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A — Absorvancia

A® - Radical livre

AH — Molécula antioxidante

AsH' - 130 ascorbato

ArOH - Antioxidante fendlico

ABS - Absorvancia

ANOVA - Andlise de variancia

AOAC - Association of Official Analytical Chemist

BHT - 2,6-Di-t-butil-4-metilfenol

CE — Equivalentes de catequina

DPPH - 2,2-Difenil-1-picril-hidrazilo

dw — Massa seca

ECso - Concentragao de extracto correspondente a 50% de actividade antioxidante ou
0,5 de absorvancia no ensaio do poder redutor

FAME - Esteres metilicos de acidos gordos

FID - Detector de ionizagao de chama

fw — Massa fresca

GC - Cromatografia gasosa

GAE — Equivalentes de acido gélico

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

L" - Radical alquilo

LH — Radical alquilo reduzido

LOO" - Radical peroxilo

LOOH — Hidroperéxido lipidico

MS — Espectrometria de massa

MUFA - Acidos gordos monoinsaturados

m/v — Relagdo massa/volume

NADH —Nicotinamida adenina dinucledtido na forma reduzida

n2 - NUumero
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Resumo

Os cogumelos s3ao muito apreciados quer como alimentos nutritivos e
saborosos, quer como fonte de compostos com propriedades medicinais. Nessa
perspectiva, o enorme “reservatdrio” de cogumelos do Nordeste de Portugal deve ser
guimica e nutricionalmente caracterizado para o beneficio das populacbes e para a
conservagdo genética de macrofungos silvestres.

Este trabalho contribui para a inventariacdo quimica, nutricional e bioactiva de
espécies com potencial interesse (e ainda ndo caracterizadas na literatura)
provenientes de diferentes habitats (Castanea sativa, Pinus sp., Quercus sp., prados e
povoamentos mistos).

O valor nutricional foi obtido apds determinacdo da humidade, proteinas, lipidos,
glicidos e cinzas. A determinacdo de macronutrientes incluiu a analise de mono e
oligossacdridos (agucares) e acidos gordos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detecgdo por indice de refraccdo (HPLC/RI) e por cromatografia gasosa
acoplada a detecgdo por ionizacdo de chama (GC/FID), respectivamente. A anadlise de
micronutrientes incluiu a determinacdo de tocoferdis por HPLC-fluorescéncia, e acido
ascoérbico e carotendides por técnicas espectrofotométricas. Finalmente, a analise de
ndo-nutrientes englobou a determinacdo de fendis e flavondides totais, que foram
relacionados com as propriedades antioxidantes, avaliadas pela actividade captadora
de radicais livres, poder redutor e inibicdo da peroxidacao lipidica.

As espécies de cogumelos estudadas revelaram uma proporcao equilibrada de
macronutrientes, mas também micronutrientes importantes (tocoferdis, acido
ascorbico e carotendides) e ndo-nutrientes (fendis) com propriedades bioactivas,
nomeadamente potencial antioxidante. Sendo uma fonte importante de antioxidantes,
as espécies estudadas, principalmente Suillus variegatus (proveniente de um habitat
de Pinus sp.), Boletus armeniacus (proveniente de um habitat de Castanea sativa),
Clavariadelphus pistillaris (proveniente de um habitat de Quercus sp.), Agaricus lutosus
(proveniente de um prado) e Bovista aestivalis (proveniente de um povoamento
misto), podem ser incorporadas na alimentacdo como nutracéuticos e/ou alimentos
funcionais, contribuindo para a manutencdao e promocdo da saude, longevidade e

qualidade de vida.
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Abstract

Mushrooms have long been valued as highly tasty/nutritional foods and as a source
of compounds with medicinal properties. The huge mushrooms “reservoir” of
Northeast Portugal must be chemically and nutritionally characterized for the benefit
of populations and for the wild macrofungi genetic conservation.

Herein, a chemical, nutritional and bioactive inventory of potentially interesting
species (and not yet characterized in literature) from different habitats (Castanea
sativa, Pinus sp., Quercus sp., fields and mixed stands) was performed.

The nutritional value was obtained after determination of moisture, proteins,
lipids, carbohydrates and ash. The determination of macronutrients included the
analysis of mono and oligosaccharides (sugars) and fatty acid by high performance
liquid chromatography coupled to refraction index detection (HPLC/RI) and by gas
chromatography coupled to flame ionization detection (GC/FID), respectively. The
analysis of micronutrients included the determination of tocopherols by HPLC-
fluorescence, and ascorbic acid and carotenoids by spectrophotometric techniques.
The analysis of non-nutrients involved the determination of total phenols and
flavonoids, which were further related to antioxidant properties, evaluated by free
radical scavenging activity, reducing power and lipid peroxidation inhibition.1

Besides macronutrients with a well-balanced proportion, the studied wild
mushrooms have also important micronutrients (tocopherols, ascorbic acid and
carotenoids) and non-nutrients (phenolics) with bioactive properties such as
antioxidant potential. Furthermore, being a source of important antioxidants the wild
species, mainly Suillus variegatus (Pinus sp. habitat), Boletus armeniacus (Castanea
sativa habitat), Clavariadelphus pistillaris (Quercus sp. habitat), Agaricus lutosus
(fields) and Bovista aestivalis (mixed stands), can be used in diet as nutraceuticals

and/or functional foods maintaining and promoting health, longevity and life quality.
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1. Introducao

1.1. Fungos

O estudo dos fungos (micologia), surgiu como um ramo da botanica. Estes
constituem um grupo de seres vivos que possuem uma grande variedade de formas e
tamanhos, podem ser organismos unicelulares (as leveduras) ou pluricelulares
filamentosos que se caracterizam por serem organismos nao-moveis, formados por
filamentos com crescimento apical denominados de hifas, por terem um ciclo de vida
com reproducdo sexuada e assexuada, usualmente a partir de um talo comum (talo
hapldide que resulta da meiose zigdtica) e ainda por possuirem nutricdo heterotroéfica,
alimentando-se de compostos organicos ja em decomposicdo ou vivos. A sua parede
celular é composta por quitina e glucanos (como alfa-glucanos) (Griffin, 1994;
Alexopoulos et al., 1996).

E usual dividir os fungos em dois grupos segundo a sua estrutura: os unicelulares e
os filamentosos. Estes Ultimos sdo os que existem na natureza em maior numero. Os
filamentos sdo estruturas tubulares chamadas hifas, que crescem apenas nas pontas
ou regides especializadas. Através de ramificacGes, e em algumas espécies, por meio
de anastomose ou fusdo de hifas, é formada uma rede desses filamentos a qual se da o

nome de micélio, Figura 1 (Chang e Miles, 2004).

Pileo Corpo-frutifero

T
v_L'-_._Q i Estrutura formadora de esporos

- Estipe

Substrato

Micélio

Figura 1. Estrutura de um cogumelo (Kalac, 2009).

Os cogumelos sdo a parte visivel de determinados fungos (Martins, 2004). Define-
se cogumelo ou carpdforo como um macrofungo com um corpo de frutificacao distinto
gue pode ser epigeo (acima do solo) ou hipdégeo (dentro do solo) e suficientemente

grande para ser visto a olho nu (Chang e Miles, 2004).
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A estrutura a que habitualmente se da o nome de cogumelo é na realidade 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 estd a desenvolver (Chang e
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 (Calonge, 1990). Apds um periodo de crescimento, e em
condicdes favoraveis, o micélio estabelecido produz a estrutura de frutificacao, a qual

chamamos de cogumelo, Figura 2 (Chang e Miles, 2004).

( ! farnetan |

|
¢
—

Figura 2. Crescimento do cogumelo (http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/fungos/reino-fungi-17.php ).

O tipo mais comum de cogumelo é em forma de guarda-chuva, com pileo e estipe,
e algumas espécies tém adicionalmente um anel, uma volva, ou ambos. Por baixo do
chapéu apresentam uma superficie de consisténcia mole, o himénio, (que pode
apresentar diferentes formas: laminas ou lamelas, tubos ou poros, pregas mais ou
menos definidas, superficies lisas, entre outras), onde se produzem os esporos
(Martins, 2004).

Contudo, esta estrutura nao se aplica a todas as espécies, alguns cogumelos sao
em forma de tacas flexiveis, outros sdo redondos como bolas de golfe, existem ainda
aqueles que se assemelham a uma orelha humana. Constatamos, entdo, que existe

uma incontavel variedade de formas (Chang e Miles, 2004).

Rumo quimico e inventario nutricional de cogumelos selvagens comestiveis em diferentes habitats [14]


http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/fungos/reino-fungi-17.php

iw !NSTITUTO POU;I’Y'CN_ICO DE BRAGANCA
SSC0NA SUpETIOr Agraria ~
MQSA E ; Introducao

1.1.2. Ecologia

Os fungos tém vindo a desenvolver uma adaptacdo a todos ou quase todos os
meios e possiveis formas de vida aquaticas e terrestres, podendo assim, viver sob a
neve, agua doce e salgada, em terra, nas areias escaldantes do deserto, em madeira,
em humus, em praias de areia, entre outro tipo de habitats (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 ingestdo de matéria organica, 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
organicas do ambiente, permitindo ao fungo absorver o alimento (web 1).

Tendo em conta o seu comportamento como decompositores, os fungos podem
ser saprofitas, parasitas ou ainda simbidticos dividindo-se estes ultimos em
micorrizicos (associacbes entre os fungos e raizes de certas plantas) e liquenes
(associagdes entre fungos e algas) (Martins, 2004).

Os fungos sapréfitas alimentam-se de matéria orgdnica morta ou em
decomposicao, sao os mais frequentes em determinados ecossistemas e intervém na
mineralizacdo de residuos para que possam tornar-se parte do himus. Estes fungos
contribuem para a degradacdo da matéria morta. Dependendo da Natureza da
substancia em que vivem e da qual se alimentam pela sua decomposi¢do, podem
dividir-se em: humicolas (vivem sobre restos de plantas em decomposi¢do, humus),
fimicolas (vivem sobre excrementos e por vezes necessitam de substratos em
fermentacdo e elevadas temperaturas para a sua frutificacdo), lenhicolas (vivem sobre
madeira morta, ramas, troncos), terricolas (vivem sobre terra sem vegetacdo e sem
humus, surgindo em taludes e bordaduras de caminhos), praticolas (vivem sobre a
erva), folicolas (vivem sobre as folhas) e pirdfilos (vivem sobre terrenos que foram
gueimados) (Rodriguez et al., 2008).

Os fungos parasitas sdao aqueles que colonizam animais, vegetais ou outros fungos,
aos quais provocam doengas, causando por vezes a sua morte (necrotréficos), vivendo

a custa destes (Rodriguez et al., 2008).

Rumo quimico e inventario nutricional de cogumelos selvagens comestiveis em diferentes habitats [15]


http://www.infoescola.com/plantas/clorofila/
http://educacao.uol.com.br/biologia/ult1698u89.jhtm

iw !NSTITUTO POU;I’Y'CN_ICO DE BRAGANCA
SSC0NA SUpETIOr Agraria ~
MQSA E ; Introducao

Por fim, nos fungos micorrizicos, o micélio no solo, alimenta-se pela decomposicao

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
é um tipo especifico de simbiose conhecida como micorriza ou simbiose micorrizica

(Rodriguez et al., 2008).

1.1.3. Classificacdo

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 semelhangas na morfologia geral e no
habitat em que se desenvolvem (Web 2). No entanto, em 1969 Robert Whittaker
propos a classificacdo em cinco reinos (reino animal, reino das plantas, reino dos
fungos, reino protista e reino monera) onde pela primeira vez os fungos aparecem
como um reino a parte (Carlile et al., 2001). Actualmente, a classificacdo de Cavallier
Smith (1999), retirou do Reino Fungi todos os oragnismos que possuerm celulose na
sua parede e, reestruturou a classificacdo dos seres vivos. O reino Fungi mantém-se
mas, com alteracgdes.

