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Para alcancar a felicidade, devemo-nos certificar de que nunca nos falte uma meta que
seja importante para nés. Delinear um objetivo que ofereca um grande interesse
pessoal; algo que nos permita desfrutar, dedicando-lhe doze ou quinze horas de
trabalho diario, e o resto do tempo para refletir sobre ele. Aquilo que plantarmos na
nossa mente subconsciente e alimentarmos com repeticdo e emocao seré realidade um
dia.
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RESUMO

O consumo de cogumelos silvestres comestiveis € crescente e, em alguns paises
da Europa Central e de Leste, € preferencial relativamente aos cogumelos cultivados.
No entanto, o conhecimento do valor nutricional dos cogumelos silvestres é bastante
reduzido comparativamente aos vegetais.

No presente trabalho, foram avaliados os efeitos do trofismo de cogumelos
silvestres comestiveis do Nordeste de Portugal no seu potencial nutricional e
nutracéutico. Foram estudadas as propriedades antioxidantes in vitro de cinco espécies
saprotroficas (Calvatia utriformis, Clitopilus prunulus, Lycoperdon echinatum,
Lyophyllum decastes e Macrolepiota excoriata) e cinco espécies micorrizicas (Boletus
erythropus, Boletus fragrans, Hygrophorus pustulatus, Russula cyanoxantha e Russula
olivacea), e os resultados foram comparados com compostos individuais identificados
por técnicas cromatograficas.

As espécies micorrizicas revelaram uma concentragdo muito mais elevada em
acucares do que as saprotroficas, bem como a presenca de frutose. A espécie
saprotréfica Lyophyllum decastes e as espécies micorrizicas Boletus erythropus e
Boletus fragrans apresentaram o maior potencial antioxidante, principalmente devido a
contribuicdo de antioxidantes polares, tais como fendis e agucares.

Este é o primeiro trabalho que descreve a composi¢do quimica das espécies de
cogumelos estudadas, constituindo uma evidéncia cientifica de usos tradicionais de

espécies silvestres comestiveis.

Efeitos do trofismo de cogumelos silvestres comestiveis no seu potencial nutricional e nutracéutico
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ABSTRACT

Consumption of wild growing mushrooms has been preferred to eating of
cultivated fungi in many countries of Central and Eastern Europe. Nevertheless, the
knowledge of the nutritional value of wild growing mushrooms has been limited when
compared with vegetables.

In the present study, the effects of mushrooms trophism in their nutritional and
nutraceutical potential were evaluated. In vitro antioxidant properties of five
saprotrophic (Calvatia utriformis, Clitopilus prunulus, Lycoperdon echinatum,
Lyophyllum decastes, Macrolepiota excoriata) and five mycorrhizal (Boletus
erythropus, Boletus fragrans, Hygrophorus pustulatus, Russula cyanoxantha, Russula
olivacea) wild edible mushrooms were accessed and compared to individual compounds
identified by chromatographic techniques.

Mycorrhizal species revealed a much higher concentration in sugars than the
saprotrophic mushrooms, and the presence of fructose. The saprotrophic Lyophyllum
decastes, and the mycorrhizal species Boletus erythropus and Boletus fragrans gave the
highest antioxidant potential, mainly due to the contribution of polar antioxidants such
as phenolics and sugars.

This is the first report on chemical composition of the studied mushrooms, and

the results contribute to scientific evidence for traditional edible uses of wild species.

Efeitos do trofismo de cogumelos silvestres comestiveis no seu potencial nutricional e nutracéutico
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1. INTRODUCAO
1.1. Classificacéo e Ecologia de Fungos

Os fungos incluem cogumelos, bolores, mofo e leveduras, assim como outros
organismos menos conhecidos (Alexopoulos et al., 1996). Estes organismos eucariotas
constituem um grupo de seres vivos que possuem uma grande variedade de formas e
tamanhos. Estes podem ser organismos unicelulares (as leveduras) ou pluricelulares
filamentosos que se caracterizam por serem organismos nao-maéveis, compostos por
filamentos com crescimento apical designados de hifas, por terem um ciclo de vida com
reproducdo sexuada e assexuada, geralmente a partir de um talo comum, talo haploéide
resultante da meiose zigotica, e ainda por possuirem nutricdo heterotrofica,
alimentando-se de compostos organicos ja decompostos ou vivos. A parede celular é
composta por quitina e glucanos, nomeadamente alfa-glucanos (Griffin, 1994;
Alexopoulos et al., 1996).

Segundo a estrutura dos fungos, € frequente dividi-los em dois grupos: 0s
unicelulares e os filamentosos, sendo estes Gltimos os mais predominantes na natureza.
Os filamentos sdo estruturas tubulares designadas hifas, que crescem apenas nas pontas
ou regibes especializadas. Em algumas espécies, através de ramificacdes, por meio de
anastomose ou fusdo de hifas, é formada uma rede desses filamentos a qual se designa
por micelio. Os cogumelos séo a parte visivel de determinados fungos (Martins, 2004).
Segundo Chang & Miles, (2004) um cogumelo ou carp6foro € um macrofungo com um
corpo de frutificacdo distintivo que pode ser epigeo (acima do solo) ou hipdgeo (dentro

do solo) e suficientemente grande para ser visto a olho nu (Figura 1).

Pileo

s Corpo-frutifero
LA LI e Estrutura formadora de esporos
- — Estipe
Substrato
Micélio

Figura 1: Estrutura de um cogumelo (Kalag, 2009).

Efeitos do trofismo de cogumelos silvestres comestiveis no seu potencial nutricional e nutracéutico
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Relativamente ao tipo mais comum de cogumelo, pode-se dizer que é em forma

de cupula com pileo e estipe, como por exemplo Clitopilus prunulus e Lyophyllum
decastes (cogumelos comestiveis silvestres saprotroficos) e também Hygrophorus
pustulatus e Russula cyanoxantha (cogumelos comestiveis silvestres micorrizicos),
outras especies tém adicionalmente um anel, que é o caso da espécie saprotrofica

Macrolepiota excoriata (Figura 2).

Clitopilus prunulus

T \

Macrolepiota excoriata

Figura 2: Clitopilus prunulus (Web 1) e Lyophyllum decastes (Web 2), espécies saprotréficas e
Hygrophorus pustulatus (Web 3) e Russula cyanoxantha (Web 4), espécies micorrizicas, em que se
observa o pileo, o estipe e as laminas e a espécie saprotrofica Macrolepiota excoriata onde se observa o

pileo, o estipe, as ldminas e o anel (Web 5).

Efeitos do trofismo de cogumelos silvestres comestiveis no seu potencial nutricional e nutracéutico
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A estrutura a que se chama de cogumelo é na verdade apenas o corpo de
frutificacdo do fungo. A parte vegetativa do fungo, chamada de micélio, incorpora 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 (Chang & Miles,
2004). A partir do micélio subterraneo forma-se uma massa esférica a qual se rompe por
pressao interior deixando sair o chapéu e parte superior do pé dando assim origem ao
carpoforo. Apés um periodo de crescimento, e em condicOes favoraveis, o micélio
estabelecido produz a estrutura de frutificacdo, a qual se designa de cogumelo (Chang &
Miles, 2004). Os cogumelos, na maioria dos casos, tém forma de guarda-chuva,
constituido por pileo (chapéu) e estipe (pé), e algumas espécies tém adicionalmente um
anel, uma vulva, ou ambos. Por baixo do chapéu apresentam uma superficie de
consisténcia mole, o himénio, onde se produzem os esporos. O himénio pode apresentar
formas variadas: ldaminas 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 maturagédo (Martins, 2004).

Todavia, esta estrutura ndo € aplicavel a todas as espécies pois alguns cogumelos
sdo em formas de tacas flexiveis, outros sdao redondos como bolas de golfe e existem
ainda alguns semelhantes a uma orelha humana. Constatamos, entéo, que existe uma
incontavel variedade de formas (Chang & Miles, 2004).

Os fungos tém vindo a adaptar-se a todos ou quase todos 0s meios e possiveis
formas de vida aquaticas e terrestres. Podem viver sob a neve, dgua doce e salgada, em
terra, nas areias escaldantes do deserto, em madeira, em himus, em praias de areia, etc.
(Rodriguez et al., 2008).

O facto de os fungos serem organismos heterotroficos, ou seja, ndo produzirem o
seu proprio alimento, obriga-os a dependerem da absorcdo de matéria orgénica, viva ou
morta, para sobreviver. Como estes ndo possuem clorofila (como as plantas), ndo tém a
capacidade de realizar fotossintese, deste modo, libertam exoenzimas, que funcionam
como enzimas digestivas, cuja funcdo consiste em digerir moléculas orgénicas do
ambiente, permitindo ao fungo absorver o alimento (Pereira, 2011).

Desta forma os fungos podem ser saprofitas, parasitas ou ainda, simbidticos,
nomeadamente micorrizicos, (associa¢Oes entre fungos e raizes de certas plantas), e
liqguenes (associagOes entre fungos e algas) (Martins, 2004). Os fungos saprofitas

alimentam-se de matéria organica morta ou em decomposicdo, sdo 0s mais frequentes

Efeitos do trofismo de cogumelos silvestres comestiveis no seu potencial nutricional e nutracéutico
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em determinados ecossistemas e além disso, intervém na mineralizag@o de residuos para
que possam tornar-se parte do humus. Estes fungos contribuem para a degradacdo da
matéria morta. Dependendo da Natureza da substancia em que vivem e da qual se
alimentam pela sua decomposicdo, os sapréfitas podem dividir-se em: humicolas
(vivem sobre restos de plantas em decomposicdo, humus), fimicolas (vivem sobre
excrementos e por vezes necessitam de substratos em fermentacdo e elevadas
temperaturas para a sua frutificagdo), lenhicolas (vivem sobre madeira morta, ramas,
troncos), terricolas (vivem sobre terra sem vegetacdo e sem hamus, surgindo em taludes
e bordaduras de caminhos), praticolas (vivem sobre a erva), folicolas (vivem sobre as
folhas) e pirofilos (vivem sobre terrenos que foram queimados), (Rodriguez et al.,
2008). Os fungos parasitas sdo aqueles que colonizam animais, vegetais ou outros
fungos, aos quais provocam doencas, causando por vezes a sua morte (necrotroficos),
vivendo a custa destes (Rodriguez et al., 2008).

