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RESUMO

O cogumelo Agaricus subrufescens € mundialmente conhecido devido a presencga de
algumas substancias bioativas e ao seu alto valor nutricional que pode ser potencializado
com a adicao de alguns tipos de suplementos. Desta forma o objetivo deste trabalho foi
determinar a composi¢cdo quimica, atividade antioxidante e fendis totais das trés
diferentes linhagens do cogumelo A. subrufescens [originarias do Japao (JP), Brasil
(ABZ) e Bélgica (T2)] cultivadas com diferentes tipos de suplementos artesanais (com e
sem adi¢ao de formol) produzidos a partir de residuos industriais: amendoim (casca de
vagem e amendoim), fruta (residuos de acerola), combinagéo (farelo de soja, milho, trigo
e algodao) e mistura (33,3% de cada suplemento artesanal), além de suplementos
comerciais: setas e champfood. O estudo da composicao quimica foi realizado de acordo
com os métodos descritos pela Associacao Oficial de Métodos Analiticos (AOAC) e o
perfil cromatografico dos extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-UV/DAD). Para o tratamento de dados foi utilizada a técnica
quimiométrica de andlise de fatores (AF). A capacidade antioxidante dos extratos foi
avaliada pelo método de DPPH*, do poder de reducgao do ferro (FRAP) e pela capacidade
de absorgdo do radical oxigénio (ORAC), e o teste de fendis totais foi realizado pelo
método de Folin-Ciocalteu. A proposta de identificagdo das substancias foi feita utilizando
a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM/EM). A AF da
composigao quimica demonstrou que as linhagens ABZ e T2 possuem maiores
correlagbes com os teores de fibras e proteinas em comparagao as amostras da linhagem
JP. Ja em relacéo ao perfil cromatografico do extrato acetato de etila a AF demonstrou
que os cogumelos suplementados com mistura formol e mistura apresentaram
semelhancga entre as amostras cultivadas com os suplementos comerciais champfood e
setas para as trés linhagens. Para a capacidade redutora do DPPH" o extrato mais ativo
foi apresentado pela linhagem T2 suplementada pelo suplemento fruta formol (55,89 +
2,06 mg EAG/100g); pelos métodos FRAP e ORAC os mais potentes resultados foram
obtidos para linhagem ABZ com a suplementacao do comercial setas (242,86 + 37,40 mg
EAG/100g e 5,95 £ 0,58 g EAG/100g, respectivamente), estaticamente iguais aos valores
obtidos com o suplemento artesanal mistura (155,02 + 25,00 mg EAG\100g e 5,40 + 0,36
g EAG\100g). A linhagem ABZ também apresentou o maior teor de compostos fendlicos
totais. Através da analise de CL-EM/EM do extrato hidroalcodlico foi possivel a
identificacdo de cinco substancias, dentre as quais destacou-se o0 acido p-cumarico por
possuir atividade antioxidante relatada na literatura. Ja em relagdo ao extrato acetato de
etila foram identificadas sete substancias, sendo que a esculetina relatada pela primeira
vez no cogumelo A. subrufescens. Assim, verificou-se que os suplementos artesanais
s&0 uma alternativa viavel aos comerciais e que o tipo de suplementagéo influencia
significativamente na composicao final das diferentes linhagens de A. subrufescens
estudadas, sendo que, a linhagem ABZ destacou-se por apresentar resultados
promissores com o suplemento artesanal mistura.

Palavras-chave: A. subrufescens. Suplementacgao. Antioxidantes. Quimiometria.



FERRARI, Anna Beatriz Sabino. Chemical analysis of the Agaricus subrufescens
mushroom grown with different handmade and comercial supplements. 2018.
110 p. Dissertagao (Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

The mushroom Agaricus subrufescens is known worldwide due to the presence of
some bioactive compounds and its high nutritional value that can be enhanced with
the addition of some types of supplements. The aim of this work was to determine the
chemical composition, antioxidant activity and total phenols of the three different
strains of the A. subrufescens mushroom [from Japan (JP), Brazil (ABZ) and Belgium
(T2)] cultivated with different types of supplements (with and without added
formaldehyde), produced from industrial waste: peanut (grain or nut and peanut), fruit
(acerola residues), combination (soybean meal, corn, wheat and cotton) and blend
(33.3% of each handmade supplement), in addition to commercial supplements: setas
and champfood. The study of chemical composition was performed according to the
methods described by the Official Association of Analytical Methods (AOAC) and the
chromatographic profile of the extracts were analyzed by high performance liquid
chromatography (HPLC-UV/DAD). For the data treatment, the chemical factor analysis
(FA) technique was applied. The antioxidant capacity of the extracts was evaluated by
the DPPH method, ferric reducing anti- oxidant power (FRAP) and the oxygen radical
absorption capacity (ORAC), and the total phenol test was performed by the Folin-
Ciocalteu method. The compounds identification proposal was carried out using liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS). The FA of the chemical
composition showed that the ABZ and T2 strains have higher correlations with the fiber
and protein contents compared to the sample JP strain. In relation to the
chromatographic profile of the ethyl acetate extract, the FA showed that the
mushrooms supplemented with formaldehyde mixture and mixture presented similarity
between the samples cultured with the commercial supplements champfood and setas
for the three strains. For the scavenging ability of DPPHe+ the most active extract was
presented by the T2 strain supplemented with the formalin supplement (55.89 + 2.06
mg GAE / 100g), by the FRAP and ORAC assays the most potencies were developed
for the ABZ strain with commercial supplementation Setas (242.86 + 37.40 mg GAE /
100 g and 5.95 + 0.58 g GAE / 100 g, respectively) were statistically the same as those
obtained by the FRAP and ORAC methods, (155.02 + 25.00 mg EAG \ 100g and 5.40
+ 0.36 g GAE \ 100g). The ABZ strain also showed the highest total phenolic
compounds content. Through the analysis by LC-MS/MS of the hydroalcoholic extract
it was possible to identify five compounds, among which the p-coumaric acid was
outstanding because it has antioxidant activity reported in the literature. In relation to
the ethyl acetate extract, seven compounds were identified, and esculetin was reported
in the A. subrufescens mushroom for the first time. Thus, it was verified that the
handmade supplements are a viable alternative to the commercial ones and the type
of supplementation influences significantly in the final composition of the different
strains of A. subrufescens studied, being that the ABZ strain highlighted to present
promising results with the handmade supplement blend.

Key words: A. subrufescens. Supplementation. Antioxidants. Chemometric.
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1 INTRODUCAO

Os cogumelos estdo presentes na histéria da humanidade ha milhares de anos
com as mais diversas finalidades. Os egipcios, por exemplo, acreditavam que 0s
cogumelos eram alimentos sagrados que tinham sido enviados aos humanos pelo
deus Osiris em forma de recompensa por sua devocdo. J& na Grécia, 0S guerreiros
viam este alimento como uma fonte de for¢a e coragem, por isto, 0 consumiam antes
de partirem para a guerra. Os indios e mexicanos, por sua vez, acreditavam que este
alimento poderia trazer algum tipo de beneficio a saude, e utilizavam seus extratos
com propositos terapéuticos (PRADO; FURLANI; GODOY, 2005).

Estas crencgas estdo associadas aos compostos presentes nos cogumelos que
proporcionam beneficios a satde humana, como as moléculas bioativas, o baixo teor
de calorias, e as altas concentragBes de minerais, amino acidos, vitaminas e fibras,
fatores que levam a classificacdo dos cogumelos como um alimento funcional, ou seja,
sao alimentos que produzem alguns metabdlitos que sédo benéficos a satde humana
(FIRENZUOLI; GORI; LOMBARDO, 2008; HUANG; MAU, 2006).

Existem, aproximadamente 2.000 espécies de cogumelos comestiveis
encontradas no mundo, em que apenas 25 sdo cultivadas em grande escala para fins
comerciais. Dentre estas, as principais espécies cultivadas no Brasil sdo: Agaricus
bisporus (conhecida popularmente como champignon de Paris), Lentinula edodes
(shiitake), Pleurotus ostratus (shimeji), e, recentemente, o Agaricus subrufescens
(cogumelo do sol) que vem apresentando algumas propriedades promissoras para a
medicina (FURLANI; GODOY, 2007; PRADO; FURLANI; GODQY, 2005).

O A. subrufescens € um cogumelo de origem brasileira, nativo de um pequeno
vilarejo denominado Piedade situado no estado de Sao Paulo. Sua descoberta
ocorreu por volta dos anos de 1960 pelo pesquisador Takatoshi Gurumoto que se
encarregou de coletar algumas amostras e envia-las para o Japdo. Em 1967 o
botanico belga Paul Heinemann realizou a sua devida identificacdo e classificacao
como Agaricus subrufescens. Atualmente, este cogumelo esta presente ndo apenas

no Brasil, mas em varios paises que possuem interesse na pesquisa de seus
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componentes estruturais, como a China, Japado, Canada e México (FIRENZUOLI,
GORI; LOMBARDO, 2008; PRADO; FURLANI; GODOQY, 2005).

Estudos recentes, realizados tanto in vitro quanto in vivo demonstraram que o
A. subrufescens apresenta diversos metabdlitos secundarios com atividade
antioxidante, antitumoral, capacidade de aumentar o sistema imunolégico, além de
auxiliar no tratamento da AIDS, diabetes, hipertensdo e hepatite (AL-DBASS; AL-
DAIHAN; BHAT, 2012; HUANG; MAU, 2006; LIMA; GRIS; KARNIKOWSKI, 2016;
MENOLI et al., 2001).

No entanto, a capacidade dos cogumelos de atuarem contra estas doencas
esta diretamente relacionada com a sua produc¢édo, uma vez que, tanto a sua origem
quanto a suplementacdo utilizada, podem alterar as suas caracteristicas e,
consequentemente, a biossintese das moléculas bioativas (HUANG; MAU, 2006;
ZIED et al., 2017).

Desta forma, alguns métodos vém sendo desenvolvidos a fim de aprimorar a
producdo e aumentar a quantidade de metabdlitos bioativos presentes nos
cogumelos, como a adicdo de suplementos capazes de proporcionar 0 aumento da
qualidade nutricional e a concentracdo de compostos com atividades medicinais. No
entanto, ainda ndo ha uma formulacdo ideal para a producdo do cogumelo A.
subrufescens que atenda todas estas necessidades e ainda apresente um baixo custo
para producdo em massa, tornando necessario um estudo a cerca desta
problematizacdo (HUANG; MAU, 2006; ZIED et al., 2017).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia de suplementos
artesanais adicionados durante a producdo do cogumelo Agaricus subrufescens
utilizando ferramentas analiticas e quimiométricas, bem como a identificacdo dos seus
principais componentes quimicos benéficos a satde humana e a avaliacdo de suas

atividades antioxidantes.

1.1  Agaricus subrufescens

O Agaricus subrufescens também conhecido como A. blazei Murrill € um fungo

do género Agaricus, pertencente a familia Agaricacae da ordem dos Agaricales e esta
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inserido no filo Basidiomycota. Este género foi dividido em trés subgéneros pelo
botanico Heinemann, devido a sua vasta diversidade, sendo eles: Agaricus,
Conioagaricus e Lanagaricus. Nesta subdivisdo, as espécies mais estudadas estédo
inseridas no subgénero Agaricus (FIRENZUOLI; GORI; LOMBARDO, 2008).

Morfologicamente, o Agaricus subrufescens (Figura 1) possui um basidioma
diversificado, ou seja, sua estrutura € multicelular e o seu corpo de frutificacdo pode
ser robusto ou delicado em decorréncia do seu genaétipo e das influéncias ambientais
locais. O chapéu, boné ou pileo (como € nomeada a parte superior dos cogumelos)
medem de 20 a 70 mm de largura, quando em fase de crescimento, e 60-150 mm de
largura quando ja estdo maduros, e seu formato tende de hemisférica e convexa a
plano-convexa. O estipe apresenta uma espessura constante e uma coloragdo que
pode variar de branco a amarelo quando friccionado. Este possui vestigios do véu
parcial (anel), o qual é esbranquicado com pequenos flocos amarelados na face
inferior (WISITRASSAMEEWONG et al., 2012).

Figura 1 - Agaricus subrufescens. (A) Basidiocarpo; (B) Véu parcial esbranquicado.

Fonte: (A) Associacdo Nacional de Produgéo de Cogumelos (ANPC), (2013); (B)
WISITRASSAMEEWONG et al., (2012).

Seu crescimento € comum em organismos em fase de decomposi¢cdo, como
em matéria organica em decomposicdo comumente encontradas em florestas e
parques, onde a temperatura varia entre 20 e 25°C. Esta caracteristica classifica o A.

subrufescens como uma espécie saprofita, ou seja, um organismo que se alimenta de
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matéria organica decorrente de processos de decomposicao
(WISITRASSAMEEWONG et al., 2012).

Em geral, os fungos possuem um ciclo de vida caracterizado, em sua maior
parte, pela formacdo dos micélios vegetativos, onde ocorre a decomposicdo e
absorcdo dos nutrientes disponiveis no substrato. Esta etapa é essencial para o
desenvolvimento dos basidiomas responsaveis pela reproducdo da espécie. A
germinacdo se mantém constante até o momento em que situacbes de estresse,
umidade ou variacdes térmicas induzam os cogumelos a voltarem a sua fase
reprodutiva, iniciando um novo ciclo de vida (NEVES, 2000).

O Agaricus subrufescens foi descoberto pela primeira vez no Brasil em 1960, no
entanto sua comercializacdo teve inicio apenas em 1990 pelos paises asiaticos, que
demostraram interesse em suas propriedades medicinais. Este comércio faturou
milhdes no decorrer dos anos seguintes, principalmente para o Japdo, que se mostrou
um grande apreciador desta espécie (MRE, 1999). Desde entdo a producéo interna
brasileira encontra-se nitidamente em expanséo, impulsionada pela insuficiéncia
deste cogumelo no mercado internacional e pelo fato do Brasil ser o pais de origem
do A. subrufescens, o que facilita a sua producao e desenvolvimento devido ao seu
alto valor comercial e disponibilidade de residuos industriais organicos no Brasil (AL-
DBASS; AL- DAIHAN; BHAT, 2012; HERREIRA, 2001).

No entanto, o A. subrufescens também pode ser encontrado em outros paises,
0 que pode provocar a diferenciacdo quimica deste cogumelo, uma vez que as
condicBes disponiveis no meio de crescimento influenciam diretamente a producéo de
seus metabdlitos secundarios. Assim, € de suma importancia o estudo da sua
composi¢cdo quimica a fim de se obter dados referentes a estas diferenciagoes,
possibilitando entdo, o cultivo de cogumelos com maior produtividade e melhor
qualidade em relacéo as suas propriedades (CARNEIRO et al., 2013; ZIED et al.,
2017).
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1.1.1 Composicéo quimica

Os cogumelos séo utilizados como alimentos desde a antiguidade, devido a sua
alta quantidade de nutrientes capazes de trazer diversos beneficios a saude. No
entanto estes beneficios s6 foram comprovados recentemente, onde a busca por
alimentos funcionais tem impulsionado o estudo da sua composi¢cdo quimica
(FURLANI; GODOQY, 2007).

A composicdo quimica de um cogumelo pode variar em funcdo de diversas
caracteristicas, tais como o tipo da espécie e linhagem, as condicGes de cultivo, a
composicdo do substrato, as condicbes ambientais (temperatura e umidade), os
estagios de maturacdo, a técnica de colheita, e os tipos de processamentos pos-
colheita. Os metabdlitos presentes nos cogumelos ainda podem ser divididos em
macronutrientes (carboidratos, lipidios e proteinas) e micronutrientes (vitaminas, sais
minerais) (VIEIRA, 2010).

E relatado na literatura internacional e nacional o uso de técnicas descritas pela
“Association of Official Analytical Chemists” (AOAC) para quantificar os valores
nutricionais dos macronutrientes presentes nos cogumelos, como o teor de umidade,
cinzas, proteinas, carboidratos e fibras. Os principais estudos estéo voltados para as
espécies A. bisporus e Pleurotus spp., uma vez que sao as espécies mais consumidas
no Brasil e no mundo. No entanto, a espécie A. subrufescens vém apresentando
resultados promissores em relacdo a quantidade destes nutrientes (PRADO;
FURLANI; GODOQY, 2005; STURION; OETTERER, 1995); (ABDI; WILLIAMS, 2010;
BROOKS; HORNING; YOUNG, 1968).

O teor de proteinas € considerado relativamente alto nos cogumelos e pode ser
calculado através da utilizacdo de um fator de correcdo a partir dos resultados de
nitrogénio organico apresentado por cada amostra (RANZANI; STURION, 1998;
PRADO; FURLANI; GODOQY, 2005). Quanto maior o resultado obtido, maior sera o
fornecimento de componentes que estdo presentes no esqueleto e nas estruturas de
sustentacdo das células humanas, como por exemplo, o colageno e a elastina
(NASCIMENTO, 2010).

19



Ja a fibra alimentar tornou-se alvo de estudo nos cogumelos, devido aos seus
altos teores, que podem atingir até 32% em base seca da massa total, representando
uma porcentagem relativamente alta quando comparada a outros tipos de alimentos
e 0 consumo adequado deste nutriente pode resultar na reducdo do risco de
desenvolvimento de algumas doencas cronicas, como: doenca arterial coronariana,
acidente vascular cerebral, hipertenséo arterial, diabetes melito, além de algumas
desordens gastrointestinais. No organismo humano, as fibras alimentares sao
resistentes a acdo de enzimas, devido ao fato de sua estrutura ser composta por
polimeros e lignina — um polimero de fenil propano, por isto, seus efeitos benéficos a
salde estao relacionados, em partes, ao fato de que uma parcela da fermentacao de
seus componentes ocorre dentro do intestino grosso, resultando em impactos
significativos na velocidade do transito intestinal, produzindo importantes funcdes
fisiologicas (BREENE, 1990; BERNAUD; RODRIGUES, 2013).

Os carboidratos séo considerados como o principal constituinte dos cogumelos,
com excecgdo da agua. Seus constituintes podem ser variados e apresentar diversos
beneficios a saude. De acordo com Breene (1990), apenas uma amostra de cogumelo
da espécie A. bisporus pode conter os mais diversos tipos de carboidratos, tais como:
pentoses (xilose e ribose), hexoses (glicose, galactose, manose), sacarose, metil
pentoses (ramnose, fucose) e outros agucares (manitol, inositol, acidos galacturdnico
e glicurbnico e glicosamina), além do polimero N-acetilglicosamina, chamado de
quitina, que é um dos mais importantes encontrados na parede celular dos cogumelos
(PRADO; FURLANI; GODQY, 2005).

Da classe dos sais minerais, de acordo com Mizuno et al. (1990) o cogumelo A.
subrufescens apresenta uma porcentagem de 5-7% de minerais em sua composigao,
sendo em média: 61,88 ug de cobre, 86,90 ug de zinco e 79,13 pg de ferro em 100,0
g de cogumelo em base seca. Estes nutrientes possuem fungdes essenciais para o
funcionamento do organismo humano, mesmo que em poucas quantidades e por iSso
devem ser ingeridos através de alimentos naturais como por exemplo, os cogumelos.
Dentre as suas principais atividades ja relatadas, destacam-se 0Ss minerais
antioxidantes (zinco, selénio, cobre e o manganés) ndo-enzimaticos, ou seja,

responsaveis por auxiliar o desenvolvimento destas atividades como cofatores de
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diversas reacdes contra os radicais livres, como por exemplo: impedindo a formacéo
de novas espécies reativas (sistema de prevencdo), neutralizando as espécies
reativas ja formadas ou através do auxilio na reconstru¢do das estruturas biolégicas
lesadas por estes radicais (sistema de reparo) (ALBION, 2015; ALLIATT, 2014,
CORREA, 2013).

