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Resumo

RESUMO

No presente trabalho, apresentam-se estudos de avaliagcdo das propriedades bioactivas e
da composicdo nutricional de dezanove espécies de cogumelos silvestres provenientes
de Portugal (Clitocybe alexandri, Cortinarius glaucopus, Fistulina hepatica, Hydnum
repandum, Hygrophoropsis aurantiaca, Hypholoma capnoides, Laccaria amethystina,
Laccaria laccata, Lactarius aurantiacus, Lactarius salmonicolor, Lepista inversa,
Lepista sordida, Mycena rosea, Russula delica, Russula vesca, Suillus collinitus, Suillus
mediterraneensis, Tricholoma sulphureum, Tricholoma imbricatum).

A actividade antioxidante foi avaliada através de ensaios de determinacdo da capacidade
blogueadora de radicais livres, do poder redutor e da inibicdo da peroxidacgdo lipidica
em solucdes de lipossomas. A composi¢do das amostras em tocoferois foi determinada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) acoplada a um detector de
fluorescéncia. Os perfis em &cidos gordos e aglcares foram obtidos por cromatografia
gasosa acoplada a um detector de ionizagdo de chama (GC/FID) e por HPLC acoplada a
um detector de indice de refraccdo (RID), respectivamente.

As espécies analisadas mostraram ser fontes importantes de antioxidantes
nomeadamente fenois (0,51-7,90 mg/g) e tocoferdis (0,02-8,04 ng/g). p-tocoferol foi a
forma encontrada em maiores quantidades enquanto que &-tocoferol ndo foi detectado
na maioria das amostras. Todas as espécies mostraram ter actividade antioxidante,
sendo esta mais significativa para a amostra Hygrophoropsis aurantiaca (valores de
ECs inferiores a 1,35 mg/ml) devido a contribuicdo de fendis (7,90 mg/g) e tocoferdis
(1,94 pg/g).

A determinagéo do perfil em macronutrientes demonstrou que os cogumelos silvestres
sdo fontes ricas em proteinas (24,32-76,63 ¢g/100 g) e glicidos (10,35-55,48 ¢g/100 g),
apresentando baixos valores de lipidos (0,36-2,63 g/100 g). A espécie que revelou maior
valor energético foi H. aurantiaca. A analise da composi¢do em acidos gordos conduziu
a quantificacdo de 25 moléculas. Predominaram os 4&cidos gordos insaturados,
particularmente os &cidos oleico e linoleico (17-61% e 20-54%, respectivamente). A
metodologia de andlise de acUcares foi completamente validada no &mbito deste
trabalho. Obteve-se um periodo de separacdo de 10 minutos e o método utilizado
mostrou ser sensivel, reprodutivel e preciso. Arabinose (1,53-7,66 g/100 g), manitol
(0,38-18,41 /100 g) e trealose (0,21-18,66 /100 g) foram os agUcares mais

abundantes.
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Resumo

Os estudos efectuados descrevem o potencial nutracéutico das espécies analisadas,
disponibilizando informagdo que leve a uma melhor gestdo e conservagdo dos

macrofungos e respectivos habitats.
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Abstract

ABSTRACT

The present study describes the bioactive properties and nutritional composition of
nineteen wild mushrooms from Portugal (Clitocybe alexandri, Cortinarius glaucopus,
Fistulina hepatica, Hydnum repandum, Hygrophoropsis aurantiaca, Hypholoma
capnoides, Laccaria amethystina, Laccaria laccata, Lactarius aurantiacus, Lactarius
salmonicolor, Lepista inversa, Lepista sordida, Mycena rosea, Russula delica, Russula
vesca, Suillus collinitus, Suillus mediterraneensis, Tricholoma sulphureum, Tricholoma
imbricatum).

The antioxidant activity was evaluated through radical-scavenging capacity, reducing
power and inhibition of lipid peroxidation in liposome solutions assays. Furthermore,
the tocopherols composition was determined by high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled to a fluorescence detector. Fatty acid and sugar
profiles were obtained by gas chromatography coupled to a flame ionization detector
(GC/FID) and HPLC coupled to a refraction index detector (RID), respectively.

The analysed mushrooms contain powerful antioxidants such as phenols (0.51- 7.90
mg/g) and tocopherols (0.02-8.04 pg/g). B-Tocopherol was the vitamer detected in
higher amounts, while -tocopherol was not detected in the majority of the samples. All
the species proved to have antioxidant activity being more significant for
Hygrophoropsis aurantiaca (ECso values lower than 1.35 mg/ml) due to the
contribution of antioxidants such as phenols (7.90 mg/g) and tocopherols (1.94 ug/g).
The macronutrient profile in general revealed that the wild mushrooms were rich
sources of protein (24.32—-76.63 g/100 g) and carbohydrates (10.35-55.48 g/100 g), and
had low amounts of fat (0.36-2.63 g/100 g). The highest energetic contribution was
guaranteed by H. aurantiaca. The analysis of fatty acid composition allowed the
quantification of 25 fatty acids. Unsaturated fatty acids and, in particular, oleic and
linoleic acids, were predominant (17-61% and 20-54%, respectively). Sugars
methodology analysis was completely validated being all the compounds separated in a
period of time of 10 min; the method proved to be sensitive, reproducible and accurate.
Arabinose (1.53-7.66 g/100 g), mannitol (0.38-18.41 g/100 g) and trehalose (0.21-
18.66 g/ 100 g) were the most abundant sugars.

The present study states the nutraceutical potential of the analysed species, making the
information available for a better management and conservation of mushrooms and

related habitats.
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Introducéo

l. INTRODUCAO

Os fungos incluem cogumelos, bolores, mofo e leveduras, assim como muitos outros
organismos menos conhecidos (Alexopoulos et al., 1996).

Estes organismos eucariotas foram separados do reino das plantas por Whittaker,
passando a ter o seu proprio reino em 1969 devido a varias caracteristicas, entre as
quais, o facto de ndo serem fotossintéticos, de terem de absorver nutrientes produzidos
por outros organismos, diferirem das plantas na composicao e estrutura da sua parede
celular e nos seus processos de reproducdo (Whittaker, 1969).

Os fungos podem ser organismos unicelulares (as leveduras) ou pluricelulares
filamentosos que sdo caracterizados por serem organismos ndo-maveis, compostos por
filamentos com crescimento apical designados de hifas (ao conjunto das hifas chama-se
micélio), e por terem um ciclo de vida com reproducdo sexuada e assexuada, geralmente
a partir de um talo comum, talo hapldide resultante da meiose zigética e ainda por terem
nutricdo heterotréfica. A parede celular é composta por quitina (beta-1,4-
homopolimeros ligados a N-acetilglucosamina em estado microcristalino) e glucanos
como alfa-glucanos (ligagdes a-1,3 e a-1,6) (Griffin, 1994; Alexopoulos et al., 1996).
Actualmente, a maioria dos cientistas divide o reino Fungi em sete filos diferentes:
Basidiomycota, Ascomycota, Zygomicota, Chytridiomycota, Glomeromycota,
Blastocladiomycota, Neocallimatigomycota embora estes dois Gltimos sejam menos
conhecidos (Seif et al., 2005; James et al., 2006a; James et al., 2006b; Liu et al., 2006;
Steenkamp et al., 2006.).

Segundo Chang & Miles (1992) um cogumelo é um macrofungo com um corpo de
frutificacdo distintivo que pode ser epigeo (acima do solo) ou hipogeo (abaixo do solo)
e suficientemente grande para ser visto a olho na e ser colhido com a mao (Chang &
Miles, 2004).

O tipo mais comum de cogumelo é em forma de cupula com pileo e estipe, por
exemplo, Lentinula edodes, algumas espécies tém adicionalmente um anel, por
exemplo, Agaricus bisporus, ou uma volva, como no caso de Volvacea volvariella, ou

ambos, como acontece em Amanita phalloides (Chang & Miles, 2004).

Cogumelos silvestres como fonte de moléculas bioactivas 1



Introducéo

Figura 1. Lentinula edodes ((Berk.) Pegler,), observando-se o pileo e o estipe (Wikipédia); Agaricus
bisporus (J.E.Lange) Imbach, observando-se o pileo, as laminas, o estipe e o anel (Wikipédia);
Volvariella volvacea (Bulliard ex Fries) Singer, observando-se o pileo, as Iaminas, o estipe e a volva
(jlcheype); Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Link, observando-se o pileo, o estipe, o anel e a volva
(Wikipédia).

A estrutura a que chamamos de cogumelo é na verdade apenas o corpo de frutificacdo
do fungo. A parte vegetativa do fungo, chamada de micélio, compreende um sistema de
ramificacdo, fios e filamentos que se ramificam no solo, madeira ou outros materiais
lenhocelulésicos em que o fungo se esta a desenvolver.

Apb6s um periodo de crescimento, e em condigfes favoraveis, o micélio estabelecido
produz a estrutura de frutificagdo, a qual chamamos de cogumelo (Chang & Miles,

2004).
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Figura 2. Estrutura de um cogumelo (Kalag, 2009).

As espécies do filo Basidiomycota, englobam a maioria das espécies de cogumelos, a
que pertencem 0s géneros mais conhecidos como o género Agaricus (incluindo a
variedade mais comercializada), Amanita (incluindo espécies mortais e com
propriedades alucinogénicas), Boletus e Cantharellus (Arora, 1986; Margulis &
Schwartz, 1988; Alexopoulos et al., 1996).

Frequentemente a identificacdo das espécies de cogumelos é feita com base nas suas
propriedades macroscopicas, microscopicas e organolépticas. Os cogumelos, na maioria
dos casos, tém forma de guarda-chuva e sdo constituidos por um chapéu (pileo) e um pé
(estipe). Por baixo do chapéu apresentam uma superficie de consisténcia mole, o
himénio, onde se produzem os esporos. O himénio pode apresentar formas variadas:
laminas ou lamelas, tubos ou poros, pregas mais ou menos definidas, superficies lisas,
etc. (Martins, 2004). Uma espécie de cogumelo pode apresentar diferentes cores
conforme o seu estado de maturacdo (Martins, 2004).

N&o existindo um teste que nos permita saber se um cogumelo é comestivel ou ndo, este
cogumelo nunca deve ser consumido a menos que tenha sido identificado com precisdo
e a comestibilidade da espécie seja conhecida. Apesar dos cogumelos venenosos
representarem menos de 1% dos cogumelos conhecidos no mundo, ndo podemos
ignorar a existéncia das espécies perigosas e até fatais embora sejam relativamente
escassas. As toxinas contidas em varias espécies sdao muito diferentes na composi¢édo
quimica e, portanto, os efeitos do envenenamento variam consideravelmente de acordo
com as espécies envolvidas (Shepherd & Totterdell,1988).

N&o devemos esquecer que os fungos, devido a falta de pigmentos de clorofila foto ou

quimiosintéticos, tém que se relaccionar com outros seres vivos para sobreviver,
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procurando nutrientes organicos. Devem obter o carbono para formar os seus tecidos a
partir de substancias organicas, vivas ou mortas. Os fungos tém vindo a adaptar-se a
todos ou quase todos 0s meios e possiveis formas de vida aquéticas e terrestres. Podem
viver sob a neve, agua doce e salgada, em terra, nas areias escaldantes do deserto, em
madeira, em humus, em praias de areia, etc. (Rodriguez et al., 2008).

Desta forma os fungos podem ser saprofitas, parasitas ou ainda, simbidticos
(micorrizicos e liquenes). Os fungos saprofitas alimentam-se de matéria organica morta
ou em decomposicao, sdo os mais frequentes em determinados ecossistemas e intervém
na mineralizacdo de residuos para que possam tornar-se parte do humus. Estes fungos
contribuem para a degradagdo da matéria morta. Dependendo da Natureza da substancia
em que vivem e da qual se alimentam pela sua decomposicdo, os saprofitas podem
dividir-se em: humicolas, fimicolas, lenhicolas, terricolas, praticolas, folicolas e
piréfilos (Rodriguez et al., 2008).

Os fungos parasitas séo aqueles que colonizam animais, vegetais ou outros fungos, aos
quais provocam doengas, causando por vezes a sua morte (necrotroficos), vivendo a
custa destes (Rodriguez et al., 2008).