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

O filo Zigomycota consiste em duas classes, os Zigomycetes e os Trichomycetes. Os
zigomycetos consistem em fungos terrestres formados por hifas de paredes quitinosas,
alguns sdo parasitas mas na sua maioria sao saprofitas, vivendo no solo e alimentando-
se de matéria organica morta. Nao possuem esporos flagelados e na reproducao
sexuada produzem zigdsporos, ou seja, zigotos de parede espessa e resistente,
podendo sobreviver em mds condicdes ambientais (Web 3). Por outro lado, os
Trichomycetes sdo parasitas obrigatdrios que vivem no intestino de insectos e outros
artrépodes, sendo que, a grande variedade de hospedeiros sdo marinhos, terrestres e

de adgua doce. A relacdo que estes mantém com os seus hospedeiros é geralmente
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patogénica e, em alguns casos, mutualista, dependendo do desenvolvimento e

condicdes ambientais (Carlile et al., 2001 ; Alencar e tal., 2003).

O filo Chytridiomycota compreende cerca de 900 espécies conhecidas, sendo
divididas em cinco ordens. A maioria cresce em condi¢cGes aerdbias no solo, na lama ou
na agua e reproduzem-se por zodsporos com um unico flagelo posterior. Algumas sao
saprofitas utilizando celulose, quitina e queratina a partir de plantas em decomposicao
e detritos animais no solo ou lama. (Webster e Weber, 2007).

O Filo Blastocladiomycota caracteriza-se por serem fungos zoospéricos, que se
podem encontrar no solo e dgua doce e sdo na maioria detritivoros. Apresentam
reproducdo assexuada com zodsporo de um unico flagelo, e reproducdo sexuada
através da fusdo de planogametas (web 5; web 7)

Os fungos do filo Neocallimatigomycota sdo anaerdbicos e podem encontrar-se,
principalmente, no sistema digestivo dos grandes mamiferos herbivoros e
possivelmente em outros ambientes anaerdbios terrestres e aquaticos (web 6; web 7).

No filo Glomeromycota todos os fungos se reproduzem assexuadamente
formando Glomerosporos como estruturas reprodutivas. A maioria dos representantes
desse filo forma associacdo simbidtica obrigatdria com vegetais (Web 4).

O filo Ascomycota é de longe o maior grupo do reino dos fungos, incluido mais de
32.000 espécies de 3400 géneros, no entanto é assumido que a maioria estara ainda
por descobrir. A propriedade 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 mesmo, no entanto também sdo encontradas em 4gua doce e no mar
(Webster e Weber, 2007).

Para finalizar os fungos do filo Basidiomycota sdo 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
relagao ao trofismo, a maioria sao saprotréficos e estao envolvidos na decomposigao

da matéria seca e madeira, mas ha também agentes patogénicos das arvores, como o

Rumo quimico e inventario nutricional de cogumelos selvagens comestiveis em diferentes habitats [17]



iw !NSTITUTO POU;I’Y'CN_ICO DE BRAGANCA
SSC0NA SUpETIOr Agraria ~
MQSA E ; Introducao

fungo mel, Armillaria, que ataca numerosas espécies de arvores. No caso dos géneros

Amanita, Boletus (estudados neste trabalho) crescem num relacionamento
mutuamente simbidtico com as raizes das arvores (Webster e Weber, 2007). Todos os
fungos estudados neste trabalho pertencem a este filo, e as classes Basidiomycetae e
Agaricomycetae. Nos primeiros, o micélio deste fungo esta dentro do substrato e a
parte visivel é o corpo de frutificacdo (basidiocarpo) a qual se denomina de cogumelo.
Apdés a reproducdo sexuada, este grupo forma quatro esporos chamados
basidiésporos, sobre o basidio. Estes podem ser encontrados em troncos de arvores,
solos humidos, sobre plantas e outras matérias organicas (web 9).

No caso dos Agaricomycetae, caracterizam-se por serem talvez os maiores e mais
antigos organismos individuais da Terra. A maioria das espécies sao terrestres surgindo
numa grande variedade de ambientes onde a maioria funciona como decompositores,
especialmente de madeira. Porém, algumas espécies sdao patogénicas, parasitas e

ainda simbidticas (Web 8).

1.1.4. Valor alimentar dos cogumelos

Os cogumelos comestiveis sdao considerados um alimento de grande valor nutritivo,
e valor nutracéutico, no entanto nem todos possuem estas duas qualidades em
simultaneo. Podem ser considerados um alimento funcional (Zeisel, 1999).

A palatibilidade é uma das razdes pela qual os cogumelos sdo tdo apreciados,
sendo esta caracterizada pela cor, textura, sabor e gosto, tendo uma vasta gama de
sabores, texturas e odores. Outra das razdes é o seu valor nutricional que envolve a
analise da composicdo quimica e o estudo do perfil de aminodcidos, acidos gordos,
vitaminas, minerais e acidos nucleicos presentes (Chang e Miles, 2004). Através de
estudos constata-se que nutritivamente esta matriz alimentar tem duas vezes mais
proteinas que os vegetais frescos, é uma éptima fonte de fibra e minerais, é detentora
de um baixo teor em calorias e gordura, e especialmente, ndo possui colesterol.

Assim, desde muito cedo que os cogumelos sdo usados como nutracéuticos
para combater algumas enfermidades, sendo as mais conhecidas a ac¢do antibidtica e

antitumoral (Bononi et al., 1999).
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1.2. Nutrientes e nutracéuticos em cogumelos silvestres

Os macrofungos (cogumelos) representam um importante patrimonio cultural, isto
porque, sao usados desde tempos imemoriais como alimentos e medicamentos de
acordo com o conhecimento ecoldgico tradicional transmitido ao longo de geragdes,
tendo havido povos que os consideravam um “alimento divino”.

Na natureza existem cerca de 25 espécies utilizadas de forma generalizada na
alimentacdo (Bononi et al.,, 1999). No entanto, apesar da grande variabilidade
observada entre as suas espécies, os cogumelos representam uma interessante
parcela alimentar que pode contribuir para a formulacdo de uma dieta bem
equilibrada (Manzi et al., 1999).

Na industria alimentar os cogumelos tém sido avaliados como alimentos altamente
saborosos e nutricionais. Na Europa, os cogumelos silvestres sdo escolhidos para
consumo por ser uma boa fonte de proteina digestivel, glucidos, fibras e vitaminas
(Barros et al., 2007a; Heleno et al.,, 2009; Kala¢, 2009; Ouzouni et al., 2009). Os
macrofungos utilizados tradicionalmente na gastronomia sdo, principalmente, fungos
micorrizicos (possuem uma associacdo mutualista ndo patogénica entre fungos do solo
e as raizes da planta) em que, através da fotossintese a planta fornece energia e
carbono para a sobrevivéncia e multiplicacdo dos fungos, enquanto estes absorvem
nutrientes minerais e 4gua do solo, transferindo-os para as raizes da planta) associados
ecologicamente e economicamente a darvores importantes, como Castanea sativa
(Baptista et al., 2010), Pinus sp. (Martin-Pinto et al., 2006) e Quercus sp. (Garibay-Orijel
et al., 2009).

Os cogumelos sdo consumidos ndo sé pela sua palatibilidade mas também pelo seu
valor nutricional, sendo que a palatibilidade pode ser julgada pela cor, textura, gosto e
aroma, mas o valor nutricional requer um trabalho mais cientifico que envolve a
analise da composicdo quimica em macronutrientes como aminoacidos, acidos gordos
ou acucares e micronutrientes como vitaminas ou minerais.

Os nutracéuticos estdo presentes em matrizes alimentares e sdo usados com o
objectivo de melhorar a saude. Assim, um nutracéutico pode ser obtido a partir de

extracto, micélio ou corpo de frutificacdo de um cogumelo, podendo ser consumido na
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forma de capsulas ou comprimidos como suplemento alimentar e que tem potencial

aplicacdo terapéutica.

Como a Humanidade tem procurado constantemente novas substancias que
podem melhorar as funcdes bioldgicas e, assim, tornar as pessoas mais aptas e mais
saudaveis, os cogumelos tém sido alvo de inUmeros estudos. Estima-se que existam
cerca de 1800 espécies de cogumelos com potenciais atributos medicinais, no entanto,
apenas sdo conhecidas as propriedades medicinais de cerca de 700 espécies (Chang e
Miles, 2004).

Os macrofungos tém uma histdria de uso tradicional em terapias orientais, mas
também em praticas clinicas modernas. Estes acumulam uma variedade de
metabolitos bioactivos, como por exemplo, compostos fendlicos, policétidos, terpenos,
esterdides e polissacdridos, com propriedades imunomoduladores, cardiovasculares,
hepatoprotectoras, anti-fibréticas e anti-inflamatdrias, anti-diabéticas, anti-virais, anti-
microbianas e anti-tumorais (Lindequist et al., 2005; Poucheret et al, 2006; Zhang et
al., 2007; Ferreira et al., 2010).

Em areas como a industria alimentar e farmacéutica os cogumelos representam
um produto muito importante e valorizado, tendo sido em 2004, o valor econédmico
associado a recolha de cogumelos silvestres comestiveis de 2.000 milhdes de délares
(Boa, 2004). Assim, as suas caracteristicas quimicas e biolégicas atraem grande
interesse, uma vez que, podem ser biorreactores naturais para producdo de
compostos de interesse humano a usar em aplica¢des biotecnoldgicas.

Deste modo, o elevado interesse industrial mundial nesta matriz resultou num
aumento colossal do nimero de produtos que chegam ao mercado nos ultimos anos.
O efeito medicinal e os beneficios para a salde destes produtos ndo devem ser postos
em duvida, contudo, o maior problema associado aos suplementos dietéticos é a sua
grande variedade e actual falta de producdo e, ainda, protocolos de testes que sdo
necessarios para garantir a qualidade do produto. Durante as duas ultimas décadas
foram efectuadas pesquisas cujos resultados revelam que os cogumelos medicinais
tém muito a oferecer ao sistema de cuidados de saude para o ser humano no século

XXI. Nos casos em que os medicamentos modernos podem nao fornecer uma solugdo
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completa, a complementacdao com estes nutracéuticos pode aumentar o sucesso do

tratamento (Chang e Miles, 2004).

Assim, e na sequéncia do trabalho que o nosso grupo de investigacdao tem vindo a
realizar para demonstrar o potencial medicinal dos cogumelos (Barros et al., 20073;
Heleno et al., 2010; Vaz et al.,, 2010; Vaz et al.,, 2011), é importante realizar um

inventdrio quimico, nutricional e bioactivo dessas espécies.

1.2.1. Macronutrientes

Nos dias de hoje, as doencas relacionadas com a proteina animal tém levantado
enorme discussao em torno da questdo da alimentag¢ao levando os consumidores a
uma maior procura de produtos de origem vegetal que substituam a alimentacdo
tradicional, isto porque, o facto dos cogumelos serem extremamente nutritivos faz
com que possam ser comparados favoravelmente com carne, ovos e leite, fornecendo
ao organismo os componentes fundamentais para o seu crescimento e manutengao.
Nessa perspectiva, o consumo de cogumelos silvestres tem vindo a aumentar devido
ao seu elevado teor de proteinas. Alguns estudos indicam mesmo uma composi¢ao em
aminodcidos compardvel a encontrada nas fontes de proteina animal (Barros et al.,
2007a). Por outro lado, apesar da quantidade de proteina nos cogumelos ser inferior a
da maioria das carnes de animais, é bastante superior a de outros alimentos, incluindo
leite (Chang e Miles, 2004). Diversos autores descrevem os cogumelos como fontes de
aminodacidos essenciais incluindo cisteina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano e valina. A leucina e a valina (Figura 3) sdo os aminodcidos
essenciais mais abundantes, enquanto que a fenilalanina e o triptofano aparecem em
qguantidades reduzidas. Existe também a presenca de aminodcidos nao-essenciais,
incluindo acido aspartico, acido glutamico, alanina, arginina, asparagina, glicina,
glutamina, prolina, serina e tirosina. De entre estes, a glutamina, o acido glutamico e o
acido aspartico sdo, muitas vezes, os maioritarios (Léon-Guzman et al., 1997; Longvah
e Deosthale, 1998; Diez et al., 2001; Mdachi et al., 2004; Ribeiro et al., 2008; Kalac,
2009; Ouzouni et al., 2009). A andlise foi efectuada por diferentes técnicas incluindo
cromatografia de troca idnica acoplada a um analisador automdtico (Longvah e

Deosthale, 1998), reaccdo com ninidrina em analisador automatico (Ouzouni et al.,
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2009), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) (Léon-

Guzman et al., 1997), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detec¢do UV-

vis (Ribeiro et al., 2008) e HPLC-fluorescéncia (Mdachi et al., 2004).
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Figura 3. Estrutura quimica dos aminodacidos mais abundantes em cogumelos silvestres.