Existem ainda, outros compostos que mesmo em menores concentragdes
proporcionam funcionalidades especificas aos cogumelos e contribuem para que este
alimento seja considerado funcional. Nesta classificacdo estdo presentes as
moléculas com carater bioativo, como os polissacarideos, glicoproteinas, além de
compostos com atividade antioxidante, antibiéticas, dentre outras (SILVA; JORGE,
2011). A Tabela 1 apresenta algumas moléculas biologicamente ativas ja identificada
em amostras de cogumelo Agaricus subrufescens.

No estudo realizado por Carvajal et al. (2012), foi possivel a identificacdo de
algumas moléculas com propriedades antioxidantes em amostras do cogumelo A.
subrufescens, dentre as quais trés fazem parte da classe dos compostos fendlicos:
acido galico, &cido siringico e pirogalol. Em outro estudo feito por Kim e colaboradores
(2008), com este mesmo cogumelo foi concluido que os compostos fendlicos
contribuem significativamente para o resultado positivo nos testes de atividade
antioxidantes e que tornam o A. subrufescens um alimento promissor para a producao
de produtos com propriedades medicinais.

Outros compostos muito estudados sao as B-glucanas, elas podem ser
encontradas principalmente na parede celular dos fungos e se diferenciam atraves
das ligacdes que ocorrem entre as moléculas de glicose da cadeia principal e suas
ramificagbes. Suas atividades estdo relacionadas aos efeitos de imunomodulagéo,
antitumoral, antiinflamatério, antimutagénico, atuagédo na diminui¢do do perfil lipidico,
dentre outros, por isto, 0 estudo e isolamento desta substédncia em cogumelos tem
sido alvo de diversos pesquisadores (DONG et al., 2002; SILVA; JORGE, 2011). Dong
e colaboradores, (2002) e Kawagish et al. (1988) foram uns dos autores que ja

relataram o isolamento de uma (3-d-glucana em amostras do cogumelo do sol.

21



Tabela 1 - Substancias bioativas identificadas no cogumelo Agaricus subrufescens e

suas respectivas atividades.
Susbtancia Estrutura Atividade Relatada Referéncia

(CARVAJAL et

Acido galico o A Antioxidante al., 2012; KIM
o et al., 2008a)
o (CARVAJAL et
Pirogalol . Antioxidante al., 2012; KIM
oH et al., 2008a)
Acido . i o (KIM et al.,
) o Antioxidante
protocatecuico o 2008a)
Catequina e ™ [ Antioxidante
PP 2008a)
"[' - oM
o Ahd o (KIM et al.,
Miricetina o /"*ﬁ:/“\/[v;‘\o.. Antioxidante
|4 ,/,,\TJLDH 2008a)
A~ (KIM et al
Quercetina ' a 1 Antioxidante K
V’”‘T’Lﬂ" 2008a)

Anticarcinogénica\ (DONG et al.,
imunomodulacao 2002; SILVA;
Antiglicémico JORGE, 2011).

B-glucana

Desta forma, informacdes a respeito da composi¢ao quimica dos cogumelos séo
extremamente importantes para profissionais das areas da saude e alimentos visto
gue seus constituintes podem ser essenciais em uma dieta balanceada, além de
proporcionar a comercializagdo medicinal deste cogumelo no Brasil (ANDRADE;
MINHONI; ZIED, 2008; QUEIROZ et al., 2016).
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1.1.2 Suplementacéo

Para cogumelos com fins medicinais, a forma de cultivo pode interferir
diretamente na produtividade, qualidade nutricional e na concentragdo dos compostos
biologicamente ativos. Por isto, € necessario que haja uma atencdo especial durante
a escolha do inoculo (origem e qualidade) e, principalmente, do substrato disponivel,
uma vez que todos os nutrientes dos fungos séao captados do ambiente ao seu redor
(ZIED et al., 2017).

No entanto, em alguns casos, a presenca Unica de um substrato adequado pode
nao ser suficiente para que o cogumelo adquira as quantidades de carbono e
nitrogénio necessarios para o seu desenvolvimento, podendo ser corrigidos com a
adicdo de uma suplementacéo, que deve ser aplicada junto ao inéculo da espécie
(ZIED et al., 2010), favorecendo o aumento da disponibilidade de nutrientes como o
carbono e nitrogénio, que sdo 0s principais responsaveis pelo bom desenvolvimento
dos fungos (ZIED et al., 2010; VIEIRA, 2012).

Existem atualmente diversos tipos de suplementos industriais disponiveis no
mercado, tendo as caracteristicas adequadas para cada linhagem. Porém, um grande
problema destes produtos € o seu alto valor de mercado, acarretando em um aumento
significativo no prego do produto final, tornando-se um problema para a producéo de
pequenos e médios produtores no Brasil (ZIED et al., 2018).

Uma alternativa viavel é a adicdo de suplementos produzidos artesanalmente a
base de residuos industriais, como frutas e farelos, que podem ser encontrados em
diversas regibes do Brasil. Estes residuos, além de apresentarem baixo custo,
representam ainda uma alternativa a reutilizagéo dos descartes industriais, agregando
valor a esta técnica (MARINO; ABREU; DE, 2009).

No entanto, ao avaliar diferentes espécies de fungos deve-se esperar que cada
uma absorva os nutrientes de forma diferente, de acordo com suas necessidades e
variabilidades genéticas. Outro fator que deve ser levado em consideracdo € que uma
ampla carga de nutrientes disponiveis no solo, nem sempre levardo a absorcéo total

destes componentes para as culturas pois, outros fatores podem minimizar esta

23



interacdo, como: pH do meio, nutrientes téxicos ou até mesmo sais minerais
caracterizados como limitantes, de acordo com a lei do minimo.

A lei do minimo, também conhecida como lei de Liebig, foi criada em 1843 e
explica a relacdo entre a absorcdo de nutrientes por um vegetal ou fungo e a
quantidade disponivel no meio de cultivo. Assim, de acordo com esta lei em cada
cultivo hd um nutriente denominado de limitante, ou seja, que estd em menores
quantidades no solo e sera responsavel por limitar a absor¢do dos demais nutrientes
gue estdo em excesso, por exemplo, se o limitante for o calcario a produtividade sera
a mesma e ndo maior mesmo se as quantidades de potassio, silica, acido fosfarico,
sejam aumentados em cem vezes (LOPES, 2007).

Assim Zied e colaboradores (2018) realizaram um estudo sobre os nutrientes
presentes nos diferentes tipos de substratos e suplementos, adicionados no cultivo do
cogumelo A. subrufescens utilizados neste trabalho, a fim de possibilitar um estudo
mais detalhado sobre as influéncias das caracteristicas quimicas destes suplementos
no desenvolvimento dos cogumelos. A Error! Reference source not found.
apresenta os resultados da composi¢cdo dos nutrientes presentes nos suplementos
adicionados no cultivo dos cogumelos estudados e a Error! Reference source not

found. apresenta a composicéo do substrato utilizado no mesmo cultivo.

Tabela 2 - Composicdo quimica dos suplementos

Caracteristica quimica do substrato

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn C/IN
g kg™ mg kg™ razao
15+0,7 2,9+0,2 9+0,6 50+3,6 2,1+0,4 6,4+0,5 20£3 17+1,2 7456x17 141+4,9 10719 11+3/1

Cada valor é expresso como média + desvio padréo (n = 3).
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Tabela 3 - Composicdo quimica dos substratos

Suplementos

Caracteristica quimica dos suplementos

N P K Ca Mg S B Cu Fe Zn Mn CIN

g kg™ razéo

Setas 44+0,6 3.4+05 17+#0.7 7+11 2,4+0,4 1,0%0,2 26+1 11+1.1  334+£18 22+2 48+1.3 11+3/1

Champfood 68+0,4 3,9+0,4 14+0,8 6+3 1,9+0,5 2,8#0,3 22+0,2 11+0,7 197+8 18+1 67+4 6+1/1
Amendoim 17+¢0,3  0,5+1 5+1 19+2  1.3#0,2 0,7+0,04 22+2 152  795+57 52+3 24+1,6 31+2,8/1
Fruta 20+0,7 1,8+0,2 9+2,4 21+2,4 1,7+0,7 0,9+0,1 23+2  11+0,2 402+34 16+2 24+0,8 26+0,2/1
Mistura® 55+2 5,32 16+0,4 25+0,4 3,2+0,2 1,2+0,5 21+3 11+0,4 174418 21+1 49+0,8 11+0,5/1
Combinagdo* 26x0,5 2,2+0,4 11+0,5 232 1,8+#1,0 0,9+0,2 22+1 10+0,3 394+20 38+1 29+0,7 18+0,3/1

£: Uma mistura de farelo de milho, soja e algodéo (33,3% cada).
¥: Uma combinacéao de residuos de amendoim, residuos de suco de acerola e uma mistura de grédos nobres (33,3%
cada). Cada valor é expresso como média + desvio padréo (n = 3).

Desta forma, é de suma importancia o estudo dos beneficios deste tipo de
suplementacdo no desenvolvimento nutricional e biolégico dos cogumelos como o A.
subrufescens, visto que o seu consumo ¢ feito através da busca por alimentos com

carater funcional.

1.2 Alimentos Funcionais

Diversos estudos vém comprovando a presenca de alguns compostos
biologicamente ativos na estrutura dos cogumelos, incluindo o A. subrufescens, como
polissacarideos, glicoproteinas, compostos fendlicos, flavonoides e vitaminas. Por
isso, além de serem consumidos por suas caracteristicas sensoriais, 0s cogumelos
também sao utilizados como alimentos funcionais (WISITRASSAMEEWONG et al.,
2012).

O termo “alimento funcional” foi descrito pela primeira vez em meados dos anos
1980, no Japéao, onde fazia referéncia aos alimentos processados que possuiam pelo
menos um ingrediente capaz de auxiliar as funcdes especificas do organismo
humano, além de serem muito nutritivos. Neste contexto, o governo japonés lancou

nesta mesma época um programa que posicionava a estes alimentos uma nova
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concepcao, com o objetivo de desenvolver alimentos saudaveis para a populacao que
envelhecia e apresentava uma expectativa de vida crescente (ANJO, 2004).

De uma forma geral, a definicdo de alimento funcional vem sendo alvo de vérios
estudos nos ultimos anos. Por definicdo, os alimentos podem ser classificados como
funcionais quando oferecem inumeros beneficios a saude, além do seu valor
nutricional, sendo capaz de desempenhar agbes que reduzam o risco de doengas
cronicas degenerativas (MORAES; COLLA, 2007). De acordo com a portaria n°398
de 30/04/99 da ANVISA, os alimentos funcionais sao definidos como: “Todo aquele
alimento ou ingrediente que, além das fun¢Bes nutricionais basicas, quando
consumido como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos
e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisao
médica” (ANVISA, 2006).

Estes alimentos podem ser divididos de duas formas: quanto a sua fonte (vegetal
ou animal), ou em relacdo aos seus beneficios, que podem atuar em seis areas do
organismo humano: sistema gastrointestinal, sistema cardiovascular, metabolismo de
substratos, crescimento, desenvolvimento e diferenciagdo celular, comportamento
das funcdes fisioldgicas e como antioxidantes (MORAES; COLLA, 2007).

Os alimentos funcionais devem ser consumidos preferencialmente na forma “in
natura” (Figura 2a), porém eles podem existir também na forma industrializada (Figura
2b), o que ndo impede seus efeitos funcionais, mas afeta ligeiramente seu potencial,
exigindo que haja o consumo de quantidades maiores para que eles possam oferecer
o mesmo beneficio (MORAES; COLLA, 2007; VIDAL et al., 2012).

O consumo deste tipo de alimento ainda gera controvérsias, sendo importante
destacar que eles ndo podem ser considerados como medicamentos, pois nao
possuem a caracteristica de “curar” certas doencas, mas s&o utilizados pelo
organismo para prevenir 0 aparecimento de alguma anomalia e auxiliar no combate
das mesmas (VIDAL et al., 2012).
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Figura 2 — (a) Agaricus subrufescens in natura para consumo; (b) Agaricus

subrufescens industrializado e preparado em capsulas prontas para consumo.

(b)
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Fonte: (a) Ultrafarma, 2018; (b) Associacdo Nacional de Producéo de Cogumelos (ANPC), (2013).

Desta forma, os alimentos mais comuns considerados como funcionais sé&o
aqueles que possuem, principalmente, substancias com carater antioxidante, ou seja,
possuem moléculas capazes de impedir o estresse oxidativo das células, beneficiando
diretamente a salde humana (MORAES; COLLA, 2006).

1.2.1 Antioxidantes

Durante os processos metabdlicos dos organismos vivos, os radicais sao
produzidos continuamente, sendo estes responsaveis por ocasionar a oxidacao das
células e dos tecidos vivos. Por isto, para combater este processo, existem algumas
substancias que possuem a caracteristica de agir contra o processo de oxidacao,
chamados de antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

A formagéao destes radicais ocorre atraves da agéo catalitica de enzimas, durante
0s processos de transferéncia de elétrons que se desenvolvem continuamente no
metabolismo celular, ocasionando, em alguns casos, um desequilibrio entre as
moléculas oxidantes e antioxidantes denominado de estresse oxidativo
(VASCONCELOS et al., 2007). A presenca em excesso destes compostos oxidantes
pode causar alteracdes genéticas, peroxidacgao lipidica e até mesmo a degradacao de

proteinas, favorecendo o desenvolvimento de algumas doencas cardiovasculares e
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neurodegenerativas além do céancer. Por isto a presenca dos antioxidantes nos
organismos Vvivos é essencial para a manutencdo de uma saude adequada (GUO et
al., 2012).

Os antioxidantes podem ser quaisquer substancias que, quando presentes em
baixas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, ocasionam a diminuicédo ou
inibicdo do processo oxidativo deste substrato de maneira eficaz. Ou seja, do ponto
de vista quimico, estes agentes sdo compostos aromaticos que possuem ao menos
uma hidroxila, podendo ser de origem natural ou sintética (SIES; STAHL, 1995).

Eles sao classificados de acordo com o seu mecanismo de acao, podendo ser
sequestrantes de radicais, de ions metéalicos ou de oxigénio, ou ainda conforme a sua
estrutura, podendo ser enzimético ou ndo enzimatico (sais minerais) (ABDALLA et al.,
2003). Contudo, ha ainda uma subdivisdo que os classifica como antioxidantes
primarios e secundarios. Na subdivisdo dos antioxidantes primarios estado aqueles que
possuem atividade enziméatica, como as enzimas, e sdo capazes de bloguear a etapa
de iniciacao da oxidag&o. J& na classe dos secundéarios encontram-se os antioxidantes
naturais, como os compostos fendlicos, capazes de fazer a doacdo de um elétron livre
ou atomo de hidrogénio aos radicais, fazendo com que haja a remoc¢ao ou inativacao
destes compostos formados durantes as etapas de iniciacdo ou propagacao das
reacBes quimicas, como descrito na Figura 3, utilizando o exemplo de um flavonoide
(MOREIRA et al., 2004).

O termo “fendlico” esta relacionado com substancias que possuem um ou mais
nacleos aromaticos ligados a substituintes hidroxilados ou a seus derivados
funcionais. Os flavonoides, por exemplo, possuem um nucleo basico com 15 atomos
de carbono arranjados na configuragdo Cs-C3-Cs, onde dois anéis benzénicos estao
ligados a um anel pirano. Ja os acidos fendlicos podem ser divididos em trés grandes
grupos compostos pelos derivados do: &cidos benzoicos, acidos cinamicos e as
cumarinas, sendo que, no primeiro grupo estdo agrupados os acidos fendlicos mais

simples encontrados na natureza (SOARES, 2002).
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Figura 3 - Reacdo de um flavonoide com um radical livre (R").
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Fonte: Barreiros; David; David, (2006)

Desta forma, para auxiliar no combate ao estresse oxidativo o teor de
compostos fendlicos pode ser aumentado significativamente no organismo com a
ingestdo de alimentos que possuam estas substancias (SOARES et al.,, 2009).
Segundo Ferreira e colaboradores, (2009) os ca_umelos s&o ricos em compostos que
contém estes metabdlitos secundarios e que estao dispostos principalmente na forma

de flavonoides, acidos fendlicos, taninos e tocoferais.

1.3 Quimiometria

A guimiometria foi aplicada a experimentos quimicos pela primeira vez por volta
da década de 70, nas areas de quimica analitica e organica e desde entdo tem se
mostrado muito promissora para os diversos tipos de tratamento de dados
laboratoriais. Sua definicdo € descrita como sendo o desenvolvimento e aplicacéo de
métodos estatisticos e matematicos no planejamento e otimizacdo de procedimentos
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ou na obtencado de informacdes quimicas através da analise de dados multivariados
(GELADI, 2003; LOPES, R.E.C.; DOS SANTOS, 2010).

Esta técnica é comumente aplicada ao tratamento de informacdes obtidas de
um experimento que envolve a discussdo de um numero consideravel de variaveis,
facilitando a visualizacdo das suas diferencas. Sendo que, frequentemente apenas
um pequeno numero destas varidveis apresenta maior importancia, podendo ser
mascarados sem o auxilio da quimiometria (HONGYU; JORGE; JUNIOR, 2015;
LOPES, R.E.C.; DOS SANTOS, 2010).

Na cromatografia, por exemplo, o sinal obtido através do detector € medido no
dominio do tempo, denominado como variavel independente, trazendo informacdes
indiretas sobre o sistema em estudo que serdo traduzidas para resultados quimicos
gue prescrevam a identificacdo ou quantificacdo de uma amostra. Estes dados, por
sua vez, sdo coletados e organizados em uma matriz de trabalho X denotada sempre
por uma letra mailscula e negrita, onde cada coluna representara uma amostra i e
cada linha uma variavel x;, criando uma representacdo compacta descrita por X (IxJ),
exemplificada pela Figura 4 (FERREIRA, 2015).

Figura 4 - Representacéo grafica de uma matriz X (3x4) com as correlacées entre o
tempo de retencdo de um cromatdégrafo em minutos (Temp) vrs o0s sinais de

absorbancia obtidos (Abs) medidos em trés experimentos (Exp) diferentes.

Temp. Abs. B
T Exp 1 Exp 2 Exp 3
Al Wi w4 W7
X= A2 W2 W5 W8
A3 W3 W6 W9

Fonte: O préprio autor
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No entanto durante a organizacdo da matriz de trabalho € comum o
aparecimento de outlier, ou seja, resultados que se mostraram muito discrepantes dos
demais dados por consequéncia do mau funcionamento do equipamento,
contaminacdao do solvente, dentre outros fatores. Assim, € comum que haja a exclusao
destes dados, que passam a ser denominados de dados faltantes. (FERREIRA, 2015).

Algumas das solugfes para o tratamento dos dados faltantes é a exclusdo das
linhas ou colunas que contenham estes dados ausentes, no entanto esta técnica
pratica s6 pode ser aplicada quando ha um namero suficiente de amostras que
permitam esta exclusdo. Outra alternativa é a substituicdo deste valor faltante por um
valor estimado utilizando por exemplo, a média do restante dos valores do
experimento. (FERREIRA, 2015).

Por fim, apds a elaboracdo da matriz, esta deve entéo, ser aplicada a uma das
técnicas quimiométrica existentes, de acordo com o objetivo do estudo em questéo, a
fim de facilitar a visualizac&o dos inUmeros dados de forma simplificada (FERREIRA,
2015).

No Brasil pode-se destacar a utilizacdo de trés vertentes da quimiometria:
calibracdo multivariada, planejamento e otimizacdo de experimentos e
reconhecimento de padrdes, dentre os quais a primeira, também conhecida como
analise multivariada, agrupa as técnicas mais aplicadas em experimentos quimicos
(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2002; VARELLA, 2008).