Nos fungos micorrizicos, o micélio no solo, alimenta-se pela decomposicdo de
substancias organicas existentes ou pelo estabelecimento de uma relagdo especial de
parceria mUtua com as raizes de plantas. A relacdo entre fungos e raizes de plantas é um
tipo especifico de simbiose conhecida como micorriza ou simbiose micorrizica
(Rodriguez et al., 2008).

A grande maioria dos cogumelos sdo um alimento de elevado valor nutritivo, outros tém
valor medicinal como suplementos dietéticos, e ha ainda alguns que tém ambas as
propriedades. Os suplementos dietéticos sdo ingredientes extraidos de ervas, plantas e
espécies fungicas que normalmente ndo sdo usados como alimento habitual mas que
impulsionam o sistema imunitario ou ajudam a manter a satde (Zeisel, 1999).

Os cogumelos podem ser considerados um alimento funcional. Cogumelos de
crescimento rapido tém tido um interesse notavel nas Gltimas décadas, com a percepc¢éo
de que sd@o alimentos deliciosos, com elevado valor nutricional, e com interesse
medicinal. As fontes de energia sdo glicidos e lipidos e as fontes estruturais sao
proteinas. Os factores alimentares acessorios, vitaminas e compostos inorganicos,
juntamente com a agua, séo indispensaveis para uma boa satde (Chang & Miles, 2004).
Os cogumelos podem ser consumidos pela sua palatabilidade e/ou valor nutricional.

Palatabilidade pode ser caracterizada pela cor, textura, sabor e gosto, mas a
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determinacédo do valor nutricional envolve a analise da composicao e o estudo do perfil
de aminodcidos, &cidos gordos, vitaminas, minerais e acidos nucleicos presentes (Chang
& Miles, 2004).

1.1. Valor medicinal dos cogumelos

Os produtos naturais representam uma fonte rica em compostos biologicamente activos
e sao um exemplo de diversidade molecular, com potencial reconhecido para a
descoberta e desenvolvimento de farmacos (Grabley & Thiericke, 1999; Newman et al.,
2000). Mais de 75% dos farmacos anti-tumorais e anti-infecciosos tém origem em
fontes naturais (Butler, 2004).

Os nutracéuticos, propostos por DeFelice em 1979 e citados por Brower em 1988, sdo
alimentos que proporcionam beneficios médicos ou de salde, incluindo a prevencgéo e o
tratamento da doenca (Brower, 1988). Um cogumelo nutracéutico € um extracto
refinado obtido a partir, quer do micélio, quer do corpo de frutificacdo, que pode ser
consumido, na forma de capsulas ou comprimidos, como suplemento alimentar e que
tem uma potencial aplicacéo terapéutica (Chang & Bussel, 1996).

Substancias bioactivas com efeitos imunomodeladores tém sido isoladas de cogumelos.
Estas incluem polissacaridos de alto e baixo peso molecular, glicoproteinas (lectinas),
triterpendides e proteinas imunomodeladoras de fungos (Fips) (Chang & Buswell, 1999;
Ikekawa, 2001; Zhou & Gao, 2002).

A grande maioria dos cogumelos contém polissacaridos biologicamente activos com
actividade anti-tumoral e imunoestimuladora (Chang & Miles, 2004). Os polissacéridos
biologicamente activos sdo as substancias mais conhecidas, derivadas de cogumelos,
que sdo particularmente eficazes no retardamento de varios tumores e de outras doencas
através da estimulacdo do sistema imunitario, sdo também eficazes na reducdo dos
efeitos colaterais dos tratamentos de quimioterapia e tratamentos por radiacdo por
interferirem ao nivel dos efeitos regenerativos nas células (Chang & Miles, 2004).
Mizuno et al. (1995) e Hobbs (1995) sumarizaram estes estudos.

Os trés primeiros compostos biologicamente activos desenvolvidos a partir de
cogumelos medicinais foram polissacéaridos, todos B-glucanos: Crestina (Krestin), a
partir de micélio da espécie Coriolus versicolor (Tsukagoshi et al., 1984), Lentinano

(Lentinan) a partir de corpos de frutificacdo da espécie Lentinus edodes (Chihara et al.,
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1970; Kosaka &Yamashita, 1993) e esquizofilano (Schizophyllan) preparado a partir da
espécie Schizophyllum commune (Kikumoto et al., 1971; Komatsu et al., 1969).

De facto, os fungos da classe Basidiomycetae (Basidiomicetos) constituem fontes
inesgotaveis de agentes terapeuticamente Uteis e biologicamente activos (Mizuno, 1995;
Wasser, 2002). O espectro de deteccdo da actividade farmacologica dos Basidiomicetos
é muito amplo, incluindo efeitos antifingicos, anti-inflamatorios, anti-tumorais, anti-
bacterianos, anti-parasitarios, imunomodeladores e hepatoprotectores; igualmente
promissor é o seu papel na regulacdo da pressao sanguinea, bem como no tratamento de
doencas cardiovasculares, hipercolesterolemia e diabetes (Wasser & Weis, 1999).

Os conhecimentos sobre o grande potencial de fungos microscépicos na producao de
metabolitos bioactivos, a sua utilizacdo em etnomedicina, a necessidade ecoldgica de
fungos para a producdo de metabolitos bioactivos secundarios e a possibilidade de
aperfeicoamento genético, analise quimica e farmacologica, leva-nos a considerar que
0s macrofungos (cogumelos) possuem um grande potencial bioactivo (Lindequist et al.,
2005).

1.2. Cogumelos como fonte de nutracéuticos

Espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS) parecem estar relacionadas com
a deterioracdo oxidativa de produtos alimentares e com vérias doencas humanas
nomeadamente aterosclerose, diabetes mellitus, inflamacdo crénica, distarbios
neurodegenerativos e alguns tipos de cancro (Halliwell, 1996). Assim, existe um grande
interesse em encontrar antioxidantes naturais para utilizacdo em alimentos de forma a
retardar a oxidagdo lipidica ou em aplicacdes farmacéuticas para doencgas crénicas
relacionadas com a produc&o de radicais livres (Prior, 2003).

Os macrofungos (cogumelos) sdo fontes ricas em compostos antioxidantes tais como
compostos fendlicos (&cidos fendlicos e flavonoides) e tocoferdis (Ferreira et al., 2009).
Nos ultimos anos, foram estudadas no laboratério onde decorreu o presente trabalho, as
propriedades antioxidantes de dezanove especies de cogumelos do Nordeste de
Portugal, uma das regides europeias com maior diversidade destes organismos, de
forma a valoriza-los como uma fonte de nutracéuticos (Barros et al., 2008a; Barros et
al., 2008b; Ferreira et al., 2009). Todavia, assumindo que a propor¢do de cogumelos de

entre os desconhecidos e os que ndo foram ainda examinados é apenas de 5%, existem
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milhares de espécies macrofungicas potencialmente benéficas para a Humanidade ainda
por descobrir. Sabe-se que, mesmo de entre as espécies conhecidas, a propor¢do de
cogumelos bem caracterizados é muito baixa. Com base nesta realidade, surgiu este
trabalho no sentido de documentar o potencial nutracéutico destas espécies Unicas e
disponibilizar a informacdo para uma melhor gestdo e conservacdo destes recursos
naturais e seus habitats.

O presente trabalho € inovador porque descreve a composi¢cdo em tocoferdis (vitamina
E) das espécies Clitocybe alexandri, Cortinarius glaucopus, Hydnum repandum,
Hygrophoropsis aurantiaca, Hypholoma capnoides, Laccaria amethystina, Laccaria
laccata, Lactarius aurantiacus, Lactarius salmonicolor, Lepista inversa, Lepista
sordida, Mycena rosea, Russula vesca, Suillus collinitus, Suillus mediterraneensis e
Tricholoma sulphureum. Quanto as espécies Russula delica e Hydnum repandum,
existiam apenas estudos de amostras provenientes da Turquia e Espanha,
respectivamente, ndo havendo estudos em amostras de Portugal.

A vitamina E é um termo frequentemente usado para designar uma familia de
compostos quimicamente relacionados, denominados tocoferGis e tocotrienois, que
compartilham uma estrutura comum tendo na sua molécula uma regido com um grupo
cromanol e uma cadeia lateral de isopreno. Devido ao seu papel como bloqueador de
radicais livres, a vitamina E é, também, considerada como protectora do nosso
organismo contra doencas degenerativas, nomeadamente cancro e doencas
cardiovasculares (Burton & Traber, 1990; Kamal-Eldin & Appelgvist, 1996). No
passado, o a-tocopherol foi considerada a forma de vitamina E mais activa em humanos
por apresentar a maior actividade bioldgica. No entanto, algumas publicagdes recentes
tém destacado efeitos benéficos para a Salde das outras isoformas da vitamina E
(Traber, 1999; Schwenke, 2002).

Tém sido publicados numerosos estudos sobre a composicdo em tocoferdis de algumas
espécies de cogumelos (Barros et al., 2008a; Barros et al., 2008b; Elmastas et al., 2007;
Jayakumar et al., 2009; Lee et al., 2008; Lee et al., 2007; Mau et al., 2004; Mau et al.,
2001; Mau et al., 2002a; Mau et al., 2002b; Tsai et al., 2007; Yang et al., 2002). Todos
o0s autores citados descreveram a mesma metodologia de andlise incluindo um passo de
saponificacdo no processo de extraccdo e determinacdo por HPLC-UV. Barros et al.
(2008a) porém, realizaram um processo de extraccdo sem saponificacdo, adicionando
um antioxidante para evitar a oxidagdo dos tocoferois e protegendo as amostras da luz e

do calor, tendo sido também os primeiros a utilizar HPLC com detector de fluorescéncia
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na analise destes compostos. No presente trabalho utilizou-se este Gltimo processo,
tendo sido possivel identificar e quantificar as isoformas a-, B-, 8- ¢ y-tocoferol. Em
nenhum dos estudos citados foram detectados tocotrienois.

1.3. Cogumelos como fonte de nutrientes

Desde os primordios da civilizagdo humana que os corpos frutiferos dos macrofungos
(cogumelos) s@o apreciados ndo apenas pela sua textura e sabor, mas também pelas suas
propriedades quimicas e nutricionais (Manzi et al., 1999). Existem na natureza mais de
140,000 espécies de cogumelos mas, menos de 25 espécies (Agaricus bisporus,
Pleurotus spp., Lentinus edodes, Volvariella volvacea, Auricularia spp., Lepista nuda
etc.) sdo amplamente aceites como alimento e apenas alguns atingiram um nivel
comercial (Lindequist et al., 2005). No entanto, os cogumelos silvestres comestiveis
tém vindo a ser utilizados como alimento h& séculos, devido ao seu sabor Unico e
delicado. S&o também tradicionalmente consumidos sazonalmente por grupos
especificos de pessoas (populacdo local, vegetarianos, apreciadores e gourmets)
fornecendo uma fonte de minerais e vitaminas quando os vegetais frescos ndo se
encontram disponiveis. Os cogumelos silvestres comestiveis sdo ricos em minerais e
possuem elevadas quantidades de agua, proteinas, fibras e glicidos; apresentam baixos
valores de lipidos 0 que os torna excelentes como alimento a incluir em dietas pouco
caldricas (Ogundana & Fagade, 1982; Senatore et al., 1988; Aletor, 1995; Fasidi, 1996;
Longvah & Deosthale, 1998; Thimmel & Kluthe, 1982; Yildiz et al., 1998; Diez &
Alvarez, 2001; Agahar-Murugkar & Subbulakshmi, 2005; Kala¢, 2009). As espécies de
cogumelos comestiveis sdo altamente nutritivas e podem ser comparadas
favoravelmente com carne, ovos e leite. Alguns investigadores descreveram
inclusivamente que a composicdao em aminoacidos dos cogumelos é comparavel a das
proteinas de origem animal (Fink & Hoppenhaus, 1958; Gruen & Wong, 1982), o que ¢é
particularmente importante considerando o custo e o surto de doencas relacionadas com
a carne. O potencial nutricional e as suas implicagcdes na substituicdo gradual de carne
por cogumelos requer, no entanto, uma analise cuidadosa, envolvendo estudos quimicos
e bioldgicos detalhados (Aletor, 1995).

