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RESUMO - O L. edodes, comumente conhecido como Shiitake, € um cogumelo
comestivel que além de apresentar importante valor nutricional, vem sendo estudado
devido a sua composic¢do promissora de compostos biologicamente ativos. Os objetivos
desse estudo foram (i) determinar os compostos fenodlicos totais, flavonoides totais,
atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato fendlico de L. edodes e, (ii)
identificar e quantificar os compostos presentes no extrato fenolico por CLUE. A
atividade antioxidante in vitro foi determinada pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP.
Os compostos fendlicos foram isolados e quantificados em cromatografo de ultra
eficiéncia (CLUE). A atividade antimicrobiana foi investigada frente a quatro cepas de
bactérias patogénicas por meio do método de microdiluicdo. Os niveis de compostos
fendlicos totais e flavonoides totais foram de 4,91 mg GAE/g e 1,13 CE/qg. Foi possivel
identificar e quantificar 6 compostos fendlicos, além do acido fumarico, presentes no
extrato fenodlico obtido. A maior atividade antioxidante foi verificada pelo método
ABTS (28,85 umol TE/g). O extrato fendlico inibiu todas as bactérias patogénicas
estudadas (MIC < 100 mg/mL) e apresentou maior efetividade sobre o S. aureus. A
presenca de compostos biologicamente ativos, extraidos por um solvente ndo toxico,
sugere que o extrato de L. edodes pode ser aplicado na inddstria alimenticia e/ou
farmacéutica como um agente antioxidante e antimicrobiano natural.
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1. INTRODUCAO

Vaérias espécies de cogumelos comestiveis tém sido apontadas como fonte de compostos
bioativos, além de apresentarem um importante valor nutricional (Kala¢, 2013). Para sobreviver em
ambiente natural, produzem metabolitos secundarios, que apresentam atividades antioxidantes e
antimicrobianas. Os compostos fenolicos sdo exemplos de metabdlitos secundarios, que além de
contribuirem para a sobrevivéncia dos cogumelos, podem ser benéficos para os seres humanos
(Nedelkoska et al., 2013).

As propriedades antioxidantes dos fendlicos provenientes das plantas e dos cogumelos
devem-se as reacOes redox, que os permitem atuar como doadores de atomos de hidrogénio ou
como agentes redutores (Ahmad et al., 2012). Os compostos fendlicos sdo compostos aromaticos
hidroxilados que possuem um ou mais anéis aromaticos, com um ou mais grupos hidroxila,
responsaveis pela caracteristica antioxidante, pois apresentam a capacidade de eliminar radicais
livres (Liu et al., 2013).

Estudos in vitro e epidemiologicos sugerem que o consumo de alimentos ricos em compostos
fendlicos pode diminuir significativamente o risco de alguns problemas de saude devido as suas
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propriedades antioxidantes, antimutagénicas, anti-inflamatdrias e antibacterianas (Alves et al.,
2013). Além da busca por compostos antioxidantes, nos ultimos anos os pesquisadores de todo o
mundo iniciaram um rastreamento de novas drogas bactericidas e/ou bacteriostaticas que
apresentem diferentes mecanismos de acdo daquelas ja conhecidas. I1sso porque, a resisténcia a
antibioticos tem aumentado nos Gltimos anos e tornou-se uma preocupacdo global Esta situacéo
forneceu o impulso para a busca de substancias antimicrobianas de varias fontes, como plantas
medicinais e também cogumelos (Alves et al., 2013; Nedelkoska et al., 2013).

O Lentinula edodes, comumente conhecido como cogumelo Shiitake, é o segundo cogumelo
comestivel cultivado mais importante do mundo. Tem atraido o interesse pesquisadores devido as
suas propriedades medicinais e varios compostos biologicamente ativos (Hearst et al., 2009). Estes
compostos exibem propriedades antitumoral, antifingica, antibacteriana, hipoglicémica e
antioxidante. A atividade antimicrobiana de L. edodes foi confirmada contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, fungos filamentosos, leveduras e virus (Keles et al., 2011).