1.3.1 Andlise Multivariada

A andlise multivariada é um conjunto de técnicas na qual o objetivo é a
identificacdo de padrdes especificos de um conjunto de dados criando correlacdes
entre 0s objetos e as varidveis e formando pequenos grupos de amostras ou
descobrindo anémalos, antes imperceptiveis (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2002;
VARELLA, 2008). As técnicas de analise componentes principais (ACP) e analise de
fatores (AF) moldam através das transformacdes lineares das variaveis originais um
novo grupo significantemente menor capaz de explicar a maior parte da variancia dos
dados e discriminar as amostras(NEISSE; HONGYU, 2016).
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Diante disto, € possivel visualizar e interpretar as diferencas e as correlacdes
existentes entre uma quantidade grande de dados, sendo possivel também a
observacdo de amostras que apresentam comportamentos andma-los aos demais
conjuntos de dados (VARELLA, 2008). Estes conjuntos de dados sédo usualmente a
resposta analitica de um instrumento em funcdo de um numero consideravel de
variaveis, como por exemplo, a altura dos picos obtidos através de um cromatograma.
Entdo a partir da aplicagdo de uma técninca multivariada obtém-se a reducéo das
dimensdes dos resultados, sem perder a sua origem através de calculos de
combinacgfes lineares que dao origem aos Fatores ou Componentes Principais
(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2002).

Marekova e colaboradores, (2012) utilizaram a técnica de ACP para
diferenciar a composicao de &cidos graxos presentes em algumas espécies selvagens
de cogumelo resultantes das analises realizadas em um cromatografo gasoso
acoplado a um espectrometro de masssas. Ja Zhou, Feng e colaboradores, (2015)
utilizam as mesmas técnicas analiticas e quimiométricas para diferenciacéo do perfil
de compostos volateis de oito cogumelos comerciais em comparacao as respostas
obtidas pelo aparelho “nariz eletronico”.

Desta forma, os resultados sdo representados por meio de dois graficos, o
gréfico de scores, que representam 0s novos valores das variaveis estudadas através
da projecéo sobre o eixo das Componente Principais, e os graficos de loading, que
representam a correlacdo entre uma variavel e um componente e as informacdes
obtidas através desta correlacdo. Por fim, a maneira mais eficiente para representacéo
destes resultados é a plotagem entre si dos grafico de scores com 0s pesos das
componentes principais escolhidas, dando origem a um grafico bi ou tridimensional
(VARELLA, 2008; ABDI; WILLIAMS, 2010).

No entanto ao comparar os resultados de ambas as técnicas percebe-se uma
pequena diferenca nas cargas fatoriais, comunalidades e taxa de variancia explicada,
onde, os valores de uma ACP sao relativamente maiores devido a sua analise levar
em consideragdo a variancia especifica das amostras estudadas e ndo apenas a
variancia geral. Desta forma, para realizagdo de uma analise fatorial deve-se

primeiramente conhecer a matriz de dados a ser estudada e verificar a possibilidade
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de normalizacdo da mesma, possibilitando entdo aplicacdo da analise fatorial aos
dados (NEISSE; HONGYU, 2016).

Assim, neste trabalho foi utilizada pela primeira vez a ferramenta
guimiométrica de analise de fatores para diferenciacdo da composi¢cado quimica de
diferentes linhagens de cogumelos suplementados com diferentes tipos de

suplementos (artesanais e comerciais) por meio de técnicas cromatogréficas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo a diferenciacao e identificacdo das substancias
presentes em trés linhagens de cogumelos da espécie Agaricus subrufescens
suplementadas com diferentes suplementos artesanais (produzidos a base de
residuos industriais e submetidos a dois tipos de tratamentos: redu¢cédo microbiana ou
adicdo de 5% de formol) e comerciais, a fim de se obter uma correlacéo entre cada
tipo de suplementacdo e suas influéncias na composicdo quimica final e na
capacidade antioxidantes dos cogumelos cultivados, visando 0 seu uso como alimento

funcional.

2.2  Objetivos Especificos

Para o desenvolvimento deste trabalhado foram realizadas as seguintes

etapas:

¢ Analisar a composicdo dos 10 suplementos utilizados no cultivo do cogumelo
A. subrufescens e das 33 amostras de cogumelo por meio da quantificagéo do

teor de: umidade, cinzas, fibras, nitrogénio, proteinas e lipidios.

e Desenvolver e otimizar um método analitico por CLAE-UV/DAD para separacao

das principais substancias presentes nos extratos de A. subrufescens;

e Correlacionar os resultados obtidos nas analises da composi¢cao quimica dos
cogumelos e das substancias selecionadas por meio da técnica de CLAE-
UV/DAD atraves da ferramenta quimiométrica de analise de fatores (AF);

e Quantificar o teor de fendis totais de todas amostras de cogumelos cultivadas
com diferentes suplementos;
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Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos de A. subrufescens por meio
dos diferentes métodos: Capacidade de Reducao do Radical DPPH; Potencial
Antioxidante Redutor Férrico (FRAP) e Capacidade de Absorcédo de Radicais
de Oxigénio (ORACQC);

Identificar as substancias referentes aos picos responsaveis pela diferenciacao
das 33 amostras por meio da técnica quimiométrica de analise de fatores do
perfil cromatografico por CL-EM utilizando dados das relacbes m/z das

substéancias e fragmentacdes relatados na literatura.

Identificar as substancias com carater antioxidante presente no extrato
hidroalcodlico de A. subrufescens por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas CL-EM, utilizando dados das relagbes m/z das

substéancias e fragmentacgdes relatados na literatura.
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3 METODOLOGIA

3.1 Amostragem

Neste trabalho foram utilizadas trés linhagens comerciais de A. subrufescens,
sendo estas: JP, ABZ e T2 (originarias do Japéo, Brasil e Bélgica, respectivamente).
As amostras foram fornecidas pelo Dr. Diego Cunha Zied, pesquisador da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da Universidade Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (FCAT/UNESP - campus de Dracena), que cultivou e coletou os cogumelos
estudados. As linhagens foram depositadas na colecdo de cultura publica da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Dracena (FCAT/UNESP), que oferece
acesso aberto aos pesquisadores interessados. As amostras foram cultivadas com
substrato (em palha de braquiaria, uma espécie de forrageira com uma relacdo de
carbono e nitrogénio elevada) e suplementadas com quatro tipos diferentes de
suplementos produzidos artesanalmente a base de residuos industriais e
denominados conforme a sua composicédo: amendoim (composto por 9,5% de gréos
de amendoim, 90% casca de vagem e 0,5% de carbonato de célcio); fruta (99,5% de
residuos de caroco de acerola e 0,5% de carbonato de calcio); combinacéo (9,5% de
farelo de soja, 30% de farelo de milho, trigo e algodao e 0,5% de carbonato de calcio);
mistura (33,3% dos suplementos amendoim, fruta e combinacdo). Todos foram
preparados separadamente submetidos a dois processos diferentes: controle
microbiano e adicdo de formol (5%). Foram empregados ainda dois suplementos
comerciais denominados de: setas (Pro Mycel Gold — 27% de proteina) e champfood
(Spolu Mate Il SE — 54% de proteina). Cada uma das trés linhagens possui uma
amostra controle onde néo foi adicionado nenhum tipo de suplementagéo, totalizando

33 amostras.
3.1.1 Preparo das amostras
As amostras foram cultivadas com os dois suplementos comerciais (setas e

champfood) e com os quatro diferentes tipos de suplementos artesanais preparados
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através da adicdo de 5% de formol ou pela técnica de reducdo microbiana
procedimento utilizado para eliminagdo microbiota resistente ao fungo A.
subrufescens. Foram entédo colhidas e secas conforme descrito por Zied et al., (2018),
trituradas até atingir a forma de p6 em um moinho de facas e peneiradas para
obtencdo de uma homogeneidade granulométrica. Apds estas etapas, as amostras

foram enumeradas e codificadas, conforme descrito na Tabela 44.

Tabela 4 - Nomenclatura das amostras de A. subrufescens de trés linhagens
cultivadas com diferentes suplementos.

Amostra Nomenclatura” Amostra Nomenclatura”
1 JP controle 18 ABZ combinagé&o formol
2 T2 controle 19 JP combinacédo
3 ABZ controle 20 T2 combinacédo
4 JP amendoim formol 21 ABZ combinacéo
5 T2 amendoim formol 22 JP mistura formol
6 ABZ amendoim formol 23 T2 mistura formol
7 JP amendoim 24 ABZ mistura formol
8 T2 amendoim 25 JP mistura
9 ABZ amendoim 26 T2 mistura
10 JP fruta formol 27 ABZ mistura
11 T2 fruta formol 28 JP champfood
12 ABZ fruta formol 29 T2 champfood
13 JP fruta 30 ABZ champfood
14 T2 fruta 31 JP setas
15 ABZ fruta 32 T2 setas
16 JP combinacéo formol 33 ABZ setas
17 T2 combinacao formol 0 Amostragem geral

*Setas (Spolu Mate Il SE) e champfood (Pro Mycel Gold ) = suplementos internacionais/comerciais;
Amendoim = 9,5% de graos de amendoim, 90% casca de vagem e 0,5% de carbonato de célcio; Fruta
=99,5% de residuos de caroco de acerola e 0,5% de carbonato de céalcio; Combinacédo = 9,5% de farelo
de soja, 30% de farelo de milho, trigo e algodao e 0,5% de carbonato de calcio; Mistura (33,3% dos
suplementos amendoim, fruta e combinag&o); Fruta formol, combinacéo formol, amendoim formol,
mistura formol = adicdo de 5% de formol na produg&o do suplemento; Amostragem geral = mistura de
todas as amostras. ABZ= linhagem de origem brasileira; T2= linhagem de origem belga; JP= linhagem
de origem japonesa.
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3.2  Analise Quimica

A analise quimica das amostras de cogumelo e dos suplementos foram
realizadas em duplicata segundo os métodos descritos pela AOAC (2003) para a
quantificacdo de cinzas, proteinas, fibras, lipidios e carboidratos totais, com excecao
do método de umidade que foi realizado seguindo o método descrito por Sampaio,
S.M.; QUEIROZ, M.R., (2008).

3.2.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado através de um analisador de umidade da
marca OHAUS pré-configurado a temperatura de 105 °C com tempo de analise de 7
minutos. Foram pesados 2,0 g de amostra, e o resultado foi obtido em porcentagem

de umidade fornecida pelo aparelho.
3.2.2 Cinzas

O teor de cinzas foi determinado através do método de incineracdo em mufla.
Foram pesados 2,0 g de amostra seca em uma capsula de porcelana (previamente
aquecida em mufla a 550 °C por 30 min, resfriada em dessecador até a temperatura
ambiente e pesada) com aguecimento e incineracdo prévia com o auxilio de um bico
de Bunsen por aproximadamente 30 minutos. Em seguida, a capsula de porcelana
contendo a amostra foi transferida para uma mufla a uma temperatura de 550 °C por
6 h para a etapa de incineragéo. Por fim, a capsula foi resfriada em dessecador até
atingir a temperatura ambiente e pesada em uma balanca analitica. A diferenca entre
as massas da capsula antes e apos a calcinacao forneceu o teor de cinzas (Equacéao
2).

100 x N 2)
p

% Cinzas =

Onde:
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N = massa (g) de cinzas da amostra,
p = massa (g) da amostra.
3.2.3 Fibra bruta

O teor de fibra bruta foi determinado pelo método de digestdo acido/base.
Foram pesados, em balanca analitica, 2,0 g da amostra seca e transferidas para um
erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de H2SO4 1,25% para serem posteriormente
levadas a chapa aquecedora a uma temperatura de 105 °C por 30 min (a contagem
do tempo foi iniciada apo6s o inicio da fervura). Passado esse tempo, a solucéo foi
filtrada com o auxilio de um funil de buchner adaptado com um filtro de polipropileno
100%, seguida de sucessivas lavagens com aproximadamente 500 mL de &gua
destilada fervente. Os residuos retidos no filtro foram retornados ao erlenmeyer com
o auxilio de 100 mL de NaOH 1,25% para o inicio da digestédo basica, que seguiu as
mesmas etapas da digestdo acida previamente descrita. Ao término da lavagem com
agua destilada, foram adicionados aproximadamente 10 mL de éter de petrdleo P.A.
ao filtro com o intuito de auxiliar o processo de secagem. O residuo foi entdo retirado
do filtro e transferido para um cadinho de porcelana e levado a uma estufa com
temperatura de 105 °C por 3 h. Apés este periodo os cadinhos foram resfriados em
dessecador até a temperatura ambiente e pesados em balanca analitica. Por fim, os
cadinhos foram levados a mufla, onde foram mantidos por 2 h a uma temperatura de
550 °C para serem incinerados. Apds a etapa de incineracdo, os cadinhos foram
novamente resfriados em dessecador e pesados em uma balanca analitica. A
diferenca de massa antes e apds a calcinagéo forneceu o valor da fibra bruta, como

representado pela Equacéao 3.

100 x N (3)
p

% Fibra bruta =

Onde:
N = massa (g) da perda de massa pos-mufla;

p = massa (g) da amostra.
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3.2.4 Nitrogénio Total

A determinacao do teor de nitrogénio total foi realizada através do método de
Kjeldahl descrito por Lau, (1982). Para determinacdo do teor de nitrogénio total,
inicialmente foi necessario o preparo de quatro solucdes, conforme descrito:

(1) Mistura catalitica: os reagentes sulfato de sédio e sulfato de cobre em uma
proporc¢éo de 10:1, respectivamente, foram adicionados em uma capsula de porcelana
onde foram homogeneizados e triturados.

(2) Solucéo de hidréxido de sédio 50% (m/v): 50,0 g de hidréxido de sodio P.A.
Foram dissolvidos em agua destilada e transferidos para um baldo de 100 mL onde o
volume de agua destilada foi completado.

(3) Acido bérico 2% (m/v): 2,0 g de acido bérico foram transferidos para um
baldo volumétrico de 100 mL, o qual foi completado o volume com 4gua destilada.

(4) Indicador misto: 2,0 g de vermelho de metila P.A. e 0,1 g de verde de
bromocresol foram transferidos para um baldo volumétrico de 200 mL e o volume foi
completado com élcool etilico 70%.

Foram pesadas 0,2 g de amostra seca e triturada, transferidas para um tubo de
Kjeldahl no qual foi adicionado 1,5 g da mistura catalitica recém preparada e 5 mL de
acido sulfarico P.A. O tubo foi aquecido em bloco digestor até atingir a temperatura de
400 °C e mantido sob esta temperatura até a completa digestdo da amostra (o fim
desta etapa foi observado com a mudanca na coloracéo da solugdo de cinza para
azul-esverdeada). Em seguida, o tubo foi deixado sob a bancada até que a solucéo
atingisse a temperatura ambiente. Foram entdo adicionados 10 mL de agua destilada
aos tubos contendo as amostras e em seguida os mesmos foram acoplados, um de
cada vez, ao destilador de nitrogénio pré-preparado com NaOH 50%
(aproximadamente 20 mL) e um erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de acido
bérico 2% e 4 gotas de indicador misto. Apos a etapa de destilagcéo, o liquido recolhido
no erlenmeyer foi titulado com acido cloridrico 0,1 mol L* padronizado até a viragem
da coloracdo de azul-esverdeada para rosa clara. O calculo utilizado para a

quantificacdo do teor de nitrogénio esta descrito na Equagéo 4.
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VXCXFx14%x0,1
%N = (4)
p

Onde:

V = Volume do HCI utilizado na titulagéo (mL);
C = concentracéo do HCI (0,1 mol L);

F = Fator de correcéo da solucéo de HCI,

P = Massa (g) da amostra.

3.2.5 Proteina Bruta

O teor de proteina bruta foi calculado através da conversdo da quantidade de
nitrogénio total determinados pelo método de Kjeldahl, pelo fator de correcao de 4,38

descrito por Miles e Chang (1997), como descrito pela Equacao 5.

% Proteina bruta = %N X 4,38 (5)

Onde:
4,38 = fator de correcdo para céalculo de proteinas em cogumelos;

N = nitrogénio total (%).

3.2.6 Lipidios

O teor de lipidios foi determinado utilizando o método de extracdo por soxhlet.
Foram pesados 2,0 g de amostra em balanga analitica e transferidos para um cartucho
preparado com papel filtro amarrado com fio de Ia previamente desengordurado. O
cartucho foi acoplado a um aparelho extrator do tipo soxhlet devidamente equipado
com um baldo de fundo chato previamente tarado e um condensador. Foi adicionado
ao aparelho extrator uma quantidade em volume de um soxhlet e meio de éter de

petréleo P.A. A extracao foi feita sob aguecimento em chapa elétrica por 2 h com o
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gotejamento de aproximadamente 4 a 5 gotas por minuto. Apds o término da extracao,
o éter foi devidamente recuperado e os balBes foram levados a estufa a temperatura
de 105 °C onde foram mantidos durante 1 hora. Por fim, os baldes foram resfriados
em dessecador e pesados. A diferenca no peso dos balbes antes e ap0s a extracéo

forneceu o teor de lipidio totais presentes na amostra, como descrito pela Equacao 6.

100 X N
% Lipidios = — (6)

Onde:
N = massa (g) de lipidios;

P = massa (g) da amostra.

3.2.7 Carboidratos Totais

A determinacéo do teor de carboidratos totais foi realizada através da subtragdo
da soma dos resultados obtidos nas analises de determinacéo de proteinas, lipidios,
fibras e cinzas do peso total dos cogumelos, conforme descrito por Sullivan, (1993).

O calculo desta diferenca € representado pela Equacéo 7.
% Carboidratos = 100 — ( %proteinas + % lipidios + %cinzas + % fibras) (7)

3.3  Andlise Cromatogréfica
3.3.1 Preparo dos extratos

Para realizagcédo da escolha do melhor solvente a ser utilizado na diferenciacao
do perfil cromatografico das amostras pela técnica de analise de fatores foi utilizado
uma amostragem geral, denominada de “amostra 0” (ver Tabela 4) e o procedimento

de extracdo esta esquematizado na Figura 5.
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Figura 5 - Fluxograma dos processos de extracdo dos metabolitos secundarios do

Agaricus subrufescens.

Amostras secas de A. subrufescens

trituradas e peneiradas (1,5g)

» 30mL: Etanol 80% / H,O / Metanol 100%
Etanol 100% /Acetato de etila 100%
»  Sonicacao por 30 minutos

ax

»  Filtracéo

Liquido Sdlido

» Rotaevaporacédo do solvente
»  Capela de exaustdo por 24 horas Descarte

Extratos de

A. subrufescens

Fonte: O préprio autor

Foram testados cinco solventes: acetato de etila P.A., metanol P.A., etanol P.A,,
etanol 80% e agua Milli-Q para cada qual foram pesados 1,5 g de amostra e
adicionados 30 mL do respectivo solvente. Em seguida, essas misturas foram
sonicadas a 30 °C durante 30 minutos. Passado esse tempo, foi realizada uma
filtracdo em papel filtro e o armazenamento dos filtrados. Este procedimento foi
repetido por trés vezes consecutivas, até um volume total de 90 mL. As solugdes
obtidas foram concentradas em rotaevaporador até a eliminacdo do solvente. O
restante foi transferido para um frasco de massa conhecida e evaporado em capela
de exaustao por 24 horas a temperatura ambiente. Dessa forma, um extrato para cada
solvente foi obtido. Os cinco extratos secos obtidos foram entdo preparados a uma
concentracdo de 10 mg mL* e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecc¢ao por arranjo de fotodiodo (CLAE-UV/DAD).
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O método de extracdo otimizado também foi realizado em escala reduzida
(microextragdo) para as analises quimiométricas dos extratos acetalicos. Neste,
adicionou-se 400,0 mg da amostra e 1 mL do respectivo solvente em um eppendorf,
seguido de agitacdo em ultrassom por um periodo de 15 minutos. Apds estas etapas
a amostra foi levada para uma centrifuga onde foi deixada por 5 minutos com uma
velocidade de 4000 rpm por minuto. O sobrenadante foi retirado, seco em capela de
exaustdo e solubilizado 100% de acetonitrila em uma concentracéo de 3,0 mg mL™?
para a realizacdo das analises cromatograficas em triplicata por CLAE-UV/DAD e

posterior analise pela técninca de analise de fatores.

