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RESUMO

O presente trabalho teve como principais objetivos: conhecer a atividade
antioxidante do shiitake (Lentinus edodes) e do cogumelo do sol (Agaricus blazei)
conforme os métodos radical livre DPPH® e sistema B-caroteno/acido linoléico;
avaliar a estabilidade oxidativa do 6leo de soja adicionado dos extratos que
apresentaram maior atividade antioxidante e a influéncia dos extratos de
cogumelos na retengao de tocoferdis em 6leo de soja, quando submetido ao teste
de estocagem acelerada. Os extratos de cogumelos foram obtidos sob diferentes
condicbes: solventes de diferentes polaridades e dois tipos de extracdo, lenta
(shaker, 3 horas, 120 rpm) e rapida (liquidificador, 30 minutos). Os solventes
utilizados foram: agua, metanol:agua (1:1), etanol:agua (1:1), metanol e etanol.
Independente de qual variedade apresentou maior atividade antioxidante, ambas
foram selecionadas para serem aplicadas ao Oleo de soja. Os tratamentos:
Controle (éleo de soja sem antioxidantes), TBHQ (6leo de soja + 100 mg/kg de
TBHQ), BHT (6leo de soja + 100 mg/kg de BHT), Shiitake (éleo de soja + 3.500
mg/kg de extrato de shiitake) e Cogumelo do sol (éleo de soja + 3.500 mg/kg de
extrato de cogumelo do sol) foram preparados e submetidos ao teste de
estabilidade oxidativa por meio do Rancimat (100°C) com fluxo de ar a 20L/h e ao
teste de estocagem acelerada em estufa, a 60°C durante 15 dias. As amostras
foram recolhidas a cada 3 dias e analisadas quanto ao indice de peroxidos,
dienos conjugados, acidos graxos livres e tocoferdis naturalmente presentes no
Oleo de soja. Além disso, as amostras também foram analisadas diariamente
quanto ao ganho de massa. Os resultados obtidos das determinacdes analiticas
foram submetidos as analises de variancia, em esquema fatorial, no delineamento
inteiramente casualizado. Os extratos metandlicos, de ambas as variedades,
independente do tipo de extragdo, apresentaram maior atividade antioxidante. De
acordo com o método DPPH®, os extratos de shiitake e de cogumelo do sol
apresentaram atividades antioxidantes maximas de 92,84 e 95,10%,
respectivamente, ambos obtidos em extracdo rapida. Para o sistema -
caroteno/acido linoléico, os valores maximos de atividade antioxidante foram
93,06% para o extrato de shiitake e 78,96% para o de cogumelo do sol quando
obtidos em extragéo lenta. A estabilidade oxidativa do éleo de soja adicionado dos
extratos metandlicos da extracdo lenta de shiitake e de cogumelo do sol
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apresentou periodo de indugcdo médio de 19,85 horas. Ao final de 15 dias de
aquecimento, os tratamentos TBHQ, cogumelo do sol e shiitake apresentaram
indices de perdxidos e de dienos conjugados de 6,47, 8,81 e 41,53 meqg/kg e
0,37, 0,40 e 0,67%, respectivamente. O tempo requerido para se alcancar 0,5%
de aumento de massa foi de 13 dias para o TBHQ e 15 dias para o Cogumelo de
sol. Os tratamentos TBHQ e Cogumelo do sol contribuiram, também para a
retencao dos tocoferdis totais e seus isdbmeros no éleo submetido a estocagem
acelerada, sendo que ao final de 15 dias de estocagem, o teor de tocoferdis totais
para o TBHQ foi de 457,50 mg/kg e para o Cogumelo do sol, 477,20 mg/kg. Os
resultados revelaram o cogumelo do sol como um potente antioxidante para a

estabilidade do 6leo de soja.

Palavras-chave: cogumelos, antioxidantes, estabilidade oxidativa, estocagem

acelerada, tocoferdis, 6leo de soja.



ABSTRACT

The present work had as its main goals: cognize the antioxidant activity of
shiitake (Lentinus edodes) and cogumelo do sol (Agaricus blazei) according to the
method of free radicals DPPH® and the system B-carotene/acid linoleic; evaluate
the oxidative stability of soybean oil added of the extracts that presented higher
antioxidant activity and asses the mushroom’s extract influence over the retention
of tocopherols in soybean oil, when subjected to the accelerated storage test. The
mushroom’s extracts were obtained under different conditions: solvents of different
polarities and two types of extraction, slow (shaker, 3 hours, 120 rpm) and fast
(blender, 30 minutes). The solvents used, in decreasing order of polarity, were:
water, methanol: water (1:1), ethanol: water (1:1), methanol and ethanol.
Irrespective of which variety had shown higher antioxidant activity, both were
selected to be applied to the soybean oil. The treatments: Control (soybean oil
without antioxidants), TBHQ (soybean oil + 100 mg/kg de TBHQ), BHT (soybean
oil + 100 mg/kg of BHT), Shiitake (soybean oil + 3,500 mg/kg of extract of the
shiitake) and cogumelo do sol (soybean oil + 3,500 mg/kg of extract of the
cogumelo do sol) were prepared and subjected to the oxidative stability’s test
through the Rancimat (100°C) with airflow at 20 L/h and to the accelerated storage
test in an oven, at 60°C for 15 days. The samples were collected every 3 days and
analyzed regarding the index of peroxides, conjugated dienes, free fatty acids and
tocopherols naturally found in the soybean oil added to the mushroom’s extracts.
Beyond that, the samples were also analyzed daily regarding the weight gain. The
results obtained from the analytics determinations were submitted to the variance
analysis, in a factorial scheme, over a full randomized lineation. The methanolic
extracts of both varieties, irrespective from the extraction type presented higher
antioxidant activity. According to the DPPH® method, the shiitake and cogumelo do
sol extracts presented maximum antioxidant activities of 92.84 and 95.10%,
respectively, both obtained from fast extraction. To the B-carotene/linoleic acid
system, the maximum values for antioxidant activity were 93.06% for the shiitake’s
extract and 78.96% for the cogumelo do sol when obtained in a slow extraction.
The oxidative stability of the soybean oil added from the methanolic extracts of the
shiitake’s slow extraction and cogumelo do sol presented a medium induction
period of 19.85 hours. By the end of 15 days of heating, the TBHQ treatments,
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cogumelo do sol and shiitake presented peroxides indexes and conjugated diene
of 6.47, 8.81 e 41.53 meqg/kg and 0.37, 0.40 e 0.67%, respectively. The time
required to reach 0.5% weight gain was about 13 days for the TBHQ and 15 days
for the cogumelo do sol. The TBHQ treatments and cogumelo do sol contributed
also for the total tocopherols retention and its isomers in the oil subjected to
accelerated stocking, being that by the end of the 15 days of stocking, the
percentage of total tocopherols to the TBHQ were of 457.50 mg/kg and for the
cogumelo do sol, 477.20 mg/kg. The results revealed the cogumelo do sol as a
powerful antioxidant for the stability of soybean oil.

Keywords: mushroom, antioxidants, oxidative stability, accelerated stocking,
tocopherols, soybean oil.
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INTRODUCAO

Oleos vegetais sdo vastamente consumidos em todo o mundo porque s&o
fontes de energia e de &cidos graxos essenciais, agem como veiculo para
vitaminas lipossoluveis, sdo responsaveis pela palatabilidade, sabor e textura de
alimentos, substituem a gordura de origem animal e podem ser obtidos por meio
de varias espécies vegetais. No Brasil, 0 mais consumido é o éleo de soja por
apresentar menor preco e pela alta disponibilidade de matéria-prima.

Os oleos vegetais, bem como os alimentos de natureza lipidica, sofrem,
durante o processamento e armazenamento, 0 processo de degradacao
conhecido como oxidacao lipidica que envolve alteracdes bioldgicas, fisicas e
quimicas resultando em modificagdes das caracteristicas originais do alimento,
perda de nutrientes, alteracao no odor e sabor, além de perdas econémicas.

Para retardar a oxidacao lipidica, a industria de alimentos utiliza-se de
aditivos alimentares como antioxidantes sintéticos que, seguindo normas
estabelecidas pela ANVISA, sdo aplicados com a finalidade de prolongar a vida
de prateleira destes tipos de alimentos. No entanto, estudos toxicol6gicos tém
evidenciado os efeitos téxicos destes aditivos, apontados como possiveis
causadores de danos a saude humana. Portanto, pesquisas recentes tém sido
realizadas e buscam demonstrar a eficacia da utilizagcdo de antioxidantes naturais
na prote¢do oxidativa.

Os antioxidantes possuem atividade fisiol6gica porque impedem a acao
de radicais livres no organismo e nos alimentos de natureza lipidica retardando a
oxidagdo e mantendo suas caracteristicas sensoriais.

Os cogumelos, assim como vegetais e frutas, possuem elevado contetdo
de substancias antioxidantes que sao capazes de diminuir os efeitos prejudiciais
dos radicais livres. Dentre os antioxidantes presentes nos cogumelos destacam-
se 0s compostos fendlicos como acidos fendlicos, flavondides e tocoferéis. Os
compostos fendlicos sdo substdncias de elevada polaridade que podem ser
extraidas dos cogumelos por meio de solventes como agua, metanol, etanol e
suas misturas.

Dentre as espécies de cogumelos, destacam-se o shiitake (Lentinus
edodes) e o cogumelo do sol (Agaricus blazei). O shiitake é o segundo cogumelo
mais consumido no mundo, s6 perdendo para o champignon (Agaricus bisporus).
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O cogumelo do sol é de origem brasileira e hoje é comercializado em paises
como China e Japdo. Além de antioxidantes, os cogumelos possuem
propriedades nutricionais por serem ricos em proteinas, além de propriedades
funcionais e medicinais por melhorarem o mecanismo de defesa do organismo
pelo do aumento do numero de anticorpos.

Diante destes fatos, os objetivos deste trabalho foram avaliar a atividade
antioxidante do shiitake e do cogumelo do sol e medir a estabilidade oxidativa do
6leo de soja adicionado dos extratos dos cogumelos, além de avaliar a resisténcia
dos tocoferédis naturalmente presentes no 6leo de soja apds o teste de estocagem

acelerada em estufa.
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Capitulo 1

Cogumelos: compostos bioativos e propriedades antioxidantes



RESUMO

O presente trabalho apresenta uma revisdo da literatura que evidencia a
importancia econdmica, nutricional, medicinal e antioxidante dos cogumelos.
Foram descritos os principais compostos antioxidantes presentes nos cogumelos
como acidos fendlicos, flavondides e tocoferdis, assim como seu mecanismo de
acao. Foram abordados os principais métodos in vitro utilizados para avaliacao da
atividade antioxidante destes compostos. A acdo dos antioxidantes em sistemas
lipidicos pode ser avaliada acompanhando a formacao de produtos primarios da
oxidacdo, como perdxidos e dienos conjugados, quando a amostra lipidica é
submetida ao estresse oxidativo. Foi estudada também a influéncia do tipo de
extragdo na obtencao dos compostos antioxidantes. Verificou-se que a polaridade
do solvente utilizado no processo de extracdo € determinante na obtencdo de

compostos antioxidantes.

Palavras-chave: cogumelos, compostos fendlicos, antioxidantes, tipos de

extracao.
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1. INTRODUCAO

O consumo de cogumelos é uma antiga tradicdo nos paises asiaticos,
principalmente na China, onde comecaram a ser cultivados cerca de 600 anos
a.C. com a espécie Auricularia auricula, também conhecida como orelha de pau
(AIDA et al., 2009).

Dentre as espécies conhecidas de fungos, 12.000 sdo consideradas
cogumelo, sendo que destas pelo menos 2.000 sdao comestiveis.
Aproximadamente 35 espécies séo cultivadas comercialmente e 20 s&o cultivadas
em escala industrial. O cogumelo mais cultivado no mundo é o Agaricus bisporus
(champignon), seguido do Lentinus edodes (shiitake), Pleurotus spp (cogumelo
ostra), Auricularia auricula (cogumelo orelha de pau) e Volvariella volvacea
(cogumelo palha) (SANCHEZ, 2004).

Segundo Food and Agriculture Organization (FAO, 2009), a producdo de
cogumelos na China passou de 562.194 para 1.605.000 t em 2007,
representando um aumento de 185% em 10 anos. Este crescimento também foi
observado em paises como Estados Unidos, Canada, Israel e india. Uma
justificativa para este aumento na producdo de cogumelos é a crescente procura
pelos consumidores que buscam os beneficios a saude proporcionados por este
alimento.

Os cogumelos possuem varios compostos biologicamente ativos como
polissacarideos, glicoproteinas e propriedades antioxidantes e antibidticas. Por
isso, além de ser apreciado por suas caracteristicas sensoriais, o cogumelo
também € usado como fonte medicinal (NOVAES; FORTES, 2005; TSAI et al.,
2009; WONG; CHYE, 2009).

Cheung, Cheung e Ooi (2003) e Elmastas et al. (2007) analisaram
extratos metandlicos de véarias espécies de cogumelos e encontraram uma
correlacdo direta entre atividade antioxidante e o conteido de compostos
fendlicos totais e tocoferdis.

A identificacdo e o isolamento destes compostos bioativos dependem da
manipulagdo da matéria-prima e do tipo de extracdo. Os cogumelos sao
comumente consumidos desidratados e, para isso, sdo expostos a temperaturas

elevadas e presenca de oxigénio, causando maior susceptibilidade aos danos

16



oxidativos. Por isso, uma desidratacdo a vacuo, ao abrigo da luz e em baixa
temperatura contribui para a manutencéo da atividade antioxidante.

Assim como a identificagdo dos compostos bioativos é influenciada por
diversos fatores, a avaliagdo da acdo antioxidante destes compostos pode ser
feita por diversos métodos in vitro, cada um com suas particularidades. Segundo
Anderson e Phillips (1999), as reacbes de oxidacdo e redugdo s&do muito
sensiveis a0 meio no qual elas ocorrem ja que os alimentos sdo matrizes
complexas levando, muitas vezes, a resultados contraditérios na avaliagdo de um
unico antioxidante, utilizando-se diferentes sistemas in vitro.

De acordo com Pokorny (1991), quando comparados com o0s
antioxidantes sintéticos, os naturais apresentam as vantagens de serem
considerados seguros, mais aceitos pelos consumidores e, além de protegerem
os Oleos vegetais contra a oxidacdo lipidica, também conferem a eles
propriedades nutracéuticas. Por isso, a aplicacdo de antioxidantes extraidos de
fontes naturais em Oleos vegetais tem sido amplamente investigada (ANGELO;
JORGE, 2008; BERA; LAHIRI; NAG, 2006; IQBAL; BHANGER, 2007; LUZIA;
JORGE, 2009). Nestes estudos, os 6leos vegetais adicionados de antioxidantes
naturais sdo submetidos a altas temperaturas e presenga de oxigénio. Desta
forma, pode-se avaliar a eficiéncia dos antioxidantes naturais frente ao processo
de oxidagao.

O presente estudo apresenta uma breve revisdo da literatura sobre os
compostos antioxidantes encontrados nos cogumelos bem como 0s principais
testes disponiveis para avaliar suas propriedades antioxidantes e o grau de
oxidacgao lipidica.

2. COGUMELOS

Os cogumelos sao consumidos por povos de diversas culturas, tanto
pelas suas caracteristicas gastronémicas, quanto pelo seu apelo medicinal.
Porém, seu emprego como alimento funcional € mais notado nas culturas
orientais, nas quais o0 uso de cogumelos para se manter a saude teve inicio ha
milhares de anos com os chineses (CHANG, 1996).

No Brasil ndo existem dados oficiais sobre a producdo de cogumelos,
mas a regidao que mais se destaca é a de Mogi das Cruzes no Estado de Sao
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Paulo. Anualmente, mais de 4 mil t sdo comercializadas na regido representando
cerca de 80% da producdo nacional. Portanto, estima-se que a producao
brasileira se aproxime de 5 mil t anuais (SAMPAIO; QUEIROZ, 2006).

O shiitake € a segunda espécie de cogumelo comestivel mais consumida
no mundo, ficando atrds somente do Champignon, Agaricus bisporus (CHANG,
1996). No Brasil, o cultivo foi introduzido no inicio da década de 90 (FERREIRA,
1998).

O cogumelo do sol, Agaricus blazei, € nativo do Brasil e vem sendo
cultivado comercialmente desde o inicio da década de 90. O estado de Sdo Paulo
se destaca na producao, onde o cultivo é feito nas épocas de primavera e verao.
E produzido em escala industrial em alguns paises como China e Japao
(KANENO et al., 2004). Neste ultimo pais, o consumo anual chega a 300 t (LEE et
al., 2008).

2.1. Propriedades nutricionais

O shiitake in natura contém cerca de 90% de &gua. E fonte de proteinas
(13,4 a 17,5% da matéria seca), valores acima dos encontrados em vegetais e um
pouco abaixo de carnes e leite. Os carboidratos sdao os constituintes principais do
cogumelo, com excecdo da agua. O shiitake apresenta de 67,5 a 78% de
carboidratos (sendo 44,9% de fibra alimentar) (FURLANI; GODQY, 2005).

O shiitake é também fonte de vitaminas, principalmente C (2,1 mg/100g),
B2 (0,07 ug/100g) e D (0,1 ug/100g). E pobre em gordura (2,1% em base seca),
sendo que 77,7% dos lipidios sao constituidos por acidos graxos insaturados,
com predominancia do acido linolénico (FURLANI; GODQY, 2005).

Os cogumelos contém alto teor de minerais podendo alcancar de 3,7 a
7% de residuo mineral. Dentre os minerais presentes no cogumelo shiitake
destacam-se: célcio (0,05 g/kg), potassio (26,7 g/kg), magnésio (1,55 g/kg),
fésforo (8,7 g/kg), além do soédio, cobre, ferro, manganés e zinco (MATTILA et al.,
2001).

O cogumelo do sol € muito apreciado pelos valores protéico, vitaminico e
mineral, sendo que os que mais se destacam nesta Ultima classe sédo fésforo
(0,87%), potassio (2,34%), calcio (0,07%) e magnésio (0,08%). Os teores de

enxofre e zinco sdo semelhantes aos encontrados no feijao, diferentemente do
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ferro e cobre que apresentam quantidades baixas quando comparadas a outros
alimentos (OLIVEIRA et al., 1999).

Tsai, Tsai e Mau (2008) analisaram a composi¢cao do cogumelo do sol e
encontraram 45,52% de carboidratos, 26,74% de proteinas e 2,62% de gordura.
O teor de proteinas é superior ao do shiitake e de outras espécies de cogumelos
como Boletus edulis (18,54%) e Agrocybe cylindracea (16,47%). Neste estudo, os
autores também quantificaram, por meio de equacdo derivada de analise
sensorial, a concentracdo equivalente de umami, encontrando, para o cogumelo
do sol, 135,90 g/100 g de cogumelo, valor 2,9 vezes maior que o encontrado na
espécie A. cylindracea e 13 vezes superior ao do B. edulis. Este resultado sugere
0 uso do cogumelo do sol como agente saborizante em alimentos.

Segundo Mizuno et al. (1990), o corpo de frutificagdo do A. blazei
apresenta 6-8% de fibras, 5-7% de minerais e 3-5% de gordura, todos medidos
em base seca. Contém ainda as vitamina B+, B, e niacina.

Os cogumelos sdo produtos muito pereciveis e tendem a perder a
qualidade logo apds a colheita, ja que perdem agua causando encolhimento e
diminuicao de peso. Sua vida util € de 1 a 3 dias na temperatura ambiente, 8 dias
em atmosfera modificada (2-5% de O, e 3-8% de CO;) a 3°C e 4 dias em

atmosfera controlada (5% Oz e 10% CO,) a 2°C (SINGH, 2010).

