cogumelos estudados apresentaram teores totais de aminas elevados. Os
teores totais médios de aminas diferiram significativamente entre as amostras. Em ordem
decrescente dos teores médios totais de aminas seguem a seguinte sequéncia: Salméo >

Hiratake > Shimeji Preto > Portobello = Champignon > Shitake = Eryngii.

2.6. Consideragdes sobre aminas em cogumelos

Quando a prevaléncia de uma amina por tipo de cogumelo é de 100% com relagéo
aos lotes, levanta-se a hipotese de que esta amina seja inerente a espécie. Nos cogumelos,
a prevaléncia de aminas como espermidina (todas as variedades), agmatina e feniletilamina
(algumas variedades), pode ser justificada como perfil bioquimico tipico do cogumelo. No
caso de baixa prevaléncia de aminas nos lotes, pode ser indicio de que a formacédo desta
amina foi afetada pelas condi¢des especificas de producéo de cada lote, incluindo aspectos
relacionados a micélio, nutrientes, condicdes de temperatura, umidade, tempo de

frutificacdo, pds-colheita e também de condi¢des higiénico sanitarias prevalentes.

2.7. Propriedades funcionais dos cogumelos em relag&o as aminas

Nesse estudo, os teores médios de espermidina foram elevados em todos os tipos
de cogumelos. A presenca de poliaminas na dieta pode trazer diversos beneficios a saude,
dentres elas a promocéo da saude interstinal, uma vez que as poliaminas sao responsaveis
pela maturacdo e regeneracdo da mucosa intestinal, sendo que niveis suficientes podem
reduzir a intolerancia a substancias alergénicas. Além disso, as poliaminas contribuem

para a maturacao do sistema imune e da mucosa intestinal em criangas, séo eficientes na
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cicatrizacdo de feridas, sdo mediadores anti-inflamatérios e tém atividade antioxidante.
Todavia no tratamento contra o cancer deve-se tomar cuidado com ingestdo de poliaminas
uma vez que estas aminas exégenas podem favorecer o crescimento de tumores (GLORIA,
2005; KALAC & KRAUSOVA 2005; KALAC, 2014).

Nos cogumelos em que a agmatina foi prevalente, os teores dessa amina foram
elevados. A agmatina é formada a partir da descarboxilagdo do aminoacido arginina. Esse
aminoacido apresenta multiplos efeitos metabdlicos e imunoldgicos benéficos, especificos
em situagbes de estresse. Sabe-se que a espermidina € formada via putrescina e em
alguns microrganismos e plantas a sintese de putrescina se dé via agmatina, que € formada
pela descarboxilagéo de arginina (GLORIA, 2005). Por essa razéo, é possivel supor que a
sintese de espermidina em algumas das variedades estudadas pode ser via agmatina.
Essa hipotese pode ser reforcada por ter sido analisado nesse trabalho as regifes
reprodutoras (corpos de frutificagédo, os cogumelos) em que existe a formagéo de esporos,

Ou seja, nessa regido ha necessidade de teores elevados de poliaminas.

2.8. Aspectos toxicologicos dos cogumelos em relagcdo as aminas

O aumento dos niveis de poliaminas esta relacionado com a proliferacdo celular,
decréscimo da apoptose e aumento da expressao de genes que afetam a invasdo tumoral
e metastase. De forma reciproca, a supresséo dos niveis de poliaminas esti associada
com uma queda no crescimento celular, aumento da apoptose e decréscimo da expressao
de genes que afetam a invas@o tumoral e metastase (SODA, 2011). Os cogumelos
apresentaram altos teores de espermidina variando, em massa seca, de 675,9 (Eryngii) a
1366,7 mg/kg (Shimeji Preto). Por essa perspectiva, deve-se ter precau¢géo com 0 consumo
de cogumelos por pacientes em tratamento contra o cancer.

