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RESUMO

Cogumelos pertencem ao Reino Fungi e séo utilizados para diversos fins, como por exemplo, na
culinéria, na medicina, como alucindgenos, com fins ornamentais, porém também ha aqueles que
sdo venenosos. Houve um aumento no interesse na producdo e consumo de cogumelos
comestiveis, particularmente no género Pleurotus. O cultivo do Pleurotus pode ser realizado em
diversos substratos como a polpa de café, cana de aclcar e farelos de trigo, entre outros. A
composicdo quimica do cogumelo é influenciada pelo substrato em que é cultivado podendo
ocorrer a absorcéo e/ou modificacdo de compostos originalmente presentes no substrato. O estudo
focou o Pleurotus ostreatus, cujo nome popular no Japdo é Hiratake, e € o quarto cogumelo
comestivel mais consumido no mundo, chamado comumente de carne vegetariana por ser rico em
proteinas. Este estudo teve como objetivo principal determinar o teor de cafeina em cogumelos
comestiveis do género Pleurotus, inoculados com sementes desenvolvidas em substrato a base de
residuo de café e inoculadas em feno e cogumelos produzidos diretamente na semente de cafe,
sem uso do feno. Adicionalmente, almejou-se a identificacdo por CG-EM de compostos presentes
nos extratos metanolicos do cogumelo. A otimizacéo foi feita utilizando planejamento fatorial 22
para 0 processo de extracdo de cafeina, seguida da validagdo do método de determinagdo por
CLAE-UV. Constatou-se que o cogumelo inoculado diretamente na semente de café, sem o uso
do feno, absorveu a cafeina pelo seu micélio, e as concentracBes encontradas no cogumelo
liofilizado variaram de 589,6 a 975,0 pg/g. J& os cogumelos inoculados com sementes
desenvolvidas em substrato a base de residuo de café e inoculadas em feno, apresentaram valores
de cafeina abaixo do limite de quantificacdo. Em relacdo aos flavonoides, as amostras
apresentaram teores entre 45,12 e 114,31 nug/g. No entanto, o cogumelo crescido com
sementes de café ainda contem quantidades significativas de compostos fendlicos e, em
particular, o cogumelo cultivado diretamente na semente de café mostrou uma maior atividade
antirradicalar em relacdo aos demais. Por fim, foram identificados por CG-EM acidos graxos,
terpenos e esterdis presentes nas amostras de cogumelo. Foi confirmada a presenca de cafeina
somente nos extratos dos cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas em substrato a
base de residuo de café e inoculadas em feno e nos extratos produzidos diretamente na
semente de café, sem uso do feno, demonstrando que cogumelos podem absorber cafeina a

partir do substrato.



ABSTRACT

Mushrooms are fungi which are used for various purposes, such as in cuisine, medicine, as
hallucinogens, ornamental purposes, although there are also those which are poisonous. There has
been an increasing interest in producing and consuming edible mushrooms, particularly those
belonging to the genus Pleurotus, due to its easy availability. Fermentation of Pleurotus can be
done on diverse substrates such as waste pulp of coffee, sugarcane and wheat brans, among
others. The chemical composition of mushrooms is affected by the substrate because compounds
originally found in substrates may be absorbed or modified by the mushrooms enzymes. The
study focused on the Pleurotus ostreatus, whose popular name in Japan is hiratake, and it is the
fourth most consumed edible mushroom in the world, commonly called vegetarian meat because
its high protein content. This study aimed to determine the caffeine content in edible Pleurotus
mushrooms that were inoculated with seeds developed on caffeic substrates and inoculated into
hay and in mushrooms produced directly on the coffee seed, without using hay. Additionally, we
pursued to identify organic compounds in methanolic extracts of mushrooms using GC-MS.
Caffeine extraction from mushrooms was optimized by factorial design 22 followed by validation
of and HPLC-UV method for caffeine determination. It was found that the fungus inoculated
directly into the coffee seed, without the use of hay, absorbed caffeine through its mycelium and
caffeine concentrations in lyophilized mushrooms ranged between 589.6 to 975.0 nug/g. For
mushrooms grown on coffee residues and inoculated into hay, caffeine was below the limit of
quantification. Regarding the amounts of flavonoids, all samples showed relatively low levels.
However, mushrooms grown in coffee seeds contained significant amounts of phenolic
compounds and, in particular, the mushroom grown directly on the coffee seeds showed greater
antiradical activity than the others. Finally, fatty acids, terpenes and sterols were identified by
GC-MS in the mushroom samples. The presence of caffeine was confirmed only in mushrooms
that had been grown in caffeic substrates, demonstrating that mushrooms can absorb caffeine from

subtrates.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Introdugéo

Os cogumelos sdo pertencentes ao reino Fungi e utilizados para diversas finalidades,
como produto alimenticio, ornamental e medicinal. Algumas espécies de cogumelos possuem
efeitos alucindgenos ou até mesmo venenosos. Como se alimentam de outros seres vivos em
decomposicdo, os cogumelos sdo denominados recicladores da natureza, 0 que destaca sua
grande importancia biologica (HAWKSWORTH, 1995; ZANELLA, 2004).

O cultivo dos cogumelos do género Pleurotus é de grande facilidade e baixo custo.
Esses cogumelos possuem sabor agradavel ao paladar e alto valor nutricional e em sua
constituicdo sdo encontradas proteinas, vitaminas, carboidratos e fibras alimentares.
Dependendo do substrato em que os cogumelos sdo cultivados, eles possuem composicéo e,
por muitas vezes, sabores distintos (FURLANI, 2005) devido a possibilidade de absorcéo de
substancias quimicas presentes nos substratos.

O estudo focard o Pleurotus ostreatus, que € o quarto cogumelo mais consumido no
mundo, chamado comumente de carne vegetariana por ser rico em proteinas. Além disso,
promove beneficios para a salde, reduzindo o nivel do colesterol ruim (LDL) e aumentando o
nivel do colesterol bom (HDL).

No Departamento de Engenharia da UNICENTRO (DEALI) sdo desenvolvidos
processos e inovagdes no cultivo de cogumelos comestiveis. Dentre esses, 0 grupo desenvolve
as chamadas “sementes de cogumelo” em substrato alternativo, no caso, o residuo de café. O
processo se inicia com o isolamento de uma parte interna do pileo do basidioma do cogumelo
para isolamento da linhagem com desenvolvimento do micélio in vitro com repiques
periddicos em tubos de ensaio contendo o meio adequado. O micélio é entdo transferido para
gréos de cereais, geralmente de trigo, os quais sdo envolvidos pelo fungo. Dessa maneira, séo
geradas as “sementes de cogumelo” que podem ser inoculadas em diversos substratos
vegetais, como por exemplo, aqueles provenientes de residuos agroindustriais ou residuos
vegetais, como palha, azevém ou serragem.

As amostras de P. ostreatus, objeto de estudo no presente trabalho, foram cultivadas
com sementes produzidas em residuos de café, que é um substrato rico em cafeina. As
sementes foram inoculadas em feno, devidamente preparado para o cultivo do cogumelo. E

possivel que os compostos presentes nas sementes possam ser adsorvidos pelo micélio do
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fungo e assim, ser encontrado em seu basidioma. Como a cafeina ndo € produto do
metabolismo do cogumelo, essa molécula ndo é encontrada em cogumelos cultivados em
substratos vegetais comuns.

Portanto, devido a comercializacdo de muitos cogumelos comestiveis, 0s quais muitas
vezes sdo cultivados em polpa de café, o teor de cafeina no basidioma do cogumelo deve ser
determinado para se conhecer o possivel aporte & dieta diaria pela ingestdo de cogumelos
comestiveis. Ainda a presenca de cafeina, molécula com propriedades termogénicas, no
cogumelo possibilita novas aplicac@es para esse produto, como por exemplo, seu uso como
suplemento alimentar para o auxilio no controle do peso.

Sabe-se que o café € rico em antioxidantes e acidos fendlicos como os acidos
clorogénicos, portanto torna-se interessante conhecer 0s possiveis teores de flavonoides,
fenolicos totais e atividade antirradicalar de amostras de cogumelo crescidos na semente de
café. Em todo o estudo foi utilizado como controle o cogumelo crescido em semente de trigo
e inoculado no feno para fins de comparagdo do meio de cultivo tradicional com cogumelos

desenvolvidos em substratos ricos em cafeina.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método de extracdo de cafeina de cogumelos comestiveis
Pleurotus ostreatus e um método de determinacdo do teor de cafeina em extratos de
cogumelos pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detecc¢édo
por UV.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Otimizar por planejamento fatorial o processo de extracdo da cafeina a partir dos
cogumelos P. ostreatus.

e Aplicar o método desenvolvido e validado para determinar o teor de cafeina em
extratos de cogumelos P. ostreatus produzidos em residuo de café.

e Determinar os teores de flavonoides, fendlicos totais e a atividade antirradicalar em

extratos metanélicos de cogumelos P. ostreatus.
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e Avaliar o perfil quimico dos extratos de cogumelo P. ostreatus por cromatografia

gasosa com detecgdo por espectrometria de massas.

1.3 Referéncias

FURLANI, R. P. Z.; GODOY, H. T. 2005. Valor nutricional de cogumelos comestiveis: uma
revisao. Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 64, n. 2, p. 149-154.

HAWKSWORTH, D. L.; KIRK, P. M.; SUTTON, B. C.; PEGLER, D. N. 1995. Ainsworth &
Bisby's Dictionary of the Fungi, 82 ed. Cab International, Cambrige.

ZANELLA, J. O beneficio dos cogumelos. 2004. Portal UNESP, n. 193. Disponivel em:
http://www.unesp.br/aci/jornal/193/capa.php. Acessado em novembro de 2014.
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2. CONSIDERACOES GERAIS: COGUMELOS E CAFEINA

2.1 Reino Fungi

H& cinco reinos que dividem os seres vivos existentes no Planeta Terra, séo eles,
Monera, Protista, Fungi, Plantae e Animalia. O Reino Fungi caracteriza-se por englobar
seres eucariontes e, geralmente multicelulares, como bolores, leveduras (unicelulares),
cogumelos, entre outros (TORTORA et al., 2005).

A organizagédo celular dos fungos pode ser classificada em trés tipos: unicelular,
filamentosa ou carnuda. Como unicelular tem-se a levedura, ja os cogumelos possuem
organizacdo celular carnuda e os bolores sdo fungos com estrutura filamentosa (TORTORA et
al., 2005).

Os fungos, em sua maioria, vivem no solo alimentando-se de cadaveres de animais, de
plantas e de outros seres vivos. Ha espécies de fungos que sdo parasitas e também, h& aquelas
qgue vivem trocando beneficios com outros organismos. Porém, independente da grande
variabilidade no modo de vida dos fungos, eles se alimentam por absorcao de nutrientes do
meio (CARVALHO, 2010).

Os fungos sd@o amplamente utilizados pelo homem, tanto na éarea alimenticia quanto
medicinal (antifingicos). Como exemplo, as leveduras sdo amplamente utilizadas na
fabricacdo de cerveja, pdes, cachaca, vinho, e também, na producdo de vacina contra a
hepatite B. O fungo Candida oleophila previne a presenca de outros fungos que sdo
prejudiciais em plantacdes (TORTORA et al., 2005).

O Reino Fungi divide-se em sete filos, s&o eles: Chytridiomycota,
Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e
Basidiomycota. Os fungos comestiveis se enquadram nos dois Gltimos filos. Os cogumelos
comestiveis, alucindgenos, toxicos e venenosos pertencem ao filo Basidiomycota (RAVEN,
2007).

