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Resumo

A procura de alimentos que tenham a capacidade de melhorar a nossa saude e reduzir o risco
de doencas tem vindo, progressivamente, a ganhar interesse. Os cogumelos podem ser um exemplo
desses alimentos, apresentando ainda a vantagem de serem reconhecidos como uma iguaria. Esta
caracteristica pode colocar os cogumelos na interface farmacologia- nutricéo.

Neste estudo, foram caracterizadas oito espécies de cogumelos em termos nutricionais
(proteinas, glucidos, lipidos, aclcares individuais e acidos gordos) e de compostos bioativos
(tocoferdis, carotenoides, acidos organicos e compostos fendlicos) com propriedades antioxidantes.
As propriedades medicinais sdo frequentemente relacionadas com o potencial antioxidante
apresentado pelos extratos de cogumelos.

Boletus regius foi a espécie com maior teor de glucidos (88,79 g/ 100g dw) e PUFA
(56,55 %), compostos bioativos como tocoferdis (736,80 pg/ 100g dw), &cido citrico (3,32 g/ 100 g
dw) e compostos fenolicos (23,49 mg/ 100 g dw), incluindo 2 derivados da crisina, apresentando
também elevada atividade antioxidante.

Os compostos bioativos identificados poderdo ser usados como nutracéuticos para prevenir
doencas cronicas relacionadas com o stresse oxidativo. Além disso, todas as espécies testadas sao

comestiveis e poderdo ser incorporadas diretamente na dieta como alimentos funcionais.
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Abstract

The search for foods that might improve health or reduce disease risk, has been
progressively gaining interest. Mushroom could be examples of these foods, presenting the
additional advantage of being recognized as a delicacy. This feature might place mushrooms in the
pharma-nutrition interface.

Herein, eight different mushroom species were characterized in terms of nutrients (proteins,
carbohydrates, fat, individual sugars, fatty acids) and bioactive compounds (tocopherols,

carotenoids, organic acids and phenolic compounds) with recognized antioxidant properties. The

medicinal properties are often related with the antioxidant potential presented by mushroom extracts.

Boletus regius was the species with the highest levels of carbohydrates (88.79 g/ 100 g dw) and
PUFA (56.55%), bioactive compounds such as tocopherols (763.80 ug/100 g dw), citric acid (3.32
g/ 100 g dw) and phenolic compounds (23.49 mg/ 100 g dw), including two chrysin derivatives,
presenting also the highest antioxidant activity.

The identified bioactive compounds might be used as nutraceuticals to prevent chronic
diseases related with oxidative stress. Furthermore, all tested species are edible, and could be

incorporated directly in diet acting as functional foods.
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1. Introducéao

1.1. Alimentos funcionais e nutracéuticos

1.1.1 Conceitos gerais

Né&o existe uma sé defini¢do para alimentos funcionais. Segundo Sagarbieri e Pacheco (1999)
alimento funcional ¢ “qualquer alimento, natural ou preparado, que contenha uma ou mais
substancias, classificadas como nutrientes ou ndo nutrientes, capazes de atuar no metabolismo e na
fisiologia humana, promovendo efeitos benéficos para a satde, podendo retardar o desenvolvimento
de doencas cronicas e degenerativas e melhorar a salde e a expetativa de vida das pessoas”.

Um alimento pode entdo ser considerado funcional se for demonstrado que 0 mesmo pode
afetar beneficamente uma ou mais fung¢des alvo no organismo, além de possuir os adequados efeitos
nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para 0 bem-estar e a salde quanto para a reducao
do risco de uma doenca (Roberfroid, 2002). Estes sdo alimentos que provém da oportunidade de
combinar produtos comestiveis com moléculas biologicamente ativas, como estratégia para
consistentemente corrigir distirbios metabolicos (Walzem, 2004), resultando em reduc¢do dos riscos
de doencas e manutencdo da satde (Anjo, 2004).

O termo “alimentos funcionais” foi primeiramente introduzido no Japdo em meados dos
anos 80 e refere-se aos alimentos processados, contendo ingredientes que auxiliam funcdes
especificas do corpo além de serem nutritivos, sendo estes alimentos definidos como ‘“Alimentos
para uso especifico de satde” (Foods for Specified Health Use-FOSHU). Estabelece-se que FOSHU
séo aqueles alimentos que tém efeito especifico sobre a satde devido a sua constitui¢do quimica.

No Reino Unido, o Ministério da Agricultura, Pesca e Alimentos (MAFF) define alimento
funcional como “um alimento cujo componente incorporado oferece beneficio fisiologico e ndo
apenas nutricional”. Esta definicdo ajuda a distinguir alimentos funcionais de alimentos fortificados
com vitaminas e minerais.

Nos Estados Unidos da América os termos alimentos funcionais e nutracéuticos tém sido
usados conforme a definicéo estabelecida. No entanto, a dificuldade encontra-se na regulamentacao
destes termos, pois deve haver uma diferenciacdo entre produtos que sdo vendidos e consumidos
como alimentos (funcionais) e aqueles em que um componente, em particular, foi isolado e ¢
vendido na forma de barras, capsulas, pos, entre outros (nutracéuticos). A separagdo desses produtos
¢ necessaria quando se estabelece limites de consumo (Pimentel et al., 2005).

O gabinete Americano de Contas Gerais (US General Accounting Office-GAQO) define
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alimentos funcionais como alimentos que declaram ter beneficios aléem da nutri¢do basica. Contudo,
em matéria de legislacdo, um alimento funcional ndo tem nenhuma definigdo reconhecida pela FDC
(Food, Drugs and Cosmetics). A FDA (Food and Drug Administration) regula os alimentos
funcionais, baseada no uso que se pretende dar aos produtos, na descricdo presente nos rotulos ou
nos seus ingredientes. A partir destes critérios a FDA classificou os alimentos funcionais em cinco
categorias: alimento, suplementos alimentares, alimento para usos dietéticos especiais, alimento-
medicamento ou medicamento (Noonan & Noonan, 2004).

Os alimentos e ingredientes funcionais podem ser classificados de dois modos: quanto a
fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem, atuando em seis areas
do organismo: no sistema gastrointestinal; no sistema cardiovascular; no metabolismo de substratos;
no crescimento, no desenvolvimento e diferenciacdo celular; no comportamento das funcbes
fisiolégicas e como antioxidantes (Souza et al., 2003).

Uma grande variedade de produtos tem sido caracterizada como alimentos funcionais,
incluindo componentes que podem afetar inUmeras funcdes corporeas, relevantes tanto para o
estado de bem-estar e salde como para a reducdo do risco de doencas. Esta classe de compostos
pertence a nutricio e nao a farmacologia, merecendo uma categoria propria, que ndo inclua
suplementos alimentares, mas o seu papel em relagdo as doengas estara, na maioria dos casos,
concentrado mais na reducédo dos riscos do que na prevencao.

Os alimentos funcionais apresentam as seguintes caracteristicas:

a) Devem ser alimentos convencionais e serem consumidos na dieta normal/usual;

b)Devem ser compostos por componentes naturais, algumas vezes, em elevada concentracéo
ou presentes em alimentos que normalmente ndo os supririam;

c)Devem ter efeitos positivos além do valor basico nutritivo, que pode aumentar o bem-estar
e a salde e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doencas, promovendo beneficios na saide, para além
de aumentar a qualidade de vida, incluindo os desempenhos fisico, psicoldgico e comportamental;

d) A alegacdo da propriedade funcional deve ter fundamento cientifico;

e) Pode ser um alimento natural ou um alimento no qual um componente tenha sido
removido;

g) Pode ser um alimento onde a natureza de um ou mais componentes tenha sido modificada;

h) Pode ser um alimento no qual a bioatividade de um ou mais componentes tenha sido
modificada (Roberfroid, 2002).

Por sua vez, o nutracéutico ¢ um alimento ou parte de um alimento que proporciona

beneficios médicos e de saude, incluindo a prevencgdo e/ou tratamento da doenca. Tais produtos

podem abranger desde os nutrientes isolados, suplementos dietéticos na forma de capsulas e até aos
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alimentos processados tais como cereais, sopas € bebidas (Kwak & Jukes, 2001a; Andlauer & Furst,
2002; Hungenholtz & Smid, 2002; Roberfroid, 2002). Vérios nutracéuticos podem ser produzidos
atraves de métodos fermentativos com o uso de microrganismos considerados seguros ou GRAS
(Generally Recognized as Safe). Os nutracéuticos podem ser classificados como fibras dietéticas,
acidos gordos polinsaturados, proteinas, péptidos, aminoécidos ou cetoacidos, minerais, vitaminas
antioxidantes e outros antioxidantes (Andlauer & First, 2002).

O alvo dos nutracéuticos ¢ significativamente diferente dos alimentos funcionais, por varias
razoes:

a) Enquanto a prevencdo e o tratamento de doencas (apelo médico) sdo relevantes para 0s
nutracéuticos, apenas a reducéo do risco da doenca, e ndo a prevencao e tratamento da doenca estéo
envolvidos com os alimentos funcionais;

b) Enquanto os nutracéuticos incluem suplementos dietéticos e outros tipos de alimentos, 0s

alimentos funcionais devem estar na forma de um alimento comum (Kwak & Jukes, 2001b).

Kruger & Mann (2003) definem os ingredientes funcionais como um grupo de compostos
que apresentam beneficios para a salde, tais como, os carotenoides e flavonoides encontrados em
frutos e vegetais, os glucosinolatos encontrados nas plantas da familia das cruciferas, os acidos
gordos polinsaturados presentes em 0Oleos vegetais e 6leo de peixe. Estes ingredientes podem ser
consumidos juntamente com os alimentos dos quais sdo provenientes, sendo estes alimentos
considerados funcionais, ou individualmente, como nutracéuticos. Devem ter um perfil de
seguranca adequado, trazendo confianga ao consumo humano. N&o devem apresentar risco de

toxicidade ou os efeitos adversos caracteristicos dos fA&rmacos convencionais (Bagchi et al., 2004).
1.1.2. Classificacdo dos alimentos funcionais

N&o existe apenas uma classificacdo para os alimentos funcionais. Podemos no entanto,
assumir algumas das sugestbes ja existentes como possiveis classificacbes. Uma dessas

possibilidades é a seguinte:

« Alimentos naturais que contém, em quantidades apropriadas, compostos promotores de
beneficios para a saude;

» Alimentos processados que tenham sofrido algum tipo de modificacdo, como por exemplo,
reducdo de gordura;

» Novos alimentos enriquecidos com ingredientes funcionais, produzidos por biotecnologia ou
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métodos diferenciados, como por exemplo leite enriquecido com 3, margarina com

esterois de soja entre outros.

Como ja mencionado anteriormente, os alimentos funcionais devem ser sempre consumidos
na dieta normal e devem aumentar o bem-estar e a salde e/ou reduzir o risco de ocorréncia de

doencas, além do seu valor nutritivo basico.

Probidticos e prebidticos

Os probidticos sdo microrganismos vivos que podem ser agregados como suplementos na
dieta, afetando de forma benéfica o desenvolvimento da flora microbiana no intestino. S&o também
conhecidos como bioterapéuticos, bioprotetores ¢ bioprofilaticos e sdo utilizados para prevenir as
infecdes entéricas e gastrointestinais (Reig & Anesto, 2002). A defini¢do internacional atualmente
aceita ¢ a que refere que os probiodticos sdo microrganismos vivos, administrados em quantidades
adequadas, que conferem beneficios a saude do hospedeiro (Saad, 2006).

“Os beneficios a satide do hospedeiro atribuidos a ingestdo de culturas probidticas séo:
controle da microbiota intestinal, estabilizacdo da microbiota intestinal ap6s o uso de antibioticos,
promocgao da resisténcia gastrintestinal a colonizag¢d0 por patdogenos, diminuigdo da concentracdo
dos acidos acético e latico e outros compostos antimicrobianos, promocao da digestdo da lactose em
individuos intolerantes a lactose, estimulacdo do sistema imune, alivio da constipacdo e aumento da
absorcdo de minerais e vitaminas” (Saad, 2006). A tabela 1 relaciona as causas e mecanismos dos

efeitos beneéficos atribuidos aos probidticos.
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Tabela 1. Causas e mecanismos dos efeitos benéficos atribuidos aos probioticos (Kalantzopoulos, 1997; Holzapfel &
Schillinger, 2002; Kaur, et al., 2002).