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, nucleétidos, coenzimas de nucledtidos, aminas
fisiologicamente activas (neurotransmissores). Uma deficiéncia na producdo de
aminodcidos ndo-essenciais ou na ingestdo de aminoacidos pode conduzir, directa ou

indirectamente, a danos na Saude, nomeadamente comprometendo a biossintese de
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neurotransmissores, respostas alérgicas e algumas fung¢des sanguineas (Voet et al.,

2004).

Ao contrdrio das proteinas, os lipidos apresentam-se em baixas quantidades nos
cogumelos, conferindo assim um cardcter mais sauddvel a este tipo de alimento.
Segundo estudos efectuados anteriormente, alguns dos lipidos encontrados em
cogumelos incluem dacidos gordos livres, lipidos complexos de reserva tais como
acilglicerdis (mono-, di- e triglicéridos), lipidos complexos com funcdo estrutural tais
como fosfolipidos (maioritariamente fosfatidilcolina; Figura 4) e lipidos simples como

os esterdides (Mattila et al., 2002; Kala¢, 2009).
(HQ_C)_CO(CH2)14CH3

+

HT—O—CO(C'Hz)?CH=('HCHQCH=C'H(C'H2}4C'H3
H,C—O0—PO; OCH,CH,N(CH;);

Figura 4. Estrutura quimica de uma fosfatidilcolina (lecitina).

Os acidos gordos insaturados sao 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 acidos linoleico e linolénico (dois acidos
gordos de cadeia longa) sdo fundamentais para a dieta humana denominando-se de
acidos gordos essenciais, sendo que, a falta destes na dieta ou um metabolismo
ineficiente tém sido implicados na etiologia e progressao de varias doencas (Chang e
Miles, 2004). Do ponto de vista nutricional, importa realcar os acidos gordos. Os mais
abundantes em cogumelos silvestres sdo os acidos linoleico, oleico e palmitico (Figura
5). Os acidos linoleico e oleico sdo comuns em organismos eucariotas, nomeadamente
fungos, sendo raros em bactérias. O acido palmitico € comum em vdrios tipos de
organismos (Karlinski et al., 2007). O 4cido linoleico é 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 araquiddnico e da biossintese de prostaglandinas,
compostos de funcdo analoga a das hormonas e que, em quantidades pequenas ou

mesmo vestigiais, exercem efeitos determinantes em vdrias actividades fisioldgicas,
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sanguinea e artrite (Lehninger et al., 2008; Ribeiro et al., 2009). O 4acido linoleico é
também precursor do oct-1-en-3-ol, conhecido como “alcool dos fungos”, o principal
componente aromdtico na maioria dos fungos e que contribui para o sabor dos
cogumelos (Maga, 1981).

Assim, o facto dos cogumelos terem uma alta propor¢dao de acidos gordos
insaturados em relacdo aos saturados, e uma alta percentagem de dacido linoleico,
valoriza o seu consumo numa perspectiva de alimento saudavel (Chang e Miles, 2004).
No entanto, é de salientar que a composicdo de acidos gordos nos cogumelos é

variavel de acordo com a espécie (Yilmaz, 2006).
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Figura 5. Estrutura quimica do acido palmitico (16:0), acido oleico (18:1 Ag) e acido linoleico

(18:24%%).
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Outros macronutrientes presentes nos cogumelos s3o os glucidos.

Recentemente, verifica-se um elevado interesse em caracterizar os componentes dos
polissacaridos solUveis em agua, obtidos a partir dos corpos de frutificagdo de
cogumelos, devido a sua capacidade de inibir o crescimento de tumores (Chang e
Miles, 2004). De acordo com varios trabalhos de investigacdo, o manitol e a trealose
(Figura 6) sdo, respectivamente, o derivado de aglcar e o agucar 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 e Kalac, 2009).

OH OH CH,OH

OH

Figura 6. Estrutura quimica do D-Manitol e da Trealose.

OH

OH
OH

CH,OH

Os alcoois derivados de agucares, nomeadamente o manitol, garantem o suporte e
expansdo do corpo frutifero dos cogumelos (Barros et al., 2008b). Realmente, os
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 acUcares sdo apenas uma pequena parte do conteudo total
de glucidos, isto porque, os cogumelos silvestres sao ricos em polissacdridos tais como
glicogénio (polissacarido de reserva nos cogumelos), B-glucanos e quitina (polimeros

estruturais) (Kalac, 2009).

1.2.2. Micronutrientes

Os micronutrientes, embora sejam consumidos em menores quantidades,
também sdo importantes para uma alimentacdo equilibrada e saudavel. As vitaminas
podem ser consideradas como substancias de natureza organica indispensaveis para o

crescimento e manutencdo da saude do homem. N3do tém acg¢do energética ou plastica
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e actuam em doses muito reduzidas, na ordem do miligrama. No que diz respeito aos

minerais € importante salientar que desempenham funcdes especificas e
indispensaveis, estando a sua importancia relacionada com a sua interven¢ao como
agentes plasticos na formacdao e manutencdo do esqueleto e sobretudo como agentes
protectores na regulagdao do metabolismo de utilizagdo (Ferreira, 1983).

Os cogumelos constituem uma boa fonte de minerais. Os minerais presentes no
substrato sdo adquiridos pelo crescimento de micélio e transferidos para o esporéforo.
O mineral que esta presente em maior quantidade é o Potassio (K), seguido do Fdsforo
(P), Sédio (Na), Calcio (Ca) e Magnésio (Mg), sendo estes considerados os principais
constituintes minerais. O cobre (Cu), o zinco (Zn), o ferro (Fe), o manganésio (Mn), e,
por fim o Cadmio (Cd) representam os elementos minerais patentes em menor
guantidade. Tendo em conta estudos anteriormente realizados, calcula-se que a
concentracdo dos cinco elementos mais abundantes seja cerca de 56 a 70% do total
dos componentes. O potdssio (K) é particularmente abundante e responsdvel por 45%
do total de cinzas (Chang e Miles, 2004).

O uso de suplementos vitaminicos e minerais é cada vez mais procurado, sendo
que, varios tipos de suplementos sao produzidos para criangas, adolescentes, adultos e
mulheres grdvidas (Kim et al.,, 2001). Com o objectivo de consumir este tipo de
nutrientes numa forma natural, os corpos frutiferos dos macrofungos (cogumelos) sdo
uma opgao extremamente viavel, tal como é demonstrado neste estudo.

Os cogumelos comestiveis tém sido descritos como uma boa fonte de varias
vitaminas, incluindo a tiamina (vitamina B4), riboflavina (vitamina B,), niacina, biotina e
acido ascérbico (Chang e Miles, 2004).

O 4cido ascorbico, ou como é chamado vulgarmente, vitamina C é um
micronutriente abundante nos cogumelos (Yi et al., 2009), sendo uma y-lactona com
um grupo enodiol nos carbonos 2 e 3 como estd representado na Figura 7 (Lehninger
et al., 2008). Esta vitamina tem sido considerada por alguns cientistas como uma
"universal panacea” devido as suas caracteristicas bioquimicas e fung¢des gerais
farmacoldgicas, podendo prevenir a ocorréncia e desenvolvimento de algumas
doencas crénicas, assim como, doencas cardiovasculares, cancro e catarata, actuando

como um antioxidante muito eficaz que pode proteger as moléculas indispensaveis
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para o organismo dos danos causados pelos radicais livres e espécies reactivas de

oxigénio (Yi et al., 2009).

HO

HO oH

Figura 7. Estrutura quimica do acido L-ascérbico.

Outra vitamina de grande relevancia na composicdo nutricional dos cogumelos é a
Vitamina E. Esta é uma vitamina lipossoluvel com actividade antioxidante altamente
eficaz que quebra a cadeia que protege as membranas celulares contra danos
oxidativos (Lo Fiego et al., 2004) e intervém também na actividade anti-tumoral
(Mitchel e McCann, 2003). A vitamina E é um termo usado frequentemente para
designar uma familia de compostos quimicamente relacionados, ou seja, tocoferdis e
tocotriendis. Em estudos anteriores o a-tocoferol foi considerado a forma mais activa
da vitamina E em humanos, tendo sido demonstrado que apresentam uma grande
actividade bioldgica, no entanto, estudos mais recentes tém incidido noutras
isoformas da vitamina E em relacdo aos beneficios para a saude. Devido ao seu papel
como captador de radicais livres, a vitamina E também intervém no que diz respeito a
proteccdo do nosso corpo contra anomalias degenerativas, principalmente, cancro e
doencas cardiovasculares (Fang et al., 2002). Nos cogumelos foram apenas detectados
tocoferdis (Figura 8), antioxidantes naturais muito importantes nos alimentos,
especialmente naqueles que sdo ricos em acidos gordos polinsaturados.

A eficacia desta vitamina como um antioxidante, ndo depende apenas da sua
reactividade em relacdo a radicais prejudiciais, mas também da natureza
relativamente estavel do seu radical devido a deslocalizacdo do electrao

desemparelhado sobre o anel cromanol (Kagan et al., 2003).
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R=R=Me u-tocoferol
R'= Me, R*=H p-tacoferol
R'=H, R>=Me y-tocoferol
R'=R’=H d-tocoferol

Figura 8 . Estrutura quimica de tocoferdis.

Assim, as Vitaminas C e E sdo os principais antioxidantes naturais que estao
presentes nos alimentos.

Existem interaccGes cooperativas entre estas duas vitaminas que actuam
sinergeticamente na interface membrana-citosol para regenerar a forma de vitamina E
oxidada ligada a membrana (Chew, 1995; Nagaoka et al., 2007). Como antioxidante
lipofilico, a vitamina E (tocoferdis) pode interagir com componentes lipidicos das
membranas celulares ou com lipoproteinas de baixa densidade, protegendo-os de
danos oxidativos. Dessa interac¢do, resulta uma oxidacdao dos tocoferdis que sao
transformados em radicais tocoferoxilo reactivos que, por sua vez, podem reagir com
lipidos insaturados (TO" + LH - TOH + L") ou hidroperéxidos lipidicos (TO" + LOOH >
TOH + LOO"), iniciando a oxidac3o lipidica (efeito pré-oxidante). Para evitar este efeito,
a vitamina E oxidada pode ser novamente reduzida a sua forma antioxidante por
substancias redutoras em fase aquosa como o acido ascérbico. O acido ascérbico (ido
ascorbato, AsH’) reage rapidamente com o radical tocoferoxilo formando o radical
ascorbato (semidesidroascorbato) que regenera o ido ascorbato numa reacgdo
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 interac¢des entre estes

antioxidantes sdo muito importantes na proteccdo das células, uma vez que a
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concentragdo individual de cada antioxidante pode nao ser suficiente para proteger

efectivamente as células da peroxidacao lipidica (Chew, 1995).

A molécula de B-caroteno é um carotendide pertencente a classe dos terpenos
(lipidos simples). Apresenta uma estrutura poliisoprénica com uma longa cadeia de
ligagcdes duplas conjugadas responsavel pela sua reactividade quimica e propriedades
de absor¢do de luz. Em cada extremidade, a molécula apresenta um ciclo-hexeno
substituido (Lehninger et al., 2008) como esta representado na Figura 9.

Os carotendides actuam como antioxidantes interrompendo reac¢des em cadeia em
ambiente lipidico. A presenca de varias ligacbes duplas torna os carotendides
susceptiveis ao ataque dos radicais peroxilo (LOO®), originando produtos inactivos
(Chew, 1995). E também relevante referir o facto dos carotendides parecerem exercer
efeitos benéficos na prevencdo de doengas nomeadamente cancro, doencas

cardiovasculares e osteoporose (Rao e Rao, 2007).

Figura 9. Estrutura quimica do B-caroteno.

1.2.3. Ndo-nutrientes

Os macrofungos (cogumelos) sdo fontes ricas em compostos antioxidantes tais
como o0s ndo-nutrientes compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavondides) e os
micronutrientes tocoferdis e carotendides ja referidos anteriormente (Ferreira et al.,
2009).