As aminas biogénicas tiramina, triptamina e feniletilamina s&o aminas neuro e
vasoativas que presentes em grandes quantidades nos alimentos estéo associadas a crises
hipertensivas, quadros de enxaquecas e outras alteracdes fisioldgicas conforme indicado
na Tabela 16. A sensibilidade aos efeitos toxicos, esta diretamente relacionado com
biodisponibilidade destas aminas. Pessoas que fazem o uso de drogas da classe IMAOs
sdo mais sensiveis a intoxicacdo. O &lcool também é considerado como potencializador
dos efeitos téxicos das aminas biogénicas por ser antagonista das enzimas
monoaminoxidases. Além disso, a presen¢ca das aminas putrescina e cadaverina
potencializa a toxicidade dessas aminas por apresentarem relagdo competidora com as

demais aminas biogénicas na reagdo com as enzimas aminoxidases. A incidéncia e o
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acumulo de algumas aminas em alimentos, dentre elas, histamina, tiramina, triptamina,
cadaverina, putrescina, feniletilamina, em algumas amostras pode indicar condigédo
higiénico sanitaria inadequada (GLORIA, 2005).

Para avaliar a qualidade dos cogumelos in natura, os teores médios de aminas nos
cogumelos estdo expressos em base Umida na Tabela 21. Os teores de tiramina nos
cogumelos estao abaixo dos valores em que n&o foram observados efeitos adversos para
essa amina relatados por EFSA (2011). Por essa razéo todos os cogumelos analisados

séo Seguros para 0 consumo.

Tabela 21. Teores de aminas em oito tipos de cogumelos in natura

Cogumelos Aminas mg/100g*

EPD PUT AGM CAD TIM TRM FEM TOTAL
Champignon 9,83 nd nd nd 0,01 0,13 nd 9,97
Portobello 9,72 nd nd nd nd nd nd 9,72
Shitake 7,21 nd 0,49 nd 0,02 0,05 nd 7,77
Shimeji Branco 7,00 0,93 9,91 0,13 0,14 1,37 0,84 20,32
Shimeji Preto 12,40 nd 7,77 nd nd 0,08 nd 20,25
Hiratake 9,21 0,62 12,68 0,30 0,88 0,18 0,05 23,93
Salméao 11,50 2,48 20,89 059 0,29 0,82 0,06 36,64
Eryngii 7,87 nd 2,36 nd nd nd nd 10,23

*Valores em massa Umida. EPD= Espermidia; PUT= Putrescina; AGM= Agmatina; CAD= Cadaverina; TIM= Tiramina
; TRM= Triptamina; FEM= Feniletilamina.

3. Teores de fendlicos totais dos cogumelos

Os resultados dos teores de fendlicos totais nos cogumelos estéo na Tabela 22. Os
teores de fendlicos totais variaram de 6,15 a 11,74 em miligrama equivalente de acido galico
(mg EAG) por grama de cogumelo (massa seca). O cogumelo Shimeji Preto apresentou
maior teor médio de fendlicos totais (11,74 mgEAG/g). Houve diferencas significativas entre
os teores de fendlicos totais nos cogumelos. No cogumelo Salmédo os teores diferiram
significativamente dos teores de fendlicos dos cogumelos Eryngii, Shitake e Hiratake,
entretanto n&o houve diferenga significativa entre os os cogumelos Portobello e Shimeji
Branco. Os teores de fendlicos totais nos cogumelos Portobello e Shimeji Branco foram
significativamente superiores aos teores do cogumelo Champignon, porém ndo houve
diferencas significativa com os teores dos cogumelos Eryngii, Shitake e Hiratake. Os teores
de fendlicos desses trés ultimos cogumelos nédo diferiram significativamente com os teores

do cogumelo Champignon. Os resultados de fendlicos totais obtidos nos cogumelos foram
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similares aos teores de YANG et al. (2002) (6,27 a 15,7 mg EAG/g) e foram inferiores aos
teores de fendlicos totais determinados nos cogumelos nos trabalhos de SOARES et al.
(2009) e SILVA & JORGE et al. (2011).

