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Prospeccao de substancias antioxidantes em cogumelos da
regido sudoeste do Parana

Screening of antioxidant substances in mushrooms from
the southwestern region of Parana

RESUMO

O intuito do projeto que originou o presente experimento é prospectar substancias
antioxidantes em cogumelos da regido Sudoeste do Parand. Foram realizadas fermentagdes
em meio liquido, com os cogumelos de seis linhagens adquiridas comercialmente: Pleurotus
ostreatus (linhagens preta, branca e cinza) (SP, PO2 e POP2), P. pulmonarius (PSC), P.
citrinopileatus (PC) e P. djamor (PL3) com a finalidade de avaliar a atividade antioxidante
dos caldos de cultivo, através de um método baseado no radical ABTS-+. Os cultivos
submersos foram conduzidos entre 25°C e 30°C, em incubadora com agitac¢do orbital, a 120
rpm, por 21 dias. Observou-se que os extratos analisados dos fermentados de micélio
geraram uma modesta atividade antioxidante. Dentre as linhagens analisadas, PC foi a que
teve mais atividade antioxidante, enquanto PL3 teve a menor. Podemos concluir
parcialmente que os caldos de fermentagdo de micélio das espécies avaliadas ndo sdo
efetivos para a obtencdo de antioxidantes, com os meios e condic¢des de cultivo testados.
Estudos adicionais sdo necessdrios para se avaliar outras espécies, meios e condi¢des de
cultivo, bem como técnicas de recuperagao e extragao.

PALAVRAS-CHAVE: Cogumelos. Antioxidantes. ABTS.
ABSTRACT

The purpose of the project which originated the present experiment is to screen mushrooms
from the southwestern region of Parana for antioxidant substances. Submerged
fermentations were performed with six comercial strains: Pleurotus ostreatus (black, white
and grey strains) (SP, PO2 e POP2), P. pulmonarius (PSC), P. citrinopileatus (PC) and P.
djamor (PL3), in order to evaluate the antioxidant activity of the cultivation broths, by the
application of a method based in the ABTS-+ radical. Submerged cultivations were conduced
in between 25°C and 30°C, in a shaker incubator, at 120 rpm, for 21 days. Modest
antioxidant activities were observed for the evaluated mycelial cultivation broths. Among
the analysed strains, PC showed the highest antioxidant activity, while PL3 showed the
lowest activity. It is possible to partially conclude that the mycelial fermentation broths of
the evaluated species are not effective for the obtention of antioxidants, using the proposed
cultivation medium and conditions. However, additional studies are needed for evaluating
other species, media and conditions, as well as recovery and extraction procedures.

KEYWORDS: : Mushrooms. Antioxidants. ABTS.
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INTRODUCAO

O fendbmeno da oxidagdo é o processo em que ions ou moléculas perdem
elétrons. Essas rea¢des ocorrem simultaneamente com reagées redutoras, que sao
responsaveis por adquirir os elétrons perdidos. Uma reacdo de oxidacdo ocorre de
trés maneiras: com a perda de elétrons, com a perda de um hidrogénio (préton)
ou quando se adiciona oxigénio a substancia (ATKINS; JONES, 2012).

Os radicais livres sdo resultantes de reacdes de oxirreducdo e sdao definidos
como, atomos ou moléculas que tém em comum elétrons desemparelhados
dispostos em uma parte importante da sua estrutura. Estdo ligados ao
envelhecimento e a morte celular, pois quando esses atomos e moléculas sao
liberados no metabolismo celular, estdo altamente instaveis e reativos, assim,
causando varias reacdes de oxidacdo em cadeia e originando danos na célula ou
lise celular levando-as a morte, e logo, acarretando doencas degenerativas e o
envelhecimento precoce em plantas, em animais e em seres humanos
(SOLOMONS & FRYHLE, 2009).

Em contrapartida a esse fendbmeno temos as espécies antioxidantes, que
inibem (total ou parcialmente) reacBes oxidativas. Os exemplos mais comuns
dessas substancias sdo: B-caroteno, ascorbato (vitamina C), a-tocoferol (vitamina
E) e compostos fendlicos (BARBOSA et al.,2010).

A eficacia desses compostos depende da estabilidade do radical antioxidante
formado durante as reag¢Ges com radicais livres, do envolvimento do hidrogénio
fendlico nas reacgdes radicais, e das modificagBes nas estruturas quimicas (Hall,
2001).

Os cogumelos comestiveis possuem varios compostos bioativos como
glicoproteinas, polissacarideos, que apresentam propriedades antibidticas e
antioxidantes. Os principais compostos antioxidantes sintetizados por cogumelos
sdo os acidos fendlicos, flavondides e tocoferdis (KRAKOWSKA et al. 2020).

O cultivo de cogumelos comestiveis é indicado em paises em desenvolvimento
com indice elevado de desnutricdo por seu elevado conteddo proteico. E nos
paises desenvolvidos, novas pesquisas vém sendo realizadas para melhoria de
qualidade produtiva e reducdo de custos de producdo (CHANG et al.,1992).