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

Os fungos eram considerados membros do reino vegetal, isto porque, possuem
semelhancas no que diz respeito aos seus modos de vida, ou seja, o facto de ambos
serem na sua maioria imdveis, e apresentarem semelhancas na morfologia geral e no
habitat em que se desenvolvem (Pereira, 2011). Em 1969 Robert Whittaker propds a
classificagdo em cinco reinos (reino animal, reino das plantas, reino dos fungos, reino
protista e o reino monera) onde pela primeira vez os fungos aparecem como um reino a
parte (Carlile et al., 2001). Atualmente, a classificacdo de Cavallier Smith (1999),
retirou do Reino Fungi todos os organismos que possuem celulose na sua parede e,
reestruturou a classificacdo dos seres vivos. O reino Fungi mantém-se mas, com
alteracdes.

Portanto, o reino dos fungos foi recentemente dividido em sete filos:
Chytridiomycota, Zygomycota, Blastocladiomycota, Neocallimastigomycota
Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota, (Seif et al., 2005; James et al., 2006a;
James et al., 2006b).

Efeitos do trofismo de cogumelos silvestres comestiveis no seu potencial nutricional e nutracéutico
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O filo Zigomycota consiste em duas classes, 0s Zigomycetes e 0os Trichomycetes.
Os zigomycetos consistem em fungos terrestres formados por hifas de paredes
quitinosas, alguns sdo parasitas mas na sua maioria sdo saproéfitas, vivendo no solo e
alimentando-se de matéria organica morta. Nao possuem esporos flagelados e na
reproducdo sexuada produzem zigdsporos, ou seja, zigotos de parede espessa e
resistente, podendo sobreviver em méas condigdes ambientais (Pereira, 2011). Por outro
lado, os Trichomycetes sdo parasitas obrigatorios que vivem no intestino de insetos e
outros artropodes, sendo que, a grande variedade de hospedeiros sdo marinhos,
terrestres e de agua doce. A relacdo que estes mantém com os seus hospedeiros é
geralmente patogénica e, em alguns casos, mutualista, dependendo do desenvolvimento
e condicOes ambientais (Carlile et al., 2001; Alencar et al., 2003).

Quanto ao filo Chytridiomycota compreende cerca de 900 espécies conhecidas,
sendo divididas em cinco ordens. A maioria cresce em condi¢fes aerdbias no solo, na
lama ou na &gua e reproduzem-se por zoGsporos com um Unico flagelo posterior.
Algumas sdo saprofitas utilizando celulose, quitina e queratina a partir de plantas em
decomposicdo e detritos animais no solo ou lama. (Webster & Weber, 2007).

Relativamente ao filo Blastocladiomycota, este caracteriza-se por serem fungos
zoosporicos, que se podem encontrar no solo e 4gua doce e sdo na maioria detritivoros.
Apresentam reproducdo assexuada com zodsporo de um Unico flagelo, e reproducédo
sexuada atraves da fusdo de planogametas (Pereira, 2011)

Os fungos do filo Neocallimastigomycota sdo anaerébicos e podem encontrar-se,
principalmente, no sistema digestivo dos grandes mamiferos herbivoros e possivelmente
noutros ambientes anaerdbios terrestres e aquaticos (Pereira, 2011).

No filo Glomeromycota todos os fungos se reproduzem assexuadamente formando
glomerosporos como estruturas reprodutivas. A maioria dos representantes desse filo
forma associagédo simbidtica obrigatoria com vegetais (Pereira, 2011).

O maior grupo do reino dos fungos é o filo Ascomycota, incluido mais de 32.000
espécies de 3400 géneros, no entanto € assumido que a maioria estard ainda por
descobrir. A principal caracteristica do grupo é que os esporos produzidos sexualmente
(os ascosporos) estdo contidos num saco (o ascus). Existe uma grande diversidade de
estilos de vida. Alguns sdo parasitas saprofitos, outros necrotroficos e ainda biotréficos
em plantas e animais, incluindo humanos. A variedade de habitats é diversificada,

crescendo as espécies deste filo no solo e sendo comuns em partes de plantas acima do
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mesmo, no entanto também sdo encontradas em agua doce e no mar (Webster & Weber,
2007).
Por fim, os fungos do filo Basidiomycota sd&o um grande grupo do reino dos

fungos com mais de 30.000 espécies. A maioria sdo terrestres com esporos dispersados
pelo vento, outros crescem em habitats marinhos e de agua doce. Em relacdo ao
trofismo, a maioria sdo saprotroficos e estdo envolvidos na decomposi¢do da matéria
seca e madeira, mas h& também agentes patogénicos das arvores, como o fungo mel,
Armillaria, que ataca numerosas espécies de arvores.

Os nutrientes dos fungos saprotréficos derivam de matéria organica morta, como
por exemplo, residuos de culturas agricolas, madeira de arvores mortas, esterco animal,
entre outros (Chang & Miles, 2004). Os fungos comestiveis silvestres saprotréficos
embora menos importantes em termos de volumes cultivados e, consequentemente,
reduzido lucro nas vendas locais, sdo importantes na reciclagem de nutrientes. A nivel
mundial, as espécies saprotroficas sdo a base do negdcio extremamente valioso dos
cogumelos de cultura (Boa, 2004).

Por outro lado, os fungos que vivem no solo em associacdo simbidtica com
raizes de plantas vasculares em florestas e nos ecossistemas florestais, sdo muito
importantes ecologica e economicamente. Estas associagdes sdo denominadas
micorrizicas (fungos associados a raiz). Existem alguns cogumelos micorrizicos, no
entanto é dificil cultiva-los pois eles sdo produtos de um fungo associado a uma raiz.
Estes cogumelos tém uma relacdo simbidtica mutualista com arvores. Nestas parcerias,
os fungos obtém os seus gllcidos a partir das raizes da planta. Estas, por sua vez, obtém
nutrientes minerais inorganicos absorvidos do solo por micélios de fungos. Os fungos
micorrizicos nas raizes das plantas tém, de facto, demonstrado estimular fortemente o
crescimento dos seus hospedeiros (Chang & Miles, 2004; Martins, 2008).

Os fungos comestiveis silvestres desempenham um papel ecologico importante.
Muitas das especies vivem simbioticamente com arvores e essa associagdo micorrizica
sustenta o crescimento das florestas nativas e plantagbes comerciais em zonas

temperadas e tropicais (Boa, 2004).
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1.2. Valor nutricional dos cogumelos

Os cogumelos séo apreciados em todo 0 mundo, ndo s6 pela sua textura e sabor,
mas também pelas suas propriedades quimicas e nutricionais (Kala¢, 2009). Os
cogumelos silvestres sdo ricos em minerais e apresentam niveis elevados de agua,
proteinas, fibras e glicidos. Além disso, também possuem baixos niveis de lipidos,
tornando-os assim excelentes para serem incluidos em dietas de reduzido indice calérico
(Diez & Alvarez, 2001; Agahar-Murugkar & Subbulakshmi, 2005; Heleno et al., 2009).
Portanto, as espécies de cogumelos comestiveis sdo altamente nutritivas e dai serem
comparadas com a carne, ovos e leite uma vez que revelam uma composicdo em
aminoécidos semelhante & das proteinas animais (Longvah & Deosthale, 1998).
Efetivamente, o valor nutricional dos cogumelos comestiveis silvestres ndo deve ser
subestimado pois estes sdo também equiparados com muitos vegetais e, em muitos
casos, apresentam melhores propriedades nutricionais (Boa, 2004).

O consumo de cogumelos silvestres comestiveis € crescente e, em alguns paises
da Europa Central e de Leste, é preferencial relativamente aos cogumelos cultivados
(Kalag, 2009). Em mais de 80 paises, estes fungos comestiveis silvestres sdo cultivados
para alimentacdo ou entdo sdo vendidos como forma de ganhar dinheiro. O cultivo e o
consumo varia de pais para pais, desde a intensiva e extensiva utilizacdo na China, até a
utilizacdo mais restrita na América do Sul. Os cogumelos sdo consumidos como uma
iguaria, principalmente por apresentarem aroma e textura especificos. Os corpos de
frutificacdo frescos ou preservados de dezenas de espécies podem ser confecionados, na
culinéria, de inumeras formas. No entanto, o conhecimento do valor nutricional de
cogumelos silvestres é limitado comparativamente ao dos vegetais (Kalac¢, 2009).

Diversos autores descrevem os cogumelos como fontes de aminoacidos (Léon-
Guzman et al., 1997; Longvah & Deosthale, 1998; Diez et al., 2001; Mdachi et al.,
2004; Ribeiro et al., 2008; Kala¢, 2009; Ouzouni et al., 2009), sendo 0s mais
abundantes apresentados na Figura 3 (Ferreira, 2011). A analise destas moléculas foi
efetuada por diferentes técnicas incluindo cromatografia de troca idnica acoplada a um
analisador automético (Longvah & Deosthale, 1998), reacdo com ninidrina em
analisador automatico (Ouzouni et al., 2009), cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa (GC-MS) (Léon-Guzman et al., 1997), cromatografia liquida
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de alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo UV-vis (Ribeiro et al., 2008) e HPLC-
fluorescéncia (Mdachi et al., 2004).
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Figura 3: Estrutura quimica dos aminoacidos mais abundantes em cogumelos silvestres (Ferreira, 2011).

Para além de mondémeros de proteinas, os a-aminoacidos sdo metabolitos
energéticos e precursores de varios compostos biologicamente importantes tais como
heme, glutationa, muitas hormonas, nucledtidos, coenzimas de nucleétidos, aminas
fisiologicamente ativas (neurotransmissores) (Voet et al., 2004).

Ao contrario das proteinas, os lipidos apresentam-se em baixas quantidades nos
cogumelos, conferindo assim um caracter mais saudavel a este tipo de alimento.
Segundo estudos efetuados anteriormente, alguns dos lipidos encontrados em
cogumelos incluem acidos gordos livres, lipidos complexos de reserva tais como

acilglicerdis (mono-, di- e triglicéridos), lipidos complexos com funcéo estrutural tais
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como fosfolipidos (maioritariamente fosfatidilcolina; Figura 4) e lipidos simples como
os esteroides (Mattila et al., 2002; Kala¢, 2009; Ferreira, 2011).