Efeito benéfico

Possiveis causas e mecanismos

Melhor digestibilidade

Degradacdo parcial das proteinas, lipidios e glacidos;

Melhor valor nutritivo

Niveis elevados das vitaminas do complexo B e de alguns aminoacidos

essenciais como metionina, lisina e triptofano;

Melhor utilizacdo da lactose

Niveis reduzidos de lactose no produto e maior disponibilidade de lactose;

Acdo antagdnica contra
agentes

patogénicos entéricos

Distuarbios tais como diarreia, colites mucosa e ulcerosa, diverticulite e
colite antibidtica sdo controlados pela acidez;
Inibidores microbianos e inibicdo da adesdo e ativacdo de patdgenos;

Colonizacéo do intestino

Sobrevivéncia ao acido gastrico, resisténcia a lisozima e a tensdo
superficial do intestino, adesao ao epitélio intestinal, multiplicacdo no trato

gastrointestinal, modulacéo imunitéria;

Acdo anti-carcinogénica

Conversdo de potenciais pré-carcinogénicos em compostos menos
perniciosos;

Estimulacéo do sistema imunitério;

Acéo hipocolesterolémica

Producdo de inibidores da sintese do colesterol;
Utilizacdo do colesterol por assimilacdo e precipitacdo como sais biliares

desconjugados;

Modulagdo imunitaria

Melhor producéo de macrofagos, estimulacao da producéo de células

Ssupressoras;

Segundo Salminem et al. (1998), os critérios para a selecido de probioticos dizem respeito ao

género a que os microrganismos pertencem (origem, definicdo, caracterizacdo, espécies seguras), a

sua estabilidade e seguranca (atividade e viabilidade nos produtos, aderéncia e potencial invasivo,

bem como resisténcia ao baixo pH, aos sucos gastrico, biliar e pancreatico, a capacidade de

colonizacdo) e aos aspetos funcionais e fisiologicos (aderéncia ao epitélio intestinal, antagonismo

aos patogeneos, estimulacdo ou supressdo da resposta imunoldgica, estimulacéo

benéficas).
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Os prebidticos sdo oligossacaridos ndo digeriveis, porém fermentaveis cuja funcdo ¢ mudar
a atividade e a composi¢cdo da microbiota intestinal com o intuito de promover a saide do
hospedeiro. As fibras dietéticas e os oligossacaridos ndo digeriveis sdo 0s principais substratos de
crescimento dos microrganismos dos intestinos. Os prebioticos estimulam o crescimento dos grupos
endogenos de populacdo microbiana, tais como as Bifidobactérias e os Lactobacilos, que sdo
descritos como benéficos para a saude humana (Blaut, 2002). Os prebidticos mais eficientes irdo
reduzir a atividade de organismos potencialmente patogénicos (Roberfroid, 2002).

Para que uma substancia (ou grupo de substancias) possa ser definida como tal, deve
cumprir 0s seguintes requisitos: ser de origem vegetal; formar parte de um conjunto heterogéneo de
moléculas complexas; ndo ser digerida por enzimas digestivas; ser parcialmente fermentada por
uma coldnia de bactérias e ser osmoticamente ativa (Rodriguez, et al., 2003).

Um produto em que estdo combinados um probidtico e um prebidtico é denominado
simbidtico. A interagdo entre o probidtico e o prebidtico in vivo pode ser favorecida por uma
adaptacdo do probiotico ao substrato prebidtico anterior a0 consumo. Isto pode, em alguns casos,
resultar numa vantagem competitiva para o probidtico, se ele for consumido juntamente com o
prebidtico (Saad, 2006).

Alguns efeitos atribuidos aos prebidticos sdo: a modulacdo de funcdes fisioldgicas chaves,
como a absorcdo de calcio, o metabolismo lipidico, a modulagdo da composi¢do da microbiota
intestinal, a qual exerce um papel primordial na fisiologia intestinal e a reducdo do risco de cancro
de colon (Roberfroid, 2002).

Alimentos sulfurados e azotados

Os alimentos sulfurados e azotados sdo compostos organicos usados na protecdo contra a

carcinogénese e mutagénese, sendo ativadores de enzimas na desintoxicacdo do figado (Anjo, 2004).

Esses compostos inibem a mutacdo do ADN, que predispde para algumas formas de cancro
(Souza et al., 2003).

Vitaminas antioxidantes

A oxidacéo nos sistemas bioldgicos ocorre devido a agdo dos radicais livres no organismo.
Estas moléculas tém um eletrdo isolado, livre para se ligar a qualquer outro eletrdo, e por isso sdo
extremamente reativas. Estas podem ser geradas por fontes enddgenas ou exdgenas. As fontes

enddgenas, originam-se em processos biolégicos que normalmente ocorrem no organismo, tais
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como: presenca de metais de transicdo no interior da célula e de sistemas de transporte de eletrdes.
Esta geracéo de radicais livres envolve vérios organelos celulares, como mitocdndrias, lisossomas,
peroxissomas, nucleo, reticulo endoplasmatico e membranas. As fontes exdgenas geradoras de
radicais livres incluem tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e
radiacdes (Soares, 2002).

“As lesBes causadas pelos radicais livres nas células podem ser prevenidas ou reduzidas por
meio da atividade de antioxidantes, sendo estes encontrados em muitos alimentos. Os antioxidantes
podem agir diretamente na neutralizacdo da acdo dos radicais livres ou participar indiretamente de
sistemas enzimaéticos com essa funcdo. Nos antioxidantes estdo a vitamina C, a glutationa, o &cido
drico, a vitamina E e os carotenoides” (Shami & Moreira, 2004).

Os carotenoides estdo presentes em alimentos com pigmentacdo amarela, laranja ou
vermelha. Os seus principais representantes sdo 0s carotenos, precursores da vitamina A e o
licopeno. As xantofilas sdo sintetizadas a partir dos carotenos, por meio de reacgdes de hidroxilagéo
e epoxidagdo. O B-caroteno e¢ o licopeno sdo exemplos de carotenos, enquanto a luteina ¢ a
zeaxantina sdo xantofilas. Dos mais de 600 carotenoides conhecidos, aproximadamente 50 sdo
precursores da vitamina A.

Entre os carotenoides, o B-caroteno ¢ o mais abundante em alimentos € o que apresenta a
maior atividade de vitamina A. Tanto o0s carotenoides precursores de vitamina A como 0s nao
precursores, como a luteina, a zeaxantina e o licopeno, parecem apresentar agao protetora contra o
cancro, sendo gue 0s possiveis mecanismos de protecdo sdo por intermédio da captacdo de radicais
livres, modulacdo do metabolismo do carcinoma, inibicdo da proliferacdo celular, aumento da
diferenciacdo celular via retinoides, estimulacdo da comunicacdo entre as células e aumento da
resposta imune.

O B-caroteno ¢ um potente antioxidante com agéo protetora contra doengas cardiovasculares.
A oxidacdo das LDL (lipoproteinas de baixa densidade) ¢ um fator crucial para o desenvolvimento
da aterosclerose e o [3-caroteno atua inibindo o processo de oxidagao da lipoproteina.

Segundo Stahl & Sies (2003), os carotenoides fazem parte do sistema de defesa antioxidante
em humanos e animais. Devido a sua estrutura atuam protegendo as estruturas lipidicas da oxidacéo
ou por captacdo de radicais livres gerados no processo foto-oxidativo. A Figura 1 apresenta

estruturas de carotenoides.
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Figura 1. Estruturas quimicas de carotenoides (Ambrosio et al., 2006).

A vitamina E ¢ a principal vitamina antioxidante transportada na corrente sanguinea pela
fase lipidica das particulas de lipoproteinas. Junto com o B-caroteno e outros antioxidantes naturais,
chamados ubiquinonas, a vitamina E protege os lipidos da peroxidacdo. A ingestdo de vitamina E
em quantidades acima das recomendagdes correntes pode reduzir o risco de doencas
cardiovasculares, melhorar a condicdo imune e modular condi¢cdes degenerativas importantes
associadas com o envelhecimento (Souza et al., 2003).

A vitamina E é um componente dos 6leos vegetais encontrada na natureza em quatro formas
diferentes a, B, y e d-tocoferol, sendo o a-tocoferol a forma antioxidante amplamente distribuida nos
tecidos e no plasma. A vitamina E encontra-se em grande quantidade nos lipidos, e evidéncias
recentes sugerem que essa vitamina impede ou minimiza os danos provocados pelos radicais livres
associados com doencas especificas, incluindo o cancro, artrite, catarata e o envelhecimento. A
vitamina E tem a capacidade de impedir a propagacdo das reacOes em cadeia induzidas pelos
radicais livres nas membranas bioldgicas. Os danos oxidativos podem ser inibidos pela acéo
antioxidante dessa vitamina, juntamente com a glutationa, a vitamina C e 0s carotenoides,
constituindo um dos principais mecanismos da defesa endégena do organismo (Bianchi & Antunes,

1999). A Figura 2 apresenta a estrutura quimica de tocoferdis.
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Figura 2. Estrutura quimica de tocoferois (Ferreira et al.,2009)

A vitamina C (acido ascorbico) ¢, geralmente, consumida em grandes doses pelos seres
humanos, sendo adicionada a muitos produtos alimentares para inibir a formacdo de metabolitos
nitrosos carcinogénicos. Os beneficios obtidos na utilizacdo terapéutica da vitamina C em ensaios
biol6gicos com animais incluem o efeito protetor contra os danos causados pela exposicdo as
radiacbes e medicamentos. Os estudos epidemioldgicos também atribuem a essa vitamina um
possivel papel de protecdo no desenvolvimento de tumores nos seres humanos. Contudo, a
recomendacdo de suplementacdo dessa vitamina deve ser avaliada especificamente para cada caso,
pois existem muitos componentes organicos e inorganicos nas células que podem modular a
atividade da vitamina C, afetando sua agdo antioxidante (Bianchi & Antunes, 1999). A Figura 3

apresenta a estrutura quimica da vitamina C.

CH,OH
HC—OH

I

OH OH

Figura 3. Estrutura da vitamina C (Web 1).
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Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos caracterizam-se por possuir um grupo funcional hidroxilo (OH)
ligado a um anel benzénico. Existe uma grande variedade de compostos fendlicos; a partir da
molécula simples de fenol podem obter-se substancias com diferentes niveis de complexidade, que
podem ser classificadas em varias familias e grupos. Naturalmente, nem todas estas substancias séo
isolaveis ou identificaveis nos tecidos vegetais. S&o varios os critérios disponiveis para classificacéo
de compostos fendlicos, porém a forma mais simples, didatica e a mais utilizada sao: fendis simples,
fendis compostos e os flavonoides, que sdo a familia mais vasta de compostos fenolicos naturais e
estdo amplamente distribuidos nos tecidos vegetais.

Os compostos fendlicos sdo, pois, uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja
sintese ndo ocorre na espécie humana. Estes compostos possuem uma série de propriedades
farmacoldgicas que os fazem atuar sobre os sistemas bioldgicos (Lopes et al., 2003), por exemplo,
como antioxidantes. A dieta mediterranica, rica em frutos frescos e vegetais, tem sido associada a
baixa incidéncia de doencas cardiovasculares e cancro, principalmente devido a elevada propor¢ao
de compostos bioativos como vitaminas, flavonoides e outros polifendis (Benavente-Garcia et al.,
1999).

O potencial antioxidante de um composto ¢ determinado pela reatividade dele como um
doador de eletrdes ou hidrogénio, pela capacidade de deslocar ou estabilizar um eletrdo
desemparelhado, pela reatividade com outro antioxidante e com oxigénio molecular. Outros efeitos
fisiologicos da acdo de compostos antioxidantes incluem a sua atuacdo como anticancerigenos e
antimutagénicos sempre considerando que estes problemas podem ocorrer por acdo de radicais
livres.

A formacao de radicais livres esta associada com o normal metabolismo de células aerdbias.
O consumo de oxigénio inerente a multiplicagdo celular leva a geracdo de uma série de radicais
livres. A interacdo destas espécies com moléculas de natureza lipidica em excesso produz novos
radicais: hidroperdxidos e diferentes peroxidos. Estes grupos de radicais podem interagir com 0s
sistemas biologicos de formas citotoxicas. Com respeito a isto, flavonodides e outros fenois tém sido
reportados por possuirem atividade antioxidante contra os radicais livres, a qual estd associada as
propriedades redox dos grupos hidroxilo (Benavente-Garcia et al., 1999).

Antioxidantes fenolicos funcionam como captadores de radicais e, algumas vezes, como
quelantes de metais agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacéo do processo oxidativo.
Os produtos intermediarios, formados pela agdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis

devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias (Soares, 2002).
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Acidos gordos polinsaturados

Os acidos gordos polinsaturados (PUFA), destacando as séries n3 e 6, sdo encontrados em
peixes de agua fria (salmao, atum, sardinha, bacalhau), 6leos vegetais, sementes de linhaca, nozes e
alguns tipos de vegetais. Um &cido gordo é chamado de n3 quando a primeira dupla ligacéo esta
localizada no carbono 3 a partir do radical metilo (CHs), e n6 quando a dupla ligagéo esta no sexto
carbono da cadeia a partir do mesmo radical.

Os principais acidos gordos da familia n3 sdo o a-linolénico (C18:3 — 18 carbonos e 3
insaturacdes), o eicosapentanoico-EPA (C20:5 — 20 carbonos e 5 insaturagbes) e o
docasahexanoico-DHA (C22:6 — 22 carbonos e 6 insaturacdes). Os acidos gordos da familia n6
mais importantes sdo o linoleico (C18:2 — dezoito carbonos e 2 insaturacfes) e o araquidonico
(C20:4 — 20 carbonos e 4 insaturagdes) (Pimentel et al., 2005).

Os acidos gordos de cadeia longa da familia n3 (EPA e DHA) sao sintetizados nos seres
humanos a partir do &cido linolénico. Este acido gordo ¢ também o precursor primordial das
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos com atividade anti-inflamatoria, anticoagulante,
vasodilatadora e antiagregante (Rodriguez et al., 2003; Pimentel et al., 2005). Os &cidos gordos n3
sdo também indispensaveis para 0s recém-nascidos por representarem um ter¢o da estrutura de
lipidos no cérebro; caréncias destas substancias podem ocasionar reducdo da producdo de enzimas
relacionadas com as fungdes de aprendizagem. O suprimento adequado de DHA na alimentag&o dos
bebés ¢ fundamental para o desenvolvimento da retina.