A classe dos Basidiomicetos estd inserida no filo Basidiomycota. Os corpos de
frutificacdo dos cogumelos pertencentes a esta classe s8o macroscopicos, denominados
basidioma. No basidioma localizam-se as hifas reprodutivas, responsaveis pela producéo de
esporos e reproducdo do fungo. Na parte inferior do cogumelo, em sua maioria sob a terra,

localizam-se as hifas somaticas que nutrem o basidioma do fungo (TORTORA et al., 2005).
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2.1.1 Cogumelos

Os conhecidos popularmente como cogumelos sdo os corpos frutificados dos fungos.
Sdo conhecidos desde a antiguidade onde eram utilizados tanto para fins terapéuticos quanto
alimenticios ou religiosos (LARGETEAU et al., 2011). O Champignon de Paris (Agaricus
bisporus) foi a primeira espéecie a ser cultivada no Brasil, além de ser a mais cultivada no
mundo (FURLANI e GODOY, 2005).

O Agaricus brasiliensis, popularmente conhecido como cogumelo-do-sol, é
amplamente utilizado na medicina para fins preventivos contra doengas e protetores. Atua
também na diminuicdo da dor e fadiga em pessoas infectadas por virus (ZANELLA, 2004).
Ainda do mesmo género, 0 Champignon de Paris (A. bisporus) possui finalidade distinta do
cogumelo-do-sol, focando seu amplo uso na culinaria, possuindo alto valor de fibras e
proteinas (FURLANI e GODOQY, 2007).

Os cogumelos sdo conhecidos como recicladores da natureza, pois se alimentam da
decomposicdo de matéria organica de outros seres vivos (HAWKSWORTH et al., 1995).
Mundialmente, o uso do cogumelo como produto alimenticio vem aumentando devido ao seu
alto valor nutricional (DONINI et al., 2006).

A existéncia de polissacarideos no basidioma do cogumelo esta associada a atividade
anticancerigena do mesmo, pois estimulam a formagdo de anticorpos que inibem o
crescimento de tumores (EMBRAPA, 2009).

Os cogumelos do género Pleurotus produzem a lovastatina, agente redutor do
colesterol, ou seja, sdo eficientes na reducdo do colesterol presente no sangue. Além disso, 0
extrato de Pleurotus possui atividade antimicrobiana, principalmente contra Staphylococcus
aureus (PATEL et al., 2012). O basidioma dos cogumelos Pleurotus possui um formato que

se assemelha ao de uma ostra (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Cogumelo Pleurotus ostreatus, popularmente conhecido como cogumelo ostra.
(Fonte: http://ismaeljsnature.blogspot.com.br/2013/02/cogumelo-ostra-pleurotus-ostreatus-
o.html).

Na producdo de cogumelos podem ser utilizados diversos tipos de substratos, que em
sua maioria sdo residuos agricolas e agroindustriais. No Brasil, o eucalipto é comumente
utilizado, devido a ser uma matéria-prima de fécil acesso e baixo custo (FURLANI e
GODOY, 2005).

Os cogumelos do género Pleurotus se destacam por apresentar facilidade, rapidez e
baixo custo de producdo (ELLIOT, 1997). Além disso, podem apresentar uma maior
produtividade do que o género Agaricus (COLAUTO et al., 1998).

DIAS e colaboradores (2003) avaliaram diferentes residuos agricolas disponiveis na
regido sul de Minas Gerais para a producdo do cogumelo Pleurotus sajor-caju. Dentre 0s
substratos, os melhores resultados para o cultivo de cogumelos P. sajor-caju foram com a
palha de feijdo pura, palha de feijdo enriquecida e palha de milho enriquecida. A eficiéncia
média foi de 83%. O cogumelo crescido em palha de feijdo enriquecida obteve uma producéo
maior do que o crescido em palha de feijao pura. Porém, notaram que a palha de feijdo
enriquecida dificultou a colonizacao do fungo, apresentando um maior tempo de crescimento
micelial do que os cogumelos cultivados em palha de feijdo pura. No geral, a palha de feijao
foi considerada o melhor substrato para o cultivo de P. sajor-caju na regido sul de Minas
Gerais.

Este trabalho abordou o cogumelo P. ostreatus cultivado com sementes produzidas em

residuos de café. Como o substrato utilizado é rico em cafeina, o fungo pode absorver
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compostos presentes nas sementes e assim, ser encontrado em seu basidioma. Todavia,

quando o cogumelo néo é cultivado na presenca de cafeina, ndo havera absorcéo.

2.2 Cafeina

A cafeina € uma molécula pertencente a classe das metilxantinas; essas se derivam das
xantinas. Moléculas como a teofilina e a teobromina também séo exemplos de metilxantinas
(Figura 2.2). Essa classe de compostos tem como principal efeito a acdo estimulante no
sistema nervoso central (HANG e DALE, 1996).

Xantina

»\NJI@ »\N)b D»\t&;

|
CH, GH:,

Teaofilina Gafeina Teobromina

Figura 2.2. Estrutura molecular de uma xantina e seus derivados (Fonte: ALTIMARI et al.,
2001).

E comum encontrar a cafeina na composicio quimica de algumas drogas vegetais. No
cacau, posteriormente ao processo de torrefacdo, sdo encontrados cerca de 0,3% de cafeina.
Nas sementes de guarana o teor de cafeina estd em torno de 2,5 a 5,0% e no café varia de
acordo com os processos de torrefacio e espécie da planta coletada (SIMOES et al., 2003).

A cafeina é considerada uma das metilxantinas que apresenta maior atividade

bioldgica e também, é a mais ingerida. O fato é justificado devido a sua grande ocorréncia no
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mundo e seu baixo custo. Além de atuar potencialmente no sistema nervoso central, a cafeina
pode afetar o sistema cardiovascular e a homeostase do célcio (De MARIA e MOREIRA,
2007).

A ingestdo de cafeina, dependendo da quantidade, pode acarretar efeitos maléficos ou
benéficos ao organismo. Quando se pratica exercicios de longa duragdo e baixa intensidade a
cafeina exerce efeitos ergogénicos em dosagem controlada (BRAGA e ALVES, 2000).
Porém, é considerada um fator de risco para incontinéncia urindria em mulheres, e sua
ingestdo em excesso pode causar ansiedade, tremores, inquietacdo, irritabilidade, perda de
apetite, entre outros (HIGA et al., 2008; TFOUNI et al., 2007). Em contrapartida, SOBREIRO
e colaboradores (2005) relataram em seu estudo que a ingestdo de seis ou mais xicaras de café
por dia aumentam a mobilidade do espermatozdide.

A partir do consumo de 1,0 g de cafeina j& podem aparecer efeitos maléficos no
organismo como, dores de cabega, nervosismo, excitacdo, cansaco, entre outros. Além disso, a
ingestdo em excesso de cafeina pode acarretar distirbios do sono, cansaco e ansiedade,

sindrome conhecida como cafeinismo (SIMOES et al., 2003).

2.2.1 Técnicas analiticas para anélise de cafeina

Devido a grande acdo fisioldgica que a cafeina acarreta no organismo, ha um grande
interesse dos pesquisadores em dosar niveis seguros de ingestdo deste alcaldide. Para tal, se
torna necessario conhecer as vantagens e desvantagens das técnicas existentes para andlise de
cafeina em alimentos e fluidos biolégicos (De MARIA e MOREIRA, 2007).

A gravimetria, por muitos anos, foi considerada o método oficial para determinag&o de
cafeina em sementes de café. Porém, o procedimento de aplicacdo dessa metodologia pecava
por ndo apresentar tempo habil no preparo de amostra e também, os contaminantes nem
sempre eram totalmente removidos (De MARIA e MOREIRA, 2007).

SOUSA (2011) utilizou em seu trabalho a técnica de espectrofotometria no ultra-
violeta e visivel (UV/Vis) para determinar o teor de cafeina em medicamentos fitoterapicos
contendo Guarand, fixando comprimento de onda em 274 nm. Esse método se baseia na
capacidade de uma molécula absorver radiacdo em um determinado comprimento de onda.
Todavia, a espectrofotometria ndo é considerada uma metodologia seletiva, devido a

possibilidade de outros compostos absorverem no mesmo comprimento de onda.
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A eletroforese capilar, eletroandlise e espectroscopia no infravermelho (IV) também
sdo técnicas utilizadas na determinacdo de cafeina em diferentes matrizes. A eletroforese
capilar apresenta alta eficiéncia na separacdo simultanea de metilxantinas, possuindo tempo
de analise e consumo de reagentes relativamente menores do que quando se utiliza a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A eletroanalise apresenta baixo custo, rapida
execucao e ndo necessita de pré-tratamento de amostra, porém, é pouco utilizada na analise de
cafeina em comparacdo a cromatogafia gasosa (CG) e CLAE. Ja a espectroscopia no
infravermelho apresenta vantagens como, pouco manuseio da amostra, a ndo destruicdo da
matriz e ndo produz residuos quimicos durante a anélise (De MARIA e MOREIRA, 2007).

A cromatografia, em geral, ¢ um método de separacdo de componentes. Com 0
aprimoramento da técnica, atualmente usa-se a cromatografia para identificacdo e
quantificacdo de compostos presentes em uma amostra (PAULA e SENA, 2007).

De MARIA e MOREIRA (2007) em sua revisdo bibliografica citam como métodos
cromatograficos para determinacdo de cafeina a cromatografia de absorcdo em camada
delgada, a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Dentre elas, a CLAE se destaca por ser uma técnica eficiente, sensivel, seletiva e rapida
(NAIK, 2001). Entretanto, a CLAE, mais especificamente com deteccdo ultra-violeta (UV),
necessita de um preparo de amostra antes da injecdo para eliminar possiveis interferentes nas
matrizes.

O numero de pesquisas cientificas que relatam a determinacdo de cafeina por CG é
escasso. Uma das causas € o alto custo para a aquisicdo de um equipamento de CG,
particularmente, quando acoplado a espectrometria de massas (EM). Outro ponto é que,
geralmente, extratos cafeicos possuem compostos de baixa volatilidade. Também vale
ressaltar que para analisar metilxantinas por essa técnica cromatografica ha a necessidade da
etapa de derivatizacdo. Porém, o método se destaca pela sua alta rapidez no tempo de analise,
alta precisao e sensibilidade (De MARIA e MOREIRA, 2007).

A CLAE acoplada a EM foi considerada um avanco da técnica, pois permitiu analisar
simultaneamente compostos ndo volateis por meio de seus respectivos espectros de massas.
Além do mais, tornou possivel determinar metilxantinas em concentracdo em nivel de tragos,
garantindo boa precisdo e exatiddo. Em comparacéo a CG, a CLAE-EM se sobressai por ndo
necessitar da etapa de derivatizacdo dos analitos. Destaca-se também a simplicidade para o
pré-tratamento de amostra, como por exemplo, a extracdo em fase sélida, que em alguns
casos, torna-se desnecessaria (De MARIA e MOREIRA, 2007).
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A quantificagdo de cafeina no meio ambiente vem se tornando de grande interesse
cientifico. Essa metilxantina é considerada um marcador alotrépico, portanto, pode predizer
possiveis pontos de contaminacdo existentes no ambiente. GARDINALI e ZHAO (2002)
utilizaram a CLAE-EM para a determinacdo de quantidades tragos de cafeina em amostras de
aguas superficiais proximas a Baia de Biscayne no estado da Florida, EUA. O método
permitiu determinar cafeina em niveis de ng/L tanto em agua salgada quanto em &gua doce.