2.2. Propriedades funcionais

Nos ultimos anos, muita atengéo tem sido dada aos efeitos fisioldégicos
provocados pelos alimentos devido a crescente preocupag¢ao dos consumidores
com a saude. Eles buscam substituir substancias artificiais por fontes naturais de
nutrientes como ervas e plantas, conhecidos como suplementos dietéticos,
nutracéuticos e alimentos funcionais (ARIHARA, 2006).

Para um alimento ser considerado funcional ele deve ter efeitos positivos
além do valor basico nutritivo, que pode aumentar o bem estar e a saude e reduzir
o0 risco de doencgas, promovendo beneficios a saude além de aumentar a
qualidade de vida (MORAES; COLLA, 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) preconiza que os

cogumelos consumidos nas formas dessecadas, inteiras, fragmentadas, moidas
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ou em conserva, sdo considerados alimentos (Resolugdo ANVS/MS n° 272/2005),
enquanto que os cogumelos comercializados em forma de pd, capsulas e
comprimidos sdo considerados como novo alimento (Resolugdo ANVS/MS n°
19/2006). Para ambos os casos ndo sao permitidas, em rétulos ou em qualquer
outro tipo de material publicitario, alegagbes medicamentosas ou terapéuticas,
prevencao, tratamento e cura de doencas (ANVISA, 2006).

De acordo com Moraes e Colla (2006), o termo nutracéutico define uma
ampla variedade de alimentos e componentes alimenticios com apelo médico ou
de saude, sendo que tais produtos podem abranger nutrientes isolados. Os
cogumelos podem ser considerados alimentos nutracéuticos porque estudos
comprovam eficacia quando consumidos como suplementos dietéticos produzidos
a partir da extracao de principios ativos (NOVAES; FORTES, 2005).

Alguns compostos derivados dos cogumelos s&o comercializados:
Lentinan® (Lentinula edodes), Krestin® (Trametes versicolor), Reishi®
(Gonoderma lucidum), Grifon®Maitake (Grifola frondosa) entre outros (NOVAES;
FORTES, 2006).

Dentre os alimentos funcionais estdo os prebioticos, definidos como
oligossacarideos fermentaveis que permitem alteragdo na composicao e atividade
da microbiota gastrointestinal conferindo beneficios a saude como reducao do
cancer do célon, queda da absorcao de colesterol pela corrente sangiinea e
gueda na incidéncia de diabete (GIBSON et al., 2004). Os cogumelos séo fontes
de prebidticos porque contém carboidratos como quitina, hemicelulose, B e a-
glucanas, mananas, galactanas e xilanas. A quitina € um polissacarideo insoluvel
em agua e, por nao ser hidrolisada pelas enzimas do organismo humano, confere
aos carboidratos de cogumelos, a caracteristica de prebidtico (AIDA et al., 2009).

Neste contexto, os cogumelos tém sido utilizados no combate ao estresse
fisico e emocional, para estimular a imunidade, melhorar a qualidade de vida dos
diabéticos, evitar riscos de doencas tais como a osteoporose e a Ulcera gastrica e
agir como antioxidante efetivo (GUTIERREZ et al., 2004). Porém, mais estudos
sobre estas propriedades biolégicas ainda sédo necessarios.

2.3. Propriedades medicinais
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Os cogumelos medicinais fazem parte da dieta suplementar dos chineses
ha mais de 2.000 anos. Seus compostos biolégicos de interesse sado extraidos e
comercializados com o apelo de melhorar as fungdes biolégicas do corpo humano
(AIDA et al., 2009).

De acordo com Mahajna et al. (2009), os cogumelos possuem compostos
como polissacarideos, glicoproteinas e triterpenos. Dentre os polissacarideos
mais encontrados e estudados estdo os grupos das B-glucanas. Pesquisas
indicam que elas possuem propriedade de ativacdo do sistema imune,
aumentando o teor de anticorpos e fortalecendo os mecanismos de defesa
fisiologica (LEE et al., 2008; LIU et al., 2007). Para corroborarem com sua
atividade antitumoral, as p-glucanas devem apresentar em sua estrutura ligacoes
B(1-3) e pontos de ramificacbes com ligacoes B(1-6). A atividade antitumoral
também dependera da solubilidade das B-glucanas em &agua, tamanho das
moléculas e niumero de ramificacoes (AIDA et al., 2009).

Além destes beneficios, Hearst et al. (2009) revelaram em seus
estudos que o shiitake (L. edodes) e o cogumelo ostra (P. ostreatus)
apresentaram propriedades antibacterianas e antifungicas. O extrato de shiitake
demonstrou maior atividade antimicrobiana quando comparado a ciprofloxacina,

um quimioterapico sintético.

2.4. Propriedades antioxidantes

Os extratos de cogumelo também sdo estudados por apresentarem
propriedades antioxidantes. Estudos feitos por Tsai et al. (2009) apontaram
propriedade antioxidante para Pleurotus ostreatus, Pleurotus ferulae e Clytocybe
maxima. Jayakumar, Thomas e Geraldine (2009) pesquisaram a atividade
antioxidante do cogumelo ostra e demonstraram que na concentracdo de 10
mg/mL, o extrato etandlico de cogumelo ostra mostrou atividade antioxidante
superior ao antioxidante sintético BHT.

Elmastas et al. (2007) analisaram os extratos metandlicos de varias
espécies de cogumelos. Por apresentarem significativa atividade antioxidante in
vitro, 0os autores sugerem que os cogumelos podem ser usados como fonte

natural de antioxidantes, como suplemento alimentar ou na industria farmacéutica,
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sendo os compostos fendlicos o0s principais responsaveis pela atividade
antioxidante dos extratos.

A capacidade antioxidante, baseada no método de sequestro do radical
livre DPPH?®, foi medida nas diversas espécies de cogumelos comercializados em
Taiwan: Dictyophora indusiata, Grigola frondosa, Hericium erinaceus, Tricholoma
giganteum. Em uma concentracdo de 6,4 mg/mL, o resultado encontrado foi
92,1% para a espécie Dictyophora indusiata e 63,2-67,8% para as demais. Essa
atividade foi atribuida ao alto conteddo de compostos fendlicos encontrado nos
extratos metandlicos, ja que para a espécie Dictyophora indusiata, nao foi
detectada a presenca de tocoferéis (MAU; LIN; SONG, 2002).

Yang, Lin e Mau (2002) realizaram estudo com cogumelo shiitake
desidratado e moido. No extrato metandlico, os autores encontraram teores de
0,12 mg/g de tocoferol e 6,27 mg/g de compostos fendlicos totais.

Componentes antioxidantes, incluindo tocoferdis e compostos fendlicos,
foram quantificados em extratos etandlicos e aquosos de diferentes espécies:
Agaricus blazei, Agrocybe cylindracea e Boletus edulis. O conteudo de compostos
fendlicos totais variou de 5,67-5,81 mg/g e nao apresentou diferenca significativa
entre as espécies e entre os extratos. No entanto, o contetdo de tocoferdis variou
de 5,27-6,18 mg/g nos extratos etandlicos e 3,18-4,4 mg/g nos extratos aquosos
(TSAI; TSAI; MAU, 2007). Este estudo sugere que, além da quantidade de
compostos antioxidantes variar de acordo com a espécie de cogumelo, o tipo de
solvente utilizado na extracdo é um fator importante para a quantificacdo destes
compostos, interferindo diretamente na atividade antioxidante de cada espécie.

Diversos trabalhos sé&o dedicados a avaliagdo da eficacia antioxidante dos
compostos quimicos e extratos naturais. Por isso, € importante conhecer quais

sao os compostos de interesse e as melhores técnicas para isola-los.

3. ANTIOXIDANTES

A formacgéo de radicais livres esta associada ao metabolismo normal do
organismo. Estudos indicam correlagdo entre estes radicais e doencgas
degenerativas como o cancer. A ingestao de antioxidantes exdgenos de fontes
como frutas e vegetais pode minimizar a agdo destes radicais livres e,

consequentemente, reduzir os riscos destas doencgas. Por isso, nos ultimos anos,
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0 aumento do consumo de fontes naturais de antioxidantes e os estudos destes
compostos tém sido observados (ALVAREZ-PARRILLA, 2007).

Para uma substancia ser definida como antioxidante, deve prevenir ou
retardar a oxidagcdo mesmo estando em baixa concentragdo relativamente ao
substrato a ser oxidado e, além disso, deve formar radicais estaveis apés a
reacao (BORGUINI; TORRES, 2006).

Dentre os antioxidantes naturais destacam-se os compostos fendlicos,
tocoferdis e carotendides, todos com propriedades redutoras, além de acdes
biologicas importantes como sequestro de radicais livres, quelantes de metais e
inibicdo da oxidagao do LDL (ALVAREZ-PARRILLA, 2007).

Nos ultimos anos, a suspeita dos efeitos toxicos de alguns compostos
sintéticos usados em alimentos fez crescer o interesse em produtos naturais.
Algumas industrias, como as produtoras de aditivos alimentares, farmacéuticas e
cosméticas, tém investido em pesquisas de compostos bioativos extraidos e
purificados de fontes naturais (BARROS et al., 2007).

3.1. Classificacao e mecanismo de acao

Antioxidantes sdo compostos com potencial de neutralizar os radicais
livres, retardando ou inibindo a acdo de oxidacdo. Os antioxidantes estdo em
constante atividade nos organismos vivos, necessitando estar em quantidades
suficientes para neutralizar os efeitos toxicos dos radicais livres que sao
constantemente produzidos (DUBOST; OU; BEELMAN, 2007).

O antioxidante para ser empregado em alimentos, além de ser efetivo em
baixa concentracdo, deve atender aos seguintes requisitos: ser compativel com o
substrato; ndao conferir odor ou sabor estranho ao produto; ser efetivo durante o
periodo de estocagem do produto alimenticio; ser estavel ao processo de
aquecimento e ser facilmente incorporado ao alimento (MELO; GUERRA, 2002).

Os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidacao de diversos substratos
por meio de dois mecanismos. Neste sentido, sdo classificados em primarios e
secundarios (SOARES, 2002). Os antioxidantes primarios, representados pelos
compostos fendlicos, podem atuar de duas formas: pelo mecanismo de

transferéncia de hidrogénio ou pelo mecanismo de transferéncia de elétrons. A
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Figura 1 representa o mecanismo de transferéncia de hidrogénio dos

antioxidantes primarios.

Figura 1 — Mecanismo de agao dos antioxidantes primarios.

Dentre os antioxidantes primarios, destacam-se o butil hidroxianisol
(BHA), butil hidroxitolueno (BHT), galato de propila (GP), terc butil hidroquinona
(TBHQ), e tocoferéis (DUBINSKY, 2000). Os radicais livres R* e ROOQO®
sequestram com maior facilidade o &tomo de hidrogénio ativo do antioxidante do
que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Desta forma, formam-se
espécies inativas para a reagdo em cadeia (ROOH e RH) e um radical (A*) que
ndo apresenta capacidade de iniciar ou propagar as reacées oxidativas (ARAUJO,
2006).

Os antioxidantes secundarios retardam a reagéo de autoxidagdo por meio
da complexacdo de metais, remocdo de oxigénio, decomposicdo dos
hidroperéxidos com formagdo de compostos mais estaveis e regeneragdo dos
antioxidantes primarios. Os agentes quelantes, como o acido citrico, seqiestram
ions metalicos como cobre e ferro que catalisam a oxidacao lipidica. Ja os
removedores de oxigénio, como o acido ascorbico, sdo compostos que atuam
capturando o oxigénio presente no meio através de reagdes quimicas tornando-o

indisponivel para propagar a autoxidacao (GORDON, 1990).
3.2. Antioxidantes sintéticos
Os antioxidantes sintéticos mais usados na industria de alimentos sio:

BHA, BHT, TBHQ e GP. Eles apresentam estrutura fendlica (Figura 2) e, portanto,

reduzem a propagagao da reacdo de oxidacdo. Nao possuem cor, sabor nem
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odor e perdem sua atividade antioxidante em temperaturas elevadas tais como as
de fritura, 180°C (ZHANG; WU; WENG, 2004).

O BHA é um antioxidante mais efetivo na redugcdo da oxidagdo de
gorduras animais que de Oleos vegetais e apresenta pouca estabilidade frente a
elevadas temperaturas (JORGE, 2009).

Figura 2 — Estrutura dos antioxidantes sintéticos.

O BHT tem qualidades similares ao BHA como solubilidade em gorduras
animais e 6leos vegetais e pouca resisténcia a elevadas temperaturas. Seu odor é
um pouco desagradavel (ORDONEZ et al., 2005).

O TBHQ é muito efetivo na estabilizacdo de Oleos e gorduras,
especialmente em 6leos vegetais poliinsaturados. Os dois grupos hidroxila na
posicdo para sdo responsaveis pela atividade antioxidante. E estavel a
temperatura elevada e menos volatil que o BHA e o BHT, sendo considerado o
melhor antioxidante para 6leos de fritura e produtos fritos. E ligeiramente solGvel
em agua (ARAUJO, 2006).

O GP é pouco eficiente para alimentos que sofrem tratamentos térmicos
porque nao é resistente ao calor. Quando usado em niveis elevados pode atuar
como proé-oxidante (RAMALHO; JORGE, 2006).

Nos dultimos anos, pesquisas tém demonstrado efeitos toxicolégicos
decorrentes da ingestdo diaria dos antioxidantes sintéticos. Estudos tém
demonstrado que os antioxidantes sintéticos BHA e BHT podem causar tumores
em animais. O GP pode provocar anemia, retardo no crescimento e hiperplasia no
estdbmago. O TBHQ demonstrou potencial mutagénico em determinados ensaios
(ZHANG; WU; WENG, 2004).
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Por isso, o consumo destes antioxidantes é restrito. No Brasil, o uso é
controlado pelo Ministério da Saude que limita as concentragées maximas de 200
mg/kg tanto para BHA quanto para TBHQ e de 100 mg/kg para BHT e GP, sendo
obrigatoria a declaragdo do uso no rétulo (BRASIL, 2001). O TBHQ néao é
permitido no Canada e Comunidade Econdmica Européia. O Codex Alimentarium
limita em 200 mg/kg o uso de BHT e TBHQ em 6leos vegetais (FAO, 2010).

Com a finalidade de minimizar os efeitos negativos causados pelos
antioxidantes sintéticos, os pesquisadores procuram encontrar produtos naturais
com atividade antioxidante que poderao substituir os sintéticos ou se associarem
a eles com o intuito de diminuir sua quantidade nos alimentos. As pesquisas estao

voltadas para os compostos fendlicos de origem vegetal (SOARES, 2002).

3.3. Antioxidantes naturais

Do ponto de vista quimico, os antioxidantes naturais assemelham-se aos
sintéticos por apresentarem estruturas fendlicas, moléculas que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos que interagem com radicais
livres e sdo consumidas durante a reacdo (LEE et al.,, 2008). Muitos
pesquisadores tém se dedicado a busca de compostos naturais a partir de sub-
produtos como bagacos de uva (LAFKA; SINANOGLOU; LAZOS, 2007; PINELO
et al., 2005), casca de laranja (XU et al., 2008), casca de roma (LI et al., 2006) e
carambola (SHUI; LEONG, 2006).

Dentre os antioxidantes naturais destacam-se os acidos fendlicos, os

flavondides e os tocoferdis.

3.3.1. Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupos hidroxila e/ou metoxila na molécula,
conferindo propriedades antioxidantes para os alimentos. Eles sdo divididos em
dois grupos (Figura 3). O primeiro é composto pelos &cidos benzoicos, que
possuem sete atomos de carbono (C6-C1) e sédo os acidos fendlicos mais simples
encontrados na natureza e dentre os quais se destacam o &cido siringico, gélico e

vanilico. O segundo grupo é formado pelos acidos cindmicos, com nove atomos
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de carbono (C6-C3), dentre os quais encontram-se os acidos o-cumarico, p-
cumarico, acido caféico, ferulico e sinaptico (SOARES, 2002).

Marinova e Yanishlieva (1992) fizeram uma comparagdo quantitativa do
comportamento cinético da inibicdo da oxidagdo de alguns &cidos fendlicos.
Concluiram que, no caso dos acidos benzdicos, a hidroxila presente na molécula
do &cido p-hidroxibenzéico ndo confere a este nenhuma propriedade antioxidante.
Ja a metoxila presente com a hidroxila no acido vanilico confere a ele uma
pequena atividade antioxidante. No caso do acido siringico, o qual possui dois

grupamentos de metoxila, a agao € ainda maior.

Figura 3 — Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos (a) e hidroxicindmicos

(0).

Com relacdo aos 4acidos cinamicos, a presenca de uma metoxila
adjacente a hidroxila, como ocorre no &acido ferulico, aumenta o poder
antioxidante do composto. Essa atividade é ainda maior com a presenga de dois
radicais metoxilas, como ocorre no acido sinaptico. Entretanto, o maior potencial
antioxidante foi encontrado quando ha duas hidroxilas nas porcoes 2 e 3,
estrutura apresentada pelo acido caféico. Portanto, a atividade antioxidante dos
compostos estudados pelos autores possui a seguinte ordem: acido caféico >

sindptico > siringico > ferulico > vanilico.

3.3.2. Flavondides
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Os flavonoides possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6,
sendo os compostos mais diversificados do reino vegetal (Figura 4). Os
flavondides dividem-se em 14 classes, sendo que 0s que se incluem na dieta
humana séao divididos em 6 grupos: flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavandis,
flavondis e antocianidinas, dependendo do lugar, nUmero e combinagdo dos
grupamentos participantes da molécula (BORGUINI; TORRES, 2006).

Figura 4 — Principais flavono6ides encontrados no reino vegetal.

A posicdo e o numero de hidroxilas presentes na molécula sao
responsaveis pela atividade antioxidante desses compostos. Os flavondides
atuam como antioxidantes primarios, reagindo com radicais livres, e também
como quelante de metais, a exemplo dos flavonois. A acao quelante dos flavondis
deve-se a presenca da hidroxila do carbono 3 e do grupo carbonila do carbono 4
do anel pirano. A quercitina, que possui hidroxilas nas posicbes 5, 7, 3’ e 4/,
apresenta maior atividade antioxidante se comparada ao campferol, que possui
hidroxilas somente nas posicoes 5, 7 e 4 (MELO; GUERRA, 2002).
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Os flavondides sao polifendis bioativos que contribuem para a prevencao
da aterosclerose e do cancer, além de possuirem acdo protetora contra a
oxidagéo in vitro da LDL (HOLLMAN; KATAN, 1999).

3.3.3. Tocoferois

Ao contrario dos flavonoides, os tocoferdis apresentam estrutura
monofendlica. Exibem atividade antioxidante e de vitamina E. Sdo agrupados em
duas séries de compostos que possuem estrutura quimica semelhante e recebem

0 nome genérico de tocdis e tocotriendis (Figura 5).

Figura 5 — Estrutura quimica do tocoferol e tocotrienol.

Os tocois possuem cadeia saturada ligada ao anel e sdo denominados
tocoferdis. J& os tocotriendis possuem cadeia insaturada. Os tocoferdis atuam
como antioxidantes primarios e a atividade antioxidante decresce do composto &
para o a-tocoferol, sendo que o B e y-tocoferol apresentam atividades
intermediarias (HEMEDA; KLEIN, 1990; SIX, 1994).

A atividade antioxidante dos tocoferéis depende do tipo de alimento a que
foi adicionado, da concentragdo usada, da presenga de metais e de compostos
sinergistas. Em elevadas concentragdes e na presenca de tragcos de ferro e de
sais de cobre, os tocoferbis podem atuar como pré-oxidantes. Apresentam

atividade antioxidante satisfatéria quando usados em sinergia com &cido
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ascoOrbico, &cido citrico, agentes quelantes ou antioxidantes sintéticos
(POKORNY,1991).