Entre as substdncias biologicamente activas presentes nos cogumelos, os
compostos fendlicos tém atraido muita atencdo devido as suas propriedades como
excelentes antioxidantes, anti-inflamatérios ou anti-tumorais (Palacios et al., 2011).
Estes sdo compostos aromaticos hidroxilados, detendo um ou mais anéis aromaticos,
com um ou mais grupos hidroxilo. Incluem um grande nimero de subclasses, tais

como flavondides, acidos fendlicos (derivados do acido hidroxibenzdico e do acido
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hidroxicinamico), estilbenos, lignanas, taninos e polifendis oxidados, exibindo uma

grande diversidade de estruturas. Assim, os compostos fendlicos podem actuar como
captadores de radicais livres, quelantes de metais ou reguladores de enzimas (Palacios
et al., 2011).

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

(i) atomos de hidrogénio (exemplificada para o processo de peroxidacao 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 reac¢des em cadeia
(Wright et al., 2001).

(ii) electrdao (exemplificada para o processo de peroxidacgao lipidica):

LOO® + ArOH - LOO + ArOH"
ArOH" + H,0 <> ArO” + H;0"
LOO + H30" ¢> LOOH + H,0

A equacdo global deste processo é idéntica a apresentada no mecanismo anterior
(Wright et al., 2001).

A entalpia de dissociacdo da ligacdo ArO-H (mecanismo i) e o potencial de
ionizacdo de ArOH" (mecanismo ii) s30 determinantes para a actividade antioxidante.
Grupos dadores de electrées no anel benzénico diminuem, normalmente, estes
parametros (Wright et al., 2001). Efectivamente, as substituicdes na estrutura da
molécula influenciam a sua capacidade de participar no controlo das reaccGes em
cadeia e formar radicais ArO" (fenoxilo) mais estabilizados, nomeadamente pelo
aumento da deslocalizacdo electrénica ou pela formacdo de ligacGes de hidrogénio
intramoleculares (Cuvelier et al., 1992).

Os flavondides constituem o sub-grupo mais comum e amplamente distribuido na
Natureza (Bravo, 1998). No entanto, ha vérios estudos que mencionam os acidos
fendlicos como os principais compostos fendlicos em fungos, especialmente em
cogumelos (Ferreira et al., 2009). Os compostos fendlicos tém efeitos especificos na

saude, embora sejam compostos ndo nutritivos (Vaz et al., 2011).
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A actividade antioxidante de extractos ricos em compostos fendlicos é geralmente

correlacionada com o teor de fendis totais, quantificados através do ensaio de Folin-
Ciocalteau (Paldcios et al.,, 2011). Nos ultimos anos tem sido observada a expansdo
constante do sector de cogumelos no que se refere as suas propriedades medicinais
(Chang e Miles, 2004).

Tém sido procuradas potenciais fontes de antioxidantes naturais em diferentes
tipos de materiais vegetais, como legumes, frutas, folhas, sementes oleaginosas,
cereais, cascas de arvore, raizes, entre outros (Sultana et al., 2007).

Estudos efectuados indicam que alguns cogumelos comestiveis sdo valiosas fontes
de compostos biologicamente activos com potencial para proteger o DNA celular
contra danos oxidativos. Tais compostos protectores possuem valor comercial como
suplementos alimentares, para compensar efeitos bioldgicos adversos associados a
doenca cardiaca coronariana, cancro e doencgas neurodegenerativas. Estes também
podem facilitar o desenvolvimento de tratamentos para a reparacao de danos no DNA
celular que ocorre durante certos processos de quimioterapia e radioterapia (Chang e
Miles, 2004).

Os compostos bioactivos purificados que derivam de cogumelos medicinais sdo
uma fonte potencialmente importante de novos antioxidantes naturais que
influenciam positivamente doencas relacionadas como stresse oxidativo, tal como o
cancro (Moradali et al., 2005; Zaidman et al., 2005; Valko et al., 2007; Ferreira et al.,
2009).

Deste modo, é de maxima relevancia encontrar antioxidantes naturais para
utilizacdo na alimentacdo com o objectivo de retardar a oxidacdo lipidica ou em
aplicacoes farmacéuticas para doencgas crénicas relacionadas com a producdo de

radicais livres (Prior, 2003).
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1.3. Objectivos

O enorme “reservatério” de cogumelos do Nordeste de Portugal deve ser quimica
e nutricionalmente caracterizado com vista a aplicagGes de praticas sustentdveis em
sistemas biotecnoldgicos e industrias para o beneficio das populag¢des, contribuindo
para a conservagao genética de macrofungos silvestres.

No presente trabalho aborda-se a composicdo nutricional de cogumelos silvestres,
Nno que concerne aos seus macronutrientes, micronutrientes e nao-nutrientes. Deste
modo, foi realizado um inventario quimico, nutricional e bioactivo de espécies
potencialmente interessantes (e ainda ndo caracterizadas na literatura) de diferentes
habitats (Castanea sativa, Pinus sp., Quercus sp., prados e povoamentos mistos) do
Nordeste de Portugal.

Foram estudadas as seguintes espécies de cogumelos: Boletus armeniacus,
Clitocybe gibba, Hygrophorus chrysodon, Lycoperdon umbrinum, Suillus variegates,
Boletus impolitus, Clavariadelphus pistillaris, Ramaria aurea, Agaricus campestris,
Agaricus comtulus, Agaricus lutosus, Leucoagaricus leucothites, Amanita umbrinolutea,
Bovista aestivalis, Bovista nigrescens, Chlorophyllum rhacodes, Clavariadelphus
truncatus, Clitocybe costata, Cortinarius praestans, Flammulina velutipes.

O valor nutricional foi obtido apds determinag¢ao do teor de humidade, proteinas,
lipidos, glucidos e cinzas. A determinagdao de macronutrientes incluiu a analise de
mono e oligossacaridos (aglcares) e acidos gordos por HPLC/RI e GC/FID,
respectivamente.

A analise de micronutrientes incluiu a determinacdo de tocoferdis por HPLC-
fluorescéncia, acido ascérbico e carotendides por técnicas espectrofotométricas.

A analise de ndo-nutrientes englobou a determinacdo de fendis e flavondides
totais.

As propriedades antioxidantes foram também estudadas através do efeito

captador de radicais livres, poder redutor e inibicdo da peroxidacdo lipidica.
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2. Material e métodos

2.1. Amostras

As vinte espécies de cogumelos comestiveis silvestres (Boletus armeniacus,
Clitocybe gibba, Hygrophorus chrysodon, Lycoperdon umbrinum, Suillus variegatus,
Boletus impolitus, Clavariadelphus pistillaris, Ramaria aurea, Agaricus campestris,
Agaricus comtulus, Agaricus lutosus, Leucoagaricus leucothites, Amanita umbrinolutea,
Bovista aestivalis, Bovista nigrescens, Chlorophyllum rhacodes, Clavariadelphus
truncatus, Clitocybe costata, Cortinarius praestans, Flammulina velutipes) foram
colhidas em Braganca (Nordeste de Portugal) especificamente para a realizacdo deste
trabalho.

A escolha das amostras para andlise foi feita tendo em conta determinados
parametros de maxima relevancia para este trabalho, tal como o habitat, tendo sido
feita a colheita em povoamentos de Castanea sativa, Pinus sp., Quercus sp., prados e
povoamentos mistos. Todos os cogumelos foram colhidos nos meses de Qutubro e
Novembro de 2010.

As informacdes sobre as mesmas sdo apresentadas na Tabela 1, onde se podera ter
informacgao sobre a identificacdao taxondmica, sendo esta efectuada, de acordo com
varios autores (Benguria, 1985; Phillips, 1988; Galli, 2001; Frade & Alfonso, 2005;
Moreno, 2005).

Exemplares representativos foram depositados no herbario da Escola Superior
Agraria do Instituto Politécnico de Braganca. Todas as espécies foram liofilizadas (Ly-8-
FM-ULE, Snijders, Holanda), reduzidas a p6 (20 mesh) e mantidas a -20°C até posterior

analise.
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Tabela 1. Informacao sobre as espécies de cogumelos comestiveis analisados.

Espécie Reino Divisao Classe Ordem Familia Género Referéncia Ecologia Data de colheita
Agaricus campestris Fungi  Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae Agaricus (L.) Saprofita Outubro 2010
Agaricus comtulus Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Agaricaceae Agaricus (Fr.) Saprofita Outubro 2010
Agaricus lutosus Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Curculionoidea Agaricus f\;.;iel\:l¢|ler) F-H. Saprofita Novembro 2010
Amanita umbrinolutea Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Amanitaceae Amanita S;;riil:x Gillet) Micorrizico QOutubro 2010
Boletus armeniacus Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Boletales Boletaceae Boletus (Quél.) Micorrizico Novembro 2010
Boletus impolitus Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Boletales Boletaceae Boletus (Fr.) Micorrizico Novembro 2010
Bovista aestivalis Fungi  Basidiomycota Agaricomycetes Lycoperdales Lycoperdaceae Bovista (Bonord.) Demoulin  Saprofita Novembro 2010
Bovista nigrescens Fungi  Basidiomycota Agaricomycetes Lycoperdales Lycoperdaceae Bovista (Pers.) Saprofita Novembro 2010
Chlorophyllum rhacodes Fungi  Basidiomycota Agaricomycetes  Agaricales Agaricaceae Clorophylum (Vittad.) Saprofita Outubro 2010
Clavariadelphus pistillaris Fungi  Basidiomycota Agaricomycetes Gomphales Clavariadelphaceae Clavariadelphus (L.) Donk Micorrizico Outubro2010
Clavariadelphus truncatus Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Gomphales Gomphaceae Clavariadelphus (Quél.) Donk Micorrizico Novembro 2010
Clitocybe costata Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Tricholomataceae Clitocybe (F:(oumhzger: ?L Saprofita Outubro 2010
Clitocybe gibba Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Tricholomataceae Clitocybe (Pers.) Saprofta Novembro 2009
Cortinarius praestans Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Cortinariaceae Cortinarius (Cordier) Micorrizico Outubro 2010
Flammulina velutipes Fungi  Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Phisalacriaceae Flammulina (Curt.: Fries) Singer  Saprofita Novembro 2010
Hygrophorus chrysodon Fungi  Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Hygrophoraceae Hygrophorus (Batsch) Fr. Saprofita Novembro 2010
Leucoagaricus leucothites Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Agaricaceae Leucoagaricus (Vittadini) Wasser Saprofita Outubro 2010
Lycoperdon umbrinum Fungi  Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Agaricaceae Lycoperdon (Pers.) Saprofita Outubro 2010
Ramaria aurea Fungi  Basidiomycota Basidiomycetes Phallales Gomphaceae Ramaria (Schaeff.) Qu Micorrizico Novembro 2010
Suillus variegatus Fungi  Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Suillaceae Suillus (Sw.) Kuntze Micorrizico Outubro 2010
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2.2. Padroes e reagentes

Os solventes Acetonitrilo 99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99,8%, grau
HPLC, foram fornecidos pela Fisher Scientific (Lisboa, Portugal). A mistura padrao 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 acidos gordos,
o acido L-ascdrbico, os tocoferdis (a-, B-, y-, e 6-isoformas), os agucares (D(-)-frutose,
D(-)-manitol, D(+)-rafinose penta-hidratada e D(+)-trealose), o trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), o acido galico e a (+)-catequina. 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

purificagdo de agua Milli-Q (TGI Pure Water Systems, EUA).

2.3. Determinagao de macronutrientes

2.3.1. Avaliacdo do valor nutricional

As amostras foram analisadas quanto a composicdo quimica (humidade, proteinas,
lipidos, glucidos e cinzas) utilizando, para tal, os procedimentos AOAC (AOAC, 1995).

O teor de proteina (N x 4,38) das amostras foi estimado pelo método macro-
Kjeldahl; Os lipidos foram determinados pela extrac¢do de uma massa conhecida da
amostra liofilizada com éter de petréleo, usando um aparelho de Soxhlet; O teor de
cinzas foi determinado por incineracdo a 600 + 15°C. Os glucidos foram calculados por
diferenca e a energia total foi determinada de acordo com a seguinte equacao: Energia

(kcal) = 4 x (g proteinas + glucidos g) + 9 x (g lipidos).
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2.3.2. Determinacdo de acucares livres

Foi adicionado 1 ml do padrdo interno PI (rafinose, 25 mg/ml) a amostra liofilizada
(1 g) e extraiu-se com 40 ml de etanol 80% a 80 °C durante 1 h e 30. Posteriormente,
procedeu-se a filtracdo e evaporacdo do etanol (evaporador rotativo Biichi R-210). O
sobrenadante foi lavado 3 vezes sucessivas com 10 ml de éter etilico. Apods
concentragdo a 40 °C o residuo solido foi dissolvido em agua num volume final de 5 ml,
filtrado através de um filtro de 0,22 um, seguidamente transferido para um frasco
ambar e analisado. O volume de amostra injectado foi de 10 pl.

Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detector de indice de refraccdo (HPLC-RI), de acordo com o
procedimento implementado pelo nosso grupo de investigacdo (Heleno et al., 2009). O
equipamento era um sistema integrado com uma bomba (Knauer, Smartline 1000),
sistema desgaseificador (Smartline manager 5000), amostrador automatico (AS-2057
Jasco) e um detector de Rl (Knauer, Smartline 2300). Os dados foram analisados
usando Clarity 2.4 Software (DataApex). A separacdo cromatogréfica foi conseguida
com uma coluna NH2 Eurospher 100-5 (4,6 x 250 mm, 5 mm, Knauer) operando a 30°C
(forno Grace 7971). A fase movel foi agua desionizada/acetonitrilo, 70:30 (v/v) com um
fluxo de 1 ml/min.

Os compostos foram identificados por comparacdo cromatografica com padrdes e
a quantificacao foi realizada usando o método do padrao interno. Os resultados foram

expressos em g por 100 g de massa seca (dw).

2.3.3. Determinacdo de acidos gordos

Os acidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com deteccao
de ionizacdo de chama (GC-FID)/coluna capilar, de acordo com o procedimento
implementado pelo nosso grupo de investigacdo (Heleno et al., 2009).

A massa obtida por extracgao em Soxhlet foi misturada com 5 ml de metanol:
acido sulfurico: tolueno 2:1:1 (v/v/v), durante pelo menos 12 h, num banho a 50 °C a

160 rpm; de seguida, adicionaram-se 3 ml de agua desionizada, para obter a separagao
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das fases. A FAME foi recuperada com 3 ml de éter etilico em agitagdo no vortex; fez-

se passar o sobrenadante através de uma microcoluna de sulfato de sédio anidro, a fim
de eliminar a agua; recuperou-se a amostra para um frasco com teflon e filtrou-se com
um filtro de nylon 0,2 um Milipore. O perfil de acidos gordos foi obtido num GC (DANI
1000) equipado com um injector split/splitless, detector de ionizagdo de chama (FID) e
uma coluna Macherey Nagel (30 m x 0.32 mm x 0.25 pum). 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
9C/min até 180 °C, 3 °C/min até 200 °C, 20 °C/min até 220 °C que foi mantida por 15
min. O gdas de transporte (hidrogénio) tinha um caudal de 4,0 ml/min (0,61 bar),
medido a 50 °C. A injeccdo split (1:40) foi realizada a 250 °C. Para cada andlise,
injectou-se 0,1 ul da amostra. A identificacdo de acidos gordos foi feita com base nos
tempos de retencao relativos dos picos da FAME e das amostras. Os resultados foram
processados usando o software CSW 1.7 (DataApex 1.7) e expressos em percentagem

relativa de cada acido gordo.

2.4. Determinagdo de micronutrientes

2.4.1. Determinacdo de tocoferdis

Foram adicionados as amostras liofilizadas, antes de proceder a extraccdo, uma
solucdo de BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol) em hexano (10 mg/ml; 100 pl) e o
padrdo interno (PI) de tocol em hexano (2,0 pug/ml; 250 ul). As amostras, cuja massa
aproximada foi de 500 mg, foram homogeneizadas com 4 ml de metanol num vértex
durante 1 minuto. Posteriormente, adicionaram-se 4 ml de hexano e homogeneizou-se
novamente no voértex durante 1 min. Seguidamente, adicionaram-se 2ml de uma
solucdo de NaCl, homogeneizando-se a mistura durante 1 min, centrifugou-se
(centrifuga refrigerada Centurion K240R- 2003, 5 min, 4000g) e o sobrenadante foi
transferido para um frasco, tendo a amostra sido extraida mais duas vezes com

hexano. Os extractos foram levados a secura utilizando uma corrente de azoto,
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dissolvidos em 1ml de hexano, desidratados com sulfato de sddio anidro, filtrados

através de um filtro (0,22 um), transferidos para frascos ambar e analisados no HPLC.
O teor de tocoferdis foi determinado seguindo um procedimento
implementado pelo nosso grupo de investigacdo (Heleno et al., 2010). A analise foi
realizada no sistema de HPLC descrito anteriormente, conectado a um detector de
fluorescéncia (FP-2020; Jasco), programado para excitagdo a 290 nm e emissao a 330
nm. A separag¢ao cromatografica foi feita com uma coluna de poliamida Il (250 x 4,6
mm) de fase normal (YMC Waters, Japdo) a 30 °C. A fase mdvel utilizada foi uma
mistura de n-hexano e acetato de etilo (70:30, v/v) com um fluxo de 1 ml/min. O
volume de amostra injectado foi de 20 pl.
Os compostos foram identificados por comparacdo cromatografica com padrdes e
a quantificacdo foi baseada na resposta do sinal de fluorescéncia, usando o método do

padrdo interno. Os resultados foram expressos em pg por 100 g de massa seca (dw).

2.4.2. Determinacdo do teor de acido ascorbico

O acido ascérbico foi determinado através de um procedimento implementado
pelo nosso grupo de investigacdo (Grangeia et al., 2011) A amostra liofilizada (150 mg)
foi extraida com dacido metafosférico (1%, 5 ml) durante 20 min a temperatura
ambiente e filtrada através de um papel de filtro Whatman n.2 4. O filtrado (0,5 ml) foi
misturado com 2,6-dicloro-indofenol (4,5 ml) e, apds 15 min, mediu-se a absorvancia a
515 nm (Espectrofotémetro Analytiklena). O teor de acido ascoérbico foi calculado com
base na curva de calibracdo de acido L-ascérbico (6x103-0.1 mg/ml), e os resultados

foram expressos em mg de 4cido ascdrbico por 100 g de massa seca (dw).

2.4.3. Determinacdo do teor de carotendides

O PB-caroteno e o licopeno foram determinados seguindo um procedimento
implementado pelo nosso grupo de investigacdo (Grangeia et al., 2011). A amostra

liofilizada (150 mg) foi extraida com 5 ml de acetona-hexano (4:6) durante 1 min e
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filtrada através de papel de filtro Whatman n.2 4. A absorvancia do filtrado foi medida

a 453, 505, 645 e 663 nm.

A quantidade dos mesmos foi calculada de acordo com as seguintes equagdes: [-caroteno
(mg/100 ml) = 0.216 x Aggz — 1.220 X Agss - 0.304 x Asgs + 0.452 x Ayss; Licopeno (mg/100 ml) =
— 0.0458 X Aggz + 0.204 x Agys - 0.304 x Asps + 0.452 x Ayss, e convertida em mg por 100 g de

massa seca (dw).

2.5. Determinagado de nao-nutrientes e avaliagdo das propriedades

antioxidantes

2.5.1. Extraccdo das amostras

As amostras (1,5 g de massa seca) foram extraidas com 50 ml de metanol a 25 °C,
150 rpm, durante 1 h e filtradas através de papel Whatman n 24. O residuo foi entao
re-extraido com mais 50 ml de metanol. Os extractos metandlicos foram combinados e
evaporados a 35 °C sob pressao reduzida, re-dissolvidos em metanol numa
concentra¢do final de 50 mg/ml e armazenados a 4 °C. Posteriormente, foram
preparadas varias concentra¢des dos extractos metandlicos a partir da solu¢ado inicial

(50mg/ml): 20, 10, 15, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 e 0.15625 mg/m!.

2.5.2. Determinacdo do teor de fendis

Os fendis totais foram determinados pelo ensaio de Folin-Ciocalteu de acordo com
Wolf et al., 2003. A solucdo de extracto (0,5 ml) foi misturada com Folin-Ciocalteu (2,5
ml, previamente diluido com agua 1:10, v/v) e carbonato de sddio (75 g/l, 2 ml). Os
tubos foram agitados no vértex durante 15 seg e deixou-se repousar por 30 min a 40
°C para o desenvolvimento de cor. A absorbéancia foi medida a 765 nm. Utilizou-se
acido gélico para obter curva padrdo (9.4x10> — 0.15 mg/ml) e os resultados foram

expressos em mg equivalentes de acido galico (GAE) por g de extracto.
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2.5.3. Determinacdo do teor de flavondides

Para a quantificacdo de flavondides, o extracto da amostra (2,5 mg/ml ou 5 mg/ml;
0,5 ml) foi misturado com agua destilada (2 ml) e com solucdo de NaNO, (5%, 0,15 ml).
Apds 6 min, adicionou-se a solugao de AICl; (10%, 0,15 ml) e deixou-se repousar por
mais 6 minutos. Posteriormente, adicionou-se solucdo de NaOH (4%, 2 ml) e dgua
destilada até um volume final de 5 ml. A mistura foi devidamente agitada e deixada em
repouso durante 15 min (Jia et al., 1999). A intensidade da cor rosa foi avaliada por
determinacdo da absorvancia de 510 nm. Utilizou-se (+)-catequina para calcular a
curva padrio (1.5x10%1.0 mM) e os resultados foram expressos em mg de

equivalentes de (+)-catequina (CE) por grama de extracto.

2.5.4. Avaliacdo da actividade captadora de radicais DPPH

Esta metodologia foi realizada num Leitor de microplacas (Bio-Tek ELX800). A mistura
de reaccdo em cada um dos 96 pocgos consistia em: solu¢gdes dos extractos com
diferentes concentragdes (30 pl) e solugdo metandlica de DPPH (6 x 10” mol/l; 270 ul).
A mistura foi deixada em repouso durante 60 min no escuro para a estabilizacdo dos
valores de absorvéancia, sendo a reducdo do radical DPPH avaliada pela medicdo da
absorvancia a 515 nm. A actividade captadora de radicais livres (RSA) foi calculada
usando a equacdo: % RSA = [(Apppu-As) / Apppu] X 100, onde As é a absorvancia da
solucdo na presenca de extracto numa determinada concentracdo e Apppy € a
absovancia da solucdo de DPPH. A concentracdo de extracto correspondente a 50% de
actividade captadora de radicais (ECso) foi calculada a partir da representacao grafica
da percentagem de RSA em funcdo da concentracdo do extracto. Utilizou-se trolox

como padrao.

Fundamento tedrico: O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) € um radical de azoto
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estavel, disponivel comercialmente e que tem uma cor purpura intensa, que reage
com compostos que podem doar um atomo de hidrogénio. Este método baseia-se na
captacdo do DPPH" através da adicdo de uma espécie ou um radical antioxidante que
descolora a solucdo de DPPH, Figura 10 (Antolovich et al., 2002; Amarowicz et al.,
2004).

Forma-se a correspondente hidrazina que apresenta uma cor amarela palido, com

diminuicdo da absorvancia a 517 nm.

NO, NO,
O,N NO, o O.N NO,
antioxidante
- -
N*® NH
: N : : N :
violeta amarelo palido

Figura 10. Redug3o do DPPH".

A actividade captadora de radicais (RSA) é calculada como percentagem da

descoloracdo da solucdo de DPPH.

2.5.5. Avaliacdo do poder redutor

Esta metodologia foi realizada utilizando o Leitor de Microplacas anteriormente
descrito. As solucbes de extracto com diferentes concentracées (0,5 ml) foram
misturadas com tampao fosfato de sddio (200 mmol/l; pH 6,6; 0,5 ml) e ferricianeto de
potassio (1% w/v; 0,5 ml). A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min, tendo sido de
seguida adicionado &cido tricloroacético (10% w/v; 0,5 ml). A mistura (0,8 ml) foi
colocada em microplacas de 48 pocgos, 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.
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A concentragdao de extracto que fornece 0,5 de absorvancia (ECso- 50% do valor

maximo de absorvancia em que se aplica a Lei de Lambert-Beer) foi calculada a partir
da representacao grafica da absorvancia a 690 nm em fun¢do da concentragao do

extracto. Utilizou-se trolox como padrao.

Fundamento tedrico: Este ensaio mede a capacidade dos antioxidantes para
reduzir o complexo Fe(lll)/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)s] a Fe(ll), forma ferrosa
(Berker, 2007). Assim, dependendo do poder redutor dos compostos, a cor amarela da
solucdo do ensaio altera-se para diferentes tons de verde ou azul, e pode ser medida
espectrofotometricamente, a 700 nm.