Tabela 22. Teores médios de fendlicos totais nos diferentes tipos de cogumelos

Cogumelos mgEAG/g

Champignon 6,15 + 0,45 ¢
Eryngii 6,72 + 0,07 9
Hiratake 6,16 + 0,49 ¢d
Portobello 7,24 + 0,58 b-°
Salmao 7,51+0,15°
Shimeji Branco 7,10 + 0,93 B¢
Shimeji Preto 11,74+ 0,432
Shitake 6,30 + 0,22 ¢d

Teores em miligrama equivalente acido galico por grama de cogumelo (massa seca). Médias seguidas por
letras distintas diferem entre si (p < 0,05, teste de Tukey).

4. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos cogumelos foi avaliada por meio de trés métodos
diferentes: poder redutor pela reducéo do ion molibdato Mo(VI), sequestro de radicais livres
pelo método de inativacdo do radical DPPHe e avaliagcdo da estabilidade oxidativa do éleo
pelo método Rancimat®. O preparo dos extratos antioxidantes seguiu a metodologia de
YANG et al. (2002), ELMASTAS et al. (2007) e TURKOGLU et al. (2009). Os resultados

dos ensaios antioxidantes estdo expressos na Tabela 23.

4.1. Poder antioxidante dos extratos pelainativagdo do radical DPPHe

Os resultados da capacidade antioxidante de inativacdo do radical DPPHe, foram
expressos em indice ECso%. Esse indice significa a quantidade suficiente do extrato para
reduzir em 50% a absor¢do do radical DPPHe, dessa forma quanto menor a quantidade
para inibir 50% de absorgéo, maior a atividade antioxidante. N&o foi detectado sinal para
os padrbes espermidina e espermina. Os padrdes BHA e catequina apresentaram 0s

menores indices de ECsoy% € ndo diferiram significativamente entre si.
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Tabela 23. Valores de atividade antioxidantes dos cogumelos e padrfes nos ensaios de
inativagdo do radical DPPH, poder de reducéo sobre o ion Mo (VI) e avaliagdo do aumento

da estabilidade oxidativa do 6leo por Rancimat

Resultados antioxidantes

Cogumelos DPPH Mo Rancimat
EC50% pg mgEAA/g Fator de protecéo

Champignon 354,83 + 99,66 ° 55,90 + 3,72 ¢ 1,48 + 0,07 ¢
Eryngii 562,55 ¢ 50,38 + 3,08 1,16 + 0,02 9
Hiratake 531,62 + 146,40 becd 73,52 + 3,564 b 1,51+0,08 ¢
Portobello 369,21 + 110,51 P°¢ 50,87 + 6,21 ¢ 1,25 + 0,07 ©f
Salmao 396,13 + 61,42 ¢ 55,03 + 9,33 ¢ 1,35+ 0,05
Shimeji Branco 707,62 + 98,85 ¢ 86,29 + 10,03 2P 1,43 +0,20 ¢4
Shimeji Preto 400,27 + 81,96 b€ 87,49+5212 1,31 +0,10 %€
Shitake 512,33 + 7,25 bed 68,12 + 12,72 ¢ 1,05+ 0,01 "9
BHA 1,702 - -
Catequina 1,302 - -

EPM - . 2,81+0,132
EPD - - 2,44+0,15°
BHA + BHT - - 1,21 + 0,01 &f
Controle - - 1,00+0,019

EPM=espermina; EPD= espermidina, BHA= butil hidroxi anisol; BHT= butil hidroxi tolueno; EAA= equivalente &cido
ascorbico; EC50%-= concentracdo média para 50% de inibicdo. NA= ndo avaliado Sem atividade Médias de triplicata +
desvio padrdo. Valores com a mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente (teste de Tukey, p > 0,05).