ALVES et al., (2006) realizaram um estudo para desenvolver e avaliar uma
metodologia analitica simples e rapida para a determinacdo simultdnea do acido nicotinico,
trigonelina, acido clorogénico e cafeina em cafés ardbica e conilon torrados em diferentes
graus. Para tal, fizeram o uso da técnica de CLAE-UV. Concluiram que a melhor condicdo de
separacdo dos compostos foi utilizando uma coluna Spherisorb ODS (250 x 4,6 mm, 5 pm)
acoplada a uma pré-coluna Cyg. Para a fase movel utilizaram &cido acético/H,0 (5:95 v/v) (A)
e acetonitrila (B). A eluigéo consistiu em um gradiente de B para A: 0 min, 5%; 5 min, 5%;
10 min, 13%, com vazdo de 0,7 mL/min. O detector UV também foi programado: 0 a 15 min
a 272 nm, 15 a 23 min a 320 nm e de 23 min até o final, 272 nm. Os cromatogramas obtidos
foram de uma resolucdo satisfatoria, com tempo de analise de 35 minutos. O tempo de
retencdo médio para a cafeina foi de 30 minutos.

A técnica de CLAE-UV também foi utilizada por ALVES e BRAGAGNOLO (2002)
para a determinacdo simultdnea de teobromina, teofilina e cafeina. A fase estacionéaria
empregada foi uma coluna Inertsil ODS-3, a fase mével foi constituida por &cido acético 1% e
acetonitrila (95:5 v/v) em um fluxo de 1 mL/min. O comprimento de onda ajustado no
detector UV foi 273 nm. O método cromatografico foi considerado preciso, exato, econémico
e simples para a determinagéo simultanea dessas metilxantinas.

Ja SOUSA e colaboradores (2010) fizeram a determinacdo e quantificacdo de taninos e
metilxantinas em p6 de guarand utilizando a CLAE-UV. Para a separac¢do dos compostos foi
utilizada uma coluna C,3, com fase movel isocratica a 1 mL/min constituida de 4agua:
acetonitrila:metanol:acetato de etila:acido acético (89:6:1:3:1), pH 3,5 e deteccdo em um

comprimento de onda de 280 nm.
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3. AMOSTRAGEM

Os cogumelos do género Pleurotus apresentam sabor agradavel ao paladar e alto valor
nutricional. O cultivo desse fungo é de grande facilidade e baixo custo, podendo ser
produzidos em residuos agroindustriais. A composi¢do e o sabor dos cogumelos dependem do
substrato em que sdo cultivados devido a possivel incorporacdo e/ou transformacdo de
moléculas oriundas dos substratos (FURLANI, 2005). A espécie de cogumelo abordada neste
trabalho foi a Pleurotus ostreatus. Segundo ALEXOPOULOS et al., (1996), este cogumelo

possui a seguinte classificagdo taxondmica:

Reino: Fungi

Divisdo: Basidiomycota
Subdiviséo: Basidiomycotina
Classe: Himenomycetes
Ordem: Agaricales

Familia: Tricholomataceae
Género: Pleurotus

Espécie: ostreatus

Os cogumelos produzem esporos, porém estes sao de dificil manuseio para a producao
comercial e por isso usa-se “sementes” de cogumelos. O processo todo de produgdo é feito
com o isolamento de parte do basidioma de um cogumelo em condigdes estéreis em
laboratorio. Apds a obtencdo da linhagem pura esta é repicada em grdos de cereais
devidamente preparados e os graos, normalmente trigo ou sorgo, sdo entdo envolvidos pelo
micélio do cogumelo e se parecem com “sementes” de cogumelos. Estes graos miceliados sao
vendidos ao produtor que entdo os inocula em substratos adequados e previamente preparados
(residuos agroindustriais, palhas, feno, etc). Os pacotes contendo o substrato e inoculados
com as “sementes” sdo entdo transferidos para uma estufa escura e seca até a completa
miceliacdo do substrato, e esta fase é denominada de fase de incubacéo, fase escura ou fase
seca. Assim ocorre a frutificacdo dos basidiomas que sdo entdo colhidos (BONONI et al.,
1995). O ciclo de vida dos cogumelos e as etapas de producdo podem ser visualizados na

figura 3.1.
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Figura 3.1. Ciclo de vida dos cogumelos. (Fonte:
https://cogumelosmagicos.org/comunidade/).

Estudos foram feitos para verificar os efeitos que os compostos presentes no café
acarretam na producdo do P. ostreatus. Como o consumo de café é exorbitante, estima-se que
sdo gerados toneladas de residuos solidos desse grdo no mundo. Dessa maneira, torna-se
necessario criar metodologias tecnoldgicas para o reaproveitamento do mesmo.

FAN e colaboradores (2006) avaliaram o efeito de taninos e cafeina em oito amostras
de P. ostreatus e duas de P. sajor-caju cultivados em borra de café. Os pesquisadores
relataram que o Pleurotus ndo degradou a cafeina, e sim, absorveu-a. Os resultados indicaram
a viabilidade do uso da borra de café sem nenhum pré-tratamento para o cultivo deste
cogumelo. Porém, o estudo mostrou que quanto maior a concentragdo de cafeina, menor é o
crescimento do fungo.

Recentemente um grupo de pesquisadores verificou a viabilidade do processo de
producdo de sementes de cogumelos em borra de café e depositou uma patente com essa nova
tecnologia na INTEG- UNICENTRO (Processo para producdo de matriz micelial de fungos

comestiveis e/ou medicinais em substratos alternativos) (ALMEIDA et al., 2014). Este
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processo estd sendo utilizado na producdo de cogumelos do género P. ostreatus, com as
sementes produzidas na borra de café, e inoculadas em feno devidamente preparado.

3.1 Amostras de Pleurotus ostreatus

Todas as amostras de cogumelo foram cedidas e cultivadas pelo Laboratério de
Bioprocessos de Cogumelos, localizado no Departamento de Engenharia de Alimentos,
Campus Cedeteg da Universidade Estadual do Centro-Oeste.

Para efeito de comparacgéo dos resultados, trés tratamentos de produgdo de cogumelos
foram analisados:

- Cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas em borra de café e inoculadas em feno
(CF);

- Cogumelos produzidos diretamente na semente de café, sem uso do feno (C) e;

- Cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas em gréos de trigo e inoculadas no feno
(TF).

O processo de obtencdo das amostras consistiu na preparacao do feno em saquinhos
que ap6s uma pasteurizacdo severa foi inoculado com 3 % (v/v) da borra de café miceliada.
Essa semente foi depositada em cima do feno e os saquinhos foram fechados e entéo
incubados para miceliagdo e posterior producdo dos cogumelos CF e C. O preparo dos
cogumelos TF seguiu procedimento similar ao preparo de CF e C, porém, a borra de café
miceliada foi substituida por sementes de trigo. Por fim, os cogumelos foram secos e

triturados (Figura 3.2).

Figura 3.2. Aspecto fisico das amostras de cogumelo Pleurotus ostreatus.
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4. EXTRACAO DA CAFEINA A PARTIR DAS AMOSTRAS DE Pleurotus ostreatus

A cafeina ocorre naturalmente nas sementes de café e folhas de cha verde, mas
também, pode ser encontrada no cacau, guarana e erva-mate. Além de ser consumida como
farmaco, mesmo que em pequena escala, esta metilxantina é extensivamente ingerida na
forma de bebidas (De MARIA e MOREIRA, 2007).

A maior parte dos relatos na literatura € sobre extracdo de cafeina em alimentos e
bebidas. Como exemplo, WELTER (2011) determinou o teor de cafeina em energéticos
utilizando técnicas cromatograficas e espectrofotométricas. Para as analises por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), as amostras de energético foram submetidas a ultrasson
durante 5 minutos, diluidas a 10% e posteriormente analisadas. A cafeina apresentou um
tempo de retencdo de 3,1 minutos. ALVES e BRAGAGNOLO (2002) utilizaram 6xido de
magnésio e &gua destilada, seguido de aquecimento, para a extracdo simultanea de
teobromina, teofilina e cafeina em chas por CLAE com deteccdo UV/Vis em fase reversa.

AMARAL-MELLO e colaboradores (2007) compararam metodos de extracdo de
cafeina em cafés descafeinados. Pelo primeiro método a amostra foi submetida a uma
carbonizacdo seletiva da matéria organica com &cido sulfurico sob aquecimento para que a
cafeina fosse liberada e, posteriormente, extraida com cloroférmio. Ja no outro método, a
amostra foi extraida, a quente, com uma solucéao de hidréxido de aménio e cloroférmio. Apds,
o cloroférmio foi evaporado e o residuo foi ressuspendido com &gua destilada. As amostras
foram analisadas por espectroscopia a 274 nm. O método alcalino se mostrou mais preciso,
pois apresentou desvios-padrdo menores, e pela sua rapidez, seria 0 mais indicado para
analises de rotina. Ja, NASCIMENTO (2006) optou por uma extracdo aquosa para determinar
a composi¢do quimica, bem como a cafeina, em dois tipos de café.

Na literatura ha relatos sobre o uso de diversos procedimentos de extracdo de cafeina.
Este trabalho utilizou na metodologia de extracdo uma solu¢do aquosa acida e banho
ultrasson. Portanto, tornou-se necessaria a otimizacao do procedimento para avaliar a melhor
condicdo de extragdo que, como consequéncia, apresentaria melhores resultados de

porcentagem de recuperacgdo de cafeina.
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4.1 Materiais e Métodos
4.1.1 Amostras

Para a otimizacdo da metodologia de extracdo de cafeina em amostras de cogumelo P.
ostreatus, foi escolhida a amostra de cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas em
gréos de trigo e inoculadas no feno (TF). Como esta amostra de cogumelo foi cultivada sem a
presenca de borra de café, ela ndo contém cafeina. Entdo, a otimizacéo foi realizada por meio
de experimentos baseados em estimativas de recuperacdo de cafeina apos a adi¢do de padrdo a

amostra.
4.1.1.1 Andlises cromatograficas por CLAE-UV

A determinacdo da concentracdo de cafeina extraida dos cogumelos foi realizada em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) WATERS 600, equipado com bomba
reciproca de dois pistfes, sistema gradiente quaternario para mistura dos solventes da fase
movel. A deteccdo utilizada para as analises cromatogréficas foi por UV por arranjo de diodos
WATERS 2969, com lampada de deutério e faixa de operacdo de 190 a 800 nm.

As amostras foram analisadas no mddulo de leitura por varredura (190 a 800 nm) e no
comprimento de onda fixo de 274 nm. Como fase estacionaria, em modo reverso, utilizou-se
uma Coluna XTerra® Phenyl (250 x 4,6 mm, com tamanho de particula de Sum) mantida a
25°C. A fase movel foi constituida de metanol (solvente A) e agua ultra-pura (solvente B). A
eluicdo ocorreu em modo isocratico na proporcao de 40% de A e 60% de B sob fluxo de 0,5
mL/min, durante 12 minutos. O software utilizado para o processamento dos cromatogramas
foi o EMPOWER?2. Os solventes utilizados para as analises cromatograficas foram de grau
HPLC, previamente filtrados a vacuo por membrana e desgaseificados em banho Ultra-S6nico
ULTRA CLEANER/UNIQUE. Anteriormente as injecGes, as solu¢fes aquosas das amostras

foram filtradas por membrana de Nylon 0,45 um para a remogéo de pequenas particulas.
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4.1.1.2 Otimizacdo da metodologia de extracdo da cafeina em amostras de Pleurotus

ostreatus

Para se obter maior confiabilidade da metodologia de extracdo de cafeina a partir das
amostras de cogumelo, fez-se necessaria sua otimizacdo. Para tal, foram testadas duas
variaveis, sendo elas o volume do solvente extrator HCI 0,1M (A) acrescentado ao cogumelo
enriquecido com cafeina e, o tempo de sonicacdo no aparelho de ultrasson (B). Foi utilizado
como metodo estatistico, um planejamento fatorial 22.

Em um planejamento fatorial a influéncia das variaveis experimentais é investigada,
como também os efeitos de suas interagdes nas respostas (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

Para esse trabalho, a distribuicdo das variaveis em seus niveis encontra-se descrita na
Tabela 4.1, juntamente com a ordem dos ensaios. Todos os ensaios foram realizados

aleatoriamente e em duplicata.