CH;—O0—CO{CH1)12CHsz

HC—0—CO(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH),CH;

+
HyC—0—P0, ——OCH,CH,N(CH;);

Figura 4: Estrutura quimica de uma fosfatidilcolina (lecitina) (Ferreira, 2011).

Os acidos gordos insaturados sdo essenciais na dieta humana, no entanto, os
acidos gordos saturados podem ser prejudiciais a saude. Estruturalmente, os acidos
gordos de cadeia linear monoinsaturados e polinsaturados agem como reguladores do
metabolismo lipidico em diferentes niveis. Os &cidos linoleico e linolénico (dois acidos
gordos de cadeia longa) sdo fundamentais para a dieta humana denominando-se assim
de &cidos gordos essenciais, sendo que, a falta destes na dieta ou um metabolismo
ineficiente tém sido implicados na etiologia e progressdo de varias doencas (Chang &
Miles, 2004). Do ponto de vista nutricional, importa realcar os &cidos gordos. Os mais
abundantes em cogumelos silvestres sdo os acidos linoleico, oleico e palmitico
(Ferreira, 2011; Figura 5).
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Figura 5: Estrutura quimica do acido palmitico (16:0), acido oleico (18:1A% e 4cido linoleico (18:2A%*)
(Ferreira, 2011).

Os écidos linoleico e oleico sdo comuns em organismos eucariotas,
nomeadamente fungos, sendo raros em bactérias. O acido palmitico € comum em varios
tipos de organismos (Karlinski et al., 2007). O acido linoleico € um acido gordo
essencial para os mamiferos ja que estes ndo conseguem sintetiza-lo, tendo que os
adquirir na dieta alimentar. E precursor do &cido araquidonico e da biossintese de
prostaglandinas, compostos de fungdo anéloga a das hormonas e que, em quantidades
pequenas ou mesmo vestigiais, exercem efeitos determinantes em varias atividades
fisiologicas, produzindo efeitos em doengas cardiovasculares, niveis de trigliceridos,
pressdo sanguinea e artrite (Lehninger et al., 2008; Ribeiro et al., 2009). O acido
linoleico é também precursor do oct-1-en-3-ol, conhecido como “alcool dos fungos”, o
principal componente aromatico na maioria dos fungos e que contribui para o sabor dos
cogumelos (Maga, 1981).

Deste modo, o facto dos cogumelos terem um alto teor de &cidos gordos

insaturados em relacdo aos saturados, e uma alta percentagem de &cido linoleico,
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valoriza o seu consumo numa perspetiva de alimento saudavel (Chang & Miles, 2004).
No entanto, é de salientar que a composi¢do de acidos gordos nos cogumelos é variavel
de acordo com a espécie (Yilmaz, 2006).

Os glucidos sdo outros macronutrientes presentes nos cogumelos. Recentemente,
verifica-se um elevado interesse em caracterizar os componentes dos polissacaridos
sollveis em agua, obtidos a partir dos corpos de frutificagdo de cogumelos, devido a sua
capacidade de inibir o crescimento de tumores (Chang & Miles, 2004). De acordo com
varios trabalhos de investigacdo, o manitol e a trealose (Figura 6) séo, respetivamente,
o0 derivado de agUcar e o0 acucar mais abundante nos cogumelos (Barros et al., 2007a;
Barros et al., 2007b; Barros et al., 2007c; Barros et al., 2008a; Barros et al., 2008b;
Heleno et al., 2009; Kala¢, 2009; Ferreira, 2011).

CH,0H
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Figura 6: Estrutura quimica do D-Manitol e da Trealose (Ferreira, 2011).

Os éalcoois derivados de agucares, nomeadamente o manitol, garantem o suporte
e expansdo do corpo frutifero dos cogumelos (Barros et al., 2008b). Efetivamente, 0s
acucares constituem o tronco principal do metabolismo energético celular podendo
também ser utilizados na constituicdo de polissacaridos de reserva ou estruturais
(Quintas et al., 2008). Os acgucares sdo apenas uma pequena parte do contetdo total de
glucidos, isto porque, os cogumelos silvestres sdo ricos em polissacaridos tais como
glicogénio (polissacarido de reserva nos cogumelos), B-glucanos e quitina (polimeros
estruturais) (Kalac, 2009; Ferreira, 2011).
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1.3. Potencial antioxidante dos cogumelos

Os cogumelos sdo também conhecidos como alimentos funcionais e como uma
fonte para o desenvolvimento de farmacos e nutracéuticos (Chang, 1999; Barros et al.,
2007) nomeadamente de compostos antioxidantes (Yen et al., 2000; Yang et al., 2002;
Mau et al., 2004; Cheung et al., 2005; Lo et al., 2005).

A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as defesas
antioxidantes é uma condicdo essencial para o funcionamento normal do organismo.
Quando este equilibrio tende para a producdo de radicais livres dizemos que o
organismo estd em stress oxidativo, e nestas situacdes os radicais livres em excesso
podem oxidar e danificar lipidos celulares, proteinas e DNA, inibindo a sua funcéo
normal e conduzindo a varias doencas (Valko et al., 2007; Ferreira et al., 2009).

O stress oxidativo pode ter causas naturais, como 0 que ocorre em situacdes de
exercicio fisico extremo, ou em processos de inflamacdo; mas pode também ter causas
ndo naturais como a presenca de Xxenobidticos no organismo ou em situagdes
relacionadas com varias doencas (Figura 7). De facto, a producdo ndo controlada de
radicais livres foi ja associada como causa, ou como estando relacionada com mais de
uma centena de doencas incluindo: varios tipos de cancro, diabetes, cirrose, doencas
cardiovasculares e desordens do foro neuroldgico, entre outras (Halliwell et al., 1984;
Halliwell, 1996; Valko et al., 2007). A sobreproducdo de ROS (espécies reativas de
oxigénio) tem sido inclusivamente relacionada com o processo de envelhecimento
(Lachance et al., 2001).

Jssas Consequencias
Alvos
- Poluentes Ambientais - Cancro
(ex: tabaco) - Lipidos - Doengas
- Farmacos Radicais membranares. cardiovasculares
» |3es metilicos 3 :> Proteinas :> Desordens
] neurclégicas
- Radiag3o « Acidos nucleicos
-4 = Doencas
= Exercicio excessivo * Glicidos pubmonares
= Processos de - Diabetes
inflamagdo ] ]
» Artrite reumatoide
» Envelhecimento

Figura 7: Principais causas e consequéncias da acdo dos radicais livres (Ferreira et al., 2009).
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Considerando a estimativa de que 70% das doencas cronicas e dos custos
associados podem ser prevenidos, facilmente se compreende a primordial importancia
do conhecimento, e se possivel, do controle da producdo excessiva de ROS (Fries et al.,
1993). Este controle pode ser obtido assegurando niveis adequados de antioxidantes e
quelantes de radicais livres; quer melhorando a qualidade da dieta (maior consumo de
vegetais, leguminosas e frutos), quer evitando comportamentos conducentes a uma
maior producgdo de radicais livres e ROS como o tabaco e a exposi¢do excessiva a
poluentes ambientais e xenobioticos (Lachance et al., 2001).

Os cogumelos comestiveis sdo considerados como uma boa fonte de varias
vitaminas, incluindo a tiamina (vitamina B;), riboflavina (vitamina B;), niacina, biotina
e acido ascorbico (Chang & Miles, 2004). As vitaminas, substdncias de natureza
organica sao importantes para uma alimentacdo equilibrada e saudavel contribuindo
assim para o crescimento e manutencdo da saide humana (Ferreira, 1983).

A vitamina E apresenta extrema relevancia quanto a composicao nutricional dos
cogumelos. Trata-se de uma vitamina lipossoltivel com atividade antioxidante altamente
eficaz protegendo as membranas celulares contra danos oxidativos e intervém também
na atividade anti-tumoral (Mitchel & McCann, 2003). O termo vitamina E é usado
frequentemente para designar uma familia de compostos quimicamente relacionados,
isto é, tocoferdis e tocotriendis. Segundo o seu papel captador de radicais livres, esta
vitamina parece ter como funcionalidade proteger 0 nosso organismo de varias
disfuncdes degenerativas, nomeadamente cancro e doencas cardiovasculares (Fang et
al., 2002). Nos cogumelos foram apenas detetados tocoferdis (Figura 8), antioxidantes
naturais muito importantes nos alimentos, especialmente naqueles que s&o ricos em

acidos gordos polinsaturados (Ferreira, 2011).

R'=R’=Me a-tocoferol
R'=Me. R*=H p-tocoferol
R'=H,R¥=Me y-tocoferol
R'=R’=H o-tocoterol

Figura 8 : Estrutura quimica de tocoferois (Ferreira, 2011).
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No que diz respeito a eficacia desta vitamina como um antioxidante, pode-se

dizer que ndo depende apenas da reatividade que apresenta em relacdo a radicais
prejudiciais, mas também da natureza relativamente estavel do seu radical devido a

deslocalizacdo do eletrdo desemparelhado sobre o anel cromanol (Kagan et al., 2003).

O écido ascoérbico, mais em concreto a vitamina C, é um dos acucares-acidos

mais importantes e abundantes nos cogumelos, sendo uma y-lactona com um grupo

enodiol nos carbonos 2 e 3 (Lehninger et al., 2008; Figura 9).

OH

Figura 9: Estrutura quimica e tridimensional do acido L-ascorbico (Ferreira, 2011).

Determinados cientistas consideram esta vitamina como uma ‘“universal
panacea” devido as suas caracteristicas bioquimicas e fungdes gerais farmacoldgicas (Y1
et al., 2009). O acido ascorbico parece exercer um papel protetor contra algumas
doencas relacionadas com o stress oxidativo, nomeadamente cancro e doencas
cardiovasculares (Lehninger et al., 2008).

Portanto, pode-se afirmar que os principais antioxidantes naturais que estdo
presentes nos alimentos séo as Vitaminas E e C.