Em relagéo aos extratos de cogumelos, os valores de ECsoy variaram nos teores de
707,62 ug (Shimejji Branco) a 354,83 pug (Champignon). Houve diferencga significativa entre
os valores de EC50%(ug) dos cogumelos. O valor de EC50%(ug) do extrato do cogumelo
Champignon néo diferiu significativamente dos cogumelos Portobello, Salmédo, Shimeji
Preto, Shitake, e Hiratake, porém foi menor que Eryngii e Shimeji Branco. Os valores de
EC50%(ug) cogumelos Portobello, Salméo e Shimeji Preto néo diferiram significativamente
do cogumelo Eryngii, mas foram menores que os valores de EC50%(ug) cogumelo Shimeji
Branco. Nao houve diferengas significativas entre os valores de EC50%(ug) dos cogumelos
Hiratake, Shitake e Eryngii. Com relagdo aos valores de ECsoy dos extratos metandlicos
de cogumelos e dos padrdes é possivel afirmar que as quantidades dos extratos e padrdes

sdo equivalentes entre si. Ou seja, 707,6 pg do extrato metandlico de Shimeji Branco tem
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a mesma atividade que 1,7 yg de BHA, para inativar o radical DPPHe dentro das condi¢cbes

desse ensaio.

4.2. Poder redutor pela reducéo do ion molibdato

Os valores do poder de reducéo dos extratos antioxidantes sob o ion Mo (VI) estéo
representados em miligrama equivalente acido ascorbico (mg EAA) por grama de cogumelo
seco. Todos os extratos de cogumelos tiveram poder de reducéo sob o ion Mo (VI). N&o
foi detectado resposta para os padroes espermidina e espermina. O poder redutor variou
de 50,38 mgEAA/g (Eryngii) a 87,49 mgEAA/g (Shimeji Preto). Houve diferenca significativa
entre os valores encontrados para 0s cogumelos.

O maior poder redutor do ion molibdato foi apresentado pelo cogumelo Shimeji Preto
que foi significativamente igual ao poder redutor do cogumelo Shimeji Branco, porem
superior ao cogumelo Hiratake. N&o houve diferengas significativas entre os cogumelos
Shimeji Branco e Hiratake, entretanto, ao contrario do cogumelo Hiratake, o cogumelo
Shimeji Branco apresentou poder de redutor superior ao cogumelo Shitake que néo diferiu
significativamente do poder redutor dos cogumelos Salmdo, Champignon, Portobello e

Eryngii.

4.3. Avaliacdo da adicéo dos extratos antioxidantes na estabilidade lipidica

Os resultados da capacidade antioxidante pelo aumento do tempo de indugéo da
oxidagdo lipidica foram expressos em fator de protecdo. As poliaminas espermidina e
espermina foram as mais efetivas no aumento do periodo de inducdo da oxidag&o no 6leo
de soja em relagdo a associacdo dos antioxidantes sintéticos BHA e BHT e os extratos
metandlicos dos cogumelos.

Os cogumelos Hiratake, Champignon, Shimeji Branco e Salmé&o n&o apresentaram
diferencas significativas entre si, todavia foram mais efetivas que a associagdo dos
antioxidantes sintéticos BHA e BHT que néo diferiu significativamente dos extratos das
variedades Shimeji Preto e Portobello. Os extratos de Shitake e Eryngii ndo diferiram
significativamente do 6leo de soja sem adi¢é@o de antioxidante (grupo controle). No trabalho
de SILVA e JORGE (2011), os extratos metanolicos de cogumelos, na propor¢éo 3,5 g dos
extratos por quilograma de 6leo, nas condi¢des experimentais de 100 °C e 20 L/h de fluxo
de ar, forneceram fatores de protecdo de 1,32 para espécie Lentinula edodes e 1,35 para

espécie Agaricus blazei. No presente estudo, o cogumelo Shitake (Lentinula edodes) ao
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contrario dos estudos de SILVA e JORGE (2011) ndo apresentou efeito protetor sobre o

Oleo de soja.