Ja foram caracterizadas nutricionalmente dezasseis espécies de cogumelos silvestres
provenientes do Nordeste de Portugal: Agaricus arvensis, Lactarius deliciosus,

Leucopaxillus giganteus, Sarcodon imbricatus, Tricholoma portentosum (Barros et al.,
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2007a), Lactarius deliciosus, Macrolepiota mastoidea, Macrolepiota procera (Barros et
al., 2007b), Agaricus bisporus, Agaricus silvaticus, Agaricus silvicola (Barros et al.,
2008a), Cantharellus cibarius, Lepista nuda, Lycoperdon molle, Lycoperdon perlatum e
Ramaria botrytis (Barros et al., 2008b). A composic¢ao nutricional das espécies Russula
delica e Fistulina hepatica provenientes da Grécia ja tinha sido estudada (Ouzouni et
al., 2009) ndo existindo, no entanto, estudos acerca da sua composi¢do individual em
acucares e acidos gordos.

No presente trabalho, descreve-se a composi¢do quimica de dez espeécies diferentes de
cogumelos silvestres (Cortinarius glaucopus, Fistulina hepatica, Hygrophoropsis
aurantiaca, Hypholoma capnoides, Laccaria laccata, Lactarius salmonicolor, Lepista
inversa, Russula delica, Suillus mediterraneensis, Tricholoma imbricatum),
referenciando os valores de humidade, proteinas, lipidos, glicidos e cinzas. Com base na
composicdo das amostras foi também feita uma estimativa do seu valor nutricional.
Determinou-se ainda o perfil de &cidos gordos e de agucares por GC/FID e HPLC/RID,
respectivamente, sendo a ultima metodologia completamente validada no @mbito deste
trabalho.
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1. MATERIAL E METODOS

2.1. Material biol6gico e preparacdo das amostras

As espécies de cogumelos silvestres Clitocybe alexandri (Gillet) Konrad, Cortinarius
glaucopus (Schaeff), Fistulina hepéatica (Schaeff.: Fr.), Hydnum repandum (L.: Fr.),
Hygrophoropsis aurantiaca Wulf.: Fr.) Mre., Hypholoma capnoides (Fr.) Quel.,
Laccaria amothystina (Bolt. exFr.) R.Maire, Laccaria laccata (scop.: Fr.) Berk. &
Broome, Lactarius aurantiacus (Fr.), Lactarius salmonicolor (Heim y Leclair), Lepista
inversa (Scop.: Fr.) Pat., Lepista sordida (Fr.) Singer, Mycena rosea (Schumach.)
Gramberg, Russula delica (Fr.), Russula vesca (Fr.), Suillus collinitus (Fr.) Kuntz,
Suillus mediterraneensis (Jacquetant & Blum) Redeuilh, Tricholoma sulphureum (Bull.:
Fr.) Kumm, Tricholoma imbricatum (Fr.) P. Kumm. foram obtidas no nordeste
transmontano em habitats de carvalhal, souto e floresta mista, no Outono de 2008 entre
Outubro e Dezembro. Mycena rosea e Tricholoma sulphureum séo espécies nédo
comestiveis e Cortinarius glaucopus é uma espécie de comestibilidade desconhecida.
Na tabela 1 encontra-se a caracterizacdo das espécies estudadas. A classificacdo
taxondmica dos esporocarpos foi feita de acordo com identificacbes de varios autores
(Courtecuisse & Duhen, 2005; Kirk et al., 2001) e de chaves de identificacdo online
(Mushroomexperte.com; Mycokeyweb). Depositou-se um exemplar de cada espécie no
herbario da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca (BRESA)
Todas as amostras foram liofilizadas (Ly-8-FM-ULE, Snijders) e reduzidas a po.
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Tabela 1. Caracterizagdo das espécies estudadas

Espécie Reino Divisdo Classe Ordem Familia Género Referéncia Comestibilidade Ecologia
Clitocybe alexandri Fungi | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Clitocybe (Gillet) Konrad Comestivel Saprofita humicola
Cortinarius glaucopus | Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Cortinariaceae Cortinarius (Schaeff) Comestivel Micorrizico
Fistulina hepatica Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Fistulinaceae Fistulina (Schaeff.:Fr) Comestivel Parasita
Hydnum repandum Fungi | Basidiomycota Agaricomycetes Cantharellales Hydnaceae Hydnum (L.:Fr) Comestivel Micorrizico
Hygrophoropsis
aurantiaca Fungi | Basidiomycota | Agaricomycetes Boletales Higrophoropsidaceae | Higrophoropsis | (Wulf.:Fr) Mre. N&o comestivel Micorrizico

Cortinariales ou Saprofitas
Hypholoma capnoides | Fungi | Basidiomycota | Agaricomycetes Agaricales Strophariaceae Hypholoma (Fr.) Quel. Comestivel lenhicolas
Laccaria amethystina | Fungi | Basidiomycota | Agaricomycetes Agaricales Hydnangiaceae Laccaria (Bolt. ex Fr.) R.Maire | Comestivel Micorrizico

(Scop.:Fr) Berk. &
Laccaria laccata Fungi | Basidiomycota | Agaricomycetes Agaricales Hydnangiaceae Laccaria Broome Comestivel Micorrizico
Lactarius aurantiacus | Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Russulales Russulaceae Lactarius (Fr.) Comestivel Micorrizico
Lactarius salmonicolor | Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Russulales Russulaceae Lactarius (Heim Y Leclair) Comestivel Micorrizico
Lepista inversa Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Tricholomataceae Lepista (Scop.:Fr.) Pat Comestivel Saprdfita humicola
Lepista sordida Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Tricholomataceae Lepista (Fr.Singer) Comestivel Saprofita humicola
Mycena rosea Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Mycenaceae Mycena (Schumach.) Gramberg | Venenoso Saprofita humicola
Russula delica Fungi | Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Russulaceae Russula (Fr.) Comestivel Micorrizico
Russula vesca Fungi | Basidiomycota Homobasidiomycetae | Russulales Russulaceae Russula (Fr.) Comestivel Micorrizico
Suillus collinitus Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Boletales Suillaceae Suillus (Fr.) Kurtz Comestivel Micorrizico
Suillus (Jacquetant & Blum)
mediterraneensis Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Boletales Suillaceae Suillus Redeuilh N&o comestivel Micorrizico
Tricholoma Fungi | Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Tricholomataceae Tricholoma (Bull.:Fr.) Kumm Venenoso Micorrizico
sulphureum
Tricholoma Fungi | Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Tricholomataceae Tricholoma (Fr.) P. Kumm. Comestivel Saprofita
imbricatum humicola
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Figura 3. A- Laccaria laccata*; B- Laccaria amethystina*; C- Russula delica*; D- Hydnum repandum*; E-
Fistulina hepatica* ; F- Mycena rosea*; G- Hygrophoropsis aurantiaca (Wikipédia); H- Hypholoma
capnoides (Wikipédia); |- Lactarius salmonicolor (Wikipédia); J- Lepista inversa (Wikipédia); K- Suillus
mediterraneensis (Wikipédia); L- Tricholoma imbricatum (Encyclopedia of life); M- Clitocybe alexandri
(Wikipédia); N- Lactarius aurantiacus (Wikipédia); O- Lepista sordida (Wikipédia); P- Russula vesca
(Wikipédia); Q- Suillus collinitus (Wikimedia Commons); R- Tricholoma sulphureum (Wikipédia); S-
Cortinarius glaucopus (Base de données mycologique). * Projecto AGRO 689 - Demonstracdo do papel dos
macrofungos na vertente agronémica, econdmica e ambiental no Nordeste Transmontano.
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2.2. Padrdes e reagentes

Os solventes acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99,98%, grau HPLC,
foram fornecidos pela Lab-Scan (Lisboa, Portugal). Todos os outros solventes usados eram
de grau analitico: metanol e éter dietilico (Lab Scan); tolueno (Riedel-de- Haén); acido
sulfurico (Fluka, St. Gallen, Suica). Os padrbes de tocoferdis e os padrdes usados nos
ensaios da actividade antioxidante: BHA (2-t-butil-4-metoxifenol), TBHQ (t-butil-
hidroquinona), L-acido ascorbico, a-tocoferol e acido galico eram da marca Sigma
(St.Louis, MO, EUA). O tocol racémico, 50mg/ml, foi adquirido na Matreya (PA, EUA).
O 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA). A
mistura padrdo dos ésteres metilicos de acidos gordos (FAME; acidos gordos C4 a C24)
era da Supelco (Bellefonte, PA, EUA) e foi adquirida na Sigma (St.Louis, MO, EUA),
assim como outros isémeros de acidos gordos individuais e os padres de aglcares. Os
restantes reagentes foram comprados a Sigma Chemical Co. (St.Louis; MO, EUA). A agua

foi tratada com um sistema de purificacdo Mili-Q (TGI Pure Water Systems, EUA).

2.3. Determinagéo de antioxidantes

2.3.1. Determinacao de fenois

As amostras (1,5 g de peso seco) foram submetidas a uma extrac¢do liquido-sélido, com 40
ml de metanol durante 12 h (25 °C a 150 rpm) e filtradas com papel Whatman n° 4. O
residuo foi posteriormente extraido com 20 ml de metanol (25 °C a 150 rpm) durante 4h.
Os extractos metandlicos combinados foram evaporados a 40 °C; o residuo foi dissolvido
novamente em metanol de modo a atingir-se uma concentracao de 50 mg/ml e armazenado
a 4 °C até utilizacdo. Subsequentemente, foram preparadas varias concentracGes dos
extractos metandlicos a partir da solucéo inicial: 20, 10, 15, 5 mg/ml.

Os fendis presentes nos extractos metandlicos foram determinados utilizando um método
colorimétrico, baseado no protocolo descrito por Singleton & Rossi (1965) com algumas
modifica¢fes. A amostra (1 ml) foi misturada com o reagente fendlico Follin Ciocalteu (1
ml). Apo6s 3 minutos, adicionou-se solucdo saturada de carbonato de sodio (1 ml) e perfez-
se 0 volume da mistura com agua destilada até 10 ml. A reaccdo foi mantida no escuro

durante 90 minutos seguindo Barros et. al. (2008b), e a absorvancia foi lida a 725 nm num
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espectrofotometro Analytikijena 200. Na construcdo da curva padrdo utilizou-se &cido
galico (0,01-0,4 mM; Y=2.8557X-0.0021; R?=0.9999) e os resultados foram apresentados
em mg de equivalentes de acido gélico (EAG) por g de extracto.

2.3.2. Determinacao de tocoferdis

A quantidade de tocoferdis presente nas amostras foi determinada seguindo um protocolo
previamente optimizado e descrito por Barros et al. (2008a).

Uma solucdo de BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol) em hexano (10 mg/ml; 100 ul) e o
padrdo interno (PI) de tocol em hexano (2,0 ug/ml; 250 ul) foram adicionados as amostras
antes do procedimento de extrac¢do. As amostras (~500 mg) foram homogeneizadas com
metanol (4 ml) num vértex (1 min). Subsequentemente, adicionou-se hexano (4 ml) e
homogeneizou-se novamente no vortex (1 min). De seguida, adicionou-se uma solucéo de
NaCl (2 ml), homogeneizou-se a mistura (1 min), centrifugou-se (centrifuga refrigerada
Centurion K240OR- 2003, 5 min, 6185 rpm) e transferiu-se, cuidadosamente, 0
sobrenadante para um frasco. A amostra foi extraida mais duas vezes com hexano. Os
extractos foram levados a secura utilizando uma corrente de azoto, dissolvidos em 1ml de
hexano, desidratados com sulfato de sodio anidro, filtrados através de um filtro (0,22 pum),
transferidos para frascos ambar e analisados no HPLC. O equipamento de HPLC utilizado
foi um sistema integrado constituido por uma bomba (Smartline 1000; Knauer, Alemanha),
um desgaseificador (Smartline 5000), um amostrador automatico (AS-2057, Jasco, Japao)
e um detector de fluorescéncia (FP-2020, Jasco) programado com 0s comprimentos de
onda de 290 nm de excitacdo e 330 nm de emissdo. Os resultados foram analisados através
do programa Clarity 2.4 Software (DataApex). A separacdo cromatografica foi feita com
uma coluna de poliamida Il (250 x 4,6 mm) de fase normal (YMC Waters, Japdo) a 30 °C
(forno 7971 R Grace). A fase mdvel era uma mistura de hexano e acetato de etilo (70:30,
v/v) com um fluxo de 1 ml/min, e o volume injectado foi de 20 pl.