Existem interaches cooperativas entre estas vitaminas que atuam
sinergisticamente na interface membrana-citosol de maneira a regenerar a forma de
Vitamina E oxidada ligada a membrana (Chew, 1995; Nagaoka et al., 2007). A
Vitamina E (tocoferois), como antioxidante lipofilico pode interagir com componentes
lipidicos das membranas celulares ou com lipoproteinas de baixa densidade,
protegendo-0s de danos oxidativos. Face a esta interacdo, resulta uma oxidagdo dos
tocoferdis que séo transformados em radicais tocoferoxilo reativos que, por sua vez,

podem reagir com lipidos insaturados (TO" + LH — TOH + L") ou hidroperéxidos
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lipidicos (TO" + LOOH — TOH + LOOQ"), iniciando a oxidacdo lipidica (efeito pro-

oxidante). Para evitar este efeito, a Vitamina E oxidada pode ser novamente reduzida a
sua forma antioxidante através de substéncias redutoras em fase aquosa como o &cido
ascorbico. Posteriormente o acido ascorbico (ido ascorbato, AsH") reage rapidamente
com o radical tocoferoxilo formando o radical ascorbato (semidesidroascorbato) que
regenera o ido ascorbato numa reaccdo catalisada pela semidesidroascorbato redutase
(Li e Schellhorn, 2007; Nagaoka et al., 2007).

TO + AsH — TOH + As™
As” + NADH — AsH™ + NAD’

Por outro lado, o ascorbato pode sequestrar no plasma radicais aquosos antes
destes poderem oxidar a Vitamina E da fase lipidica. As interacBes entre estes
antioxidantes sdo muito importantes na protecdo das células, uma vez que a
concentracéo individual de cada antioxidante pode néo ser suficiente para proteger de
forma efetiva as células da peroxidacéo lipidica (Chew, 1995).

O p-caroteno é um carotendide que pertence a classe dos terpenos (lipidos
simples). Apresenta uma estrutura poliisoprénica com uma longa cadeia de ligacdes
duplas conjugadas responsavel pela sua reatividade quimica e propriedades de absor¢do
de luz. Em cada extremidade, a molécula apresenta um ciclo-hexeno substituido
(Lehninger et al., 2008; Figura 10).

\H\\-\ -
~ - - = SN = 2 e e

Figura 10: Estrutura quimica e tridimensional do B-caroteno (Ferreira, 2011).

Os carotenodides funcionam como antioxidantes dos quais interrompem reacdes
em cadeia em ambiente lipidico. A presenca de varias ligacdes duplas torna os
carotendides suscetiveis ao ataque dos radicais peroxilo (LOQ"), originando produtos

inativos (Chew, 1995). E de salientar também, o facto dos carotendides parecerem
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exercer efeitos benéficos na prevencdo de doencas nomeadamente cancro, doencas

cardiovasculares e osteoporose (Rao & Rao, 2007).

No que diz respeito aos compostos fendlicos, efetivamente os cogumelos contém
varios dos quais sdo reconhecidos como excelentes antioxidantes devido a sua
capacidade para captar radicais livres por transferéncia de um anico eletrdo e as
excelentes propriedades redox dos seus grupos hidroxilos fenolicos (Bors et al., 1987).
Os compostos fendlicos mais comuns em cogumelos silvestres sdo acidos fenolicos,
nomeadamente acidos hidroxibenzoicos e &cidos hidroxicindmicos (Ferreira et al.,
2009).

A atividade antioxidante dos acidos fendlicos (ArOH) parece estar relacionada
com os grupos fendlicos através de mecanismos de transferéncia de:

(i) atomos de hidrogénio (exemplificada para o processo de peroxidacéo lipidica):

LOO" + ArOH — LOOH + ArO’

O radical ArO" deve ser relativamente estavel para que reaja lentamente com o
substrato LH, mas rapidamente com LOO", interrompendo as rea¢des em cadeia (Wright
etal., 2001).

(ii) electrdo (exemplificada para o processo de peroxidacao lipidica):

LOO" + ArOH — LOO™ + ArOH"
ArOH" + H,0 < ArO" + H3O"
LOO™ + H30" «» LOOH + H,0

A atividade antioxidante de extratos ricos em compostos fendlicos €
normalmente correlacionada com o teor de fendis totais e estes sdo quantificados
segundo o ensaio de Folin-Ciocalteau (Palacios et al., 2011). Ultimamente é notéria a
expansdo constante do setor de cogumelos no que diz respeito as suas propriedades
medicinais (Chang & Miles, 2004).

Uma dieta adequada que envolva o consumo de antioxidantes pode minimizar o0s
riscos de cancro (efeito quimiopreventivo). Assim sendo, é de maxima relevancia
encontrar antioxidantes naturais para utilizacdo na alimentacdo com o objetivo de
retardar a oxidagdo lipidica ou em aplicacbes farmacéuticas para doencas cronicas

relacionadas com a producéo de radicais livres (Prior, 2003).
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1.4. Objetivos

O presente trabalho teve como principais objetivos avaliar os efeitos do trofismo
de cogumelos silvestres comestiveis do Nordeste de Portugal no seu potencial
nutricional e nutracéutico, estudando as suas propriedades antioxidantes in vitro e
comparando os resultados com compostos individuais identificados por técnicas
cromatograficas.

As espécies de cogumelos silvestres estudadas foram as seguintes:

Saprotroficas- Calvatia utriformis, Clitopilus prunulus, Lycoperdon echinatum,
Lyophyllum decastes e Macrolepiota excoriata;

Micorrizicas- Boletus erythropus, Boletus fragrans, Hygrophorus pustulatus,
Russula cyanoxantha e Russula olivacea,

O seu valor nutricional foi obtido ap6s determinacdo da humidade, proteinas,
lipidos, glacidos e cinzas. A sua composicdo quimica foi também estudada
nomeadamente em mono e oligossacaridos (agUcares) e &cidos gordos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC/RI) e
cromatografia gasosa acoplada a um detetor de ionizacdo de chama (GC/FID),
respetivamente, tocoferdis por HPLC-fluorescéncia, acido ascorbico e fendis por
técnicas espectrofotométricas.

As propriedades antioxidantes foram estudadas através do efeito captador de
radicais livres, poder redutor e inibicdo da peroxidacdo lipidica, e relacionadas com

alguns compostos identificados nas espécies estudadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Bioldgico

Cinco espécies de cogumelos comestiveis silvestres saprotroficos, nomeadamente
Calvatia utriformis (Bull.) Jaap., Clitopilus prunulus (Scop. ex Fr.) P. Kumm,
Lycoperdon echinatum Pers., Lyophyllum decastes (Fries: Fries) Singer e Macrolepiota
excoriata (Schaeff.) M.M. Moser e cinco espécies de cogumelos comestiveis silvestres
micorrizicos, designadamente Boletus erythropus (Pers.), Boletus fragrans (Vittadini),
Hygrophorus pustulatus (Persoon:Fries) Fries, Russula cyanoxantha (Schaeff.) Fr. e
Russula olivacea (Schaeff.) Fr. foram colhidas em Braganga (Nordeste de Portugal). Na
Tabela 1 encontra-se a caracterizacdo das espécies estudadas, onde se podera ter
informacao sobre a identificacdo taxondmica, sendo esta efetuada, de acordo com varios
autores (Bon, 1988; Courtecuisse & Duhem, 2005; Frade & Afonso, 2005).

Exemplares representativos de cada uma das espécies foram depositados no herbario
da Escola Superior Agréaria do Instituto Politécnico de Braganga. Todas as amostras
foram liofilizadas (Ly-8-FM-ULE, Snijders, Holanda), reduzidas a pé (20 mesh) e

mantidas a -20°C até posterior analise.
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Tabela 1: Informacdo sobre as espécies de cogumelos comestiveis analisadas.

Nome cientifico Habitat Data de colheita  Ecologia

Calvatia utriformis (Bull.) Jaap. Misto Outubro 2009 Saprotrofico
Clitopilus prunulus (Scop. ex Fr.) P. Kumm Misto Novembro 2009 Saprotrofico
Lycoperdon echinatum Pers. Pinus sp. Novembro 2009 Saprotréfico
Lyophyllum decastes (Fries: Fries) Singer Misto Novembro 2009 Saprotrofico
Macrolepiota excoriata (Schaeff.) M.M. Moser ~ Misto Outubro2009 Saprotrofico
Boletus erythropus (Pers.) Castanea sativa Outubro 2010 Micorrizico
Boletus fragrans (Vittadini) Castanea sativa Outubro2010 Micorrizico
Hygrophorus pustulatus (Persoon : Fries) Fries  Pinus sp. Novembro 2009 Micorrizico
Russula cyanoxantha (Schaeff.) Fr. Misto Outubro 2010 Micorrizico
Russula olivacea (Schaeff.) Fr. Quercus sp. Outubro 2010 Micorrizico
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2.2. Padroes 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). A mistura padrdo com 37
ésteres metilicos de acidos gordos (FAME) (referéncia 47885-U) foi adquirida da Sigma
(St. Louis, MO, EUA), assim como outros isdmeros individuais de &cidos gordos, o
acido galico, o acido L-ascorbico, os tocoferois (isoformas o, B, v € ), 0s padrdes de
acucares (D(-)-frutose, D(-)-manitol e D(+)-trealose) e o trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico). A solucdo de tocol racémico, 50 mg/ml, foi adquirida
da Matreya (PA, EUA). O 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido da Alfa
Aesar (Ward Hill, MA, EUA). Todos os outros produtos quimicos e solventes eram de
grau analitico e foram adquiridos a partir de fontes comuns. A agua foi tratada com um

sistema de purificacdo de dgua Milli-Q (TGI Pure Water Systems, EUA).

2.3. Determinacao de macronutrientes

As amostras foram analisadas quanto a composicdo quimica, nhomeadamente,
humidade, proteinas, lipidos, glucidos e cinzas de acordo com os procedimentos oficiais
de anélise (AOAC, 1995).