Tabela 4.1. Matriz do Planejamento Fatorial 22 representando os niveis e disposi¢do das
variaveis: volume de HCI e tempo de sonicacdo no procedimento de extracdo de cafeina em

Pleurotus ostreatus.

Variéveis e seus niveis

A.Vol.de HCI 0,1 M (mL) B. Tempo sonica¢do (min) Niveis
2 10 -
3 20 +
Disposi¢do das variaveis para cada ensaio
Ensaio A B
1 - -
2 + -
3 - +
4 + +

Os ensaios se basearam em estudos de adicdo de padrdo e recuperacdo, e como
resposta para o planejamento, adotou-se a porcentagem de recuperacdo de cafeina (%).
Também foram avaliados os efeitos de interacdo das variaveis estudadas.

Inicialmente, 0,1 g de cogumelo foram enriquecidos com 0,5 mg de cafeina. Para tal,
uma aliquota de 0,5 mL proveniente de uma solucdo de trabalho contendo 1000 mg/L de
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cafeina foi adicionada as amostras TF, onde permaneceu em contato durante 24 horas. O

volume final dos extratos foi fixado em 10 mL, sendo assim, a concentracao tedrica de cafeina

presente no cogumelo foi de 100 mg/L.

O HCI 0,1 M foi adicionado as amostras de cogumelo que foram levadas a sonicacéo,

onde o volume e o tempo de sonicagéo respectivos foram predeterminados pelo planejamento

fatorial (Tabela 4.1). Apés, foram centrifugados em Centrifuga Microprocessada Quimis®, a

rotacdo de 2000 rpm durante 5 minutos, sendo entdo reservado o sobrenadante. Em sequéncia,

fez-se novamente a adi¢do de HCI 0,1 M fresco ao precipitado, e entdo, repetiram-se as etapas

de sonicacdo e centrifugacdo. Os sobrenadantes provenientes dos dois ciclos de extracGes

foram combinados e avolumados em baldes volumétricos de 10 mL, usando como diluente

agua ultra-pura. Todo o procedimento de extracdo esta esquematizado na Figura 4.1.

”~

Enriquecimento do cogumelo com
cafema (repouso por 24 horas)

.‘

!

Adigiode HC10.1 M

2 vezes

!

Sonicacdo

!

Centrifugacio a 2000 rpm
durante 5 minutos

1

F.eservar o sobrenadante

!

[ Fleservar o precipitado e reutiliza-lo ]—

!

045 um

Filtracio por membrana de Nvlon

|

Extrato final avolumado para 10 mL

"

Figura 4.1. Extracdo de cafeina das amostras de cogumelo TF seguindo a matriz do

planejamento fatorial 22.
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As solucbes dos extratos foram filtradas em membrana de Nylon 0,45 pm e analisadas
por CLAE-UV seguindo as condic@es descritas no item 4.1.1.1. A concentragdo de cafeina foi
calculada a partir da area do pico nos cromatogramas referentes ao analito.

Uma curva de calibracdo por padrdo externo foi usada para a quantificacdo de cafeina

recuperada, cujas concentracdes foram de 10, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 mg/L de cafeina.

4.2 Resultados e Discussao

4.2.1 Extragdo de cafeina a partir das amostras de Pleurotus ostreatus

Com o auxilio da ferramenta quimiométrica, planejamento fatorial 22, realizou-se um
estudo para selecionar a condi¢do 6tima para extrair a molécula de cafeina a partir do fungo
estudado, verificando assim, a confiabilidade do método.

As variaveis verificadas foram o volume de HCI 0,1 M adicionado a amostra agindo
como extrator, e o tempo de extracdo no qual a amostra foi submetida a sonicacdo no banho
ultrasson. Como a cafeina é uma base fraca, uma solucdo aquosa de HCI foi escolhida para
extracdo com o intuito de promover a protonacdo de nitrogénios presentes na molécula,
tornando-a assim, mais soltvel em solugdo aquosa &cida.

Para verificar o quanto de cafeina foi recuperada nos ensaios do planejamento fatorial,
construiu-se uma curva de calibracdo por padrdo externo na faixa de 10 a 180 mg/L de
cafeina. Os resultados obtidos a partir da curva de calibracdo por padrdo externo de cafeina
estdo demonstrados na Figura 4.2 cujo valor do coeficiente de determinacdo da regressdo
linear foi de 99,9% no nivel de 95% de confianca.

39



Area vs Concentragdo

7000000 -

6000000 -

5000000 -

4000000

Area

3000000 -

2000000 -

1000000

01

0 50 100 150 200
Concentracao (mg/L)

Figura 4.2. Curva de calibracdo por padrdo externo de cafeina obtida por metodologia CLAE-
uv.

Os resultados de recuperacdo provenientes do estudo do planejamento fatorial 22
foram calculados a partir da curva de calibracdo, todos levando em consideracdo a area do
pico de cafeina no cromatograma monitorado a 274 nm.

Os niveis das varidveis juntamente com as respectivas porcentagens de recuperagdo
(%) de cafeina para o planejamento fatorial 22 e seus efeitos calculados estdo representados na
Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Teores de cafeina obtidos pelo planejamento fatorial 22 para as variaveis volume

de HCI e tempo de sonicagdo, bem como os efeitos calculados.

Vol. Tempo de
Ensaios HCIO0,1 M sonicacdo (min) % Recuperacéo de Meédia £ DP
(mL) cafeina
la 2 10 106,87 101,97 £ 6,92
1b 2 10 97,076
2a 3 10 106,09 99,08 + 9,90
2b 3 10 92,074
3a 2 20 112,90 120,53 + 10,79
3b 2 20 128,17
4a 3 20 115,37 122,91 + 10,66
4b 3 20 130,45
Efeitos Estimativa + DP valor de p
Vol. HCI 0,1 M (mL) (A) -0,257 + 3,42 0,972
Tempo de sonicacdo (min) (B) 21,19 £ 3,42 0,037

Interacdo entre os dois fatores
(A) x (B) 2,635 + 3,42 0,720

A ANVISA (2003) recomenda que a porcentagem de recuperacdo do analito esteja
entre 80 e 120 % de sua concentracdo tedrica. Todos os ensaios realizados encontram-se
dentro do intervalo de recuperacdo recomendado pela ANVISA, demonstrando que a extracao
de cafeina estd sendo realizada nas condi¢Ges Gtimas. Porém, os ensaios 1 e 2 apresentaram
média de porcentagem de recuperacdo mais proxima de 100%. Diante disso, o0 ensaio 1 foi
escolhido como condicdo Gtima para extracdo de cafeina em cogumelos P. ostreatus pois
utiliza um volume menor do solvente extrator.

Em relacdo aos efeitos das variaveis, a analise do valor obtido pelo teste-t mostrou que
os efeitos da variacdo do volume de HCI e da interacdo das duas variaveis (AB) ndo foram
significativos (p > 0,05). Em contrapartida, o tempo em que as amostras foram submetidas a
sonicagdo no banho ultrasson influenciou significativamente na porcentagem de recuperagao

de cafeina (p < 0,05), ou seja, quanto maior 0 tempo de extracdo, maior a quantidade de
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cafeina recuperada. No grafico de Pareto (Figura 4.3) as barras horizontais indicam os efeitos
padronizados das variaveis estudadas.

Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados
(Alpha = 0,05)

p =005
| Fator Nome
A Vol. HCI
B Tempo Extragao
B
£ ap.
)
=
A 4

00 05 10 15 20 25 30 35
Efeito Padronizado

Figura 4.3. Gréafico de Pareto proveniente da analise dos efeitos padronizados do

planejamento fatorial no nivel de 95% de confianca.

Para o tempo de extracdo de 20 minutos foram obtidos valores de recuperacdo que se
encontram no limite superior do intervalo de recuperacdo sugerido pela ANVISA (2003).
Provavelmente o maior tempo de sonicacdo provoca a extracdo de outras moléculas
estruturalmente semelhantes a cafeina e que, portanto, apresentam tempos de retencdo e
absorcéo de radiagdo UV similares. Justifica-se assim a escolha do ensaio 1 como condigédo

Otima para extracdo de cafeina a partir de cogumelos P. ostreatus.

4.3 Concluses Parciais

O método otimizado com o auxilio do planejamento fatorial para a extragdo de cafeina
a partir de P. ostreatus se mostrou simples e eficiente. As porcentagens de recuperagao entre
99 e 122% se enquadraram no intervalo predeterminado pela ANVISA (2003). Outra

vantagem do método de extracdo otimizado € que as soluces extrativas obtidas néo
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necessitam de etapas adicionais de tratamento como pré-concentracdo, evaporacdo de
solvente, parti¢do liquido-liquido, etc e puderam ser analisadas diretamente por CLAE-UV.
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5. VALIDACAO E APLICACAO DO METODO DE CLAE-UV PARA
DETERMINACAO DE CAFEINA EM COGUMELO Pleurotus ostreatus

A validacdo de uma metodologia se baseia na analise da eficiéncia de alguns
pardmetros predeterminados. Tais pardmetros indicardo a confiabilidade do método, para que
assim, seja possivel a aplicabilidade do mesmo para a finalidade desejada (RIBANI et al.,
2004).

Para a realizacdo da validacdo, os parametros de desenvolvimento analitico ou figuras
de mérito devem ser avaliados. Esses parametros sdo: seletividade, linearidade, precisdo,
exatidao, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), no qual cada um verifica
aspectos distintos dentro da validacdo (ARAGAO, 2009).

A seletividade de um método é a capacidade de determinacdo do analito sem que 0s
interferentes da matriz prejudiquem a analise dos dados. Em se tratando de cromatografia,
concluir que um método € seletivo significa ndo haver sobreposicdo de picos com o pico de
interesse e ser possivel a identificacdo inequivoca do analito na corrida cromatografica,
mesmo na presenca de compostos de estrutura similar (RIBANI et al., 2004; BRITO, 2003,
ARAGAO, 2009).

A ANVISA (2003) define linearidade como sendo a capacidade do método analitico
apresentar resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na matriz, dentro
de um intervalo especificado.

Limite de detec¢do (LD) € a menor quantidade do analito que pode ser detectado, e
ndo necessariamente quantificado. Ja o limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade de
analito que pode ser determinada com precisdo e exatiddo nas condi¢des experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2003).

De acordo com a ANVISA (2003), a repetitividade mostra a proximidade dos
resultados de uma mesma amostra dentro de um curto periodo de tempo, sem alterar as
condigdes, o0 procedimento, o analista, o instrumento e o local.

A precisdo intermedidria mostra a variacdo dos resultados em um Unico laboratorio
devido a andlise em dias diferentes, analistas diferentes ou equipamentos diferentes, ou
também, a combinacdo desses fatores. Assim, com a precisdo intermediaria € possivel
verificar se a alteracdo dos fatores citados acima causara variagao nos resultados (RIBANI et
al., 2004).
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A exatiddo de um método analisa se 0s resultados obtidos experimentalmente estdo de
acordo com um valor de referéncia considerado verdadeiro. A quantidade de ensaios a serem
realizados vai depender do guia de legislacdo ou diretriz adotada para o procedimento de
validacao (RIBANI et al., 2004).

No Brasil hd duas agéncias que regulamentam os parametros de validacdo, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO). Essas agéncias dispdem de guias para o
procedimento de validacdo de métodos (RIBANI et al., 2004).

ARAGAO (2009) determinou os parametros de validacdo para um método de
separagdo por CLAE de metilxantinas, dentre elas a cafeina, em amostras de chas e café. Os
parametros avaliados foram: seletividade, linearidade, robustez, precisdo, LD e LQ e exatid&o,
que apresentaram resultados satisfatorios de acordo com os requisitos predeterminados pelos
orgdos reguladores ANVISA e INMETRO. Deste modo, o método foi considerado validado
podendo ser aplicado em aulas experimentais devido ao procedimento simples e 0 uso de
reagentes menos tdxicos ao ambiente e a humanidade.