Considera-se que os acidos gordos saturados induzem a hipercolesterolemia enquanto que 0s
PUFA apresentam efeito de reducédo da hipercolesterolemia (Lin He & Fernandez, 1998; Erkkila et
al., 1999). Ha vérias explicacBes acerca dos mecanismos pelos quais os acidos gordos afetam as
concentracdes do colesterol plasmatico, tais como mudancas na composicdo das lipoproteinas, na
producdo de LDL e VLDL (lipoproteinas de muito baixa densidade) pelo figado e na atividade dos
recetores de LDL.

Além de seu papel nutricional na dieta, os acidos gordos n3 podem ajudar a prevenir ou
tratar uma variedade de doencas, incluindo doencas do coragdo, cancro, artrite, depressdo e
Alzheimer entre outros. Os acidos gordos n3 devem ser consumidos numa propor¢édo equilibrada
com os &cidos gordos n6. Os nutricionistas acreditam que uma proporcdo ideal seria de
aproximadamente de 5:1 de n6 para n3.

O &cido linoleico, presente no 6leo de girassol, pertencente ao grupo dos &cidos gordos né, é
transformado pelo organismo humano no &cido araquidonico e em outros &cidos gordos

polinsaturados. Os n6 derivados do acido linoleico exercem um importante papel fisiologico:
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participam da estrutura de membranas celulares, influenciando a viscosidade sanguinea,
permeabilidade dos vasos, acdo antiagregadora, pressdao arterial, reacdo inflamatdria e funcdes

plaquetarias.

Fibras (Oligossacéaridos)

A fibra dietética é uma substancia indisponivel como fonte de energia, pois nao ¢ passivel de
hidrélise pelas enzimas do intestino humano e que pode ser fermentada por algumas bactérias. A
maior parte das substancias classificadas como fibras sdo polissacéridos ndo amilaceos (Pimentel, et
al., 2005).

Podem classificar-se as fibras em dois grupos, segundo o papel que cumprem nos vegetais:

a) Polissacéridos estruturais: estdo relacionados com a estrutura da parede celular e incluem

celulose, hemiceluloses, pectinas, gomas e mucilagens segregadas pelas células;

b) Polissacaridos ndo estruturais (Salinas, 2002).

Outra classificacdo possivel diferencia as fibras como fibras solUveis e insollveis. As fibras
solliveis sdo as pectinas e hemiceluloses. Estas tendem a formar géis em contato com agua,
aumentando a viscosidade dos alimentos parcialmente digeridos no estdbmago (Pimentel et al., 2005).
As fibras solveis diminuem a absorcdo de acidos biliares e tém atividades hipocolesterolémicas.
Quanto ao metabolismo lipidico, parecem diminuir os niveis de triglicéridos, colesterol e reduzir a
insulinemia (Rodriguez et al., 2003).

As fibras insolliveis permanecem intactas através de todo o trato gastrointestinal e
compreendem a lenhina, a celulose e algumas hemiceluloses (Pimentel et al., 2005). Como funcdes
funcionais da fibra insoltvel estao:

a) O incremento do bolo fecal e o estimulo da motilidade intestinal;

b) A maior necessidade de mastigacéo, relevantes na sociedade moderna vitimas da ingestéo
compulsiva e da obesidade;

c) O aumento da excrecdo de 4&cidos biliares e propriedades antioxidantes e

hipocolesterolémicas (Rodriguez et al., 2003).

Segundo Anjo (2004), os efeitos do uso das fibras sdo a reducdo dos niveis de colesterol
sanguineo e diminuicdo dos riscos de desenvolvimento de cancro, decorrentes de trés fatores:

capacidade de retencdo de substancias tdxicas ingeridas ou produzidas no trato gastrointestinal
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durante processos digestivos; reducdo do tempo do transito intestinal, promovendo uma répida
eliminacdo do bolo fecal, com redugdo do tempo de contato do tecido intestinal com substancias
mutagénicas e carcinogénicas e formacao de substancias protetoras pela fermentacao bacteriana dos

compostos de alimentacao.

1.2. Os cogumelos como alimentos funcionais e fonte de nutracéuticos

Diplock et al. (1999) define alimento funcional como, um alimento que melhora a saide e o
bem-estar, e/ou que reduz o risco de doenca através da sua intervencdo benéfica ao nivel das
funcbes do corpo humano. Um alimento funcional €, ou pode ser, semelhante em aparéncia, a um
alimento convencional. E consumido como parte de uma dieta normal e ja foi demonstrado que,
além das funcBes nutricionais basicas, este tem efeitos benéficos ao nivel psicoldgico e/ou reduz o
risco de doencas crénicas (Walji & Boon, 2008; Falguera et al., 2012). Estes alimentos representam
por isso, uma das mais interessantes areas de investigacdo e inovagdo na industria alimentar (Jones
& Jew, 2007; Siro et al., 2008). Na Europa, a venda destes alimentos tem aumentado
significativamente sendo que, a Alemanha, a Franga, o Reino Unido e a Holanda representam os
paises mais importantes dentro deste mercado. Contudo, muitos outros mercados europeus estdo a
experimentar altas taxas de crescimento no que diz respeito a comercializacdo destes alimentos
(Annunziata & Vecchio, 2011).

Tradicionalmente, os produtos farmacéuticos tém sido usados no tratamento de doencas
cronicas ou para aliviar os seus sintomas. A nutri¢ao por outro lado, tém como objetivo fundamental
prevenir estas doencas fornecendo ao corpo um equilibrio ideal de macro e micronutrientes
fundamental para uma boa saude.

Devido ao conhecimento emergente acerca destas doencas, 0s medicamentos sdo cada vez
mais usados para diminuir os fatores de risco e assim, prevenir doengas cronicas. Contudo, a
aparéncia dos alimentos funcionais e suplementos alimentares no mercado ainda torna mais turva a
distincdo entre farmacologia e nutricdo (Eussen et al., 2011).

Os cogumelos podem estar na interface farmacologia-nutricdo pois, desde os tempos mais
antigos que os cogumelos tém sido consumidos por humanos ndo apenas como parte de uma dieta
normal mas, também como uma iguaria devido ao seu sabor e aroma altamente desejavel. Além
disso, as suas propriedades nutricionais e medicinais tém sido reconhecidas ao longo dos tempos
(Mattila et al., 2000).

Os cogumelos tém um grande teor de proteinas (incluindo todos os amino&cidos essenciais)
e um baixo contetdo de lipidos. Contém também quantidades relativamente elevadas de glucidos e

fibras e quantidades significativas de vitaminas nomeadamente tiamina, riboflavina, cido ascorbico
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e vitamina D2, bem como sais minerais (Kala¢, 2009). Para além do seu valor nutricional, alguns
cogumelos tém um valor medicinal sendo que, ja foram referenciados anteriormente os seus efeitos
antitumorais, antivirais e hipolipidémicos (Lindequist et al., 2005; Poucheret et al., 2006; Ferreira et
al., 2010).

Embora os alimentos funcionais estejam atualmente em voga, a maioria das pessoas ndo tem
certezas relativamente aos seus beneficios. O consumo destes alimentos pode oferecer uma
oportunidade de reduzir os fatores de risco para a salde e o risco de doencas, tanto em monoterapia
como em combinacdo com outras drogas de prescricdo. Por exemplo, sob stresse, 0 Nnosso
organismo produz mais espécies reativas de oxigénio (ROS) (p.ex. radicais anifes superoxido,
radicais hidroxilo e peroxido de hidrogénio) do que antioxidantes enzimaticos (p.ex. superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (Gpx) e catalase e ndo enzimaticos (p.ex. glutationa). Este
desequilibrio leva a danos celulares e a problemas de salde (Ferreira et al., 2009; Krishnaiah et al.,
2011). Neste contexto, alimentos com antioxidantes podem reduzir o stresse oxidativo nas células e
serem portanto, Uteis no tratamento de muitas doengas humanas incluindo o cancro, doencas
cardiovasculares e doencas inflamatorias.

O grupo de investigacdo onde se desenvolveu este trabalho tem estado dedicado nestes
ultimos anos ao estudo de cogumelos silvestres do Nordeste de Portugal, considerando que estes
alimentos podem ser incluidos na interface farmacol6gica-nutricional (Barros et al., 2008; Vaz et al.,
2010; Grangeia et al., 2011; Pereira et al., 2012; Vaz et al., 2012). Nessa perspetiva, 0 presente
trabalho carateriza pela primeira vez oito espécies de cogumelos silvestres comestiveis em termos

de composicao nutricional e de compostos bioativos sobretudo com propriedades antioxidantes.

1.3. Fungos

Reino Fungi

O Reino Fungi é um grande grupo de organismos eucariotas que inclui micro-organismos
como leveduras e bolores e fungos macroscépicos como os cogumelos. Tem um enorme ndmero de
espécies com alguns autores a estimarem mais de 300.000 espécies, entre aquelas que sdo
conhecidas e as que ainda ndo foram estudadas mas, estdo classificadas. Estdo formalmente
descritas cerca de 100 000 especies de fungos, mas a biodiversidade global do reino dos fungos,
com base em observacOes da relacdo entre 0 numero de espécies de fungos e 0 nimero de espécies
de plantas em ambientes selecionados, estima-se em 1,5 milhdes de espécies (Hawksworth, 2006).

Os fungos séo classificados num reino separado e, uma grande diferenga destes organismos
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é o facto de as suas células terem paredes celulares e, estas, ao contrario das de células vegetais, que
sdo constituidas por celulose, conterem, glicanos e quitina, sendo 0s Unicos organismos que
combinam estas duas moléculas estruturais na sua parede celular.

Os fungos produzem varios metabolitos secundarios que séo estruturalmente semelhantes ou

idénticos aos produzidos pelas plantas. As enzimas de plantas e fungos que produzem estes
compostos diferem nas suas caracteristicas e sequéncia de aminoacidos, o que esta de acordo com
as origens e evolucgdo separadas de fungos e plantas (Keller et al. 2005).
Atualmente, ap6s um entendimento da maior parte da comunidade micologista mundial e
recorrendo as aplicacdes da biologia molecular determinou-se que o reino Fungi fosse dividido em
7 filos (Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,
Neocallimastigomycota e Microsporidia) 10 subfilos, 35 classes, 12 subclasses e 129 ordens. O filo
Microsporidia, que contém fungos parasitas de animais e protistas, foi introduzido por Hibbett, que
referiu serem ainda necessarios mais estudos para se poder confirmar se devem ter um filo préprio
(Hibbett et al., 2007).

Filos Basidiomycota e Ascomycota

Ascomycota e Basidiomycota sdo os filos que constituem o sub-reino Dikarya do reino
Fungi e, os filos cujos organismos formam carpo6foros, esporéforos ou cogumelos. No Filo
Ascomycota estdo inseridos os fungos que produzem o0s seus esporos (ascosporos) em esporangios
especificos chamados ascos. E um grupo monofilético de cerca de 32.000 espécies, ao qual
pertencem inclusive a maioria das formas anamorficas, leveduras e formas liquenizadas. Este grupo
engloba também a maioria dos fungos patogénicos para as plantas.

Na maioria das espécies, 0s ascos estdo contidos numa estrutura chamada de ascoma. Cada
asco produz oito ascésporos (ou um multiplo de 8), que resultam de uma meiose seguida de uma
mitose, embora ascos com 4 esporos sejam caracteristicos de algumas espécies.

A maioria dos ascomicota possui sistema somatico filamentoso, ou seja, sdo constituidos por
hifas, formadas por filamentos longos e ramificados que, em conjunto com outras hifas formam o
micélio. As hifas sao tipicamente constituidas por uma parede tubular contendo quitina e 3-glicanos
e sdo dividas por septos regulares, dotados de poros simples. Septos sem poros podem ser formados
na base de estruturas reprodutivas, para isolar porc¢des velhas do micélio ou partes lesionadas, para
evitar a perda de citoplasma no caso de haver algum dano ou rutura da membrana celular. Muitas
das células sdo perfuradas centralmente, o que permite que o citoplasma e os nucleos circulem pelas

hifas, embora a maioria das células possua um unico nucleo.
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Basidiomycota € o filo que engloba as espécies que produzem esporos numa estrutura em
forma de bastdo chamada basidio. No mundo estima-se que o grupo dos Basidiomycota tenha cerca
de 30.000 espécies, correspondendo a 37% do numero descrito dos fungos verdadeiros (Kirk et al.,
2001).0s fungos deste filo podem ser encontrados tanto nas formas miceliais, quanto
leveduriformes, sendo a primeira a sua forma dominante. (Alexopoulos et al., 1996).

A reprodugdo dos Basidiomycota pode ocorrer de duas formas, assexuada e sexuada. A
forma assexuada pode consistir na fragmentacao do micélio, gemulacdo em espécies unicelulares ou
producdo de varios esporos assexuais. O inicio da fase sexuada da-se pela fusdo entre células
hapldides compativeis, tornando-se células dicarioticas (e ndo diploides). Esse micélio dicariotico
da origem aos basidios, onde, na formacao desses esporos, ocorre a unido dos nucleos (Alexopoulos
et al., 1996; Swann & Hibbett, 2007).

Outra caracteristica interessante destes fungos é os seus basididsporos. Ao contrario dos
ascosporos nos Ascomycota, 0s basidiésporos sdo exdgenos e encontrados normalmente, em

numero de quatro por basidio, (figura 4).