O teor proteico (Nx4,38) presente nas amostras foi estimado pelo método
macro-Kjeldahl; o teor lipidico foi determinado apds extracdo em soxlhet com éter de
petrleo de uma massa conhecida de amostra; as cinzas foram determinadas por
incineracdo a 600x15 °C; os glacidos foram calculados por diferenca: Glucidos = 100 -
(g proteinas + g cinzas + g lipidos). A energia total foi calculada através da seguinte

equacdo: Energia (kcal) = 4 x (g proteinas + g glucidos) + 9 x (g lipidos).

2.4. Determinacéo de &cidos gordos

Os éacidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa através
de um detetor de ionizacdo de chama (GC-FID), de acordo com o procedimento

otimizado e implementado no Laboratério de Quimica e Bioquimica Aplicada da Escola
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superior Agraria de Braganca (Heleno et al., 2009), apds um processo de
transesterificacdo: os &cidos gordos foram metilados com 5 ml de metanol: &cido
sulfarico 95%: tolueno 2:1:1 (v/v/v), durante pelo menos 12 h num banho a 50°C e a
160 rpm; de seguida, adicionaram-se 3 ml de &gua desionizada para obter uma
separacdo de fases. Recuperaram-se os FAME adicionando 3 ml de éter dietilico e
agitando no vortex. Fez-se passar o sobrenadante por uma microcoluna com sulfato de
sodio anidro, com o objetivo de eliminar a &gua, e colocou-se a amostra num frasco com
Teflon. Antes da injecdo, filtrou-se a amostra com um filtro de nylon da Milipore 0,2
pm.

O equipamento utilizado foi um GC DANI 1000 com um injetor split/splitless,
um detetor FID e uma coluna Macherey-Nagel (30 m x 0,32 mm ID x 0,25 um df). A
temperatura do FID foi de 260°C. O programa de temperatura do forno foi o seguinte: a
temperatura inicial da coluna foi 50°C, durante 2 min; em seguida, aumentou-se a
temperatura a 30°C/min até 125 °C, 5°C/min até 160°C, 20°C/min até 180°C, 3°C/min
até 200°C, 20°C/min até 220°C que foi mantida por 15 min. O gas de transporte
(hidrogénio) tinha um caudal de 4,0 ml/min (0,61 bar), medido a 50°C. Utilizou-se um
modo de injecdo split (1:40) a 250 °C. O volume de amostra injetado foi de 1 pl. A
identificacdo dos acidos gordos foi feita por comparacdo dos tempos de retencdo
relativos das amostras com o0s picos dos padrdes de FAME. Os resultados foram
processados usando o software CSW 1.7 (DataApex 1.7) e expressos em percentagem
relativa de cada &cido gordo.

2.5. Determinacdo de acucares livres

Os agucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia ligada a um detetor de indice de refracio (HPLC-RI), seguindo o
procedimento implementado no Laboratério de Quimica e Bioguimica Aplicada da
Escola superior Agréria de Braganca (Heleno et al., 2009). Portanto, adicionou-se 1 ml
do padréo interno PI (rafinose, 5 mg/ml) & amostra liofilizada (1 g) e extraiu-se com 40
ml de etanol 80% a 80°C durante 1 h e 30 min. Posteriormente, procedeu-se a filtracdo e
evaporacdo do etanol (evaporador rotativo Buchi R-210). O sobrenadante foi lavado 3
vezes sucessivas com 10 ml de éter etilico. Apos concentracdo a 40°C, o residuo sélido

foi dissolvido em agua num volume final de 5 ml, filtrado através de um filtro de 0,22
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um, seguidamente transferido para um frasco ambar e analisado. O volume de amostra
injetado foi de 10 pl.

O equipamento de HPLC consistiu num sistema integrado com uma bomba
(Knauer, Smartline 1000), sistema desgaseificador (Smartline manager 5000),
amostrador automatico (AS-2057 Jasco) e um detetor de RI (Knauer, Smartline 2300).
A separagdo cromatogréfica foi conseguida com uma coluna NH, Eurospher 100-5 (4,6
x 250 mm, 5 um, Knauer) operando a 30°C (forno 7971 R Grace). A fase mdével foi
agua desionizada/acetonitrilo, 70:30 (v/v) com um fluxo de 1 ml/min. Os dados foram
analisados utilizando o Software Clarity 2.4 (DataApex).

Os compostos foram identificados por comparagdo cromatografica com padroes
e a quantificacdo foi realizada usando o método do padrdo interno. Os resultados foram

expressos em g por 100 g de massa seca.

2.6. Determinacdo de vitaminas

A quantidade de tocoferdis presente nas amostras foi determinada seguindo um
protocolo previamente otimizado e implementado no Laboratério de Quimica e
Bioquimica Aplicada da Escola Superior Agraria de Braganca (Heleno et al., 2010).

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 (50 pg/ml; 250 pl) foram adicionados as
amostras liofilizadas antes do procedimento de extracdo. As amostras, com uma massa
aproximada de 500 mg, foram homogeneizadas com 4 ml de metanol num vortex cerca
de 1 min. Subsequentemente, adicionou-se 4 ml de hexano e homogeneizou-se
novamente no vortex (durante 1 min). De seguida, adicionou-se 2 ml de solugédo
saturada de NaCl, homogeneizou-se a mistura durante 1 min, centrifugou-se (centrifuga
refrigerada Centurion K240R, 5 min, 6185 rpm) e transferiu-se, cuidadosamente, o
sobrenadante para um frasco. A amostra foi extraida mais duas vezes com hexano. Os
extractos foram levados & secura utilizando uma corrente de azoto, dissolvidos em 1 ml
de hexano, desidratados com sulfato de sodio anidro, filtrados através de um filtro (0,22
um), transferidos para frascos ambar e analisados por HPLC.

As andlises foram realizadas pelo sistema de HPLC descrito anteriormente,

conectado a um detetor de fluorescéncia (FP-2020; Jasco), programado para excitacédo a
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290 nm e emissdo a 330 nm. A separacao cromatografica foi feita com uma coluna de
poliamida Il (250 x 4,6 mm) de fase normal (YMC Waters) a 30°C. A fase mével era
uma mistura de hexano e acetato de etilo (70:30,v/v) com um fluxo de 1 ml/min e
volume de amostra injetado foi de 20 pl.

Os compostos foram identificados através de comparagdo cromatografica com
padrbes. A quantificacdo foi baseada na resposta do sinal fluorescente, usando o método
do padréo interno. A quantidade de tocoferdis foi expressa em pg por 100 g de massa
seca.

O é&cido ascérbico foi determinado apds a amostra liofilizada (150 mg) ter sido
extraida com acido metafosférico (1%, 10 ml) durante 45 min a temperatura ambiente e
filtrada através de um papel de filtro Whatman n.° 4. De seguida, o filtrado (1 ml) foi
misturado com 2,6-dicloro-indofenol (9 ml) e, apds 30 min, mediu-se a absorvancia a
515 nm (Espetrofotometro AnalytikJena 200). O teor de &cido ascorbico foi
determinado com base na curva de calibracdo de &cido L-ascorbico (6x10° - 0.1
mg/ml), e os resultados foram expressos em mg de acido ascérbico por 100 g de massa

Seca.

2.7. Determinacéo de fendis totais

As amostras (~1,5 g) foram submetidas a uma extracao liquido-sélido, com 40 ml de
metanol durante 1 h (25°C a 150 rpm) e filtradas com papel Whatman n° 4. O residuo
foi posteriormente extraido com 20 ml de metanol. Os extratos metan6licos combinados
foram evaporados a 35°C; o residuo foi novamente dissolvido em metanol de modo a
atingir-se uma concentracao de 20 mg/ml e armazenado a 4°C até posterior utilizagéo.

Os fendis presentes nos extratos metandlicos foram determinados segundo o ensaio
de Folin-Ciocalteu. A solucgéo de extrato (1 ml) foi misturada com o reagente de Folin-
Ciocalteu (5 ml, previamente diluido com &gua 1:10, v/v) e carbonato de sodio (75 g/l, 4
ml). Os tubos foram agitados no vortex durante 15 s e deixou-se repousar por 30 min a
40°C para o desenvolvimento de cor. A absorvancia foi medida a 765 nm. Na
elaboracdo da curva padrdo utilizou-se &cido gélico (9.4x10° - 0.15 mg/ml) e os
resultados foram apresentados em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por g de

extrato.
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2.8. Avaliacdo da atividade antioxidante

Para avaliar a atividade antioxidante das amostras foram utilizados ensaios in vitro
implementados no Laboratdrio de Quimica e Bioguimica Aplicada da Escola superior
Agréaria de Braganca (Heleno et al., 2010). Utilizaram-se solucBes dos extratos com
diferentes concentracdes, com a finalidade de encontrar valores de ECsy (concentragdo
de extrato correspondente a 50% de atividade antioxidante ou a 0,5 de absorvancia no
ensaio do poder redutor), obtidos a partir dos graficos de potencial antioxidante em

funcdo da concentracdo do extrato. Utilizou-se o trolox como controlo positivo.

2.8.1. Atividade captadora de radicais DPPH

Este ensaio foi realizado num Leitor de microplacas (Bio-Tek ELX800). A mistura
de reagdo em cada um dos 96 pocos da microplaca consistia em solugdes dos extratos
com diferentes concentracdes (30 ul) e solucdo metandlica de radicais DPPH (270 ul a
uma concentragdo de 6 x 10 mol/l). A mistura foi deixada no escuro durante 60 min
(até estabilizacdo dos valores de absorvancia). A reducdo do radical DPPH foi avaliada
medindo a absorvancia a 515 nm. A atividade captadora do radical (ACR) foi calculada
pela percentagem de descoloracdo de DPPH utilizando a seguinte equacéo:

% ACR = [(Apppx — Aa)/Abppr] x 100, onde:

Aa corresponde a absorvancia da solu¢do contendo a amostra de extrato de cada

concentracdo em particular, e Apppy corresponde a absorvancia da solucao de DPPH.