Neste capitulo sera apresentado o estudo de validacdo do método de CLAE-UV para
determinacdo de cafeina em cogumelos P. ostreatus crescidos em residuos de café, bem como
os resultados da aplicacdo do método validado as amostras descritas no capitulo 3. A etapa de
validacdo é necessaria, pois ndo existem trabalhos na literatura sobre a extracdo de cafeina de
cogumelos ou sobre sua determinacdo por CLAE-UV na presenca de componentes dessa
matriz alimenticia. Dessa maneira, para garantir a confiabilidade e aplicabilidade do método
analitico empregado na determinagdo de cafeina em P. ostreatus foi realizado o estudo da
adequabilidade do método.

5.1 Materiais e Métodos

5.1.1 Amostras

A amostra de cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas em graos de trigo e
inoculadas no feno (TF) foi escolhida para o estudo de validacdo da metodologia analitica.

Para a aplicacdo do método foram utilizadas as amostras de cogumelos produzidos
diretamente na semente de café (C) e cogumelos produzidos em substratos a base de borra de

café e inoculadas em feno (CF).
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5.1.2 Determinacao de cafeina em cogumelos Pleurotus ostreatus por CLAE-UV

5.1.2.1 Validacao do método de CLAE-UV para determinacéo de cafeina em cogumelo

Pleurotus ostreatus

O estudo de validacdo intralaboratorial baseou-se no guia da ANVISA (2003), ja que
as amostras de cogumelo além de serem produtos alimenticios, também sdo considerados
suplementos ou produtos funcionais, comercializados em farmécias e vendidos na forma de
pé seco em apresentacdes farmacéuticas diversas. A cafeina seria um dos principios ativos
desse alimento funcional, quando presente no cogumelo como produto da absorcdo por de
substratos ricos nessa molécula. Os parametros de validacdo adotados foram: seletividade,

linearidade, limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e exatidao.

5.1.2.1.1 Seletividade

Anteriormente a qualquer etapa de validacéo, deve-se analisar se 0 método proposto €
seletivo, caso contrario, os resultados de linearidade, precisdo e exatiddo poderdo ser
comprometidos (RIBANI et al., 2004).

No estudo de seletividade, foram injetadas no CLAE-UV uma solucdo padrdo de
cafeina (180 mg/L), um extrato proveniente da amostra de cogumelo enriquecida com o
analito com concentracédo tedrica de 180 mg/L e o extrato do cogumelo TF como amostra de
cogumelo de referencia livre de cafeina. Os cromatogramas e espectros UV obtidos foram
avaliados em termos de tempo de retencdo, banda maxima de absor¢do e, também, se havia

interferéncia de algum outro possivel componente presente na matriz.
5.1.2.1.2 Linearidade

A fim de verificar a linearidade do método, uma curva de calibracdo pelo método de
padrdo externo foi construida a partir de uma solugéo estoque contendo 1000 mg/L de cafeina.

As concentracOes de cada ponto da curva foram de 1, 10, 60, 120, 180 e 210 mg/L, cada uma

injetada trés vezes no cromatografo.
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Uma regresséo linear e um teste de falta de ajuste no intervalo de 95% de confianca
foram aplicados aos resultados, com o intuito de avaliar se 0 modelo linear é adequado para

explicar a relacdo entre a area ou altura do pico cromatografico de cafeina e sua concentracao.

5.1.2.1.3 Limite de Quantificacédo (LQ) e Limite de Deteccdo (LD)

O célculo dos limites de quantificacdo e deteccdo foi realizado com base na curva de
calibracdo obtida para a etapa de linearidade. Os valores do desvio-padrdo do intercepto e da
inclinacdo foram provenientes da equacdo da reta referente & curva de calibracdo. As
equacdes para os célculos seguiram os pressupostos da ANVISA (2003) e estdo descritas na

Equacdo 5.1 e 5.2:
3xDPa
LD = C (Equagdo 5.1)
10 x DPa
LQ = T (Equacdo 5.2)
em que:

LD = limite de deteccao.
LQ = limite de quantificac&o.
DPa = desvio-padréo do intercepto da curva de calibracéo.

IC = inclinacdo da curva de calibracao.

5.1.2.1.4 Precisdo intermediéria e Repetitividade

Para avaliar a precisdo do método, utilizou-se triplicatas verdadeiras de um extrato
proveniente de uma amostra de P. ostreatus (TF) enriquecida com cafeina, com concentracéo
tedrica de 180 mg/L.

Para repetitividade, fez-se a leitura de cada triplicata do extrato trés vezes em um
unico dia e em dois periodos diferentes, no caso, matutino e vespertino. Os resultados
totalizaram 9 respostas pela manhd e 9 na parte da tarde nas mesmas condigdes de
equipamento e analista.

A precisdo intermediaria foi calculada a partir das injecdes em triplicata de cada
amostra de TF enriquecidos com a cafeina, durante 5 dias consecutivos. Foram realizadas 9

injecOes por dia.
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Os resultados foram expressos em desvio-padrédo relativos (DPR), de acordo com a
Equacdo 5.3 (ANVISA, 2003):
DPR = % (Equagio 5.3)
em que:
DPR = desvio-padrao relativo.
DP = desvio-padréo das respostas.

CMD = concentracdo média determinada.
5.1.2.1.5 Exatidéo

A exatiddo do método foi avaliada de acordo com o guia de validacdo da ANVISA
(2003), que propde um estudo de adigdo-recuperacdo em trés niveis de fortificacdo, sendo eles
baixo, médio e alto de acordo com o intervalo adotado para a curva de linearidade. Entéo,
amostras do cogumelo TF foram enriquecidas com cafeina em trés niveis de concentracao
(50, 90 e 130 mg/L). Cada amostra foi preparada em triplicatas verdadeiras e injetada no
CLAE-UV. Para célculo das porcentagens de recuperacao (%), utilizou-se a Equacéo 5.4:

Rec (%) = % X 100 (Equacéo 5.4)

em que:
Rec (%) = porcentagem de recuperacao.

C1= concentracdo do analito obtida experimentalmente pela aplicacdo do método CLAE-UV
proposto.

C2 = concentracdo do analito tedrica adicionado a amostra.
5.1.2.2 Analise Estatistica

As analises estatisticas aplicadas neste trabalho foram realizadas no nivel de 95% de

confianca utilizando o software estatistico Minitab versao 16.2.2.
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5.2 Resultados e Discussao

5.2.1 Seletividade

Para a determinacdo da seletividade do método foram primeiramente comparados 0s
tempos de retencdo de cafeina nos cromatogramas da solugdo padrdo com os dos extratos
provenientes das amostras monitorados em 274 nm, e também seus respectivos espectros de
absorcéo no UV (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Cromatogramas monitorados a A = 274 nm e espectros UV do pico
cromatografico de cafeina (A) da solucéo padrao de cafeina de 180 mg/L e (B) do extrato de

cogumelo enriquecido com cafeina na concentragdo de 180 mg/L.
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Pela Figura 5.1-A nota-se que o cromatograma da solugdo padrdo de cafeina
apresentou um Unico pico, bem definido e simétrico, com tempo de retengéo de 9,9 minutos, o
que é indicio de pureza elevada. Na Figura 5.1-B, foi observado que o pico de cafeina na
amostra também se mostrou bem definido, com tempo de retencéo de 9,9 minutos.

A seletividade do método pdde ser confirmada a partir da anélise dos espectros UV do
pico correspondente a cafeina na solucdo padrdo de cafeina e nas amostras de cogumelo.
Ambos 0s espectros apresentaram perfil semelhante de absorcdo de radiacdo UV, com
méaximo de absorcdo em 274,8 nm, como mostra a Figura 5.1. A partir desses resultados o
método cromatografico proposto para a determinacdo de cafeina em amostras de cogumelo
apresentou seletividade adequada.

A fim de confirmar a auséncia de co-eluicdo no pico correspondente a cafeina, uma
amostra de cogumelo TF foi submetida a extracdo, seguindo o procedimento otimizado, e
analisada por CLAE-UV (Figura 5.2). Nota-se que o cromatograma do extrato de cogumelo
ndo enriquecido com cafeina ndo apresentou pico com tempo de reten¢do no intervalo de 9 a
10 minutos, indicando assim que as condi¢fes de extracdo, eluicdo e deteccdo empregadas

conferem seletividade ao método analitico CLAE-UV desenvolvido.

Figura 5.2. Cromatograma do extrato de cogumelo ndo enriquecido com cafeina (TF).

5.2.2 Linearidade

Uma curva de calibrag&o foi construida com solucdes padrdo de cafeina na faixa de 1 a
210 mg/L a fim de avaliar a linearidade do método. Esse parametro tem como objetivo avaliar
se a resposta analitica monitorada para a cafeina (area do pico cromatografico), na faixa de
concentracdes de trabalho, pode ser considerada linear e portanto, adequada para a
determinacdo de cafeina em cogumelos. Para tal, os dados obtidos para a area do pico
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cromatografico de diversas solucdes padréo de cafeina foram submetidos a regressdo linear e
a andlise de variancia (ANOVA). Todas as analises estatisticas foram realizados para o nivel
de confianca de 95% (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Resultados da anélise de regresséo linear no nivel de 95% de confianga.

Regressao* Falta de ajuste** r R2
Fregressio ~ valor de p Fraj valor de p
0,9960 99,6%
4855,50 0,000 1,16 0,375
Coeficientes da Reta de Regressao + Erro Padréo tobservado ™ ** valor de p
Intercepto: - 56967 + 69169 0,82 0,420
Inclinagdo: 41264 + 592,2 69,68 0,000

*Para regressdo, Feico (0,05; 1, 14) = 4,60. **Para falta de ajuste, Feqico (0,05; 5, 14) = 2,96. ***Para 0s
coeficientes da reta, tgitico (0,025; 18) = 2,101.

Juntamente com a analise de regressdo linear, também foi aplicado um teste de falta de
ajuste (Fryj) aos dados de calibracdo. De acordo com os valores de Fr,j néo significativos no
nivel de confianca de 95% (p > 0,05), o modelo linear é adequado para expressar a relacdo
entre a area do pico cromatografico de cafeina e sua concentracdo em solucdo. Pode-se
confirmar esse fato observando o valor do Fregressao altamente significativo (p = 0,000) no
mesmo nivel de confianca (Tabela 5.1). Além disso, o valor do coeficiente de determinacéo
(R? = 99,6%) demonstra que somente 0,4% da variacdo nos dados experimentais sao
referentes aos residuos, indicando também um bom ajuste no modelo linear.

Com o intuito de analisar a significancia dos coeficientes de calibracdo (intercepto e
inclinacdo), foi aplicado um teste-t a cada um no nivel de 95% de confianca (Tabela 5.1). A
partir dessa analise pode-se observar que o intercepto ndo apresentou significancia (p =
0,420). Todavia, o coeficiente relacionado a inclinagdo da curva € significativo (p = 0,000) o
que demonstra que o método CLAE-UV ¢ sensivel as variagdes de concentracdo de cafeina
em solucdo. Dessa maneira, conclui-se que a curva de calibracdo € linear na faixa de
concentracdes estudadas, passa pela origem e pode ser representada pela sequinte equacao:

area = - 56967 + 41264*concentracéo de cafeina (mg/L) (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Reta da regresséo linear a 95% de confianca para a curva de calibracdo do

método.

