UTILIZACAO DE EXTRATO DE COGUMELO COMOANTIOXIDANTE
NATURAL EM OLEOVEGETAL

Use of mushroom extract as natural antioxidant in vegetal oil
Ana Carolinada Silvat, Marcel de Campos Oliveiral, Patricia Vieira Del Ré!, Neuza Jor ge?

RESUMO

Conduziu-se este trabalho, com o objetivo de avaliar a atividade antioxidante de diferentes extratos de cogumelo Agaricus
blazei, bem como a estabilidade oxidativa do dleo de soja adicionado de extrato de cogumelo. O cogumelo seco em estufaa 55°C e
triturado (10 g) fui submetido a extragéo, a temperatura ambiente, com 100 mL de metanol e metanol:égua (1:1) com duracdo de 6 e
12 horas para ambas as extragdes. O extrato de maior atividade antioxidante, conforme o método DPPH, foi aplicado em dleo de soja
na concentragao de 0,1% de compostos fendlicos totais e, entdo, submetido ao método do Rancimat e ao teste acelerado em estufaa
60°C por um periodo de 16 dias. Amostras de 6leo foram retiradas da estufa cada 4 dias e analisadas quanto ao indice de per6xidos e
dienos conjugados. Como parametros de comparacao, foram utilizados os antioxidantes sintéticos BHT (100 mg/kg), TBHQ (50 mg/
kg) e o 6leo de sojaisento de antioxidantes (controle). Os resultados demonstraram que o extrato metandlico:aquoso, com 6 horas de
extracao, apresentou maior atividade antioxidante. A aplicag8o desse extrato em éleo de soja proporcionou a seguinte ordem em relagéo
a estabilidade oxidativa: TBHQ > extrato de cogumelo > BHT = éleo de soja (controle). O extrato de cogumelo também foi eficiente
em relagdo aformagdo de perdxidos e dienos conjugados que, apesar de aumentarem ao longo do tempo, foi menor que 0 BHT, porém
maior que o TBHQ. O extrato de cogumelo apresentou-se efetivo na protecdo do 6leo, podendo ser considerado um potencial
antioxidante natural.

Termos para indexacao: Antioxidantes, cogumelo, estabilidade oxidativa, éleo de soja.

ABSTRACT

The present paper had the objectives of measuring the antioxidant activity of different extracts of the mushroom Agaricus
blazei and evaluating the oxidative stability of soybean oil added with the mushroom extract. The mushroom dried in stove at 55°C
and ground (10g) was submit to extraction with 100 mL methanol and methanol:water (1:1) for six and 12 hours, respectively, at room
temperature. The extract with the highest antioxidant activity, according to the DPPH method, was added to the soybean ail at the
concentration of 0.1% total phenolic compounds and then submitted to the Rancimat method and to the accelerated test in stove at
60°C for 16 days. Samples of oil were withdrawn every four days and the rate of peroxides and conjugated dienes were analyzed. The
synthetic antioxidants BHT (100 mg/kg), TBHQ (50 mg/kg), and antioxidant-free soybean ail (control) were used as comparison
parameters. The results showed that the methanol:water extract resulting from six hours of extraction presented the highest antioxidant
activity. The oxidative stability of the mushroom extract, the synthetic antioxidants, and the control followed the sequence: TBHQ
> mushroom extract > BHT = soybean oil (control). The mushroom extract was aso efficient regarding the formation of peroxides and
conjugated dienes. Despite the increase of these compounds over the time, the extract was less efficient than BHT and more efficient
than TBHQ. The mushroom extract has shown effective in the protection of the oil, bearing the potential of anatural antioxidant.

Index terms: Antioxidants, mushroom, oxidative stability, soybean oil.
(Recebido em 19 de junho de 2008 e aprovado em 21 de janeiro de 2009)

INTRODUCAO

Os antioxidantes estéo presentes de forma natural
ou intencional nas gorduras e alimentos, com o objetivo

antioxidantes naturais que possam substitui-los total ou
parcialmente. Por estaraz&o, maior atencdo tem sido dada
para aplicagdo de antioxidantes naturais em aimentos, por
causa dos potenciais efeitos terapéutico e nutricional

de retardar a oxidacdo lipidica, mantendo intactas suas
caracteristicas sensoriais.