3.3.2 Andlise por CLAE-UV/DAD

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo liquido com
detector de arranjo de diodos (SHIMADZU). Foi utilizada uma coluna analitica
Phenomenex® com fase estacionéaria reversa Cis (250 x 4,6 mm; d.i: 5 um), e uma
coluna analitica Synergi™ C1g (250 x 4,6 mm; d.i.; 4 um). As fases méveis empregadas
foram acetonitrila (solvente B) e 4gua deionizada em sistema Milli-Q (solvente A),
sendo as duas fases acidificadas com 0,1% de &cido férmico. As amostras, na
concentragdo de 10 mg mL* diluidas em 100% de acetonitrila, foram injetadas (20
uL), com vazédo de 1,0 mL min, a temperatura de 35 °C, e os cromatogramas foram
registrados com varredura espectral de comprimento de onda na faixa de 190 a 400
nm, com monitoramento dos picos individuais a partir dos espectros de Ultravioleta
(UV), foi feita a selecdo do comprimento de onda fixo de 280 nm para as analises. As
condicdes de eluicdo da fase moével usadas nas andlises cromatograficas estdo

descritas na Tabela 5.
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Tabela 5 - Métodos utilizados na otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas dos
extratos de A. subrufescens (Fase Movel: ACN:H20 (0,1% de &cido formico); vazao
de 1 mL min', temperatura ambiente; volume de injecdo de 20 uL de solucédo de 10
mg mL™.

Método Coluna Gradiente

A Phenomenex® Cis (250 x 4,6 mm; d.i: 5 um) 5-100% B* em 40 min.
0-5 min : 5% B.
5-35 min : 5-55% B.
35-36 min : 55-80%B.
36-40 min : 80-100%B.
0-10 min : 1%B.
10-40 min : 1-55% B.
40-41 min : 55-80% B.
41- 55 min : 80-100%B.
0-28 min : 5-70% B.
28-40 min : 70% B .
40-55 min : 70-100%B.

B Phenomenex® Cis (250 x 4,6 mm; d.i: 5 um)

C Synergi™ Cig (250 x 4,6 mm; d.i.: 4 pm)

D Phenomenex® Cis (250 x 4,6 mm; d.i: 5 um)

*Solvente B: acetonitrila grau HPLC.

3.3.3 Identificacbes das substancias presentes no extrato de A. subrufescens

3.3.3.1 Analise por CL-EM

As andlises por CL-EM foram realizadas utilizando um cromatégrafo liquido
(Shimadzu®) acoplado a um espectrometro de massas (Amazon SL Bruker®) do tipo
ion-trap, equipado com fonte de ionizacao do tipo eletro-spray (ESI). As andlises foram
realizadas em modo positivo e negativo com fragmentacdo até MS3, faixa de ions
detectada de 50-1200, e energia de ionizacdo de 50 V. O software Bruker Compass
DataAnalysis 4.3® foi utilizado para a andlise dos dados. Os extratos hidroalcodlico e
acetalico foram preparados a partir da amostragem geral de todas as amostras de A.
subrufescens conforme o método descrito na secdo 3.3.1, empregando-se o método
cromatografico descrito pelo método D apresentado pela Tabela 5. Os resultados
obtidos foram comparados com os dados da literatura para a identificacdo de

compostos conhecidos.
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3.4  Andlise de fatores aplicada a analise quimica e metabolémica

Os dados obtidos da andlise quimica foram dispostos em forma de uma matriz
X (66x6), no qual as linhas representam as amostras (em duplicata) e as colunas
representam os teores calculados de carboidratos, lipidios, fibras, proteinas, cinzas e
umidade. Para o processamento dos dados utilizou-se o software Statistica 7.0. Foi
aplicado o método de pré-processamento de dados denominado de auto escalamento
e 0 método utilizado para andlise dos dados foi a analise de fatores.

Os cromatogramas obtidos em triplicata para os extratos de acetato de etila
foram dispostos em uma matriz 99x3750 (99 cromatogramas/amostras por 3750
variaveis/absorbancias nos diferentes tempos de retengdo), no qual as linhas
representaram o tempo em minutos e as colunas as absorbancias obtidas para cada
amostra. Para o processamento dos dados utilizou-se o software Statistica 7.0 e para
plotagem dos gréficos de loading utilizou-se o software OriginPro 8.5.

N&o foi necessario a aplicacdo de nenhum método de pré-processamento de
dados e o método quimiométrico utilizado foi a anélise de fatores.

3.5 Quantificacdo de Fendis Totais

A determinacdo de fendis totais foi realizada seguindo o método descrito por
Swain e Hills (1959), com adapta¢des. Foram pesados 5,0 mg de cada amostra em
um eppendorf, em seguida foi adicionado 1 mL de etanol 80% e o mesmo foi levado
ao aquecedor/agitador a 60 °C e 500 rpm por 3 h. Apds este periodo, as amostras
foram levadas a uma centrifuga onde foram mantidas a 4000 rpm por 10 min. Em
seguida, foram retirados 100 pL do sobrenadante (extrato) e esse volume foi
transferido para um eppendorf de 2 mL, onde foram adicionados 1500 pL de H20 Milli-
Q e 100 pL do reagente Folin Ciocalteau. A mistura foi mantida por 5 min a
temperatura ambiente e, apds este periodo, foram adicionados 300 pL de Na2COs.
Em seguida, as amostras foram simultaneamente aquecidas a 40 °C e agitadas a 500
rom durante 30 min e a leitura foi realizada em cubeta de 3 mL em A = 765 nm. O

padrao utilizado para construcédo da curva de calibracao foi o acido galico atraves da
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qual obteve-se a equacdo da reta e realizou-se a quantificacdo dos compostos

fendlicos expressos em mg de equivalente de acido galico/100g de cogumelo seco.

3.6 Determinacao da Capacidade Antioxidante

3.6.1 Ensaio da capacidade redutora do radical DPPH"

A capacidade antioxidante dos extratos e do padrdo (4cido galico) foram
avaliados em termos da reducdo do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"). O
ensaio do DPPH’ foi entdo realizado de acordo com o procedimento descrito por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com algumas modificagcdes. Foram pesados
5,0 mg de amostra em um eppendorf, em seguida foi adicionado 1 mL de etanol 80%
e 0 mesmo foi levado a incubadora a 60 °C e 500 rpm por 3 h. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 min e o0 sobrenadante foi separado
do precipitado.

Foram retirados 333,3 uL do sobrenadante e adicionados 654,2 uL de etanol
80%, 12,5 puL de DPPH 8,0 mmol L. A reacéo ocorreu na auséncia da luz por 1 h. A
absorbancia foi medida em cubeta de quartzo com capacidade de 1 mL em A = 517
nm. A porcentagem de DPPH’ reduzido foi calculada utilizando a Equacédo 9 e os
resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico/100g de cogumelo

seco. Todos os testes foram realizados em triplicata.

[ (Abs. controle — Abs da amostra)] (9)

% DPPH' reduzido = Abs. controle

3.6.2 Ensaio da capacidade de absorcao do radical oxigénio (ORAC)

O método ORAC relatado por Huang; Mau, (2006) com algumas modificagbes
foi utilizado para avaliar a capacidade antioxidante dos extratos de A. subrufescens.
Inicialmente foi preparada uma solucéo do reagente AAPH (azobis-amidinopropano,

88,0 mmol L?) utilizando tampéo glicina (pH 8,3). Em seguida, a solucédo estoque de
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fluoresceina (1,0 x 10* mol L1) também foi preparada em tampéao de glicina (pH 8,3)
e mantida a 4 °C no escuro. No dia do ensaio, a solucao estoque de fluoresceina foi
diluida em tampéo glicina (pH 8,3) de modo a obter uma solucdo de concentracéo
6,45 x 10 mol L%. Foram pesados 5,0 mg de cada amostra em um eppendorf seguido
da adicdo de 1 mL de etanol 80%, e o mesmo foi levado a uma incubadora shaker
com aquecimento (60 °C e 500 rpm) por 3 h. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 4.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi separado do precipitado.
Em seguida, em uma microplaca de 96 pocos de paredes pretas, foram adicionados
30 pL de fluoresceina e 20 pL do sobrenadante. Esta mistura foi incubada a 37 °C por
5 min e em seguida a reacédo foi iniciada pela a adicdo de 50 uL de AAPH. A
fluorescéncia foi monitorada de 5 em 5 minutos durante 3 horas em um leitor de
microplacas utilizando filtros de excitacdo em 485 nm e filtros de emissao em 528 nm.
As medicles finais de fluorescéncia foram expressas relativas ao controle de leitura.
Para os ensaios de controle, os compostos testados foram substituidos pelo
correspondente volume de tampao glicina, sob condi¢cdes idénticas (valor considerado
como 100%). Todas as determinagbes foram realizadas em triplicata. O padréo
utilizado para construcéo da curva de calibracao foi o acido através da qual obteve-se
a equacao da reta e realizou-se a quantificacdo dos compostos fendlicos expressos

em g de equivalente de acido géalico/100g de cogumelo seco.

3.6.3 Ensaio do poder de reducédo do Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante avaliada quanto ao poder de reducdo do ferro foi
medida pelo método de Carneiro et al., (2013) com modifica¢des. A solucdo FRAP foi
preparada pela adicdo de 10 mL de tampéo acetato (300,0 mmol L' e pH 3,6) a 1 mL
da solucéo de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) 10,0 mmol L* em HCI 40,0 mmol
Lt e 1 mL da solucédo de cloreto férrico 20,0 mmol L. Tendo a solucdo reagente
preparada, 5,0 mg de cada amostra foram pesados em um eppendorf, seguido da
adicdo de 1 mL de etanol 80% e o mesmo foi levado a uma incubadora shaker com

aguecimento a 60 °C e 500 rpm por 3 h. Apds este periodo, as amostras foram
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centrifugadas a 4000 rpm por 10 min. Em seguida, 10 yL do sobrenadante foram
transferidos para uma microplaca de 96 pocos, onde foi adicionado juntamente 240
UL do reagente FRAP. Apds 10 minutos de incubagdo a 37 °C, os dados de
absorbancia foram registados em 595 nm. As analises foram realizadas em triplicata
O padréo utilizado para construcéo da curva de calibracao foi o 4cido através da qual
obteve-se a equacdo da reta e realizou-se a quantificacdo dos compostos
antioxidantes expressos em mg de equivalente de &cido gélico/100g de cogumelo

S€ecCo.

3.6.4 Anélise Estatistica

O tratamento estatistico dos valores obtidos na analise da composicédo quimica
dos suplementos, e nos testes de fendis totais e antioxidantes das amostras de
cogumelo foram realizados através da Analise de Variancia (ANOVA), e os resultados
encontrados foram comparados utilizando o Teste de Tukey ao nivel de confianca de
95%. O teste foi realizado utilizando o software Sisvar 5.6 (Build 86).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Composicao Quimica dos suplementos

Os

suplementacdo das amostras do cogumelo A. subrufescens estdo descritos pela

resultados da andlise quimica dos suplementos utilizados para

Tabela 6 e foram utilizados para discutir os resultados obtidos através da analise

guimica dos cogumelos suplementados neste trabalho descrito pelo item 4.2.1.

Tabela 6 - Andlise quimica dos suplementos utilizados na suplementacdo das

amostras de Agaricus subrufescens*

Umidade ) Proteina Fibra Bruta o Carboidratos
Suplemento Cinzas (%) Lipidios (%)
(%) Bruta (%) (%) (%)

Amendoim Formol 3,130+4,62 6,315+0,5° 26,545+1,52 54,12048,2¢  4,405+0,8° 8,615+7,72
Amendoim 6,410+4,3° 6,565+0,3° 36,825+11,5»  37,55+6,6"  6,063+12,3¢ 12,893+30,4°
Fruta Formol 7,260%3,4¢ 7,913+13,0¢ 25,419+9,02 49,978+0,9¢¢  1,598+0,9° 15,094+22,1°
Fruta 6,970+1,3>  8,9925+2,8¢  30,054+2,52 35,650+6,5°¢  1,310+4,3° 23,994+28,42
Combinacéo Formol  5,680+5,2P 6,935+0,9°  31,830+7,4° 17,550+8,92 0,60+0,72 43,075+14,7¢
Combinacéo 4,870+2,136  7,9275+3,7¢  30,054+7,52 20,155+8,62° 0,62+0,32 41,244+12,5¢
Mistura Formol 5,950+3,0° 7,542+3,5¢  29,885+1,23 42 375+3,0¢ 4,040+1,3¢ 16,358+1,9°
Mistura 6,620+2,30 4,000+0,12 22,756+26,42  61,250+2,9¢ 1,68+1,7° 10,314+21,82
Champfood 4,578+2,78%  4,410+1,02 40,415%6,14 28,365+10,1° 0,873+0,22 37,840+2,9¢
Setas 6,050+2,0° 6,935+0,9°  28,365+10,02®  40,415+6,2¢  1,078+0,5% 37,565+3,0°¢

*Resultados expressos em base seca (média + desvio padrédo, n=3).
*Letras diferentes, na mesma coluna, sao significativamente diferentes pelo teste deTukey (p<0,05).

4.2 Composic¢ao Quimica das amostras de A. subrufescens

Os resultados obtidos atravées das analises da composi¢ao quimica, conforme
descrito na Tabela 7, apresentaram uma grande quantidade de dados a serem
discutidos e relacionados, por isso foram submetidos a ferramenta multivariada de
andlise de fatores, com a finalidade de extrair o maximo de informac¢fes quimicas
possiveis.
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Tabela 7 — Analise da composicdo quimica do cogumelo A. subrufescens*

Umidade Nitrogénio Proteina Lipidios Carboidrato
Cédigo Cinzas (%) Fibra Bruta (%)
(%) Total (%) Bruta (%) (%) (%)
1 6,485+0,21 6,910+0,14 5515+0,21 24,189 + 0,46 25,463 +0,41 2,110+0,11 41,328
2 6,490 + 0,28 6,975 + 0,49 6,395+ 0,21 27,977 £ 0,46 23,264 + 0,55 1,315 + 0,07 40,469
3 6,885+1,20 6,492+0,12 5998+0,11 26,289 + 0,25 25,019 + 0,82 1,575+0,35 40,625
4 7,495 + 0,07 6,993 + 0,10 5,748 £ 0,11 25,158 + 0,23 25,449 + 0,93 1,650 + 0,28 40,751
5 6,010+0,14 7,023+1,10 5,565+0,21 24,342+ 0,46 22,001 +0,19 1,095 + 0,04 46,439
6 7,005 + 0,07 6,268 + 0,48 5,554 +1,83 24,611 + 4,00 22,946 + 0,46 1.775 + 0,07 44,400
7 6,995+0,07 7,240+0,14 5,725+0,07 25,065+ 0,15 21,688 + 0,54 2,05+ 0,06 45,802
8 6,980+0,14 6,120+0,14 5,740+0,14 25163 +0,31 22,958 + 0,27 1,965 + 0,64 43,794
9 5365+0,14 6,805+0,07 6,150+0,71 27,047 £1,55 22,045 + 0,86 1,695+ 0,35 42,409
10 6,960+0,14 6,695+0,07 5,905+0,07 25875+0,15 20,359 + 0,52 1,785+0,21 45,286
11 6,480+0,14 6,740+0,14 6,756+0,20 29,621 + 0,45 24,100 + 1,01 2,060 + 0,85 37,479
12 7,010 £ 0,14 6,725 + 0,07 6,620 £ 0,14 29,018 0,31 22,312 + 0,63 1,805+ 0,21 40,140
13 6,460+0,14 7,010+0,28 6,045+0,78 26,598 +1,70 22,962 + 0,95 1,930+0,14 41,500
14 6,505+0,07 6,390+0,14 6,641+1,85 28,800 + 4,05 24,497 £ 0,08 2,860 + 0,14 37,454
15 5,505+0,07 6,695+0,07 6,935+0,64 30,474 +1,39 17,975+ 0,37 2,805+ 0,35 42,051
16 5,005+0,07 6,990+0,14 6,465+0,07 28,328 +0,15 22,029 + 0,31 1,970 + 0,05 40,683
17 6,0056+0,07 6,755+0,92 6,829+2,14 30,241 + 4,56 24,240 + 0,56 1,735+ 0,07 37,029
18 6,510+0,14 7,010+0,14 6,915+0,21 30,321 +0,46 24,095 + 1,00 1,095 + 0,07 37,479
19 6,210+0,14 6,970+0,05 6,593+2,00 28,565 + 4,38 18,976 + 0,40 3,685 + 0,49 41,804
20 6,900+0,05 6,365+0,07 7,252+0,12 31,744 +0,26 20,804 + 0,06 1,865 + 0,07 39,223
21 5995+0,07 6,600+0,14 7,006+0,35 30,627 +£0,77 23,397 + 0,86 1,840+ 0,03 37,536
22 5490+0,14 6,970+0,98 6,461+0,05 28,293+0,11 23,279+ 3,41 2,555 +0,78 38,904
23 7430+0,42 6,770+0,04 6,380+0,14 27,923 +0,31 22,954 + 0,80 1,250+ 0,71 41,104
24 4,940 £ 0,57 7,045 + 0,07 7,515 +0,21 32,949 + 0,46 19,071+ 1,62 2,375+ 0,35 38,561
25 6,006+0,07 7,210+0,01 6,630+0,42 29,105+ 0,93 22,700 + 1,58 2,020+ 0,28 38,965
26 6,010+0,14 6,375+0,08 5846+0,05 25599 +0,11 20,891 + 0,17 1,905 + 0,07 45,231
27 4,495+0,07 6,630+0,14 6,907+0,23 30,287 +0,51 22,930+ 1,72 2,190 + 0,99 37,963
28 6,0056+0,07 6,720+0,14 6,510+0,14 28,536 + 0,31 24,347 £ 0,92 1,760 £ 0,42 38,637
29 6,000+0,05 6,423+0,10 6,780+0,14  29,675+0,31 22,199 + 0,30 1,415+ 0,07 40,289
30 5535+092 6,875+0,07 7,341+0,05 32,152 +0,03 21,572+ 0,50 1,538 + 0,37 37,863
31 6,0056+0,07 6,760+0,08 5775+0,21 25,327 +0,46 23,990 + 0,50 1,798 + 0,31 42,124
32 6,465+0,35 6,670+0,14 7,012+0,67 30,609 + 1,46 24,044 + 1,08 2,465 + 0,07 36,212
33 6,505+0,07 6,955+0,07 7,767+0,37 34,075+ 0,80 24,038 + 0,89 1,469 +0,71 33,372

*Resultados expressos em base seca (média + desvio padrao, n=3).

Os resultados de nitrogénio total e carboidratos ndo foram incluidos nesta

técnica, uma vez que, estes resultados possuem uma correlacdo direta com os demais

testes e ndo ocasionariam mudancas no resultado apresentado pela analise de

fatores.