4. METODOS IN VITRO PARA AVALIAR A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Varios métodos analiticos tém sido propostos para determinar a atividade
antioxidante total de extratos naturais, com o objetivo de avaliar a capacidade
antioxidante das amostras utilizando diferentes sistemas in vitro.

Segundo Niki (2002), para se mensurar a atividade antioxidante dois
pontos devem ser observados: (a) a eficiéncia do sequestrador de radicais livres,
que é determinada ndo apenas pela reatividade do antioxidante com o radical
livre, mas também pela sua concentracdo; (b) a eficacia do sequestrador do
radical livre depende da localizacdo do antioxidante no substrato. Por exemplo, a
vitamina C é um potente sequestrador de radical hidrofilico, mas nao de radical
lipofilico. Normalmente sao utilizados métodos indiretos que medem a capacidade
de uma molécula em reduzir um radical livre.

O método da atividade antioxidante pela captagdo do radical DPPH® (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) foi inicialmente proposto por Blois (1958), e tem sido
amplamente utilizado para se determinar a atividade antioxidante de alimentos
(LEE et al., 2008; SOARES et al., 2009; TSAI et al., 2009).

O radical livre disponivel comercialmente DPPH® (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) é soluvel em metanol e apresenta coloragdo violeta. Quando um
antioxidante é misturado a solucdo metandlica de DPPH®, o radical livre é
reduzido e, com isso, a coloracao da solugdo muda de violeta para amarela. Essa
mudanca € medida espectrofotometricamente em 515 nm, indicando a eficiéncia
do antioxidante adicionado em remover o radical (BRAND-WILLIAMS,
CUVELIER; BERSET, 1995). Trata-se de um método rapido, que nao envolve
condigdes drasticas de temperatura e oxigenacao.

Portanto, o efeito dos antioxidantes sobre o sequlestro do radical DPPH® é
atribuido a habilidade destes compostos de doar hidrogénio.

O método B-caroteno/acido linoléico consiste na descoloragdo (oxidagao)
do B-caroteno induzida pelos produtos da degradagéo oxidativa do acido linoléico.
Estima a habilidade dos compostos antioxidantes dos extratos naturais de

sequestrar o radical peréxido do acido linoléico (LOQO®), que oxida o B-caroteno
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presente em uma emulsdo. Como nao ocorre a altas temperaturas, pode ser
utilizado para determinar a atividade antioxidante de compostos termolabeis. A
determinagéo é feita espectrofotometricamente em 470nm (BORGUINI; TORRES,
2006).

Segundo Silva, Borges e Ferreira (1999), a auséncia de correlacao entre
os diferentes métodos deve-se, por um lado, aos indicadores usados na avaliagao
da atividade antioxidante, os quais nao refletem o mesmo estado de evolucéo do
processo oxidativo e, por outro, as condigdes experimentais em que se efetuam
as avaliagoes, como temperatura, presenca de catalisadores metélicos, exposicao

a luz e solventes envolvidos na reacao.
5. METODOS PARA AVALIACAO DO GRAU DE OXIDACAO LIPIDICA

A oxidagao lipidica € um fenébmeno complexo induzido pelo oxigénio na
presenga de iniciadores como calor, radicais livres, luz, pigmentos fotossensiveis
e ions metalicos (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

A avaliacdo do estado de oxidacdo € uma determinacdo importante em
nivel industrial porque controla e garante a qualidade das matérias-primas e dos
produtos comercializados. Varios métodos estdo descritos, sendo que cada um
fornece um estado particular de processo oxidativo, variavel em funcado das
condigdes aplicadas e dos substratos lipidicos usados. Existem dois modos de
avaliacdo: (a) testes de estabilidade em tempo real que ocorrem em condicoes
normais de armazenamento; (b) testes de estabilidade acelerados que ocorrem
em condigdes padronizadas de oxidagdo. A segunda forma permite estimar, de
forma rapida, a estabilidade oxidativa de um Oleo vegetal ou a eficacia de um
antioxidante. Uma vez que os fenébmenos naturais de oxidagdo sao muito lentos,
os testes de estabilidade acelerada assumem maior importancia analitica (SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999).

Para se avaliar os primeiros estados do processo oxidativo faz-se a
determinagéo do indice de peroxidos, expresso em miliequivalentes de oxigénio
ativo por kg de matéria graxa. Um baixo nivel de perdxidos ndo indica uma
garantia de boa estabilidade oxidativa, uma vez que estes compostos séo
degradados ao longo do processo de oxidagdo, podendo, pelo contrario, ser
sinbnimo de alteragdo pronunciada. Para acelerar a producdo de peréxidos €
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comum o uso do teste de estufa, que consiste no aquecimento da amostra a 60-
70°C em estufa até o aparecimento dos primeiros sinais da oxidagdo. As amostras
sdo examinadas periodicamente verificando-se o estado de oxidagédo do produto
sensorialmente ou pelo indice de peroxidos (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Assim como os peréxidos, os dienos conjugados sdo produtos primarios
da oxidacao dos acidos graxos poliinsaturados formados pelo deslocamento de
duplas ligacées. Os dienos conjugados absorvem a 232 nm, enquanto os
produtos secundarios a 272 nm. Esta diferenca permite diferenciar estados de
evolugéo oxidativa com base na relagdo A7z nm/Azs2 nm. Quanto menor o valor da
razdo, mais elevado sera o conteudo em peroéxidos, correspondendo, portanto, ao
inicio da oxidacao. Pelo contrario, quanto maior a razao, maior sera o teor de
produtos secundarios presentes (HAMILTON et al., 1983).

Para a avaliacdo dos produtos secundarios da oxidacdo, um dos testes
utilizados é o teste baseado na reacdo do &cido tiobarbiturico (TBA) com os
produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos. Um dos principais produtos
formados no processo oxidativo é o malonaldeido (MA), um aldeido com trés
atomos de carbono (ST. ANGELO, 1996). Neste ensaio, a molécula de MA reage
com duas moléculas de TBA para formar um complexo de cor vermelha, que
absorve em 532-535 nm. A reacdo ocorre em meio acido (pH 1,0-2,0) a alta
temperatura (100°C) para aumentar a rapidez da reacao e sua sensibilidade. Os
resultados sdo expressos em “valor de TBA”, definido como o peso, em mg, de
MA por kg de amostra (JORGE, 2009).

A decomposicdo de produtos primarios da oxidacdao pode levar a
formagcdo de compostos volateis como hidrocarbonetos e aldeidos. A
determinagédo destes compostos volateis pode ser feita por meio do Rancimat,
que mede as variacdes da condutividade da agua destilada. Neste aparelho, o
fluxo de ar passa através da amostra de 6leo, mantido sob aquecimento,
arrastando os compostos volateis gerados do processo de oxidagcdo, que se
solubilizam em &gua destilada aumentando sua condutividade elétrica
(ANTONIASSI, 2001).

6. EXTRAGAO DE ANTIOXIDANTES NATURAIS
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Dentre os métodos mais utilizados para a extracdo de compostos
antioxidantes esta a utilizacao de solventes de diferentes polaridades, como agua,
etanol, éter de petréleo, metanol e suas misturas, que permitem a obtencao de
compostos com atividade antioxidante. No entanto, outras técnicas como a
extragdo supercritica, tém sido sugeridas por melhorar a qualidade dos extratos e
reduzir a quantidade de solventes organicos (LEAL et al., 2003; REHMAN;
HABIB; SHAH, 2004). Devido a sua baixa viscosidade e alta capacidade de
difusao, os fluidos supercriticos podem se difundir através dos materiais sélidos,
resultando em melhores rendimentos nas extragcdes. A extragdo supercritica
representa uma alternativa viavel para a extragcao porque produz extratos livres de
residuos e pode ser conduzida em baixas temperaturas, preservando a qualidade
de compostos termo-sensiveis. Porém, o grande inconveniente da extragédo
supercritica reside na alta pressdo necessaria para a operagcao que requer
equipamentos excessivamente caros, elevando o custo final do produto
(ANDREO; JORGE, 2006).

Kitzberger et al. (2007) compararam os extratos de shiitake obtidos por
extracdo supercritica e da extracdo com solventes, n-hexano, diclorometano,
acetato de etila e agua. Os melhores rendimentos ocorreram para as fases n-
hexano e aquosa, 1,25 e 0,94%, respectivamente, valores proximos aos da
extracao supercritica a 30°C/300 bar e 40°C/300 bar que foram de 0,96 e 1,00%,
respectivamente.

O rendimento da extragdo de compostos antioxidantes a partir de fontes
naturais é influenciado principalmente pelas condicbes em que o processo de
extracao solido-liquido € realizado. Como cada fonte natural tem caracteristicas
unicas em termos de estrutura e composi¢ao, quando combinada com solventes o
resultado da interagcao soluto-solvente tem comportamento imprevisivel (SOUSA
et al., 2008).

Além do solvente, outros fatores podem contribuir para a eficiéncia do
processo de extracdo. Por exemplo, altas temperaturas sao relatadas para
melhorar a eficiéncia da extragdo, devido a maior taxa de difusdo e solubilidade
dos analitos em solventes, embora temperaturas elevadas também possam afetar
a atividade dos extratos devido a degradacao dos compostos antioxidantes. Desta
forma, as extracbes de compostos antioxidantes sdo conduzidas, de maneira
geral, entre 20 e 60°C (PINELO et al., 2005).
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Segundo Spigno, Tramelli e De Faveri (2007), a cinética de extracao
acontece em dois estagios. O primeiro, mais rapido, envolve a transferéncia direta
do soluto da superficie da matéria-prima; o segundo estagio corresponde a
difusdo molecular do soluto do interior da matéria-prima para o solvente, que
acontece de maneira mais lenta. Os fatores que interferem nestes estagios séo:
coeficiente de difusdo, coeficiente de particdo dos componentes extraidos do
sélido para o solvente, o tipo de solvente, assim como seu volume, tamanho e
geometria das particulas soélidas.

Para maximizar o processo de extracdo e conservar os compostos
antioxidantes, é importante que algumas etapas preliminares sejam realizadas
(CHEUNG; GHEUNG; OOl, 2003; CHOI et al. 2006; KITZBERGER et al., 2007;
TSAIl; TSAI; MAU, 2007). Nestes estudos, os cogumelos foram desidratados e
moidos antes da extragdo, aumentando, assim, a superficie de contato com o
solvente.

Para o isolamento de compostos antioxidantes naturais obtidos de frutas,
sementes e especiarias, faz-se necessaria a extracdo com solventes de
polaridades diferentes. Julkunen-Tiitto (1985) alega que alimentos com
predominancia de compostos fendlicos apresentam maior rendimento no
processo de extracao com solventes polares, devido a solubilidade.

Os compostos antioxidantes possuem polaridade bem variada. Por isso,
nao existe sistema de extragdo com solvente que seja totalmente satisfatério para
o isolamento de todos os antioxidantes naturais.

Substéancias com atividade bioldégica normalmente estdo presentes em
plantas e cogumelos e, portanto, o uso de técnicas de extragdo é importante para
selecionar estas substancias ou grupos de componentes de interesse.

Cheung, Cheung e Ooi (2003) investigaram a atividade antioxidante e os
compostos fendlicos de extratos de diversos cogumelos, dentre eles o shiitake.
Para a obtencdo do extrato utilizaram solventes com os seguintes resultados de
rendimento: metanol (33,5%), agua (16,2%), acetato de etila (3,65%) e éter de
petroleo (2,4%), comprovando a eficiéncia dos solventes de maior polaridade.

Em estudos realizados com a variedade cogumelo do sol, Tsai, Tsai e
Mau (2007) avaliaram o rendimento da extracdo, a atividade antioxidante e o teor
de fendis totais no extrato. A extracao foi realizada com dgua quente para simular
a infus@o de cha e com etanol. O extrato aquoso apresentou rendimento de 47%
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e o extrato etandlico 16%, comprovando a eficiéncia do solvente mais polar. Em
relagdo a atividade antioxidante, o extrato etandlico foi mais eficiente que o
aquoso. Portanto, apesar do rendimento do extrato aquoso ter sido maior, a
extracdo etandlica conseguiu retirar do cogumelo os compostos fenélicos com
maior poder antioxidante.

Com base nestes estudos, conclui-se que a solubilidade em um
determinado solvente € uma caracteristica de cada composto, 0 que explica a
inexisténcia de um Uunico método universal, para a separacao de todos os
antioxidantes naturais. Além da solubilidade dos compostos fendlicos variar de
acordo com a polaridade do solvente, o grau de polimerizagdo dos fendlicos e
suas interacées com outros constituintes dos alimentos, também interferem no

grau de obtengao destes compostos.
7. CONSIDERACOES FINAIS

Os cogumelos sao fonte de proteinas, vitaminas, minerais e, sobretudo,
de compostos bioativos como os compostos fendlicos. Estes compostos conferem
aos cogumelos propriedades antioxidantes para agir em sistemas lipidicos,
mesmo que estes sejam submetidos a processos de estresse oxidativo. A
obtencdo dos compostos antioxidantes dependera dos métodos de extracao e do
solvente utilizado, sendo necessario o conhecimento das técnicas disponiveis

para otimizar o processo.
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Capitulo 2

Propriedades antioxidantes dos extratos de shiitake (Lentinus edodes) e
cogumelo do sol (Agaricus blazei)



RESUMO

O presente trabalho teve como principais objetivos conhecer a atividade
antioxidante de duas variedades de cogumelo: shiitake (Lentinus edodes) e
cogumelo do sol (Agaricus blazei), medir o teor de compostos fendlicos totais e
avaliar a estabilidade oxidativa do 6leo de soja adicionado dos extratos que
apresentaram maior atividade antioxidante, conforme os métodos do radical livre
DPPH* e do sistema B-caroteno/acido linoléico. Os extratos de cogumelos foram
obtidos sob diferentes condi¢des: solventes de diferentes polaridades e dois tipos
de extracao, lenta (shaker, 3 horas, 120 rpm) e rapida (liquidificador, 30 minutos).
Os solventes de diferentes polaridades utilizados foram: agua, metanol:agua (1:1),
etanol:agua (1:1), metanol e etanol. Os extratos metandlicos, de ambas as
variedades, independente do tipo de extracdo, apresentaram maior atividade
antioxidante. De acordo com o método DPPH®, os extratos de shiitake e cogumelo
do sol apresentaram atividades antioxidantes maximas de 92,84% (2,5 mg/mL) e
95,10% (0,5 mg/mL), respectivamente, ambos obtidos em extragéo rapida. Para o
sistema B-caroteno/acido linoléico, os valores maximos de atividade antioxidante
foram 93,06% para o extrato de shiitake (20 mg/mL) e 78,96% para o de
cogumelo do sol (16 mg/mL) quando obtidos em extracdo lenta. Os teores de
compostos fendlicos totais, determinados pelo método de Folin-Ciocauteau,
variaram de 7,21 a 128,44 e 26,67 a 134,67 mg EAG/g para os extratos de
shiitake e cogumelo do sol, respectivamente. A estabilidade oxidativa do éleo de
soja adicionado dos extratos metandlicos da extracdo lenta de shiitake e
cogumelo do sol foi medida por meio do Rancimat, sendo que a concentragao de
extrato mais eficiente foi de 3.500 mg/kg, com um periodo de indugdo médio de
19,85 horas. Estes resultados evidenciam que os extratos metandélicos de shiitake
e cogumelo do sol apresentaram atividade antioxidante podendo ser aplicados em

6leo de soja.

Palavras-chave: cogumelos, antioxidantes naturais, compostos fendlicos,

estabilidade oxidativa
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1. INTRODUCAO

A formagéo de radicais livres esta associada ao metabolismo normal do
organismo. Estudos indicam a correlacdo entre estes radicais e doencas
degenerativas como o cancer. A ingestao de antioxidantes exdgenos de fontes
como frutas e vegetais pode, minimizar a acdo destes radicais livres e,
consequentemente, reduzir os riscos destas doengas (ALVAREZ-PARRILLA et
al., 2007).

Pesquisas tém demonstrado efeitos toxicoldgicos decorrentes da ingestao
diaria dos antioxidantes sintéticos (HAKKIM; SHANKAR; GIRIJA, 2007; ZHANG,
et al., 2010). Com a finalidade de minimizar os efeitos negativos causados por
estes compostos, pesquisadores procuram encontrar produtos naturais com
atividade antioxidante que poderdo substituir os sintéticos ou se associarem a
eles com o intuito de diminuir sua quantidade nos alimentos. As pesquisas estdo
voltadas para os compostos fendlicos de origem vegetal (SOARES, 2002).

Elmastas et al. (2007) analisaram os extratos metandlicos de varias
espécies de cogumelos. Por apresentarem significativa atividade antioxidante in
vitro, os autores sugerem que os cogumelos podem ser usados como fonte
natural de antioxidantes, como suplemento alimentar ou na industria farmacéutica,
sendo os compostos fendlicos o0s principais responsaveis pela atividade
antioxidante dos extratos.

Varios métodos analiticos tém sido propostos para determinar a atividade
antioxidante total de extratos naturais, com o objetivo de avaliar a capacidade
antioxidante das amostras utilizando diferentes sistemas in vitro.

Segundo Niki (2002), para se mensurar a atividade antioxidante dois
pontos devem ser observados: (a) a eficiéncia do sequestrador de radicais livres,
que é determinada ndo apenas pela reatividade do antioxidante com o radical
livre, mas também pela sua concentracdo; (b) a eficacia do sequiestrador do
radical livre depende da localizacdo do antioxidante no substrato. Por exemplo, a
vitamina C é um potente sequestrador de radical hidrofilico, mas nao para o
radical lipofilico.

O método da atividade antioxidante pela captagdo do radical DPPH*® (2,2-

difenil-1-picrilhidrazil) foi inicialmente proposto por Blois (1958), e tem sido
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amplamente utilizado para se determinar a atividade antioxidante de alimentos
(LEE et al., 2008; SOARES et al., 2009; TSAI et al., 2009).

O radical livre DPPH*®* (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),  disponivel
comercialmente, é sollvel em metanol e apresenta coloracao violeta. Quando um
antioxidante é misturado a solucdo metandlica de DPPH®, o radical livre é
reduzido e, com isso, a coloracdo da solugdo muda de violeta para amarela. Essa
mudanca é medida espectrofotometricamente a 515 nm, indicando a eficiéncia do
antioxidante adicionado em remover o radical (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER,;
BERSET, 1995). Trata-se de um método rapido, que nao envolve condigdes
drasticas de temperatura e oxigenacao. Portanto, o efeito dos antioxidantes sobre
o sequestro do radical DPPH*® é atribuido a habilidade destes compostos de doar
hidrogénio.

O método B-caroteno/acido linoléico consiste na descoloracao (oxidacao)
do B-caroteno induzida pelos produtos da degradagéo oxidativa do acido linoléico.
Estima a habilidade dos compostos antioxidantes dos extratos naturais de
seqUestrar o radical peréxido do &acido linoléico (LOO®), que oxida o B-caroteno
presente em uma emulsdo. Como nao ocorre a altas temperaturas, pode ser
utilizado para determinar a atividade antioxidante de compostos termolabeis. A
determinacdo € feita espectrofotometricamente em 470 nm (BORGUINI;
TORRES, 2006).

Segundo Silva, Borges e Ferreira (1999), a auséncia de correlacao entre
os diferentes métodos deve-se, por um lado, aos indicadores usados na avaliagao
da atividade antioxidante, os quais nao refletem o mesmo estado de evolucéo do
processo oxidativo e, por outro, as condigdes experimentais em que se efetuam
as avaliagoes, como temperatura, presenca de catalisadores metélicos, exposicao
a luz e solventes envolvidos na reagao.