4.4. Consideragdes sobre a atividade antioxinante em cogumelos

A atividade antioxidante em sistemas biolégicos depende de diversos fatores, dentre
eles, o substrato, condigbes e estagio da oxidacdo e o perfil dos antioxidantes. Nos
meétodos in vitro, é importante considerar a composi¢do do sistema, o tipo de substrato
oxidavel, e os métodos para avaliar a oxidacdo e quantificar a atividade antioxidante. A
eficicia antioxidante é determinada pela heterogeneidade e natureza do sistema, o tipo de
substrato lipidico, incluindo o estado fisico e grau de instauracéo, os tipos de pro-oxidantes
(iniciadores), em especial os metais de transicdo, e a possivel interacdo com outros
componentes. Por essa razdo, ndo pode haver uma abordagem limitada para determinar
a atividade antioxidante (FRANKEL & MEYER, 2000).

Nesse trabalho, foram utilizadas trés metodologias com mecanismos distintos para
avaliar atividade antioxidante de extratos metanolicos de algumas variedades cogumelos e
das poliaminas espermidina e espermina. Em todos os ensaios, foram utilizados
antioxidantes conhecidos para comparar a atividade antioxidante em cada método, uma
vez que é dificil a comparacdo dos dados obtidos com os dados sobre a atividade
antioxidante de cogumelos. Essa dificuldade de comparagéo é justificada pela diversidade
de metodologias tanto na producdo do extrato antioxidante quanto na variacdo de
metodologias em um mesmo ensaio antioxidante. Os ensaios de avaliagdo do poder
redutor pela redugéo do ion Mo (VI) e sequestro de radical livre pela inativacdo do radical
DPPHe, sdo ensaios em meio hidrofilico que apresentam mecanismo de reagéo simples,
nos quais os fatores tempo, temperatura de incubagéo e concentragéo da solugdo reagente
sao fatores determinantes da atividade antioxidante (GULCIN, 2011). No ensaio de
avaliacd@o da estabilidade lipidica por Rancimat, o meio de reacéo é hidrofébico, as reacdes
de oxidagdo sdo complexas e variadas, a quantidade de 6leo, temperatura e fluxo de ar séo
determinantes para resolu¢éo dos resultados (FARHOOSH, 2007).

As poliaminas espermidina e espermina ndo apresentaram resposta nos ensaios
hidrofilicos, todavia apresentaram maior atividade antioxidante que os extratos de
cogumelos e padrbes na avaliacdo da estabilidade lipidica por Rancimat. Provavelmente
as poliaminas sdo antioxidantes mais efetivas em meio lipidico que em meio aquoso.

Em relacdo aos extratos de cogumelos ndo houve predominancia de um

determinado cogumelo nos ensaios antioxidantes, uma vez que a atividade antioxidante foi
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variada entre eles nos diferentes métodos. Esse fato pode ser justificado pela provavel
diversidade de compostos que apresentam diferentes mecanismos antioxidantes presentes

nos diferentes tipos de cogumelos.

5. Correlagédo entre os compostos com atividade antioxidante e potencial

antioxidante dos cogumelos

Os resultados entre os compostos com atividade antioxidante e potencial
antioxidante dos cogumelos estdo apresentados na Tabela 24. Entre os métodos
apresentados, os teores de fendlicos totais nos cogumelos tiveram correlagéo fraca (r < 0,3)
com ensaio de avaliagcdo da estabilidade lipidica por Rancimat e sequestro do radical
DPPH, porém, os teores de fendlicos totais nos cogumelos tiveram correlagdo moderada
(0,3 <r <0,7) com ensaio de poder redugdo sob o ion molibdato e com teores de
espermidina nos cogumelos. Os resultados do ensaio de avaliagdo da estabilidade lipidica
por Rancimat tiveram correlacéo fraca (r < 0,3) com os demais ensaios.

A correlagdo dos resultados do ensaio de poder redugdo sob ion molibdato e
sequestro do radical DPPH foi moderada (0,3 < r < 0,7). A correlagdo negativa do ensaio

DPPH é justificada pelo fato de ter sido avaliado o poder antioxidante pelo indice EC50%.