A quimica dos ensaios baseados no ferro pode ser resumida pelas seguintes

equacoes:

KsFe(CN)s  P"=%°) 3K+ Fe(CN)s>

Fe(CN)s> + antioxidante —— Fe(CN)s" + antioxidante oxidado

Amarelo

Fe(CN)s" + Fe** ——> Fe[Fe(CN)¢]
H_J

Azul

2.5.6. Avaliacdo da inibicdo da descoloracdo do B-caroteno

Preparou-se uma solucdo de B-caroteno por dissolucdo de B-caroteno (2 mg) em
cloroférmio (10 ml). Pipetaram-se dois mililitros dessa solu¢do para um baldo de fundo
redondo. Apds remocdo do cloroférmio a 40 °C sob vacuo, procedeu-se a adicdo de
acido linoleico (40 mg), emulsificante Tween 80 (400 mg) e 4gua destilada (100 ml)
agitando vigorosamente. Transferiram-se as aliquotas (4,8 ml) da emulsdo anterior
para tubos de ensaio contendo as solugcbes de extracto com diferentes concentragdes

(0,2 ml).
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Os tubos foram agitados e incubados a 50 °C em banho-maria. Imediatamente

apos a adicdo da emulsdo a cada tubo, mediu-se a absorvancia a 470 nm no tempo
zero. A inibicdo da descoloracdao do B-caroteno foi calculada utilizando a seguinte
equacdo: (conteudo de B-caroteno apds 2 h de ensaio/conteldo inicial de B-caroteno)
x 100. A concentragao de extracto que origina 50% de actividade antioxidante (ECsg)
foi calculada por interpolacdo a partir do grafico de percentagem da inibicdo da
descoloragao do B-caroteno em fungao da concentragdo de extracto. Utilizou-se trolox

como padrao.

Fundamento tedrico: O ensaio de descoloracdo do B-caroteno baseia-se em
medidas espectrofotométricas da descoloracdo (oxidacdo) do B-caroteno e avalia a
actividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido
linoleico; a absorvancia é medida a 470 nm. O mecanismo de reaccao envolve a
descoloragdo dos carotendides através da oxidacdo induzida pelo calor. Essa
descoloracdo pode ser inibida ou diminuida pela adicdo de antioxidantes contidos na

amostra (Amarowicz et al., 2004; Kaur et al., 2006):

B-caroteno-H (laranja) + ROO® ——» B-caroteno” (descolorado) + ROOH

B-caroteno-H (laranja) + ROO® + AH — B-caroteno-H (laranja)+ ROOH + A’

Rumo quimico e inventario nutricional de cogumelos selvagens comestiveis em diferentes habitats [43]



im INSTITUTO POUITECNICO DE BRAGANGA
Escola Superiar Agraria . 7
MQSA E ; Material e métodos

2.6. Analise estatistica

Para cada uma das espécies foram utilizadas trés amostras e todos os ensaios foram
realizados em triplicado. Os resultados foram expressos em valores médios + desvio
padrdo (SD). Os resultados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste HSD de Tukey com a = 0,05. Este tratamento foi realizado utilizando o

programa SPSSv. 16,0.
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3. Resultados obtidos

Os resultados relativos a composicdo em macronutrientes e valor energético das
amostras de cogumelos silvestres comestiveis sdo apresentados na Tabela 2. O teor
em agua varia entre 16 g/100g de massa seca na espécie Bovista nigrescens e 92
g/100g de massa seca na espécie Hygrophorus chrysodon. Os glucidos, calculados por
diferenca conhecendo o valor de proteinas e lipidos, sdo os macronutrientes mais
abundantes e os niveis mais altos correspondem a espécie Ramaria aurea (77 g/100 g
de massa seca).

As espécies Lycoperdon umbrinum (33 g/100 g de massa seca) e Bovista aestivalis
(32 g/100 g de massa seca) apresentam os teores mais elevados de cinzas, sem
diferengas estatisticamente significativas entre elas (p <0,05). Por outro lado, estas
duas espécies apresentam os valores mais baixos de lipidos (< 0,2 g/100g de massa
seca) e de valor energético (< 274 kcal/100 de massa seca). Os valores mais altos de
proteina encontram-se na espécie de Agaricus lutosus (23 g/100 g de massa seca). A
espécie Bovista nigrescens apresenta a maior contribuicdo energética (405 kcal/100g
de massa seca).

Relativamente a composicdo em, aglcares, os maioritdrios sdo manitol e trealose
(Tabela 2). A frutose s6 foi encontrada nas espécies micorrizicas, facto ja comprovado
pelo nosso grupo de investigacdo em trabalhos anteriores (Grangeia et al., 2011). A
espécie com maior concentracdo de acgucares totais é Cortinarius praestans (61 g/100 g
de massa seca), que apresenta também a maior concentracio de trealose (60 g/100 g

de massa seca).

Rumo quimico e inventdrio nutricional de cogumelos selvagens comestiveis em diferentes habitat [45]



&

Superior Agraria

im INSTITUTO POUITECNICO DE BRAGANCA
£5c0 i

MQSA Resulatdos
Tabela 2. Composicdo em macronutrientes e valor energético das espécies de cogumelos silvestres comestiveis.
Agua Cinzas Proteinas Lipidos Glucidos Energia Frutose Manitol Trealose gf:i(;ares
(9/100 g fw)  (g/100gdw)  (g/100 dw) (9/100 g dw) (g/100 g dw) (kcal/100 g dw)  (g/100 g dw) (g/100 g dw) (9/100 g dw) (0/100 g dw

Boletus armeniacus 71,50 £ 0,43 12,09+0,35h 18,25+ 0,06 edf 1,56+0,42 ih 68,10+ 0,51 cd 359,45+ 0,52de 10,46 £0,91a 2356+2,43c 562+035f 39,64+117c
Clitocybe gibba 72,66 + 0,99 20,68+0,15f 14,59 £ 0,27 k 429+0,00b 6045+0,23gh 338,74+042f nd 0,63+0,02h 1,04+£0,11jk 1,67 £0,08 ji
Hygrophorus chrysodon 92,09+1,01 26,91+199cb 1511+0,18kji  3,48+0,09cd 54,51 +1,28 kj 309,74 + 5,97 hi nd nd 727+140¢€ 7,27 £1,40 hg
Lycoperdon umbrinum 71,98 + 0,32 33,14+106 a 1453+0,07k 0,37+0,00k 51,96+0,70kl 269,29 £ 3,00 | nd 0,28 +£0,04 h 0,18 +0,11jk 1,46 +0,07 ji
Suillus variegates 90,77 £ 0,76 1536 £2,10g 1757+056egf 3,31+0,49cd 63,76+2,17ef 35512+4,19¢e nd nd 4,85 +0,28 fgh 4,85+ 0,28 hi
Boletus impolitus 88,90 + 1,45 24,43+0,84ed 16,01+0,02hji 2,94+0,33ed 56,63 +0,84ij 316,98+ 121hg 031+00le 808+0,08g 1,84+0,05ji 10,23+0,029g
Clavariadelphus pistillaris 84,22 +1,78 20,77 +0,86 f 16,27 + 0,24 hji 0,59 +0,07kj 62,37+0,48¢gf 319,88+2,67¢g 093+£0,22c 2443+325¢c nd 25,36 +3,47d
Ramaria aurea 88,52 + 0,12 5,68+0,74] 14,60 £ 0,10 k 2,26 £0,059f 7747+061a 388,58 +1,93b 153+0,02b 1511+0,30ef 0,95+0,11jk 17,59+0,21fe
Agaricus campestris 88,17 + 0,44 23,16 £0,00 e 18,57+0,00ed 0,11+0,00k 58,16+0,00ih 307,91 +0,00 ji nd 16,94 +2,71ed 3,62+0,33gh 2056+3,03e
Agaricus comtulus 87,94 +0,77 28,14+0,18cb 21,29+0,83b 0,46 +0,00kj 50,11+0,89ml 289,74 £0,52 k nd 15,39 +0,73 edf 3,60+0,06 gh 18,99 +0,78 fe
Agaricus lutosus 87,04 +2,01 25,96 +2,64cd 2324+044a 1,10+0,04ij 4971+172ml 301,67 £7,31ji nd 16,42 +0,62 edf 3,35+0,19ih 19,77 £0,43 fe
Leucoagaricus leucothites 85,29 +£1,00 26,46 +0,01cd 2051+047cb 1,10+0,15ij 51,93+0,53kl 299,64 + 0,57 j nd 13,33 +£2,77f 3,21+0,70ih 16,54 +£3,47f
Amanita umbrinolutea 73,60 +0,17 28,86 +0,00ch 16,78+0,00hgi 6,77+0,00a 4759+0,00m  31841+0,00hg nd 31,83+0,69b 10,06 £0,58d 41,89 +1,27ch
Bovista aestivalis 23,23+0,93 31,86 +0,20a 15,59 +1,23 i 0,18+0,02k 5237+131kl 273,44+0,491 nd nd 0,38+0,08k 0,38+0,08]j
Bovista nigrescens 16,41 +£0,18 3,24 +£0,17k 20,94+0,31b 364+09ch 7218+0,76b 405,24 +3,88a nd 0,93+0,01h 509+0,29fg 6,02+0,30h
Chlorophyllum rhacodes 88,28 + 0,33 12,10£0,31h  19,32+0,04cd 3,29%+0,33cd 6529+0,48ed 368,03+0,30dc nd 18,43 +0,45d 25,57 +0,38b 44,00+£0,07b
Clavariadelphus truncatus 90,97 + 1,29 12,86 +0,33h 1598 +0,15ji 154+£0,25ih 69,62+0,37cbh 356,26 +0,02¢ 0,40+0,04e 4334+276a nd 4374 +£279b
Clitocybe costata 76,92 +2,11 10,87 +1,36ih 17,27 +0,25hgf 1,50+0,00ih 70,36+1,10ch 364,02+ 3,84dce nd 1553 +0,85edf 10,99+054d 26,65+1,40d
Cortinarius praestans 89,16 + 0,19 18,89 +£0,01 f 14,56 £ 0,24 k 2,58 +0,28ef 63,98+0,22ef 337,34+1,00f nd 0,37+0,01h 60,51+231a 60,88+230a
Flammulina velutipes 90,68 + 0,58 9,42 £ 0,66 i 17,89 +0,02egf 1,84+0,14gh 7085+0,36ch 37153+2,36¢C nd 598+1,19¢g 15,08+1,60c 24,61+3,05d

nd- ndo detectado. Em cada coluna, letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre as espécies (p<0.05).
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de cogumelos silvestres estudadas, bem como as percentagens totais de acidos gordos
saturados (SFA), acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e acidos gordos polinsaturados
(PUFA) sao apresentados na Tabela 3. Foi detectada uma totalidade de vinte e sete acidos
gordos como se pode visualizar no cromatograma apresentado na Figura 11.

O 4cido gordo maioritario em todas as espécies é o acido linoleico (C18:2n6)
(contribuindo para a prevaléncia de PUFA), excepto para as espécies Hygrophorus
chrysodon, Suillus variegatus, Clavariadelphus pistillaris, Ramaria aurea, Amanita
umbrinolutea, Clavariadelphus truncatus e Clitocybe costata onde o acido oleico (C18:1n9)
é o acido gordo predominante, contribuindo para a prevaléncia de MUFA nestas espécies.
As espécies estudadas revelam também a presenca de acido palmitico (C16:0) como um
dos maioritdrios. Agaricus comtulus, Agaricus lutosus, Leucoagaricus leucothites e
Chlorophyllum rhacodes apresentam os maiores niveis de acidos gordos polinsaturados
(72-75%), enquanto que, Hygrophorus chrysodon apresenta os maiores niveis de PUFA
(63%).

Tabela 3. Principais acidos gordos encontrados nas espécies de cogumelos silvestres comestiveis.