O consumo de aditivos sintéticos na prevencao da
oxidacdo lipidicatem sido alvo de constante preocupacéo
gquanto a sua inocuidade, motivando a busca de

(Gaméz-Mezaet al., 1999).

Vérias fontes de antioxidantes naturais sdo
conhecidas e algumas sdo amplamente encontradas no
reino vegetal. Seu poder antioxidante muitas vezes é
atribuido aos compostos fendlicos, essenciais no
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crescimento das plantas e eficientes na prevencéo da
autoxidacdo (Angelo & Jorge, 2007).

Os cogumelos sdo considerados por muitos
pesquisadores como alimentos nutracéuticos ou
funcionais fisiol 6gicos, fato que tem estimulado também
os produtores brasileiros na busca de técnicas mais
produtivas e na introducéo de novas espécies. A
utilizag8o de certas espécies, em forma de chés ou
capsulas, como preventivo de algumas doencgas, também
acelerou a producdo de cogumelos (Furlani & Godoy,
2005).

S&o conhecidas cerca de 2.000 espécies de
cogumel os potencialmente comestiveis, porém, apenas 25
delas sdo normalmente utilizadas na aimentagdo humana
e um nimero ainda menor tem sido comercialmente
cultivado (Coutinho, 2007).

O Agaricus blazei, um cogumelo nativo do Brasil,
vem sendo cultivado, comercialmente, desde o inicio da
década de 1990 e amaior producdo encontra-se no estado
de S&o Paulo, onde o cultivo é feito nas épocas de primavera
everdo (Bragaet a., 1998). Segundo Mizuno et al. (1990),
0 basidiocarpo deA. blazei apresenta 40-45% de proteinas,
38-45% de carboidratos, 6-8% de fibras, 5-7% de minerais
e 3-5% de gordura, vaores baseados em relacdo a matéria-
seca. Contém ainda as vitaminas B1, B2 e niacina e teores
elevados de potassio e cdcio.

Essa espécie popularmente conhecida como
cogumelo-do-sol tem sido amplamente consumida em
diferentes partes do mundo em raz&o das suas propriedades
medicinais, sendo utilizada como alimento funcional para
prevencdo de diversas doencas (Di Piero, 2003). OA. blazel
apresenta varias propriedades como acdes anti-
mutagénica, bactericida e estimulante das atividades
imunol 6gicas do organismo humano (Teixeira, 1999), além
da presenca de diversos compostos anti-tumorais
(Kawagishi et al., 1990; Takaku et a., 2001; Nakajimaet al.,
2002).

Compostos fendlicos parecem ser os Principais
componentes responsavei s pela atividade antioxidante de
extratos de cogumelo (Elmastas et al., 2007). Segundo Tsai
et a. (2007), a propriedade antioxidante do cogumelo A.
blazei pode estar associada a sua alta concentragdo de
tocoferais.

Apesar da grande biodiversidade existente no Brasil
e de haver um grande potencial a ser explorado, existem
poucos dados sobre atividade antioxidante de extratos de
cogumelos. Assim, neste trabalho, objetivou-se avaliar a
atividade antioxidante de diferentes extratos de cogumelo
A. blazei, bem como a estabilidade oxidativa do 6leo de
soja adicionado de extrato de cogumelo.

MATERIAL E METODOS

Para arealizacéo do experimento foi utilizado 6leo
de sojarefinado, fabricado pela empresa Cargill Agricola
S/A sem conservantes, adquirido no comércio local.

O cogumelo A. blazei foi adquirido da Universidade
Estadual Paulista— UNESP, Faculdade de Engenharia de
IIha Solteira, campus de l1ha Solteira- SP. Apos a colheita, 0
cogumelo A. blazei, in natura, foi seco em estufaa55°C e
triturado, resultando num p6 homogéneo, o qual foi
embalado em pote de plastico e fechado com tampa até a
realizagdo das andlises.