2.8.2. Poder Redutor

O poder redutor foi realizado utilizando o Leitor de microplacas mencionado
anteriormente. As solugdes dos extratos com diferentes concentragdes (0,5 ml) foram
misturadas com tampdo fosfato de sédio (0,5 ml, 200 mM, pH 6,6) e ferricianeto de

potassio (1% m/v, 0,5 ml). A mistura foi incubada a 50°C durante 20 min e depois
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adicionou-se acido tricloroacético (10%, 0,5 ml). De seguida, a mistura (0,8 ml) foi
colocada numa microplaca de 48 pocos, assim como, a agua desionizada (0,8 ml) e o
cloreto de ferro (0,1% w/v; 0,16 ml) sendo, posteriormente, medida a absorvancia a 690

nm.

2.8.3. Inibicdo da descoloragdo do f-caroteno

A solugdo de B-caroteno foi preparada por dissolugdo de -caroteno (2 mg) em
cloroférmio (10 ml). A partir desta solugdo, pipetaram-se 2 ml para um baldo de fundo
redondo. Apos remogdo do cloroformio da solugdo de B-caroteno a 40°C sob vacuo,
procedeu-se a adi¢do de &cido linoleico (40 mg), emulsificador Tween 80 (400 mg) e
agua destilada (100 ml) agitando vigorosamente. Transferiram-se aliquotas (4,8 ml)
desta emulsdo para diferentes tubos de ensaio contendo solucBes dos extratos com
diferentes concentracdes (0,2 ml). Os tubos foram agitados e incubados num banho a
50°C. Logo apds 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 B-caroteno. A inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno foi calculada utilizando a

seguinte equacao: [(As70 apds 2h/A47o inicial) x 100].

2.9. 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 + desvios
padrdo (SD). Os resultados obtidos foram analisados pela analise da variancia
(ANOVA) seguida de um teste de Tukey com 0=0.05. Este tratamento foi efetuado
utilizando o software SPSS v. 16.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados relativos a composicdo quimica e ao valor energético dos
cogumelos comestiveis silvestres saprotroficos e micorrizicos sdo apresentados na
Tabela 2. Os teores de humidade variaram entre 78,00 g/100 g de massa fresca na
espécie Boletus fragrans e 93,03 g/100 g de massa fresca na espécie Hygrophorus
pustulatus. Quanto ao teor proteico, este foi elevado e variou entre 16,80 g/100 g de
massa seca para a espécie Russula cyanoxantha e 25,52 g/100 g de massa seca para
Lyophyllum decastes. O teor lipidico variou entre 0,75 ¢g/100 g de massa seca em
Boletus erythropus e 3,06 g/100 g de massa seca em Hygrophorus pustulatus, o que
torna os cogumelos comestiveis silvestres ideias para serem incluidos numa dieta de
baixo indice calorico. O teor em glucidos, calculado por diferenca conhecendo o teor
proteico e lipidico, revelou estas moléculas como sendo macronutrientes abundantes e
0s seus niveis variaram entre 43,38 g/100 g de massa seca para a espécie Russula
olivacea e 76,29 g/100 g de massa seca para Boletus fragrans. No que diz respeito ao
teor em cinzas, este variou entre 4,74 g/100 g de massa seca em Boletus fragrans e
37,78 g/100 g de massa seca em Russula olivacea. Com base na analise nutricional
descrita, observou-se que 100 g de massa seca destes cogumelos garante, em média, 335
kcal. Os valores de energia mais elevados foram encontrados na espécie Boletus
fragrans, enquanto que a espécie que apresentou a menor contribuicdo energética foi
Russula olivacea (Tabela 2). Com base na sua composicdo em macronutrientes, nao foi
possivel distinguir os cogumelos saprotroficos dos micorrizicos. Na realidade, as
proporcdes encontradas dos diferentes macronutrientes estdo, em média, de acordo com

outros estudos em diferentes espécies de cogumelos (Heleno et al., 2009; Kalac¢, 2009).
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Tabela 2: Composicao nutricional e valor energético das espécies de cogumelos silvestres comestiveis saprotréficos e micorrizicos.

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

Amostras Humidade Lipidos Proteinas Cinzas Glucidos Energia
(9/100 g fw) (9/100 g dw) (9/100 g dw) (9/100 g dw) (9/100 g dw) (kcal/100 g dw)
Calvatia utriformis 78,00+ 1,36¢€ 1,90+0,01ch 20,37 £ 0,49 bcd 17,81 +0,22d 59,91 +0,40c 338,26 £ 0,61 d
Clitopilus prunulus 89,78+ 1,46 b 1,01 + 0,06 ed 18,13+ 0,37 cd 30,19+2,50 b 50,66 + 2,21 d 284,30 £ 5,80 f
Lycoperdon echinatum 85,24 +0,48 cd 1,22+0,20 ed 23,52 +£2,20 ba 9,43+0,23 ¢ 65,83 +2,09b 368,34 + 0,66 bc
Lyophyllum decastes 87,38+140ch  210+0,12b 2552+349a 7,38 £ 0,64 fe 64,99 +296ch 380,98 +1,82ba
Macrolepiota excoriata 88,92+157hb 1,55+0,10 cd 25,28+ 2,64a 28,98+1,11¢chb 4419+ 2,14 ¢ 291,84 + 3,51 fe
Boletus erythropus 88,36 +1,49b 0,75+0,02¢ 20,92 + 0,05 bc 25,90+0,28¢ 52,44 +0,20d 300,15+0,88 e
Boletus fragrans 77,99 +0,07e 1,83+£0,17 cb 17,15+0,04d 4,74 +0,19f 76,29 £ 0,27 a 390,19 + 0,06 a
Hygrophorus pustulatus 93,03+0,79a 3,06 +0,51a 18,64 + 0,40 cd 14,04 + 0,14 d 64,26 £+ 0,72 cb 359,16 + 1,40 ¢
Russula cyanoxantha 8544+099cd 152+0,52cd 16,80+ 0,06 d 7,03 +0,87 fe 7465+101a 379,46 + 0,61 ba
Russula olivacea 84,58+ 1,01d 1,99+£0,44 cb 16,84 £0,05d 37,78 £5,20 a 43,38+ 3,71e 258,84+ 1471 ¢

fw- massa fresca; dw- massa seca
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Na Tabela 3, apresentam-se os resultados da composi¢do em &cidos gordos e as
percentagens relativas de &cidos gordos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e
polinsaturados (PUFA) das espécies de cogumelos silvestres comestiveis saprotréficos e
micorrizicos estudadas. Na maioria das amostras foram detetados até 26 acidos gordos
diferentes. O principal acido gordo encontrado foi o &cido linoleico (C18:2n6), exceto
nas espécies Lyophyllum decastes e Hygrophorus pustulatus onde o acido oleico
(C18:1n9) foi predominante, contribuindo assim para a prevaléncia de MUFA nas
ultimas duas espécies. As espécies estudadas também revelaram a presenca de acido
palmitico (C16:0) como um dos principais acidos gordos. Os UFA oleico e linoleico
também foram os acidos gordos encontrados maioritariamente em amostras de Boletus
erythropus provenientes do Canada (Pedneault et al., 2006) e de Russula cyanoxantha
de Portugal (Ribeiro et al., 2009). No entanto, no presente estudo, a amostra de Russula
cyanoxantha revelou maiores valores de acido linoleico do que de acido oleico
(C18:2>C18:1), com predominancia de PUFA. Por outro lado, uma amostra colhida em
2006, apresentou uma percentagem mais elevada de acido oleico do que de &cido
linoleico (C18:1>C18:2), com predominancia de MUFA (Ribeiro et al., 2009). Nao
foram observadas diferencas relevantes entre os perfis de acidos gordos das espécies

estudadas de cogumelos silvestres comestiveis saprotréficos e micorrizicos.
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Tabela 3: Composigdo em acidos gordos (percentagem relativa) das amostras de cogumelos silvestres comestiveis saprotroficos e micorrizicos.

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

Calvatia Clitopilus Lycoperdon  Lyophyllum  Macrolepiota Boletus Boletus  Hygrophorus Russula Russula