'
> J

BASIDIUM

Figura 4. Diferencas entre a formacao do Basidio e do Asco (Web 2).
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Os Basidiomycota podem apresentar um micélio visivel, responsavel pela reproducdo do
grupo, onde sdo armazenados os basidios. Tal conjunto € chamado de basidioma, carpoforo,
espordforo (cogumelo).

Partes de um cogumelo

Figura 5. Partes de um basidioma (Web 3).

Todos os fungos que apresentarem essa estrutura pertencem a esse grupo, mas, a auséncia
desse carater ndao o exclui do mesmo, podendo pertencer a classes que ndo possuem basidiomas.
Outros ainda podem apresentar diferentes formas, como gelatinosas, carnosas, secas, coriaceas,
entre outras (Alexopoulos & Beneke, 1962).

Ecologia

Ndo devemos esquecer que os fungos, pelo facto de carecerem de clorofila e de
pigmentos foto ou quimio sintéticos, tém de se relacionar com outros seres vivos para sobreviverem
procurando nutrientes organicos. Os fungos devem obter o carbono necessério para constituir os
seus tecidos a partir de substancias organicas vivas ou mortas.

As principais formas de vida destes seres vivos levam-nos a dividi-los em trés grandes
grupos: fungos saprofitas, fungos parasitas e fungos simbi6ticos.

Um fungo saprofita € aquele que se alimenta de matéria organica morta ou em
decomposicdo. Sao estes fungos que decompBem os cadaveres, folhas mortas, fezes e outros
materiais organicos, reciclando assim elementos quimicos como o carbono, azoto, fosforo, sob a
forma de compostos minerais utilizaveis por outros seres vivos.

Além deste género de tarefa também decompdem material orgénico utilizavel pelo homem, o que
causa prejuizos. Sdo os mais frequentes em determinados ecossistemas e intervém na mineralizacéo

dos restos vegetais para que possa depois formar parte do humus. Segundo a natureza da substancia
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na qual vivem os fungos, estes dividem-se em: fimicolas ou coprofilos (vivem nos excrementos e as
vezes precisam de substratos em fermentacdo e temperaturas altas para frutificarem), humicolas
(vive em restos vegetais em decomposicdo, humus), lenhicolas (vivem em madeira morta, ramos,
cepos, entre outros), terricolas (vivem na terra sem vegetacdo e sem humus sendo, frequentes nos
taludes e nas margens dos caminhos), praticolas (vivem na erva, e este facto torna dificil saber se
sdo saproéfitas ou micorrizicos), foliculas (vivem sobre folhas desenvolvendo o micélio no interior
delas), pirdfilas (vivem em terrenos que tenham sido queimados) e por fim, corticolas (vivem sobre
as cascas das arvores de folha caduca e também nas corniferas).

Os fungos parasitas vivem ou colonizam animais, vegetais, ou até outros fungos, aos que
provocam, doencas, a morte ou simplesmente vivem aproveitando-se deles. Os fungos constituem
90% dos parasitas vegetais e podem chegar a destruir 15% da producdo vegetal mundial pois, estes
produzem grande numero de enzimas, toxinas e antibidticos, tornando-se capazes de vencer as
defesas das células dos organismos que atacam. Podemos falar de trés tipos de fungos parasitas:
fungos que parasitam as arvores, fungos que parasitam os animais e fungos que parasitam outros
fungos.

As vezes a divisdo entre fungos saprofitas e parasitas ndo esta muito clara pois, alguns dos
fungos encontrados na natureza ndo podem ser classificados especificamente numa destas

categorias sendo por esse motivo designados de fungos sapro-parasitas. Estes fungos sapro-parasitas

inicialmente sdo fungos parasitas mas, logo depois transformam-se em saprofitas (Rodriguez, 2012).

Esporo_q

Estoma

5i— Lacuna — Folha
{

g

X T ]
~ Haustorio

Figura 6. Fungos parasitas das plantas possuem hifas especializadas — haustério (Web 4).

No caso dos cogumelos estudados, estes sdo todos fungos simbidticos ou micorrizicos, ou
seja, sdo fungos cujo micélio se alimenta estabelecendo uma relagdo de cooperacdo reciproca com
as plantas. A relacdo entre os fungos e a raiz das plantas constitui um tipo especial de simbiose

chamada micorriza ou simbiose micorrizica. Nesta simbiose micorrizica o fungo obtém o agtcar das
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raizes das plantas. N&do obstante, permite a planta, através da unido do micélio com as raizes,
aumentar o aparelho radical.

As micorrizas podem definir-se como uma simbiose mutualista entre os fungos e as raizes
das plantas superiores. Como consequéncia desta simbiose, a planta fornece ao fungo o carbono que
tem a sua origem na fotossintese e, por outro lado, o fungo ajuda a planta a absorver os nutrientes
minerais do solo. As hifas que crescem na raiz possuem uma fun¢do muito importante no transporte
de ides de fosfato a planta.

pinheiro

{Pinus)

Figura 7. Exemplo de Micorriza:(A); RelagBes nutritivas entre os fungos e as raizes das plantas: (B); (web 5- (A); Web 6- (B)).

Habitat

O habitat dos cogumelos é bastante diversificado, pois, de facto, cada cogumelo tem
condicdes diferentes, que estdo também relacionadas com o seu modo de nutricdo e também com as
caracteristicas ambientais do local. Desta forma, podemos encontrar espécies mais generalizadas,
que se em encontram em qualquer ecossistema e outras que sé aparecem em locais mais restritos.
Frequentemente, cada espécie de cogumelos esta ligada a uma esséncia ou a um grupo de arvores
bem determinado, formando uma unidade com o seu meio.

Além dos bosques, os cogumelos formam-se praticamente em todos 0s habitats, como

pastos, prados, pantano, dunas de areia, regides glaciares alpinas, margens de estradas, parques e
jardins.
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1.4. Taxonomia e caraterizacdo das amostras estudadas
Tabela 2. Taxonomia d as espécies de cogumelos silvestres comestiveis analisadas.
Espécie Reino Filo Classe Ordem Familia Género Referéncia
Amanita Fungi Basidiomycota Basidiomycetes Agaricales Amanitaceae Amanita (Quél. in
crocea Bourd.)
Amanita Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Agaricales Amanitaceae Amanita Foley
mairei
Boletus Fungi Basidiomycota Basidiomycetes Boletales Boletaceae Boletus Krbh
regius
Boletus Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Boletales Boletaceae Boletus (Imler ex
porosporus Bon)
Gyromitra Fungi Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Discinaceae Gyromitra (Pers. ex
esculenta Pers.) Fr.
Helvella Fungi Ascomycota Pezizomycetes Pezizales Helvellaceae Helvella (Afzel.)
lacunosa
Russula Fungi Basidiomycota Agaricomycetes Russulales Russulaceae Russula Pers.
aurea
Russula Fungi Basidiomycota Basidiomycetes Russulales Russulaceae Russula (Schaeff.) Fr.
virescens

Amanita crocea

Esta espécie tem como caracteristicas morfoldgicas: chapéu de 4-12cm, cor de laranja,

amarelo ou acafroada. Ao principio conico obtuso, depois aberto quase plano mas, sempre com um

mameldo central e a margem apresenta estrias. As laminas sdo brancas ou cor creme, e as bordas as

vezes finamente dentadas, ventrudas, livres e serradas. O pé de 0-15 x 1-2cm, engrossado na base,

branco e coberto por uma série de escamas em zig-zag. A sua carne é branca e fragil e os esporos

séo globulosos, lisos e ndo amiloides, adquirindo uma cor branca quando em conjunto (Rodriguez,

2012).

Relativamente ao seu habitat estes crescem debaixo de arvores planifélias e coniferas

especialmente em solos acidos. Encontram-se frequentemente entre o0 verdo e 0 outono e

apresentam um cheiro inapreciavel e sabor fungico. J& foi referenciada em diferentes zonas da

América do Norte e também da Europa (Polonia, Reino Unido, Espanha).
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Figura 8. Amanita crocea (Web 7).

Amanita mairei

Chapéu de 6-10 cm de diametro, assume inicialmente um forma convexa, posteriormente
plano-convexo e na sua maturidade fica plano. A sua cuticula varia de cor, cinza mais ou menos
escuro, coberta por restos brancos da volva. As laminas sdo ventrudas, separadas, de brancas a
grisalhas. O pé é cilindrico, um pouco mais largo na base, com uma superficie lisa e finamente
escamosa, branco grisalho. A carne é escassa, branca, apresenta um sabor doce e um odor agradavel
(Gerhardt et al. 2000; Marcote et al., 2008).

Esta espécie ndo € muito frequente, frutifica na primavera e no outono, cresce em bosques
formando pequenos grupos, e também entre estevas (Cistus ladanifer).

E um cogumelo comestivel mas, é recomendado que seja previamente cozinhada.

Figura 9. Amanita mairei (Web 8).

Boletus regius

Apresenta um chapéu de 6-15 cm, no principio esférico ficando depois aplanado, possui uma
cor rosada sobre um fundo rosado pélido, a cuticula apresenta pequenas escamas ou pelos, que
geralmente fende. Ostenta tubos e poros de cor amarelo vivo que na sua maturidade escurecem
obtendo um tom castanho-esverdeado. O seu pé de 5-15 x 2-6 cm, claviforme e possui um reticulo
amarelo, A sua carne é amarela com alguma esfumacéo rosada sob a cuticula e no contacto com o ar
mancha-se debilmente de azul e apresenta um cheiro agradavel e sabor a aveld. Os esporos séo
fusiformes (10-15 x 4-6 um), e tomam um tom pardo-violaceo quando se encontram agrupados.

Esta espécie prefere ambientes quentes surgindo nos finais da primavera e verdo. Na
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América do Norte, esta espécie geralmente frutifica de agosto a novembro, embora também apareca
entre maio e junho. Na América do Norte esta espécie distribui-se pelos estados da Califérnia,
Oregon e Washington, onde a sua ocorréncia varia bastante. E raro na Europa, e aparece na Lista
Vermelha Regional de varios paises (Koune, 2001). A espécie também foi registada na China (Chiu,
1948).

E um cogumelo com boa comestibilidade.

Figura 10. Boletus regius (Web 9).

Boletus porosporus

O seu chapéu apresenta algumas fissuras e quando totalmente expandido pode atingir até 8
centimetros de didmetro, possui uma coloracdo que varia do bege ao castanho. O seu pé é
geralmente olivaceo, mais amarelo no apice, e apresenta contusdes castanhas. A carne é amarelo-
limdo palido ou amarelo na parte superior, e amarelo no apice da haste. Os tubos sdo de 13 a 20
centimetros de comprimento, amarelo liméo, inicialmente, mais tarde olivaceo. Os poros (0,2-0,5
mm de didmetro) s&o angulares, amarelo-liméo, e escurecem mais tarde.

Boletus porosporus aparece ocasionalmente no outono, e cresce individualmente ou em
pequenos grupos em bosques mistos de espécies deciduas, particularmente de carvalho. Esta espécie
é comum nas zonas temperadas do norte, mas um pouco raro na Europa.

Trata-se de um cogumelo comestivel mas, ndo é muito apreciado quando cozinhado pois,
adquire uma textura demasiado mole (Rodriguez, 2012).

Figura 11. Boletus porosporus (Web 10).
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Gyromitra esculenta

Chapéu tem 6-12 cm de diametro e 5-15 (12) cm de altura, é globoso, inchado, irregular,
formado por numerosas pregas que lhe conferem um aspeto cerebriforme, apresenta uma cor
castanho escuro ou castanho avermelhado, branco na partir inferior onde se une com o pé, e branco
na parte interna. O seu pé é curto (2-6 x 1-3 cm), cilindrico, enrugado, oco, branco, pruinoso e com
varios sulcos na base. A sua carna é delgada, fragil, branca ou acinzentada, é inodoro e o seu sabor
ténue. Relativamente aos esporos estes sdo elipsoidais de 15-21 X 7-10 pum.

Gyromitra esculenta desenvolve-se em solos arenosos de floresta temperada de coniferas
(sobretudo debaixo de pinheiros (Pinus spp.)). O periodo de apanha estende-se de abril a julho,
antes daquele de outras espécies, e o fungo pode até surgir quando a neve derrete. Pode ser
abundante em algumas areas e raro noutras. E mais comumente encontrado em locais onde o solo
foi perturbado, como em covas, zonas desmatadas, zonas de escorréncia, e bermas de estrada.

Apesar de ser mais abundante nos bosques de coniferas montanos e setentrionais como a
Serra Nevada e a Cordilheira das Cascatas no noroeste da América do Norte, esta espécie é
encontrada um pouco por todo o continente americano, e para sul até ao México. E também comum
na Europa Central, menos abundante a leste, e mais em areas de montanha que em terras baixas.
Esté registada a sua ocorréncia na Irlanda do Norte, na provincia de Usak na Turquia Ocidental
(Turkoglu et al., 2008), e na provincia de Antalya na costa sul da Turquia (Gezer, 2000).

Trata-se de uma espécie controversa pois, € uma espécie comestivel apresentando também
algumas restricbes ao seu consumo. Gyromitra esculenta trata-se de um petisco popular na
Escandinavia, Europa de Leste, e na regido dos Grandes Lagos da América do Norte. Apesar de
popular em alguns distritos dos Pirenéus orientais, a sua venda € proibida em Espanha. Pode ser
vendido fresco na Finlandia, mas tem de ser acompanhado de avisos e instru¢fes sobre a sua correta

preparacdo. Na culinaria da Finlandia é consumido em omeletes, sopas, ou salteado.