Os extratos de cogumelo foram obtidos por
processo de extragdo com metanol e metanol:égua (1:1).
Para cada extrato, 100 mL do solvente foram adicionados a
10 g de amostra. O processo de extracdo ocorreu sob
agitacdo continua em um shaker, atemperatura ambiente,
em dois diferentes tempos, 6 e 12 horas. Em seguida, a
mistura foi centrifugada a 3.000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante filtrado. Os solventes, metanol e
metanol:agua (1:1), utilizados para a obtencéo dos extratos
foram removidos sob presséo reduzida a 40 e 50°C,
respectivamente, com vistas a calcular o rendimento de
extrato seco.

A atividade antioxidante dos extratos de cogumelo
foi determinada pelo método do radical DPPH (2,2-difenil-
picril-hidrazila), descrito por Brand-Williams et al. (1995).
DPPH é um radical livre estavel que aceitaum elétron ou
um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula
dimagnética estavel e, destaforma, é reduzido na presenca
de um antioxidante. Os solventes, metanol e metanol:agua
(1:1), empregados para a obtencdo dos extratos foram
utilizados, em separado para o preparo das solucdes.
Inicialmente, preparou-se uma solucdo para cada solvente
com concentracgo de 500 ig/mL de extrato de cogumelo A.
blazei. Cada amostra desta solugéo (0,3 mL) foi adicionada
a 2,7 mL de solugédo de DPPH (40 ig/mL) em diferentes
concentragdes (5, 10, 25, 50, 125, 250, 350 e 500 mg/mL).
ApGs o tempo de reacdo de 30 minutos, a absorbanciafoi
lidaem 515 nm e convertida em porcentagem de atividade
antioxidante (AA_. ) por meio daseguinte formula:

AA

méxima (%) =100- { [(A bsam ra_ Absbranco) X 100] / Abscontrole}

ost

Um controle foi feito com 2,7 mL de DPPH e o branco
realizado com 0,3 mL de solucdo metandlica:aguosa ou
metandlica do extrato e 2,7 mL do respectivo solvente,
para cada concentracao.

A quantificaco de compostos fendlicos totais foi
determinada por espectrofotometria, por meio do reagente
de Folin-Ciocalteu, segundo a metodologia descrita por
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Singleton & Rossi (1965), que se baseia na reducéo dos
acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico em solucdo
acalina. A cor azul produzida pela reducdo do reagente
Folin-Ciocalteu pelos fendlicos ¢é medida
espectrofotometricamente, no comprimento de onda de 765
nm. Para a quantificacéo foi realizada curva padrao,
utilizando o acido gélico nas concentractes de 0 a 500 mg/
L, sendo o coeficiente de determinacdo R? = 0,9986, e 0
resultado foi expresso em miligramas de equivalentes de
acido gdlico por gramade extrato (mg/g).

Para a avaliacdo da atividade antioxidante do extrato
de cogumelo em éleo de soja, foram preparadas amostras
misturando o extrato de cogumelo de maior atividade
antioxidante com o 6leo de soja ha concentracéo de 0,1% de
compostos fendlicos. TBHQ (50 mg/kg) e BHT (100 mg/kg),
bem como o 6leo de sojaisento de antioxidantes (control€)
foram utilizados como parémetros de comparacao.

Dois métodos foram empregados para medir a
atividade antioxidante do extrato aplicado no 6leo de soja:
medida da estabilidade oxidativa e teste acelerado em estufa
associado com a determinagéo do indice de perdxidos e
dienos conjugados.

A medida da estabilidade oxidativafoi conduzida
conforme método proposto pela American Oil Chemists
Society-AOCS (1993) que utiliza o equipamento Rancimat,
e se baseia ha determinagéo da condutividade elétrica dos
produtos voléteis de degradacdo. A determinagdo foi
realizada a 100°C, com fluxo de ar de 20 L/h, com utilizagéo
de 3 g de amostra e volume de &gua destilada de 60 mL nos
frascos contendo os eletrodos. Por esse método uma curva
de condutividade elétrica x tempo é automaticamente
registrada com o decorrer da reacdo e do teste, sendo o
periodo de induc&o expresso em horas.

No teste acelerado em estufa, amostras com 20 mL
de dleo de soja foram mantidas sob aquecimento em estufa
com circulagdo de ar a 60°C por 16 dias. A cada 4 dias,
amostras foram retiradas e analisadas quanto ao indice de
perdxidos e dienos conjugados, conforme métodos
propostos pela AOCS (1993), cujos resultados foram
expressos em meg/kg de amostra e porcentagem,
respectivamente.