Tendo em vista a necessidade de encontrar novas opcbes de agentes antimicrobianos, e se
possivel que sejam provenientes de fonte natural e possam ser obtidos por meio de uma dieta
saudavel, os objetivos desse estudo foram (i) determinar os compostos fendlicos totais, flavonoides
totais, atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato fendlico de L. edodes e, (ii) identificar e
quantificar os compostos presentes no extrato fendlico por CLUE.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Cogumelo

Aproximadamente 3,0 kg de Lentinula edodes (Shiitake) cultivados no municipio de Campina
Grande do Sul/PR, Brasil, foram liofilizados e triturados para a obtencdo de particulas inferiores a
32 mesh (0,5 mm). O material pulverizado foi embalado a vacuo e armazenado sob protecédo da luz
até a realizacao das analises.

2.2 Obtencao do extrato fenolico

O extrato fendlico do cogumelo L. edodes foi obtido seguindo parametros previamente
estudados e otimizados pelos autores. O tempo de extracdo foi pré-estabelecido em 2 horas, com
agitacdo continua de 100 rpm. A temperatura de extracdo foi de 36,5 °C. O solvente utilizado foi
etanol a 25% e a razdo soélido:liquido de 1:70. Em seguida as amostras foram centrifugadas a
1075,20 x g por 15 min. e o sobrenadante foi analisado.

2.3 Determinacao dos CFT e dos Flavonoides Totais (FT)

Os CFT dos extratos foram determinados de acordo com o procedimento que utiliza o
reagente Folin-Ciocalteu, conforme Singleton et al. (1965), com pequenas modificagdes. A
absorbancia foi medida a 725 nm e os valores obtidos foram comparados com uma curva de
calibracdo de acido galico (0 a 100 mg/L). Os resultados foram expressos em mg de &cido galico
equivalente (GAE) por g de cogumelo seco (mg GAE/g MS).

A determinacdo dos FT foi realizada por meio de analise colorimétrica, empregando cloreto
de aluminio, conforme Jia et al. (1999), com pequenas modificacdes. A absorbancia foi medida a
510 nm e comparada com uma curva de calibracdo de catequina (0 a 400 mg/L). Os resultados
foram expressos em mg de catequina equivalente (CE) por g de cogumelo seco (mg CE/g MS).
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2.4 Determinacao da atividade antioxidante (in vitro)

A atividade antioxidante via eliminacdo de radicais livres foi determinada pelo ensaio de
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), conforme Brand-Williams et al. (1995), com pequenas
modificagfes. Em seguida, a absorbancia foi medida a 515 nm, em espectrofotometro (UV/VIS
Shimadzu-1800). O potencial antioxidante de reducéo do ferro (FRAP) foi determinado segundo a
metodologia descrita por Benzie et al. (1996), com pequenas modificaces. A absorbancia foi lida
em comprimento de onda de 593 nm. A atividade sequestradora do radical ABTS (2,2’-azino-bis
(&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) dos extratos dos cogumelos foi determinada conforme Re
et al. (1999). A absorbancia foi obtida a 734 nm, em espectrofotometro. Os resultados foram
comparados com uma curva padrdo (Trolox 0-2500 umol/L) e expressos em pmol de Trolox
equivalente por g de cogumelo seco (TE pmol/g MS).

2.5 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE-DAD)

Os compostos fendlicos e nado-fendlicos foram determinados de acordo com o método
proposto por Gasic et al., (2014), com pequenas alteracdes. Primeiramente, o extrato fendlico foi
filtrado em um filtro de seringa de nylon de 0,22 um e 0,5 pL da amostra foi injetada em um
cromatografo liquido de ultra eficiéncia (CLUE). O CLUE Acquity H-Class (Waters, Milford, MA,
EUA) equipado com um sistema de bomba quaternaria Waters, um auto-amostrador (Milford, MA,
Estados Unidos) e um detector de matriz de diodo Aquad (Waters, Milford, MA, EUA) foi
utilizado. Utilizou-se uma coluna Acquity BEH C18 (50 mm x 2,1 mm) com particulas de 1,7 um
(Waters, Milford, MA, EUA) a 30 °C.

O monitoramento dos cromatogramas foi realizado a 280, 290 e 370 nm, uma vez que a
maioria dos compostos fendlicos exibem absor¢cdes maximas proximas destes comprimentos de
onda. A determinacdo dos compostos fenolicos e ndo-fendlicos foram realizadas comparando-se o
tempo de retencdo e 0s espectros com curvas-padrdo de acido galico, acido protocatecuico, acido p-
hidroxibenzoico, &cido p-cumarico, campferol, acido fumérico e acido benzoico.