51



4.2.1 Andlise de fatores dos resultados obtidos pelas analises da composi¢ao quimica

Os dados obtidos através das analises da composicdo quimica do cogumelo A.
subrufescens apresentaram resultados com grandezas diferentes e por isso houve a
necessidade da realizacdo de um pré-processamento denominado de auto
escalamento. Este processamento € muito utilizado quando se tem amostras com
valores muito divergentes, como é o caso dos valores de lipidios que giram em torno
de 20 g kg e os resultados de proteina bruta que apresentam uma média de 280 g
kgt, fazendo com que se atribua a mesma importancia a todas as variaveis. Desta
forma, nesta técnica o valor de cada variavel € subtraido de sua média e, entéo,
dividido pelo desvio padrao; neste caso a média € igual a zero e o desvio padrao igual
a 1l (HONGYU; JORGE; JUNIOR, 2015).

O resultado da aplicacéo desta técnica quimiométrica esta descrito na Figura 6
(gréfico de loading) no qual o Fator 1 é capaz de explicar 37,68% dos dados e o Fator
3, 18,32%, resultando em 56% da variancia total dos resultados. Estes dados
demonstram que, pelo Fator 1, todas as amostras que estdo na regido negativa
apresentam em sua composicado maiores correlacdes com os teores de cinzas, lipidios
e proteina bruta, enquanto que o lado positivo com os teores de umidade e fibras. Ja
para o Fator 3, os valores negativos estao correlacionados com os teores de cinzas e
lipidios e umidade e os positivos com os teores de proteina bruta e fibras.

Relacionando o grafico de loadings com o grafico de scores (Figura 7) é
possivel verificar que as linhagens JP, T2 e ABZ obtiveram comportamentos
diferentes mesmo quando suplementadas com o mesmo tipo de suplemento, ja que
cada amostra se enquadrou de forma distinta no grafico de scores, representadas
respectivamente pelas cores vermelha, verde e rosa. Isto pode ser explicado devido
a diferenca na origem de cada uma (Brasil, Bélgica e Japao), que pode ocasionar o
desenvolvimento diferente na composi¢cdo quimica mesmo quando cultivadas da
mesma forma. Furlani e Godoy (2005) citam ainda que estas diferencas podem ser
provenientes de algumas mudangas genéticas que as espécies de cogumelo
comestiveis vém sofrendo ao decorrer dos anos com o intuito de se produzir

cogumelos mais ricos em um determinado nutriente.
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Figura 6 - Gréfico de loading do Fator 1 versus Fator 3 obtido através do estudo da
analise quimica das amostras de Agaricus subrufescens.
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A linhagem JP, com excecgédo a amostra 28 (suplementada com champfood),
apresentou um perfil semelhante, nas quais, independentemente do tipo de
suplementacao utilizada, todas obtiveram correlagcbes com os teores de cinzas e
lipidios pelo Fator 3, enquadrando-se no lado negativo desta componente, ou seja,
neste caso a composi¢ao quimica dos suplementos nao influenciou a composicéo final
das amostras em questdao. Em relacdo ao Fator 1 as amostras foram divididas de
acordo com o tipo de suplemento. As amostras suplementadas com o0s suplementos:
amendoim, amendoim formol, fruta, fruta formol, setas foram discriminadas em
relacdo aos teores de fibras e umidade juntamente com a amostra controle, sendo que
estes suplementos, com exce¢cdo do amendoim, apresentaram resultados
estatisticamente iguais entre si, com resultados intermediarios no teste de proteina
bruta ( ver Tabela 6), o que justifica a similaridade na composicéo quimica final destes
cogumelos. Ja as amostras suplementadas com combinacdo, combinacdo formol,
mistura e mistura formol foram correlacionadas com os teores de lipidios,
demonstrando que neste caso, a composicdo quimica dos suplementos nao
influenciou a composicdo deste nutriente no cogumelo, visto que, o teor de lipidios
variou de 0,5% até 4,04%, um dos menores e maiores resultados do teste feito nos
suplementos, respectivamente. A Unica excecao para a linhagem JP foi a amostra 28,
suplementada com o suplemento comercial champfood que apresentou correlagcéo
com os teores de proteina e fibra bruta, se mostrando com valor nutritivo mais alto do
gue as demais amostras desta linhagem. Segundo Zied e colaboradores (2018), o
suplemento comercial champfood é o mais indicado para a producdo do A.
subrufescens disponivel no mercado atualmente e, de acordo com sua pesquisa,
apresenta também os melhores resultados em relacdo a produtividade quando
comparado aos demais suplementos.

Ja as linhagens ABZ e T2 apresentaram, de uma forma geral, maiores
correlagbes com os teores de fibras e proteinas, e, consequentemente, menores
guantidades de cinzas, lipidios e umidade, conforme descrito pelo Fator 3. Onde,
pdde-se perceber que a composicdo quimica do suplemento néo influenciou

diretamente a composi¢ao dos cogumelos destas duas linhagens.

54



Assim, as amostras da linhagem ABZ suplementadas com: mistura formol,
mistura e champfood mesmo ndo apresentando os maiores resultados no teste de
proteinas, para os suplementos, ocasionaram a producao de cogumelos com maiores
correlagdes com este nutriente, discriminadas pelo lado negativo do Fator 1, o que
enaltece o valor nutricional destas amostras. Segundo Furlani e Godoy (2007), a
producao de A. subrufescens com altos teores de proteina bruta e baixas quantidades
de lipidios tem sido o alvo de diversos produtores de cogumelo, uma vez que este
fungo pode ser introduzido na dieta de pessoas que possuem caréncia de proteinas
ou para aqueles cuja dieta possui restricbes a gorduras. Outro fator observado € a
presenca do suplemento comercial champfood agrupado com trés suplementos
artesanais, produzidos a partir de residuos industriais, caracterizando a eficiéncia na
suplementacdo do cultivo destes cogumelos, uma vez que, proporcionaram uma
guantidade de nutrientes similares ao suplemento comercial utilizado como um padrao
para os resultados obtidos.

Jé as amostras (T2: controle; amendoim; fruta, fruta formol; combinacéo formol;
champfood e ABZ: combinacdo formol; fruta formol; controle; amendoim formol)
discriminadas pelo lado positivo do Fator 1 apresentaram em sua composi¢ao maiores
correlagdes com os teores de fibras, mesmo contendo suplementos que apresentaram
um dos menores resultados obtidos no teste de fibras, favorecendo a composicao
quimica final deste cogumelo, visto que, segundo Monteiro et al. (2005), alimentos
ricos em fibras sédo essenciais na dieta de algumas pessoas, pois este nutriente possui
a capacidade de acelerar o tempo de excrecdo do bolo fecal e, consequentemente,
reduzir a sua residéncia no intestino, acarretando na diminuicdo dos riscos de
desenvolvimento de doencas como o cancer de coélon e de reto. No entanto é
importante salientar que as amostras da linhagem ABZ e T2 localizadas neste
guadrante (superior-esquerdo) estdo agrupadas com as suas respectivas amostras
controle, o que faz desnecessaria a suplementacao neste tipo de amostra, pois de
acordo com Zied e colaboradores, (2018), esta similaridade pode ser ocasionada pela
suficiéncia de nutrientes no substrato de cultivo, ndo necessitando da adicdo de um

suplemento.
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Desta forma, fica claro que a origem da linhagem influéncia diretamente a forma
de desenvolvimento do cogumelo A. subrufescens, visto que, a composi¢cdo quimica
de um suplemento ndo ocasionard, necessariamente, o desenvolvimento de
cogumelos com o mesmo perfil quimico, como ja havia sido citado por Furlani e Godoy

(2005) no inicio da discusséao deste topico.

4.2  Andlise Cromatogréafica

4.2.1 Escolha do solvente extrator e analise inicial por CLAE-UV/DAD

Os cinco extratos de A. subrufescens especificados na Tabela 6, obtidos
através do método de extracdo descrito por Carvajal e colaboradores (2012), com
modificacdes, foram analisados por CLAE-UV/DAD com o intuito de se obter dados
sobre o comportamento das amostras na presenca de solventes com diferentes
polaridades. A Tabela 8 apresenta as massas e os rendimentos obtidos a partir de 1,5

g de amostras de cogumelo.

Tabela 8 — Massas e rendimentos obtidos dos extratos preparados a partir da
mistura das amostras de A. subrufescens.

Cdédigo Massa (g) Rendimento (%)
ASQ"_EtOH80% 0,8166 27,10
ASO_EtOH100% 0,1297 8,62

ASO_MeOH100% 0,5433 36,17
ASO0_H20100% 0,8806 59,01
ASO_AcOEt100% 0,0268 1,85

*ASO = Mistura das amostras de cogumelo A. subrufescens cultivados com diferentes
suplementos artesanais e comerciais

Analisando a Tabela 8, € possivel perceber que os solventes etanol 80%(er
=60,6), metanol 100% (&r =33) e agua 100%(er =80,4) apresentaram valores de
rendimento acima de 10%, em decorréncia do carater mais polar destes compostos
podendo ter extraido compostos como o0s agucares, aumentando assim, a massa e
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rendimento final destes solventes. Ja os solventes etanol 100% (&r = 25,0) e acetato
de etila 100% (er = 6,02) apresentaram valores abaixo deste percentual, demonstrando
que as caracteristicas de cada solvente proporcionam extracdes diferentes em uma
mesma amostra. No entanto, para a analise de diferenciacdo das amostras por
cromatografia liquida, outros parametros devem ser levados em consideracao, tais
como a quantidade de substancias e a intensidade dos picos presentes nas amostras.

Assim, os extratos foram analisados por CLAE-UV/DAD utilizando inicialmente
um gradiente exploratério (5-100% B em 40 minutos), denominado de método A
(Tabela 5). Os cromatogramas foram adquiridos em uma faixa de 200 — 400 nm, sendo
gue o comprimento de onda em que foi possivel observar uma maior quantidade de
picos foi em 280 nm. Os cromatogramas obtidos nesta etapa estdo representados na
Figura 8.

Foi possivel observar uma grande similaridade entre os perfis cromatograficos
dos extratos aquosos, representados pela Figura 8 (a), (b) e (c), respectivamente.
Observou-se que o alto grau de polaridade desses solventes ocasionou a extragao de
compostos com esta mesma caracteristica. J& os extratos hidroalcodlico e acetalico
(Figura 8 (d) e (e), respectivamente), apresentaram cromatogramas com uma grande
variedade de polaridade de compostos. Porém, apesar de os extratos hidroalcodlico
e acetdlico apresentarem alguns picos semelhantes, o acetélico apresentou maiores
quantidades de picos e separacdo eficiente, ou seja, este solvente &, dentre os
apresentados, o mais adequado para prosseguir para a etapa de diferenciacdo da
composicdo quimica dos cogumelos gerada pela suplementacdo, sendo escolhido
para realizacdo da etapa de micro extracdo de todas as amostras citadas.

No entanto, além da escolha do solvente acetato de etila, foram realizadas
ainda alguns experimentos para se obter o aumento da resolucdo dos picos dos
demais cromatogramas, a fim de se obter uma separacdo cromatografica mais

eficiente, em razdo do rendimento destes terem sido significativamente maiores.
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Figura 8 - Perfis cromatograficos (CLAE-UV/DAD) em A= 280 nm dos extratos
realizados com a amostra “0” extraidos com diferentes tipos de solventes: (a) Agua
100%; (b) Etanol 80%; (c) Metanol 100%; (d) Etanol 100%; (e) Acetato de etila 100%.
Fase movel: Acetonitrila (fase B) e agua Milli-Q (fase A), ambas acidificadas com 0,1%
de acido férmico. Coluna Phenomenex® Cis-Luna (250 x 4,6 mm, d.i.; 5 ym), vazao
de 1 mL minl. Gradiente exploratério: 5-100% B em 40 minutos.
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4.2.2 Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas

A otimizag&o das analises cromatograficas foi realizada por meio da otimizacéo
do tempo de andlise e do gradiente de eluicdo, ja a fase mével e sua vazdo foram
mantidos conforme descrito anteriormente. Como ja discutido, foi possivel observar
um alto grau de polaridade nas substancias presentes nos extratos obtidos com maior
rendimento (metanoico e hidroalcodlico), resultando na elui¢cdo de praticamente todas
as substancias detectadas em um tempo inferior a 10 minutos (ver Figura 8). Desta
forma, com o intuito de melhorar a separacdo cromatografica, visto que o solvente
acetato de etila apesar de ter apresentado um perfil cromatografico com maior nimero
de picos, foi 0 solvente que apresentou 0 menor rendimento, realizou-se entdo uma
modificacdo do método de eluicdo da fase moével, empregando um platé isocratico em
5% B durante 5 minutos, seguido de um gradiente de 5 a 55% B durante 30 minutos,
gradiente de 55 a 80 %B até 31 minutos, e por fim um gradiente de 80 a 100 %B até
45 minutos, totalizando 51 minutos de corrida, sendo esse método chamado de
método B. O cromatograma obtido para os extratos Metanol 100% e Etanol 80%
empregando o método B € mostrado na Figura 9.

Neste segundo método pbde-se observar uma melhora na separacdo dos
compostos, porém, a maioria dos picos de interesse ainda coeluiram no inicio da
coluna. De modo a solucionar esta questéo, uma alternativa foi mudar a coluna para
alguma que fosse possivel atingir valores de %B ainda mais baixos que 5% B (valor
minimo recomendado pela Phenomenex, sem prejudicar a coluna). A coluna Synergi
Cis (250 x 4,6 mm, d.i.; 4 ym) foi utilizada e o gradiente do método C foi empregado,
gue consiste em uma condicao de analise muito similar ao Método B, porém, iniciou-
se a analise com 1% B ao invés de 5% B. Este teste foi realizado apenas com o extrato
hidroalcodlico, para uma avaliacdo inicial das possiveis melhoras no método O

cromatograma obtido para essa etapa € mostrado na Figura 10.
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Figura 9 - Perfis cromatograficos (CLAE-DAD) em A= 280 nm dos extratos (a) Metanol
100%; (b) Etanol 100%; obtidos da amostra “0” utilizando: Fase movel: Acetonitrila
(fase B) e agua Milli-Q (fase A), ambas acidificadas com 0,1% de acido férmico.
Coluna Phenomenex® Cig-Luna (250 x 4,6 mm, d.i.; 5 ym), vazdo de 1 mL min™.
Método B.
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Figura 10 - Perfil cromatografico (CLAE-DAD) em A= 280 nm do extrato hidroalcodlico
da amostra “0”. Fase movel: Acetonitrila (fase B) e agua Milli-Q (fase A), ambas
acidificadas com 0,1% de &cido férmico. Coluna Synergi TM C18 (250 x 4,6 mm; d.i.:
4 um), vazéo de 1 mL mint. Método C.
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Intensidade (mAU)

No entanto, observou-se que o0 cromatograma obtido empregando a coluna
Synergi ndo apresentou resultados satisfatorios, uma vez que apresentou picos largos
e com baixa intensidade, uma linha de base deformada, além de um cromatograma
com baixa resolucao.

Tendo em vista que o resultado obtido com a coluna Phenomenex Cis para o
extrato acetato de etila da amostra “0” (mistura das amostras de cogumelo A.
subrufescens cultivados com diferentes suplementos artesanais e comerciais) foi
bastante interessante devido a intensidade e quantidade de picos (Figura 8 €), essa
coluna voltou a ser empregada e um pequeno ajuste da regido mais apolar (proximo
de 35 minutos) foi realizado, empregando o método D (ver Tabela 5), que consiste em
um platd isocratico em 70 % B nessa regido. O cromatograma obtido é ilustrado na
Figura 11.

Figura 11 - Cromatograma em A= 280 nm do extrato de A. subrufescens obtidas por
CLAE-DAD utilizando como fase movel o acetonitrila (fase B) e agua Milli-Q (fase A),
ambas acidificada com 0,1% de acido férmico. Coluna Phenomenex® C18 (250x4,6
mm, d.i.; 5 ym), vazéo de 1 mL min-t.Método D.
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Este método foi entdo utilizado para andlise dos 33 extratos (em triplicata)
obtidos através de da extracdo em escala reduzida para analise de diferenciacéo do

perfil das amostras por Analise de Fatores.
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4.2.3 Analise de fatores do perfil cromatogréafico

Para explorar as diferengas entre os cromatogramas obtidos através dos 33
extratos de A. subrufescens estes foram analisados individualmente e em seguida
foram sobrepostos para facilitar a visualizacdo. A Figura 12 apresenta a sobreposicao

destes cromatogramas.

Figura 12 - Cromatogramas em A= 280 nm dos extratos de A. subrufescens obtidas
por CLAE-UV/DAD: utilizando como fase mdvel o acetonitrila (fase B) e dgua Milli-Q
(fase A), ambas acidificada com 0,1% de &cido formico. Coluna Phenomenex® Cis
(250 x 4,6 mm, d.i.; 5 ym), vazédo de 1 mL min 1. Método D.
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Nota-se que todas as amostras apresentaram o mesmo perfil cromatografico,
havendo diferenca apenas nas intensidades de cada pico, por isto utilizou-se a técnica
quimiométrica de analise de fatores para facilitar o estudo das diferencas entre cada
extrato. Desta forma, para melhor visualizagéo dos resultados, 0s picos responsaveis
pela discriminacdo das amostras foram enumerados de 1 a 12 de acordo com o tempo
de retencéo e seus respectivos compostos foram identificados por CLAE-EM/EM de

acordo com a Tabela 9, dentro os quais seréo discutidos no item 4.5.1. As amostras
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foram separadas de acordo com a sua respectiva linhagem e discutidas

individualmente.

Tabela 9 - Tempo de retencéo dos picos discriminados pelos grafico de loading da
linhagem JP, T2 e ABZ e identificacdo das substancias por CL-EM/EM.

Tempo de retencédo

Pico ] Substéancia Referéncia
(min)
1 3,61 Hexitol (LANDI et al., 2017)
2 3,69 Agaritina (KIM et al., 2008)
3 11,22 - -
4 11,32 - -
5 17,09 - -
6 17,22 - -
7 20,26 Acido Pinélico (ALLEN; GREINER; WISHART, 2015)
8 20,41 - .
9 36,14 Acido digalico (ABU-REIDAH et al. 2015)
10 36,37 Esculetina (YUN et al., 2012)
11 37,72 Ramnetina (ABU-REIDAH et al. 2015)

(JAYAKUMAR; THOMAS;
GERALDINE, 2009)

[EnN
N

37,97 Galato de epilocatequina

4.2.3.1 Analise de fatores da linhagem JP

Para a linhagem JP os quatro primeiros fatores explicam 98% da variancia total
obtida nos dados, sendo 88,49%, 4,50%, 4,25%, e 1,29%, referente aos fatores 1, 2,
3 e 4, respectivamente. A Figura 13 mostra o grafico de scores do Fator 2 versus Fator
3. O Fator 1 apesar de apresentar uma variancia maior ndo contribui com informacdes
guimicas relevantes sobre as amostras estudadas, por isto ndo esta representado no
grafico. Pode-se observar a separacdo das amostras nos 4 quadrantes do grafico
scores devido a intensidade dos picos em cada uma das amostras, demonstrando a

influéncia dos suplementos no aumento da concentracéo de diferentes substancias.
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Jé a Figura 14 representa o grafico de loading, no qual observa-se os picos que

estdo discriminando as caracteristicas quimicas de cada amostra. Assim o Fator 2

discrimina, pelos loadings positivos, as amostras que possuem maior correlacdo com

0s picos 2, 4, 6, 10 e 12 e pelos loadings negativos: 3, 5, 7, 9 e 11. J4 o Fator 3

discrimina as amostras do lado positivo dos loadings pelos picos: 10 e 12 e pelo lado
negativo: 1, 3,5, 7,9 e 11.

Figura 13 - Gréfico de scores Fator2 vr Fator3 dos cromatogramas obtidos por CLAE-
UV/DAD para os extratos da linhagem JP feitos com acetato de etila seguindo o
método D.