No Brasil, o mercado de cogumelos comestiveis e medicinais apresenta grande
potencial, com inimeros produtos ja existentes e uma quantidade relevantes de
pesquisas em desenvolvimento. Na regido sudoeste do Parana, o clima subtropical
Umido com invernos registrando geadas severas e o verdao com temperaturas
amenas (minima de 23°C e maxima de 32°C) sdo excelentes para o
desenvolvimento de macrofungos (TABALIPA; FIORI, 2008).

Em um levantamento dos macrofungos da regido de Dois Vizinhos publicados
no ano de 2019, foram registrados cogumelos dos filos Ascomycota e
Basidiomycota. Sdo citados também 4 géneros e 3 familias. Vale destacar o género
Ganodermataceae com fungos que tém nivel considerdvel de antioxidantes e
antitumorais (OLIVEIRA, FERRARI, & ESTEVAN, 2019). O propésito do presente
trabalho é prospectar substancias antioxidantes em cogumelos da regido Sudoeste
do Parand, no municipio de Dois Vizinhos.
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MATERIAIS E METODOS

As espécies utilizadas para a andlise foram isoladas diretamente de linhagens
comerciais adquiridas com as empresas Funghi & Flora e Brasmicel. Isolamentos
de espécies nativas ndo se desenvolveram a tempo de realizar as analises.
Linhagens comerciais e seus respectivos codigos: Pleurotus ostreatus (linhagens
preta, branca e cinza) (SP, PO2 e POP2), P. pulmonarius (PSC), P. citrinopileatus (PC)
e P. djamor (PL3).

Reagentes utilizados: glicose, extrato de levedura, MgS0Q,, KH,PO,, Agar
Batata Dextrosado. Vidrarias e equipamentos utilizados: placas de Petri,
Erlenmeyer (250 mL e 500 mL), proveta (100 mL), alca de platina, balanga analitica,
camara de fluxo laminar, bico de bunsen, autoclave, BOD, estufa bioldgica e
incubadora com agitacdo orbital (“shaker”).

Foi pesado o BDA para o volume de uso (250 mL ou 500 mL) e diluido em agua
destilada para uma concentracdo de 40 g/L. A solu¢cdo de BDA vertida em um
Erlenmeyer fechado com um tampao de algodao foi levada para autoclavagem (20
min) juntamente com as placas de Petri. O BDA foi vertido nas placas de Petri no
interior da camara de fluxo laminar. Apds a solidificacdo do BDA as placas foram
transferidas para BOD a 25°C, e depois de um periodo de 24 Horas, foram utilizadas
para os isolamentos e manutencdo das linhagens fungicas.

As placas de Petri com BDA foram colocadas no interior da cdmara de fluxo
laminar e deixadas por um periodo de 20 minutos sob radiagao ultra violeta (UV).
Apds desligar a lampada UV, as linhagens para inoculagdo foram também
colocadas na camara, foi ligado o bico de Bunsen e flambada a alga de platina. Com
cuidado, foi retirada uma pequena parte do micélio de cada matriz e transferida
para o centro das placas contendo meio de cultivo fresco (todo o processo préximo
a chama para evitar contaminacgdes). As placas foram fechadas e incubadas em
BOD a 25°C, até o micélio colonizar completamente as placas.

Foi realizada a pesagem de 4 compostos para nutricdo e crescimento do
micélio em meio aquoso: glicose 10 g/L, extrato de levedura 4 g/L, MgS0,4 0,3 g/L,
e KH,P0O,4 0,3 g/L. Todos os compostos foram transferidos para Erlenmeyers com
500 mL de agua destilada e em seguida, os caldos foram levados para
autoclavagem por um periodo de 20 min Apds o processo de esterilizagdo, o meio
foi levado para o interior da camara de fluxo laminar e submetido a radiagdo UV
por 20 min. Logo apds o término do tempo de UV, foram inseridas na cdmara as
placas com o inéculo de interesse para fermentacdo. Os repiques foram realizados
com al¢a de platina devidamente flambada em chama e os Erlenmeyers foram
vedados com tampdes de algoddo e também com papel Kraft. Os frascos
inoculados foram inseridos no “shaker” na frequéncia de agitacdo de 120 rpm e na
temperatura de 28°C.

Apds 21 dias, as fermentagBes que obtiveram crescimento micelial, foram
levadas a camara de fluxo laminar para retirada com a pipeta de 1 mL de amostras
do liquido da fermentac¢do (tomando cuidado para evitar a entrada de materiais
sélidos na ponteira da pipeta) e armazenadas em microtubos de 2 mL, que foram
congelados a -6°C para armazenamento até a realizagdo das anélises.

O método utilizado para medir a atividade antioxidante dos fermentados
liguidos de cogumelos foi o ABTS, baseado na captura do radical 2,2'-
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azinobis(3etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTSe), que pode ser formado por
uma reacdo eletroquimica, quimica ou enzimatica (RUFINO, et al., 2007).