Tabela 1 — Determinacdo de rendimento e atividade antioxidante (AA

Os ensaios experimentais foram realizados no
delineamento inteiramente casualizado (Banzatto &
Kronka, 2006), cujos resultados obtidos das
determinacdes analiticas, em duplicata, foram
submetidos a andlise de variéncia e as diferencgas entre
as médiastestadas a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey, por meio do programa ESTAT, versdo 2.0 (UNESP,
1999).

RESULTADOSE DISCUSSAQO

O processo de extracd@o utilizado permitiu a
obtencdo de compostos de el evada polaridade, em fungéo
dos diferentes solventes utilizados. A Tabela 1 apresenta
o rendimento porcentual dos extratos obtidos apds a
remoc&o do solvente organico empregado no processo de
extracdo e a atividade antioxidante maxima pelo método
DPPH.

As extracdes metandlicas:aquosas (1:1)
apresentaram maior rendimento (41,4%) quando
comparadas as extragdes metandlicas, comprovando a
influéncia do solvente. Segundo Keindnen (1993), a
utilizagcdo de material previamente desidratado pode
maximizar aeficiéncia do processo de extragdo, assim como
acomposi¢do quimica do substrato e atécnica de extragdo
(Dapkevicius et al., 1998).

Julkunen-Tiitto (1985) alega que alimentos com
predominéncia de compostos fendlicos apresentam maior
rendimento no processo de extragdo com solventes polares,
em razdo da solubilidade. Assim, justifica-se que a adi¢cdo
de &gua no processo de extracdo potencializou o
rendimento do extrato.

Em relacéo a atividade antioxidante, o extrato
metandlico-aquoso (1:1) referente ao tempo de extragdo de
6 horas, apresentou 0 maior valor (28,9%). Tsal et al. (2007),
estudando a eficiéncia do extrato de cogumelo A. blazei
em diferentes solventes, constataram que a atividade
antioxidante foi superior quando extraido com &gua
aquecida, atingindo val ores médios de 66,3%.

Umavez constatada a maior acdo antioxidante no
extrato metandlico-aquoso (1:1) com 6 horas de extracao,
passou-se a quantificacdo dos compostos fendlicos nele

,) dos extratos de cogumelo A. blazei.

maxim

Extrato Tempo de Extragéo (horas) Rendimento (%) AA haima (%0)
Metandlico 6 154 26,3
Metandlico 12 16,0 27,8
Metandlico:Aquoso (1:1) 6 41,4 28,9
Metandlico:Aquoso (1:1) 12 34,1 26,6
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presentes. A concentracdo obtida foi de 15 mg/g de
compostos fendlicos totais, valor superior a Tsa et al.
(2007), que obtiveram no extrato aquoso de A. blazei 5,67
mg/g de compostos fendlicos.

A Tabela 2 apresenta os resultados da avaliacéo da
medida da estabilidade oxidativa do éleo de soja enriquecido
com antioxidantes. Observa-se que dentre os agentes
antioxidantes adicionados ao 6leo de soja, 0 TBHQ
apresentou maior estabilidade oxidativa quando comparado
a0s demais (BHT e EC), sendo a diferenca evidenciada
estatisticamente, conforme teste de Tukey (p < 0,05).
Entretanto, o periodo de inducéo do extrato de cogumelo
(EC) foi maior que o BHT, demonstrando que o extrato de
cogumelo pode ser um potencial antioxidante natural .

Gamez-Meza et . (1999), aplicando concentracéo
de 0,1% de compostos fendlicos em 6leo de soja, extraidos
de sementes de uva, encontraram valores de periodo de
inducdo de 15,2 h a 110°C/20 L/h, inferior ao extrato de
cogumelo avaliado neste trabalho (20,4 h).

Na Tabela 3, apresentam-se os resultados da
avaliacdo de indice de perdxidos e dienos conjugados para
Oleo de soja durante estocagem.