Tabela 24. Correlacdo entre os resultados dos teores de fendlicos totais e os métodos que

avaliaram a atividade antioxidante nos extratos de cogumelos

Correlagédo de Pearson
FOLIN RANCIMAT DPPH MOLIBDATO ESPERMIDINA

FOLIN 1
RANCIMAT 0,032 1
DPPH -0,241 -0,005 1
MOLIBDATO 0,552 0,274 0,456 1
ESPERMIDINA 0,696 0,246 -0,789 0,083 1

A correlacdo moderada para fraca entre os teores de fendlicos totais e os métodos
antioxidantes pode estar relacionada com a diversidade de compostos nos tipos de
cogumelos que apresentam mecanismos antioxidantes diversificados. Dessa forma a
atividade antioxidante nos cogumelos ndo pode ser somente justificada pelos teores de

fendlicos nesse alimento.
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A correlacdo moderada entre os ensaios sequestro do radical DPPH e poder de
redutor sob ion molibato pode ser justificada por tratar-se de ensaios hidrofilicos e pela
possivel diversidade de compostos antioxidantes nos diferentes tipos de cogumelos. A
correlagdo fraca dos ensaios antioxidantes hidrofilicos com o ensaio avaliacdo da
estabilidade lipidica via Rancimat (lipofilicos) pode ser justificada também pela diversidade
de compostos antioxidantes nos tipos de cogumelos, em que em alguns tipos de cogumelos
pode haver prevaléncia de compostos com atividade antioxidante em meio lipofilico que
hidrofilico e vice-versa.

Os teores de espermidina no cogumelo apresentaram correlagdo fraca com os
resultados do ensaio de avaliacdo da estabilidade lipidica por Rancimat. Esse fato pode
ser justificado pela a auséncia dessa poliamina nos extratos metandélicos dos cogumelos.
Entretanto os teores de espermidina nos cogumelos apresentaram correlagéo forte com os
resultados do ensaio de inibicio DPPHe e correlagdo moderada com os teores de fendlicos.
Provavelmente os teores de espermidina estéo relacionados com compostos fendlicos e

outros compostos que apresentam potencial de sequestro do radical DPPHe.
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CONCLUSAO

Com relagéo ao perfil de aminas em cogumelos, pode-se afirmar que a espermidina
é inerente a todos os cogumelos e a agmatina € inerente aos cogumelos Shitake, Shimeji
Branco, Shimeji Preto, Salméo, Hiratake e Eryngii.

Todos os cogumelos analisados podem ser utilizados na dieta como fonte de
espermidina. Os altos teores de agmatina encontrados nos cogumelos Salméo, Hiratake,
Shimeji Branco e Shimeji Preto, podem indicar que a sintese de poliaminas nesses tipos de
cogumelos pode ocorrer também via agmatina.

Em alguns cogumelos foram detectadas as aminas vasoconstritoras tiramina,
triptamina e feniletilamina. Entretanto estas estavam presentes em quantidades nao
suficientes para causar efeitos adversos a saude. Os teores das aminas cadaverina,
putrescina, tiramina, triptamina e feniletilamina foram discretos com relacdo aos teores
totais.

Todos os cogumelos analisados podem ser utilizados como fonte de compostos
fendlicos.

Os extratos de metandlicos de cogumelos apresentaram substéncias doadoras de
elétrons e hidrogénios, e promoveram a estabilidade do 6leo de soja. Assim, os cogumelos
podem ser considerados como fonte antioxidante. Em relagéo aos extratos de cogumelos
ndo houve predominancia de um determinado cogumelo nos ensaios antioxidantes.

As poliaminas espermidina e espermina ndo apresentaram atividade nos ensaios de
sequestro do radical DPPHe e reducéo do ion Mo (VI), entretanto apresentaram maior fator
de protecdo no método de oxidacdo induzida em 6leo. Desta forma, as poliaminas sdo
antioxidantes mais efetivas em meio lipidico.