Figura 12. Gyromitra esculenta (Web 11).
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Helvella lacunosa

Chapéu trilobado ou em forma de sela de montar, de 2-3 cm de altura, himenio liso e de cor
negra, face interna lisa, vincos de cor branco cinzento. O pé de 5 x 2cm cilindrico, fistuloso, branco,
mais escuro na parte superior, com sulcos muito profundos. A sua carne é fragil, esbranquigada ou
acinzentada, o seu odor e sabor ndo sdo muito apreciados. Os seus esporos (ascosporos) elipsoidais
de 15-20 x 10-11 um, lisos, com uma grossa gota central ¢ outras mais pequenas.

Surge frequentemente na primavera, outono e inverno. Aparece nos bosques de coniferas e de
folhosas, podendo aparecer solitaria ou em grupos. Esta espécie € comum no oeste da América do
Norte e também é encontrada na Europa (Arora, 1986), no Japao (Nagao, 2002), e na China.

Normalmente surgem no final do verdo e no outono, embora tenha sido registada no inverno

na Califérnia e também ja foi relatada a sua ocorréncia em areas queimadas (Phillips, 2006).

E uma espécie comestivel mas, é aconselhavel prévia cocgao.

Figura 13. Helvella lacunosa (Web 12).

Russula aurea

Chapéu de 5-10 cm, de globoso convexo a plano convexo com a presencga de uma depressdo
no centro. Cuticula rugosa, dificilmente separdvel, com uma cor avermelhado ou vermelho-
alaranjado, sendo mais escuro no centro. A margem pode ser um pouco encurvada ou plana, e na
sua maturidade torna-se achatada. O seu pé (3-8 x 1,5-3 cm) é cilindrico, oco, e quando atinge a
maturidade torna-se cavernoso, fragil, branco podendo apresentar posteriormente, tonalidades
amarelo-lim&o. A sua carne é sélida, branca e amarelo-limao debaixo da cuticula. Os esporos sao
amplamente elipsoidais a subglobosos, de 7-10 x 6-8 pm e quando se encontram em conjunto
tomam uma cor amarelo-claro. O seu odor ndo é muito apreciado mas, em contrapartida possui um
sabor doce.

Esta espécie frutifica no final do verdo e inicio de outono e preferencialmente tem como

habitat bosques com predominancia de arvores de folhosas e coniferas.

Biomoléculas em cogumelos silvestres do Nordeste de Portugal: fungdo nutricional e medicinal

Introducéo

w
(op}




i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

Introducéo

Russula aurea é uma espécie que pode ser encontrada na América e na Europa sendo rara na
Gré-Bretanha. Ja foi registada também, em regides perto do Mar Negro, a leste da Turquia (Yagiz et
al., 2006; Sesli, 2007).

Figura 14. Russula aurea (Web 13).

Russula virescens

Esta espécie apresenta um chapéu de 5-15 cm, de hemisférico plano e finalmente deprimido.
Cuticula medianamente separavel, seca, as vezes totalmente branca ou verde-azeitona, na
maturidade possui pequenas placas farinhosas mais escuras. As laminas séo bastante apertadas,
arqueadas e livres, de tonalidades brancas e creme. O pé de 4-9cm é cilindrico, atenuado na base,
cheio e esponjoso, é branco e pruina na parte superior. A carne é espessa, compacta e firme, tem
sabor doce e um cheiro frutado. Os esporos séo ovoides (6-10 x 5-7 um), com pequenas verrugas,
amiloides e em conjunto apresentam uma cor branca.

As frutificagdes da espécie Russula virescens podem ser encontradas tanto em florestas
caducifélias como em florestas mistas, formando relaces simbioticas com uma grande variedade
de arvores (Smith et al., 1997), incluindo castanheiros e carvalhos (Quercus) e estes corpos de
frutificacdo podem aparecer isoladamente ou em grupos. Na Gré-Bretanha e na Europa, a
frutificacdo ocorre principalmente durante 0os meses de verdo e até ao inicio do outono (Jordan,
2004). Além de a Gra-Bretanha e na Europa, Russula virescens também foi colhido na Malasia
(Walting & SuSee, 1998), Coreia (Lee et al.,1986), e na China (Peng et al., 2003).

Figura 15. Russula virescens (Web 14).
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1.5. Objetivos

No presente trabalho aborda-se a composicdo em nutrientes e em compostos bioativos de
cogumelos silvestres, ainda ndo caracterizadas na literatura, provenientes do Nordeste de Portugal.

Foram estudadas as seguintes espécies de cogumelos: Amanita crocea, Amanita mairei, Boletus
porosporus, Boletus regius, Gyromitra esculenta, Helvella lacunosa, Russula aurea e Russula
virescens.

O valor nutricional foi obtido apds determinacdo da humidade, proteinas, lipidos, glicidos e
cinzas. Os nutrientes analisados foram mono e oligossacéaridos (aglUcares) e &cidos gordos por
HPLC/RI e GC/FID, respetivamente.

Os compostos bioativos analisados foram: os tocoferdis por HPLC-fluorescéncia; 0s
carotenoides por técnicas espetrofotométricas, os acidos organicos por HPLC-DAD e 0s compostos
fendlicos por HPLC-DAD/MS. As propriedades antioxidantes foram também estudadas através do

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

2.1. Amostras

Material e Métodos

Oito espécies de cogumelos silvestres comestiveis (Amanita crocea, Amanita mairei, Boletus

porosporus, Boletus regius, Gyromitra esculenta, Helvella lacunosa, Russula aurea e Russula

virescens) foram colhidas em Braganca (Nordeste de Portugal) em diferentes habitats (Castanea

sativa, Quercus sp., Pinus sp. e povoamentos mistos), durante a primavera de 2011. Mais

informacao sobre as espécies mencionadas € disponibilizada na Tabela 1. Recolheram-se trés a dez

exemplares de cada uma das espécies mencionadas, no estado de maturidade recomendado para

consumao.

A identificacdo taxonémica foi feita de acordo com varios autores (Benguria, 1985; Frade &

Alfonso, 2005; Moreno, 2005) e depositaram-se exemplares representativos das diferentes espécies

no herbanario da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Braganca. Os restantes

exemplares foram liofilizados (FreeZone 4.5, Labconco,Kansas, EUA), reduzidos a p6 (20 mesh) e

conservados a -20°C até para anélise posterior.

Tabela 3. Informacé&o relativa as espécies de cogumelos silvestres comestiveis analisadas.

Nome cientifico Habitat Ecologia Data de colheita
?gua:érl].itii 05:83?3.) Singer ex Singer Povoamento misto Micorrizico malo 201
?‘F”;?:;;a mairei Quercus sp. Micorrizico junho 2011
E?T:Ieélrjsegcggnggj Moreno) Castanea sativa Micorrizico setembro 2011
(Blg:gtrzst')r:?)gius Quercus sp. Micorrizico maio 2011

(Pers ox Pors) . e Micortzico. - sbri20id
'('ﬂ;’::.')a lacunosa Povoamento misto Micorrizico abril 2011
Ffalfr?la aurea Quercus sp. Micorrizico maio 2011
Russula virescens Quercus sp. Micorrizico junho 2011

(Schaeff.) Fr.
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2.2.Padrdes 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 padrdo com 37 ésteres metilicos de
acidos gordos (FAME) (referéncia 47885-U) foi adquirida na Sigma (St. Louis, MO, EUA), assim
como outros isomeros individuais de acidos gordos, os padrfes de agucares (D-(-)-frutose, D-(+)-
manitol e D-(+)-trealose), de tocoferois (a-, B-, y- € 6-isoformas), de acidos organicos (acido citrico,
acido malico, acido oxalico, acido fumarico, acido quinico), de compostos fendlicos (crisina, acido
p-cumarico, &cido p-hidroxibenzdico e acido protocatéquico), o &cido cindmico e o trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilo). A solugdo de tocol racémico (50 mg/mL) foi
adquirida na Matreya (Chalfont, PA, EUA). O 2-2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na
Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA). Todos os outros produtos quimicos foram adquiridos a partir de
fontes comuns e eram de grau analitico. A agua foi tratada recorrendo a um sistema de purificacdo
de a4gua Mili-Q (TGI Pure Water Systems, EUA).

2.3. Compostos nutricionais

2.3.1 Valor nutricional

A composicdo proximal das amostras (humidade, proteinas, lipidos, gllicidos e cinzas) foi
analisada segundo procedimentos AOAC (AOAC, 1995).

A humidade foi determinada através da diferenca entre a massa das amostras frescas e a
massa correspondente apds secagem. Os resultados foram expressos em mg por 100 g de massa
fresca.

O teor de proteinas que as amostras continham foi estimado pelo método macro-Kjeldahl
por conversdo do azoto total utilizando o fator de correcdo Nx4,38; os resultados foram expressos
em mg por 100 g de massa seca.

Os lipidos foram determinados pela extragdo de uma massa de amostra conhecida com éter
de petroleo, recorrendo a um aparelho de Soxhlet. O solvente organico (éter de petroleo) extraiu 0s
lipidos que foram quantificados através da determinacdo da massa do residuo que restou apés a
eliminacéo do solvente e os resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca.

O teor de cinzas foi determinado através da incineracdo em mufla das amostras (massa
conhecida) a 600+15°C. As amostras foram colocadas em cadinhos, previamente calcinados e

pesados, 0s quais permaneceram na mufla até a incineracdo total da matéria organica. A quantidade
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de cinzas foi obtida pela diferenca de massa inicial e a massa apds a incineracdo e os resultados
foram expressos em g por 100 g de massa seca.

Os glucidos foram calculados por diferenca: 100 — (g proteinas + g lipidos + g cinzas). Os
resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca.

A contribuicdo energética das amostras foi calculada de acordo com a seguinte equacao:
Energia (kcal): 4 x (g proteinas + g glacidos) + 9 x (g lipidos). Os resultados foram expressos em

kcal por 100g de massa seca.

2.3.2 Acglcares

Os agucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), de acordo com o procedimento otimizado por
Heleno et al. (2009) e implementado no Laboratério de Quimica e Bioquimica Aplicada.

As amostras liofilizadas (1 g) foi adicionado 1 mL de padro interno (rafinose, 25 mg/mL) e
posteriormente procedeu-se a extracdo com 40 mL de etanol 80% a 80°C durante 1h30min. De
seguida, procedeu-se a filtracdo e evaporacdo do etanol (evaporador rotativo Blichi K-210) e o
sobrenadante obtido foi lavado trés vezes sucessivas com 10 mL de éter etilico. Apds concentracao
a 40°C, o residuo solido foi redissolvido em agua para um volume final de 5 mL, filtrado (papel de
filtro de 0,22 um da Whatman) para vials &mbar e analisado por HPLC-RI; o volume de amostra
injetado foi de 10 pL.

O aparelho de HPLC usado integrava uma bomba (Knauer, Smartline System 1000), sistema
desgaseificador (Smartline manager 5000), amostrador automatico (As-2057 Jasco) e um detetor de
indice de refracdo (Knauer Smartline 2300).

Os resultados obtidos foram analisados segundo o software Clarity 2,4 (DataApex). A
separacao cromatogréafica foi conseguida com uma coluna Eurospher 100-5 NH; (4,6 x 250 mm, 5
mm, Knauer) operando a 30°C (forno Grace 7971). A fase mdvel usada foi &gua
desionizada/acetonitrilo, 70:30 (v/v) com um fluxo de 1 mL/min.

Os compostos foram identificados por comparacdo dos tempos de retencdo relativos aos
picos das amostras e dos padrdes. A quantificagdo foi baseada no método do padrdo interno e,
usando também as curvas de calibragdo obtidas a partir dos padrdes comerciais de cada composto.

Os resultados foram expressos em g por 100 g de massa seca (dw).
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2.3.3 Acidos gordos

Os acidos gordos foram determinados, ap6s um procedimento de transesterificagdo, por
cromatografia gasosa com detecdo de ionizacdo em chama (GC-FID), de acordo com um
procedimento anteriormente descrito (Pereira et al., 2012) e implementado no Laboratorio de
Quimica e Bioquimica Aplicada.

As amostras liofilizadas foram transferidas (massa conhecida) para cartuchos de Soxhlet e
extraidas, com éter de petroleo durante pelo menos 7h. Depois de evaporar o solvente, os residuos
obtidos foram submetidos a um processo de derivatizagio com 5 mL de metanol:acido
sulfarico:tolueno, 2:1:1 (v/v/v), durante pelo menos 12h, num banho a 50°C e a 160rpm. De seguida
adicionaram-se 3 mL de &gua desionizada, para obter a separacdo das fases. A mistura dos ésteres
metilicos de acidos gordos foi recuperada com 3 mL de éter etilico em agitacdo no vortex e a agua
foi eliminada com sulfato de sodio anidro.

A amostra foi recuperada para um vial com teflon e filtrou-se (filtro de nylon de 0,2 um
Milipore). O perfil dos acidos gordos foi obtido num GC (DANI 1000) equipado com um injetor
split/splitess, um detetor de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna Macherey Ngel (30 m x 0,32
mm x 0,25 um). A rampa de temperaturas do forno foi a seguinte: a temperatura inicial da coluna

foi de 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 gés de transporte (hidrogénio) tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50°C. A
injecdo split (1:40) foi realizada a 250°C. Para andlise injetou-se 0,1 puL de amostra.

Os &cidos gordos foram identificados com base no tempo de retencéo relativos aos picos da
das amostras e dos padrbes. Os resultados foram processados recorrendo ao software CSW 1,7
(DataApex 1,7) e expressos em percentagem relativa de cada acido gordo.