Assim, os principais objetivos deste trabalho foram conhecer a atividade
antioxidante dos extratos de shiitake e cogumelo do sol obtidos sob diferentes
condigdes, medir o teor de compostos fendlicos totais e avaliar a estabilidade
oxidativa do 6leo de soja adicionado dos extratos que apresentaram maior
atividade antioxidante.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Material

2.1.1. Cogumelos

Cerca de 4,0 kg do cogumelo shiitake in natura, produzido e
comercializado na regido de Salto/SP, no més de abril/2009, depois de embalado
e resfriado, foi enviado diretamente ao Laboratério de Oleos e Gorduras do
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos da UNESP. O cogumelo
do sol in natura foi adquirido na regido de Séo José do Rio Preto/SP durante os
meses de abril, maio e setembro/2009 totalizando cerca de 3,0 kg. Imediatamente
apds sua colheita foi lavado e encaminhado ao Laboratério de Oleos e Gorduras
do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos da UNESP.

As amostras foram congeladas a -30°C por um tempo minimo de 24
horas, liofilizadas em liofilizador da marca Liotop, modelo L101 e trituradas em um
moinho marca Eberle, modelo 2508.001-2. O pd6 obtido foi armazenado em
recipientes plasticos escuros, vedados com tampas de rosca e devidamente
rotulados, para analises posteriores. Depois de trituradas, as amostras de
cogumelo do sol foram homogeneizadas a fim de minimizar possiveis variagées

entre os lotes.

2.1.2. Oleo

Para a analise da estabilidade oxidativa utilizou-se o éleo de soja refinado
sem adicdo de antioxidantes sintéticos (TBHQ e &cido citrico), da marca Cargil
Agricola S/A, adquirido em embalagens de 900 mL no comércio local de S&o José
do Rio Preto/SP.

2.1.3. Extratos e antioxidantes

A obtencao dos extratos de cogumelo foi feita com diferentes solventes:
agua, metanol:agua (1:1), etanol:dgua (1:1), metanol e etanol, por 3 horas em
Shaker (extragdo lenta/120 rpm) e por 30 minutos em liquidificador (extracédo
rapida). Ambas as extracdes foram feitas numa proporcédo de 1:10 (8 g de
cogumelo e 80 mL de solvente), ao abrigo de luz e a temperatura ambiente. Em
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seguida, a mistura foi centrifugada a 3.000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante
filtrado com bomba a vacuo e submetido ao evaporador rotativo sob pressao
reduzida a 40-60°C com vistas a determinar, por pesagem direta, o rendimento
em matéria seca do extrato.

Os antioxidantes sintéticos Terc butil hidroquinona (TBHQ) (100 mg/kg) e
butil hidroxitolueno (BHT) (100 mg/kg) foram utilizados na forma comercial,

fornecidos pela empresa Danisco S/A.
2.2. Métodos
2.2.1. Método do radical livre DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A atividade antioxidante foi determinada, em ftriplicata, por meio do
método proposto por Hatano et al. (1988). Este método baseia-se na remogao do
radical estavel DPPH® do meio de reagdo por acdo dos antioxidantes presentes
na amostra. Os extratos de cogumelo foram diluidos nas concentracdes de 0,5 a
2,5 mg/mL. Uma aliquota de 3,0 mL da diluicdo foi adicionada a 1,0 mL de
solucdo de DPPH® (2.10* mol/L). Apés o tempo de reacdo de 30 minutos em
auséncia de luz, a absorbancia foi lida a 517 nm em espectrofotémetro, marca
Shimadzu, modelo UV visivel mini 1240, e convertida em atividade antioxidante,
em porcentagem (%). O controle foi realizado com 1,0 mL de DPPH?* acrescido de
3,0 mL de solvente.

2.2.2. Sistema B-caroteno/acido linoléico

A atividade antioxidante também foi avaliada, em triplicata, pelo método
de descoramento do (B-caroteno descrito por Marco (1968) e modificado por Miller
(1971). Este método baseia-se na descoloragdo do B-caroteno induzida pelos
produtos da degradagéo oxidativa do &cido linoléico. Uma aliquota da solucéo de
B-caroteno (0,2 mg/mL em cloroférmio) foi misturada ao &cido linoléico e ao
Tween 40, sendo o cloroférmio, em seguida, completamente evaporado com
nitrogénio. Apés adigao de 100 mL de agua deionizada incorporada com oxigénio,
aliquotas de 5,0 mL da emulséo B-caroteno/acido linoléico foram misturadas a 1,0
mL da solugdo do extrato de cogumelo em tubos de ensaio. As solugbes de
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extratos de cogumelo foram preparadas em concentracdes de 4,0 a 20,0 mg/mL.
O BHT (0,08 mg/mL) foi utilizado como padrdo. A absorbancia a 470 nm foi
monitorada a cada 20 minutos, durante 2 horas com os tubos mantidos em
banho-maria a 50°C durante as leituras. A atividade antioxidante foi calculada em
termos de percentual de inibi¢ao, relativa ao controle.

Os extratos que apresentaram maior atividade antioxidante segundo os
métodos DPPH® e B-caroteno/acido linoléico foram selecionados para serem

aplicados no 6leo de soja.
2.2.3. Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram quantificados, em triplicata,
colorimetricamente pelo método de Folin-Ciocauteau. Este método baseia-se na
reducao dos &cidos fosfomolibdico e fosfotungstico em solu¢ao alcalina, e € o
mais utilizado para a determinagdo de compostos fendlicos totais em alimentos. A
cor azul produzida pela reducédo do reagente Folin-Ciocauteau pelos fendlicos é
medida espectrofotometricamente (SINGLETON; ROSSI, 1965). Neste
procedimento pipetou-se 100 pL da solugédo de extrato e adicionou-se 500 L do
reagente Folin-Ciocauteau. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de solucao saturada
de carbonato de sbdio 20% e 6,0 mL de agua destilada. Esta mistura permaneceu
em repouso por duas horas em temperatura ambiente e a absorbancia foi
determinada a 765 nm. Para a quantificacdo, foi feita uma curva analitica
utilizando acido galico em concentragdes de 0 a 500 mg/L. O coeficiente de
determinacdo da curva analitica foi R?® = 0,9999. Os teores de compostos
fendlicos totais foram expressos como miligrama de equivalente de acido galico
por grama de extrato (mg EAG/g).

2.2.4. Estabilidade oxidativa

O extrato, de cada variedade de cogumelo, que apresentou maior
atividade antioxidante pelos métodos DPPH® e B-caroteno/acido linoléico foi
aplicado ao 6leo de soja em diferentes concentra¢des (0, 1.000, 1.500, 2.000,
2.500, 3.000 e 3.500 mg/kg) com o objetivo de avalia-lo quanto a estabilidade

oxidativa.
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A estabilidade de 6leos é definida como o tempo para se atingir nivel de
rancidez detectavel ou surpreendente mudanca na taxa de oxidagao. As amostras
foram analisadas segundo o método proposto pela American Oil Chemists’
Society Cd 12b-92 (AOCS, 1993) que ¢é baseado na determinacdo da
condutividade elétrica dos produtos volateis de degradagédo utilizando o
equipamento Rancimat® modelo 743, marca Metrohm.

A determinacéo foi realizada em duplicata a 100°C, com fluxo de ar de 20
L/h, utilizando 3,0 g de amostra e volume de agua destilada de 60 mL nos frascos
contendo os eletrodos. Por este método, uma curva de condutividade elétrica x
tempo é automaticamente registrada com o decorrer da reacdo e o periodo de
indugéo é determinado em horas.

2.3. Andlise estatistica

O experimento foi realizado em esquema fatorial no delineamento
inteiramente casualizado (BANZATTO; KRONKA, 2006), cujos resultados obtidos
das determinagdes analiticas foram submetidos a andlise de variancia e ao teste
de Tukey a 5%, obtidos através do programa ESTAT, versao 2.0 (UNESP, 1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Rendimento dos extratos de cogumelos

A Tabela 1 apresenta o rendimento percentual dos extratos obtidos apos
a remogao do solvente organico aplicado no processo de extragdo. Os solventes
usados para a extracdo lenta do cogumelo shiitake apresentaram a seguinte
ordem em rendimento: agua > metanol:agua > etanol:agua > metanol > etanol.
Este resultado indica a presenca de compostos de elevada polaridade nos
extratos de shiitake. Observa-se também que esta seqiiéncia foi a mesma para a
extragdo rapida, sugerindo que, para o shiitake, o tipo de extragdo nao interferiu
no rendimento dos extratos.

Para o shiitake, os valores de rendimentos encontrados na literatura
apresentam-se superiores. Cheung, Cheung e Ooi (2003) e Yang, Lin e Mau
(2002) encontraram rendimentos de 33,5 e 18,8%, respectivamente, para os
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extratos metandlicos. A diferenca entre os resultados encontrados pode ser

justificada pelos diferentes métodos utilizados para a extragéao.

Tabela 1 — Rendimento (%) dos extratos de shiitake e de cogumelo do sol,

utilizando diferentes solventes.

Solventes Variedades

Shiitake Cogumelo do sol
Lenta
Agua 30,57 33,70
Metanol:agua 29,30 37,22
Etanol:agua 22,62 34,86
Metanol 13,47 7,47
Etanol 4,26 2,40
Rapida
Agua 29,92 42,86
Metanol:agua 29,65 32,60
Etanol:agua 23,44 34,46
Metanol 16,85 9,78
Etanol 11,46 7,03

Na extragdo lenta do cogumelo do sol, os solventes constituidos pelas
misturas, metanol:dgua e etanol:agua, apresentaram maiores rendimentos,
seguidos pela agua, metanol e etanol enquanto que, na extragdo rapida, o
solvente aquoso foi mais eficiente, seguido pelas misturas e finalmente pelo
metanol e etanol.

Em estudo realizado por Silva et al. (2009), a obtencdo do extrato de
cogumelo do sol foi realizada durante 6 e 12 horas em shaker e os respectivos
rendimentos foram 15,4 e 16% nos extratos metandlicos e 41,4 e 34,1% nos
extratos metandlico:aquosos, reforcando o fato de que o fator solvente foi mais
efetivo que o tempo de extragdo. Tsai, Tsai e Mau (2007) usaram agua quente
para extrair compostos soluveis do cogumelo do sol, simulando o preparo do cha,
e obtiveram rendimento de 47,3%.
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Comparando os rendimentos dos extratos das duas variedades pode-se
observar que, independente do tipo de extracdo, os solventes de menor
polaridade, metanol e etanol, foram os que apresentaram menor rendimento. Os
rendimentos dos extratos de cogumelo do sol foram maiores quando comparados
aos do shiitake para os solventes aquosos e misturas, enquanto que 0s
rendimentos dos extratos de shiitake foram maiores somente com os solventes
metanol e etanol.

O tempo de duracdo para a obtencao dos extratos ainda é controverso
entre os pesquisadores. Spigno e De Faveri (2007) estudaram o efeito do tempo
no rendimento da extracdo do bagago de uva e verificaram que este fator teve
pouca influéncia quando comparado ao tipo de solvente e temperatura
empregada. Em contrapartida, Lapornik, Prosek e Wondra (2005) verificaram,
para o extrato aquoso de uva, pequeno aumento no rendimento com o aumento
do tempo de extracdo, enquanto que o rendimento do extrato etandélico aumentou
surpreendentemente com o tempo. Porém, na maioria dos trabalhos consultados
na literatura, o efeito do tempo no rendimento da extragcdo nao é um fator
amplamente investigado, sendo que a duragdo das extracdes, de maneira geral,
varia de menos de 1 a 48 horas.

O rendimento da extragdo de compostos antioxidantes a partir de fontes
naturais é influenciado principalmente pelas condicbes em que o processo de
extracao liquido-solido € realizado. Como cada fonte natural tem caracteristicas
Unicas de estrutura e composicdo, quando sdao combinados com solventes o
resultado da interagcao soluto-solvente tem comportamento imprevisivel (SOUSA
et al., 2008).

Varios estudos tém investigado sobre fatores que podem afetar a
eficiéncia da extracdo de compostos antioxidantes como: solvente, temperatura e
tempo de extracdo (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010;
SPIGNO; DE FAVERI, 2007). Altas temperaturas sao relatadas por melhorar a
eficiéncia da extracdo devido a maior taxa de difusédo e a melhor solubilidade dos
analitos no solvente; embora temperaturas elevadas também possam afetar a
atividade dos extratos devido a degradacdo dos compostos antioxidantes, além
destes compostos poderem reagir com outros componentes do material vegetal
impedindo a extragdo. Desta forma, as extragdes de compostos antioxidantes sdo
conduzidas, de maneira geral, entre 20 e 60°C (PINELO et al., 2005).
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Segundo Spigno, Tramelli e De Faveri (2007), a cinética de extracao
acontece em dois estagios. O primeiro, mais rapido, envolve a transferéncia direta
do soluto da superficie da matéria-prima; o segundo estagio corresponde a
difusdo molecular do soluto do interior da matéria-prima para o solvente, que
acontece de maneira mais lenta. Os fatores que interferem nestes estagios séo:
coeficiente de difusao, coeficiente de particdo dos componentes extraidos do
sélido para o solvente, o tipo de solvente, assim como seu volume, tamanho e
geometria das particulas soélidas.

Herodez et al. (2003) investigaram a influéncia do solvente na extragéo de
compostos antioxidantes de folhas de balsamo. Concluiram que a composicao
quimica final do extrato depende da quantidade de solvente usada por quilograma
de matéria-prima, sendo que o rendimento da extragdo aumenta com o volume de

solvente num intervalo de 6 a 10 L/kg de matéria-prima.

3.2. Atividade antioxidante dos extratos de cogumelos

A atividade antioxidante € uma medida da capacidade das substancias
extraidas da matriz do alimento de seqlestrar radicais livres (método do DPPH®)
ou de retardar o processo de oxidacao lipidica em um sistema controlado (sistema
B-caroteno/acido linoléico) (BORGUINI; TORRES, 2006). Apesar dos diferentes
mecanismos, o termo antioxidante foi utilizado para referirr-se a ambas as

atividades.

3.2.1. Método do radical livre DPPH*

O Apéndice 1 apresenta a analise de variancia para a atividade
antioxidante dos extratos de shiitake e cogumelo do sol pelo método do sequestro
do radical livre DPPH®. Como observado, o teste foi significativo (p < 0,01) para
os fatores solventes, concentragdes e sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se
ao desdobramento da interacdo, cujos resultados encontram-se nas Tabelas 2 e
3.

Na Tabela 2 observa-se que, para a exitragdo lenta, a atividade
antioxidante aumentou com a concentracdo do extrato de shiitake para a maioria

dos solventes testados. A excec¢ao foi a agua, onde o aumento da concentragao
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do extrato reduziu a atividade antioxidante. Isso pode ser justificado pelo fato do
solvente aquoso arrastar, juntamente com as substéncias antioxidantes, outros
compostos de agdo pré-oxidante. O melhor extrato foi o metandlico com 91,34%
de atividade antioxidante, seguido do metandlico:aquoso (89,90%) e

etandlico:aquoso (86,23%).

Tabela 2 — Médias da atividade antioxidante (%) dos extratos de shiitake.

Concentracoes (mg/mL)

Solventes

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Lenta
Agua 29,95%“  22,70° 13,00°° 3,23 1,11%P
Metanol:agua 54,14 89,76%*  88,54**  89,90% 86,05
Etanol:agua 48,40°® 81,60°® 86,23%A  84,72®®  83,70%°
Metanol 18,55°°  41,86% 63,26°® 81,63 91,34
Etanol 8,46°F 18,70% 27,73°¢  37,53°° 44,78%
Rapida
Agua 28,83% 13,63 2,70 2,62°C 1,27°P
Metanol:agua 46,36 83,36 88,79  87,40°*  86,07°°
Etanol:agua 46,46°* 86,08  87,80%  87,13%* 8576
Metanol 24,60°¢ 44,05% 70,24°® 87,21 92,843
Etanol 8,28°° 19,17% 30,23°° 39,53 47,342

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Dentro da extragcdo rapida, observou-se 0 mesmo comportamento, ou
seja, com excecdo da agua, todos os solventes resultaram em crescente atividade
antioxidante com o aumento da concentracdo. Novamente, o solvente que mais
se destacou foi o metanol com 92,84% de atividade antioxidante, seguido das
misturas metanol:agua e etanol:dgua. Independente do tipo de extragdo, a melhor
atividade antioxidante foi verificada para o extrato metandlico.

Utilizando concentragdes de 1,5 a 9 mg/g, Cheung, Cheung e OQOi (2003)
encontraram, para as atividades antioxidantes de shiitake, uma variacao de 3,39 a

29,4% para o extrato metandlico e de 38,3 a 40,4% para o extrato aquoso.
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A Tabela 3 mostra as médias da atividade antioxidante dos extratos de
cogumelo do sol.

Tabela 3 — Médias da atividade antioxidante (%) dos extratos de cogumelo do sol.

Concentracoes (mg/mL)

Solventes

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Lenta
Agua 25,28%° 23,04 14,910 8,82%° 4,48°%°
Metanol:agua 88,97°® 90,75  90,15%B 89,43  gg 70°®
Etanol:agua 89,188 90,70%®  89,80%®  89,07°® 88,408
Metanol 93,403 93,00%* 92,04%°A  90,82"A 90,47°*
Etanol 42,73% 45,00°° 45,61°C 47,13 49,813
Rapida
Agua 24,53% 20,37°F 15,16 8,79% 4,54°F
Metanol:agua 75,68 86,36% 81,77 76,43 71,57%
Etanol:agua 84,97°8 87,8928 87,1838  8p,34%" 84,85
Metanol 95,104 94,86%* 94,052 93,30 92,93
Etanol 46,2290 47,80°° 51,46°° 52,643 53,14%°

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra mindscula néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra maiuscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Na extragao lenta verifica-se que, com excecao da agua, o aumento das
concentragdes exerceu pouca influéncia sobre a atividade antioxidante dos
extratos. Dentre os solventes, as misturas também nao interferiram nos
resultados. O metanol foi estatisticamente superior aos demais, com atividade
maxima de 93,40%.

O comportamento dos extratos na extracao rapida foi semelhante aos da
lenta, ou seja, o aumento da atividade antioxidante ndo foi proporcional ao
aumento das concentragdes. O melhor solvente foi o metanol, seguido das
misturas etanol:agua, metanol:agua, etanol e agua. A concordancia entre os
resultados da extragéo lenta e rapida conduz ao fato de que o tipo de extragao
pouco interferiu na atividade antioxidante dos extratos.

Em estudo realizado por Soares et al. (2009), o extrato metandlico do

cogumelo do sol apresentou 90% de atividade antioxidante em concentragdo de
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6,0 mg/mL. Tsai, Tsai e Mau (2007) encontraram, para o extrato etandlico de
cogumelo do sol, uma variagdo de 15,7 a 94,9% para concentracdes de 0,5 a 5,0
mg/mL, e para o extrato aquoso, 45,6 a 51,6% para as mesmas concentragoes.

Para outras variedades de cogumelos, os extratos metandlicos
apresentaram elevada atividade antioxidante. Elmastas et al. (2007) avaliaram o
poder sequestrador de radicais livres de variedades como Lepista nuda, Russula
delica, Polyporus squamosus, Pleurotus ostreatus, Agaricus bisporus, Verpa
conica e Boletus edulis, encontrando, respectivamente, 91,3; 86,1; 82,8; 81,3;
77,5; 75,7 e 68,7%.