Os compostos foram identificados através de comparacdo cromatografica com padrBes
puros. A quantificacdo foi baseada na resposta do sinal fluorescente, usando o método do

padrdo interno. A quantidade de tocoferdis foi expressa em pg por g de massa seca.
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2.4. Avaliacdo da actividade antioxidante

2.4.1. Actividade blogueadora de radicais DPPH

O efeito bloqueador de radicais livres de DPPH foi monitorizado de acordo com o método
descrito por Hatano et al. (1988).

As vaérias concentracdes dos extractos (0,3 ml) foram adicionadas a uma solucédo
metandlica de DPPH (2,7 ml a uma concentragdo de 6 x 10 M). A mistura foi agitada
vigorosamente e deixada no escuro durante 60 minutos (até estabilizagdo dos valores de
absorvéancia). A reducéo do radical DPPH foi avaliada medindo a absorvancia a 517 nm. A
actividade blogueadora do radical (ABR) foi calculada pela percentagem de descoloracao
de DPPH utilizando a equacdo: % ABR =[(Apppu - As)/Apppy] x 100, onde As € a
absorvancia da solucdo contendo a amostra de extracto de cada concentracdo em particular,
e Apppy € a absorvancia da solucdo de DPPH. A concentracdo de extracto correspondente a
50% de actividade bloqueadora de radicais (ECsp) foi calculada por interpolacéo no gréafico
da % ABR em funcdo da concentragdo de extracto. Os padroes usados foram BHA e a-

tocoferol.

2.4.2. Poder redutor

O poder redutor foi determinado de acordo com o método de Oyaizu (1986).

As varias concentracdes dos extractos (2,5 ml) foram misturadas com tampéo fosfato de
sodio (2,5 ml, 200 mM, pH 6,6) e ferricianeto de potéssio (1% m/v, 2,5 ml). A mistura foi
incubada a 50 °C durante 20 minutos. Apos a adicdo de acido tricloroacético (10%, 2,5 ml),
a mistura foi centrifugada a 1000 rpm durante 8 minutos. Misturou-se o sobrenadante (5
ml) com &gua desionizada (5 ml) e cloreto de ferro (0,1%, 1 ml) e mediu-se a absorvancia
a 700 nm; absorvancias elevadas indicam um maior poder redutor. A concentracdo de
extracto correspondente a 0,5 de absorvancia (ECsp) foi calculada por interpolacdo gréfica
da absorvancia a 700 nm em funcdo da concentracdo de extracto. Os padrdes usados foram
BHA e a-tocoferol.

2.4.3. Inibicéo da descoloracéo do S-caroteno

A actividade antioxidante dos extractos metanolicos foi avaliada pelo sistema B-caroteno

linoleato (Mi-Yae et al., 2003). A solugao de B-caroteno foi preparada por dissolugdo de -
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caroteno (2 mg) em cloroférmio (10 ml). Apos remogao do cloroférmio da solucao de B-
caroteno (2 ml) por vacuo a 40 °C, adicionou-se acido linoleico (40 mg), emulsificador
Tween 80 (400 mg) e agua destilada (100 ml), e agitou-se vigorosamente. Transferiram-se
aliquotas (4,8 ml) desta emulsdo para diferentes tubos de ensaio contendo diferentes
concentracgdes (0,2 ml) dos extractos. Os tubos foram agitados e incubados num banho a 50
°C. Logo apos a adicdo da emulsdo a cada tubo, foi determinado o tempo zero de
absorvancia (470 nm). Foi preparado um branco, idéntico as amostras mas desprovido de
[-caroteno. A inibicdo da peroxidacédo lipidica foi calculada usando a seguinte equacao:
[(A470 apbs 2h/A47o inicial) x 100]. A concentracdo de extracto correspondente a 50% de
actividade antioxidante (ECsg) foi calculada por interpolacdo grafica da percentagem de
actividade antioxidante em funcéo da concentracdo de extracto. O padréo usado foi TBHQ.

2.5 Avaliacao do valor nutricional

2.5.1. Determinacdo de macronutrientes

A composicdo em proteinas, lipidos, glicidos e cinzas foi analisada de acordo com o0s
procedimentos oficiais de analise (AOAC, 1995) e expressa em g por 100 g de massa seca.
A quantidade de proteinas (Nx4,38) presente nas amostras foi estimada pelo método
macro-Kjeldahl; a quantidade de lipidos foi determinada apds extraccdo em soxlhet com
éter de petr6leo de uma massa conhecida de amostra; as cinzas foram determinadas por
incineracdo a 600+15 °C; os glicidos foram calculados por diferenca: Glicidos = 100 - (g
proteinas + g cinzas + g lipidos). A energia total foi calculada através da seguinte equacao:

Energia (Kcal) = 4 x (g proteinas + g glicidos) + 9 x (g lipidos).
2.5.2. Determinag&o de acucares livres

Adicionou-se o PI (frutose, 5 mg/ml) a amostra liofilizada (1g) e procedeu-se a extraccao
com 40 ml de etanol 80% a 80 °C durante 30 min. A suspensao resultante foi centrifugada
a 15,000 g durante 10 min. O sobrenadante foi concentrado a 60 °C a baixa pressao e
lavado 3 vezes sucessivas com 10 ml de éter etilico. Ap6s concentragdo a 40 °C o residuo
solido foi dissolvido em &gua num volume final de 5 ml, filtrado através de um filtro de
0,22 um, transferido para um frasco ambar e analisado por HPLC.

O equipamento HPLC foi ja descrito anteriormente utilizando-se, nesta analise, um

detector de indice de refraccdo (RID; Smartline 2300 Knauer, Alemanha). Os dados foram
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analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex). A separacdo cromatografica foi
conseguida com uma coluna Eurospher 100-5 NH; (4,6 mm x 250 mm, 5 mm, Knauer)
operando a 35 °C. A fase movel usada foi acetonitrilo/dgua desionizada, 7:3 (v/v) a um
fluxo de 1 ml/min; o volume de injeccdo foi de 20 pl. Os compostos foram identificados
por comparacdo com padrdes puros (mistura padrdo de arabinose, manitol e trealose em
agua com a concentracdo final de 100 mg/ml). Os resultados foram expressos em g por 100
g de massa seca e calculados por normalizacdo interna da area dos picos cromatograficos.
Avaliou-se a linearidade e sensibilidade da analise, e efectuou-se a validacdo do método
através da determinacédo da sua precisédo, repetibilidade e recuperacéo, utilizando a amostra

Tricholoma imbricatum.

2.5.3. Determinacao de acidos gordos

Os é&cidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com um detector de
ionizacdo de chama (GC/FID) de acordo com o procedimento descrito por (Barros et al.,
2007b), apos um processo de transesterificacdo: os acidos gordos foram metilados com 5
ml de metanol:acido sulfurico:tolueno 2:1:1 (v:v:v), durante 12 h num banho a 50 °C e a
160 rpm. Adicionaram-se 3 ml de &gua desionizada para obter uma separacdo de fases;
recuperou-se 0 FAME adicionando 3 ml de éter dietilico e agitando no vortex. Fez-se
passar 0 sobrenadante por uma microcoluna com sulfato de sédio anidro, com o objectivo
de eliminar a &gua, e colocou-se a amostra num frasco com Teflon. Antes da injeccéo,
filtrou-se a amostra com um filtro de nylon da Milipore 0,2 pm.

O equipamento utilizado foi um GC DANI 1000 com um injector split/splitless, um
detector FID e uma coluna Macherey-Nagel (30 m x 0,32 mm IDx0,25 um df). A rampa de
temperaturas utilizada foi: a temperatura inicial da coluna era 50 °C, permanecendo assim
durante 2 min; seguiu-se um aumento de 10 °C/min até aos 240 °C durante 11 min. O fluxo
do gas transportador (hidrogénio) foi de 4,0 ml/min (0,61 bar). Utilizou-se um modo de
injeccdo split (1:40) a 250 °C. O volume de amostra injectado foi de 1 pl. A identificacao
dos acidos gordos foi feita por comparacédo dos tempos de retencéo relativos das amostras
com os picos do FAME (padrdes). Os resultados foram processados usando o software
CSW 1.7 (DataApex 1.7) e expressos em percentagem relativa de cada acido gordo.
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2.6. Andlise estatistica

Para cada espécie de cogumelo, analisaram-se trés amostras e fizeram-se todos os ensaios
em triplicado. Os resultados foram expressos em valores médios + desvio padrdo (SD) ou
erro padrdo (SE). As diferencas estatisticas, representadas por letras, foram obtidas pela
andlise da variancia (ANOVA) seguida de um teste de Tukey com 0=0.05. Este tratamento

foi efectuado utilizando o software SPSS v. 16.0.
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I1l.  RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacéo de antioxidantes

Os compostos fendlicos sdo produtos naturais derivados do metabolismo secundario,
produzidos nas vias do xiquimato e do acetato. Podem ser moléculas relativamente
simples (&cidos fendlicos, fenilpropanoides, flavondides) ou compostos altamente
polimerizados (lenhina, melaninas, taninos). Os flavonoides representam o subgrupo
mais comum e mais amplamente distribuido (Bravo, 1998). O metodo de Folin-
Ciocalteu ¢é usado para avaliar a concentracdo de fenois totais; no entanto, este ensaio
pode sofrer algumas interferéncias ja que o reagente (mistura de &cido fosfotlngstico e
acido fosfomolibdico) também reage com outros compostos redutores ndo fenolicos
(&cido ascorbico e outras substancias redutoras, tais como alguns aclcares e
aminoacidos), levando a uma sobrevalorizacdo do conteldo de compostos fendlicos
(George et al., 2005). Existem varios estudos que descrevem a determinacao de fendis
totais em cogumelos através do ensaio Folin-Ciocalteu (Ferreira et al., 2009 e
referéncias citadas). O papel dos antioxidantes fenolicos € interromper a cadeia de

reaccOes de peroxidacdo de acordo com a seguinte reaccao:

RO, + ArOH — ROOH + ArO’

Para ser eficaz ArO" deve ser um radical livre relativamente estavel de modo a reagir
lentamente com o substrato RH, mas rapidamente com o substrato RO,", dai o termo
“antioxidante que interrompe a cadeia” (Wright et al., 2001). Para além deste efeito
directo, os compostos fendlicos podem exercer outras actividades nao relacionadas com
a sua capacidade bloqueadora de radicais livres. Essas actividades envolvem interacgdes
receptor-ligando e incluem anti-proliferacdo, regulacéo do ciclo celular e inducdo de
apoptose. A actividade dos compostos fendlicos como agentes preventivos deve ser
analisada em diferentes angulos para se perceber ndo sé a sua actividade antioxidante
mas também a influéncia do ambiente fisico-quimico na sua eficacia antioxidante e a
ocorréncia de outras actividades biologicas (Faria et al., 2006).

Apesar das plantas serem consideradas as fontes mais significativas de compostos
fenodlicos, fornecendo grandes quantidades destes fitoquimicos, os cogumelos também

devem ser considerados fontes importantes.
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Neste trabalho, foi possivel concluir que as espécies Hygrophoropsis aurantiaca e
Suillus mediterraneensis apresentaram os valores mais elevados de fendis totais
(superiores a 7 mg/g), enquanto que as espécies Lactarius aurantiacus e Hydnum

repandum revelaram os valores mais baixos (inferiores a 0,6 mg/g) (Tabela 2).

Tabela 2. Rendimentos de extraccdo (m) e concentracdes de fendis totais em amostras de cogumelos
(media = SD; n=3 para o rendimento e n=9 para os fenois). Em cada coluna, letras diferentes representam
diferencas significativas entre os resultados (p< 0,05).