2.4 Compostos bioativos

2.4.1 Tocoferdis

Os tocoferois presentes nas amostras foram determinados de acordo com o procedimento
otimizado por Barros et al. (2008) e Heleno et al. (2010), e implementado no Laboratorio de
Quimica e Bioguimica Aplicada.

Antes de se proceder a extragdo, adicionou-se as amostras uma solucao de BHT (2,6-di-terc-
butil-4-metilfenol) em hexano (10 mg/mL, 100 uL) e o padréo interno (PI) de tocol em hexano (2,0
ug/mL; 250 uL). As amostras liofilizadas (~500 mg) foram homogeneizadas com 4 mL de metanol
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num vortex durante 1min. De seguida, adicionaram-se 4 mL de hexano procedendo-se,
posteriormente, a nova homogeneizacdo no vortex (1 min). Posteriormente, adicionou-se ainda 2
mL de uma solucdo aquosa saturada de cloreto de sédio, homogeneizou-se no vortex (1 min),
centrifugou-se (centrifuga refrigerada Centurion K240R-2003, 5 min, 4000g) e transferiu-se o
sobrenadante para um frasco rodeado de gelo e protegido da luz. As amostras foram re-extraidas
mais duas vezes com hexano. Os extratos foram levados a secura recorrendo a uma corrente de
azoto, re-dissolvidos em 1 mL de hexano, desidratados com sulfato de sodio anidro, filtrados (filtro
de 0,22 um), transferidos para vials &mbar e analisados por HPLC-fluorescéncia.

O sistema de HPLC, anteriormente descrito, encontrava-se acoplado a um detetor de
fluorescéncia (FP-2020, Jasco) programado para excitagdo a 290 nm e emissdo a 330 nm. A
separacdo cromatografica foi feita com uma coluna de poliamida Il (250 x 4,6 mm) de fase normal
(YMC Waters) a 30°C. A fase movel utilizada foi uma mistura de n-hexano e acetato de etilo (70:30,
v/iv) com um fluxo de 1 mL/min. O volume da amostra injetado foi de 20 uL.

A identificacdo dos compostos foi feita por comparacdo cromatografica dos tempos de
retencdo das amostras e dos padrdes. Para a sua quantificacdo recorreu-se ao método do padrao
interno (tocol), sendo este método baseado na resposta do sinal de fluorescéncia, e as curvas de
calibracdo obtidas dos padrdes comerciais de cada composto. Os resultados foram expressos em pg

por 100 g de amostra seca (dw).

2.4.2 Carotenoides

Os carotenoides P-caroteno e licopeno foram determinados seguindo um procedimento
anteriormente descrito por Grangeia et al. (2011). As amostras liofilizadas (500 mg) foram
vigorosamente agitadas em 10 mL de uma mistura de acetona:n-hexano (4:6, v/v) durante 1 min e,
posteriormente filtradas através de papel de filtro Whatman n°4. A absorvancia do filtrado foi
medida a diferentes comprimentos de onda sendo eles: 453, 505, 645 e 663 nm (espetofotdmetro
Analytikjena 200). O teor de PB-caroteno e licopeno foi calculado de acordo com as seguintes
equacoes:

[-caroteno (mg/100 mL) = 0,21%Agg3 - 1,220%Ags5 — 0,304%A 505 + 0,452x Ays3

Licopeno (mg/100 mL) = - 0,0458xAgez + 0,204% Agss — 0,304%A 505 + 0,452xAys3

e posteriormente convertidos em mg por 100 g de massa seca.
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2.4.3 Acidos organicos

Os acidos organicos foram determinados seguindo o procedimento otimizado por Barros et
al. (2012) e implementado no Laboratério de Quimica e Bioquimica Aplicada.

As amostras liofilizadas (2 g) foram extraidas, com agitacdo, em 25 mL de &cido meta-
fosforico (25°C a 150 rpm) durante 45 min e, posteriormente, filtradas (papel de filtro Whatman n°
4 e, antes da andlise em filtros de nylon de 0,2 um).

A anélise foi realizada por cromatografia liquida ultra rapida (UFLC; Shimadzu série 20A)
acoplada a um detetor de fotodiodos (PDA).

A separacao cromatografica foi efetuada numa coluna C18 SphereClone (Phenomenex) em
fase reversa (5 um, 250 mm x 4.6 mm i.d) a 35 °C. A fase movel utilizada foi &cido sulfurico 3,6
mM com um fluxo de 0,8 mL/min. A detecéo foi feita por PDA, usando 215 nm e 245 nm (para o
acido ascorbico) como comprimentos de onda preferenciais.

Os acidos organicos presentes foram quantificados por comparacdo da area dos picos
registados a 215 nm com as curvas de calibracdo obtidas a partir de padrGes comerciais de cada

composto. Os resultados foram expressos em mg por 100 g de massa seca (dw).

2.4.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos foram analisados de acordo com o procedimento descrito por Barros
et al. (2009) e Vaz et al. (2011) e implementado pelo Grupo de Investigacdo em Polifendis da
Faculdade de Farmacia de Salamanca.

As amostras liofilizadas (1 g) foram extraidas com 30 mL de metanol:agua 80:20 (v/v) &
temperatura ambiente e agitacdo a 150 rpm durante 1h. Seguiu-se um passo de filtragdo (papel de
filtro Whatman n°4) e o residuo foi re-extraido duas vezes com porcBes adicionais de 30 mL de
metanol:agua 80:20 (v/v). Os extratos combinados foram evaporados a 35°C para remover 0
metanol. A fase aquosa foi liofilizada, re-dissolvida numa solugdo de metanol 20% (solucdo de
concentracgdo final igual a 5 mg/mL) e filtrada (filtro de 0,22 pum).

Os compostos fendlicos foram determinados por HPLC (Hewlett- Packard 1100, Agilent
Tecnologies). Realizou-se uma detecdo dupla online num detetor de diodos (DAD) a 280 nm e 370
nm como comprimentos de onda preferenciais, e no espetrometro de massa (APl 3200 Qtrap,
Applied Biosystems) conectado ao sistema de HPLC.

Os compostos fenolicos presentes nas amostras foram caracterizados de acordo com o seu

espetro UV, espetro de massa e tempo de retencdo, em comparacdo com padrfes quando disponiveis.
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Para a analise quantitativa foram preparadas curvas de calibracdo de diferentes padrdes. Os

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

2.5. Atividade antioxidante

2.5.1 Preparacdo dos extratos e consideracfes gerais

As amostras liofilizadas (1 g) foram submetidas a uma extracéo solido-liquido por agitacao
com 40 mL de metanol (25°C, a 150 rpm durante 1h) e posteriormente, filtradas (papel de filtro
Whatman n°4). O residuo obtido foi re-extraido com uma porc¢éo adicional de metanol. Os extratos
metanolicos combinados foram evaporados a pressao reduzida e re-dissolvidos em metanol a fim de
obter uma concentracao final de 20 mg/mL (solucdo stock). Foram efetuadas diluicdes sucessivas a
partir da solugédo stock, com o objetivo de obter solucGes de diferentes concentragdes (10; 5; 2,5;
1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625 mg/mL) a fim de as submeter a testes in vitro (Grangeia et al., 2011,
Pereira et al., 2012) para avaliar as suas propriedades antioxidantes.

As concentracdes de extrato que fornecem 50% da atividade antioxidante ou 0,5 de
absorvancia (ECsg) foram calculadas a partir dos gréaficos das percentagens da atividade
antioxidante (ensaios de DPPH, B-Caroteno/linoleato e TBARS) ou da absorvancia a 690 nm

(ensaio do poder redutor) em funcdo da concentracao do extrato. O padrdo utilizado foi o trolox.

2.5.2 Ensaio Folin-Ciocalteu

Uma das solugdes dos extratos (5 mg/mL) foi misturada com o reagente Folin-Ciocalteu (5
mL previamente diluido em agua, 1:10, v/v) e carbonato de sédio (75 g/L, 4mL). Os tubos foram
agitados no vortex durante 15 s e deixou-se repousar durante 30 min a 40°C para o desenvolvimento
da cor. A absorvancia foi medida a 765 nm.

O é&cido galico foi usado para obtencdo da curva padrdo (0,0094-0,15 mg/mL) e a reducéo
do reagente Folin-Cicocalteu pelas amostras foi expressa em mg de equivalentes de acido galico
(GAE) por g de extrato.

2.5.2.1 Fundamento teérico:

O método colorimétrico Folin-Ciocalteu é um dos métodos de avaliacdo da quantidade de
fendis totais presentes numa amostra. Este € um teste amplamente usado em investigacdo, porém
ndo é isento de interferéncias e, na realidade, nao é especifico para fenois (Kellie et al., 2002) sendo

também considerado um ensaio indicador do poder redutor e, portanto, da atividade antioxidante.
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Isto deve-se ao facto do reagente conter uma mistura de &cido fosfotingstico e acido fosfomolibdico
que reage tanto com compostos fenolicos como com compostos nao-fendlicos (aminoacidos e
acucares), levando muitas vezes a falsos positivos e a uma sobreavaliagdo de compostos fendlicos.

Os fenois determinados por este método sdo expressos em equivalentes de &cido galico
(Oliveira et al., 2008). Quimicamente, ambos o0s acidos que constituem o reagente de Folin-
Ciocalteu sdo oxidados em meio alcalino, formando O, que posteriormente reage com o molibdato
dando origem a 6xido de molibdénio (MoO**), composto este que possui uma absorvancia bastante
elevada ao comprimento de onda de 750 nm (Molyneux, 2004).

2.5.3 Ensaio do ferricianeto/azul da Prussia

As solucbes de extrato com diferentes concentragdes (0,5 mL) foram misturadas cm 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 e, de seguida, adicionou-se acido tricloroacético (10%
w/v; 0,5mL). A mistura (0,8 mL) foi colocada em microplacas de 48 pocos, assim como agua
desionizada (0,8 mL) e cloreto de ferro (0,1% w/v; 0,16 mL). Posteriormente, a absorvancia foi lida
a 690 nm num leitor de microplacas ELX800 (Biotek, Instruments Inc). O poder redutor foi obtido

através das absorvancias lidas.

2.5.3.1 Fundamento teérico:

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

A quimica destes ensaios pode ser resumida nas seguintes equacoes:

PH=66 N 3.
KsFe(CN)y 3 K'+Fe(CN)s

Fe(CN)¢> + antioxidante ___,  Fe (CN)s" + antioxidante oxidado

| S

Amarelo

Fe(CN)s" +Fe** _—— , Fe[Fe(CN)g]
%{_J

Azul
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2.5.4 Ensaio da atividade captadora de radicais DPPH

Esta metodologia foi realizada recorrendo ao leitor de microplacas mencionado
anteriormente, mas em microplacas de 96 pocos. A mistura de reacdo em cada um dos pocos
consistia em: solucdes dos extratos com diferentes concentracfes (30 uL) e solucdo metandlica
contendo radicais DPPH (6x10™ mol/ L, 270 uL).

A mistura foi mantida em repouso e ao abrigo da luz durante 60 min, para a estabilizacdo
dos valores de absorvancia, sendo avaliada posteriormente a reducédo do radical DPPH pela medicéo
da absorvéncia a 515nm.

A atividade captadora de radicais livres (RSA) foi calculada como uma percentagem de
descoloracéo de DPPH usando a seguinte equacao:

% RSA = [(Apppn — As) / Apppr]) x 100

Nesta equacdo, As corresponde a absorvancia da solugdo que contém a amostra € Apppy € a

absorvéancia da solucdo de DPPH.

2.5.4.1 Fundamento teérico:

O método do DPPH consiste em utilizar um radical livre de DPPH, que vai ser reduzido ao
entrar em contacto com uma outra substancia, o antioxidante, que doa um hidrogénio ao DPPH,

fazendo com que este deixe de ser um radical e passe a ser uma molécula estavel.

O que acontece durante 0 método do DPPH esta seguidamente representado:

o QO .0
r;e’L}V’I Antioxidante w’l%"l
e

|
MH

%2 \'Armﬁ? [ \‘v_t]%/x‘!c'!

v

Hf.-
h'l:lz- flar
(violeta) (amarelo palido)

Figura 16. Reducdo do DPPH".
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Apds o contacto entre o DPPH e a outra substancia, nota-se uma descolora¢do no DPPH que
passa de violeta a um tom amarelado, sendo que quanto maior for o efeito antioxidante, mais

rapidamente se dé a alteracéo na cor.

2.5.5 Ensaio do p-caroteno/linoleato

A solucao de B-Caroteno foi preparada dissolvendo este composto (2 mg) em cloroférmio
(10 mL). Dois mililitros desta solucdo foram pipetados para um baldo de fundo redondo. O
cloroférmio foi removido a 40°C sob vacuo e posteriormente adicionou-se acido linoleico (40 mg),
emulsificante Tween 80 (400 mg) e &gua destilada (100 mL) agitando vigorosamente.

Aliquotas (4,8 mL) da emulsdo foram transferidas para tubos contendo as solucBes de
extrato com diferentes concentracdes (0,2 mL). Os tubos foram agitados e incubados a 50°C em
banho-maria. Assim que a emulsdo foi adicionada a cada tubo, foi medida a absorvancia a 470 nm,
sendo esta medicdo designada de absorvancia de tempo zero (0). Posteriormente, os tubos foram
mantidos a 80°C durante 2h e foi medida novamente a absorvancia a 470 nm sendo esta designada
de absorvéancia do tempo um (1).