utriformis prunulus echinatum decastes excoriata erythropus fragrans pustulatus  cyanoxantha olivacea
C6:0 0,36+0,04 0,03+0,01 0,02+0,00 0,05+ 0,00 0,0£0,01 016+0,02 0,02+0,00 004+001 0,09+0,03 0,13+0,01
C8:0 0,04+0,00 0,07+0,00 0,02+0,00 0,02 +0,00 0,09+0,03 0,03+0,00 0,01+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00
C10:0 0,05+0,00 0,12+0,04 0,03%0,01 0,03+0,00 0,06+0,01 0,09+0,02 0,03+0,00 004+001 0,11+0,02 0,20 £ 0,02
C12:0 0,20£0,01 0,23+0,04 0,20+0,00 0,09+ 0,00 0,07+0,00 055+0,02 0,27+0,01 005+0,00 0,37+0,00 0,37 £ 0,06
C13:0 0,05+0,00 0,01+0,00 0,05+0,00 0,02 £ 0,00 0,01£0,00 0,09+0,00 0,01+0,00 nd 0,04 £0,01 nd
C14:0 0,48+0,02 0,23+0,05 0,56 £0,05 0,21 +0,00 0,22+0,00 138+0,12 045+0,08 015+0,04 0,39+0,04 0,29 £ 0,02
C15:0 220+0,03 082+0,05 2,68+0,42 0,62 + 0,00 0,20£0,00 1,87+0,03 0,74+0,07 043+0,03 0,47+0,01 0,17 £ 0,02
C16:0 13,54+0,14 10,11+0,30 10,82+0,35 10,95+0,04 17,83+0,05 2133+1,46 1491+0,12 6,96+0,34 1295+0,22 16,13+0,39
Cl6:1 0,22+0,03 0,78+0,04 0,39 £0,07 0,37+ 0,00 0,79+0,01 123+0,17 1,70+0,45 0,15+0,02 0,56+0,04 1,31 +0,04
C17:0 1,12+0,01 0,22+0,04 0,77 £0,07 0,37 £0,00 0,17+0,00 082+0,10 0,27+0,01 012+0,02 0,15+0,01 0,10+ 0,00
C18:0 243+0,07 247+0,11 2,08+0,14 4,88 + 0,02 1,94+0,01 415+0,02 239+010 39+0,16 11,10+0,15 2,78+0,03
C18:1n9 6,00£0,13 2042+0,70 9,16+0,66 4743+1,43 10,21+0,36 14,74+1,19 19,80+0,81 5153+0,05 28,39+1,11 2599+0,12
C18:2n6 70,29+£0,32 59,92+1,97 69,92+0,71 32,03+139 66,19+0,05 48,76+0,86 56,89+0,62 34,74+0,39 4365+145 50,20+0,28
C18:3n6 nd 0,04+0,01 0,06+0,01 0,08 + 0,00 nd nd nd nd nd nd
C18:3n3 0,57+0,00 1,25+0,00 0,12 +0,02 0,19+0,00 0,07+0,01 1,09+0,04 0194001 0,09+0,01 0,08+0,03 0,06 £ 0,02
C20:0 0,34+0,01 0,37+0,07 0,42+0,07 0,35+0,00 0,14+000 044+002 0194001 021+004 0,13+£0,00 0,39 £ 0,02
C20:1 0,06+0,01 0,25+0,02 0,06 +0,00 0,08 £ 0,00 0,05+ 0,00 nd 0,13+0,03 0,16+0,03 0,08+0,00 0,05+0,01
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C20:2 0,07+002 031+003 0,06+0,01 0,03+0,01 0,07+0,00 0,09+001 012+0,02 003+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00
C20:3n6 nd 0,06+0,03 0,08+0,01 0,08 £0,02 nd nd 0,06 + 0,00 nd nd 0,04+0,01
C20:4n6 nd 0,18+0,01 0,29+0,04 0,18 £0,02 0,02 +£0,00 nd 0,01+0,00 0,01+0,00 nd nd
C20:3n3+C21:0 0,04+0,00 0,08+0,02 0,08+0,01 0,06 £ 0,00 0,01+000 007+002 005+000 0,05+0,00 0,02+0,00 nd
C20:5n3 020+0,02 019+0,01 0,20+0,02 0,11+0,00 0,04+000 0,10+000 006+001 006+001 0,12+0,00 0,53 +0,02
C22:0 0,78+0,08 0,66+0,04 0,74+0,07 0,62 +0,01 028+0,04 0,74%+017 042+001 054+006 0,30+0,03 0,48 £ 0,02
C23:0 0,15+0,04 039+0,13 0,27+0,04 0,40 +£0,04 0,13+0,05 042+008 0,15+0,03 006+001 0,12+0,03 0,09 +£0,02
C24:0 065+0,04 0,72+0,09 0,79+0,04 0,71+0,00 126+022 154+013 089+0,03 061+0,11 0,67+0,05 0,59 +£0,03
C24:1 0,19+0,03 0,07+001 0,14+0,03 0,06 £0,01 0,05+0,00 0,09+0,03 0,24+0,03 nd 0,03 +0,00 0,04+0,01
SFA 22,37+£022c 1645+084f 1945+011e 19,31+0,03e 2249+029c 3362+178a 20,75+0,09d 1318+0,39g 26,90+0,36b 21,75+0,39dc
MUFA 6,47+0,11i 2151+083e 9,75+056h 4794+144b 11,10+037g 16,06+099f 21,86+0,7le 51,85+00la 29,06+106c 27,40+0,07d
PUFA 71,16 +033a 62,04+167c 7080+067a 32,75+141h 6641+008b 5032+0,80e 57,38+0,62d 3498+0,39g 4404+143f 5085+0,32¢

nd- ndo detetado; C- 4&tomos carbono; SFA — &cidos gordos saturados; MUFA — &cidos gordos monoinsaturados; PUFA — acidos gordos polinsaturados.
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No que diz respeito a composi¢cdo em acucares livres, os que predominam nos
cogumelos silvestres comestiveis estudados sdao o0 manitol e a trealose (Tabela 4). A
presenca de frutose (0,15 — 2,26 g/100 g de massa seca) apenas foi detetada nas espécies
micorrizicas. Os fungos micorrizicos ndo tém a capacidade de hidrolisar sacarose em
glucose e frutose devido & auséncia da enzima hidrolitica. A Unica forma destes fungos
usarem sacarose € em simbiose, quando o dissacarido € hidrolisado por uma invertase
apopléastica ou ligada a parede celular da planta hospedeira. A sacarose produzida pela
planta é transportada para as raizes, subindo ao apoplasto e sendo hidrolisada, pela
invertase extracelular, em glucose e frutose. No apoplasto acidificado, a glucose é
absorvida por transportadores com alta afinidade para hexoses. A frutose, também
libertada pela invertase, exerce retro-inibicdo sobre a atividade da invertase, enquanto
que a glucose inibe a captacio de frutose pelo fungo. A medida que a concentracio de
glucose no aplopasto diminui, o fungo comega a absorver frutose que, entéo, cessa a
inibicdo da retro-inibicdo da invertase, permitindo a renovacao da hidrdlise da sacarose.
A glucose e a frutose ndo sdo difundidas para o aplopasto a partir do micélio, uma vez
que sdo convertidos em glucidos especificos (Smith & Read, 1997; Orcutt & Nilsen,
2000; Nehls et al., 2001). Sabe-se que os fungos convertem fontes de carbono vegetais,
como glucose e frutose, em trealose, arabitol e manitol (Hughes & Mitchell, 1995;
Nehls et al., 2001). A sacarose é hidrolisada por uma familia de 32 enzimas de glucosil
hidrolases da planta (GH32) nos seus monossacaridos constituintes, de forma a
responder as necessidades celulares da planta. Os fungos biotréficos de plantas exibem
uma elevada capacidade de acesso a sacarose sintetizada pela planta mas, no entanto, os
genes GH32 estdo ausentes a maioria dos genomas micorrizicos. A dependéncia destes
simbiontes em relacdo a atividade enzimatica GH32 da planta para aquisicdo de C,
suporta as previsdes anteriores de controlo da planta sobre a possivel alocacdo de C na
simbiose com fungos micorrizicos (Parrent et al., 2009). Além disso, as espécies
micorrizicas revelaram o manitol como sendo o aglcar mais abundante (15,25-36,97
0/100 g de massa seca; Tabela 4). Devido ao seu sabor adocicado carateristico, o
manitol torna-se muito interessante do ponto de vista da industria alimentar, uma vez
que é um glacido dietético com baixo indice caldrico, sendo apenas parcialmente

absorvido no intestino delgado. Na realidade, este alcool derivado de agucar encontra
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importantes aplicacBes na indUstria farmacéutica, de cosméticos e alimentar (Oliveira et
al., 2009).

Os cogumelos micorrizicos revelaram niveis mais elevados de manitol e trealose
e de acUcares totais comparativamente com as espécies sapotréficas. As espécies
Boletus fragrans e Boletus erythropus revelaram os niveis mais altos de aglcares totais
(42,37 e 34,46 g/100 g de massa seca, respetivamente) e de trealose (3,14 e 4,84 mg/100
g de massa seca, respetivamente). Este dissacarido (constituido por duas moléculas de
glucose ligadas por uma ligacdo glucosidica alfa, alfa-1,1, sem poder redutor) €
conhecido por ser uma das fontes de energia ha maioria dos organismos vivos e pode
ser encontrado em bactérias, fungos, insetos, plantas e invertebrados. Além disso, a
trealose protege 0s organismos contra diversas agressfes, tais como secagem,
congelacdo e osmopressdo. A trealose tem também funcbes de estabilizacéo,
nomeadamente de impedimento da retrodegradacdo do amido, desnaturacdo de
proteinas e degradacao de lipidos. Este sacarido também apresenta um sabor doce, tal
como a sacarose, sendo usado como adocante na industria alimentar (Higashiyama,
2002).
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Tabela 4:Composicdo em acUcares livres das amostras de cogumelos silvestres comestiveis saprotréficos

e micorrizicos.

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

AcUcares Totais

Frutose Manitol Trealose
Amostras (9/100 g dw)
Calvatia utriformis nd nd 0,40+0,01f 0,40+0,01e
Clitopilus prunulus nd 0,95+0,10e 0,95 +0,16 edf 1,90 £ 0,27 ed
Lycoperdon echinatum nd 0,85+0,03 ¢ 1,38 +£0,09 ed 2,23+ 0,06 ed
Lyophyllum decastes nd 11,03+0,74d 3,98+0,54b 15,01 +1,28¢c
Macrolepiota excoriata nd 4,10+ 0,04 ¢ 2,75+0,04c 6,85+0,09d
Boletus erythropus 1,72+0,03b 2790+0,30b 484+0/51a 34,46 £0,24 b
Boletus fragrans 2,26+0,11a 36,97+0,33a 3,14+0,26¢ 42,37 £0,60a
Hygrophorus pustulatus 0,15+£0,05d 3537+524a 3,00£0,00c 38,52 £ 5,29 ba
Russula cyanoxantha 0,34+£0,04c 16,18+ 0,61c 1,64+0,32d 18,16 £ 0,26 ¢
Russula olivacea 0,23+0,03dc 15,25+0,24dc 0,71 £ 0,07 ef 16,19+0,34c

dw- massa seca.
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Relativamente a composicdo em tocoferois, pode-se observar que apesar do o-
tocoferol ter sido encontrado em todas as espécies, o y- e &- tocoferdis foram o0s
principais vitdmeros nas amostras estudadas. O B- tocoferol foi apenas encontrado em
duas espécies saprotroficas, nomeadamente Lycoperdon echinatum e Lyophyllum
decastes. Esta Gltima espécie foi a que apresentou maior concentracdo de tocoferois
(170,79 pg/100 g de massa seca), enquanto os cogumelos micorrizicos Boletus
erythropus e Boletus fragrans foram as espécies que revelaram valores mais baixos
(19,16 e 22,23 pg/100 g de massa seca, respetivamente). O &cido ascérbico foi
encontrado em niveis elevados. A concentracdo mais elevada foi obtida na espécie
saprotrofica Clitopilus prunulus (400,36 mg/100 g de massa seca), enquanto que a
menor concentracdo foi observada na espécie micorrizica Boletus fragrans. No entanto,
este comportamento néo foi generalizado, o que indica que os teores de vitaminas ndo
parecem estar relacionados com o trofismo dos cogumelos.