Espécies de cogumelos 1 (%) Fenois totais (mg EAG/Q)
Clitocybe alexandri 47,74 £534 b 1,53+£0,06]
Cortinarius glaucopus 34,00 +3,24 cd 2,80+£0,36 gh
Fistulina hepatica 71,00£5,76 a 4,44 £ 0,06 cd
Hydnum repandum 32,57 £ 2,67 cde 0,51+£0,02k
Hygrophoropsis aurantiaca 31,90 + 2,98 cde 7,90+0,29 a
Hypholoma capnoides 38,96 + 3,08 bc 1,71£0,01ij
Laccaria amethystina 23,53+ 2,14 ef 2,85+£0,24 gh
Laccaria laccata 21,04 +197f 1,59+ 0,02 ij
Lactarius aurantiacus 21,29 +1,67f 0,58 £ 0,03 k
Lactarius salmonicolor 26,42 £ 0,98 def 4,14 £ 0,26 cde
Lepista inversa 38,98 + 1,89 bc 3,60 £ 0,07 ef
Lepista sérdida 38,34 + 2,56 bc 4,10 £ 0,20 de
Mycena rosea 25,13 + 2,40 def 3,56 + 0,37 ef
Russula delica 4487 +3,61b 2,23+0,18 hi
Russula vesca 25,71 £ 1,32 def 6,61+£0,36 b
Suillus collinitus 77,41+£5,78 a 3,16 £ 0,14 fg
Suillus mediterraneensis 26,96 £ 2,07 def 746+021a
Tricholoma sulphureum 38,28 + 3,05 bc 4,76 +0,19 ¢
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De acordo com os valores do contetdo em fendis, a analise ANOVA indicou uma
elevada heterogeneidade nas diferentes espécies de cogumelos. De facto, a composicao
fendlica nos cogumelos pode ser afectada por uma série de factores: espécie,
composicdo do meio de crescimento (para espécies cultivadas in vitro), tempo de
colheita, técnicas de manipulacédo e condi¢Ges de maneio, preparacdo dos substratos (no
caso de espécies cultivadas), composicdo do solo/substrato e/ou espécies hospedeiras
associadas (no caso de espécies silvestres saprotroficas ou micorrizicas). Todos estes
factores podem ter uma influéncia no metabolismo secundario dos fungos, incluindo as
vias do acetato e do xiquimato e, portanto, na producdo de fendis. Assim, 0s maiores
valores de fendis encontrados nas espéecies Hygrophoropsis aurantiaca, Suillus
mediterraneensis e Russula vesca, podem dever-se a condi¢6es de maior stress durante
0 seu crescimento que estimularam o metabolismo secundario.

Foi ja descrito que os principais compostos fenolicos presentes em cogumelos sdo
acidos fendlicos (Ferreira et al., 2009). Em particular, foi ja descrita a presenca dos
acidos p-cumérico, caféico e elagico em Fistulina hepatica, assim como de &cido
protocatecuico, galico, gentisico, vanilico, siringico, cindmico e tanico em Hydnum

repandum.

A vitamina E reage com os radicais peroxilo produzidos a partir de &cidos gordos
polinsaturados da membrana fosfolipidica ou de lipoproteinas, produzindo um
hidroperdxido lipidico estavel. Actua como antioxidante doando um éatomo de
hidrogénio aos radicais peroxido das moléculas lipidicas insaturadas, formando um
hidroperéxido e um radical tocoferoxilo, que reage com um outro radical peroxilo ou

tocoferilo formando complexos mais estaveis (Lampi et al., 1999).

LH + Oxidante iniciador —» L’
L'+ 0O, — LOO’
LOO’ + Tocoferol — LOOH + Tocoferol’

Existem na literatura estudos sobre a composicdo em tocoferois de cogumelos da India:
Cantharelus cibarius e Pleurotus ostreatus (Jayakumar et al., 2009), Taiwan: Agaricus
blazei, Agrocybe cylindracea, Auricularia mesenterica, Auricularia fuscosuccinea
(castanha), Auricularia fuscosuccinea (branca), Auricularia polytricha, Boletus edulis,

Ganoderma lucidum, Ganoderma tsugae, Grifola frondosa, Hericium erinaceus,
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Hypsizigus marmoreus, Lentinula edodes, Morchella esculenta, Pleurotus cystidiosus,
Pleurotus ostreatus, Termitomyces albuminosus, Tremella fuciformis and Tricholoma
giganteum (Mau et al., 2001; Mau et al., 2002a; Mau et al., 2002b; Yang et al., 2002;
Mau et al., 2004; Tsai et al., 2007) e Turquia: Agaricus bisporus, Boletus badius,
Lepista nuda, Pleurotus ostreatus, Polyporus squamosus, Russula delica e Verpa conica
(Elmastas et al., 2007). Os estudos feitos em cogumelos portugueses (Agaricus
arvensis, Agaricus bisporus, Agaricus romagnesii, Agaricus silvaticus, Agaricus
silvicola, Boletus edulis, Calocybe gambosa, Cantharelus cibarius, Craterellus
cornucopioides, Hypholoma fasciculare, Lepista nuda, Lycoperdon molle, Lycoperdon
perlatum, Marasmius oreades, Ramaria botrytis e Tricholoma acerbum) pertencem ao
nosso grupo de trabalho (Ferreira et al., 2009).

A tabela 3 apresenta a composicao em tocoferdis de 18 amostras de diferentes espécies

de cogumelos silvestres de Portugal.

Tabela 3. Composicdo em tocoferdis (ug/g) das amostras de cogumelos (média + SD; n=3). Em cada
coluna letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).

Espécies de cogumelos a-tocoferol [-tocoferol y-tocoferol d- tocoferol Total
Clitocybe alexandri 0,04+£0,00gth 2,17+022c 1,34+01la nd 355+£0,33¢
Cortinarius glaucopus 0,11+0,01ed 0,29 0,04 gith 0,52 +0,04 ed nd 0,92 + 0,09 feg
Fistulina hepatica 0,12+0,01d 1,73+0,09d 0,41 +0,03 edf nd 2,26 +0,13d
Hydnum repandum nd nd 0,51 + 0,08 ed nd 0,51+0,08 h
Hygrophoropsis aurantiaca 0,20+0,01cb 0,44+0,03gf 1,08+0,04b 0,21+0,02b 1,94+0,10d
Hypholoma capnoides 0,17+£0,00c 0,19+0,01gijh 0,35+0,02f nd 0,71+£0,03 hg
Laccaria amethystina 0,06+0,00gf 1,09+011e 0,83+0,07c nd 1,98+0,04d
Laccaria laccata 0,22+0,01b 7,06+017a 057+0,03d 0,19+0,01b 8,04+0,20a
Lactarius aurantiacus 0,03 + 0,00 gfh nd 1,21 £0,10 ba nd 1,24+0,10¢€
Lactarius salmonicolor 0,04 + 0,00 gfh 0,11 + 0,02 ij nd nd 0,15+ 0,03 i
Lepista inversa 0,28+0,06a 0,25+ 0,03 gifh nd 0,64+0,03a 1,18+0,06 fe
Lepista sordida 0,02 + 0,00 gfh nd nd nd 0,02+ 0,00i
Mycena rosea 0,11+0,01d 386%+015b 0,92+0,07c nd 489+0,21b
Russula delica 0,01+0,00gh 0,16+0,02ijh 0,57+0,07d nd 0,74 + 0,06 hg
Russula vesca 0,02+0,00gfh 0,49+0,04f 0,36 0,04 ef nd 0,88 + 0,05 fg
Suillus collinitus 0,06 + 0,00 ef 0,22 £0,01 gijh 0,55+0,01d nd 0,83 + 0,03 fhg
Suillus mediterraneensis 0,04 + 0,00 gfh 0,07 £ 0,00 ij nd nd 0,11+0,01i
Tricholoma sulphureum 0,06 +0,00gf 0,40+0,03gfh 0,07+0,01¢ nd 0,52+0,03h
nd- ndo detectado
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A espécie Lepista inversa revelou a maior concentragao em a-tocoferol (0,28 pg/g). O
B-Tocoferol foi a forma de vitamina E mais abundante em todas as espécies analisadas,
sendo os maiores valores encontrados na espécie Laccaria laccata (7,06 pg/g). A
espéecie Clitocybe alexandri apresentou a maior concentragdo em vy-tocoferol (1,34
pg/g). O &-Tocoferol foi encontrado apenas em 3 espécies (Lepista inversa,
Hygrophoropsis aurantiaca and Laccaria laccata). Até a data, esta forma de vitamina E
tinha sido encontrada somente em espécies provenientes de Taiwan e ndo em espécies
portuguesas, indianas ou turcas (Ferreira et al., 2009). Globalmente, a espécie Laccaria
Laccata revelou os maiores valores de tocoferois (8,04 pg/g). A presenga de a-tocoferol
em Russula delica proveniente da Turquia tinha j& sido descrita (EImastas et al., 2007)
mas, no presente trabalho, detectaram-se e quantificaram-se as quatro formas de

vitamina E (tocoferdis a, B, y ¢ 8), tal como se pode observar na Figura 4.
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Figura 4. Cromatograma individual de tocoferdis da espécie Russula delica. 1) a-tocoferol; 2) B-
tocoferol; 3) y-tocoferol; 4) Tocol (PI).

3.2. Avaliagéo da actividade antioxidante

N&do existindo um método universal capaz de avaliar com precisdo a capacidade
antioxidante de todas as amostras, avaliaram-se as propriedades antioxidantes das 18
especies de cogumelos através de diferentes ensaios: actividade blogueadora de radicais
livres DPPH, poder redutor e inibi¢cdo da peroxidacdo lipidica no sistema B-caroteno
linoleato. O efeito bloqueador de radicais livres foi examinado pela capacidade de

diminuicdo da absorvancia a 517 nm da solugcdo de DPPH (Figura 5).
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Figura 5. Actividade bloqueadora de radicais de DPPH (%) das amostras de cogumelos (médias + SE,
n=3).

O poder redutor foi avaliado medindo a converséo do Fe**/complexo de ferricianeto &

sua forma ferrosa pelas amostras (Figura 6).
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Figura 6. Poder redutor das amostras de cogumelos (média + SE, n=3).

A inibicdo da peroxidacdo lipidica foi avaliada pela inibicdo da descolora¢do do fB-
caroteno, neutralizando o radical livre linoleato e outros radicais livres formados no

sistema que atacam as moléculas insaturadas de B-caroteno (Figura7).
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Figura 7. Capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica das amostras de cogumelos, medida pela
inibicdo da descoloracdo do B-caroteno (média + SE, n=3).

A partir da analise das Figuras 5-7 foi possivel concluir que o efeito antioxidante
aumenta com o0 aumento da concentracdo dos extractos, sendo diferente para cada

espécie de macrofungo.
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Para uma visdo global dos resultados, a Tabela 4 apresenta os valores de ECsq (mg/ml)
obtidos para os ensaios da actividade bloqueadora de radicais DPPH, poder redutor e
inibicdo da peroxidacdo lipidica. Os resultados sdo expressos por mg de extracto,
contudo, quando os rendimentos de extraccdo sdo considerados (Tabela 2), e os
resultados s@o expressos por mg de cogumelo, os valores da actividade antioxidante sao
diferentes. No entanto, no presente estudo optamos por comparar os resultados por mg
de extracto uma vez que nem todos os cogumelos sdo comestiveis ou tradicionalmente

consumidos.

Tabela 4. Actividade antioxidante (valores de ECsy, mg/ml) das amostras de cogumelos (média + SD,

n=3). Em cada coluna letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).

Espécies de cogumelos ABR Poder redutor Inibicdo perox. Lipidica
Clitocybe alexandri 28,72+0,32b 7,01£0,04c 4,45+0,02¢c
Cortinarius glaucopus 16,59 £ 0,28 f 3,04+£0019¢ 1,73+0,01¢
Fistulina hepatica 532+£0,07m 2,24+£0,01n 0,94+£0,00n
Hydnum repandum 30,00+ 0,30 a 9,07+0,05a 28,72+ 0,20 a
Hygrophoropsis aurantiaca 1,20+£0,02q 1,34+£0,01r 0,71+0,01r
Hypholoma capnoides 20,85+0,22d 4,64+0,02¢ 2,90+0,02e
Laccaria amethystina 15,72+0,18 ¢ 3,03+£0,0Lh 1,23+0,02h
Laccaria laccata 2195+0,20¢c 5,22+0,03d 3,69+0,03d
Lactarius aurantiacus 30,00+0,31a 7,91+£0,06b 7,48+0,05b
Lactarius salmonicolor 7,800,051 2,39+x0,01m 1,01 +0,01m
Lepista inversa 10,57+ 0,11 j 2,92+0,01 k 1,08+0,01 k
Lepista sordida 9,82 + 0,08 k 2,58+0,011 1,03+0,001
Mycena rosea 10,58 + 0,09 i 2,94+0,02 ] 1,15+0,01j
Russula delica 20,53+£0,18¢ 4,41 +0,03f 2,28+0,02f
Russula vesca 391+0,030 153+£0,01p 0,91+£0,00p
Suillus collinitus 14,05+0,12 h 297+0,02i 1,20+ 0,011
Suillus mediterraneensis 290+£0,01p 1,47+0,01q 0,81+£0,00q
Tricholoma sulphureum 4,69+0,03n 2,19+0,020 0,93+0,000

ABR- Actividade bloqueadora de radicais DPPH; Inibicdo da peroxidacdo lipidica em solucdes de

lipossomas.