A inibicdo da descoloracdo do B-caroteno foi calculada utilizando a equacéo: (conteddo de

[-caroteno apos 2h do ensaio (tempo 1)/ contetido inicial de B-caroteno(tempo 0)) x 100.

2.5.5.1 Fundamento teérico:

O ensaio da descoloracdo do B-caroteno baseia-se em medidas espectrofotométricas da
descoloracdo (oxidacdo) do f-caroteno e avalia a atividade de inibigdo de radicais livres gerados
durante a peroxidacdo do acido linoleico através da leitura da absorvancia a 470 nm.

O mecanismo de reacdo envolve a descoloracdo dos carotenoides atraves da oxidacao
induzida pelo calor. Essa descoloracdo pode ser inibida ou diminuida pela adicdo de antioxidantes
contidos na amostra (Amarowicz et al., 2004; Kaur & Geetha, 2006), de acordo com as seguintes

equacoes:
B-Caroteno - H (laranja) + ROO" —» p-Caroteno’ (descolorado) + ROOH

B-Caroteno — H (laranja) + ROO + AH —— B-Caroteno (laranja) + ROOH +A
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2.5.6 Ensaio TBARS

Para a realizacdo deste ensaio, foi utilizado tecido cerebral de porco (Sus scrofa), obtido a
partir de animais de abate oficial. Este tecido foi dissecado e homogeneizado em gelo com tampéo
Tris-HCI (20mM, pH 7,4) para produzir um homogeneizado cerebral que foi centrifugado a 3000g
durante 10 min.

Uma aliquota (100 pL) do sobrenadante foi incubada com diferentes concentracbes das

solucgdes de extratos (200 pL) na presenca de sulfato de ferro (10 mM, 100 uL) e acido ascorbico

(0,1 mM; 100 pL) a 37°C durante 1h. A reagdo foi parada com a adi¢do do &cido tricloroacético (28%

w/v, 500 uL) seguindo-se a adi¢do do &cido tiobarbitarico (TBA, 2% w/v, 380 uL) e a mistura foi
submetida a 80°C durante 20 min. Apos centrifugacdo a 3000g durante 10 min, para a remocao do
precipitado de proteinas, a intensidade da cor do complexo malondialdeido (MDA)-TBA do
sobrenadante foi medida através da leitura da sua absorvancia a 532 nm. Foi preparado um tubo de
controlo com tamp&o Tris-HCI em vez de solugéo de extrato.

A percentagem de inibicdo de peroxidacdo lipidica (%) foi avaliada pela inibicdo da
formacdo de TBARS (substancias reativas do acido tiobarbiturico) e calculada segundo a férmula:

Inibicdo (%) = [(A-B)/A] x 100%, onde A e B correspondem a absorvancia de controlo e da

solucdo da amostra, respetivamente.

2.5.6.1 Fundamento teérico:

O écido tiobarbitarico (TBA) e o malondialdeido (MDA) costumam ser utilizados como
biomarcadores da peroxidacdo lipidica. A peroxidacao lipidica pode ser determinada pela medicao
dos produtos de oxidacdo que reagem com o TBA para formar compostos de cor rosa,
genericamente designados como substancias reativas do &cido tiobarbitdrico (TBARS) (Figura 17),
que sdo medidas por espectrofotometria a 532 nm (Ng et al., 2000; Kaur et al., 2006).

HS N OH S N OH HO N SH
X 4 X =
2 ‘ + OMO H |
N / \ N

N
Malondialdeido (MDA) NN
OH OH OH

Acido tiobarbitdrico (TBA) MDA-TBA

Figura 17. Reacdo envolvida no ensaio TBARS.
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O TBA em associa¢do com 0 MDA, na presenca de ides H*, forma um cromogéneo (MDA-
TBA). Existem dois passos essenciais nesta reacdo, em primeiro lugar, a solugdo contendo o
antioxidante é oxidada devido a adicdo de um ido metalico, tal como o ferro ou o cobre;
posteriormente, a extensdo desta oxidacéo € ditada pelo acido tiobarbiturico, sendo que uma solucéo

contendo um antioxidante iré travar a oxidacdo (Antolovich et al., 2002).

2.6. Analise estatistica

Para cada uma das espécies foram utilizadas 3 amostras e todos os ensaios foram efetuados
em triplicado. Os resultados foram expressos em valores médios + desvio padrdo (SD) e, foram
analisados através da analise de variancia (ANOVA) seguida de um teste de Tukey's HSD com

a=0,05. Este tratamento foi efetuado recorrendo ao programa SPSS v.18.0.
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Resultados
3. Resultados
3.1. Valor nutricional dos cogumelos em estudo
Os resultados relativos & composigao nutricional dos cogumelos silvestres comestiveis em estudo séo apresentados na Tabela 4.
Tabela 4. Valor nutricional e compostos nutricionais dos cogumelos silvestres comestiveis estudados (valor médio + desvio padréo).
Amanita Amanita Boletus Boletus Gyromitra Helvella Russula Russula
crocea mairei porosporus Regius esculenta lacunosa aurea virescens
Humidade(g/100 g fw) 89,04+0,00a 76,82+850ba 6557+7,94b 79,15+943ba 8568+8,39ba 82,37+343ba 7999+913ba 92,49+48la
Cinzas (g/100 g dw) 25,73+1,75b  11,21+0,09d 4,20+0,05e  4,40+0,29¢ 32,10+3,55a 21,70+1,10c 12,75+0,38d 11,04 +0,19d
Glucidos (g/100 g dw) 4964+134e 62,75+0,74d 79,11+1,82b 88,79+044a 5243+222e 7150+102c 7568+0,79b  62,27+0,83d
Proteinas (g/100 g dw) 20,02+1,33ba 17,74+0,79bc 15,74+1,78dc 522+0,22f 14,74 £0,79d 440+036f 10,33+10,33e 21,85+0,79a
Lipidos (g/100 g dw) 4,62+0,16 b 8,30 £ 0,00 a 0,96 £ 0,06 g 159+0,11e 0,73+0,01 h 2,40+ 0,01 c 1,24+0,02 f 1,85+0,09d
Energia (kcal/100 g dw) 320,19+4,39¢c 396,67+0,26a 388,00+0,09a 390,36 +0,42a 275,23+10,07d 32521+3,05¢c 35518+1,01b 36509+0,87h
Frutose (g/100 g dw) nd nd 1994+0,10a 14,04%0,72b nd nd nd nd
Manitol (g/100 g dw) 3,57+0,33 e 147+005f 19,33+090a 6,25+0,35d 417+0.21e 4,13+0,69e 9,56+0,14 c 10,90+ 0,13 b
Trealose (g/100 g dw) 454+0,37a 1,31+0,05¢ 1,99+001b 0,66+0,03d 1,96 £ 0,04 b 0,23+0,07e 2,29+0,33b 0,20+0,01e
Acucares totais (g/100 g dw) 8,11+0,69d 2,78+0,00g 4126+1,00a 2095+1,04b 6,13+0,24 ¢ 436+062f 1185+0,19¢ 11,10+ 0,13¢c
C16:0 1766+121c 18,08+0,11c 1532+0,36d 1594+0,83d 1929+0,16b 29,05+0,06a 9,28+0,14¢ 17,31+0,19¢
C18:0 3,68+0,23¢c 347+0,02¢c 293+0,17c 1,63+0,03d 1,64+0,01d 551+0,03b 529+124b 7,16+0,12a
C18:1n9 5446+0,65a 53,02+0,12a 34,02+0,06d 2184+045e 1344+006f 4382+003b 4063+242c  40,27+0,04c
C18:2n6 20,14+0,08d 22,02+0,04d 4190+067b 56,11+060a 5530+0,24a 12,21+0,14e 40,32+3,31b 29,18+0,04c
SFA (percentagem relativa) 2421+059d 2364+0,15d 2154+058e 1950+093f 2576+0,21c 3987+1,16a 1725+102g 28,78+0,08b
MUFA (percentagem relativa) 55/42+0,65a 5394+011a 3631+006d 2396+0,30¢e 1786+0,01 f 46,44+004b 4209+245¢c 4151+£001c
PUFA (percentagem relativa) 20,37+0,06d 22,42+0,04d 42,15+0,64b 5655+064a 56,38+022a 13,70+1,12e 40,66+3,46b 29,71+ 0,09 ¢

nd- ndo detetado. fw- massa fresca; dw- massa seca. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas entre espécies (p<0.05). Acido Palmitico (C16:0); Acido
estearico (C18:0); Acido oleico (C18:1n9c); Acido linoleico (C18:2n6c); SFAAcidos gordos saturados; MUFA- Acidos gordos monoinsaturados; PUFA- Acidos gordos

polinsaturados. Os resultados estdo expressos em percentagem relativa. A diferenca para 100% corresponde a outros acidos gordos menos abundantes (resultados ndo apresentados).
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O teor em agua variou entre 65,57 g/100 g de massa seca na espécie Boletus porosporus e
92,49 ¢g/100 g de massa seca na espécie Russula virescens que também apresentou o teor proteico
mais elevado (21,85 g/100g de massa seca). A espécie Gyrimitra esculenta revelou conter o maior
teor de cinzas (32,109/100 g de massa seca). Por outro lado, este cogumelo mostrou ter o teor mais
baixo em lipidos (0,73 g/100 g de massa seca) e a menor contribui¢do energética (275,23 kcal/100 g
de massa seca) enquanto que a espécie Amanita mairei apresentou o teor mais elevado (8,30 g/100 g
de massa seca).

Os glucidos foram os macronutrientes mais abundantes e o0s niveis mais altos foram
detetados na espécie Boletus regius (88,79 g/100 g de massa seca). O manitol e a trealose foram os
acucares mais abundantes nas espécies estudadas (Tabela 4) mas, s6 as espécies Boletus (B.
porosporus e B. regius) apresentaram frutose (Figura 18). A espécie Boletus porosporus revelou a
maior concentracdo de acgucares totais (41,26 g/100 g de massa seca), com a maior concentracao em

frutose e manitol (~20 g/100 g de massa seca, cada).
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Figura 18.Cromatograma individual do perfil de aclcares da espécie Boletus regius: 1-frutose; 2-Manitol; 3-trealose;
4-rafinose.

Os resultados relativos & composicdo individual dos principais acidos gordos das espécies de
cogumelos silvestres estudadas, bem como as percentagens de acidos gordos saturados (SFA),
acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e &acidos gordos polinsaturados (PUFA) sdo apresentados
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na Tabela 4. Foi detetada uma totalidade de 23 acidos gordos em quase todas as amostras (ver
exemplo na Figura 19). O principal acido gordo encontrado foi o &acido oleico (C18:1n9)
(predominio de MUFA), exceto para as espécies Boletus e Gyromitra esculenta nas quais
predominou o &cido linoleico (C18:2n6), contribuindo para a prevaléncia de PUFA nestas espécies.
As espécies estudadas revelaram também a presenca de acido palmitico como sendo um dos
principais &cidos gordos. Boletus regius e Gyromitra esculenta apresentaram o maior teor de PUFA

(~56%), enquanto as espécies Amanita apresentaram o maior teor de MUFA (~54%).
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Figura 19.Cromatograma individual do perfil de &cidos gordos da espécie Russula aurea (1- Acido caproico
(C6:0); 2- Acido caprilico (C8:0); 3- Acido caprico (C10:0); 4- Acido laurico (C12:0); 5-Acido miristico (C14:0);
6-Acido pentadecanoico (C15:0); 7-Acido palmitico (C16:0); 8-Acido palmitoleico (C16:1); 9-Acido
heptadecanoico (C17:0); 10- Acido estearico (C18:0); 11- Acido oleico (C18:1n9c); 12- Acido linoleico
(C18:2n6¢); 13-Acido a-linolénico(C18:3n3); 14- Acido araquidénico (C20:0); Acido 15-cis-11-eicosenoico
(C20:1c); 16-Acido cis-11,14- eicosendico (C20:2c); 17- Acido cis-11,14,17-eicosatriendico e Acido
heneicosenoico (C20:3n3+C21:0); 18-Acido cis-5,8,11,14,17- eicosapentaenoico(C20:5n3); 19- Acido erdcico
(C22:1n9); 20- Acido beénico (C22:0); 21-Acido tricosanoico (C23:0); 22-Acido lignocérico (C24:0); 23- Acido
nervonico (C24:1).
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2.2. Bioatividade dos cogumelos em estudo

Resultados

Foram determinados compostos bioativos, tais como, tocoferdis, carotenoides, &cidos organicos e compostos fenolicos e os resultados s&o

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Compostos bioativos dos cogumelos silvestres comestiveis estudados (valor médio + desvio padréo)

Amanita Amanita Boletus Boletus Gyromitra Helvella Russula Russula
crocea mairei porosporus regius esculenta lacunosa aurea virescens
a-Tocoferol 30,57+5,65b 21,40+4,23b 4,99+0,79b 360,73 +1452a 2,19+0,35b 1,38+051b 7,39+051b 20,00+0,31b
(- Tocoferol nd nd nd nd nd nd nd 21,30+ 2,43 a
v- Tocoferol 131,62+8,16 b  37,19+2,55c 23,05+2,16¢ 403,07 £4,98a 11,51+2,11c nd 1539+142c 8,00+ 0,83¢c
8- Tocoferol nd nd nd nd 99,07£10,68 a 15,09+ 3,15b nd nd
Tocoferdis totais
(Lg/100 g dw) 162,19+251b 58,59+1,68cd 28,04+296d 763,80 +19,50a 112,83+8,92ch 16,47 +2,64d 22,78+2,27d 49,30 +1,91 cd