Fator 3

04

03 |

02 |

01 ¢}

0,0

-01

-03

-04

-03

-0,2

0,0 01

Fator 2

-01

02

0,3

> » 3t

— — 0 & O e

CONTROLE
AMENDOIM FORMOL
AMENDOIM

FRUTA FORMOL
FRUTA
COMBINACAO FORMOL
COMBINACAO
MISTURA FORMOL
MISTURA
CHAMPFOOD

SETAS

64



Figura 14 - Gréfico de loading dos cromatogramas da linhagem JP obtidos por CLAE-
UV/DAD com os extratos de acetato de etila de acordo com o método D.
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O agrupamento | esta discriminado pelo lado positivo do Fator 3 (picos 10 e 12)
e pelo lado negativo do Fator 2 (picos: 3,5, 7, 9, 11), ou seja, a amostra suplementada
com o suplemento Amendoim Formol e a amostra controle apresentam em sua
composicdo as mesmas substancias quimicas, o que torna desnecessaria a
suplementacdo desta espécie com este suplemento, uma vez que o objetivo da
suplementacao € proporcionar o aumento no desenvolvimento de seus metabdlitos ou
a diferenciacdo dos mesmos. No entanto este agrupamento de amostras apresentou
maiores correlacdes com quatro substancias que possuem um alto potencial benéfico
a saude, sendo elas: galato de epilocatequina, acido digalico, ramnetina e esculetina
relatadas na literatura principalmente por seus potenciais antioxidantes, além do acido
pinélico que possui propriedades anti-inflamatorias.

Ja o agrupamento |l esta representado por uma Unica amostra, suplementada
pelo suplemento fruta formol, onde, pode-se perceber que o tipo de tratamento para
este suplemento (adi¢cdo de formol ou reducéo microbiana) influenciou o perfil quimico
das amostras estudadas e por isto deve ser levado em consideracdo na hora de
escolher o tipo de tratamento adequado. Isto por que, a suplementacéo feita com o
suplemento fruta, que sofreu o processo de reducdo microbiana, e que esta

representado pelo agrupamento lll, diferencia-se do agrupamento Il pelos loadings
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negativos do Fator 3, que apresentam maiores correla¢cées com os picos: 1, 3,5, 7, 9,
11 enquanto o lado positivo apresenta maiores correlagcdes com os picos: 10 e 12. No
entanto, para o suplemento Combinagdo o tipo de tratamento n&o ocasionou
diferencas, visto que ambos estédo presentes no agrupamento lll, juntamente com o
suplemento fruta. Neste caso pode-se dizer que o tipo de tratamento utilizado durante
0 preparo do suplemento, no caso do processo de redugdo microbiana proporcionou
o desenvolvimento de cogumelos com maiores correlagbes com as substancias:
Hexitol, acido pinélico, digalico e ramnetina, sendo que a presenca do acido digalico
proporciona cogumelos com maiores propriedades antioxidantes e anti-
carcinogénicas. Ja os que sofreram a adicdo de formol (5%), apresentaram maiores
correlagdes com a substéncia galato de epilocatequina, que além de apresentar
atividade antioxidante também relatada pela literatura, apresenta propriedades de
dilatacdo da artéria braquial e resisténcia das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
a oxidacao e consequentemente a promocédo da saude intestinal e com a esculetina,
conhecida por suas atividades antioxidantes e anti-carcinogénicas (BHOURI et al.,
2012; MAO et al., 2015). Demonstrando assim a importancia do conhecimento das
propriedades quimicas que se deseja obter com a producao deste cogumelo, para que
a escolha do tipo de tratamento e do suplemento seja adequada.

Segundo Zied e colaboradores, (2018) os suplementos comerciais sdo padrdes
de referéncia em estudos sobre a suplementagcéo de cogumelos e sao utilizados para
comparacdo com dos resultados obtidos pelas suplementacfes feitas com os
suplementos artesanais. Desta forma os suplementos artesanais que apresentaram
as mesmas caracteristicas dos comerciais, como o amendoim, mistura formol e
mistura dispostos no agrupamento IV, demonstraram ser os melhores suplementos
artesanais para esta linhagem. Da mesma forma com que o tipo de tratamento
utilizado no preparo do suplemento mistura n&o influenciou na diferenciacdo da
composi¢do quimica final deste cogumelo. Pode-se observar também que os dois
suplementos comerciais proporcionaram o desenvolvimento de cogumelos com as
mesmas caracteristicas, demonstrando que o suplemento Setas também pode ser
indicado para a linhagem JP do cogumelo Agaricus subrusfences, uma vez que a sua

utilizacdo é indicada apenas para o cultivo do cogumelo Pleurotus ostreatus. Este
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grupo esta discriminado pelo lado negativo do Fator 2 e pelo lado positivo do Fator 3,
e apresenta maiores correlagdes com os picos: 3,5, 7; 9,11 e 1, 3,5, 7,9, 11
respectivamente, representado pelas substancias: Hexitol, acido pinélico, digélico e
ramnetina, o que demonstra que 0s suplementos comerciais além de apresentarem
excelentes resultado em relacéo a produtividade deste cogumelo, segundo ZIED et
al., (2018), também proporciona o desenvolvimento de um alimento com propriedades
medicinais, de acordo com a atividade especifica de cada substancia.

4.2.3.2 Analise de fatores da linhagem T2

A Figura 15 mostra a analise de fatores das amostras referentes a linhagem T2.
Os fatores F2 e F3 explicam 14,29% da variancia total dos dados, onde, apesar do F1
possuir uma variancia maior ndo contribuiu com informacdes quimicas relevantes para
discriminagéo destas amostras.

O grafico de loading estd representado pela Figura 16, e apresenta as
correlagcdes das amostras de acordo com as suas separacdes no grafico de scores,
sendo que o Fator 2 explica, do lado positivo, uma maior correlacdo com 0s picos 6,
8,10 e 12 e do lado negativo 1, 5, 7, 9, e 11. Ja o Fator 3 representa as correlacdes
com os picos: 2, 4, 6, 8, 10 e 12 do lado positivo e 1, 3, 5, 7, 9, e 11 do lado negativo.

O grupo | estd representado pelas amostras suplementadas com o0s
suplementos artesanais Mistura e Amendoim, juntamente com o comercial Setas,
demonstrando resultados favoraveis a estes suplementos artesanais, por
proporcionarem o desenvolvimento das mesmas caracteristicas quimicas de um
suplemento comercial nas amostras da linhagem T2. No entanto, segundo ZIED et al.,
(2018) este suplemento ndo é proprio para producédo do A. subrufescens, e sim para
espécie Pleorotus ostreatus spp., mas mesmo assim deu origem a cogumelos com
propriedade medicinais ricos em substancias com atividade antioxidante, como o

acido galico e a ramnetina.
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Figura 15 - Gréfico de scores Fator2 versus Fator3 dos cromatogramas obtidos por
CLAE para os extratos da linhagem T2 feitos com acetato de etila seguindo o método

D.
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Figura 16 - Grafico de loading dos cromatogramas da linhagem T2 obtidos por CLAE
com os extratos de acetato de etila de acordo com o método D.
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Ja o agrupamento Il é composto pelos suplementos: Fruta Formol, Combinacéo
e Combinacdo Formol, e estdo discriminados pelos loadings positivos do Fator 2 e
pelos loadings positivos do Fator 3. O agrupamento destas amostras enfatiza a
indiferenca no tipo de tratamento do suplemento Combinacado, visto que ambos
proporcionaram o desenvolvimento do mesmo perfil quimico, caracterizado
principalmente pela presenca do galato de epilocatequina e da esculentina,
conhecidos por seus efeitos medicinais benéficos a saude humana.

A amostra controle se encontra agrupadas com o suplemento Fruta, de acordo
com o agrupamento Ill, e uma pequena diferenciacdo, em relacdo aos seus
constituintes discriminados pelos loadings positivos do Fator 2 e negativos do Fator 3,
demonstrando a ineficiéncia da suplementacéo desta linhagem com este suplemento,
uma vez que, as condi¢cdes iniciais do substrato foram suficientes para o
desenvolvimento de cogumelos com as substancias presentes nos picos
discriminados por estes fatores, como por exemplo: hexitol, acido pinélico, digalico,
ramnetina, esculetina e galato de epilocatequina.

Ja4 a amostra suplementada com amendoim formol, grupo IV, apensar de
encontrar-se neste mesmo quadrante esta discriminada mais fortemente pelo Fator 3,
ou seja possui pequenas diferencas em relacdo a amostra sem suplementacao,
diferentemente da suplementacdo com o suplemento Amendoim produzido com a
técnica de reducdo microbiana , onde seus nutrientes favoreceram o desenvolvimento
de cogumelos com caracteristicas similares aos padrdes utilizados neste trabalho

(suplementado pelos suplementos comerciais).

4.2.3.2 Analise de fatores da linhagem ABZ

A Figura 17 mostra a analise de fatores entre os fator 3 vrs 4, que explicam
6,12% da variancia total dos dados, onde apesar dos fatores 1 e 2 apresentarem uma
variancia explicada maior (91%) n&o contribui com informagdes quimicas relevantes

para estas amostras.
Jaa
Figura 18 apresentra o grafico de loading onde é possivel verificar as correlagdes das
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amostras de acordo com as suas separac¢des no grafico de scores, sendo que o Fator
3 discrimina, do lado positivos, o0s picos 2; 4; 6 e do lado negativo 7 e 9. Ja o Fator 4

discrimina os picos:8 e 12 do lado positivo e 1; 3 e 5 do lado negativo.

Figura 17 - Gréfico de scores do Fator 3 versus Fator 4 dos cromatogramas obtidos
por CLAE para os extratos da linhagem ABZ feitos com acetato de etila seguindo o
método D.
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No agrupamento de amostras |, discriminado pelos loadings positivos do Fator
4 e negativos do fator 3, encontram-se a amostra suplementada pelo suplemento
Amendoim Formol juntamente com a amostra Controle desta linhagem. Fato que
ocorreu para 0 mesmo suplemento na linhagem JP, e como ja dito anteriormente,
demonstra a ineficiéncia deste suplemento. No entanto, em termos de rendimento de
producéo os suplementos feitos a base amendoim podem apresentar bons resultados,
visto que, a suplementacdo n&o auxilia apenas no desenvolvimento das substancias
quimicas presentes nos cogumelos, mas também favorece a produtividade (VIEIRA,
2012). Pode-se observar também que para este suplemento artesanal as diferencas

nos tratamentos (adicdo de formol e redugdo microbiana) modificaram as suas
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influencias no desenvolvimento dos cogumelos, visto que a amostra com o
suplemento Amendoim esterilizado esté localizada no grupo 1V, no lado esquerdo do
guadrante inferior, diferencia-se pelos picos que influenciam os loadings negativos do
Fator 4 (Figura 18), como por exemplo a presenca da substancia hexitol ao invés do

galato de epilocatequina que esta mais discriminado pelo grupamento I.

Figura 18 - Gréfico de loading dos cromatogramas da linhagem ABZ obtidos por CLAE
com 0s extratos de acetato de etila de acordo com o método D.
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Ja no quadrante superior direito, as amostras do grupo Il estdo discriminadas
pelos picos: 2, 4, 6 e 8, 12 de acordo com os loadings positivos do Fator 3 e 4,
respectivamente. Nos quais estas amostras representam as suplementacdes feitas
com: Fruta Formol, Combinacgéo Formol, Fruta e o suplemento internacional Setas, e
demonstram resultados favoraveis para estes suplementos artesanais, uma vez que
seus constituintes proporcionaram um desenvolvimento quimico similar a um dos
suplementos comerciais. No entanto, segundo Zied e colaboradores (2018), o
suplemento especifico para o cultivo do cogumelo Agaricus subrusfences é o
Champfood, que se encontra no quadrante inferior localizado no lado direito do grafico
de loadings e esta discriminado pelo lado negativo do fator 4, juntamente com as
amostras suplementadas por: Combinagdo e Mistura (agrupamento 1V), que

representam assim, 0s suplementos artesanais que proporcionaram um melhor
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desenvolvimento da composicdo quimica desta linhagem. Desta forma, para esta
linhagem as diferencas entre o perfil cromatogréfico apresentado pelos suplementos
padrbes Setas e Champfood, e consequentemente 0s suplementos artesanais que
obtiveram o mesmo perfil, demonstraram que o suplemento Setas proporciona o
desenvolvimento de cogumelos com maiores correlacfes com a substancia galato de
epilocatequina, que possui um alto potencial antioxidante, ja& o Champfood com o

hexitol, que é essencial para um bom desenvolvimento do cogumelo.

4.3 Fenodis Totais

Os compostos fendlicos sdo substancias aromaticas hidroxiladas e que
apresentam atividade antioxidante, uma vez que estes possuem a capacidade de
eliminar os radicais livres presentes no organismo humano (LIU et al.,, 2013). A
quantificacdo desses compostos em amostras de cogumelo € extremamente
importante ja que estes estdo diretamente relacionados ao combate e/ou prevencéo
de doencas antitumorais, antimutagénica, anti-inflamatoria, antibacteriana e
antioxidante (QUEIROZ et al., 2016).

A determinacdo de compostos fendlicos totais €, na maioria das vezes,
determinada pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu, que consiste na
mistura de alguns tipos de sais, tais como: molibidato de sddio e o tungstato de sédio,
a fim de que os seus ions sejam reduzidos dando origem a uma coloracéo azulada no
teste. Assim, para que esta reducao ocorra 0s grupos fendlicos devem estar na forma
de fenolato, por isto, ocorre a desprotonacdo com a adicdo de uma base fraca,
iniciando entdo a reacdo de oxirreducdo entre o reagente Folin e o anion fenolato,
como exemplificado pela Figura 19. Neste teste a quantidade de hidroxila influencia
diretamente na intensidade da coloragédo final, que muda de amarela para azul
(DALL"ANTONIA; ARCHELA, 2013; SILVA et al., 2009).
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Figura 19 - Reacao do acido galico com molibdénio, componente do reagente de
Folin-Ciocaulteau.
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Fonte: SILVA et al., (2009).

Desta forma, de acordo com a Tabela 8, a concentracdo de compostos
fendlicos variou de 47,74 a 92,94 mg EAG\100g para as 33 amostras estudas. As que
apresentaram os maiores teores foram: 19, 24, 27, 32 e 33 (85,31, 90,61, 86,15, 82,55
e 92,94 mg EAG\100g, respectivamente), dentre as quais uma é referente a linhagem
JP, uma a linhagem T2 e trés a linhagem ABZ, representando a maior tendéncia da

linhagem ABZ em produzir maiores quantidades destes compostos.
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Tabela 10 — Teor de compostos fendlicos encontrado nos extratos de Agaricus

subrufescensE.

Amostra Amostra mg EAG\100g*
1 JP controle 52,63 + 0,60 21 22"
2 T2 controle 57,29 £ 0,40 a2a3
3 ABZ controle 73,85 + 0,60 a6a7a8ad
4 JP amendoim formol 53,69 + 0,90 at a2
5 T2 amendoim formol 66,42 + 0,90 a4 a5a6a7
6 ABZ amendoim formol 65,57 + 0,10 a3a4a5a6
7 JP amendoim 52,20 + 0,203t a2
8 T2 amendoim 60,27 + 1,20a2a324
9 ABZ amendoim 75,76 + 0,308 29210
10 JP fruta formol 47,96 +1,20 a1
11 T2 fruta formol 70,88 £ 1,20 a5a6as
12 ABZ fruta formol 63,87 £ 0,90 2323435
13 JP fruta 48,17 + 0,90 at
14 T2 fruta 57,51 + 0,30 2223
15 ABZ fruta 78,73 £ 0,70 a8aval0all
16 JP combinacéo formol 47,75+ 2,10
17 T2 combinacao formol 60,27 + 1,2032a3 34
18 ABZ combinacao formol 80,64 + 0,60 29al0all
19 JP combinagéo 85,31 + 3,00 211 al2ai3
20 T2 combinagéo 71,30 £ 0,60 35a6a7a8
21 ABZ combinagéo 78,30 + 2,10 a8a9al0all
22 JP mistura formol 64,51 + 1,20 2435
23 T2 mistura formol 71,30 + 1,80 a5a6aras8
24 ABZ mistura formol 90,61 + 0,902a12a13
25 JP mistura 74,48 + 0,90 a7 a8alo
26 T2 mistura 64,30 + 0,90 a3a4a5
27 ABZ Mistura 86,15 + 1,40 allal2al3
28 JP Champfood 64,30 £ 0,90 233435
29 T2 Champfood 80,64 + 1,80 29a0all
30 ABZ Champfood 80,00 + 0,30 a9a0ail
31 JP setas 52,20 + 0,60 ata2
32 T2 setas 82,55 + 0,30 al0allal2
33 ABZ setas 92,94 + 0,30 213

€Resultados expressos como média + desvio padréo (n=3). *EAG= Equivalente de Acido galico.
**Médias seguidas pelos mesmos nimeros néo diferem entre si pelo teste Tunkey (P>0,05%)
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Pode-se observar também que em relacdo a linhagem JP, a suplementacéo
feita com base dos suplementos artesanais Amendoim Formol, Amendoim, Fruta
formol, fruta, combinacgéo formol e do comercial setas ndo proporcionou o aumento na
quantidade dos compostos fendlicos, visto que, estas amostras apresentaram valores
estatisticamente iguais ao apresentado pela amostra controle (padréo). Para linhagem
T2, as amostras que ndo apresentaram a diferenca estatistica com relagéo ao controle
foram as suplementadas por amendoim, fruta, combinag&o formol e mistura, enquanto
que para a linhagem ABZ foram: amendoim, fruta, combinagéo, combinacdo formol,
mistura formol e champfood.

Este fator pode estar correlacionado com a composicdo de alguns
macronutrientes presentes nos substratos utilizados no cultivo dos cogumelos A.
subrufescens descritos na Tabela 3. Os substratos apesar de apresentarem menores
quantidades de zinco, manganés e cobre (107,0 + 9 mg kg*; 141,0 + 4,9 mg kg?; e
17 + 1,2 mg kg, respectivamente), quando comparado aos teores dos mesmos
minerais encontrados nos suplementos artesanais e comerciais, pode ter contribuido
para a alta producdo de compostos fendlicos, tornando desnecessaria a
suplementacdo destas amostras com estes tipos de suplementos quando se deseja
obter cogumelos com maiores teores de compostos fendlicos (LOPES, 2007;
MENDES, 2007).

Outro fator observado foi a influéncia do tipo de formulacédo dos suplementos
nos resultados obtidos entre as amostras: 11 e 14; 12 e 15; 16 e 19; 17 e 20; 22 e 25,
variando entre a adicao de 5% de formol e o tratamento de reducao microbiana, ambos
realizados com o intuito de diminuir a flora microbiana disponivel durante o
crescimento dos fungos. Dentre estas amostras, todas apresentaram um aumento na
producdo de compostos fenolicos quando houve a adicdo de suplementos tratados
através da técnica de redugcdo microbiana, com exce¢do da linhagem T2 quando
suplementada com o suplemento fruta, que apresentou uma diminuicdo destes
resultados. As amostras que néo apresentaram diferencas entre os dois tipos de
tratamentos foram: 4 e 7; 5 e 8; 10 e 13; 18 e 21; 23 e 26; 24 e 27. De acordo com

Silva et al. (2007), a técnica de reducdo microbiana ndo elimina toda flora microbiana
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presente no suplemento, o0 que pode ajudar a precocidade da producdo dos
cogumelos, no entanto reduz a produtividade no final do cultivo.