As espécies Hygrophoropsis aurantiaca, Suillus mediterraneensis, Russula vesca e
Tricholoma sulphureum apresentaram uma actividade bloqueadora de radicais (ABR)
DPPH superior a 85% a 20 mg/ml (Figura 5) com valores de ECs inferiores a 5 mg/ml

(Tabela 4). Russula delica, Hypholoma capnoides, Laccaria laccata, Clitocybe
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alexandri, Lactarius aurantiacus e Hydnum repandum apresentaram valores elevados
de ECso (superiores a 20 mg/ml) com percentagens de ABR inferiores a 48% a 20
mg/ml. As espécies Hygrophoropsis aurantiaca, Suillus mediterraneensis e Russula
vesca foram as que revelaram maior poder redutor (absorvancia superior a 2,5 a 10
mg/ml; Figura 6). As espécies Clitocybe alexandri, Lactarius aurantiacus e Hydnum
repandum apresentaram o menor poder redutor com absorvancias inferiores a 0,7 a 10
mg/ml. Considerando os resultados obtidos para a inibicdo da peroxidacdo lipidica,
Hygrophoropsis aurantiaca, Suillus mediterraneensis, Russula vesca, Tricholoma
sulphureum e Fistulina hepatica foram as espécies com maior capacidade (superior a
73% a 20 mg/ml; Figura 7), com valores de ECs inferiores a 1 mg/ml (Tabela 4). A
espécie Hydnum repandum apresentou o maior valor de ECsq (29 mg/ml) com 33% de
capacidade de inibicdo da peroxidacdo lipidica a 20 mg/ml.

As propriedades antioxidantes demonstradas pelas diferentes espécies de cogumelos
estdo de acordo com o teor de fendis encontrados em cada uma dessas espécies (Tabela
2). A espécie Hygrophoropsis aurantiaca foi a espécie mais promissora apresentando o
valor mais elevado de fenois bem como a melhor actividade antioxidante (menores
valores de ECsp). Esta espécie apresentou também todas as isoformas do tocoferol
(Figura 4). A espécie Hydnum repandum apresentou a menor concentracdo em fenois e
os maiores valores de ECs para a actividade antioxidante. Das 18 espécies apenas 2
tinham sido avaliadas anteriormente pelas suas propriedades antioxidantes: Hydnum
repandum e Russula delica. No entanto, estas espécies ndo eram oriundas de Portugal,
mas sim de Espanha (Murcia et al.,, 2002) e Turquia (Elmastas et al., 2007),
respectivamente.

Este estudo contribui para o aumento da proporcao de espécies de cogumelos estudadas
e demonstra o potencial nutracéutico de cogumelos silvestres, derivado da sua
actividade blogueadora de radicais livres e capacidade de inibicdo da peroxidagéo
lipidica. As espécies estudadas sdo fontes de importantes antioxidantes poderosos como
fenois e tocoferodis, que podem ser utilizados no combate a doengas relacionadas com o
stress oxidativo, em aplicacbes dermatoldgicas, na cosmética, assim como em

suplementos na industria alimentar.
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3.3. Avaliacao do valor nutricional

3.3.1. Composi¢cdo em macronutrientes

Foi avaliada a composi¢do em macronutrientes e o valor energético de dez espécies de
cogumelos silvestres (Tabela 5). A escolha das espécies a estudar dependeu da

quantidade de amostra disponivel para as analises referidas.
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Tabela 5. Composicdo em macronutrientes (g/100 g) e valor energético (Kcal/100 g) das amostras de cogumelos (média + SD; n=3). Em cada coluna e para cada espécie,
letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).

Amostras Humidade Lipidos Proteinas Cinzas Glicidos Acucares redutores Energia

Cortinarius glaucopus 91,67+0,31a 1,89 +0,15¢ 50,09+ 0,65 ¢ 16,40+ 0,12 c 31,62+£0,73 ¢ 2,22 +0,17 de 343,84 £0,05d
Fistulina hepatica 8751+098f 2,63+049ch 63,69+116b 11,30+ 0,53d 2298+ 0,43 f 2,77+£0,06c 364,98 + 2,16 ¢
Hygrophoropsis aurantiaca 8459+127h 220%£0,11cb  36,40+0,60d 592+0,06¢ 55,48 + 0,52 a 1,77+0,30e 387,32 +0,25a
Hypholoma capnoides 83,57 +£2,08i 0,36 +0,05d 36,36 £0,21d 28,29+ 251 a 3499+242ed 2,06 +0,13 e 288,64 +£ 10,05 f
Laccaria laccata 88,25+ 1,86 ¢ 3,76 £ 0,58 a 62,78+ 1,07 b 20,69+ 150b 12,77+0,78 g 2,75+0,36 ¢ 336,08 £6,88d
Lactarius salmonicolor 87,72+094e 2,03+0,36¢h 37,28+£0,11d 23,28+ 141D 37,41+1,42d 2,712+034c 317,05 +5,85¢e
Lepista inversa 87,73+1,01d 248+021lcbh 76,63+0,46a 10,54 £ 0,07 d 10,35+0,45¢ 339+0,11b 370,24 £ 0,77 bc
Russula delica 86,69 +0,73 g 0,91+0,16d 50,59+1,02¢c 22,93+2,16Db 2557+1,32f 4,44 +0,48 a 312,81 £9,15¢e
Suillus mediterraneensis 91,20£1,85b  2,61+049b  2432+0,35e¢ 27,64+£0,80a 4542 +1,34b 3,27£043b 302,48 + 1,49 fe
Tricholoma imbricatum 82,42 +1,15] 1,88+0,11c 50,45+ 0,83 ¢ 6,45+0,27 e 41,21 +£0,56 ¢ 2,64 £0,20dc 383,61+ 1,44 ba
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A humidade variou entre 82,42 g/100 g de massa fresca (Tricholoma Imbricatum) e
91,67 g /100 g (Cortinarius glaucopus). A quantidade de proteinas encontrada foi
elevada e variou entre 24,32 g/100 g (Suillus mediterraneensis) e 76,63 g/100 g (Lepista
inversa). As principais proteinas presentes em cogumelos sdo albuminas (24,8%),
globulinas (11,5%), analogos de glutelina (7,4%), glutelinas (11,5%), prolaminas
(5,7%) e analogos de prolaminas (5,3%) (Kala¢, 2009). Diversos autores referem os
cogumelos como boas fontes de aminoacidos essenciais tais como leucina, valina,
treonina, lisina, metionina e triptofano. Leucina e valina sdo 0s aminoacidos essenciais
mais abundantes em cogumelos correspondendo a 25-40% dos aminoacidos totais
(Mdachi et al., 2004; Guo et al., 2007). As proteinas presentes em cogumelos silvestres
contém também quantidades considerdveis de aminoacidos ndo-essenciais, tais como
alanina, arginina, glicina, acido glutdmico, acido aspartico, prolina e serina. Estes
aminoacidos tém uma funcdo estrutural nas células, tecidos e érgdos sendo, portanto,
essenciais para o crescimento e reparacdo (Léon-Guzman et al., 1997). A quantidade de
lipidos variou entre 0,36 g/100 g em Hypholoma capnoides e 3,76 g/100 g em Laccaria
laccata.

Os cogumelos sdo reconhecidos como uma excelente escolha para dietas pouco
energéticas/caloricas devido ao seu elevado teor em &gua e baixo teor em gordura (~2-
8% da matéria seca). Exemplos de lipidos encontrados em cogumelos incluem &cidos
gordos livres, mono-, di- e triglicerideos, esterdis, ésteres de esterdis e fosfolipidos
(Manzi et al., 1999).

Os glicidos, calculados por diferenca, foram também encontrados em elevadas
concentracdes e variaram entre 10,35 g/100 g (Lepista inversa) e 55,48 g /100 g
(Hygrophoropsis aurantiaca). Estes resultados estdo de acordo com outros autores que
descreveram concentracdes de glicidos entre 3 e 65% de matéria seca (Manzi et al.,
1999). Os acucares redutores sdo apenas uma pequena parte do contetdo total de
glicidos uma vez que os cogumelos silvestres sdo ricos em polissacarideos (fibra ~3-
32% da matéria seca), como glicogénio (polissacarideo de reserva em animais e
fungos), B-glucano e quitina (polimeros estruturais) (Kala¢, 2009).

A grande variedade e abundancia de minerais sdo as caracteristicas mais importantes
dos fungos, superando as plantas agricolas, legumes e frutas (Manzi et al., 2001). O teor
em cinzas variou entre 5,92 g/100 g em Hygrophoropsis aurantiaca e 28,29 g/100 g em
Hypholoma capnoides. De entre todas as espécies estudadas, apenas a composicao

quimica das espécies Fistulina hepatica e Russula delica tinha sido ja descrita (Ouzouni
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et al., 2009) sendo, no entanto, provenientes de paises diferentes de Portugal. Apesar de
ser a mesma espécie, as nossas amostras apresentaram maiores niveis de proteinas e
menor concentracdo de glicidos e lipidos. Sabe-se que a composi¢do quimica dos
cogumelos é afectada por uma série de factores, nomeadamente espécie, composi¢cdo do
meio de crescimento (para espécies cultivadas in vitro), tempo de colheita, técnicas de
manutencdo, condi¢bes de armazenamento e preparacdo de substratos (no caso de
espécies cultivadas) (Manzi et al., 2001), e composicdo do solo/substrato ou espécies
hospedeiras associadas no caso de especies silvestres saprdfitas ou micorrizicas. Foi
ainda calculada a contribuicdo energética das diferentes espécies e, os valores mais
elevados, foram obtidos para Hygrophoropsis aurantiaca, enquanto que Hypholoma
capnoides apresentou a menor contribuigao energetica (Tabela 5).

3.3.2. Composicao em agucares

A validacdo do método de andlise de agUcares incluiu avaliacdo da linearidade e
determinacéo de limites de detecgéo e quantificacdo (Tabela 6). Para cada composto, foi
construida uma curva de calibragdo com 7 niveis representada pela razdo entre as areas
dos picos dos padrGes de aclcares e do padrdo interno em funcdo da razdo das
concentracOes dos padrdes e do padrdo interno. Foi utilizada a média das determinac¢des
em triplicado para cada nivel. Utilizou-se frutose como padrdo interno porque ndo foi
detectada em nenhuma das espécies de cogumelos analisadas. Um padréo interno deve
ser similar a substancia a ser quantificada, ter um tempo de retencdo préximo, mas
diferente, ndo reagir nenhum dos componentes presentes na matriz, e ndo estar presente
na amostra (Snyder et al., 1997); a frutose apresentou todas estas caracteristicas. A
validacdo do método foi realizada utilizando manitol e trealose porque estes agucares
foram detectados em todas as amostras analisadas; a sua presenca foi também descrita
para outras espécies (Kala¢, 2009; Barros et al., 2007a; Barros et al., 2008b; Barros et
al., 2008c).
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Tabela 6. Caracteristicas analiticas do método de analise de agUcares.

Ry Coeficiente de Intervalo de Limite
(tempo de retengdo) correlagéo (r?) linearidade (mg/ml)
min  CV, % (n=10) LOD LOQ
(mg/ml)  (mg/ml)
Frutose (P1) 6,041 0,13 - - - -
Manitol 6,470 0,31 0,9997 0,3-80,0 0,07 0,22
Trealose 8,672 0,58 0,9997 0,3-80,0 0,07 0,24

Os coeficientes de correlacdo foram sempre superiores a 0,999 para todos 0s compostos
(Tabela 6). Os limites de deteccdo (LOD), calculados como a concentracdo
correspondente a trés vezes o erro de calibracdo dividido pelo declive, foram 0,07
mg/ml. Os limites de quantificacdo (LOQ) foram calculados utilizando a concentracao
correspondente a 10 vezes o erro de calibracdo dividido pelo declive, variaram entre
0,22 mg/ml a 0,24 mg/ml.