Gonzalez-Montelongo, Lobo e Gonzéalez (2010) estudaram os efeitos da
temperatura (25 e 55°C), do tempo (0 e 120 minutos) e do nimero de extracdes
na atividade antioxidante de cascas de banana. O numero de extracdes foi o fator
gue mais influenciou no seqlestro dos radicais livres DPPH®, enquanto a
temperatura teve efeito positivo na redugédo do descoramento do B-caroteno. O
tempo de extragdo, no entanto, praticamente ndo apresentou impacto sobre a
atividade antioxidante. O efeito do tempo, porém, ainda é controverso. O
prolongamento do tempo de extracdo ndo aumentou a atividade antioxidante dos
extratos da casca de laranja (XU et al., 2008) nem dos extratos de bagac¢o de uva
(PINELO et al., 2005). Contudo, um ligeiro aumento no seqlestro de radicais
livres ABTS®, foi determinado aumentando-se o tempo de extracdo de sub-
produtos de carambola de 30 para 60 minutos (SHUI; LEONG, 2006).

3.2.2. Sistema B-caroteno/acido linoléico

O sistema B-caroteno/acido linoléico consiste de uma matriz aquosa-
lipidica, sendo considerada assim uma emulsdo. Neste método, a atividade
antioxidante é avaliada pela capacidade de um antioxidante em inibir o processo
de oxidacdo no sistema durante 2 horas.

O Apéndice 2 apresenta a analise de varidncia para a atividade
antioxidante dos extratos de shiitake e cogumelo do sol pelo método f-
caroteno/acido linoléico. Como observado, o teste foi significativo (p < 0,01) para
os fatores solventes, concentracdes e sua interagdo. Dessa forma, procedeu-se
ao desdobramento da interacdo, cujos resultados encontram-se nas Tabelas 4 e
5.
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O antioxidante sintético BHT, que foi usado como referéncia, apresentou
atividade antioxidante de 94,66% em concentracdo de 0,08 mg/mL. Esta
concentragdo equivale a 100 mg/kg, que € o limite maximo permitido pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2001). Todos os extratos analisados tiveram
atividade antioxidante inferior ao BHT. A Tabela 4 mostra as médias da atividade
antioxidante dos extratos de shiitake.

Tabela 4 — Médias da atividade antioxidante (%) dos extratos de shiitake.

Concentracoes (mg/mL)

Solventes

6 8 10 16 20
Lenta
Agua 44.87%° 46,87  46,14%®  4536°°C 4580°° 46,47

Metanol:agua 78,33°*  80,24°*  81,20®* 8226** 81,72*" 81,75
Etanol:dgua  39,14°¢  39,57°8C 45 45%F 4863%® 50,28 52 37C

Metanol 67,06 76,87 83,87°" 85,72*" 91,41%* 93,06*
Etanol 30,31°°  35,72°C 39,76°®  39,33°C 4327°® 51,18
Rapida

Agua 58,16*° 53,60%° 50,28°° 43,88°° 31,27%° 23,43°

Metanol:agua 68,70°*  75,28°* 78,13 7890** 78,53*  78,06%"
Etanol:agua 47,67 52,71°® 54 10®F 5532% 55132 54 86%
Metanol 68,13"  76,08°* 80,58 82,40 8573 87,58
Etanol 35,28°° 35,555°° 34,67 3590 40,90°° 49,10%°

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minUscula néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra maitscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Para a extracdo lenta, o aumento da concentragdo nao foi significativo
para o extrato aquoso. Para os demais extratos, a atividade foi crescente com o
aumento das concentra¢des. Dentre os solventes, a agua e a mistura etanol:dgua
nao diferiram estatisticamente e o metanol apresentou atividade antioxidante
maxima de 93,06% para a concentracao 20 mg/mL.

Analisando a extracao rapida, nota-se que o solvente que mais sofreu
interferéncia da concentracao foi o metanol, para o qual a atividade antioxidante
variou de 68,13% para a concentragdo de 4 mg/mL a 87,58% para 20 mg/mL,

sendo esta Ultima a maior atividade antioxidante dentre as demais. Em relagao
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aos solventes, a diferenca de atividade antioxidante entre o metanol:agua e o
metanol s6 foi evidenciada estatisticamente a partir da concentracdo de 16
mg/mL. N&o foi possivel verificar a influéncia do tipo de extragdo sobre a atividade
antioxidante.

Os dados obtidos no presente estudo diferem com os da literatura.
Cheung, Cheung e Ooi (2003) encontraram, para o extrato metandlico de shiitake,
13,1 a 45,8% de atividade antioxidante para concentracdes de 4,0 a 20 mg/mL, e
para o extrato aquoso, 52,7 a 75,9% de atividade antioxidante.

A Tabela 5 apresenta as médias da atividade antioxidante dos extratos de
cogumelo do sol. Verifica-se na extragdo lenta a maior influéncia dos solventes

frente as concentragdes.

Tabela 5 — Médias da atividade antioxidante (%) dos extratos de cogumelo do sol.

Concentracoes (mg/mL)

Solventes

4 6 8 10 16 20
Lenta
Agua 57,225 5838% 58,34 56,518 5280°C 53,44

Metanol:agua 52,15°¢ 54,932 53 54%C 54 30%° 53,612°C 53,022°¢
Etanol:dgua  68,28°*  70,82** 71,80  72,30°® 68,90® 67,32°®

Metanol 69,40 72,00  74,18°* 76,45®* 78,96 78,70**
Etanol 44,70°®  46,19°°  46,58°°  48,77°°  4833°° 51,88%
Rapida

Agua 46,73°°P 50,51%C 5527  53.38%C 49 35%C 48 22%C

Metanol:agua 42,26° 47,06%¢  4528%C  47,68%°P 4546%C 47,78%°
Etanol:agua  61,39%®  6224%®  61,12%® 6160%® 5964°" 50,27
Metanol 77,08%°" 77.86°*  76,06®" 7532%* 73,00%* 72,34
Etanol 52,05%°C  49,48%C  39,95°C  45,02°P 51,75%C 5545%

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A maior atividade antioxidante foi do extrato metandlico, 78,96% em 16
mg/mL. Observando o comportamento do solvente dentro de cada concentracao,

em 20 mg/mL a mistura etanol:dgua e metanol diferiram estatisticamente, sendo
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que entre as concentracdes 4 e 8 mg/mL estes dois solventes apresentaram
mesma atividade antioxidante.

Na extragdo rapida, o aumento da concentragdo nao interferiu na
atividade antioxidante da mistura metanol:agua que ficou, em média, em 45,92%.
O metanol apresentou atividade antioxidante maxima de 77,86%, seguido pela
mistura etanol:agua, 62,24%. Estudando o0s solventes dentro de cada
concentracdo, o metanol foi significativamente melhor que os demais solventes.
Ao analisar a influéncia do tipo de extragao e dos solventes, conclui-se que este
ultimo foi mais significativo na atividade antioxidante dos extratos.

Soares et al. (2009) examinaram a atividade antioxidante dos extratos
metanodlicos de cogumelo do sol em extracao lenta. Para 2, 5 e 10 mg/mL, as
atividades antioxidantes foram 45, 80 e 90%, respectivamente. Estes resultados
demonstram que os extratos sofreram maior influéncia das concentragoes quando
comparados aos resultados do presente estudo.

Barros et al. (2007) pesquisaram outras variedades de cogumelos como
L. giganteus, S. imbricatus e A. arvensis e as atividades antioxidantes dos
respectivos extratos metandlicos foram 61,4, 54,3 e 46,7% a 5 mg/mL. O
cogumelo Boletus edulis, muito consumido na Europa, apresentou atividade
antioxidante, quando extraido com metanol, de 97,80% para a concentragao de
20 mg/mL, portanto, superior ao extrato metandlico de cogumelo do sol
(SARIKURKCU; TEPE; YAMAC, 2008).

De acordo com os dados obtidos, observou-se que, independente do tipo
de extragdo, os extratos metandlicos das duas variedades de cogumelos
apresentaram maior atividade antioxidante em ambos os métodos, DPPH’ e
sistema B-caroteno/acido linoléico. Porém, de acordo com Silva, Borges e Ferreira
(1999), a comparacao da atividade antioxidante s6 sera legitima se for levado em
consideracao o solvente utilizado para a extracdo dos compostos, a concentracao
do extrato e as condicdes do método analitico escolhido.

Portanto, os extratos metandlicos do shiitake e do cogumelo do sol foram
selecionados para serem aplicados em Oleo de soja nos estudos sobre
estabilidade oxidativa e retencao de tocoferdis em teste de estocagem acelerada.
A extracdo lenta foi escolhida para a obtencdo dos extratos por se tratar de uma
forma menos enérgica quando comparada a extracao rapida que, devido a alta

rotagdo, provocou o aquecimento dos extratos.
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3.3. Compostos fendlicos totais dos extratos de cogumelos

O Apéndice 3 apresenta a analise de variancia para o teor de compostos
fendlicos totais dos extratos de shiitake e cogumelo do sol. Como observado, o
teste foi significativo (p < 0,01) para os fatores variedades, solventes e sua
interacdo. Assim, procedeu-se ao desdobramento da interac&o, cujos resultados

encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 — Teor de compostos fendlicos totais (mg/g) para os extratos de shiitake
e cogumelo do sol.

Solventes Variedades

Shiitake Cogumelo do sol
Lenta
Agua 128,44%" 134,67%"
Metanol:agua 36,43 76,88%
Etanol:agua 49,80°° 74,22%
Metanol 7,21°P 34,44
Etanol 10,00°° 26,67
Rapida
Agua 120,44°% 130,22%4
Metanol:agua 43,13 76,45%
Etanol:agua 45,338 72,45%
Metanol 22,77 37,80%
Etanol 20,00°° 28,89%

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra mindscula néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os resultados demonstram que a extragdo de compostos fendlicos é
fortemente influenciada pelo solvente utilizado. Avaliando a extragédo lenta do
shiitake, nota-se que a agua extraiu maior quantidade de compostos fendlicos
totais, seguida das misturas etanol:agua, metanol:agua e, finalmente, do etanol e
metanol. Na extragdo rdpida, a Unica alteracdo ocorreu entre os extratos

metandlico e etandlico.
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Para variedade cogumelo do sol, independente do tipo de extracado, a
ordem decrescente no teor de compostos fendlicos foi: agua, metanol:agua,
etanol:dgua, metanol e etanol, comprovando que quanto maior a polaridade do
solvente de extracdo, maior a quantidade de compostos fendlicos totais extraidos.

Com relagdo as variedades dentro de cada solvente, houve diferenca
significativa no teor de compostos fendlicos para as duas variedades, exceto na
extracdo lenta com agua. O cogumelo do sol apresentou maior teor destes
compostos quando comparado ao shiitake. A maior diferenga encontrada foi para
0 extrato metandlico:aquoso da extracdo lenta, no qual o teor de compostos
fendlicos do cogumelo do sol foi 52,62% maior que o do shiitake. Na extracao
lenta, apesar do teor de compostos fendlicos do extrato aquoso do cogumelo do
sol ter sido superior ao do shiitake, ndo houve diferenca significativa entre eles.
Quanto ao tipo de extracao, lenta e rapida, finda-se que sua influéncia foi pouco
impactante frente ao solvente, cujas polaridades variadas interferiram
intensamente na extragéo de compostos fendlicos totais.

Gonzalez-Montelongo, Lobo e Gonzalez (2010) avaliaram o efeito do
tempo e do numero de extragcdes na obtencdo de compostos fendlicos. Nao
encontraram relagdo entre o tempo de extracdo e o teor destes compostos,
porém, ao aumentar o niumero de etapas de extracbes de 1 para 3, o teor de
compostos fendlicos extraidos aumentou em 80%.

Yang, Lin e Mau (2002) encontraram para o extrato metandlico de shiitake
teor de 6,27 mg/g, enquanto Tsai, Tsai e Mau (2007) obtiveram para o cogumelo
do sol 5,67 e 5,80 mg/g de compostos fendlicos nos extratos aquoso e etandlico,
respectivamente, obtidos numa extracdo lenta de 24 horas de duragdo. Estes
valores sdo inferiores aos correspondentes extratos do presente estudo,
demonstrando que o teor de compostos fendlicos nao é proporcional ao tempo de
extracdo. Soares et al. (2009) avaliaram o efeito do estadio de maturacdo do
cogumelo do sol no teor de compostos fendlicos totais. Os cogumelos foram
colhidos ainda jovens com o pileo fechado e, maduros, com o pileo ja aberto. Os
teores de fendlicos ndo apresentaram mudancgas significativas em ambos os
estadios de maturacdo: 29,64 e 28,82 mg/g para os extratos jovem e maduro,
respectivamente. Ribeiro et al. (2008) compararam o teor de fendlicos entre o
pileo e a estirpe do cogumelo Boletus edulis, porém nao encontraram diferenca
significativa no teor de fendlicos entre as duas partes do basidiocarpo.
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Diversas variedades de cogumelos ja tiveram seus teores de compostos
fendlicos determinados. O extrato metandlico do champignon (Agaricus bisporus)
apresentou 45,6 mg/g de compostos fendlicos totais, segundo estudo de Alvarez-
Parrilla et al.(2007). Barros et al. (2008) quantificaram os fendlicos do A. silvaticus
e A. silvicula e encontraram 8,95 e 6,40 mg/g, respectivamente. Para as espécies
Higrocybe conica e Pleurotus florida, os valores encontrados foram 42,21 e 23,84
mg/g, respectivamente, para extratos metandlicos (WONG; CHYE, 2009).

Com base nestes estudos, conclui-se que a solubilidade em um
determinado solvente é uma caracteristica de cada composto, 0 que explica a
inexisténcia de um Unico método universal para a separacdo de todos os
antioxidantes naturais. Além da solubilidade dos compostos fendlicos variar de
acordo com a polaridade do solvente, o grau de polimerizagdo dos fendlicos e
suas interagées com outros constituintes dos alimentos, também interferem no

grau de obtencao destes compostos.

3.4. Estabilidade oxidativa do 6leo de soja

A finalidade de se avaliar a estabilidade oxidativa de uma amostra de 6leo
€ acompanhar os seus sinais de deterioracdo durante o armazenamento,
simulando a vida de prateleira do produto, além de verificar a resisténcia de
antioxidantes. Para que a oxidag&o seja acelerada, o procedimento mais comum
€ 0 aumento da temperatura da amostra de 6éleo e sua exposi¢cao ao oxigénio.

O Apéndice 4 apresenta a andlise de variancia para a determinacdo da
estabilidade oxidativa do 6leo de soja adicionado de extratos de shiitake e
cogumelo do sol. Como observado o teste foi significativo (p < 0,01) para o efeito
concentragdes, porém variedades e interagdo (variedades x concentragcdes) nao
foram significativas (p > 0,05). A Tabela 7 mostra as médias da estabilidade
oxidativa do 6leo de soja adicionado de extratos de cogumelos.

Observa-se que, dentre as variedades estudadas, ndo houve diferenca
significativa entre os extratos de shiitake e cogumelo do sol sendo que, em média,
a estabilidade oxidativa apresentada foi de 17,74 horas. Este valor foi 16,85%
superior ao controle, demonstrando o efeito protetor da adicdo dos extratos de

cogumelo ao 6leo de soja. Verifica-se que, dentre as concentragdes, a mais
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efetiva foi de 3.500 mg/kg, que diferiu estatisticamente das demais
concentragdes.

O teste da estabilidade oxidativa também foi conduzido com os
antioxidantes sintéticos TBHQ e BHT nas concentragcées 100 mg/kg. O TBHQ
apresentou-se mais efetivo com 29,12 horas de protegdo contra a oxidagdo do
6leo de soja. Ja o BHT teve acdo semelhante ao controle (6leo de soja sem
adicdo de antioxidante) com apenas 15,35 horas. Portanto, o antioxidante
sintético TBHQ, que é o mais usado nos 6leos vegetais comercializados no Brasil,
ainda é mais eficiente que os antioxidantes naturais extraidos dos cogumelos,

apesar destes apresentarem-se eficientes quando comparados ao controle.

Tabela 7 — Médias da estabilidade oxidativa do 6leo de soja adicionado de
extratos de shiitake e cogumelo do sol.

Fatores Estabilidade oxidativa (horas)
Variedades

Shiitake 17,60%

Cogumelo do sol 17,882
Concentracoes (mg/kg)

0 14,75°
1.000 16,88
1.500 17,72
2.000 17,84
2.500 18,71°
3.000 18,73°
3.500 19,85%

Valores médios seguidos de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os Apéndices 5 e 6 apresentam as analises de variancia da regressao
polinomial para a estabilidade oxidativa do 6leo de soja adicionado dos extratos
de shiitake e cogumelo do sol, respectivamente. Observa-se que a regressao
linear foi significativa e os coeficientes de determinagdo (R?) superiores a 0,9.
Portanto, a partir da regressao, ficou comprovado que o comportamento do 6leo
de soja adicionado de extratos naturais frente a estabilidade oxidativa é linear, ou
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seja, quanto maior a concentracdo do extrato, maior a protecéo contra a oxidacao
do édleo.

Por meio da regresséo linear (Figura 1), observa-se que a maior atividade
antioxidante, medida pela estabilidade oxidativa, coincidiu com a maior
concentragdo dos extratos de shiitake e cogumelo do sol, ou seja, 3.500 mg/kg,
obedecendo, respectivamente, as equacdes do 1° grau: y = 0,0012x + 15,363 (R?
=0,9165) e y = 0,0014x + 15,206 (R? = 0,9572), onde y é a estabilidade oxidativa
(horas) e x as concentragdes dos extratos de cogumelos (mg/kg).
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Figura 1 — Regresséo linear para as concentragdes dos extratos de cogumelos.

Gamez-Meza et al. (1999) testaram a estabilidade oxidativa do 6leo de
soja com extratos naturais de bagaco de uva. Aplicaram concentragées com 0,1,
0,3 e 0,5% de compostos fendlicos, obtendo 6,24 15,20 e 48,00 horas de
protecdo contra a oxidacdo, comprovando a tendéncia do aumento da acao
antioxidante com o aumento da concentragcado do extrato.

A Tabela 8 apresenta o fator de protegdo para os extratos aplicados ao
6leo de soja. O fator de protecdo compara as médias de estabilidade oxidativa
dos extratos com o controle.

Observa-se na Tabela 8 que o shiitake aumentou a protegéo do 6leo de
soja em 84,85% comparando-se a menor € maior concentracao do extrato. Para o
cogumelo do sol, o aumento no fator de protecao foi de 85,30%. Conclui-se que,

apesar da diferenca entre os fatores de protecdo do 6leo de soja terem sido
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pequenas, pode-se observar que o cogumelo do sol apresentou maior protecao

quando aplicado ao 6leo de soja.

Tabela 8 — Fator de protegéo para o 6leo de soja.

Fator de protecao
Concentracoes (mg/kg)

Shiitake Cogumelo do Sol
1.000 1,12 1,16
1.500 1,22 1,18
2.000 1,16 1,21
2.500 1,26 1,27
3.000 1,25 1,28
3.500 1,32 1,36

4. CONCLUSOES

Diante dos dados obtidos, concluiu-se que entre os fatores estudados nas
extracdes, os solventes de diferentes polaridades exerceram maior influéncia no
rendimento, atividade antioxidante e compostos fendlicos dos cogumelos quando
comparados aos tipos de extragéo, lenta e rapida. Os extratos metandlicos das
duas variedades de cogumelo apresentaram maior atividade. Além disso, as duas
variedades de cogumelos foram capazes de promover boa estabilidade oxidativa
ao 6leo de soja. Portanto, os extratos metandlicos dos cogumelos shiitake e sol

apresentam-se como uma fonte alternativa de antioxidantes naturais.
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Apéndice 3 — Analise de variancia para o teor de compostos fendlicos totais dos

extratos de shiitake e cogumelo do sol.

Quadrado médio

Causas de variacao G. L.

Lenta Rapida
Variedades 1 3.968,6501** 2.656,4430*"
Solventes 4 12.574,6787** 9.625,8723**
Variedades x solventes 4 242,3704** 177,6336**
Residuo 20 15,0648 24,6375
Desvio padrao 3,8755 49612
Coef. de variagao (%) 6,71 8,31

** Significativo (p < 0,01).

Apéndice 4 — Analise de variancia para a determinacao da estabilidade oxidativa

do 6leo de soja adicionado de extratos de cogumelos.