A vitamina E (tocofer6is e tocotriendis) é um potencial antioxidante com
propriedades anti-inflamatérias. Diversas evidéncias sugerem que esta apresenta
potenciais efeitos benéficos em relacdo a doenca cardiovascular. A suplementagdo com
tocofer6is em humanos e modelos de animais, demonstrou diminuir a peroxidacao
lipidica, a producdo de superdxido impedindo a formacdo da oxidase do fosfato de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (forma reduzida), bem como diminuir a
expressdo de recetores captadores, particularmente importantes na formacao de células
de ateromas (Singh et al., 2005). A vitamina C (&cido ascérbico) também esta envolvida
em reagdes quimicas do metabolismo celular. Estudos epidemiolégicos mostraram que a
deficiéncia em &cido ascdrbico pode conduzir, a longo prazo, a patologias associadas ao

stresse oxidativo (Chepda et al., 1999).
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Tabela 5: Composicdo em vitaminas das amostras de cogumelos silvestres comestiveis saprotréficos e micorrizicos.

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

Tocoferdis totais

Acido ascérbico

Amostras a-tocoferol p-tocoferol y-tocoferol é-tocoferol

(rg/100 g dw) (mg/100 g dw)
Calvatia utriformis 8,74+0,30 cd nd 56,43 +0,37d nd 65,17 +0,68d 152,89+ 4,60 c
Clitopilus prunulus 10,02 + 0,31 cd nd nd 18,98 +1,27¢c 29,00 £ 1,59 fg 400,36 + 18,46 a
Lycoperdon echinatum 9,42+0,25cd 48,21 +5,54 a 7392+157c nd 131,55+ 3,72 ¢ 166,13+ 8,89 ¢
Lyophyllum decastes 13,73+0,30b 8,30+1,47b 135,23+ 0,26 a 13,53+ 0,66 dc 170,79+ 0,77 a 385,55+ 11,68 a
Macrolepiota excoriata 18,73+ 3,06 a nd 94,34 +8,69b 44,36 +5,82 a 157,43+0,19b 176,85+ 28,81 c
Boletus erythropus 152+0,32¢e nd 1764+195e nd 19,16 £2,27 g 169,20 +23,01 ¢
Boletus fragrans 1,93+0,04 ¢ nd 10,30 £ 1,63 fe 10,00 £ 1,32 de 22,23+291¢ 81,32 +4,75d
Hygrophorus pustulatus 8,09+ 0,56 d nd 103,34 £12,22b  15,72+0,36 dc 127,15+ 11,30¢ 387,80+ 7,01a
Russula cyanoxantha 10,46 £ 0,07 cd nd 21,92 +2,34¢e 6,48 +0,98¢e 38,86 + 1,28 fe 189,61 + 53,93 ¢
Russula olivacea 11,73+ 0,85c¢ch nd 11,84+ 1,37 fe 26,18+ 0,72 Db 49,75+ 123¢ 247,38 £ 65,03 b

dw- massa seca
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As propriedades antioxidantes dos cogumelos saprotréficos e micorrizicos foram
avaliadas através da atividade captadora de radicais livres DPPH (obtida pela
capacidade de diminuicédo da absorvancia a 515 nm da solu¢do de DPPH), poder redutor
(que mede a conversdo do Fe**/complexo de ferricianeto a sua forma ferrosa) e a
inibicdo da peroxidagdo lipidica no sistema p-caroteno-linoleato (avaliada pela inibicéo
da descoloracdao do B-caroteno, neutralizando o radical livre linoleato e outros radicais
livres formados no sistema que atacam as moléculas insaturadas de fB-caroteno). Os
resultados, incluindo os valores de ECsy, sdo apresentados nas Figuras 11-13, que
evidenciam um aumento das propriedades antioxidantes com o aumento da

concentracdo dos extratos.
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Figura 11: Atividade captadora de radicais de DPPH das amostras de cogumelos silvestres comestiveis.

Valores de ECs, para as espécies saprotroficas (mg/ml): Calvatia utriformis 0,68 + 0,04;

Clitopilus prunulus 1,75 + 0,13; Lycoperdon echinatum 1,04 + 0,08; Lyophyllum decastes 0,29

+ 0,01; Macrolepiota excoriata 1,32 £ 0,09.

Valores de ECs, para as espécies micorrizicas (mg/ml): Boletus erythropus 0,28 + 0,02;

Boletus fragrans 0,28 + 0,01; Hygrophorus tephroleucus 0,74 £ 0,02; Russula cyanoxantha 0,69
* 0,03; Russula olivacea 1,47 + 0,08.
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Figura 12: Poder redutor das amostras de cogumelos silvestres comestiveis.

Valores de EC50 para as espécies saprotréficas (mg/ml): Calvatia utriformis 1,16 + 0,27;
Clitopilus prunulus 3,36 + 0,03; Lycoperdon echinatum 1,61 + 0,05; Lyophyllum decastes 0,97

+ 0,04; Macrolepiota excoriata 1,84 + 0,03.
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Valores de ECs, para as espécies micorrizicas (mg/ml): Boletus erythropus 1,42 + 0,05;

Boletus fragrans 1,52 + 0,02; Hygrophorus tephroleucus 2,61 £ 0,08; Russula cyanoxantha 2,26
* 0,00; Russula olivacea 7,85 £ 0,01.
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Figura 13: Capacidade de inibicdo da peroxidacéo lipidica das amostras de cogumelos silvestres

comestiveis, medida pela inibi¢do da descoloragao do -caroteno.
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Valores de ECsy para as espécies saprotréficas (mg/ml): Calvatia utriformis 8,40 + 0,20;

Clitopilus prunulus 12,06 + 0,30; Lycoperdon echinatum 1,24 + 0,01; Lyophyllum decastes 0,98
* 0,04; Macrolepiota excoriata 1,23 £ 0,03.

Valores de ECs, para as espécies micorrizicas (mg/ml): Boletus erythropus 0,58 + 0,02;
Boletus fragrans 0,96 + 0,02; Hygrophorus tephroleucus 1,28 £ 0,04; Russula cyanoxantha 0,98
+ 0,07; Russula olivacea 1,95 + 0,04.
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Figura 14: Conteudo fendlico nas amostras de cogumelos silvestres comestiveis saprotréficos e
micorrizicos.

Todas as amostras revelaram  possuir  propriedades antioxidantes
independentemente do seu trofismo. A espécie saprotréfica Lyophyllum decastes e as
especies micorrizicas Boletus erythropus e Boletus fragrans foram as que apresentaram

maior atividade captadora de radicais (valores de ECso ~0,3 mg/ml; Figura 11), o que
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estd de acordo com a sua maior concentracdo em antioxidantes polares, tais como fendis
(48, 39 e 34 mg EAG/g de extrato, respetivamente; Figura 14) e agUcares livres (34 e 42
9/100 g de massa seca, respetivamente para as espécies micorrizicas; Tabela 4). O
mesmo comportamento foi observado para o poder redutor: a espécie saprotrofica
Lyophyllum decastes e as espécies micorrizicas Boletus erythropus e Boletus fragrans
apresentaram maior poder redutor (menores valores de ECsy 0,97, 1,42 e 1,52 mg/ml,
respetivamente; Figura 12). Boletus erythropus apresentou a maior percentagem de
inibicdo da peroxidacédo lipidica (ECsp de 0,58 mg/ml; Figura 3), seguido de Boletus
fragrans (0,96 mg/ml) e Lyophyllum decastes (0,98 mg/ml; Figura 13).

A espécie Russula cyanoxantha (micorrizica) foi anteriormente estudada por
Ribeiro et al. (2008) que descreveram atividades captadoras de radicais livres DPPH de
0,18, 0,11 e 0,08 mg/ml para o cogumelo inteiro, pé e chapéu, respetivamente. As
atividades imunomoduladoras e anti-tumorais da espécie saprotrofica Lyophyllum
decastes em modelos pré-clinicos de animais foram descritas e atribuidas a (1—3) e
(1—6) -B-D-glucanas lineares (Ferreira et al., 2010). No entanto, pelo que sabemos, néo
existem trabalhos publicados relativamente as propriedades antioxidantes das outras

espécies de cogumelos aqui estudadas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foram avaliados os efeitos de trofismo sobre o potencial
nutricional e nutracéutico de cinco espécies de cogumelos comestiveis silvestres
saprotroficos, nomeadamente Calvatia utriformis, Clitopilus prunulus, Lycoperdon
echinatum, Lyophyllum decastes e Macrolepiota excoriata, e de cinco espécies de
cogumelos comestiveis silvestres micorrizicos, designadamente Boletus erythropus,
Boletus fragrans, Hygrophorus pustulatus, Russula cyanoxantha e Russula olivacea,
todas provenientes de Braganca (Nordeste de Portugal).

As espécies de cogumelos saprotréficos e micorrizicos estudadas demonstraram
um perfil similar em macronutrientes, acidos gordos e vitaminas. No entanto, as
espécies micorrizicas apresentaram uma concentracdo mais elevada em actcares do que
as espécies saprotroficas, e apenas as primeiras espécies apresentaram frutose (ceto-
hexose). A espécie saprotrofica Lyophyllum decastes e as espécies micorrizicas Boletus
erythropus e Boletus fragrans apresentaram o maior potencial antioxidante,
principalmente devido a contribuicdo de antioxidantes polares, tais como fendis e
acucares.

Este € o primeiro trabalho que descreve a composi¢cdo quimica das espécies de
cogumelos estudadas, constituindo uma evidéncia cientifica de usos tradicionais de
espéecies silvestres comestiveis. Além disso, sendo uma fonte importante de
antioxidantes, as espécies silvestres podem ser utilizadas na prevencdo de doencas
relacionadas com o stress oxidativo, em aplicagdes dermatologicas, na cosmética, assim
como em suplementos na industria alimentar. Portanto, os cogumelos silvestres sdo
muito especiais pois ao serem usados na dieta como nutracéuticos e/ou alimentos

funcionais, estdo de certa forma a contribuir para uma melhor qualidade de vida.

Os resultados desta dissertacdo foram divulgados nos documentos em anexo:
Anexo | - Publicacdo em revista internacional

Anexo Il — Comunicac¢des em congressos
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