Com o objectivo de avaliar a precisdo instrumental, injectou-se seis vezes o extracto de
Tricholoma imbricatum. O método cromatografico provou ser preciso (CV% entre
0,82% e 1,47%, Tabela 7).

Tabela 7. Pardmetros de validacdo do método usando Tricholoma imbricatum.

Preciséo Repetibilidade Recuperacao,

CV, % (n=6) CV, % (n=6) %
Manitol 0,82 1,02 92,11+ 4,86
Trealose 1,47 2,09 91,04 £ 2,24

A repetibilidade foi avaliada aplicando todo o processo de extrac¢do 6 vezes a mesma
amostra. Os valores de CV obtidos foram baixos (1,02% e 2,09%, Tabela 7). A
recuperacdo do método foi avaliada pelo processo de adi¢do de padrdo, com trés niveis
de adicdo (1 mg/ml, 10 mg/ml e 20 mg/ml, cada um em duplicado). Esta mistura padréo
foi adicionada a amostra, e repetiu-se todo o procedimento de extraccdo. Os resultados
mostram uma boa recuperabilidade para os compostos em estudo (91,04 e 92,11%).

Relativamente a composic¢ao em acgucares, apresentam-se os resultados na Tabela 8.
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Tabela 8. Composicdo em agucares (g/100 g de matéria seca) das amostras de cogumelos (média + SD;
n=3). Em cada coluna e para cada espécie, letras diferentes representam diferencas significativas
(p<0,05).

Amostras Arabinose Manitol Trealose Acucares totais
Cortinarius glaucopus nd 1,06 +0,16ef 1866+037a 19,72+0,35a
Fistulina hepética 7,76+£063a 2,12+0,22 ef 295+0,22¢ 12,82+ 0,93 ¢c
Hygrophoropsis aurantiaca 1,53+0,38¢c 4,31+0,68d 7,56+1,01b 13,40+ 0,96 ¢
Hypholoma capnoides nd 0,38 0,04 f 1,58+0,40f 196+0/44¢e
Laccaria laccata nd 0,64 +£0,05f 5,81+0,33¢c 6,45+ 0,34d
Lactarius salmonicolor nd 13,48+195h 0,35+0,05¢g 13,83+1,98¢
Lepista inversa nd 1,86 £ 0,08 ef 4,32+0,27d 6,18+0,35d
Russula delica nd 18,41 +0,38 a 0,21+0,03g 18,62+0.35ab
Suillus mediterraneensis 403+085b 289+03led 1,18+0,19¢f 8,10+1,11d
Tricholoma imbricatum nd 10,53+0,28¢c 6,56+0,22chb 17,09+£0,48b

nd- ndo detectado

Manitol e trealose foram detectados em todas as amostras. Para as espécies Russula
delica (18,41 g/100 g), Lactarius salmonicolor (13,48 g/100 g) e Tricholoma imbricatus
(10,53 ¢/100 g), o manitol foi o acucar mais abundante (Figura 8). A trealose
predominou nas espécies Cortinarius glaucopus, Hygrophoropsis aurantiaca, Laccaria
laccata, Lepista inversa e Hypholoma capnoides, variando entre 1,58 g/100 g e 18,66
0/100 g. A acumulacdo do dissacarideo, trealose, e do alcool derivado de acUcar,
manitol, nos corpos frutificantes de outras espécies, tinha ja sido descrita (Kala¢, 2009;
Barros et al., 2007a; Barros et al., 2008b; Barros et al., 2008c). A arabinose foi o
principal aclcar encontrado nas espécies Fistulina hepatica (7,76 g/100 g) e Suillus
mediterraneensis (4,03 g/100 g), e foi descrita pela primeira vez em amostras de
cogumelos. A espécie Cortinarius glaucopus revelou a maior concentracdo de acucar
(19,72 g / 100 g), ao contrario da espécie Hypholoma capnoides que revelou a menor
concentracgéo (1,96 g/100 g).
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Figura 8. Cromatograma individual de agUcares da espécie Tricholoma imbricatum. 1) frutose (PI); 2)
manitol; 3) trealose.

3.3.3. Composicdo em acidos gordos

Na tabela 9, apresentam-se os resultados da composicdo em acidos gordos, acidos
gordos saturados (SFA), &cidos gordos monoinsaturados (MUFA) e &cidos gordos

polinsaturados (PUFA) das espécies estudados.
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Tabela 9. Composicédo em &cidos gordos (percentagem) das amostras de cogumelos (média = SD; n=3). Letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).

C. glaucopus F. hepatica H. aurantiaca H. capnoides L. laccata L. salmonicolor L. inversa R. delica S. mediterraneensis T. imbricatum
C6:0 0,44 £0,04 0,05+ 0,00 0,06 + 0,00 0,30+ 0,02 0,10 +0,01 0,26 £ 0,02 0,09 +0,01 0,12 + 0,02 0,04 + 0,00 0,28 + 0,00
C8:0 0,04 £0,01 0,08 + 0,00 0,06 £ 0,00 6,38 + 0,39 0,03 + 0,00 0,06 £ 0,00 0,08 + 0,00 0,05 + 0,00 0,01 +£0,00 0,17 £ 0,00
C10:0 0,03 £ 0,00 0,72+0,10 0,07 £ 0,00 0,17 + 0,03 0,01 +0,00 3,74+0,20 0,04 +0,01 0,19+0,01 0,04 + 0,00 0,24 +0,02
C12:0 0,11+0,01 0,06 + 0,01 0,22 £ 0,01 0,44 + 0,03 0,03 + 0,00 0,38 £ 0,01 0,05+0,01 0,16 + 0,01 0,05 + 0,00 0,08 + 0,00
C13:0 nd 0,01+ 0,00 0,02 £ 0,00 0,11 +0,03 nd nd nd 0,03 + 0,00 0,02 £ 0,00 0,01 +0,00
C14:0 0,41 +0,02 0,16 + 0,01 0,27 £ 0,01 1,10 + 0,02 0,12 + 0,00 0,23+0,04 0,28 + 0,02 1,44 +0,05 0,20 £ 0,01 0,20 + 0,02
C15:0 0,98 +0,02 0,27 £0,03 0,60 +0,01 0,87 £ 0,00 0,05 + 0,00 0,43+0,04 0,68 + 0,03 0,31+ 0,00 0,63 +0,01 1,09 £ 0,06
C16:0 12,05 £ 0,02 10,42 £ 0,64 9,97 £0,05 16,43 +0,16 11,64 £ 0,07 7,35+0,51 16,36 + 0,23 12,02 +0,01 11,93 +0,08 7,44 +0,15
Cl6:1 0,42 £ 0,01 0,61+0,11 2,18 +0,01 1,24 +0,04 0,24 + 0,00 0,27 £ 0,01 0,30+ 0,01 3,59 + 0,06 0,66 + 0,02 0,19+0,01
C17:0 0,19 £ 0,00 0,13+0,02 0,10 £ 0,00 0,44 + 0,02 0,06 + 0,00 0,22 £ 0,03 0,11 +0,00 0,17 £ 0,00 0,18 + 0,00 0,23+0,01
C18:0 2,98 + 0,00 2,54+0,12 0,92 £ 0,00 4,10 £0,07 2,02 £ 0,00 40,13 £ 0,47 1,71 +£0,03 10,34 +0,10 3,56 £ 0,01 4,10+£0,01
C18:1n9c 24,01+0,85 31,51 £ 0,07 17,82 + 0,00 16,98 + 0,53 60,68 £ 0,01 18,45+ 0,04 28,78 £0,08 41,20 £ 0,06 36,42 £ 0,03 51,53 £0,42
C18:2n6¢ 54,99 + 1,00 52,37 £1,23 55,45 £ 0,26 35,67 +0,17 20,45 +0,14 26,44 £ 0,20 44,58 £ 0,08 27,15+ 0,05 43,72 £0,17 33,03+0,14
C18:3n3 nd 0,16 + 0,01 8,16 + 0,03 0,55+ 0,03 0,39+ 0,03 0,47 £0,04 4,64 +£0,22 0,39+ 0,01 0,02 + 0,00 0,19 + 0,00
C20:0 0,30 £0,04 0,09 £0,01 0,31+0,04 0,62 + 0,26 0,25 + 0,00 0,16 +0,01 0,33 £0,07 0,58 £ 0,01 0,38 £ 0,00 0,13 £0,02
C20:1c nd nd nd nd 0,25+0,04 0,12 £ 0,00 nd nd 0,15 +0,00 nd
C20:2c 0,10+ 0,01 0,05+0,01 0,15 + 0,00 nd 0,05+ 0,01 0,04 £ 0,00 0,06 + 0,01 0,09 + 0,00 0,14 + 0,00 0,04 + 0,00
C20:3n3+C21:0 nd 0,02 + 0,00 0,05 + 0,00 0,31+0,03 0,01 +0,00 nd 0,06 + 0,01 0,03 + 0,00 0,07 £ 0,00 0,03 + 0,00
C20:5n3 0,19 £ 0,02 0,09 +0,01 0,36 £ 0,07 nd 0,12 + 0,01 0,11 £ 0,00 0,21 +0,05 0,25 + 0,00 0,09 + 0,00 nd
C22:0 0,73+0,04 0,16 +£ 0,03 0,93 +£0,02 2,64 +£0,17 0,61+0,01 0,24 +0,02 0,54 £ 0,09 0,65+0,5 0,40 £ 0,02 0,25 + 0,00
C22:1n9 nd Nd nd nd 0,18 £ 0,00 nd nd nd 0,33 +0,00 nd
C23:0 0,26 +0,01 0,09 + 0,00 0,25+0,01 2,53+0,64 0,12 £ 0,00 0,25+ 0,02 nd 0,32 +£0,00 0,20 + 0,00 0,23 £0,01
C22:6n3 nd nd 0,32 £0,01 nd nd nd nd nd nd nd
C24:0 1,06 £ 0,01 0,33+0,01 1,00 £ 0,09 8,23+0,77 0,41 + 0,00 0,54 + 0,06 1,03 £0,04 0,82 + 0,01 0,39+ 0,01 0,46 + 0,01
Cc24:1 0,69 + 0,06 0,07 £ 0,02 0,64 £ 0,01 0,89+0,13 2,19+0,02 0,09 £ 0,02 0,06 + 0,00 0,10 + 0,00 0,36 £ 0,02 0,09 + 0,00

Cogumelos silvestres como fonte de moléculas bioactivas

36



Resultados e Discussdo

SFA 19,60+0,21e 15,11+ 0,96 ¢ 14,75+0,25¢g 4437 0,58 b 15,44 +0,10¢g 54,00+0,29 a 21,30+0,01d 27,20+ 0,06 c 18,04 £0,11 f 1491+0,27¢
MUFA 25,12+0,80¢9 32,19+0.2e 20,76 £0,03 h 19,110,701 63,64 £ 0,06 a 18,930,041 29,14+0,10f 44,89 +0,00c 37,92 +0,06 d 51,80 0,41 Db
PUFA 55,28 +1,01b 52,70+1,18¢c 64,49+0,22a 36,53+0,11f 21,03+0,18i 27,07£0,25h 49,56 £0,10d 27,91+0,06 h 44,03+0,17 e 3329+0,14¢

nd- ndo detectado. Acido caprdico (C6:0); &cido caprilico (C8:0); acido céprico (C10:0); 4cido laurico (C12:0); 4cido tridecandico (C13:0); 4cido miristico (C14:0); acido
pentadecandico (C15:0); acido palmitico (C16:0); acido palmitoleico (C16:1); acido heptadecandico (C17:0); acido estearico (C18:0); acido oleico (C18:1n9c); acido linoleico
(C18:2n6¢); acido a-linolénico (C18:3n3); acido araquiddnico (C20:0); acido eicosendico (C20:1c); acido cis-11,14 eicosadiendico (C20:2c); &cido cis-11,14,17
eicosatrienoico e acido heneicosandico (C20:3n3 + C21:0); acido cis-5,8,11,14,17 eicosapentaendico (C20:5n3); acido beénico (C22:0); acido tricosandico (C23:0); acido