Causas de variacao G. L. Quadrados médios
Variedades 1 0,2962"°
Concentragdes 6 10,7069~
Variedades x concentragdes 6 0,1611"°
Residuo 14 0,1399
Desvio padréao 0,3741

Coef. variagao (%) 2,10

** Significativo (p < 0,01).
NS Nao significativo (p > 0.05).

Apéndice 5 — Analise de variancia da regressdo polinomial para a estabilidade

oxidativa do 6leo de soja adicionado de extrato de shiitake.

Causas de Variacao G.L. Q.M. F R?
Regresséao linear 1 25,6973 290,6930** 0,9165
Regressao quadratica 1 0,8943 10,1169* 0,9484
Regressao cubica 1 0,2779 3,1435"° 0,9583
Desvios de regressao 3 0,3893 4,4035*

Residuo 7 0,0884

Desvio padrao = 0,2973

Coeficiente de variagdo (%) = 1,6795
** Significativo (p > 0,01).

NS Nao Significativo (p > 0,05).
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Apéndice 6 — Analise de variancia da regressao polinomial para a estabilidade

oxidativa do 6leo de soja adicionado de extrato de cogumelo do sol.

Causas de Variacao G.L. Q.M. F R’
Regresséo linear 1 33,7353 178,3320** 0,9575
Regress&o quadréatica 1 0,3787 2,0003"° 0,9682
Regress&o cubica 1 0,7980 4,2182N° 0,9909
Desvios de regressao 3 0,1892 0,5670N°

Residuo 7

Desvio padrao = 0,4349

Coeficiente de variagdo (%) = 2,4322
** Significativo (p > 0,01)

NS Nao Significativo (p > 0,05).
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Capitulo 3

Estabilidade oxidativa do 6leo de soja adicionado dos extratos de shiitake
(Lentinus edodes) e de cogumelo do sol (Agaricus blazei) em teste de
estocagem acelerada



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade oxidativa do 6leo de
soja adicionado dos extratos metandlicos de shiitake e de cogumelo do sol, em
teste de estocagem acelerada. Os tratamentos: Controle (6leo de soja sem
antioxidantes), TBHQ (6leo de soja + 100 mg/kg de TBHQ), BHT (6leo de soja +
100 mg/kg de BHT), Shiitake (6leo de soja + 3.500 mg/kg de extrato de shiitake) e
Cogumelo do sol (6leo de soja + 3.500 mg/kg de extrato de cogumelo do sol)
foram preparados e submetidos ao teste de estocagem acelerada em estufa, a
60°C durante 15 dias. As amostras foram recolhidas a cada 3 dias e analisadas
quanto ao indice de perdxidos e dienos conjugados. Os resultados demonstraram
que, ao final de 15 dias, os tratamentos TBHQ, cogumelo do sol, shiitake,
Controle e BHT apresentaram indices de perdxidos de 6,47, 8,81, 41,53, 71,28 e
78,40 meqg/kg, respectivamente. Os tratamentos TBHQ e cogumelo do sol
também foram os mais efetivos em proteger o éleo de soja contra a formacao de
dienos conjugados, reduzindo a formagao destes compostos em 65,42 e 62,62%,

respectivamente, em relagdo ao controle.

Palavras-chave: cogumelos, oxidacao, indice de perdxidos, dienos conjugados.
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1. INTRODUCAO

Os Oleos vegetais sdo fontes de &cidos graxos essenciais e
desempenham fung¢des energética e hormonais no organismo sendo, portanto,
indispensaveis na dieta humana.

Segundo a Food and Agriculture Organization, 0s principais paises
produtores de soja sdo: Estados Unidos, Brasil, Argentina, China e india,
totalizando 90% da producdo mundial (FAO, 2010). O 6leo de soja € o principal
6leo comestivel consumido no Brasil, com 5,08 milhdes t em 2009/2010 (ABIOVE,
2010).

O 6leo de soja é rico em acidos graxos insaturados dos quais fazem parte
o linoléico e linolénico, considerados essenciais ao organismo. No entanto, o alto
nivel de insaturacao é responsavel pela oxidacao lipidica que resulta na perda de
nutrientes, alteracdo no odor e sabor, além de perdas econdémicas (FARHOOSH;
EINAFSHAR; SHARAYEI, 2009).

Para retardar ou prevenir a oxidacao lipidica, antioxidantes sintéticos tais
como butil hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol (BHA) e Terc butil hidroquinona
(TBHQ) sé&o utilizados como aditivos alimentares. No entanto, estudos tém
revelado a possibilidade de estes compostos apresentarem riscos a saude
humana (ZHANG et al., 2010). Por este motivo, alguns paises restringem o uso
de antioxidantes sintéticos como o TBHQ, que nao é permitido no Canada e na
Comunidade Européia (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002). No Brasil, o
uso de antioxidantes € controlado pelo Ministério da Saude que limita em 100
mg/kg a concentragdo maxima permitida para BHT e 200 mg/kg para TBHQ
(BRASIL, 2001).

A preocupagdo quanto a inocuidade dos antioxidantes sintéticos tem
motivado a busca de antioxidantes naturais que possam substitui-los total ou
parcialmente.

Diversas espécies de cogumelos sdo estudadas por apresentarem
significativa atividade antioxidante. Elmastas et al. (2007) sugerem que o0s
compostos fendlicos sdo 0s principais compostos responsaveis pela atividade
antioxidante dos extratos de cogumelos.

De acordo com Pokorny (1991), quando comparados com 0s

antioxidantes sintéticos, os naturais apresentam as vantagens de serem
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considerados seguros e, por isso, mais aceitos pelos consumidores. Além de
protegerem os 6leos vegetais contra a oxidacao lipidica, também conferem
propriedades nutracéuticas. Por isso, a aplicagédo de antioxidantes extraidos de
fontes naturais em Oleos vegetais tem sido amplamente investigada (ANGELO;
JORGE, 2008; BERA; LAHIRI; NAG, 2006; IQBAL; BHANGER, 2007; LUZIA;
JORGE, 2009). Nestes estudos, os 6leos vegetais adicionados de antioxidantes
naturais foram submetidos a altas temperaturas. Desta forma, p6de-se avaliar a
eficiéncia dos antioxidantes naturais frente ao processo de oxidagao.

Geralmente, para acompanhar o processo oxidativo do Oleo faz-se a
determinacéo do indice de perdxidos e dienos conjugados, produtos primarios da
oxidacdo. Um nivel baixo de perdéxidos nao indica garantia de estabilidade
oxidativa, uma vez que estes compostos sdo degradados ao longo do processo
oxidativo. A formacao de dienos conjugados esta relacionada com a oxidagcao dos
acidos graxos poliinsaturados do 6éleo, formados pelo deslocamento de duplas
ligacdes (HAMILTON et al., 1983; SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade oxidativa
do 6leo de soja adicionado dos extratos metandlicos de shiitake e cogumelo do
sol, em teste de estocagem acelerada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material

2.1.1. Cogumelos

Cerca de 4,0 kg do cogumelo shiitake in natura, produzido e
comercializado na regiao de Salto/SP, no més de abril/2009, depois de embalado
e resfriado, foi enviado diretamente ao Laboratério de Oleos e Gorduras do
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos da UNESP. O cogumelo
do sol in natura foi adquirido na regido de Séao José do Rio Preto/SP durante os
meses de abril, maio e setembro/2009 totalizando cerca de 3,0 kg. Imediatamente
apds sua colheita foi lavado e encaminhado ao Laboratério de Oleos e Gorduras
do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos da UNESP.
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As amostras foram congeladas a -30°C por um tempo minimo de 24
horas, liofilizadas em liofilizador da marca Liotop modelo L101 e trituradas em um
moinho marca Eberle, modelo 2508.001-2. O p6 obtido foi armazenado em
recipientes plasticos escuros, vedados com tampas de rosca e devidamente
rotulados, para andlises posteriores. Depois de trituradas, as amostras de
cogumelo do sol foram homogeneizadas a fim de minimizar possiveis variacées

entre os lotes.

2.1.2. Oleo

Para a analise da estabilidade oxidativa utilizou-se o éleo de soja refinado
sem adicao de antioxidantes sintéticos (TBHQ e &cido citrico), da marca Cargil
Agricola S/A, adquirido em embalagens de 900 mL no comércio local de S&o José
do Rio Preto/SP.

2.1.3. Extratos e antioxidantes

De acordo com as andlises de atividade antioxidante realizadas pelos
métodos DPPH® e B-caroteno/acido linoléico, o extrato metandlico obtido por
extragdo lenta (120 rpm, 3 horas em shaker) foi aplicado ao 6leo de soja por
apresentar maior atividade antioxidante. A obtengdo do extrato foi feita numa
proporgcao de 1:10 (8 g de cogumelo e 80 mL de metanol), ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 3.000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante filtrado com bomba a vacuo e submetido ao evaporador
rotativo sob pressdo reduzida a 40°C. O extrato seco foi pesado e ressuspenso
em metanol, obtendo-se uma solugéo-estoque contendo 1,0 grama de extrato
para cada 10,0 mL de solvente metanol (1:10), utilizada para aplicacdo direta no
Oleo de soja.

Os antioxidantes sintéticos Terc butil hidroquinona (TBHQ) (100 mg/kg) e
butil hidroxitolueno (BHT) (100 mg/kg) foram utilizados na forma comercial,
fornecidos pela empresa Danisco S/A.

2.2. Ensaio experimental
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Foram submetidos ao teste acelerado em estufa o0s seguintes
tratamentos: Controle (éleo de soja sem antioxidantes), TBHQ (6leo de soja + 100
mg/kg de TBHQ), BHT (6leo de soja + 100 mg/kg de BHT), Shiitake (6leo de soja
+ 3.500 mg/kg de extrato de shiitake) e Cogumelo do sol (6leo de soja + 3.500
mg/kg de extrato de cogumelo do sol). Os tratamentos foram mantidos por 15 dias
em estufa aquecida a 60°C, utilizando-se béqueres de 50 mL contendo 30 mL de
amostra com relagdo superficie/volume 0,4 cm’. Todas as amostras, em
diferentes intervalos de tempo (0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias), foram recolhidas e
inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a temperatura aproximada de

-18°C até o momento das analises de indice de perdxidos e dienos conjugados.

2.3. Métodos

2.3.1. indice de peréxidos

O indice de peroxidos determina todas as substancias que oxidam o
iodeto de potassio (Kl), em miliequivalentes de oxigénio ativo por quilograma de
matéria graxa. Estas substancias sdo geralmente consideradas como peréxidos
ou outros produtos similares da oxidacao de gorduras. Este indice foi determinado
segundo a norma da American Oil Chemists’ Society Cd 8-53 (AOCS, 1993), a
qual mede o iodo produzido a partir da reagdo do iodeto de potdssio com os
peroxidos.

2.3.2. Dienos conjugados

Este método determina dienos conjugados, presentes na matéria graxa,
expressos como porcentagem de &cidos diendicos conjugados, apoés leitura da
absorbancia a 233 nm. Para esta determinacao foi utilizado o método AOCS Ti
1a-64 (AOCS, 1993).

2.4. Analise estatistica

Os resultados obtidos em duplicata para indice de perdxidos e dienos

conjugados foram submetidos as analises de varidncia para determinar a
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influéncia dos fatores (tratamentos e tempos de aquecimento) sobre a alteracao
dos 6leos submetidos ao teste acelerado em estufa. O experimento foi realizado
em esquema fatorial 5 x 6, no delineamento inteiramente casualizado
(BANZATTO; KRONKA, 2006). A analise de variancia e o teste de Tukey para as
médias a 5% foram obtidos por meio do programa ESTAT, versédo 2.0 (UNESP,
1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. indice de peroxidos

O Apéndice 1 apresenta a andlise de variancia para a determinacdo do
indice de peroxidos, utilizando os valores obtidos ao longo do periodo de
estocagem acelerada. Observa-se que o teste foi significativo (p < 0,01) para os
tratamentos, tempos de aquecimento e sua interagdo. Dessa forma, procedeu-se
ao desdobramento da interacdo, cujos resultados estao representados na Tabela
1.

Tabela 1 — Médias de indice de peroxidos (meqg/kg) para a interagao tratamentos

x tempos de aquecimento.

Tempos de aquecimento (dias)

Tratamentos

0 3 6 9 12 15
Controle 1,45"  248%" 17,959  4240°* 65,02 71,282°
TBHQ 1,44°%% 2269 284% 447 5,63°° 6,472F
BHT 1,734 2,33*"  18,16°* 38,90®® 60,62 78,40
Shiitake 1,34 206%" 290  443C  2301°° 41,53C

Cogumelodosol  1,31% 200" 280® 345° 516°° 881

Controle (6leo de soja); TBHQ (6leo de soja + 100 mg/kg de TBHQ); BHT (6leo de soja + 100 mg/kg de BHT);
Shiitake (6leo de soja + 3.500 mg/kg de extrato de shiitake); Cogumelo do sol (6leo de soja + 3.500 mg/kg de
extrato de cogumelo do sol).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05);

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra maitscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Verifica-se que, para todos os tratamentos, o indice de peréxidos
aumentou ao longo do periodo de estocagem, havendo diferenca significativa
entre os tempos de aquecimento. Os tratamentos Controle e BHT sofreram
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drastico aumento dos compostos primarios da oxidacao entre o 32 e o 6° dia de
aquecimento, sendo que o indice de peréxidos do Controle aumentou 7,23 vezes
e do BHT 7,80, no mesmo periodo. Para o tratamento Shiitake, 0 maior aumento
foi identificado entre o 9% e 12° dia, com acréscimo de 5,20 vezes no indice de
peroxidos. Apesar de o Shiitake ter apresentado melhor desempenho na protecao
do 6leo quando comparado com o Controle e BHT, ele ndo conseguiu manter a
protecdo até o final do periodo de estocagem. O Cogumelo do sol apresentou
menor formacao de peréxidos, ja que ao longo de toda a estocagem o aumento
destes compostos foi de apenas 6,76 vezes.

Analisando os tratamentos dentro de cada tempo de aquecimento,
observa-se que até 3 dias de aquecimento ndo houve diferenga significativa entre
as médias dos indices de peroxidos. Ao final dos 15 dias, o melhor tratamento na
protecdo do 6leo contra a formagdo dos compostos primarios da oxidagcao foi o
TBHQ, com 90,92% de protecao, seguido pelo tratamento Cogumelo do sol que
reduziu em 87,64% a formagao de perdxidos. Nota-se que o tratamento Shiitake
nao foi tao eficiente quanto o TBHQ e o Cogumelo do sol contra a formagao de
peroxidos, diferindo estatisticamente de ambos, mas ainda assim retardou a
formacgéo destes compostos em 41,75%.

A Portaria 482/99-ANVISA preconiza o maximo de 10 meqg/kg de indice
de peréxidos para o 6leo de soja refinado (BRASIL, 1999). No presente estudo, o
Controle e o tratamento BHT, a partir de 6 dias de estocagem, apresentaram
valores acima deste limite. No entanto, o 6leo de soja com extrato de shiitake foi
eficiente até o 9° dia, enquanto o TBHQ e o extrato de cogumelo do sol
protegeram o éleo durante os 15 dias de estocagem.

Andreo e Jorge (2007) observaram que o extrato etandlico de gengibre,
TBHQ e a mistura (antioxidante TBHQ e extrato de gengibre) adicionados ao éleo
de soja reduziram, em 57, 90 e 92%, respectivamente, a formagao de peroxidos
apods 12 dias de estocagem acelerada a 60°C.

Bera, Lahiri e Nag (2006) avaliaram a estabilidade oxidativa do 6leo de
linhaga adicionado do extrato da semente de orégano. Ao final de 7 horas de
oxidacdo a 30°C, o indice de perdxidos para o 6leo de linhaga sem antioxidantes
foi de 200 meqg/kg, enquanto a adicao do extrato da semente de orégano reduziu

este valor para 20 meqg/kg. Apesar de a protecdo ter ocorrido, observou-se que 0
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indice de peroxidos ainda se manteve elevado ao final do teste, demonstrando a
susceptibilidade do 6leo de linhaca a oxidagao.

Em estudo realizado por Silva et al. (2009) observou-se que a adi¢cao de
extrato metandlico de cogumelo do sol reduziu em 80% a formacao de peréxidos
em um periodo de estocagem de 16 dias.

Para avaliar o comportamento antioxidante do alho, Igbal e Bhanger
(2007) adicionaram o extrato desta especiaria em Oleo de girassol em
concentragdes de 250, 500 e 1.000 mg/kg e compararam com o0s antioxidantes
sintéticos BHT e BHA (200 mg/kg). Verificaram que a partir do 4° dia de
estocagem a 65°C houve um aumento drastico no indice de perdxidos para todos
os tratamentos. Este aumento continuou até o 20° dia, seguido de um pequeno
decréscimo nos 4 ultimos dias de estocagem. Esta queda no indice de peréxidos
pode ser justificada pela decomposi¢cdo dos peroxidos em produtos secundarios
da oxidagao.

Zhang et al. (2010) também avaliaram a estabilidade oxidativa do 6leo de
girassol quanto ao indice de peroxidos. Os autores verificaram a protegdo do
extrato de alecrim (200 mg/kg) sobre o 6éleo de girassol estocado durante 21 dias
a 60°C, comparando com os antioxidantes sintéticos BHA, BHT e TBHQ, todos
com concentracao de 200 mg/kg. A inibicao na formagao de perdxidos foi 85,5,
24,8, 41,2, e 92,6%, respectivamente, demonstrando que, apesar do extrato de
alecrim ter protegido o éleo de girassol contra a oxidag¢ao, o antioxidante sintético
TBHQ ainda foi mais eficiente.

Portanto, observa-se neste estudo, que o tratamento em que ocorreu
maior formacao de peroxidos foi o BHT, seguido do Controle, Shiitake, Cogumelo
do sol e do TBHQ.

3.2. Dienos conjugados

O Apéndice 1 apresenta a andlise de variancia para a determinacdo de
dienos conjugados, empregando os valores obtidos ao longo do periodo de
estocagem acelerada. Observa-se que o teste foi significativo (p < 0,01) para os
tratamentos, tempos de aquecimento e sua interagdo. Assim, procedeu-se ao

desdobramento da interacao, cujos resultados estao representados na Tabela 2.
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Observa-se que houve aumento gradual e progressivo na formacao de
dienos conjugados ao longo do tempo para os tratamentos Controle, BHT,
Shiitake e Cogumelo do sol. A Unica excegao foi o tratamento TBHQ que nao
sofreu influéncia do tempo na formacdo de dienos conjugados, que pode ser
justificado pelo maior poder antioxidante desta substancia. O Shiitake e o
Cogumelo do sol, apesar de apresentarem aumento de dienos conjugados,
sofreram menos influéncia do tempo de aquecimento se comparados ao Controle
e BHT, que tiveram os teores de dienos crescentes desde os primeiros dias de
aquecimento. Para o Shiitake e o Cogumelo do sol, a formagdo de dienos

conjugados sé aumentou de forma significativa a partir do 9° dia de aquecimento.

Tabela 2 — Médias de dienos conjugados (%) para a interagao tratamentos x

tempos de aquecimento.