C16:0 C18:0 C18:1n9 C18:2n6 SFA MUFA PUFA

Boletus armeniacus 15,68 + 0,34 ef 292+0,20¢9 27,61+0,42f 48,95 + 0,06 f 21,01+£027gh 29,67+0,36f 49,32 +0,09e
Clitocybe gibba 13,81+0,16 g 7,89+0,03a 491+0,18 Ik 64,45+0,15¢ 27,82+0,14 d 6,16 + 0,10 ml 66,02+ 0,24 c
Hygrophorus chrysodon 2595+0,61a 388x001e 57,26 £0,57 a 1,23 £0,06 m 3532+0,67cC 63,05+0,55a 1,63+0,13 k
Lycoperdon umbrinum 19,92+0,12¢ 714+£05b 22,83+0,33¢ 29,36 £0,11j 42,48 +0,49a 24,79+0,77 ¢ 32,74+£0,19h
Suillus variegates 12,71+0,29hgi  3,47+0,08 f 42,00 £ 0,26 d 37,44+0,13h 18,09+ 0,29 44,24 + 0,16 d 37,67+0,12¢g
Boletus impolitus 16,77+ 0,40d 1,10+0,16 | 1421+ 145ji 60,95+1,10d 23,19+041f 15,48 +1,42j 61,33+1,01d
Clavariadelphus pistillaris 16,76 +0,81d 3,99+ 0,07 ed 49,11+0,23b 24,74 + 0,82 k 24,86 +0,84 e 50,11+ 0,02 ¢c 25,03+0,86 i
Ramaria aurea 7,32+0,04 k 4,07+0,09 ed 56,92+ 0,49 a 25,60+ 0,17 k 15,27 +0,23 k 58,47+0,40 b 26,26 +0,17 i
Agaricus campestris 12,48 +0,01 hi 2,73+0,01¢g 6,09+ 0,01 k 68,97+ 0,07 b 20,91+0,05gh  9,05+0,03k 70,04 +0,02b
Agaricus comtulus 12,98+0,35hgi  2,66+0,03¢g 3,50+0,011 72,88+0,57 a 22,04+0,63gf 4,42+0,04m 73,55+0,59 a
Agaricus lutosus 12,03+0,011i 2,26+0,22h 6,11+0,85k 74,40+0,19a 18,49 + 0,53 ij 6,63+0,831 74,88 +0,30 a
Leucoagaricus leucothites 12,16 £0,20 i 1,81+0,11ij 6,27 + 0,39 k 7472+132a 18,00 +0,84 ] 6,740,431 7525+127a
Amanita umbrinolutea 15,10+ 0,13 f 387+001e 58,82+ 0,08 a 18,81+ 0,02 | 21,18+0,10gh  59,82+0,12b 19,00+ 0,02 j
Bovista aestivalis 2143+170b 432+024 d 12,63 +0,13] 4151+375¢g 41,80+2,72a 1553+ 1,20 42,68 +£3,92 f
Bovista nigrescens 17,39+0,07d 4,19+0,26 ed 21,01+0,24h 38,28+0,17 h 37,78+0,47b 23,16 £0,26 hg 39,06 £0,21¢g
Chlorophyllum rhacodes 16,35+ 0,31 ed 1,59 £0,03 kj 5,68 £0,06 k 72,61+£051a 20,11+0,35ih  6,91+0,021 72,98 £0,36 a
Clavariadelphus truncatus 14,80 0,18 f 2,11+£0,01 ih 47,26 £0,02¢ 29,77 +£0,12 21,43+0,06gh  48,31+0,07c 30,26 £0,02 h
Clitocybe costata 12,76 +0,07hgi  599+0,18¢c 37,27+0,20 e 34,68+0,92i 22,34+041gf 38,02+0,3le 39,64 +0,87 g
Cortinarius praestans 13,44 + 0,03 hg 1,78+0,41 j 20,76 +3,04 h 59,95+ 3,33d 17,93 +0,67 j 21,49+ 3,09 h 60,59 + 3,76 d
Flammulina velutipes 10,31+0,39j 1,38 +£0,08 ki 15,08 +0,47 i 56,33+0,14¢ 14,36 + 0,34 k 17,56 + 0,51 i 68,08 £ 0,17 ch

Acido palmitico (C16:0); Acido estedrico (C18:0); Acido oleico (C18:1n9c); Acido linoleico (C18:2n6c); SFA- &cidos gordos
saturados; MUFA- acidos gordos monoinsaturados; PUFA- acidos gordos polinsaturados. Os resultados estdo expressos em
percentagem. A diferenga para 100% corresponde a outros 23 acidos gordos menos abundantes (dados ndo mostrados). Em
cada coluna, letras diferentes significam diferengas significativas entre as espécies (p < 0,05).
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Figura 11. Cromatograma individual de acidos gordos de Hygrophorus chrysodon : 1- Caproic acid (C6:0);
2- Caprylic acid (C8:0); 3- Capric acid (C10:0); 4- Lauric acid (C12:0); 5- Myristic acid (C14:0); 6- Pentadecanoic
acid (C15:0); 7- Palmitic acid (C16:0); 8- Palmitoleic acid (C16:1); 9- Heptadecanoic acid (C17:0);10 - cis-10-
Heptadecenoic acid (C17:1); 11-Stearic acid (C18:0); 12- Oleic acid (C18:1n9c); 13- Linoleic acid (C18:2n6c);14-
a-Linolenic acid (C18:3n3); 15-Arachidic acid (C20:0); 16-Eicosenoic acid (C20:1c); 17- cis-11,14-Eicosadienoic
acid (C20:2c);18- cis-8,11,14-Eicosatrienoic acid (C20:3n6); 19- Arachidonic acid (C20:4n6); 20- cis-11, 14, 17-
Eicosatrienoic acid and Heneicosanoic acid (C20:3n3+C21:0); 21- cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic acid
(C20:5n3); 22- Behenic acid (C22:0); 23- (C22:1n9); 24- Tricosanoic acid (C23:0); 25- (C22:6n3); 26-Lignoceric
acid (C24:0); 27- (C24:1).

Os resultados da composicdo em micronutrientes (vitaminas e carotendides) sao
apresentados na Tabela 4. N3o se encontrou acido ascérbico nas espécies Boletus
armeniacus, Lycoperdon umbrinum, Agaricus comtulus, Bovista aestivalis, Bovista
nigrescens, Chlorophyllum rhacodes e Clitocybe costata. No entanto, nas outras espécies de
cogumelos é mais abundante do que os tocoferdis. As espécies com maior concentracao de
acido ascdrbico sdo Agaricus lutosus e Hygrophorus chrysodon que apresentam um valor
de ~ 30 mg/100 g de massa seca.

A espécie Lycoperdon umbrinum apresenta a maior concentracao de tocoferdis (1666
ng/100 g de massa seca) com os niveis mais elevados de o-tocoferol (1474 ng/100 g de
massa seca) e B-tocoferol (101 ug/100 g de massa seca). A espécie Suillus variegatus

revelou uma relevante concentragdo de y-tocoferol (1437 ug/100 g de massa seca).
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Os carotendides encontram-se em baixas quantidades nas espécies estudadas. No
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entanto, os niveis mais elevados de [(-caroteno e licopeno observam-se em Agaricus

campestris e Ramaria aurea, respectivamente (< 1mg/100 g de massa seca).
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Figura 12. Cromatograma individual de tocoferdis de Lycoperdon umbrinum : 1- a-tocoferol; 2-B-
tocoferol; 3-6-tocoferol; 4-y-tocoferol; 5- Tocol (Pl).
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Tabela 4. Composigdo em micronutrientes das espécies de cogumelos silvestres comestiveis.
Tocoferois totais Aciglo . p-caroteno Licopeno
a-tocoferol f-tocoferol y-tocoferol d-tocoferol (1g/100 g dw) ?rs;]c&rlb(;gog aw) (Mg/100 g dw)  (Mmg/100 g dw)

Boletus armeniacus 4,70+£0,71¢ 27,10+ 2,97dce 32,70+0,14ed 250+0,14igh 67,00+3,96gfh nd 0,15+ 0,00 k nd
Clitocybe gibba 23,86 £28lc nd 189,55+9,61b nd 213,41 +12,42d 19,47+1,62d nd 0,09+0,00d
Hygrophorus chrysodon 3,80+0,85¢ 530+0,70i Nd 7,79+198fgh 16,89+2,13i 33,16 £0,57a 0,43 +0,01d nd
Lycoperdon umbrinum 147415+ 4,45 a 100,86 +1,09a 68,12+0,42¢c 22,68 +4,89dc 1665,81 +10,85a nd 0,17+ 0,00 j nd
Suillus variegatus 13,47+242¢ nd 1436,65 £ 39,95a 4,15+0,62igh  1454,27 + 36,91b 6,39+ 0,22 f nd 0,27+0,00 ¢
Boletus impolitus 4,60+0,28 c 7,10+ 1,27 ih 62,87 £ 2,66 C 2,40+ 0,57 ih 76,97 £16,64gf 1,99+054h 0,29+0,01g nd
Clavariadelphus pistillaris 3,70+ 0,84 c 19,69+ 1,32¢gfe Nd 530+127igh 28,69+343ih 345+020g 008+000m 0,04+£0,00g
Ramaria aurea 6,20+ 0,28 ¢ 97,28+ 0,17 a 26,10+ 2,68 edf 4,90+1,84igh 134,48 +0,95¢ 0,66 +£0,07 i nd 0,51+0,00a
Agaricus campestris 6,49+ 0,59 ¢ 25,61 +0,89dce 33,95+ 4,15ed 28,40+ 0,13 ¢ 94,45 +3,99 f 18,74+1,09d 0,60+0,00a nd
Agaricus comtulus 760+1,15¢c 61,30+ 3,49b 25,69 +2,83edf 65,84+18la 160,43 +5,62e nd 0,59+0,01b nd
Agaricus lutosus 1,18 £ 0,06 ¢ 15,04 + 1,14 ¢f 11,30+ 0,70 egf 39,84+ 0,84b 67,36 £ 0,46 gfh 32,18+0,20a nd 0,44+0,00b
Leucoagaricus leucothites 260+051c nd 4,90 + 0,60 eg 23,80+1,61dc 31,30+ 7,711ih 18,87 +£0,26d 0,40+0,01e nd
Amanita umbrinolutea 6,04+1,02c 26,78 +0,88dce Nd 7,26 £0,03 figh 40,08+0,11gih 22,73+191c 0,56+0,00c nd
Bovista aestivalis 2,09+0,14 ¢ 1,80+£0,281i 36,08 £0,02d 0,15 £ 0,00i 40,12+ 0,40 gih nd 0,05+0,00n nd
Bovista nigrescens 0,70£0,71¢c 19,90 £ 2,13 gfe  Nd nd 20,60+ 1,42i nd 0,21+0,001i nd
Chlorophyllum rhacodes 2,03+0,76 ¢ 13,74 +3,17gh Nd 13,30 + 0,95fe 29,07 + 3,36 ih nd 0,15+ 0,00 k nd
Clavariadelphus truncatus 21,93+264c 3,79+£0,02i 33,78+ 2,27ed 11,06 £ 1,03fg 7056 £596gf 7,14+0,13f 0,110,011 0,07+0,00¢e
Clitocybe costata 480,66 £22,45b  31,77%+9,86¢ Nd nd 512,43 +£62,32¢ nd 0,07£0,00m 0,03+0,00h
Cortinarius praestans 263+0,11c 21,73+ 0,74dfe 24,76 + 6,89 edf 4,85+1,27igh 53,97+8,99gih 9,06+133¢ 0,26 £0,00 h 0,06 £0,00 f
Flammulina velutipes 1252 +0,44 c 28,39 + 1,03dc Nd 20,31+ 0,77de 61,22+524gfh 2387+0,38b 0,34+0,00f 0,02+0,00i

nd- ndo detectado. Em cada coluna, letras diferentes significam diferencas significativas entre as espécies (p<0.05).
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A composicdo em ndo-nutrientes e actividade antioxidante avaliada in vitro dos

cogumelos sillvestres é apresentada na Tabela 5.

A espécie Suillus variegatus apresenta os melhores resultados em todos os
ensaios de actividade antioxidante (actividade captadora de radicais DPPH, poder
redutor e inibicdo da descoloragdo do B-caroteno), com valores de EC5p < 1 mg/ml. Isto
esta de acordo com seus niveis mais elevados de fendis (58mg GAE/g de extracto) e
flavondides (33 mg CE/g de extracto). Pelo contrério, a espécie Hygrophorus chrysodon
revela as menores propriedade antioxidantes (valores de ECso que variam de 6 a 20
mg/ml), assim como também, a menor quantidade de fendis (5 GAE mg/g de extracto)
e concentragdes de flavondides (2 CE mg/g de extracto).