docosahexaendico (C22:6n3); acido lignocérico (C24:0); acido nervonico (C24:1).
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O éacido linoleico (C18:2) foi o principal acido gordo encontrado nas amostras
estudadas, seguindo-se o acido oleico (C18:1) e o acido palmitico (C16:0). O acido
linoleico é o precursor do 1-octen-3-ol, conhecido como o &lcool dos fungos, sendo o
principal componente aromatico na maioria dos fungos e contribuindo para o sabor dos
cogumelos (Maga, 1981). Para a espécie Lactarius salmonicolor o &cido gordo mais
abundante foi o acido esteérico (C18:0). Trabalhos ja publicados descrevem este acido
gordo como caracteristico da espécie Lactarius sp., sendo abundante em Lactarius
deliciosus e Lactarius piperatus (Barros et al., 2007c). Para além dos quatro ja
referidos, foram identificados e quantificados mais 21 acidos gordos. Os PUFA foram o
principal grupo de acidos gordos encontrado nas espécies Cortinarius glaucopus,
Fistulina hepatica, Hygrophoropsis aurantiaca, Lepista inversa e Suillus
mediterraneensis, enquanto que os MUFA foram o principal grupo de &acidos gordos
encontrados em Laccaria lacata, Russula delica e Tricholoma imbricatum. Para as
espécies Hypholoma capnoides e Lactarius salmonicolor os SFA foram o grupo
principal (Tabela 9). Os UFA predominaram sobre os SFA em todas as espécies
estudadas, com excepcdo de Lactarius salmonicolor (devido a presenca de quantidades
elevadas de acido estearico), e variaram entre 56% e 85%. Estes resultados estdo de
acordo com outras observacfes em cogumelos que também indicaram um predominio
de &cidos gordos insaturados sobre acidos gordos saturados (Longvah & Deosthale,
1998; Diez & Alvarez, 2001; Barros et al., 2008b). Considerando o teor total em acidos
gordos polinsaturados, Hygrophoropsis aurantiaca apresentou o valor mais elevado
devido a contribuicdo do &cido linoleico. A abundéncia deste &cido gordo essencial
noutras espécies comestiveis tem ja sido descrita (Kavishree et al., 2008). Considerando
0 contetdo total de MUFA, Laccaria laccata apresentou o maior valor devido a
contribuicdo do &cido oleico. Os acidos linoleico e oleico tém sido relacionados com a
diminuicdo do risco de doenca cardiovascular, contribuindo para a recomendacdo de
cogumelos nas dietas de pessoas com o colesterol elevado na corrente sanguinea
(Kavishree et al., 2008). Ndo foram detectados isomeros trans de acidos gordos
insaturados nos cogumelos estudados, tal como se pode visualizar no cromatograma

apresentado na figura 9.
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Figura 9. Cromatograma individual de acidos gordos da espécie Laccaria laccata. 1) C6:0; 2) C8:0; 3)
C10:0; 4) C12:0; 5) C14:0; 6) C15:0; 7) C16:0; 8) C16:1; 9) C17:0; 10) C18:0; 11) C18:1n9; 12)
C18:2n6¢; 13) C18:3n3; 14) C20:0; 15) C20:1c; 16) C20:2c; 17) C20:3n3+C21:0; 18) C20:5n3 19)
C22:0; 20) C22:1; 21) C23:0; 22) C24:0; 23) C24:1.

Em geral, a rica composicdo nutricional (teor elevado em proteinas e glicidos, baixos
teor em lipidos, com o contributo precioso de &cidos gordos insaturados, e auséncia de
acidos gordos trans), torna os cogumelos silvestres muito especiais. O método
optimizado para a analise de agUcares livres mostrou ser sensivel, reprodutivel e preciso,
sendo todos 0s compostos separados num curto periodo de 10 minutos. Este estudo
contribui para a documentacdo da composicdo nutricional de cogumelos silvestres, que
sdo altamente consumidos e apreciados mas, que carecem de uma base cientifica de

apoio para atestar do seu valor nutriconal além do organoléptico.
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Conclusdo e Perspectivas Futuras

IV. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

No presente trabalho estudaram-se as propriedades antioxidantes e a composi¢cdo em
fenois e tocoferdis de 19 espécies de cogumelos silvestres de Portugal (Clitocybe
alexandri, Cortinarius glaucopus, Fistulina hepatica, Hydnum repandum,
Hygrophoropsis aurantiaca, Hypholoma capnoides, Laccaria amethystina, Laccaria
laccata, Lactarius aurantiacus, Lactarius salmonicolor, Lepista inversa, Lepista
sordida, Mycena rosea, Russula delica, Russula vesca, Suillus collinitus, Suillus
mediterraneensis, Tricholoma sulphureum, Tricholoma imbricatum). As espécies
Hygrophoropsis aurantiaca e Suillus mediterraneensis apresentaram os valores mais
elevados de fendis totais (superiores a 7 mg/g), ao contrario das espécies Lactarius
aurantiacus e Hydnum repandum que revelaram os valores mais baixos (inferiores a 0,6
mg/q).

Foram detectadas as quatro formas de vitamina E (tocoferdis o, B, y € 8) e a amostra de
Laccaria Laccata revelou o maior valor de tocoferdis (8,04 pg/g). A espécie Lepista
inversa mostrou ter a maior concentracdo de a-tocoferol (0,28 pg/g). B-Tocoferol foi a
forma de vitamina E mais abundante em todas as espécies analisadas, sendo 0s maiores
valores encontrados na espécie Laccaria laccata (7,06 pg/g). A amostra de Clitocybe
alexandri apresentou a maior concentracdo de y -tocoferol (1,34 pg/g). 8-Tocoferol foi
encontrado apenas em 3 espécies (Lepista inversa, Hygrophoropsis aurantiaca e
Laccaria laccata).

Hygrophoropsis aurantiaca, Suillus mediterraneensis, Russula vesca e Tricholoma
sulphureum apresentaram uma actividade bloqueadora de radicais DPPH (ABR)
superior a 85% a 20 mg/ml com valores de ECs inferiores a 5 mg/ml. Russula delica,
Hypholoma capnoides, Laccaria laccata, Clitocybe alexandri, Lactarius aurantiacus e
Hydnum repandum apresentaram valores elevados de ECs (superiores a 20 mg/ml) com
percentagens de ABR inferiores a 48% a 20 mg/ml. As espécies Hygrophoropsis
aurantiaca, Suillus mediterraneensis e Russula vesca foram as que revelaram maior
poder redutor (absorvancia superior a 2,5 a 10 mg/ml). Pelo contrario, as espécies
Clitocybe alexandri, Lactarius aurantiacus e Hydnum repandum apresentaram o menor
poder redutor com absorvancias inferiores a 0,7 a 10 mg/ml. Considerando os resultados
obtidos para a inibicdo da peroxidacdo lipidica, Hygrophoropsis aurantiaca, Suillus
mediterraneensis, Russula vesca, Tricholoma sulphureum e Fistulina hepatica foram as

espécies com maior capacidade (superior a 73% a 20 mg/ml), com valores de ECsg
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inferiores a 1 mg/ml. A espécie Hydnum repandum apresentou o maior valor de ECsg
(29 mg/ml) com 33% de capacidade de inibi¢do da peroxidacéo lipidica a 20 mg/ml. Em
suma, a amostra de Hygrophoropsis aurantiaca foi a espécie mais promissora
apresentando o valor mais elevado de fendis bem como a maior actividade antioxidante
(menores valores de ECsp). Esta espécie apresentou também todas as isoformas do
tocoferol.

No estudo da composi¢do nutricional, a humidade variou entre 82,42 g/100 g
(Tricholoma Imbricatum) e 91,67 g/100 g (Cortinarius glaucopus). A quantidade de
proteinas encontrada foi elevada e variou entre 24,32 g/100 g de massa seca (Suillus
mediterraneensis) e 76,63 g/100 g (Lepista inversa). A quantidade de lipidos variou
entre 0,36 g/100 g em Hypholoma capnoides e 3,76 g/100 g em Laccaria laccata. Os
glicidos, calculados por diferenca, foram também encontrados em elevadas
concentracdes e variaram entre 10,35 g/100 g (Lepista inversa) e 55,48 g /100 g
(Hygrophoropsis aurantiaca). O teor em cinzas variou entre 5,92 g/100 g em
Hygrophoropsis aurantiaca e 28,29 g/100 g em Hypholoma capnoides. Foi ainda
calculada a contribuicdo energética das diferentes espécies e, os valores mais elevados,
foram obtidos para Hygrophoropsis aurantiaca, enquanto que Hypholoma capnoides
apresentou a menor contribuicdo energética.

Relativamente a composi¢do em agucares, manitol e trealose foram detectados em todas
as amostras. Para as espécies Russula delica (18,41 g/100 g), Lactarius salmonicolor
(13,48 g/100 g) e Tricholoma imbricatus (10,53 g/100 g), o manitol foi o aclcar mais
abundante. A trealose predominou nas espécies Cortinarius glaucopus, Hygrophoropsis
aurantiaca, Laccaria laccata, Lepista inversa e Hypholoma capnoides, variando entre
1,58 ¢g/100 g e 18,66 g/100 g. A arabinose foi o principal actcar encontrado nas espécies
Fistulina hepatica (7,76 g/100 g) e Suillus mediterraneensis (4,03 g/100 g), e foi
descrita pela primeira vez em amostras de cogumelos. A amostra de Cortinarius
glaucopus revelou a maior concentracdo de agucares (19,72 g / 100 g), ao contrario da
espécie Hypholoma capnoides que revelou a menor concentracao (1,96 g/100 g).
Quanto a composicdo em &cidos gordos, o acido linoleico (C18:2) foi 0 maioritario nas
amostras estudadas, seguindo-se o acido oleico (C18:1) e o &cido palmitico (C16:0).
Para a espécie Lactarius salmonicolor o acido gordo mais abundante foi o acido
estedrico (C18:0). Para além dos quatro ja referidos, foram identificados e quantificados
mais 21 acidos gordos. Os PUFA foram o principal grupo de acidos gordos encontrado

nas espécies Cortinarius glaucopus, Fistulina hepatica, Hygrophoropsis aurantiaca,
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Lepista inversa e Suillus mediterraneensis, enquanto que os MUFA foram o principal
grupo em Laccaria lacata, Russula delica e Tricholoma imbricatum. Para as espécies
Hypholoma capnoides e Lacatrius salmonicolor os SFA foram o grupo principal
(Tabela 8). Os UFA predominaram sobre os SFA em todas as espécies estudadas, com
excepcdo de Lactarius salmonicolor (devido a presenca de quantidades elevadas de
acido estearico), e variaram entre 56% e 85%. Hygrophoropsis aurantiaca apresentou o
valor mais elevado de PUFA devido a contribui¢do do acido linoleico. Laccaria laccata
apresentou o maior valor de MUFA devido a contribuicdo do acido oleico.

Em suma, a valiosa composicdo nutricional (teor elevado em proteinas e glicidos,
baixos teor em lipidos, com o contributo precioso de &cidos gordos insaturados, e

auséncia de &cidos gordos trans), torna os cogumelos silvestres muito especiais.

Este estudo contribui para o aumento da proporcdo de cogumelos estudados e
demonstra o potencial nutracéutico de espécies silvestres, devido a sua actividade
bloqueadora de radicais livres e capacidade de inibicdo da peroxidagdo lipidica. As
espécies estudadas sdo fontes importantes de antioxidantes tais como fenois e
tocoferois, que podem ser utilizados no combate a doencas relacionadas com o stress
oxidativo, em aplicacGes dermatoldgicas, na cosmética, assim como em suplementos na
indGstria alimentar. Muitas inddstrias, nomeadamente aquelas relacionadas com a
producdo de aditivos alimentares, cosméticos e produtos farmacéuticos tém aumentado
os seus esforcos no sentido de obterem compostos bioactivos apds extraccdo e
purificacdo de produtos naturais. Este estudo contribui ainda para a documentacdo da
composigdo nutricional de cogumelos silvestres, que sdo altamente consumidos e

apreciados.

Futuramente deveriam testar-se as espécies de cogumelos com maior potencial
antioxidante em linhas celulares tumorais. Com os melhores extractos, poderiam
estudar-se alteracdes a nivel do ciclo celular, proliferacdo e apoptose celular, assim
como analisar possiveis danos no DNA ou capacidade antioxidante protectora do DNA.
Seria também relevante identificar e quantificar compostos responsaveis pelas
propriedades bioactivas, em particular antioxidantes, tais como compostos fendlicos,
tocoferois, acido ascorbico, carotendides, acidos gordos e acUcares uma vez que 0S
cogumelos sdo uma fonte promissora de compostos capazes de melhorar a qualidade de

vida da humanidade.
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