Tempos de aquecimento (dias)

Tratamentos

0 3 6 9 12 15
Controle 0,34™  0,49** 054" 069°* 083" 1,07
TBHQ 0,35 0,36 0,35° 0,37%°° 0,37%° 0,37*
BHT 0,35* 0,38*® 048" 065®° 0,79 1,00%®
Shiitake 0,35 0,36 0,36°° 0,37 0,50°° 0,67%

Cogumelodosol  0,35°* 0,37°¢ 036> 0,36°° 0,38°° 0,40%°

Controle (6leo de soja); TBHQ (6leo de soja + 100 mg/kg de TBHQ); BHT (bleo de soja + 100 mg/kg de BHT);
Shiitake (6leo de soja + 3.500 mg/kg de extrato de shiitake); Cogumelo do sol (6leo de soja + 3.500 mg/kg de
extrato de cogumelo do sol).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05);

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Para cada tempo de aquecimento verifica-se que, inicialmente, ndo houve
diferenca significativa entre os teores dos dienos em todos os tratamentos. Até o
9¢ dia de estocagem, nao houve diferenca significativa nos valores de dienos
conjugados nos tratamentos TBHQ, Shiitake e Cogumelo do sol, representando o
efeito protetor destes antioxidantes frente a formagéo dos produtos da oxidagao.
Ao final do periodo de estocagem, o TBHQ reduziu a formacdo de dienos
conjugados em 65,42%, seguido pelo Cogumelo do sol com redugéao de 62,62%,
Shiitake, 37,38% e BHT, 6,54%, medidos em relagdo ao controle.

A determinagdo de dienos conjugados por Igbal e Bhanger (2007)
demonstrou maior eficiéncia para o BHT e BHA (200 mg/kg), seguido pelos
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extratos de alho a 1.000, 500 e 250 mg/kg ao final de 24 dias de estocagem,
ficando este ultimo com valor de dienos conjugados em torno de 12%. A formagéao
de dienos conjugados pode estar relacionada ao alto conteldo de acido graxos
poliinsaturados no dleo de girassol.

Coimbra, Del Ré e Jorge (2009) também estudaram o efeito da adi¢cao do
extrato de alho em 6leo de soja e constataram que, no tempo de estocagem de 12
dias, o extrato de alho, nas concentragcdes de 1.000, 1.500 e 2.000 mg/kg,
mostrou efeito antioxidante superior ao BHT, porém inferior ao TBHQ nas
concentragdes de 100 e 50 mg/kg, respectivamente.

Luzia e Jorge (2009) estudaram o teor de dienos conjugados em 6leo de
soja adicionado de extrato de limao (2.400 mg/kg) submetido a estocagem
acelerada por 12 dias. Ao final do processo, o extrato de liméao apresentou apenas
7% de reducéo na formacao de dienos conjugados, enquanto a mistura de extrato
de limao com o antioxidante sintético TBHQ (2.400 mg/kg de extrato de liméao + 50
mg/kg de TBHQ) reduziu em 49% a formacao destes compostos indesejaveis,
demonstrando a eficacia do sinergismo entre os dois tipos de antioxidantes.

Em estudo realizado por Angelo e Jorge (2008), o extrato de coentro,
palmitato de ascorbila e mistura destes antioxidantes, quando adicionados ao 6leo
de girassol, apresentaram capacidade em retardar a formacdo de dienos
conjugados em 11,2, 59,9 e 60,9%, respectivamente, ap6s 10 dias de estocagem
acelerada a 60°C.

Ao final dos 15 dias de estocagem acelerada, os resultados obtidos nos
testes de indice de peroxidos e dienos conjugados apresentaram elevado

coeficiente de correlagao (r = 0,974) para as médias dos tratamentos utilizados.

4. CONCLUSOES

Ao final deste ensaio pode-se concluir que o antioxidante sintético TBHQ
conferiu maior estabilidade oxidativa ao 6leo de soja submetido a estocagem
acelerada. No entanto, o extrato metandlico de cogumelo do sol também foi
eficiente na protecdo do 6leo de soja contra a oxidacgao lipidica, seguido pelo
extrato de shiitake. Desta forma, ambos os extratos naturais mostraram-se

eficazes antioxidantes quando aplicados em 6leo de soja.
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6. APENDICE

Apéndice 1 — Andlise de variancia para as determinagdes de indice de perdxidos
(IP) e dienos conjugados (DC).

Quadrados médios

Causas de Variacao G. L.

IP DC
Tratamentos 4 2.705,2047** 0,2312**
Tempos de aguecimento 5 2.678,0090** 0,1734**
Tratamentos x tempos de aquecimento 20 443,4370** 0,0316**
Residuo 30 0,0594 0,0000
Desvio padrao 0,2343 0,0059
Coeficiente de variacao (%) 1,35 1,22

** Significativo (p < 0,01).
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Capitulo 4

Influéncia dos extratos de shiitake (Lentinus edodes) e cogumelo do sol
(Agaricus blazei) sobre a retencao de tocoferois em dleo de soja em teste de
estocagem acelerada



RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos extratos
metandlicos de shiitake e cogumelo do sol sobre a retencao de tocoferdis em 6leo
de soja, quando submetido ao teste de estocagem acelerada. Os tratamentos:
Controle (6leo de soja sem antioxidantes), TBHQ (6leo de soja + 100 mg/kg de
TBHQ), BHT (6leo de soja + 100 mg/kg de BHT), Shiitake (6leo de soja + 3.500
mg/kg de extrato de shiitake) e Cogumelo do sol (éleo de soja + 3.500 mg/kg de
extrato de cogumelo do sol) foram preparados e submetidos ao teste de
estocagem acelerada em estufa, a 60°C durante 15 dias. As amostras foram
recolhidas a cada 3 dias e analisadas quanto aos teores de acidos graxos livres e
de tocoferdis naturalmente presentes no 6leo de soja adicionado de extratos de
cogumelo. Além disso, as amostras também foram analisadas diariamente quanto
ao ganho de massa. Os resultados demonstraram que tanto os antioxidantes
sintéticos quanto os naturais foram eficientes contra a formagéo de acidos graxos
livres, pois, ao final do aquecimento, apresentaram teor de acidos graxos livres
inferior a 0,3%, limite estabelecido pela legislacdo brasileira. Quanto ao ganho de
massa, o tempo requerido para se alcancar 0,5% de aumento de massa foi de 13
dias para o TBHQ e 15 para o Cogumelo de sol. Os tratamentos TBHQ e
Cogumelo do sol contribuiram, também para a retengdo dos tocoferois totais e
seus isdbmeros no 6leo submetido a estocagem acelerada, sendo que ao final de
15 dias de aquecimento, o teor de tocoferdéis totais para o TBHQ foi de 457,50
mg/kg e para o Cogumelo do sol, 477,20 mg/kg. Os resultados revelaram o
cogumelo do sol como um potente antioxidante para a estabilidade do 6leo de

soja.

Palavras-chave: cogumelos, acidos graxos livres, ganho de massa, teor residual

de tocoferoéis.
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1. INTRODUCAO

A oxidagao lipidica é a principal causa da perda de qualidade dos
alimentos gordurosos durante o processamento e estocagem. Esta degradacgao
pode causar alteragdes do sabor, odor e coloracdo além de destruir vitaminas
lipossoluveis e éacidos graxos poliinsaturados. A industria de alimentos tenta
minimizar esta deterioracdo com o uso de antioxidantes sintéticos como BHA,
BHT e TBHQ. No entanto, o uso destes aditivos é estritamente controlado devido
aos danos que podem causar a salde humana (GONZALEZ-MONTELONGO;
LOBO; GONZALEZ, 2010).

No Canada e Comunidade Européia o uso de TBHQ nao é permitido
(REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002); o Codex Alimentarium limita em 200
mg/kg o uso de BHT e TBHQ em 6leos vegetais (FAO, 2010) e, no Brasil, 0 uso
de antioxidantes é controlado pelo Ministério da Saude que preconiza 100 mg/kg
a concentragdo maxima permitida para BHT e 200 mg/kg para TBHQ (BRASIL,
2001).

A crescente preocupacdo sobre a seguranga alimentar por parte dos
consumidores induz a industria alimenticia a buscar alternativas mais seguras e
naturais que possam substituir os antioxidantes sintéticos.

Muitos pesquisadores tém se dedicado a busca de compostos naturais a
partir de sub-produtos como bagacos de uva (LAFKA; SINANOGLOU; LAZOS,
2007; PINELO et al., 2005), casca de laranja (XU et al., 2008), casca de roma (LI
et al., 2006) e carambola (SHUI; LEONG, 2006).

Cogumelos também tém sido alvo de pesquisas por apresentarem
quantidades significativas de compostos fendlicos além de algumas variedades,
como o shiitake e o cogumelo do sol, proporcionarem o fortalecimento do sistema
imunolégico quando consumidos freqientemente (CHOI et al., 2006; HUANG;
MAU, 2006). A agao in vivo dos cogumelos também foi avaliada no tratamento de
diabetes, hipertensdo e hepatite (FORTES, NOVAES, 2006). Porém, poucas
pesquisas sado dedicadas em avaliar a agdo antioxidante dos extratos de
cogumelos frente a oxidagéo lipidica.

Uma das medidas de qualidade é o teor de acidos graxos livres presentes
em Oleos vegetais. A acidez de um éleo é uma das suas principais caracteristicas

e tem importante impacto sobre seu preco e qualidade e seu aumento deve-se a
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hidrélise de triacilglicerdis (ARAUJO, 2006). O ganho de massa sofrido pela
amostra lipidica também é uma medida da oxidagédo, ja que determina a
assimilacdo de oxigénio pelas insaturacbes dos &cidos graxos (IQBAL;
BHANGER, 2007).

Os tocoferbis sdo compostos monofendlicos, existentes em vegetais,
principalmente em sementes de oleaginosas e folhas, que possuem atividade
antioxidante e de vitamina E. A nomenclatura desses compostos recebe o prefixo
de a, B, vy € 8, dependendo do numero e posigdo do grupo metila ligado ao anel
aromatico. O a-tocoferol € o composto que apresenta maior atividade de vitamina
E (MAU et al., 2004; YANG; LIN; MAU, 2002).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia dos
extratos metandlicos de shiitake e de cogumelo do sol sobre a retengdo de
tocoferdis em 6leo de soja, quando submetido ao teste de estocagem acelerada.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material
2.1.1. Cogumelos

Cerca de 4,0 kg do cogumelo shiitake in natura, produzido e
comercializado na regidao de Salto/SP, no més de abril/2009, depois de embalado
e resfriado, foi enviado diretamente ao Laboratério de Oleos e Gorduras do
Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos da UNESP. O cogumelo
do sol in natura foi adquirido na regidao de Séao José do Rio Preto/SP durante os
meses de abril, maio e setembro/2009 totalizando cerca de 3,0 kg. Imediatamente
apds sua colheita foi lavado e encaminhado ao Laboratério de Oleos e Gorduras
do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos da UNESP.

As amostras foram congeladas a -30°C por um tempo minimo de 24
horas, liofilizadas em liofilizador da marca Liotop modelo L101 e trituradas em um
moinho marca Eberle, modelo 2508.001-2. O p6 obtido foi armazenado em
recipientes plasticos escuros, vedados com tampas de rosca e devidamente

rotulados, para analises posteriores. Depois de trituradas, as amostras de
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cogumelo do sol foram homogeneizadas a fim de minimizar possiveis variacoes

entre os lotes.

2.1.2. Oleo

Para a analise da estabilidade oxidativa utilizou-se o éleo de soja refinado
sem adicao de antioxidantes sintéticos (TBHQ e &cido citrico), da marca Cargil
Agricola S/A, adquirido em embalagens de 900 mL no comércio local de Sao José
do Rio Preto/SP.

2.1.3. Extratos e antioxidantes

De acordo com as andlises de atividade antioxidante realizadas pelos
métodos DPPH® e B-caroteno/acido linoléico, o extrato metandlico obtido por
extragdo lenta (shaker, 3 horas, 120 rpm) foi aplicado ao 6leo de soja por
apresentar maior atividade antioxidante. A obtencdo do exirato foi feita numa
proporcao de 1:10 (8 g de cogumelo e 80 mL de metanol), ao abrigo de luz e a
temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 3.000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante filtrado com bomba a vacuo e submetido ao evaporador
rotativo sob pressdo reduzida a 40°C. O extrato seco foi pesado e ressuspenso
em metanol, obtendo-se uma solugao-estoque contendo 1,0 grama de extrato
para cada 10,0 gramas de solvente metanol (1:10), utilizada para aplicagéo direta
no 6leo de soja.

Os antioxidantes sintéticos Terc butil hidroquinona (TBHQ) (100 mg/kg) e
butil hidroxitolueno (BHT) (100 mg/kg) foram utilizados na forma comercial,

fornecidos pela empresa Danisco S/A.

2.2. Ensaio experimental

Foram submetidos ao teste acelerado em estufa o0s seguintes
tratamentos: Controle (éleo de soja sem antioxidantes), TBHQ (6leo de soja + 100
mg/kg de TBHQ), BHT (6leo de soja + 100 mg/kg de BHT), Shiitake (6leo de soja
+ 3.500 mg/kg de extrato de shiitake) e Cogumelo do sol (éleo de soja + 3.500
mg/kg de extrato de cogumelo do sol). Os tratamentos foram mantidos por 15 dias

90



em estufa aquecida a 60°C, utilizando-se béqueres de 50 mL contendo 30 mL de
amostra com relacdo superficie/volume 0,4 cm”. Todas as amostras, em
diferentes intervalos de tempo (0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias), foram recolhidas e
inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a temperatura aproximada de
-18°C até o momento das andlises de teores de &cidos graxos livres e de
tocoferdis presentes naturalmente no éleo de soja adicionado de extratos de
cogumelos. Simultaneamente foi conduzido o teste de ganho de massa, no qual
placas de Petri contendo as amostras de 6leos eram retiradas diariamente da
estufa para pesagem.

2.3. Métodos
2.3.1. Acidos graxos livres

Denomina-se grau de acidez a porcentagem de &cidos graxos livres que
estdo contidos em um 6leo, expressos como acido oléico. Oleos e gorduras, na
presenca de umidade e calor sdo susceptiveis a hidrélise provocando a quebra do
triacilglicerol, liberando acidos graxos. Esta hidrélise é acelerada na presenca de
minerais metalicos, luz e temperatura elevada. O método usado é o proposto pela
American Oil Chemists’ Society Cd 8-53 (AOCS, 1993).

2.3.2. Ganho de massa

Na andlise de ganho de massa, 2,0 g de cada amostra de 6leo foram
pesados em placas de Petri e colocados em estufa a 60°C. A taxa de oxidagéo,
em termos de ganho de massa, foi medida a cada 24 horas num intervalo de 16
dias. O indice de estabilidade foi definido como o tempo requerido para um
aumento de massa de 0,5% (IQBAL; BHANGER, 2007).

2.3.3. Tocoferodis
Para a analise cromatografica de tocoferois, realizada segundo o método
AOCS Ce 8-89 (1997), foi utilizado o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia,

marca Varian, modelo Pro Star 210, equipado com detector de fluorescéncia. De
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acordo com as condicoes da analise, foi utilizada a coluna de silica de 250 x 4,6
mm com poros de 5 um, fluxo de 1,2 mL/min, comprimento de onda de excita¢ao
em 290 nm e de emissao em 330 nm e como fase mével a mistura de 99,5% de
n-hexano e 0,5% de isopropanol, todos com grau de pureza para CLAE. A
identificagéo de tocoferois foi feita por comparagédo com o tempo de retengédo dos
padroes marca Sigma grau de pureza 95%. Estes foram quantificados por

padronizacao externa e os teores de tocoferdis expressos em termos de mg/kg.
2.4. Analise estatistica

Os resultados obtidos para acidos graxos livres, ganho de massa e
tocoferdis, em duplicata, foram submetidos a analise de variancia para estudar a
influéncia dos fatores (tratamentos e tempos de aquecimento) sobre a alteracao
das amostras de 6leos submetidos a estocagem acelerada. O experimento foi
realizado em esquema fatorial no delineamento inteiramente casualizado
(BANZATTO; KRONKA, 2006). A analise de variancia e o teste de Tukey para as
médias a 5% foram obtidos por meio do programa ESTAT, versao 2.0 (UNESP,
1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Acidos graxos livres

O Apéndice 1 apresenta a andlise de variancia para a determinacdo de
acidos graxos livres, utilizando os valores obtidos ao longo do periodo de
estocagem acelerada. Observa-se que o teste foi significativo (p < 0,01) para os
tratamentos, tempos de aquecimento e sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se
ao desdobramento da interacdo, cujos resultados estao representados na Tabela
1.

Observa-se que para os tratamentos Controle, TBHQ e BHT houve
aumento no valor de acidos graxos livres ao longo do tempo de aquecimento. O
Shiitake apresentou maior porcentagem de acidos graxos livres no tempo zero e,
nos demais tempos a porcentagem permaneceu constante. O teor de acidos

graxos livres do tratamento Cogumelo do sol também foi elevado no tempo zero,
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porém sofreu uma redugéo significativa no 3° dia e prosseguiu com aumento ao
longo do tempo de aquecimento.

Tabela 1 — Médias de acidos graxos livres (%, em &cido oléico) para a interagao

tratamentos x tempos de aquecimento.

Tempos de aquecimento (dias)

Tratamentos

0 3 6 9 12 15
Controle 0,201%¢ 0,211%%%  0,220°" 0,229°* 0,236%* 0,250*"
TBHQ 0,194°C 0,201°* 0,209%°* 0,214%®* 0,222%" (,227%8
BHT 0,194°°  0,206°* 0,207°* 0,212%* 0,218%* 0,228%°
Shiitake 0,275% 0,217°* 0,221"* 0,213°* 0,229°* (,227°®

Cogumelo do sol  0,343** 0,201%  0,204°* 0,217°%* 0,220°* 0,224°8

Controle (6leo de soja); TBHQ (6leo de soja + 100 mg/kg de TBHQ); BHT (bleo de soja + 100 mg/kg de BHT);
Shiitake (6leo de soja + 3.500 mg/kg de extrato de shiitake); Cogumelo do sol (6leo de soja + 3.500 mg/kg de
extrato de cogumelo do sol).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05);

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Analisando os tratamentos para cada tempo, verifica-se que entre 0 3°e o
122 dia ndo houve diferenca significativa entre as médias de acidos graxos livres.
Esta diferenca foi verificada no ultimo dia de aquecimento, sendo que apenas o
controle diferiu dos demais tratamentos, demonstrando a eficiéncia de todos os
antioxidantes na prevencado do aumento da acidez.

O limite maximo de acidez para 6leo de soja refinado estabelecido pela
ANVISA ¢ de 0,3 g de acido oléico/100 g de amostra (Brasil, 1999). Verifica-se,
pela Tabela 1, que todos os tratamentos permaneceram dentro do limite
estabelecido ao final dos 15 dias de aquecimento.

Em estudo realizado por Igbal e Bhager (2007), o teor de acidos graxos
livres foi determinado. Os autores adicionaram extrato de alho em éleo de girassol
em concentragdes de 250, 500 e 1.000 mg/kg e compararam com 0S
antioxidantes sintéticos BHT e BHA (200 mg/kg). Ao submeterem as amostras a
estocagem acelerada por 24 dias observaram que, com excegao do controle,
todas as amostras apresentaram acidos graxos livres inferiores a 0,2 mg de acido
oléico/100 g.

A qualidade do 6leo de girassol também foi avaliada por Zhang et al.
(2010). Os autores verificaram que apés 21 dias de estocagem do 6leo a 60°C, o
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teor de acidez no tratamento com o extrato de alecrim (200 mg/kg) foi 0,38
mg/100 g, enquanto os tratamentos BHA, BHT e TBHQ (200 mg/kg)
apresentaram 0,46, 0,34 e 0,2 mg/100 g de acidos graxos livres, demonstrando
que o antioxidante sintético TBHQ protegeu mais o éleo contra os efeitos da

oxidagao.