2.6 Atividade antimicrobiana (in vitro)

A atividade antimicrobiana foi testada determinando a concentracdo minima inibitéria (MIC),
utilizando o método de microdiluicdo de acordo com o protocolo descrito por Wiegand, Hilpert e
Hancock (2008). A MIC ¢é definida como a menor concentracdo do agente antimicrobiano (extrato
fenolico) que impede o crescimento microbiano. O extrato foi liofilizado e reidratado com agua
estéril. A concentragéo do extrato testada foi de 200 a 0,39 mg/mL.

O cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio foi utilizado para avaliar a mudanca de coloragdo do meio
(incolor para rosa), indicando o crescimento bacteriano. Cada placa teste incluiu um controle de
crescimento e um controle de esterilidade. A amoxicilina foi utilizada como antibi6tico de
referéncia.

O extrato fendlico foi testado contra 4 bactérias: 2 Gram-positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Bacillus cereus ATCC 11778) e 2 Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e
Salmonella enteritidis ATCC 13076). Os micro-organismos foram fornecidos pelo Laboratorio de
Microbiologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus de Curitiba (E. coli e S.
aureus), pelo Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana (B. cereus) e pelo
Laboratorio de Enterobactérias do Instituto Oswaldo Cruz (S. enteritidis).
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2.7 Analise de dados

A andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foram realizados utilizando o programa
Statistica versao 10.0 para avaliar as diferencas significativas (p<0,05) entre os valores médios de
cada variavel analisada. Com excecdo da determinacdo da atividade antimicrobiana que foi
realizada em duplicata, as demais analises foram realizadas em trés repeticdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Compostos Fendlicos Totais e poder antioxidante

A concentracdo de CFT encontrada no extrato fendlico foi igual a 4,91 mg GAE/g MS,
enquanto que o contetdo de flavonoides totais (FT) foi de 1,13 mg CE/g MS, representando 23%
dos CFT do cogumelo. Keles et al. (2011) quantificaram os CFT de 24 cogumelos e encontraram
valores que variaram de 0,42 a 12,78 mg GAE/g (MS).

A atividade antioxidante do L. edodes foi avaliada pelos métodos de DPPH, ABTS e FRAP e
os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 1. Ambos os métodos de eliminagdo radical sao
populares para a determinacdo da capacidade antioxidante de produtos alimenticios, devido aos
procedimentos simples, rapidos, sensiveis e reprodutiveis (Oliveira et al., 2016). O ensaio de ABTS
apresentou maior poder antioxidante (28,85 umol TE/g), enquanto o DPPH obteve o menor
resultado (11,48 pumol TE/g). Apesar do extrato avaliado em cada ensaio ser 0 mesmo, 0S
mecanismos de acdo envolvidos nos métodos sao diferentes.

As moléculas de DPPH e ABTS sdo dois radicais livres estaveis e coloridos, que sao
receptores tanto de um atomo de hidrogénio como de um elétron para se tornar uma molécula
diamagnética estavel. Ao receberem um atomo de hidrogénio ou um elétron de um agente
antioxidante, como os compostos fendlicos, a forma reduzida do radical é gerada, seguida pela
perda de cor (Zielinski et al., 2016). Enquanto isso, o FRAP é caracterizado somente pela
capacidade de transferéncia de elétrons, que resulta na redugdo de fons ferro (Fe®*" para Fe?") na
presenca de compostos antioxidantes (Craft et al., 2012).

Tabela 1 — Concentracdo de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante
do extrato de L. edodes

Anélises L. edodes

Compostos Fendlicos Totais (mg GAE/g MS) 4,91+0,18
Flavonoides totais (mg CE/g MS) 1,13+0,03

.. .. DPPH 11,48+0,21
At'z"fjgleﬁg}'oﬁg‘;‘”te ABTS 28,85+2,11
" 8 FRAP 17,3240,19

GAE — Acido galico equivalente. CE — Catequina equivalente. TE — Trolox Equivalente. DPPH - 2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl. ABTS - acido 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico). FRAP — Poder antioxidante de reducdo do
ferro.

Os acidos fenolicos séo classificados em hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos (Dai et al.,
2010; Heleno et al., 2015). Segundo Brand-Williams et al. (1995) os derivados de acidos
hidroxicinamicos sdo melhores antioxidantes dos que os acidos hidroxibenzoicos, por apresentaram
dupla ligacdo na molécula (-HC=CHCOOH) que participa da estabilizacdo do radical por
ressonancia de deslocamento do elétron desemparelhado.