Além da espécie Suillus variegatus, proveniente de um habitat de Pinus sp.,
outros cogumelos apresentam também elevada actividade antioxidante e crescente
com o aumento da concentracdo de extracto (Figura 13): Boletus armeniacus
(proveniente de habitat de Castanea sativa), Clavariadelphus pistillaris (proveniente de
habitat de Quercus sp.), Agaricus lutosus (proveniente de prados) e Bovista aestivalis

(proveniente de povoamentos mistos).
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Tabela 5. Composigdo em ndo-nutrientes e propriedades antioxidantes in vitro (valores de EC50) das espécies de cogumelos silvestres comestiveis.

Fendis Flavonoides Actividade captadora de Poder redutor Inibicéo da descoloracéo do B-
(mg GAE/g extract)  (mg CE/g extract)  DPPH (mg/ml) (mg/ml) caroteno (mg/ml)

Boletus armeniacus 44,66+1,65 ¢ 8,59+0,28d 1,74 + 0,10 ki 0,63 £ 0,02 Ik 0,77+0,09 h
Clitocybe gibba 25,26 + 1,15 ed 3,56 £0,79 ih 10,61 + 1,08 cb 1,46 £0,27¢ 4,00£0,51ch
Hygrophorus chrysodon 458+1,12j 1,78+ 0,08 i 20,02+1,27a 7,82+0,03a 5,95 £0,50a
Lycoperdon umbrinum 27,02+0,17d 3,82 £ 0,24 ihg 3,45+ 0,09 hg 1,27 £ 0,06 ih 3,24+0,70 cd
Suillus variegatus 58,14 +451a 33,00 +4,98 a 0,86 £0,02 m 0,52+0,011 1,00+ 0,15h
Boletus impolitus 15,50+ 0,53 ¢ 3,72+0,22 ih 5,81+0,17 ed 204+£001e 2,04 +£0,44f
Clavariadelphus pistillaris 48,10 £ 0,76 cb 18,61+0,85b 1,30 £ 0,07 ml 0,70 £ 0,00 k 1,94 £ 0,02 fg
Ramaria aurea 8,46 + 0,41 ji 2,44 +£0,46 i 3,70+0,11¢ 0,99+0,02j 2,46 + 0,40 fde
Agaricus campestris 20,94 + 4,98 ef 5,59 £ 0,29 ehgf 5,48 + 0,08 ed 2,70+0,23 ¢ 459+130hb
Agaricus comtulus 24,13 +7,98 ed 3,76 £ 0,94 ihg 2,22 + 0,05 kji 1,29+ 0,01 ih 1,08 £ 0,05 hg
Agaricus lutosus 46,56 £ 4,16 cb 7,67 £0,90 ed 2,54 + 0,44 kji 0,91+0,02 ] 0,90+0,10h
Leucoagaricus leucothites 15,75+£1,98¢ 2,43+£0,69i 11,33+1,05b 3,28+0,05b 1,00+0,21 h
Amanita umbrinolutea 9,22 £ 0,16 hji 6,54 + 0,25 edf 10,02+0,34 ¢ 2,71+0,04c 3,69+0,70 ¢
Bovista aestivalis 50,91+£1,97b 8,51+0,43d 2,05 + 0,10 kjl 0,51+0,011 0,61+0,02h
Bovista nigrescens 26,50+1,18d 14,10+ 0,70 ¢ 462+044f 1,21 +0,021i 1,91 +0,22 fg
Chlorophyllum rhacodes 22,77 £ 5,26 edf 2,63+£0,13i 5,32 £ 0,06 ef 2,22+0,01d 2,33+0,41 fe
Clavariadelphus truncatus 7,66 +£137] 5,82 + 0,36 egf 2,74 + 0,04 hji 1,33+0,05h 2,35+ 0,20 fde
Clitocybe costata 13,71+ 1,30 hg 4,80 + 0,35 hgf 10,56 £ 0,55 cb 1,66 +0,01f 3,22+0,60cd
Cortinarius praestans 17,81 +£0,83 ¢f 5,46 £ 0,52 hgf 3,04 £ 0,08 hgi 1,70+0,01f 2,04+0,44f
Flammulina velutipes 12,98 + 0,32 hgi 246+0,20i 6,19+0,17d 194+0,01e 1,12+ 0,23 hg

Em cada coluna, letras diferentes significam diferencas significativas entre as espécies (p<0.05)
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Figura 13. Actividade captadora de radicais DPPH, poder redutor e inibicdo da descoloragdo do f3-
caroteno de cinco espécies provenientes de diferentes habitats: ==& == Boletus armeniacus, =
Clavariadelphus pistillaris , ==#=="Agaricus lutosus , ==#== Bovista gestivalis e === Suillus
variegatus.
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4. Discussao dos resultados

Os cogumelos sdo muito apreciados ndo s6 pelo seu sabor e aroma Unicos, mas
também pelas suas propriedades quimicas e nutricionais (Kala¢, 2009). As espécies
silvestres provenientes de diferentes habitats aqui estudadas tém elevados teores em
agua, proteinas e glucidos, em contraste com baixos niveis de lipidos, que os tornam
adequados para incorporar em dietas pouco caldricas. Estes resultados estdo de
acordo com diversos estudos anteriores do nosso grupo (Barros et al., 2007a; Barros et
el., 2007c; Barros et al, 2008b; Heleno et al., 2009; Grangeia et al., 2011) e de outros
grupos (Ouzouni et al., 2009; Kalac, 2009) de investigacao.

A composicdo aproximada de amostras de Agaricus campestris e Flammulina
velutipes provenientes da Crodcia foi descrita recentemente por Beluhan e Ranogajec
(2011). Apesar de um contributo energético semelhante, as amostras de Portugal por
nds estudadas, revelaram menor teor de proteinas e lipidos, mas maior concentragao
de cinzas e glucidos. Os resultados observados podem ser devido as diferencas no
estado de maturidade das amostras provenientes de Portugal e da Croacia. De facto, ja
foi demonstrado pelo nosso grupo de investigacdo um aumento dos niveis de
proteinas e uma diminui¢ao da concentracado de glucidos com o aumento do estado de
maturidade do carpdforo (Barros et al., 2007c). O manitol e a trealose foram os
aclcares maioritdrios encontrados nas espécies estudadas. Beluhan e Ranogajec
(2011) descreveram também a presenca de manose e glucose em amostras de
Agaricus campestris e Flammulina velutipes da Croacia. No entanto, nds ndo
conseguimos encontrar esses agucares nas nossas amostras, como pode ser observado

na Figura 14 para o exemplo de Agaricus campestris.
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Figura 14. Cromatograma individual de agucares de Agaricus campestris: 1-manitol; 2-trealose; 3-
rafinose (IS).

Os dlcoois derivados de acglcares, principalmente o manitol, sdo responsaveis pela
sustentacdo e expansdo dos corpos de frutificacdo dos cogumelos (Barros et al.,
2008b). Na verdade, os acucares sdao fundamentais no metabolismo energético celular
e também podem ser usados na sintese de polissacaridos de reserva ou de estrutura
(Lehninger et al., 2008). Os acucares sdo apenas uma pequena parte dos glucidos
totais, uma vez que os cogumelos silvestres s3ao ricos em polissacaridos,
nomeadamente glicogénio e B-glucanas (Kala¢, 2009).

No que diz respeito aos acidos gordos, os maioritariamente encontrados nas
espécies de cogumelos silvestres estudadas foram os acidos linoleico e oleico, que sdo
comuns em organismos eucaridticos, como os fungos. Ja o acido palmitico é comum a
diferentes organismos. O acido linoleico é um acido gordo essencial para os mamiferos
e, portanto, poderia ser fornecido na dieta através de cogumelos. E precursor do acido
araquiddénico e da biossintese de prostaglandinas, que desempenham actividades
fisioldgicas importantes (Lehninger et al., 2008). O acido linoleico também é precursor

de oct-1-en-3-ol, conhecido como " alcool dos fungos", o principal componente
aromatico em fungos (Maga, 1981). Tal como ja comprovado pelo nosso e por outros
grupos de investigacao, os valores de UFA foram superiores aos valores de SFA (Yilmaz
et al., 2006; Kalac, 2009; Heleno et al., 2009; Ouzouni et al., 2009; Grangeia et al.,

2011; Lee et al., 2011). Em particular, os UFA &cidos oleico e linoleico também foram
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descritos como maioritdrios em amostras de Agaricus campestris da Turquia (Yilmaz et

al., 2006) e de Flammulina velupites da Coreia (Lee et al., 2011). Tal como foi
observado para as amostras de Agaricus campestris e Flammulina velupites estudados
neste trabalho, esses autores também observaram maior quantidade de acido linoleico
do que de acido oleico.

Além dos macronutrientes, os cogumelos silvestres estudados, também
apresentam micronutrientes importantes (por exemplo, tocoferdis, acido ascorbico e
carotendides) e nao-nutrientes (por exemplo, fendis) com propriedades bioactivas,
nomeadamente potencial antioxidante. Essas moléculas parecem desempenhar um
papel protector em doencgas relacionadas com o stresse oxidativo, como cancro e
doencas cardiovasculares (Ferreira et al., 2009). De facto, as espécies estudadas,
sobretudo Suillus variegatus (proveniente de um habitat de Pinus sp.), Boletus
armeniacus (proveniente de um habitat de Castanea sativa), Clavariadelphus pistillaris
(proveniente de um habitat de Quercus sp.), Agaricus lutosus (proveniente de prados)
e Bovista aestivalis (proveniente de povoamentos mistos), demonstram capacidade de
captar radicais livres, como DPPH, elevado poder redutor e capacidade de inibir a
peroxidacdo lipidica num sistema de B-caroteno linoleato, apds a neutralizagdo do
radical livre linoleato e outros radicais livres formados no sistema que atacam os
modelos insaturados de B-caroteno.

Tanto quanto sabemos, o potencial antioxidante de dezanove das vinte
espécies estudadas ainda nao tinha sido avaliado. A Unica excepg¢ao refere-se a uma
amostra de Flammulina velutipes (extractos hidrofilicos) proveniente do Japdo (Bao et
al., 2010). O potencial medicinal deste cogumelo foi ja descrito devido as propriedades
anti-tumorais de varios dos seus compostos: proteina flamulina, polissacaridos
galactomanoglucanas e riboglucanas, isoflavona genisteina e selénio (Ferreira et al.,
2010).

Assim, a composicdo nutricional e nutracéutica destes cogumelos silvestres

torna-os espécies com um valor consideravel do ponto de vista alimentar e medicinal.
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5. Consideragoes finais

Neste trabalho realizou-se um inventario quimico, nutricional e bioactivo de
potencial interesse de vinte espécies silvestres (ainda ndo caracterizadas
anteriormente na literatura) de diferentes habitats (Castanea sativa, Pinus sp.,
Quercus sp., prados e povoamentos mistos) do nordeste de Portugal: Boletus
armeniacus, Clitocybe gibba, Hygrophorus chrysodon , Lycoperdon umbrinum, Suillus
variegates, Boletus impolitus, Clavariadelphus pistillaris, Ramaria aurea, Agaricus
campestris, Agaricus comtulus, Agaricus lutosus, Leucoagaricus leucothites, Amanita
umbrinolutea, Bovista aestivalis, Bovista nigrescens, Chlorophyllum rhacodes,
Clavariadelphus truncatus, Clitocybe costata, Cortinarius praestans, Flammulina
velutipes.

O estudo realizado permitiu concluir que os cogumelos silvestres referidos sdo
alimentos nutricionalmente equilibrados (elevadas concentra¢cdes de glucidos e
proteinas e baixas concentrac¢des de lipidos). Com base no seu potencial antioxidante e
compostos bioactivos (vitaminas, carotendides e fendis), podem ter aplicacGes na
prevencao de doencas relacionadas com radicais livres e stresse oxidativo.

Este tipo de estudo contribui para a caracterizacdo quimica e nutricional de
espécies silvestres, disponibilizando e disseminando um inventario a fim de promover
o0 consumo de espécies silvestres comestiveis e a conservagao dos seus habitats. Além
disso, sendo uma fonte importante de antioxidantes, as espécies silvestres podem ser
usados na dieta como nutracéuticos e/ou alimentos funcionais, contribuindo para a

manutencdo e promocao da saude, longevidade e qualidade de vida.

Os resultados desta dissertacdo foram divulgados nos documentos em anexo:

Anexo | - Publicacdo em revista internacional

Anexo Il — Comunica¢des em congressos
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