3.2. Ganho de massa

A verificacdo do ganho de massa é empregada para estimar a quantidade
de oxigénio adicionada as moléculas insaturadas da amostra lipidica e também
para acompanhar a formagao de hidroperoxidos durante a oxidacdo. O ganho de
massa foi medido para todas as amostras em intervalos de tempo de 24 horas
durante 16 dias e os resultados, em porcentagem, estdo na Figura 1.
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Figura 1 — Ganho de massa dos tratamentos submetidos a estocagem acelerada.

Na Figura 1 observa-se que os tempos requeridos para alcangar 0,5% de
aumento de massa foram 10, 13, 10, 11 e 15 dias para o Controle, TBHQ, BHT,
Shiitake e Cogumelo do sol, respectivamente. Segundo Evans et al. (1973), cada
dia de estocagem em estufa a 60°C equivale a um més de estocagem em

temperatura ambiente. Inicialmente, 0 ganho de massa néo foi significativo, mas
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um aumento repentino péde ser observado em todas as amostras seguido de
declinio para Controle, TBHQ, BHT e Shiitake ao longo da estocagem. O declinio
do ganho de massa se deve ao fato de que os perdxidos, produtos primarios da
oxidagdo formados durante o periodo de estocagem acelerada, podem ser
degradados em compostos de baixa massa molecular inclusive substancias
volateis.

O Controle manteve-se estavel até o 9°? dia, seguido de repentino
aumento até o 112 dia assumindo o maximo de 4,71% de aumento de massa, com
posterior decréscimo até o final do periodo de estocagem. O tratamento BHT
apresentou comportamento similar ao Controle, assumindo maior ganho de
massa em 11 dias de aquecimento, com 4,18%. O Shiitake mostrou-se eficiente
contra a oxidagdo até o 11° dia de aquecimento, sendo que o maximo valor
apresentado foi 4,05% ap6s 13 dias de estocagem. O TBHQ ndo apresentou
aumento significativo da massa até o 13 dia, ja o Cogumelo do sol conseguiu
esta protecao até o 15° dia, seguido de aumento subito, mostrando-se mais
eficiente na protegéo do 6leo contra a oxidagao frente aos demais tratamentos.

O Apéndice 2 apresenta a analise de variancia para o ganho de massa,
utilizando os valores obtidos ao longo da estocagem acelerada. Observa-se que o
teste foi significativo (p < 0,01) para os tratamentos, tempos de aquecimento e
sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se ao desdobramento da interagédo, cujos
resultados estéo representados na Tabela 2.

E possivel constatar que entre os tempos 12 e 14 dias o tratamento
TBHQ sofreu aumento de 10,5 vezes em sua massa, demonstrando a limitagao
do antioxidante comercial em prolongar a vida de prateleira do 6leo de soja. Até o
8¢ dia de aquecimento ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. No
tempo correspondente a 10 dias somente o Controle e o BHT diferiram
estatisticamente dos demais tratamentos. Portanto, conforme a Figura 1 e Tabela
2, pbde-se observar que a protecao contra a oxidacdo do 6leo de soja foi mais
bem evidenciada pelo Cogumelo do sol, seguido do TBHQ e Shiitake.

Igbal e Bhanger (2007) acompanharam o ganho de massa do éleo de
girassol adicionado de extrato de alho (250, 500 e 1.000 mg/kg) submetido a
estocagem acelerada durante 14 dias a 65°C. Como comparacao utilizaram BHT

a 200 mg/kg. Verificaram que o extrato de alho a 1.000 mg/kg foi o mais eficiente
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na protecdo do d6leo, seguido pelo BHT. O dleo de girassol sem adicao de
antioxidantes, ao contrario do 6leo de soja, apresentou ganho de massa logo nos
primeiros dias de estocagem. Isto mostra que o 6leo de girassol é mais suscetivel
a oxidacéao ja que o seu teor de insaturacio (89%) é maior em relagdo ao 6leo de
soja (83,4%).

3.3. Tocoferéis

A retengao de tocoferéis no éleo de soja é uma maneira de se avaliar a
eficiéncia dos extratos de cogumelos adicionados ao 6leo durante a estocagem
acelerada e compara-los com os antioxidantes sintéticos.

O Apéndice 3 mostra a andlise de variancia para a retencao de tocoferois
ao longo da estocagem acelerada. Como observado, o teste foi significativo (p <
0,01) para os efeitos tratamentos, tempos de aquecimento e sua interacdo. Desta
forma procedeu-se ao desdobramento da interacdo, cujos resultados estéo
expressos na Tabela 3.

Observa-se que os teores de a-tocoferol permaneceram constantes nos
tratamentos TBHQ e Cogumelo do sol, enquanto nos demais tratamentos os
teores deste isdbmero decresceram com o tempo de aquecimento. Ao final de 15
dias verificou-se que nao houve diferenca significativa no teor de a-tocoferol para
os tratamentos TBHQ e Cogumelo do sol assim como para o Controle e o BHT.

O unico tratamento que efetivamente protegeu os teores de B-tocoferol foi
o Cogumelo do sol. Para os demais tratamentos, foi observado um leve
decaimento da quantidade do referido isémero, principalmente ao final do
processo de estocagem. O TBHQ e Cogumelo do sol foram estatisticamente
iguais aos 15 dias, da mesma forma como foram o Controle, o BHT e o Shiitake.

Os teores de y-tocoferol foram mantidos ao longo do aquecimento por
todos os tratamentos, exceto pelo Shiitake que apresentou queda significativa nos
tempos 12 e 15 dias. Do mesmo modo como foi observado no isbmero anterior,
ao final dos 15 dias, o TBHQ e Cogumelo do sol foram estatisticamente iguais
assim como o Controle, BHT e Shiitake.
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Tabela 3 — Médias dos teores de tocoferdis e de seus homologos (mg/kg) para a

interacdo tratamentos x tempos de aquecimento.

Tempos de aquecimento (dias)

Tratamentos

0 3 6 9 12 15
a-tocoferol
Controle 55,757 57,35 49,45 33,207 21,90% 12,10%
TBHQ 60,107 60,20%"" 55,30*Y  55,50%° 57,95 57,65
BHT 60,50°%¢ 61,40°"° 58,607° 48,55 31,20% 17,05%
Shiitake 62,75 65,20 63,30°** 62,15 45,25 44,45
Cogumelo do Sol  66,202" 65,30 64,70% 63,85 61,90 63,00
B-tocoferol
Controle 5,5% 6,40 5,05> 5,00™ 4,90™ 5,15%
TBHQ 6,30™" 6,15™" 6,40*" 5,95 6,20™" 5,5
BHT 6,25°° 6,15 6,30*" 6,45 6,15 5,05
Shiitake 6,502" 6,25 6,30*" 6,26™ 6,25 4,70°°
Cogumelodo sol 5,7 5,80% 5,75 6,2 5,96 6,00
y-tocoferol
Controle 266,30 283,15 256,80 269,70 261,00 254,65
TBHQ 303,6** 289,90°°°  294,35"  284,40°°° 305,70  304,90*"
BHT 317,75 317,30°*°  320,95*  300,05°"° 284,20*"° 269,45
Shiitake 311,95*  321,50**  317,10** 317,95®" 289,55"*° 241,10®°

Cogumelo do sol 324,25 316,35*"%  322,80** 323,55  305,65**  317,75*"
&-tocoferol

Controle 81,15® 82,20% 80,107 82,75% 80,057 80,057
TBHQ 85,154° 85,20%° 83,25*°°  80,85" 86,35 89,45
BHT 88,45 88,85°"" 89,55"° 90,20 87,70 86,55
Shiitake 92,50 93,15 92,00 88,40 87,35 72,80

Cogumelo do sol ~ 93,05* 83,70 89,60  89,90™*  87,85®"  90,45™*
Tocoferois Totais

Controle 408,70™° 429,10  391,40™° 390,65 367,85°° 351,95%
TBHQ 455,25 441,45%°° 439,30  426,70°°° 456,20""  457,50*"
BHT 472,50** 473,70°%°  475,40°"°  44525%"° 409,25°°° 378,10%°
Shiitake 473,70°" 486,10  478,50*"° 474,75  428,40°"° 363,05

Cogumelo do sol 489,45 466,20"%°  482,85*"  483,34*"  461,35** 477,20

Controle (6leo de soja); TBHQ (6leo de soja + 100 mg/kg de TBHQ); BHT (bleo de soja + 100 mg/kg de BHT);
Shiitake (6leo de soja + 3.500 mg/kg de extrato de shiitake); Cogumelo do sol (6leo de soja + 3.500 mg/kg de
extrato de cogumelo do sol).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05);

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Todos os tratamentos exerceram protecao também para o 6-tocoferol. No
Controle, TBHQ e BHT, os teores deste isémero permaneceram constantes. Ja no
Shiitake foi observada queda somente no 15° dia, enquanto para o Cogumelo do
sol houve queda no 3¢ dia de aquecimento, mas o teor foi mantido no restante da
estocagem.

Para os teores de tocoferois totais, verificou-se que o efeito protetor do
Controle e do BHT foram decrescentes ao longo da estocagem, sendo que ao
final de 15 dias o éleo apresentou 351,95 e 378,10 mg/kg de tocoferdis totais,
respectivamente. O Shiitake foi efetivo na protecdo dos tocoferois totais do 6leo
de soja até o 9° dia de estocagem, apresentando 363,05 mg/kg de tocoferdis no
tempo 15 dias, estatisticamente igual ao Controle e BHT. Para os tratamentos
TBHQ e Cogumelo do sol ndo houve redugao do teor de tocoferdis totais ao longo
do tempo de estocagem apresentando, em média, 446,07 e 476,73 mg/kg de
tocoferdis totais, respectivamente.

De maneira geral, observou-se que o efeito dos tratamentos sobre o teor
de tocoferdis totais e seus homodlogos foi mais significativo se comparado ao
efeito dos tempos de aquecimento. Isso se deve ao fato do ensaio ter sido
conduzido em temperatura branda, ou seja, 60°C. Trabalhos em que séao
realizadas termoxidacdes do 6leo, onde sdo simulados os processos de fritura,
temperaturas mais severas sao aplicadas ao 6leo, chegando a 180°C. Nestes
casos, € possivel observar de maneira mais explicita a perda do efeito protetor
dos tocoferois por parte dos antioxidantes (ANGELO; JORGE, 2008; RAMALHO;
JORGE, 2005).

Para melhor avaliagdo da protecéo dos tocoferéis presentes naturalmente
em O6leo de soja, foi calculado o teor residual (%) dos tocoferdis ao longo do
periodo de estocagem. Estes valores estao representados na Figura 2.

Observa-se que a degradacgao dos tocoferdis so foi significativa, ou seja,
menor que 50%, para os tratamentos Controle e BHT no homdlogo a-tocoferol.
Com excecao do Controle, todos os tratamentos protegeram o a-tocoferol do 6leo
de soja até o 6° dia de estocagem e, a partir do 9° dia ja foi observada a perda de
a-tocoferol para o BHT. Ao final do ensaio, o antioxidante que se mostrou mais
eficaz na retencao de a-tocoferol foi o TBHQ (95,18%), seguido pelo extrato de
cogumelo do sol (95,17%), extrato de shiitake (70,84%), BHT (28,18%) e,
finalmente o controle (21,17%).
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Figura 2 — Teor residual (%) de tocoferdis totais e seus homélogos em éleo de

soja adicionado de antioxidantes.
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Dentre todos os tratamentos, o que menos promoveu a retencdo dos
tocoferdis totais e dos isdbmeros B, y e & no 6leo de soja ao final do tempo de
estocagem foi o Shiitake que, em média, apresentou 76,23% de tocoferdis
residuais. Para o teor de tocoferéis totais, os tratamentos que mais se destacaram
foram TBHQ e Cogumelo do sol, com 100 e 97,5% de teor residual de tocoferdis,
seguidos do Controle, 86,11%, BHT, 80,02% e Shiitake, 76,64%.

A Figura 3 representa os cromatogramas do Cogumelo do sol nos tempos
0 dia (a) e 15 dias (b) de aquecimento, respectivamente.

a) Cogumelo do sol (0 dia)

b) Cogumelo do sol (15 dias)

Figura 3 — Cromatogramas do Cogumelo do sol nos tempos 0 (a) e 15 dias (b) de
aquecimento.

Ramalho e Jorge (2008) encontraram fator de retencéo de 95% para o

6leo de soja adicionado de extrato de alecrim (1.000 mg/kg) submetido ao tempo
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de 10 horas de termoxidacdo e de 70% para o 6leo de soja natural, mostrando
boa eficiéncia do alecrim em proteger o éleo de soja. Para o mesmo periodo de
termoxidacao, Angelo e Jorge (2008) determinaram 26,70% de retengédo de o-
tocoferol para o éleo de girassol, sendo que ao final de 30 horas, este valor caiu
para 4,0%.

4. CONCLUSOES

O extrato de cogumelo do sol e o TBHQ foram os antioxidantes mais
eficientes na retencao de a-tocoferol presente naturalmente no éleo de soja. Em
todos os tratamentos, os isémeros B, y e O&-tocoferol apresentaram-se mais
resistentes ao periodo de estocagem quando comparados ao a-tocoferol, com
teores residuais elevados ao final de 15 dias de estocagem. Com relagéo a
retencao dos teores de tocoferois totais, o TBHQ e o Cogumelo do sol foram os
mais eficientes, seguidos do BHT, Shiitake e Controle. Sendo assim, os extratos
naturais de cogumelos podem ser aplicados em 6leos vegetais como uma forma

de reduzir a degradacgao provocada pela oxidacao lipidica.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANGELO, P. M.; JORGE, N. Antioxidant evaluation of extract and ascorbyl
palmitate in sunflower oil under thermoxidation. Journal of the American Oil
Chemist’s Society, Chicago, v. 85, n. 11, p. 1045-1049, 2008.

AOCS. AMERICAN OIL CHEMISTS SOCIETY. Official methods and
recommended practices of the American Oil Chemists’ Society. Champaign:
AQCS, 1997.

AOCS. AMERICAN OIL CHEMISTS SOCIETY. Official methods and
recommended practices of the American Oil Chemists’ Society. Champaign:
AQCS, 1993.

ARAUJO, J. M. A. Oxidagdo de lipidios em alimentos. In.: Araljo, J. M. A.
Quimica de alimentos: teoria e pratica. 3 ed. Vigosa: Editora UFV, 2006. p. 1-67.

BANZATTO, D. A.; KRONKA, S. N. Experimentacao agricola, 4. ed. Jaboticabal:
Editora Funep, 2006, 237p.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Comiss&o Nacional de Normas e Padres
para Alimentos. Resolugdo n° 04/88. In: ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS

102



INDUSTRIAS DE ALIMENTAGCAO, Compéndio da Legislacdo de Alimentos.
Sao Paulo: ABIA, 2001. v.1, p. 3-26.

BRASIL. Resolugdo n° 482, de 23 de setembro de 1999. Regulamento técnico
para fixagcdo de identidade e qualidade de 6leos e gorduras vegetais. Diario
Oficial da Uniao, Brasilia, DF, v. 196, 13 out. 1999. Secéo |, p. 82-87.

CHOI, Y. et al. Influence of heat treatment on the antioxidant activities and
polyphenolic compounds of shiitake (Lentinus edodes) mushroom. Food
Chemistry, London, v. 99, n. 2, p. 381-387, 2006.

EVANS, C. D. et al. Long-term storage of soybean and cotton salad oil. Journal of
American Oil Chemists’ Society, Chicago, v. 50, n. 28, 218-222, 1973.

FAO - Food and Agriculture Organization. Disponivel  em:
<http://www.codexalimentarius.net/gsfaonline/additives/details.htm|?id=189>.
Acesso em: 02 maio 2010.

FORTES, R. C.; NOVAES, M. R. C. G. Efeitos da suplementacao dietética com
cogumelos Agaricales e outros fungos medicinais na terapia contra o cancer.
Revista Brasileira de Cancerologia, Rio de Janeiro, v. 54, n. 4, p. 363-371,
2006.

GONZALEZ-MONTELONGO, R., LOBO, M. G., GONZALEZ, M. The effect of
extraction temperature, time and number of steps on the antioxidant capacity of
methanolic banana peel extracts. Separation and Purification Technology, New
York, v. 71, n. 1, p. 347-355, 2010.

HUANG, S. J.; MAU, J. L. Antioxidant properties of methanolic extracts from
Agaricus blazei with various doses of y-irradiation. Lebensmittel Wissenschaft
Technologie — Food Science and Technology, London, v. 39, n. 7, p. 707-716,
2006.

IQBAL, S.; BHANGER, M. |. Stabilization of sunflower oil by garlic extract during
accelerated storage. Food Chemistry, London, v. 100, n. 1, p. 246-254, 2007.

LAFKA, T. I.; SINANOGLOU, V.; LAZOS, E. S. On the extraction and antioxidant
activity of phenolic compounds from winery wastes, Food Chemistry, London, v.
104, n. 3, p. 1206-1214, 2007.

LI, Y. et al. Evaluation of antioxidant properties of pomegranate peel extract in
comparison with pomegranate pulp extract. Food Chemistry, London, v. 96, n. 2,
p. 254-260, 2006.

MAU, J. L. et al. Antioxidant properties of methanolic extracts from Grifola
frondosa, Morchella esculenta and termitomyces albunosus mycelia. Food
Chemistry, London, v. 87, n. 1, p. 111-118, 2004.

PINELO, M. et al. Effect of solvent, temperature and solvent-to-solid ratio on the
total phenolic content and antiradical activity of extracts from different components
of grape pomace. Journal of Agricultural and Food Chemistry, Easton v,. 53, n.
6, p. 2111-2117, 2005.

103



RAMALHO, V. C.; JORGE, N. Antioxidant action of Rosemary extract in soybean
oil bubmitted to the thermoxidation. Journal of the American Oil Chemist’s
Society, Chicago, v. 59, n. 2, p. 128-131, 2008.

REISCHE; D. W.; LILLARD, D. A.; EITENMILLER, R. R. Antioxidants. In: AKOH,
C. C.; MIN, D. B. Food lipids: chemistry, nutrition and biotechnology. 2. ed. New
York: Marcel Dekker, 2002. p. 489-516.

SHUI, G.; LEONG, L. P. Residue from star as valuable source for functional food
ingredients and antioxidant nutraceuticals. Food Chemistry, London, v. 97, n. 2,
p. 277-284, 2006.

UNESP, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, ESTAT — Sistema para
Analises Estatisticas, Versao 2.0, Jaboticabal, 1999, 1 disquete.

XU, G. H. et al. Minerals, phenolic compounds, and antioxidant capacity of citrus
peel extract by hot water. Journal of Food Science, Chicago, v. 73, n. 1, p. 11-
18, 2008.

YANG, J. H.; LIN, H. C.; MAU, J. L. Antioxidant properties of several commercial
mushrooms. Food Chemistry, London, v. 77, n. 2, p. 229-235, 2002.

ZHANG, Y. et al. Oxidative stability of sunflower oil supplemented with carnosic

acid compared with synthetic antioxidants during accelerated storage. Food
Chemistry, London, v. 118, n. 3, p. 656-662, 2010.

104



6. APENDICES

Apéndice 1 — Analise de variancia para a determinacao de acidos graxos livres.

Causas de Variacao G. L. Quadrados Médios
Tratamentos 4 0,0014**
Tempos de aquecimento 5 0,0016**
Tratamentos x tempos de aquecimento 20 0,0016**
Residuo 30 0,0000
Desvio padrao 0,0061

Coef. de variacao (%) 2,75

** Significativo (p < 0,01).

Apéndice 2 — Andlise de variancia para a determinagao do ganho de massa.

Causas de Variacao G. L. Quadrados Médios
Tratamentos 4 2,6313**
Tempos de aquecimento 7 13,0526™*
Tratamentos x tempos de aquecimento 28 1,7313**
Residuo 40 0,0170
Desvio padréao 0,1305

Coef. de variagao (%) 12,51

** Significativo (p < 0,01).
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