Segundo Zied e colaboradores (2018), o suplemento comercial Champfood
apresenta os melhores resultados em relacao a produtividade quando comparado aos
suplementos artesanais fruta, mistura e combinagcdo, no entanto, para o teor de
compostos fendlicos avaliados neste trabalho, o suplemento champfood né&o
apresentou os melhores resultados, porém apresentou resultados estatisticamente
iguais aos suplementos artesanais amendoim, combinacdo, combinacdo formol,
mistura e fruta, para a linhagem ABZ; setas para linhagem T2; e mistura formol para
linhagem JP, demonstrando a similaridade entre estes suplementos.

Porém, o suplemento champfood se mostrou eficaz quando comparado as
amostras controle, com excecdo da linhagem ABZ, aumentando o teor fendlico de
52,63 e 57,29 mg EAG\100g nas amostras controle das linhagens JP e T2,
respectivamente, para 64,30 e 80,64 mg EAG\100g nas amostras suplementadas.
Neste caso, a producdo de maiores teores de compostos fendlicos pode estar
correlacionada com o teor de Mn, pois este atua como co-fator na producdo de
diversos metabdlitos secundarios associados a via do acido chiguimico que resulta na
producdo de compostos aromaticos como os flavonoides. O suplemento champfood
apresentou 18 + 1 g kg™' ja o substrato de cultivo apenas 141 + 4,9 mg kg™' de Mn de
acordo com a Tabela 2 e 3.

O suplemento comercial setas, em relacdo a linhagem JP, ndo apresentou
diferenca significativa no aumento do teor de compostos fendlicos, visto que, 0s
resultados foram estatisticamente iguais a amostra controle. No entanto, para
linhagem ABZ e T2 houve um aumento significativo de 73,85 para 92,94 e de 57,29
para 82,55 mg EAG\100g, respectivamente. Estes dados mostram que o0s
suplementos comerciais nem sempre sdo igualmente eficientes para linhagens
diferentes de um mesmo cogumelo.

Em relagdo as amostras que apresentaram os menores teores de compostos
fendlicos (valores inferiores a 54 mg EAG\100g) péde-se perceber que todas sao
amostras da linhagem JP (16, 1, 10, 13, 7, 31 e 4) suplementadas por diferentes

suplementos, incluindo o suplemento comercial setas e a amostra controle, ou seja,
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para esta linhagem a suplementacdo foi eficaz somente com o0 suplemento
combinagdo, enquanto que para as demais linhagens observou-se uma variagcéo
maior de compostos fenolicos com as diferentes formulacdes de suplementos.

Desta forma, a linhagem ABZ apresentou os melhores resultados quando
suplementada com os suplementos artesanais mistura formol e mistura, que
apresentaram resultados estatisticamente iguais ao suplemento comercial Setas. Ja
a linhagem JP apresentou o melhor resultado quando suplementado com o
suplemento combinacao, e a linhagem T2 quando suplementada pelo suplemento

setas e champfood.

4.4  Determinagéo da Capacidade Antioxidante

4.4.1 Ensaio DPPH’

A capacidade antioxidante das amostras de cogumelos foi estudada por meio de ensaios com
diferentes mecanismos de a¢c&o (CARVAJAL et al., 2012; GUO et al., 2012). O primeiro ensaio
realizado neste estudo foi o método de redu¢édo do DPPH* descrito por Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995) com algumas modificagdes. Os resultados obtidos para o teste do

radical DPPH* sdo mostrados na
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Tabela 11 e expressos em equivalente de acido galico por 100 g de amostra
seca.

O ensaio de sequestro do radical livre DPPH* € um dos testes antioxidantes
mais citados na literatura atual para analises realizadas in vitro. No entanto, esta
diversidade de resultados dificulta a comparacdo dos estudos existentes devido as
diferencas entre as metodologias utilizadas e as formas de expressar os resultados
finais. Além disso, o local, a temperatura, a forma de cultivo e o tipo de suplemento
utilizado durante a producao dos cogumelos também interferem significativamente nos
resultados finais dos testes antioxidantes (SOARES et al., 2009).

O método de avaliacdo da capacidade antioxidante pelo radical DPPH" (2,2
difenil-1-picrilhidrazil) utilizado neste trabalho baseia-se no sequestro deste radical
através de um ensaio fotométrico de mudanca de coloracéo, onde o radical DPPH*
apresenta uma coloracdo violeta-escura e ao se reduzir na presenca de moléculas
antioxidantes adquire coloracéo violeta-claro, formando DPPH2, conforme descrito
pela

Figura 20 (OLIVEIRA, 2015).

Figura 20 - Mecanismos de reacgéo entre o radical DPPH+ e um antioxidante através
da transferéncia de um atomo de hidrogénio.
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NO, \O NO I \©

2

Fonte: OLIVEIRA, (2015).

Desta forma, segundo a
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Tabela 11, os indices de atividade antioxidante variaram entre 31,44 e 55,89
mg EAG\100g (amostra 13 e 11, respectivamente), mostrando que o teste de

sequestro do radical DPPH" ndo obteve muita variacao entre os resultados.
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Tabela 11 — Atividade antioxidante dos extratos de A. subrufescens através do ensaio

de DPPH" ¢

Amostra Amostra DPPH' (mg EAG\100g)*
1 JP controle 36,29 £ 2,90 atazas”
2 T2 controle 42,45 + 1,59 ala2a3 a4 a5 a6 a7
3 ABZ controle 41,66 + 1,06 ala2a3a4asa6
4 JP amendoim formol 34,57 £ 0,70 ata2
5 T2 amendoim formol 39,80 £ 0,66 alazasa4as
6 ABZ amendoim formol 42,65 + 0,75 ala2a3a4a5a6ar7 a8
7 JP amendoim 31,59 + 4,00 &
8 T2 amendoim 42,45 + 2,15 ala2a3a4 a5 a6 a7
9 ABZ amendoim 55,17 + 0,66 2728
10 JP fruta formol 36,49 + 3,09 ata2a3
11 T2 fruta formol 55,89 + 2,06 28
12 ABZ fruta formol 44,21 + 2,71 ala2a3a4 a5 a6 a7 a8
13 JP fruta 31,44+ 4,182
14 T2 fruta 47,45 + 4,00 2223242526 a7 a8
15 ABZ fruta 47,65 + 3,46 a2a3a4a5a6 a7 a8
16 JP cominagao formol 36,53 + 3,65 atazas
17 T2 combinagéo formol 37,86 + 0,47 atazasa4
18 ABZ combinacéo formol 50,36 + 3,93 ¥ aSa6aras
19 JP combinacédo 41,69 + 1,40 ala2a3a4 a5 a6
20 T2 combinagio 42,75 + 3,65 al a2a3 a4 a5 a6 a7 a8
21 ABZ combinag&o 42,69 + 0,46 ala2a3a4 a5 a6 a7 a8
22 JP mistura formol 38,91 + 1,03 ala2a3a4as
23 T2 mistura formol 41,40 + 1,58 ataza3ada5ab6
24 ABZ mistura formol 53,20+ 1,67 26 a7 a8
25 JP mistura 51,22 + 2,79 a5a6a7 a8
26 T2 mistura 31,84+0,19 2
27 ABZ Mistura 46,21 + 1,86 32a3a4a5a6 a7 a8
28 JP Champfood 39,29 + 0,83 al azasadad
29 T2 Champfood 43,38 + 8,48 al a2a3a4 a5 a6 a7 a8
30 ABZ Champfood 42,91 + 2,80 ala2a3a4 a5 a6 a7 a8
31 JP setas 31,71+0,19
32 T2 setas 48,32 + 2,24 a3a4a5a6 a7 a8
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33 ABZ setas 54,71 + 3,45 a7a8

€Resultados expressos como média + desvio padrio (n=3). *EAG= Equivalente de Acido galico.

*Méd@s ssophaneeitssnaslivio natew aFadifestimasnfretap cmestel oumk ez €faxd, Cabhiendoim
formol, fruta formol, combinacdo formol, mistura formol, champfood e combinacéo,
para linhagem JP; mistura, combinagdo formol, amendoim formol, combinacao,
mistura formol, amendoim, fruta, champfood e setas, para a linhagem T2; amendoim
formol, combinagé&o, fruta formol, fruta, mistura formol, mistura e champfood para
linhagem ABZ néo influenciaram o aumento da quantidade de sequestro do radical
DPPH’, uma vez que, estes resultados foram muito préximos aos obtidos para as
respectivas amostras controle.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados para algumas amostras nos
ensaios de fendis totais e podem estar correlacionados com as limitacdes de absorcéo
de nutrientes de cada espécie, de acordo com a lei do minimo, ou seja, o substrato
sem adicéo de suplemento mesmo apresentando menores teores de minerais como
ferro, zinco, manganés e cobre, mostrou-se suficiente para o desenvolvimento
maximo de compostos capazes de ocasionar o sequestro do radical DPPH",
igualando-se  estatisticamente aos resultados obtidos pelos cogumelos
suplementados com os suplementos citados acima (KUSS, 2005; LOPES, 2007).

O maior resultado do teste foi 55,89 mg EAG\100g, referente a amostra 11 (T2-
Fruta Formol), no entanto, ndo houve diferenca significativa entre este resultado e os
valores obtidos para as amostras 6, 21, 20, 30, 29, 12, 27, 14, 15, 32, 18, 25,24,9 e
33, dentre as quais estdo incluidos os suplementos comerciais champfood e setas
para as linhagens ABZ e T2, respectivamente, demonstrando um étimo resultado para
estes suplementos artesanais, uma vez que, segundo Zied e colaboradores (2018) o
desenvolvimento de suplementos artesanais que apresentem cogumelos com as
mesmas caracteristicas daqueles suplementados pelos suplementos comerciais é
uma etapa importante para a producéo destes fungos.

Para linhagem JP a Unica amostra que ndo apresentou resultados semelhantes
a sua respectiva amostra controle, e consequentemente o melhor resultado para esta
espécie, foi a suplementada pelo suplemento mistura, ja para linhagem ABZ foi a
amostra suplementada pelo suplemento artesanal amendoim e o comercial Setas,

demonstrando como os suplementos influenciam de formas diferentes a producédo do
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teor de compostos fendlicos nas diferentes linhagens de A. subrufescens, uma vez
que a fertilidade do solo e a absorcao pelo fungo estdo diretamente relacionadas a
fatores intrinsecos como as variaveis encontradas nas condi¢des do plantio (LOPES,
2007).

Em relacdo ao tratamento dos suplementos, para este teste, ndo houve
diferenca entre a adicao de formol e o processo de redugao microbiana. Desta forma,
a utilizacdo da reducdo microbiana seria a melhor opg¢do para uma producdo em
grande escala, visto que viabiliza e reduz o custo de producdo desta espécie de
cogumelo (VIEIRA, 2010).

O suplemento comercial setas influenciou 0 aumento na composicdo de
substancias com carater antioxidante apenas para a linhagem ABZ diferentemente
das linhagens JP e T2, que apresentaram valores iguais as amostras controle. J4 o
suplemento champfood, mesmo sendo o mais indicado para a suplementacdo da
espécie A. subrufescens, apresentou estatisticamente os mesmos resultados que as
respectivas amostras controle para as trés linhagens, sem ocasionar 0 aumento na
composicao destas substancias.

Esta diferenca na produc¢éo dos compostos fendlicos pode estar correlacionada
com os trés tipos de linhagens estudadas neste trabalho (JP, ABZ e T2), uma vez que,
as interacdes solo-planta sédo estabelecidas de diferentes formas para cada uma das
linhagens, resultando em composi¢cdes quimicas distintas mesmo quando estdo sob
0 mesmo tipo de substrato e suplemento. De acordo com Mendes, (2007) € ilusério
analisar apenas um fator de producdo, como neste caso a composicdo dos
suplementos, sem levar em conta a interacdo que cada planta ou fungo estabelece
com o0 meio de crescimento. Deve-se considerar cada fator como parte de um todo,
dentre os quais estdo sendo correlacionados de forma reciproca através das
interacbes que estdo ocorrendo simultaneamente, como o pH do solo, as condi¢cbes

do ambiente e tempertura.

4.4.2 Ensaios ORAC e FRAP
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Outras abordagens utilizadas neste estudo foram a realizacdo dos ensaios
antioxidantes utilizando o método de ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) e
FRAP (Ferric reducing ability of plasma). O ensaio ORAC ocorre através de uma
reacdo de transferéncia de elétrons e baseia-se na capacidade de um agente
antioxidante sequestrar um radical peroxila formado apés o 2,2’-azobis(2-
metilpropionamidina) dihidrocloreto (AAPH) sofrer uma decomposicao térmica a 37
°C. Os radicais peroxila formados degradam a estrutura quimica da fluoresceina
sbdica e levam a perda de sua conformacéo inicial, ocasionando a diminuicdo da
emissao de fluoresceina com a adicdo da substancia antioxidante durante o periodo
de analise, conforme descrito pela

Figura 21 (OU et al., 2001).

Figura 21 - Mecanismos de reacao entre o radical peroxila e protecao da fluoresceina
através da presenca de compostos que possuem atividade antioxidante.
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Fonte: COSTA, (2012).
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Ja o ensaio FRAP ocorre através da transferéncia de atomos de oxigénio e
verifica a capacidade dos compostos antioxidantes presentes nas amostras
reduzirem, em pH baixo, o complexo de Fe3* (tripiridiltriazina - TPTZ) para Fe?*, uma
molécula que possui coloracdo azul intensa e uma absor¢do maxima em 593 nm,
conforme descrito pela

Figura 22.

Figura 22 - Mecanismo de reacao de transferéncia de &tomos de oxigénio

uu: ? "“
E /\ TSN /

Antioxidante

Fe®t - TPTZ + antioxidante redutor —» Fe2* - TPTZ (cor azul intensa)

Fonte: Andrea; Garzon; Rojano, (2012).

Portanto, assim como no ensaio do radical DPPH*, a medi¢do para o método
FRAP também é realizada utilizando a espectrofotometria monitorando a mudanca de
coloracdo das amostras. No entanto, uma desvantagem desse teste é que nem todo
redutor que estd apto a reduzir os ions Fe3* para Fe?* sdo necessariamente
compostos antioxidantes, e vice-versa (VASCONCELOS et al. 2007).

Ambos os ensaios foram aplicados apenas para as amostras que apresentaram
maior atividade no teste de fendis totais uma vez que, segundo Sousa, (2012) ha
relatos na literatura de que a atividade antioxidante de materiais vegetais e cogumelos
€ mais bem correlacionada com os resultados do ensaio de compostos fendlicos em
relacdo aos demais testes antioxidantes devido as variagbes nas condicbes de
trabalho, como sonda, substrato, condi¢6es de reacdo e método de quantificacao.

Desta forma, foram selecionadas apenas as 15 amostras que apresentaram
atividade acima de 74 mg EAG\100g no ensaio de fendis totais e o resultado &
apresentado na Tabela 12.
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Tabela 12 - Capacidade redutora do complexo Fe(ll)-TPTZ a Fe(Il)-TPTZ (FRAP) e
atividade antioxidante pelo método ORAC feitos para os extratos de Agaricus
subrufescens. €

Amostra Amostra FRAP ORAC

(mg EAG\100g)* (g EAG\100g)
1 JP Controle 92,61 + 10,01 ™ 2,51+0,07
2 T2 Controle 136,53 + 10,40 ala2 2,65+0,22 3
3 ABZ Controle 205,88 + 26,18 a2a3a4 2,94 +0,17 &
9 ABZ Amendoim 207,03 £ 8,01 a3a4a5 3,31+£0,133ta2
15 ABZ Fruta 200,10 + 16,02 a3a4a5 4,77 £ 0,27 a3a4as
18 ABZ combinag&o formol 216,28 +2,00 a4# 3,30+ 0,09 a2
19 JP combinacgéo 235,93 +15,89 2,79+0,42 a
21 ABZ combinagéo 188,54 + 38,19 a4a5a6 5,29 + 0,29 a4a5a6
24 ABZ mistura formol 181,60 + 14,01 a2asa4as 5,84 + 0,37 26
25 JP mistura 146,93 + 4,00 3233 4,18 + 0,3332a3
27 ABZ mistura 155,02 + 25,00 243526 5,40 + 0,36 243526
29 T2 Champfood 185,07 + 11,15 3a2asa4as 4,52 + 0,42 3334
30 ABZ Champfood 196,63 + 12,50 a2a3a4as 5,30 + 0,04 a4a5a6
32 T2 setas 240,55 + 20,90 2 5,52 +0,11 a5a6
33 ABZ setas 242,86 + 37,40 25 5,95+ 0,58 3

€Resultados expressos como média + desvio padrio (n=3). *EAG= Equivalente de Acido galico.
**Médias seguidas pelos mesmos nimeros nao diferem entre si pelo teste Tunkey (P>0,05%)

Para o ensaio de FRAP os valores variaram de 92,61 a 242,86 mg EAG\100g

sendo que a amostra que apresentou menor valor nédo foi suplementada durante a sua

producdo (amostra 1). Ja a de maior valor (ABZ) foi suplementada com o suplemento

comercial setas (amostra 33) indicado para producdo de cogumelos da espécie

Pleurotus ostreatus, segundo Andrade, Minhoni e Zied (2008).
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As trés linhagens apresentaram aumentos significativos no teor de compostos
antioxidantes quando comparadas as suas respectivas amostras controle em relacéo
a alguns suplementos. No entanto, as linhagens T2 e JP se destacam por terem suas
amostras controle com os menores valores do teste, e quando foram suplementadas
com o suplemento combinacédo, para linhagem JP, e setas, para linhagem T2,
passaram a ter um dos melhores resultados (de 92,61 para 235,54 mg e de 136,53
para 240,86 mg EAG\100g, respectivamente).

Assim, estes resultados podem estar correlacionados com o aumento da
disponibilidade de alguns nutrientes presentes nos suplementos adicionado aos
cogumelos, visto que estes agem como cofatores de algumas enzimas especificas e
favorecem o desenvolvimento de alguns compostos antioxidantes (ver Error!
Reference source not found. e Error! Reference source not found.). Dentre entes
nutrientes estéo o cobre e o zinco (107,0 e 17,0 mg kg™ no substrato de cultivo, e 10,0
e 38,0 g kg no suplemento combinacéo, respectivamente), que podem atuar como
cofator da enzima superéxido dismutase, que por sua vez auxilia no combate dos
radicais livres; e o0 magnésio (141,0 mg kg? no substrato e 29 g kg no suplemento
combinac¢éo), ao qual sua deficiéncia esta correlacionada ao aumento na producéo de
radicais livres e consequentemente a acdo dos mecanismos oxidantes (MISTRY;
WILLIAMS, 2011).

A linhagem ABZ né&o apresentou diferengas significativas entre a amostra
controle e as suplementas com: mistura, mistura formol, combinacéo, champfood,
fruta, amendoim e combinac¢éo formol, ou seja, estes suplementos nao influenciaram
0 aumento no teor de compostos antioxidantes nessa linhagem, sendo que apenas a
amostra suplementada pelo suplemento comercial setas apesentou um aumento
significativo e o melhor resultado obtido neste teste.

Estes resultados podem estar correlacionados com a lei do minimo, citada na
discusséo dos resultados de fendis totais e DPPH®, devido ao fato de que, em alguns
casos 0 aumento da disponibilidade de alguns nutrientes nao influencia diretamente o
aumento da producdo dos compostos antioxidantes, visto que, a absorcao do fungo

em relacdo a suplementacdo se desenvolve a partir da propor¢cdo de um nutriente
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limitante. Assim, o0 aumento dos demais nutrientes torna-se desnecessario pois o
cogumelo néo ird absorve-los (LOPES, 2007; MENDES, 2007).