De acordo com a Tabela 3, observa-se que a
formagéo de peroxidos aumentou ao longo do tempo para
todos os Tratamentos. O antioxidante TBHQ protegeu mais
0 6leo com menor formagéo de peroxidos, seguido pelo
extrato de cogumelo e BHT. Essa protegdo apresentou-se
mais significativa a partir de 8 dias de estocagem, ja que,
até 4 dias, ndo houve diferenca significativa entre os
Tratamentos.

As normas que regulamentam a adequacéo de éleo
para 0 consumo no Brasil, segundo a Portaria 482/99-
ANVISA, estabelecem 0 maximo de 10 meg/kg de indice de
peréxidos para o 6leo de sojarefinado (Brasil, 1999). Neste
trabalho, o 6leo de soja (controle) e o tratamento com BHT,
apartir de 8 dias de estocagem, apresentaram valores acima
deste limite. No entanto, o 6leo de soja com extrato de
cogumelo foi eficiente até 12 dias de estocagem.

Tabela 2 — Médias da estabilidade oxidativa do éleo de soja enriquecido com antioxidantes.

Tratamentos Estabilidade oxidativa (horas)
Oleo de soja (controle) 15,9°
Oleo de soja+ TBHQ 27,3
Oleo de soja+ BHT 16,6°
Oleo de soja+ EC 20,4°

TBHQ: 50 mg/kg; BHT: 100 mg/kg; EC: extrato de cogumelo (0,1% de fendlicos totais).
a,b,c... (coluna) — em cada tratamento, médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Tabela 3 — Médias de indice de perdxidos e dienos conjugados para 6leo de soja durante estocagem.

Tratamentos Tempo de estocagem (dias)
0 4 8 12 16

indice de perdxidos (meg/kg)

Oleo de soja (controle) 1,61% 347" 45,62 105,00 132,58
Oleo de soja+ TBHQ 0,72™ 2,36%A 2,87%¢ 457%¢ 7,48%
Oleo desoja+ BHT 0,74% 3,23% 34,87 81,75" 125,03%
Oleo de soja+ EC 1,34 333" 4,36 5,95°C 27,00
Dienos conjugados (%)

Oleo de soja (controle) 0,28% 0,31® 0,60 1,18* 1,54%
Oleo de soja+ TBHQ 0,28™ 0,29" 0,31%¢ 0,31%¢ 0,32
Oleo de soja+ BHT 0,28 0,30%® 0,56 0,90°® 1,31%®
Oleo de soja+ EC 0,28% 0,34" 0,33 0,32°¢ 0,51%

TBHQ: 50 mg/kg; BHT: 100 mg/kg; EC: extrato de cogumelo (0,1% de fendlicos totais).
a,b... (linha) — em cada tratamento, médias seguidas de mesma |etra mindscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A,B... (coluna) — em cada tempo de estocagem, médias seguidas de mesma letra maitiscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Como observado na Tabela 3, a adicdo do extrato
de cogumelo reduziu a formagéo de dienos conjugados
quando comparados ao 6leo de soja isento de
antioxidantes, sendo que ao final do teste acelerado de
estufa essa reducéo foi de aproximadamente 67% de
formacdo de dienos conjugados.

Observa-se que aformagao de dienos conjugados
foi crescente ao longo do tempo em todos os tratamentos.
Ao final do periodo de estocagem (16 dias) o extrato de
cogumelo apresentou a mesma caracteristica encontrada
nas andlises anteriores, ou sgja, ser mais eficiente que o
BHT e menos que o TBHQ.

CONCLUSOES

O extrato metandlico-aguoso (1:1) de A. blazei,
obtido em 6 horas de extraco, apresentou maior rendimento
e atividade antioxidante mais eficaz. A adicdo desse extrato
a0 6leo de soja resultou em protegdo efetiva (20,4 h de
estabilidade oxidativa), sendo sua agdo mais eficiente que
0 antioxidante sintético BHT (100 mg/kg) e menor que o
TBHQ (50 mg/kg).

Conclusivamente, o extrato de cogumelo (EC)
apresenta-se como um agente antioxidante natural
promissor. No entanto, torna-se fundamental a
investigacéo da sua acdo em diferentes concentragdes
para que o cogumelo seja mais competitivo no
mercado.
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