5.2.3 Limites de Deteccéo (LD) e de Quantificacdo (LQ)

Para o calculo do LD e LQ utilizou-se os dados obtidos a partir da curva analitica,
como descrito no item 5.2.2., porém, na faixa de concentracdo de 1 a 60 mg/L. Os valores de
LD e LQ obtidos para o método CLAE-UV de determinacdo de cafeina foram,
respectivamente, 0,28 e 0,96 mg/L. Esses valores demonstram que é possivel detectar e
guantificar cafeina através do método analitico desenvolvido por CLAE-UV em

concentracdes da ordem de partes por milh&o.
5.2.4 Preciséo

A partir da andlise de precisdo foi possivel verificar a confiabilidade do método. Para
tal, foram analisados dois niveis, a repetitividade, realizada no mesmo dia em periodos

diferentes, e a precisdo intermediria, analisada em cinco dias consecutivos. Segundo o guia

da ANVISA (2003), para a precisdo, sdo aceitaveis valores com DPR (%) abaixo de 15%.
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Portanto, os resultados de DPR foram calculados, tanto para a repetitividade quanto para a
precisdo intermediaria (Tabela 5.2).

Tabela 5.2. Resultados do estudo de precisdo para a determinacéo de cafeina em cogumelos
por CLAE-UV.

DPR (%)

Triplicatas amostrais __ N N
Repetitividade Precisdo intermediaria

Extrato do cogumelo 511 6,18

Os dados mostram valores de DPR abaixo de 15%, sugerindo que o método de
extracdo de cafeina em cogumelos comestiveis do género Pleurotus é preciso dentro dos
padrbes estabelecidos pela ANVISA (2003). Portanto, o0 método analitico desenvolvido é
capaz de fornecer resultados com dispersdo aceitdvel mesmo quando as determinagdes sdo

realizadas em dias diferentes.

5.2.5 Exatidao

Para avaliar a exatiddo do método, foram realizados testes por adicdo de padrdo em
trés niveis de concentracdo (50, 90 e 130 mg/L) para o cogumelo TF. A equacdo para a
determinacéo dos valores de recuperacao foi apresentada no item 5.1.2.1.5.

A ANVISA (2003) determina que os limites de recuperacdo adequados para o nivel de
concentracdo de cafeina presente nas amostras investigadas estejam no intervalo de 80-120%.
Na Tabela 5.3 estdo demonstradas as porcentagens de recuperacdo (%) obtidas para esse

parametro.

Tabela 5.3. Valores de recuperacdo para a determinacdo de cafeina em cogumelos pelo
método de CLAE-UV.

% Recuperacao

Amostra Valor médio
Replicata 1 Replicata 2 Replicata 3

50 mg/L 111,8 96,6 102,9 103,8

90 mg/L 107,2 91,9 90,9 96,6

130 mg/L 105,6 98,9 109,5 104,6
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A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que o método proposto apresenta
exatiddo adequada, pois as recuperagdes percentuais obtidas encontram-se dentro dos limites
aceitaveis (80-120%). A concentracdo média de enriquecimento (90 mg/L) apresentou
diferenca numérica das outras, porém, com os dados de precisdo os valores médios se tornam
equivalentes ndo considerando significativa tal diferenca.

Para verificar se houve diferencas significativas entre a recuperagdo desejada e a
determinada experimentalmente, foi aplicado aos resultados um teste t a 95% de confianca. O
valor de tearculado fOI menor que teiiico para todas as concentragdes estudadas, portanto néo
existem diferencas significativas entre o valor desejado de recuperagdo com o valor
experimental. Sendo assim, pode-se considerar que 0 método apresenta exatidao no intervalo
experimental estudado.

ARAGAO (2009) validou uma metodologia de determinacéo de metilxantinas em ché-
mate e café sollvel. Seus resultados de recuperacdo de cafeina no cha-mate foram de 94 e
105%, e para o café soltvel de 98 a 101%. Dessa maneira, 0s resultados demonstram que o
método CLAE-UV apresenta exatiddo adequada para a determinacédo de cafeina no cogumelo

comestivel investigado.

5.3 Aplicacao do método validado para quantificacao de cafeina nas amostras CF e C de
cogumelo por CLAE-UV

Apds a otimizacdo e validacdo da metodologia de extracdo de cafeina foi realizada a
determinacdo do analito presente nas amostras CF e C. Primeiramente, estas foram
submetidas a condicdo 6tima de extracdo proveniente do planejamento fatorial, e analisados
no cromatdgrafo nas condicdes estabelecidas no item 4.1.1.1. Todas as amostras foram
determinadas em triplicata e os resultados sdo apresentados na Tabela 5.4 como médias em

mg/L e ng/g de cogumelo liofilizado e seus respectivos desvios-padréo.

55



Tabela 5.4. Teores de cafeina das amostras de cogumelo CF e C.

Valor médio + DP Valor médio + DP

Amostras
(mg/L) (ng/g)
CF1 9,83 +2,96 294,80 + 88,96
CF2 4,93 + 0,56 147,78 + 16,85
CF3 1,25+0,59 37,50 + 17,80
Cl 25,15 + 6,09 754,67 £ 182,77
C2 32,50+ 0,30 975,04 +9,17
C3 19,65 + 7,82 589,60 + 234,73

CF = Cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas em borra de café e
inoculadas em feno;

C = Cogumelos produzidos diretamente na semente de café, sem uso do feno;
LD = Limite de detecgdo.

Os resultados apontaram que o cogumelo C, produzido diretamente na borra de café,
sem uso do feno, absorveu uma quantidade maior de cafeina do que os cogumelos CF,
produzidos com sementes desenvolvidas em borra de café e inoculadas em feno. Esse
resultado pode ser explicado devido a que o cogumelo C, produzido diretamente na semente
de café, sem uso do feno, ndo teve outro substrato disponivel na etapa de producdo dos
cogumelos. Ou seja, 0 cogumelo C esteve em contato direto com a borra de café, o que
facilitou na absorcdo de cafeina. Como esperado, as amostras de cogumelos TF, que ndo
tiveram contato com residuos de café, ndo apresentaram cafeina.

FAN e colaboradores (2000) produziram cogumelo comestivel do género Pleurotus
em casca de café e fizeram a determinacdo de cafeina usando como solvente extrator o
cloroférmio. Comparando os teores de cafeina no cogumelo seco inicial e final, 0,65 e 0,197
mg/g, respectivamente, perceberam que houve uma diminuicdo da quantidade de cafeina apés
a colonizacdo e frutificacdo na ordem de 60,69%. Também constataram que a molécula nao

sofre degradacdo, e sim, se acumula em parte do corpo de frutificagdo do cogumelo.

5.4 Conclusdes parciais

A partir dos excelentes resultados de precisdo e exatiddo, boa linearidade e
seletividade, foi possivel validar a metodologia analitica de extracdo e de determinacéo por
CLAE-UV de cafeina em amostras de cogumelo P. ostreatus. Assim, foi possivel realizar a
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determinacdo dos teores de cafeina pelo método validado de CLAE-UV nas amostras de
cogumelo investigadas podendo-se concluir que ocorre absorcdo de cafeina pelo micélio do
cogumelo principalmente quando o mesmo é cultivado diretamente na borra de cafe. O
cogumelo que apresentou maior teor de cafeina foi o produzido diretamente na borra de café

(C) sem o uso de outro substrato.
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CAPITULO 6. CARACTERIZACAO DO EXTRATO METANOLICO DAS
AMOSTRAS DE COGUMELO Pleurotus ostreatus
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6. CARACTERIZAQAO DO EXTRATO METANOLICO DAS AMOSTRAS DE
COGUMELO Pleurotus ostreatus

Os cogumelos comestiveis sdo fungos utilizados ha milhares de anos tanto para fins
alimenticios como para fins medicinais. Destacam-se por apresentar diversas atividades
biolégicas como antitumorais, antiinflamatdrias, antivirais e antioxidantes (SMITH et al.,
2002). Os agentes antioxidantes sdo responsaveis por inibir ou reduzir a acdo dos radicais
livres nas células (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

O café também possui atividade antioxidante, que é conseqliéncia de possuir em sua
composic¢do &cido cafeico, e acidos clorogénicos. Esses &cidos sdo 0s principais constituintes
fenolicos presentes no café (NOBESNY e BUDRYN, 2003).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em abundancia na natureza e sao
considerados inibidores de radicais livres. Os fenolicos mais comumente encontrados em
fontes naturais sdo os flavonoides, os &cidos fenolicos, os taninos e os tocoferdis (ANGELO e
JORGE, 2006).

Na literatura hd uma gama de relatos sobre a determinacdo da atividade antioxidante e
compostos fendlicos em cogumelos de diversas espécies (PAULI, 2010; MOKOCHINSKI,
2013; RICARDO, 2013). DUBOST e colaboradores (2007) verificaram que a espécie de
cogumelo com maior atividade foi o Agaricus bisporus em relacdo ao Pleurotus ostreatus,
ELMASTAS e colaboradores (2007) também chegaram a mesma conclusao em seus estudos.

O P. ostreatus deste trabalho foi cultivado em borra de café. O café é rico em &cidos
clorogénicos, entdo, tornou-se interessante determinar o teor dos compostos fendlicos e a
atividade antioxidante desse cogumelo a fim de verificar se o substrato em que foi produzido
interfere na concentracdo desses compostos.

Além disso, foi feita a identificacdo de compostos de baixa polaridade presentes nas
amostras dos cogumelos produzidos com e sem residuos de café. O objetivo dessa etapa foi
verificar se além da cafeina, o cogumelo absorve outros compostos provenientes do café que
possam vir a ser encontrados em seu basidioma. E também, verificar a presenca de compostos
originalmente produzidos pelos proprios cogumelos, de maneira a comparar a composi¢do
qualitativa dos cogumelos crescidos em substratos tradicionais e os crescidos em substratos

cafeicos.
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6.1 Materiais e Métodos
6.1.1 Preparacao dos extratos metandlicos das amostras de cogumelo

Os extratos metanolicos provenientes das amostras citadas no capitulo 3 foram
preparados para posteriores analises dos teores de flavonoides, fendlicos totais e determinagéo
de atividade antirradicalar. O procedimento de extracdo foi realizado de acordo com
MOKOCHINSKI (2013).

0,5 g de amostra foi pesada e adicionou-se a essa massa 10 mL de metanol grau HPLC
e foram levadas ao shaker Tecnal® por 10 horas & 25 °C e 125 rpm. Posteriormente, filtrou-se
a vacuo em papel qualitativo e reservou o sobrenadante. Entdo, foi adicionado mais uma
porcdo de solvente fresco e todas as etapas posteriores foram repetidas. Apos, 0s extratos
foram levados ao rotaevaporador (Nova Organica), no qual se reduziu o seu volume a 5 mL
(Figura 6.1).
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Figura 6.1. Etapas da preparacdo do extrato metandlico das amostras dos cogumelos produzidos
com sementes desenvolvidas em graos de trigo e inoculadas no feno (TF); cogumelos produzidos
diretamente na semente de café, sem uso do feno (C) e cogumelos produzidos com sementes

desenvolvidas em borra de café e inoculadas em feno (CF).

6.1.2 Analises quantitativas dos extratos metandlicos provenientes dos cogumelos CF, C
eTF

O espectofotbmetro UV-Vis VarianCary 50 Bio foi utilizado para as analises e
guantitativas. Para a determinacdo de flavondides utilizou-se cloreto de aluminio dihidratado
VETEC e quercetina SIGMA 98% como padrdo analitico (BORS et al., 1990). O reagente
Folin-Ciocalteau SIGMA-ALDRICH foi utilizado para a determinagdo dos teores de acidos
fendlicos e como padréo analitico, acido galico VETEC 99% (SINGLETON et al., 1999).
Carbonato de sodio (Na,CO3) CPQ e tartarato de sodio e potassio hidratado
(KNaC4H;06.4H,0) CPQ foram combinados para o preparo da solugdo tampédo. Para a
determinagdo da atividade antirradicalar utilizou-se o radical DPPH- (2,2-difenil-1-
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picrilhidrazil) SIGMA e metanol grau HPLC para a diluicio (BRAND-WILIAMS et al.,
1995). A &gua ultra-pura utilizada nas analises foi proveniente do equipamento da marca
TKA-GENPURE.