O suplemento comercial champfood, indicado para a producdo do A.
subrufescens, ndo apresentou resultados favoraveis, uma vez que, para as linhagens
T2 e ABZ, os resultados ndo apresentaram diferenca entre as amostras
suplementadas e suas respectivas amostras controle, o que demonstra que 0s
suplementos comerciais nem sempre serdao a melhor escolha para a suplementacéo
durante a producao, ou seja, ao iniciar o cultivo de um cogumelo € necessario o estudo
do interesse especifico da producado para obtencao de resultados favoraveis.

Para o ensaio ORAC, os resultados foram expressos em g EAG\ 100g de
extrato seco para facilitar a visualizagdo dos mesmos. Os valores variaram de 2,51 a
5,95 g EAG\100g referentes as amostras JP controle e ABZ setas.

Para linhagem ABZ, as amostras suplementadas por combinacdo formol e
amendoim nao influenciaram o aumento na quantidade de compostos antioxidantes
avaliados por este teste. JA4 a linhagem JP, apesar de apenas uma amostra
suplementada pelo suplemento mistura ter sido testada, apresentou um aumento
consideravel em sua composicdo, aumentando a atividade de 2,79 g EAG\100g da
amostra controle para 4,187 g EAG\100g. A linhagem T2, por sua vez, também
apresentou um aumento significativo apos a suplementacao, passando de 2,65 para
4,52 g EAG\100g com o suplemento comercial champfood e 5,55 g EAG\ 100g com o
setas, sendo que, este Ultimo estd entre os suplementos que apresentaram 0S
melhores resultados nas amostras testadas e que pode estar relacionado ao seu alto
teor de ferro disponivel em sua composicao (ver Error! Reference source not found.
— 334 + 18 g kg?') e que favorece o desenvolvimento de alguns compostos
antioxidantes.

Em relagcdo a suplementagdo com suplementos comerciais, 0 setas apresentou
o melhor resultado (5,95 g EAG\100g) para linhagem ABZ, que se apresentou
estatisticamente igual a essa suplementacao na linhagem T2, e aos resultados obtidos
pela suplementacdo com o suplemento champfood para linhagem ABZ. Segundo
Mendes e colaboradores (2007), a absor¢do dos nutrientes disponiveis no solo esta

diretamente relacionada com alguns fatores, como por exemplo, os diferentes tipos

87



de linhagens, e as suas respostas relacionadas as interacdes solo-planta, que podem
explicar os diferentes resultados nos teores de compostos antioxidantes obtidos pelo
método ORAC para amostras cultivadas com suplementos comerciais. Os
suplementos artesanais: combinacdo, mistura e mistura formol, quando aplicados a
linhagem ABZ nédo apresentaram diferencas significativas entre os resultados obtidos
pela suplementacéao feita com os suplementos comerciais: setas e champfood e foram
responsaveis pelos melhores resultados obtidos neste teste. Neste caso a linhagem
ABZ é originaria do Brasil, o que pode ter favorecido o seu melhor desenvolvimento,

visto que o cultivo dos cogumelos foi feito no seu pais de origem.

4.5 ldentificacdo das substancias presentes nos extratos de A. subrufescens

4.5.1 ldentificacdo das substancias presentes no extrato acetalico por CL-EM/EM.

Para melhor compreensao das correlacfes obtidas na andlise de fatores dos
perfis cromatogréficos das 33 amostras do cogumelo A. subrufescens, o extrato
acetalico foi analisado por CL-EM/EM (Figura 23) e as substancias, referentes aos
principais picos que ocasionaram a diferenciacdo das amostras, foram propostas
através da utilizacao dos dados das relagdes de m/z e os padrdes de fragmentacdes
ja relatados na literatura, conforme apresentado pela Tabela 13. Os espectros obtidos

das trés primeiras substancias estdo apresentados nos Anexos.

Figura 23 - Cromatograma do pico base (BCP) extraido no modo negativo e positivo
do extrato acetalico das amostras de A. subrufescens.
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Tabela 13 — Proposta de identificacdo das substancias presentes no extrato acetalico
do cogumelo A. subrufescens por CL-EM/EM.

Pico Substancia [M+H]*  [M-H] MS?/MS3 Referéncias

1 Hexitol - 181,07 163, 131, 119, 101, 89 (LANDI et al., 2017)

2 Agaratina 268 - 137 (KIM et al., 2008)

3 - - - - -

4 - - - - -

5 - - - - -

6 - - - - -

7 Acido Pinélico 329 293, 229 (HMDB, 2018)

8 - - - - -

9  Acido Digalico 321.04 277 (ABU-REIDAH et al. 2015)

10 Esculetina 179 - 161, 133, 105, 91 (YUN et al., 2012)

11 Ramnetina 317,06 - 301, 287, 275 (ABU-REIDAH et al. 2015)
(JAYAKUMAR; THOMAS;

12 Galato de 305,34 286, 261, 153 GERALDINE, 2009;

Epilocatequina

HMDB, 2018)
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Desta forma, foi possivel realizar a proposta de identificacdo de sete
substéancias, referentes aos picos: 1,2,7,9,10,11 e 12 sendo que 0s trés primeiros ndo
possuem atividade antioxidante relatada na literatura, no entanto, Sdo essenciais para
0 bom desenvolvimento do cogumelo A. subrufescens ou possuem outros tipos de
efeitos benéficos a satde humana.

O pico 1 foi proposto como sendo um hexitol (LOHMAR; GOEPP, 1949). Seu
ion molecular foi de m/z 181,07 indicando a forma molecular Cs Hi4 Os € Seus
principais fragmentos com m/z de 163, 131, 119, 101 e 89, caracterizou a possivel
presenca de um manitol. Este tipo de poliol pode ser encontrado nas hifas de fungos
filamentosos, ser metabolizado com o objetivo de armazenamento do poder redutor
ou ainda utilizado como uma fonte de carbono reserva. Alguns autores relatam a
presenca deste composto em cogumelos como o Champion e o Pippino (LANDI et al.,
2017).

O composto referente ao pico 2 foi proposto como sendo a agaratina, um
derivado natural da fenil-hidrazina muito comum em cogumelos do género Agaricus.
Com a formula molecular de Cs Hi4 Os, este composto foi identificado no espectro de
massas, ho modo positivo, com uma pico do ion molecular de m/z 268 com o principal
fragmento em 137 referente a quebra da molécula ao meio, no carbono ligado ao
atomo de nitrogénio (KIM et al., 2008b; ROUPAS et al., 2010). Sua presenga na
estrutura dos cogumelos € essencial para a protecao contra o crescimento de fungos
competidores. Ja para a saude humana, a presenca da agaratina ainda € incerta, visto
gue alguns estudos comprovam que ela auxilia no combate a algumas doencas como
por exemplo, o cancer, ja outros estudos relatam que esta substancia apresentou
efeitos carcinogénicos e toxicos (AKIYAMA et al., 2011).

O pico 7, com ion molecular de relacdo m/z 329, no modo negativo, apresentou
0s principais fragmentos em 293 e 229 (HMDB, 2018) e pode ser identificado como
acido pinélico, sintetizado a partir do acido tri-hidroxioctadecendico, proveniente do
acido linoleico. Sua principal atividade esta relacionada com a sua capacidade de agir
como um agente anti-inflamatério (NAGAI, et al. 2002).

J& o pico 9 foi proposto como sendo um acido fendlico conhecido como &cido

digalico, muito estudado por diversos pesquisadores devido ao seu alto potencial

90



antioxidante, sendo utilizado na prevencao de algumas doencas neurodegerativas e
o cancer (NICIFOROVIC; ABRAMOVIC, 2014). Sua molécula apresentou um pico de
ion molecular de m/z 321,04 com o principal fragmento em 277, caracteristico da
perda do grupo funcional carboxila (-COOH) e 121, como representado pela Figura 24
(KOYYALAMUDI et al. 2009).

Figura 24 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM do extrato acetalico obtido para
a proposta do Acido Digalico (Pico 9).
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O pico 10 foi proposto como sendo a esculetina ou 6,7-di-hidroxicumarina,
sendo um derivado das cumarinas encontrados em diversas fontes naturais. Seus
efeitos benéficos a salde humana sao inimeros, dentre os quais 0os mais estudados
sdo seus efeitos anti-inflamatorios, anti-hepatotoxica, antioxidantes, além de suas
propriedades anti-carcinogénicas (JEON et al., 2015). De acordo com MAO et al.,
(2015), esta substancia possui a capacidade de induzir seletivamente a apoptose
tumoral em diversos tipos de cancer, sendo assim, considerado como um agente
quimioterapico muito promissor para medicina. Com seu pico de ion molecular
protonado em m/z 179 e seus respectivos fragmentos em 161, 133, 105 e 91, esta
substéancia foi identificada no modo positivo, de acordo com espectro mostrado na
Figura 25. Esta substancia foi relatada pela primeira vez na espécie do cogumelo A.

subrufescens.

Figura 25 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM do extrato acetalico obtido
para a proposta da esculetina (Pico 10).
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O composto proposto referente ao Pico 11 do cromatograma seria um flavonol
O-metilado, encontrado de forma natural nas plantas e fungos que possui atividade
antioxidante e anti-inflamatoria, como relatado por JINAWALI et al., (2013) conhecido
como ramnetina. Seu ion molecular protonado foi de m/z 317,06, no modo negativo,
indicando a formula molecular C16 H1207 com os principais fragmentos caracterizados
por 301, 287 e 275, como exemplificado pela Figura 26.

Figura 26 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM do extrato acetalico obtido para
a proposta da Ramnetina (Pico 11).
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J4 o galato de epilocatequina foi a estrutura proposta para o pico 12 do
cromatograma da Figura 12 (Item 4.2.3), esta € uma substancia natural da classe das
catequinas que também possui atividade antioxidante relatada na literatura, além da

atividade de dilatacdo da artéria braquial (expansdo dos vasos sanguineos) e
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oxidacdo da gordura e resisténcia do LDL (CHELLINO et al., 2016). Com a forma

molecular de Cis Hi4 O7, esta substancia foi proposta, de acordo com o espectro obtido

no modo negativo, com um ion de m/z de 305,34 e fragmentos em 261 e 153
representado pela Figura 27 (JAYAKUMAR; THOMAS; GERALDINE, 2009; HMDB,
2018).

Figura 27 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM do extrato acetalico obtido para
a proposta da Galato de Epilocatequina (Pico 12).
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4.5.1 Proposta de identificacdo das substancias presentes no extrato hidroalcoodlico
por CL-EM.
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Tendo em vista que os métodos de analise dos compostos antioxidantes do
cogumelo A. subrufescens foram feitos através da utilizacdo de uma solucéo hidro
alcodlica foi preparado um extrato conforme descrito no item 4.2.1 para a proposta de
identificacdo das substancias ativas presentes neste extrato. Porém, nao foi possivel
enumerar oS compostos de acordo com seus respectivos sinais obtidos no
cromatograma, pois ndo houve uma separagéao eficiente por CLAE-UV/DAD (Figura
8). Assim, as amostras foram analisadas pela técnicas CL-EM/EM (os espectros
obtidos estéo dispostos nos Anexos.), como apresentado pela Figura 28 e a proposta
de identificacdo das substancias encontradas neste extrato, realizada através da
utilizacdo dos dados das relagBes de m/z das substéncias e fragmentacdes ja citados
na literatura, pode ser observada na Tabela 14. Dentre as quais, é possivel observar
a presenca de 1 composto que possui atividade antioxidante e justificando
parcialmente os resultados obtidos nos testes de Fendis totais, DPPH, ABTS e ORAC

analisados neste trabalho.

Figura 28 — Cromatograma do pico base (BCP) extraido no modo negativo e positivo
do extrato hidroalcodlico das amostras de A. subrufescens.
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Tabela 14 - Identificacdo das substancias presentes no extrato hidroalcodlico do
cogumelo A. subrufescens.
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Sustancia Nome [M+H]* [M-H] MS?MS® Referéncia
Acido p-
| . 164,97 - 147, 119 (WEIJIN, 2013)
cumarico
- 397,10 379,16; 337, (KOYYALAMUD:I et al.
Il Ergosterol
331 2009)
. 163, 131,
1] Hexitol - 181,07 (LANDI et al., 2017)
119, 101, 89
341, 221, (GABBANINI et al.,
v Lactose 386,8 -
179 2010)
V Trehalose 341 - 178,96 (LANDI et al., 2017)

Desta forma, na classe dos acidos fendlicos foi identificado o acido p-cumarico

(composto I) que faz parte de um importante grupo de metabdlitos secundarios e

auxilia nos mecanismos de defesa e sobrevivéncia dos fungos.

O acido p-cumarico apresenta no espectro de massa (Figura 29), no modo
positivo, a molécula protonada m/z 164,97 [M+H]*, com o0s principais picos

correspondendo a perda de uma molecula de agua e uma molécula de CO,

representados por

respectivamente.

representadas pela Figura 30.

Figura 29 - Espectro de massas obtido por CL-EM\EM obtido para a proposta de

molécula | (acido p-cumarico).

miz 146,90 [M+H-H:0]" e m/z 119,10 [M+H-H.0-COJ",

Estas perdas sdo comuns aos acidos fendlicos e estdo

95



Intens. AB2_POS_210518_1-10_01_46.d: +MS, 4.6min #339
x105 by
ol [M+H]* 268.02
e
2+
2 135.97
1e 1+
119.02 146.98 161“97 182.01 224.04 249.96 276.11
e A (N bl N \ 4 i La N
X105 e AB2._POS_210518.1-10_01.46.d: +M52(164.97), 4.6min #342
4 146.90
0.8 - .
J [M+H-H20]
0.6
0.4 -
122.98
0.2 1
1+
l l 164.83 267.96
0.0 A =
800 . AB2_POS_210518_1-10_01_46.d: +MS3(164.97-5146.90), 4.7min #345
119.10
600 -|
[M+H-HCOOH]*
400 -
200 -
o] [ \
T T T T T T T T T T
75 100 125 150 175 200 225 250 275 mz

HO
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J4 a presenca dos demais compostos, mesmo ndo sendo antioxidantes,

possuem caracteristicas essenciais para a sobrevivéncia dos fungos. A segunda

molécula foi proposta como sendo o Ergosterol, um esteroide precursor da vitamina

D2 também metabolizado pelos fungos. Suas principais funcdes sao: fluidez,
formacdo de microdominios, funcionalidade protética (MEDINA; GALANO; TRIGOS,

2018). Assim, com uma foérmula molecular de C2sH440 0 ergosterol apresenta no

espectro de massa, no modo positivo, a molécula protonada m/z 397,10 [M+H]* com

os principais fragmentos com: m/z 379,16 e 337 e 331.
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As substancias Ill, IV e V foram propostas como sendo alguns tipos de acucares,
muito comuns nos cogumelos e que podem ser encontrados na parede celular dos
fungos como uma fonte de energia (SOPER et al., 2018). A substancia Il foi
identificada como sendo um hexitol (LOHMAR; GOEPP, 1949). Seu ion molecular foi
de 181,07 indicando a forma molecular Cs Hi4 Os € seus principais ions de produto
estavam com m/z de 163, 131, 119, 101 e 89 caracterizando a possivel presenca de
um Manitol. Este tipo de poliol pode ser encontrado nas hifas de fungos filamentosos,
ser metabolizado com o objetivo de armazenamento do poder redutor ou ainda
utilizado como uma fonte de carbono reserva. Alguns autores relatam a presenca
deste composto em cogumelos como o Champion e o Pippino (LANDI et al., 2017). Ja
a substancia IV foi identificada com a presenca de um aduto [M+HCOO] com m/z de
386,8 que deu origem aos fragmentos de m/z: 341, 221 e 179 caracterizando o
comportamento comum de uma lactose e a substancia V apresentou seu ion
molecular com m/z de 341 e seu respectivo ion de produto com m/z de 178,96
caracterizando o comportamento de uma trehalose, que por sua vez, tem chamado a
atencdo dos pesquisadores ha algum tempo por possuir algumas funcdes vitais aos
fungos como demonstrado por LILLIE e PRINGLE (1980), onde durante um grande
periodo de incubacao a sobrevivéncia das células se tornaram reféns dos niveis de
trehalose presente no meio ou como relatado por SOPER et al. (2018) em seu estudo
sobre as propriedades estabilizantes e protetoras contra 0s estresses ambientais nos

organismos Vvivos.
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5 CONCLUSOES

Por meio do estudo da variabilidade da composi¢cdo quimica, dos testes de
fendis totais e capacidade antioxidante das 33 amostras de Agaricus subrufescens
verificou-se as diferencas resultantes na utilizacdo dos diferentes tipos de
suplementos e suas influéncias sobre o desenvolvimento das linhagens estudadas.

Em relacdo a composicdo quimica, observou-se que as linhagens ABZ e T2
apresentaram maiores correlagdes com os teores de fibra e proteina bruta, sendo que
0 suplemento artesanal mistura e mistura formol proporcionou resultados similares a
suplementagdo com o suplemento comercial Champfood para a linhagem ABZ,
resultando em cogumelos com maiores quantidades de nutrientes e favorecendo a
sua caracteristica de alimento funcional.

Assim, verifiocu-se também que a origem da linhagem de cogumelos influéncia
a forma de desenvolvimento da composicao quimica final destes alimentos, visto que,
0s mesmo tipos de suplementos quando aplicados a linhagens distintas deram origem
a cogumelos com diferentes composi¢des quimica.

No entanto, nos resultados obtidos por meio das analises dos perfis
cromatograficos verificou-se uma similariedade entre as trés linhagens, e as
diferenciacbes ocorreram em relacdo a intensidade dos picos em cada amostra,
discriminando as diferentes correlacbes das amostras com cada substancia
identificada.

Concluiu-se que os melhores suplementos artesanais foram: mistura formol e
mistura, para as linhagens ABZ e T2, pois apresentaram o mesmo peffil
cromatografico da amostra suplementada com o suplemento comercial Champfood e
Setas, sendo estes apresentaram maiores correlacdes com as substancias agaritina,
hexitol, acido pinélico, digalico e ramnetina, que além de serem essenciais para o bom
desenvolvimento do fungo ainda possuem propriedades medicinais.

Para os testes de fendis totais a linhagem ABZ apresentou o maior teor de
compostos fenolicos, quando suplementada pelo suplemento mistura e também o
melhor resultado para ensaios de FRAP e ORAC quando suplementada pelo
suplemento comercial setas, que apresentou resultados estaticamente iguais ao

98



suplemento artesanal mistura para ambos os métodos.

Através da analise por CL-EM do extrato hidroalcodlico identificou-se cinco
substancias, dentre as quais destacou-se o acido p-cumarico por apresentar atividade
antioxidante ja relatada na literatura. Ja no extrato de acetato de etila identificou-se
sete substancias, dentre elas a esculetina, que foi relatada pela primeira vez em
cogumelos da espécie A. subrufescens.

Por fim, péde-se concluir que a suplementacdo do cogumelo A. subrufescens
com suplementos artesanais € uma alternativa viavel a utilizacdo de suplementos
comerciais de alto custo, e que a linhagem que apresentou os melhores resultados foi
a ABZ suplementada com o suplemento artesanal mistura formol e mistura. No
entanto, fica claro que deve-se escolher o tipo de suplemento visando o perfil quimico
gue se pretende obter no produto final, uma vez que, cada suplemento se comportou

de forma diferente em cada uma das linhagens estudadas.
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7 ANEXO

Figura 31 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM do extrato acetdlico obtido para a proposta do
Hexitol (Pico 1).
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Figura 32 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM do extrato acetalico obtido para a proposta do
Acido Pinélico (Pico 7).
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Figura 33 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM do extrato hidroalcodlico obtido para a proposta

do Ergosterol (substancia Il).
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Figura 34 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM obtido para a proposta do Hexitol (substancia

1.
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Figura 35 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM obtido para a proposta da Lactose (substancia

V).
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Figura 36 - Espectro de massas obtido por CL-EM/EM obtido para a proposta da Trehalose

(substancia V).
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