Reagentes utilizados: Trolox (acido 6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-
2carboxilico) (PM = 250,29); ABTS (2,2’-azino-bis-(acido 3-etilbenzo tiazolino-
6sulfénico) ou sal diamonio) (PM = 548,68); persulfato de potassio (PM = 270,3);
agua destilada; alcool etilico P.A. e alcool metilico P.A.

Vidrarias e equipamentos utilizados: balanga analitica, baldes volumétricos de
10 mL, 50 mL, 1.000 mL, espectrofotometro, cubetas de plastico (4 x 1 x 1 cm),
proveta de 50 mL. e pipetas automaticas (20 puL a 200 puL e 100 pL a 1000 pL).

Dirigiu-se 500 mL de alcool metilico para um baldo volumétrico de 1 L.
completou-se até o menisco com agua destilada, logo apds de ser homogeneizada,
a solucdo foi transferida para um recipiente de vidro ambar.

Dissolveu-se em um baldo volumétrico, com volume de 50 mL, 192 mg de ABTS
com agua destilada, homogeneizou-se e a solugao foi direcionada a um frasco de
vidro de colora¢do ambar, envolvido com papel aluminio.

Em um baldo volumétrico de 10 mL foi homogeneizado 378,4 mg de persulfato
de potassio com agua destilada até atingir o menisco, e transferido para um frasco
de vidro de coloragdo ambar.

O preparo do radical ABTSe se deu a partir da reacdao de 5 mL da solugao
estoque de ABTS com 88 L da solucdo de persulfato de potassio. O reagente foi
mantido no escuro a temperatura ambiente, por um periodo de 16 horas. Para as
analises, diluiu-se a solugdo em alcool etilico até obter uma absorbéancia de 0,70
nm £ 0,05 nma 734 nm.

Homogeneizou-se 25 mg de Trolox com 50 mL de alcool etilico em um baldo
volumétrico, e usando 4lcool etilico diluiu-se o Trolox estoque variando as
concentracdes de 100 uM a 1800 pM.

Em ambiente com pouca luz, transferiu-se a quantidade de 30 pL das solugdes
de Trolox, que foram previamente diluidas, para tubos de ensaio, em duplicata.
Adicionou-se aos tubos 3 mL de radical ABTSe e a mistura foi homogeneizada. A
leitura foi realizada em um espectrofotémetro a 734 nm, apds 6 min. de reacdo.
Alcool etilico foi utilizado como branco para calibrar.

Foi construido um grafico com as concentracdes e absorbancias obtidas e
calculada a equacdo da reta. A partir da equacdo pbde-se calcular a atividade
antioxidante das amostras em relagdo ao Trolox (TEAC).

Foi utilizado o mesmo método descrito para elabora¢do da curva (volume,
comprimento de onda, reagentes) para andlise das amostras de fermentados. Foi
retirado exclusivamente o Trolox, substituido por amostras do fermentado de
micélio.

Apds a leitura, as absorbancias de cada amostra foram anotadas, e o
equivalente em concentracao de Trolox foi calculado substituindo as absorbancias
na equagao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o periodo de 10 dias de fermentacdo de micélio foram obtidas as
amostras dos caldos de fermentagdo, as quais foram submetidas a metodologia de
ABTSe para quantificar via espectrofotometro UV-VIS o quanto os extratos do
micélio fermentado equivalem ao Trolox (antioxidante conhecido e purificado).

Para a curva padrdo de Trolox (Figura 1) para comparacdo com os caldos
fermentados de micélio, obteve-se a equagdo y = 0,318x + 583,41, com R2 =

0,9951. Sendo “y” a absorbancia das amostras multiplicada por 1000 e “x” a
concentracgdo de Trolox em uM.

Figura 1- Curva padrao de Trolox
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Fonte Autoria prépria (2020).

Apds as analises dos extratos com o método do ABTSe foi observado que os
fermentados de micélio tém alguma atividade antioxidante, ainda que modesta,
conforme os resultados apresentados na Tabela 1. Dentre as espécies analisadas,
o Pleurotus citrinopileatus (PC) foi o que resultou em mais atividade antioxidante
comparado aos demais fungos. O Pleurotus djamor (PL3) teve a menor atividade
antioxidante, assim sendo o fungo mais invidvel para o processo de fermentacao
com objetivo de extragdes de compostos antioxidantes.

Quadro 1- Amostragens

Amostra (Extrato) \ Concentragdo (mM Trolox/L)
PL3 619,50
PO2 2453,88
PSC 2453,88
PC 6332,27
POP2 5336,48

Fonte: Autoria propria (2020).
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CONCLUSAO

Podemos concluir parcialmente que os caldos de fermentagao de micélio das
espécies avaliadas ndo sdo efetivos para a obtencdo de antioxidantes, com os
meios e condicdes de cultivo testados. Estudos adicionais sdo necessarios para se
avaliar outras espécies, meios e condi¢cdes de cultivo, bem como técnicas de
recuperacgao e extracao.
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