6.1.2.1 Determinag&o do teor de Flavondides

Para a determinacdo do teor de flavondides utilizou-se o reagente cloreto de aluminio
dihidratado a 5% m/v em metanol. Uma curva de calibracdo foi preparada a partir de uma
solucdo estoque de quercetina de 50 mg/L diluida em metanol, que foi utilizada como
referéncia. Para a curva analitica dos extratos metanolicos dos cogumelos, preparou-se
solucdes padrdo de quercetina nas seguintes concentrac@es [0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 e 20,0
mg/L].

O método baseia-se na formacdo de quelatos a partir do aluminio e dos flavonoides e
com isso, ocorrerd um deslocamento para maiores comprimentos de onda e uma
intensificacdo de absor¢do, consequentemente, uma alteracdo de cor (BORS et al., 1990).

Um volume de 0,5 mL das solu¢des de quercetina foram misturados com 0,25 mL da
solucdo de AICI; 5% e avolumados em baldo volumétrico de 5 mL. Aguardou-se um tempo
de 30 minutos para que a reagdo ocorresse e posteriormente, foi realizada a medida de
absorbancia a 425 nm no espectofotdmetro UV-Vis. Para a quantificacdo de flavondides nos

extratos, efetuou-se 0 mesmo procedimento utilizado para as solu¢des padrdo de quercetina.

6.1.2.2 Determinacdo do teor de Fendlicos totais

O método para a determinacdo de fendlicos totais se baseia em uma reacdo de Oxido-
reducdo no qual o reagente Folin Ciocalteau, solucdo que apresenta ions complexos formados
a partir dos acidos fosfotlngsticos-fosfomolibdicos, oxida os fenolatos em meio alcalino,
reduzindo os &cidos a um complexo azul (SINGLETON e ROSSI, 1965).

As concentragdes de fendlicos totais foram determinadas a partir do uso do reagente
Folin-Ciocalteau. Uma solugéo estoque de acido galico em metanol na concentracdo de 1000
mg/L foi utilizada para o preparo das solugcdes padrédo a fim de construir a curva de calibracéo
para posterior quantificacdo. A faixa de concentracdo utilizada para quantificar os extratos
metanolicos de P. ostreatus foi de [80; 120; 200; 250; 320; 350; 400 e 420 mg/L].
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Em um baldo volumétrico de 5 mL adicionou-se 0,1 mL de cada solucdo padrdo de
acido gélico, 0,5 mL de solugdo tampéo de carbonato/tartarato (20 g de Na,CO3 e 1,2 g de
KNaC4H;06.4H,0 em 100 mL de agua) e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau, respeitando
essa ordem e como diluente utilizou-se agua ultra-pura. As solucGes foram deixadas em
repouso por 30 minutos. Apds, realizou-se a leitura da absorbancia a 760 nm. Adotou-se o
procedimento de construgdo da curva analitica para as amostras, porém, substituiu-se a

solucéo padréo de acido galico pelo extrato.

6.1.2.3 Determinagdo da atividade antirradicalar dos extratos dos cultivados de
Pleurotus ostreatus baseada no método do radical DPPH-

O método se baseia em uma reacdo no qual o DPPH- ¢ reduzido por meio da doagdo
de um &tomo de hidrogénio proveniente das substancias antirradicalares. Essa reacdo é
monitorada por uma mudanca de coloracdo (SINGLETON et al., 1999).

Foi elaborada uma curva analitica para cada amostra de cogumelo com a porcentagem

de inibicdo (%) (Equacdo 6.1) em funcdo da concentracdo do extrato.

(Af—Ai)

PI (%) = X 100 (Equagéo 6.1)

em que:

Pl (%) = porcentagem de inibicdo.

Ai= medida de absorbancia de uma solucdo contendo 2,5 mL da solugéo trabalho de DPPH: e
0,50 mL de metanol.

Af= absorbancia obtida apds 30 minutos de reacdo entre 0 DPPH- e 0 extrato de cogumelo em
cada uma das concentragdes testadas.

A reacdo foi realizada por diluicdo diretamente na cubeta do UV-Vis, na qual se
adicionou volume fixo de DPPH- 1000 mg/L (2,5 mL) e diferentes volumes do extrato de
cogumelo. O volume final de 3 mL foi completado com metanol. O tempo de espera da
reacdo foi de 60 minutos e em seguida, foi feita a leitura da absorbancia em 515 nm.

A capacidade antirradicalar dos extratos foi expressa em valores de ECsp. Para tal, foi
construido um grafico a partir da porcentagem de inibi¢do versus a concentracdo do extrato

em g/L.
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6.1.3 Identificacdo de compostos presentes nos extratos metandélicos das amostras de
Pleurotus ostreatus por CG-EM

A identificacdo de componentes nos extratos metandlicos das amostras de P. ostreatus
foram realizadas em um cromatografo gasoso Agilent Technologies modelo 5975C VLMSD
(Figura 6.2), acoplado espectrémetro de massa de ionizacdo por elétrons. A separacdo das
amostras foi feita utilizando uma coluna capilar de silica Agilent 19091S-433 (30 m x 250 um
x 0,25 pm), com temperatura maxima igual a 325 °C. O programa de temperatura iniciou em
50 °C durante um minuto seguido de incrementos de 15 °C/min até 90 °C. Posteriormente, a
taxa de aquecimento foi aumentada para 30 °C/min até 150 °C, e, para finalizar, 15 °C/min
até 320 °C. O tempo total de andlise foi de 23 minutos. A temperatura do injetor e detector
foram de 250 °C e 300 °C, respectivamente. O modo splitless foi adotado e o gas de arraste
foi o hélio em um fluxo constante de 1 mL/min, com volume de injecdo igual a 1 pL.Os
espectros de massa foram obtidos por impacto de elétrons (IE) a 70 eV. O espectrémetro de
massas foi operado no modo varredura no qual os ions m/z foram monitorados no intervalo de
50 a 600 m/z. Os componentes das amostras foram identificados com base na comparagéo dos
espectros de massa e tempos de retencdo com aqueles disponiveis na biblioteca de espectros
do equipamento (NIST). Todas as amostras, anteriormente a injecdo, foram derivatizadas por

uma reacdo com 50 pL de BSTFA a 60 °C por 1 hora.

Figura 6.2. Cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massas Agilent Technologies
modelo 5975C VLMSD.
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6.2 Resultados e Discussao

6.2.1 Teores de compostos fenolicos e capacidade antiradicalar de extratos metanolicos

dos cogumelos CF, Ce TF

Os extratos metandlicos dos cogumelos investigados foram submetidos a analises
quantitativas para determinar o teor de flavonoides, fenolicos totais bem como a atividade
antirradicalar pelo método de espectrofotometria UV-Vis. Aplicou-se aos resultados uma
andlise de variancia (ANOVA) e um teste Tukey a 95% de confianca utilizando como
software o Minitab verséo 16.2.2.

Para a determinacéo dos teores de flavonoides presentes nos extratos dos cogumelos,
foi utilizado como padrdo analitico a quercetina. A curva analitica utilizada para a
quantificacdo de tais teores é representada pela equacdo: A = 0,00113 + 0,00943 C (mg/L)
com coeficiente de correlagéo igual a 0,998.

Para a quantificacdo dos teores de fendlicos totais, fez-se 0 uso da equacdo da reta
proveniente da curva A = - 0,0201 + 0,000792 C (mg/L) com coeficiente de correlacdo igual a
0,997.

A atividade antirradicalar foi expressa em fungéo do valor do ECsp, que corresponde a
concentracdo do extrato capaz de reduzir em 50% a concentracdo do radical DPPH-. Esse
valor foi obtido por meio da interpolacdo da curva analitica que relaciona a porcentagem de
inibicdo versus a variacdo da concentracdo dos extratos. Para cada extrato foi obtida uma
curva analitica na faixa de concentragdo de 2 a 6 g/L.

Na Tabela 6.1 sdo apresentados os valores médios de flavonoides, fendlicos e a

atividade antirradicalar obtidos para as amostras de cogumelo TF, C e CF.
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Tabela 6.1. Teores de flavonoides, fendlicos e atividade antirradicalar (ECsg) dos extratos das

amostras de cogumelo.

Amostras  Flavonoides = DP (ug/g) Fendlicos £ DP (ug/q) ECso £ DP (g/L)

TF 62,28 + 4,16° 3841,7 + 182,72 2,95 + 0,08°
C 4512 + 2,26° 1773,9 + 19,68° 2,70 0,113
CF 114,31 + 34,56° 1642,7 + 166,0° 3,47 +0,20°

* Valores expressos por grama de cogumelo seco (média + desvio-padrao).

* Letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferencas significativasno nivel de 95% de confianca (p < 0,05).
TF = cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas em graos de trigo e inoculadas no feno;

C = cogumelos produzidos diretamente na semente de café, sem uso do feno;

CF = cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas em borra de café e inoculadas em feno.

Os teores médios para o teor de flavonoides nos extratos de cogumelo foram
consideravelmente baixos. O cogumelo CF obteve valores de flavonoides significativamente
maiores (p < 0,05) do que os cogumelos cultivados pelos outros dois tratamentos.

Os resultados para fendlicos totais demonstram que ndo houve correlagdo com o0s
teores de flavonoides. PAULI (2010) determinou o teor de compostos fenoélicos e a atividade
antirradicalar dos cogumelos Lentinus edodes (Shiitake), Agaricus bisporus (Champignon de
Paris), Oudemansiella canarii e Pleurotus ssp. (Pleurotus branco, Pleurotus salmon e
Shimeji) fornecidas pela empresa Zucca Alimentos localizada na cidade de Salto, regido de
Campinas. Os resultados mostraram uma menor quantidade do teor de flavonoides nos
cogumelos do género Pleurotus em relacdo aos demais. Para o teor de fendlicos, o P. branco,
salmon e Shimeji, mesmo pertencendo ao mesmo género, apresentaram valores
estatisticamente diferentes e em média, maiores que as outras espécies estudadas. Em relacdo
a atividade antirradicalar, os cogumelos Pleurotus, foram menos eficientes que os demais.

O cogumelo TF apresentou maiores teores de fendlicos totais em relacdo aos outros.
Assim, pelo que para obter cogumelos com maiores niveis de compostos fenolicos totais seria
mais recomendado o cultivo do mesmo em substratos vegetais como 0s investigados por
MOKOCHINSKI (2013). Em seu estudo MOKOCHINSKI (2013) estudou a influéncia de
diversos substratos vegetais fermentados em estado sélido e submerso na producdo do
Agaricus brasiliensis. O extrato do substrato de abacaxi fermentado em estado solido e
submerso apresentou, respectivamente, 4,5 e 5,5 mg/g para flavonoides, 68 e 65 mg/g para
fenolicos e 0,03 e 0,08 g/L para atividade antirradicalar. Este autor também observou que os

substratos vegetais fermentados apresentaram melhores resultados para os ensaios citados
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acima em relacdo a os substratos ndo fermentados. Por exemplo, o substrato de casca de
abacaxi apresentou teores de flavonoides (2,7 mg/g), fendlicos (29 mg/g) e da atividade
antirradicalar (1,10 g/L) menores do que os substratos fermentados da casca de abacaxi. Nesse
trabalho foi concluido entdo que ha um aumento da producdo de compostos bioativos devido
a acdo das enzimas do cogumelo sobre os diferentes substratos.