Estudos de correlagéo sugerem que os teores de espermidina nos cogumelos estao
relacionados com compostos fendlicos e outros compostos que apresentam potencial de

sequestro do radical DPPHe.
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Tabela. Faixa, média, coeficiente de variacao e mediana dos teores de aminas nos cogumelos

Cogumelos Medidas Aminas
EPD PUT AGM CAD TIM TRM FEM TOTAL
Champignon Faixa 458,0 - 1909,1 nd nd nd nd-10,6 nd-117,8 nd 511,1 - 1909,1
Média 1049,7 2bcd nd P nd © nd P 0,8 15,3 ¢ nd ° 1065,8 €
CV (%) 40,3 nd nd nd 360,6 227,5 nd 39,4
Mediana 1098,9 nd nd nd nd nd nd 1098,9
Portobello Faixa 768,4 - 1344,2 nd nd nd nd nd nd nd
Média 1099,9 ¢ nd P nd © nd ° nd nd © nd ° 1099,9 €
CV (%) 40,3 nd nd nd nd nd nd 40,3
Mediana 1098,9 nd nd nd nd nd nd 1108,7
Shitake Faixa 572,3 - 1381,8 nd nd - 752,9 nd nd - 31,9 nd - 69,4 nd 568,7 - 2204,1
Média 790,1 ¢ nd P 53,8 ¢ nd ° 2,3 5,0°¢ nd ° 851,1"
CV (%) 26,2 nd 374,2 nd 374,2 374,2 nd 47,9
Mediana 743,6 nd nd nd nd nd nd 743,6
Shimeji Faixa 362,1-1108,5 nd-531,4 326,4-14385 nd-97,1 nd-826 423-2335 nd-160,1  1308,2 - 2910,2
Branco A cd ab b a,b a a d
Média 726,1 108,2 1029,5 15,32 15,0 138,7 84,3 2117,0
CV (%) 29,9 163,3 32,9 207,2 179,7 43,6 64,9 23,1
Mediana 7443 33,0 1028,9 nd nd 119,3 78,5 1982,1
Shimeji Preto Faixa 631,9 - 1815,2 nd 581,4 - 1255,0 nd nd nd - 57,6 nd 760,6 - 2892,9
Média 1366,7 2 nd ° 851,38 ° nd P nd 75°¢ nd P 22259 ¢
CV (%) 24,5 nd 36,5 nd nd 2244 nd 26,3
Mediana 14235 nd 848,5 nd nd nd nd 2430,3




Continua... Tabela. Faixa, média, coeficiente de variagdo e mediana dos teores de aminas nos cogumelos

Aminas
Cogumelos Medidas
EPD PUT AGM CAD TIM TRM FEM TOTAL
Hiratake Faixa 404,8 - 1372,2 nd-3035  740,5-1678,9 nd-1752 nd-7210 nd-1205 nd-624 1672,0 - 3079,5
Média 922,5 bed 54,4 ° 1258,0 b 24,6 2 104,4 17,6 52° 2386,8 °
CV (%) 39,1 184,5 21,6 238,3 223,3 236,3 346,4 19,2
Mediana 1099,2 nd 1293,0 nd 6,9 nd nd 2439,6
Salméo Faixa 668,3 - 2043,3 nd-1179,0 1476,7 - 43106 nd-312,7 nd-2455 nd-179,8 nd-38,2 2674,7 - 6891,0
Média 1199,0 @ 280,52 2205,9 2 67,52 34,0 86,1 ° 6,9° 3879,8 2
CV (%) 36,4 147,3 40,7 161,9 254,3 64,7 201,1 34,3
Mediana 1156,5 153,6 1945,7 30,7 nd 72,4 nd 3436,8
Eryngii Faixa 611,8 - 740,1 nd 161,0 - 243,5 nd nd nd nd 772,8-9835
Média 675,9 ¢ nd P 202,2 ¢ nd P nd nd ¢ nd ° 878,2 f
CV (%) 13,4 nd 28,8 nd nd nd nd 17,0
Mediana - - - - - - - -
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