Entre os derivados do é&cido hidroxicindmico, somente o 4&cido p-cumarico (4-
hidroxicinamico) (de 2,47 ug/g) foi identificado. Os derivados de acido hidroxibenzoicos
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quantificados foram os acidos galico (3,4,5-trihidroxibenzoico) (157,84 ug/g), benzoico (32,33
Ha/g), protocatecuico (3,4-dihidroxibenzoico) (9,44 pg/g) e p-hidroxibenzoico (4-hidroxibenzoico)
(5,65 pg/g) (Tabela 2). Apenas um flavonoide foi identificado: o campferol (6,52 pg/g). O acido
fumérico (ndo fenodlico) apresentou a maior concentracdo (3657,24 pg/g) entre 0s compostos
identificados. Autores encontraram teores com uma ampla variacdo na concentracdo desse
composto (0-28,200 pg/g dm) para diferentes espécies de cogumelos (Stojkovic et al., 2013).

No geral, a concentracdo dos compostos fendlicos quantificados no L. edodes, por CLUE,
foram superiores as encontradas na literatura (Reis et al., 2012). Possivelmente isso tenha ocorrido,
pois a obtencdo do extrato se deu em condi¢bes previamente otimizadas, além da utilizacdo de um
CLUE, que possui maior sensibilidade para separar e quantificar os compostos, se comparado ao
CLAE (cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia), comumente utilizado.

Tabela 2 — Compostos fendlicos e ndo fenolico quantificados por CLUE no extrato de L. edodes

Compostos analisados L. edodes (ng/gMS)

Acido p-cumarico 2,47+0,23

Acido gaélico 157,84+0,42

Acido benzoico 32,33+2,20
Compostos Fendlicos Acido protocatecuico 9,44+0,49
Acido p-hidroxibenzoico 5,65+0,06
Campferol 6,52+0,24

Compostos Fendlicos Totais 214,25
Acido fumarico 3657,24+11,27

Compostos Nao-Fenolicos Compostos N&o-Fenolicos Totais 3657,24

O composto fendlico quantificado em maior concentracdo no cogumelo foi o acido galico,
que consiste em uma molécula planar, constituida por um anel aromatico, trés grupos hidroxilas
fendlicos e um grupo &cido carboxilico. Os trés grupos hidroxila estdo ligados ao anel aromatico
numa posicdo orto um em relacdo ao outro proporcionando a atividade antioxidante desta molécula
(Velika et al., 2012; Badhani et al., 2015). Galato et al. (2001) demonstraram, através do estudo de
oito compostos fendlicos e andlogos, que a atividade antioxidante de uma molécula aumenta com o
aumento do nimero de grupos hidroxila ligados ao anel aromatico. Verificou-se que o acido galico
exibia a maior capacidade antioxidante entre os varios polifendis. Deste modo, foi constatado que
varios fatores, tais como o nimero e a posi¢do do grupo hidroxila, a presenca de outros grupos
funcionais e a sua posi¢do em relacdo aos grupos hidroxila, afetam a atividade antioxidante e anti-
radical (Badhani et al., 2015).

A atividade antioxidante do p-hidroxibenzoico deve-se a posicdo da hidroxila na molécula,
que apresenta dois grupos metoxi adjacentes ao grupo OH, aumentando substancialmente a
disponibilidade do hidrogénio para reacdo (Rice-Evans et al.,, 1996). Os &cidos mono-
hidroxibenzoicos mostraram uma maior atividade antioxidante na posicdo o (orto) e p (para) em
comparagdo com a posicdo m (meta) em termos de capacidade de doacdo de hidrogénio contra o
radical superdxido (Velika et al., 2012).

Os extratos naturais podem ser mais benéficos que os compostos bioativos isolados, uma vez
que a interacdo sinérgica dos compostos pode aumentar as propriedades dos componentes
individuais. Além disso, 0 uso de extratos naturais pode ser benéfico considerando que os niveis
maximos legais para aditivos alimentares sintéticos sdo estabelecidos com base em varios
parametros toxicologicos que geralmente ndo sdo aplicaveis a compostos que ocorrem naturalmente
(Oliveira et al., 2016).
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3.2 Atividade antimicrobiana in vitro

A tabela 3 apresenta a concentragdo minima inibitéria (MIC) do extrato fendlico do
cogumelo L. edodes frente a bactérias Gram positivas (B. cereus e S. aureus) e Gram negativas (S.
enteritidis e E. coli).