No presente trabalho os resultados foram investigados através de analise de variancia
(ANOVA) e o teste Tukey que indicaram que houve diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos com e sem residuo de café (p < 0,05). Os tratamentos distintos afetaram o
metabolismo do cogumelo ou seu desenvolvimento no que diz respeito a biossintese de
compostos fendlicos e capacidade antirradicalar. Os resultados marcados com letras distintas
na tabela 6.1 apresentaram diferencas significativas no nivel de 95% de confianca.

Os resultados sugerem que os substratos cafeicos ndo sdo adequados para estimular a
producdo de compostos fendlicos pelo cogumelo. Todavia, ainda deve-se verificar se o
cogumelo adsorve outras moléculas de natureza fendlica, naturalmente presentes no café,
como os acidos clorogénicos.

FAN et al., (2006) avaliaram a influéncia da concentracdo de cafeina na producdo de
cogumelos do género Pleurotus em casca de café. Verificaram que concentracdes de 50 a 100
mg/L de cafeina acarretaram efeitos positivos no crescimento micelial, porém, em
concentra¢fes maiores que 300 mg/L houve inibicdo no desenvolvimento do micélio e na
frutificacdo do fungo. Além disso, constataram que a cafeina foi parcialmente acumulada no
micélio e basidioma do cogumelo.

Sabe-se que quanto menor o valor do ECsp, maior € o potencial antirradicalar. Os
resultados demonstram que o cogumelo produzido diretamente na semente de café obteve
maior capacidade antirradicalar do que os demais. Desta maneira, o extrato dessa amostra de
cogumelo apresenta compostos com alto potencial antirradicalar.

RICARDO (2013) determinou a atividade antioxidante pelo método do radical DPPH-
em suas amostras de P. ostreatus cultivados em borra de café e palha de trigo originadas da
Espanha e Portugal. Os resultados expressos em ECsy apontaram uma maior atividade para o
cogumelo produzido em borra de café em relagdo ao produzido em palha de trigo. Porém,
apresentou resultados de ECso (17 g/L) para o P. ostreatus produzidos em borra de café
maiores em relacdo aos valores encontrados no nosso estudo. Sendo assim, o cogumelo que
foi estudado neste trabalho se mostrou mais eficiente, pois necessitou de uma menor

concentracdo de extrato (2,70 g/L) para reduzir em 50% a concentragdo do radical DPPH-.

67



Essa diferenca pode ser explicada pelo fato do local e condigdes do cultivo poder influenciar a
composi¢do quimica do cogumelo.

PAULI (2010) em seu estudo também verificou a capacidade antirradicalar de
cogumelos comestiveis provenientes da regido sul de Minas Gerais. A concentracdo de extrato
de P. ostreatus encontrada para inibir em 50% o radical DPPH- foi de aproximadamente 3
g/L, demonstrando semelhanca aos valores encontrados neste trabalho.

6.2.2 ldentificacdo de compostos presentes nos extratos metandlicos das amostras de

Pleurotus ostreatus por CG-EM

Anteriormente as analises por CG-EM, as amostras passaram pela etapa de
derivatizacdo por meio da reacdo com o BSTFA para diminuir a polaridade dos compostos.
Este derivatizante promove a substituicdo dos hidrogénios ativos de compostos organicos
polares pelo grupo trimetilsilil (-Si(CHs)3) (MOKOCHINSKI, 2013).

Para a identificacdo dos compostos, utilizou-se a biblioteca de espectros NIST para
efeito de comparacdo dos espectros de massas obtidos experimentalmente com os dados
disponiveis no equipamento.

Os cromatogramas de cada amostra (Figura 6.3) apresentaram picos mais intensos nos
tempos de retencdo de 13,35 e 14,94 minutos. Esses picos majoritarios sdo referentes a

compostos contaminantes presentes nas amostras de cogumelo.
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Figura 6.3. Cromatogramas obtidos por CG-EM para as amostras de cogumelo (A) produzido

com sementes desenvolvidas em graos de trigo e inoculadas no feno, (B) produzido com

sementes desenvolvidas em borra de café e inoculadas em feno e (C) produzido diretamente

na semente de café, sem uso do feno.
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Os cromatogramas ampliados (Figura 6.4) mostraram semelhanga entre os perfis

cromatograficos das trés amostras de cogumelo.
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Figura 6.4. Cromatogramas ampliados obtidos por CG-EM para as amostras de cogumelo (A)
produzido com sementes desenvolvidas em gréos de trigo e inoculadas no feno, (B) produzido
com sementes desenvolvidas em borra de café e inoculadas em feno e (C) produzido

diretamente na semente de café, sem uso do feno.

Para maior confiabilidade nos resultados foram considerados presentes nas amostras

apenas 0s compostos que apresentaram uma compatibilidade maior ou igual a 60% entre os

70



espectros obtidos experimentalmente e o fornecido pela biblioteca de espectros. Os principais

compostos identificados em cada amostra estdo descritos na Tabela 6.2.

Tabela 6.2. Principais compostos identificados nos extratos metanolicos das amostras de

cogumelo por CG-EM.

Tempo de .
Composto, B EI-MS Probabilidade
Amostra retencao ) ]
MM (g/mol) _ m/z (intensidade) (%0)
(min)
TF, CFe Tributilacetilcitrato 185 (100%), 129,
13,35 97%
C 402,22 259
TF, CFe Ftalatos, 149 (100%), 167,
14,95 + 35%
C 390,27 57
Ergosterol, 69 (100%), 363,
TFeC 18,37 80 e 66%
396,33 253
Acido hexadecandico, 74 (100%), 143,
CFeC 11,30 70%
270,25 270
Cafeina, 194 (100%),
CFeC 10,95 96%
194,08 109,67
Lupeol, 68 (100%), 207,
TF 19,55 66%
426,38 423
Acido octadecandico, 159 (100%), 57,
TF 13,41 69%
442,32 98
1-metildodecilbenzeno, 105 (100%), 260,
CF 11,24 69%
260,25 147
9,12-
_ o 155 (100%), 55,
CF diepoxietilestearato 16,00 201 89%
340,26

TF = cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas em gréos de trigo e inoculadas no feno;

C = cogumelos produzidos diretamente na semente de café, sem uso do feno;

CF = cogumelos produzidos com sementes desenvolvidas borra de café e inoculadas em feno.

As amostras de cogumelo apresentaram alguns &cidos graxos saturados em sua

composicdo. Porém, sabe-se que os cogumelos possuem uma baixa quantidade de lipideos.
LONGVAH e DEOSTHALE (1998) analisaram os tipos de acidos graxos encontrados em
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espécie de cogumelos Lentinula edodes cultivados na india. A partir deste estudo, relataram
que os acidos graxos insaturados estdo presentes em maior quantidade do que os saturados
nos fungos.

Os acidos palmitico, estearico, oleico e linoléico representam cerca de 70 a 90% dos
lipideos presentes em cogumelos comestiveis, sendo que, a quantidade total de &cidos graxos
varia entre 74 e 83% (NAPPI et al., 1999). Vale ressaltar que a quantidade de acidos graxos
pode variar de acordo com cada espécie de cogumelo.

A técnica de CG-EM apresenta maior sensibilidade em relacdo a CLAE-UV, podendo
detectar compostos em niveis de partes por bilhdo. Portanto, foi confirmada a presenca de
cafeina somente nas amostras de cogumelo que foram cultivadas na presenca de substratos
cafeicos, o que ratifica que o cogumelo absorve essa molécula dos substratos e que a mesma
ndo é alterada pelas enzimas do mesmo.

O lupeol (Figura 6.5), identificado na amostra TF, & um triterpendide. Compostos
dessa classe apresentam diversas atividades biolégicas, como antiinflamatoria, antitumoral,

antimicrobiana, antialérgica, além de possuir baixa toxicidade (GALLO e SARACHINE,

2009).

x\'\U g

Figura 6.5. Estrutura quimica do lupeol.

J& o ergosterol (Figura 6.6), identificado nas amostras TF e C, € constituinte de um
grupo de moléculas lipossoltveis, denominado esterdides (FAHY et al., 2005). A participagdo
do ergosterol na composi¢do quimica nas amostras é justificada pelo fato desse composto ser

o principal esterol presente no micélio na maioria dos fungos (PEACOCK e GOOSEY, 1989).
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Figura 6.6. Estrutura quimica do ergosterol.

Os &cidos graxos e esterdis encontrados sdo compostos produzidos pelos cogumelos,
podendo haver alteracdo nas quantidades dependendo do substrato e/ou meio de cultura em
que é cultivado.

Os compostos tributilacetilcitrato e ftalato, encontrados nas trés amostras, sao
plastificantes e, comumente encontrados em produtos plasticos. Durante a producdo dos
cogumelos foram utilizados sacos plasticos, portanto, a identificacdo desses compostos na
composi¢do quimica das amostras pode ser proveniente de uma contaminacao a partir desse

produto.

6.3 Conclusdes Parciais

Em relacdo aos valores de flavonoides totais, todas as amostras apresentaram teores
entre 45 e 114 pg/g. O cogumelo crescido em borra de café contém quantidades significativas
de compostos fendlicos e, em particular, o cogumelo cultivado diretamente na borra de café
mostrou uma maior atividade antirradicalar em relacdo aos demais. Isto pode indicar que a
capacidade antirradicalar estd vinculada a natureza das substancias antioxidantes presentes na
borra de café, mais do que relacionada com seu teor de cafeina nos extratos. Por fim, foram
identificados por CG-EM é&cidos graxos, terpenos e esterois presentes na composic¢ao quimica
dos cogumelos TF, CF e C. Em relacdo a cafeina, esta foi identificada somente nas amostras

CF e C, confirmando que o fungo a absorve e ndo a degrada.
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CAPITULO 7. CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

o O método otimizado com o auxilio do planejamento fatorial para a extracdo de cafeina
a partir P. ostreatus se mostrou simples e eficiente permitindo recuperacdes em torno de
100%;

o A metodologia analitica para a quantificacdo de cafeina por CLAE-UV foi validada
levando em consideracdo os parametros de seletividade, precisdo, exatiddo, linearidade e
sensibilidade. Todos os parametros se enquadraram nas normas estabelecidas pela ANVISA
(2003);

o O cogumelo crescido diretamente na borra de café, sem a presenca do feno (C)
apresentou maior teor de cafeina em relagdo ao produzido com sementes desenvolvidas em
borra de café e inoculadas em feno (CF);

o A cafeina presente no substrato em que o cogumelo € cultivado pode ser absorvida
pelo micélio do fungo e, desta forma, ser encontrada em sua composi¢do quimica, o que
podera influenciar a atividade bioldgica desses cogumelos;

o O cogumelo produzido sem a presenca de borra de café apresentou maior teor de
fenolicos totais em relacdo aos outros. Portanto, os resultados sugerem que o0s substratos
cafeicos ndo sdo adequados para estimular a producéo de compostos fendlicos pelo cogumelo.
o O cogumelo crescido diretamente na borra de café mostrou maior atividade
antirradicalar em relagdo aos demais, o que pode ser explicado devido ao café ser rico em
antioxidantes. Portanto, para estudos futuros, deve-se verificar se 0 cogumelo adsorve outras
moléculas, naturalmente presentes no café, como os acidos clorogénicos, trigonelina, etc;

o Os extratos metanoélicos das amostras de cogumelo apresentaram em sua composi¢ao
quimica: acidos graxos, ergosterol e lupeol. A cafeina foi identificada somente nas amostras
CF e C, confirmando que o fungo pode absorvé-la e a mesma ser encontrada em seu
basidioma.

o Para estudos futuros, seria interessante aprimorar a anélise por CG-EM, focando na
extracdo dos acidos graxos e esterois, a fim de comparar o cultivo dos cogumelos produzidos

com e sem a presenca de residuos de café.
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Cromatograma obtido por CLAE-UV, a 274 nm, referente a uma solugo padrdo de cafeina a 10
mg/L.
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