Tabela 3 — Atividade antimicrobiana do extrato de L. edodes

MIC (mg/mL)
Micro-organismos testados Lentinula edodes  Antibidtico padrédo
Amoxicilina
. Bacillus cereus 12,50 4,00
Gram positivos ~giaphylococcus aureus 1,56 0,25
G fi Salmonella enteritidis 100 1,00
fam negativos Escherichia coli 100 12,50

MIC — concentragdo minima inibitoria.

O extrato fendlico de L. edodes apresentou atividade antimicrobiana para todas as cepas
testadas. Sua efetividade foi maior para micro-organismos Gram-positivos, o que também foi
observado por (Oyetayo, 2009) ao estudar a atividade antibacteriana de L. subnudus sobre as
bactérias B. cereus, S. aureus e S. typhinurium. O melhor resultado para inibicdo (que apresentou a
menor MIC) foi obtido contra o S. aureus (1,56 mg/mL), semelhante ao encontrado por Taofiq et al.
(2016) para a mesma bactéria (2,5 mg/mL). O S. aureus também foi mais sensivel a amoxicilina.
Nedelkoska et al. (2013) obtiveram a MIC variando entre 5 a 50 mg/L ao avaliar a atividade
antibacteriana de seis cogumelos. As bactérias Gram-negativas (S. enterididis e E. coli) foram
menos sensiveis aos agentes antibacterianos intrinsecos do cogumelo, necessitando maior
concentracdo desses para gque ocorresse inibicéo.

Segundo Oliveira et al. (2016), é possivel que a maior resisténcia das bactérias Gram-
negativas aos agentes antimicrobianos, esteja relacionada a sua sofisticada membrana celular, que
apresenta maior barreira a permeabilidade de agentes externos quando comparada a membrana
celular das bactérias Gram-positivas. A membrana celular de espécies Gram-negativas apresenta
uma camada de lipopolissacarideo externa adicional que restringe a penetracdo da maioria das
moléculas, enquanto sdo permedveis aos nutrientes. Esta eficiente barreira de permeabilidade tem
sido responsabilizada pela incapacidade da industria farmacéutica produzir novas classes de
compostos de amplo espectro, igualmente ativos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
O efeito inibitério dos compostos fendlicos pode ser explicado pela sua interacdo com as proteinas
da membrana bacteriana por meio da ligacdo de hidrogénio, o que pode resultar em altera¢fes na
sua permeabilidade, causando destruicao celular ou coagulacdo do seu conteudo. A literatura
informa que a atividade antimicrobiana de extratos de plantas pode estar relacionada as
condicdes de cultivo da planta, uma vez que 0s componentes ativos, geralmente substancias
fenodlicas, sdo sintetizados como resposta ao estresse, como ataques de micro-organismos ou
radiacdo UV forte (Oliveira et al., 2016).

O é&cido galico pode ser um dos potenciais agentes antibacterianos encontrados no L. edodes.
Segundo Borges et al. (2013), o &cido galico produz alteracdes irreversiveis nas propriedades da
membrana celular bacteriana como mudanca de hidrofobicidade, diminuicdo da carga negativa
superficial e ocorréncia de ruptura ou formacao de poros nas membranas celulares com consequente
vazamento de constituintes intracelulares essenciais. Essas conclusdes foram obtidas apds avaliacdo
do mecanismo de agdo do &cido galico em S. aureus, E. coli, L. monocytogenes e P. aeruginosa.
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Além dos compostos fenolicos supracitados, o &cido p-cumaérico foi estudado isoladamente
por Lou et al. (2012) contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e foi considerado
antibacteriano contra todas as bactérias patégenas com MIC variando de 10 a 80 pg/mL. O acido
mostrou ter mecanismo duplo de atividade antibacteriana: rompendo as membranas celulares
bacterianas e ligando-se a0 DNA gendmico para inibir as funcdes celulares, conduzindo a morte.

4. CONCLUSAO

Foi verificado que o extrato fendlico de L. edodes apresentou importante atividade
antioxidante e antimicrobiana. Foram identificados seis compostos fendlicos, além do acido
fumarico. O cogumelo L. edodes possui agentes antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de
cepas de S. enteritidis, S. aureus, B. cereus e E. coli. A presenca de compostos biologicamente
ativos, extraidos por um solvente ndo toxico, sugere que o extrato de L. edodes pode ser aplicado na
industria alimenticia e/ou farmacéutica como um agente antioxidante e antimicrobiano natural.
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