I(Br;::;rf(;gr;]o dw) nd nd nd nd nd nd nd nd
(Lr:]";/ﬁggog ) 023+£000c 011+000f 004+000g  017+000e  043+000b  053+00la 005+000g 0,19+ 0,00d
Acido oxalico 0,28+0,01d 0,26+0,00d 0,34+0,03d 0,17 £ 0,03 ef 0,13+£0,03f 298+011a 1,09+0,05hb 0,78+0,00c
Acido quinico 0,23+0,01¢ nd 193+0,16a 0,18+ 0,02 ¢ 1,43+0,20b 0,24+0,04c nd nd
Acido malico 0,94 +0,00d nd nd nd 0,69+0,10d 1,96+0,39¢c 453+0,75a 2,71+0,04b
Acido citrico 207+021c 263+0,19b 0,21+0,02f 3,32+0,23 a 1,46 +£0,02d 1,42+0,13d 1,20%+0,08d 0,55+0,00e
Acido fumérico 0,33+0,00b 0,30+0,02c 0,07+£0,00e 0,07+0,00 e 0,36 £ 0,03 ba 0,33+0,02b 0,38+0,01la 0,23+0,01d
Acidos organicos totais (g/100 g dw) 386+021cb 3,19+0,19cd 2,56+0,16d 3,74+0,23 cb 4,06+0,37b 6,93+0,36a 7,19%+0,71a 4,26+0,03b
Acido protocatégcuico 21,33+1,46 a nd nd 1,15+0,18 ¢ 3,74+0,26 b 0,77+0,00 cd nd nd
Acido p-hidroxilbenzoico 0,74+0,08 ¢ 5,94+0,65 b 0,31+0,05c 1,77+0,23 ¢ nd 0,13+0,01 c 1,02+0,23 ¢ 22,59+4,24 a
Acido p-cumérico nd nd nd 2,08+0,27 a nd 0,17+0,00 b nd nd
Derivado de crisina 1 nd nd nd 11,16+0,54 nd nd nd nd
Derivado de crisina 2 nd nd nd 7,33+0,06 nd nd nd nd
Compostos fendlicos totais (mg/100 g dw) 22,07+1,54 a 5,94+0,65 b 0,31+0,05d 23,49+0,38 a 3,74+0,26 bc 1,07+0,00 cd 1,02+0,26 cd 22,59+4,24 a
Acido cinamico tr 6,87+0,03 ¢ tr 6,05+0,57 d tr nd 17,15+0,33 a 15,75+0,54 b

nd- ndo detetado; dw- massa seca; tr- tragos. Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas entre espécies (p<0.05).
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Os tocoferois foram encontrados em todas as espécies estudadas sendo mais abundantes na
espécie Boletus regius (763,80 pg/100 g de massa seca), que também apresentou maior
concentracdo de a-tocoferol (360,73 ug/ 100 g de massa seca) e y-tocoferol (403,07 ug/100 g de

massa seca). O perfil de tocoferdis da espécie mencionada pode ser observado na Figura 20.
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Figura 20. Cromatograma individual do perfil de tocoferdis da espécie Boletus regius: 1-a-tocoferol; 2-BHT; 3-y-
tocoferol.

Russula virescens foi a Unica espécie que demonstrou a presenca de B-tocoferol (21,30
ug/100 g de massa seca), enquanto que as espécies Gyromitra esculenta e Helvella lacunosa foram
as Unicas a apresentar d-tocoferol (99,07 ng/100 g de massa seca e 15,09 ug/100 g de massa seca,
respetivamente).

O composto B-caroteno ndo foi detetado em nenhuma das espécies estudadas, no entanto,
encontrou-se licopeno em todas as amostras, sendo Helvella lacunosa a espécie a apresentar maior
teor deste carotenoide (0,53 mg/100 g de massa seca).

Na Tabela 5 apresentam-se os resultados relativos a composicdo em acidos organicos e a

Figura 21 é representativa do perfil de acidos organicos obtidos para a espécie Gyromitra esculenta.
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Figura 21. Cromatograma individual do perfil dos acidos organicos da espécie Gyromitra esculenta: 1-4cido oxélico; 2-
acido quinico; 3-acido malico; 4-4cido citrico ; 5-acido fumarico.

As espécies Helvella lacunosa e Russula aurea revelaram a maior concentragdo destes
acidos (6,93 e 7,19 ¢/100 g de massa seca, respetivamente) sendo que no primeiro caso (Helvella
lacunosa) também se verificou predominéncia de acido oxalico (2,98 pg/100 g de massa seca) e, no
segundo caso (Russula aurea) do acido malico (4,53 g/100 g de massa seca) e do acido fumarico
(0,38 g/100 g de massa seca).

Os niveis mais elevados referentes ao &cido quinico e &cido citrico foram encontrados em
Boletus porosporus (1,93 g/100 g de massa seca) e Boletus regius (3,32 g/100 g de massa seca)
(Tabela 5). O acido citrico foi o &cido organico mais abundante em metade das espécies, 0 acido
quinico predominou na espécie Boletus porosporus, o &cido oxalico foi o mais abundante em
Helvella lacunosa e o &cido malico foi 0 composto maioritario nas espécies Russula.

Os resultados da composicdo dos cogumelos estudados em compostos fendlicos sao

apresentados na Tabela 5.
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Foram encontrados acidos fenolicos (acidos protocatéquico, p-hidroxibenzoico e p-cumarico)
e um composto relacionado (acido cindmico) nas espécies estudadas. Boletus regius revelou o
contedo mais elevado em compostos fendlicos (23,49 + 0,38 mg/100 g de massa seca),
principalmente, devido a presenca de dois possiveis flavonoides, tentativamente identificados como
derivados de crisina 1 (hexdsido de crisina) e 2 (11,16 £ 0,54 e 7,33 £ 0,06 mg/100 g de massa seca,
respetivamente). Estes dois compostos foram eluidos a diferentes tempos de retencdo (24,9 min e
27,3 min) mas, apresentaram um espetro UV idéntico com comprimento de onda maximo a 268 nm
(Figura 22A) e apresentaram nos seus espetros de massa sinal maioritario de m/z 253 (Figura 22B),

ambos similares a um padrao de crisina (Figura 23).

268 nm

mAU
700 A
600 o
500 o
400
300
200 4
100
0]
T L N T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 nm
253.1
. 1766 7
S 1.6e6 1
>
2 156
§ 14es 1 B
~ 1.3e6 T
1.2¢6 1
116 1
1.0e6 1
9.0¢5 1
8.0¢5 1
7.0e5 1
6.0e5 1
5.0e5 7
4.0¢5 7
3.0¢5 7
2.0e5 1
1.0e5 1 461(2
1
00160 200 300 400 500 600 700 800

m/z. Da

Biomoléculas em cogumelos silvestres do Nordeste de Portugal: fungéo nutricional e medicinal

Resultados

a
©



i INSTITUTO POLITECNICO DE BRAGANCA
Escola Superior Agraria

Resultados

2.0e6 3

1.9e6 C
1.8e6
1.7e6
1.6e6
1.5e6
1.4e6
1.3e6
1.2e6
1.1e6
1.0e6
9.0e5
8.0e5
7.0e5
6.0e5
5.0e5
4.0e5
3.0e5

2.0e5 1,13_0 2090
1.0e5 1650 181.0 (1 !
i VT .

0o 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
m/z.Da

Intensity. cps

Figura 22. Espetro de absorcdo (A) e de massa (B) do derivado 1 da crisina e espectro de massa do derivado 2 da
crisina (C) presentes na espécie Boletus regius. Este ultimo espetro obtido foi semelhante ao de um padréo de crisina

No espetro de massa do derivado 1 apareceu também um outro sinal maioritario a 461 (m/z)
(Figura 22B) que poderia ser interpretado como estando relacionado com o ido pseudo molecular
(M-H)" do composto.

Este ido, 208 u.m. superior a crisina (m/z a 253), pode corresponder a um hexoxil e a uma
molécula de acido férmico (162 + 46 u.m., respetivamente), 0 que sugere que este composto possa
ser um aducto de acido férmico (usado como solvente em HPLC) do hexosido de crisina produzido
na fonte de ionizacdo. Um composto similar ja foi descrito em Cytisus multiflorus (Barros et al.,
2012). O espetro de massa do derivado 2 (Figura 22C) era similar ao da crisina e ndo mostrou
qualquer outro sinal que possa ser atribuido a um possivel ido molecular. Foi, contudo, descartada a
hip6tese do composto corresponder a aglicona da crisina, que elui aos 38 min nas mesmas
condicdes de HPLC.

Embora a presenca de flavonoides ja ter sido ocasionalmente descrita em outras espécies de

cogumelos, este facto é controverso e portanto, deve ser adequadamente confirmado.

=
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Figura 23. llustracdo representativa da estrutura da crisina (Web 15)
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A atividade antioxidante dos cogumelos silvestres foi também avaliada in vitro e o0s
resultados apresentam-se na Tabela 6.

Boletus porosporus apresentou os melhores resultados em todos o0s ensaios de avaliacdo da
atividade antioxidante, com o maior poder redutor, medido pelos ensaios de Folin-Ciocalteu (30,21
mg GAE/g extrato) e do Ferricianeto/azul da pruassia (menor valor de ECso = 0,49 mg/mL), maior
atividade captadora de radicais livres (menor valor de ECso = 2,06 mg/mL) e maior inibi¢do da
peroxidacdo lipidica medida pelos ensaios do B-caroteno/linoleato (menor valor de ECso= 3,81

mg/mL) e TBARS (menor valor de ECsp = 0,51 mg/mL).
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Tabela 6. Propriedades antioxidante in vitro dos cogumelos silvestres comestiveis estudados (valor médio + desvio padréo).
Amanita Amanita Boletus Boletus Gyromitra Helvella Russula Russula
crocea mairei porosporus regius esculenta lacunosa aurea virescens
Poder Ensaio do Folin-Ciocalteu
Redutor (mg GAE/g extrato) 22,27+0,38¢c 894+0,15e 20,15+1,68c 30,21+145a 27,16+529b 13,66+0,84d 12,23+0,21d 14,05+0,27d
Ensaio do Ferricianeto/
Azul da prussia (ECsy; 1,08+0,23ef 200+0,02ed 158+001e 049+0,00f 6,82+0,74c 17,60+2,09a 291+0,16d 8,224+0,06b
mg/mL)
Atividade
captadora de Ensaio da atividade 794+008f 13,81+0,18c 697+025f 2,06+0,07g 12,66+022d 2692+137b 11,34+0,22e 30,21+1,.36a
P captadora de radicais
radicais DPPH (ECso; mg/mL)
Inibi¢do da
eroxidacdo Ensaio do -
P § caroteno/linoleato 5044+765a 14,10+150b 17,08+097b 3,81+0,32d 9,15+067c 653+0,38dc 9,70+0,24c 4,28+0,42d
lipidica (ECsg; mg/mL)
Ensaio TBARS
(ECsp; mg/mL) 1,44+0,48dc 066+010d 549+280a 051+001d 395+0,72ba 1,13+0,31d 2,98+0,25bc 0,23+0,03d

Em cada linha, letras diferentes significam diferengas significativas entre espécies (p<0.05). Em relagdo ao ensaio de Folin-Ciocalteu, os valores mais elevados significam maior
poder redutor; para os restantes ensaios, os resultados séo apresentados em valores de ECsy, em que os valores mais elevados correspondem a menor poder redutor ou potencial
antioxidante. ECsy: concentracao de extrato correspondente a 50% da atividade antioxidante ou 0,5 de absorvancia para o ensaio do Ferricianeto/Azul da prussia.
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Discussdo

Tanto quanto se sabe, ndo ha registos da caracterizagdo nutricional e da andlise de
antioxidantes nestas oito espécies silvestres de cogumelos comestiveis: Amanita crocea,
Amanita mairei, Boletus porosporus, Boletus regius, Gyromitra esculenta, Helvella lacunosa,
Russula aurea e Russula virescens. Algumas destas espécies ja tinham sido estudadas para
outros fins, tais como, analise de metais em Boletus regius (Figueiredo 2007) e em Russula
virescens (Chen et al., 2009; Busuioc et al., 2011), isolamento de uma protease a partir de
Helvella lacunosa (Zhang et al., 2010) e toxicidade da espécie Gyromitra esculenta nao
cozinhada (Toth et al., , 1992; Leathem & Dorran, 2007).

Do ponto de vista nutricional, os cogumelos estudados mostraram ser ricos em agua,
glacidos e proteinas, e estes sdo também alimentos de baixo nivel caldrico pois, apresentam
baixo teor de lipidos.

O manitol e a trealose foram o0s principais aclcares encontrados sendo o primeiro
(alcool derivado da manose) responsavel pelo suporte e expansdo dos corpos de frutificacdo
dos cogumelos (Barros et al., 2008).

Os acidos linoleico, oleico e palmitico foram os principais acidos gordos presentes nas
espécies estudadas, sendo o primeiro um percursor do 1-octen-3-ol, conhecido como ““alcool
dos fungos”, o principal componente aromatico dos fungos (Maga, 1981). Os niveis de acidos
gordos insaturados foram superiores aos de SFA. Todos estes dados estdo de acordo com
outros estudos anteriormente efetuados que descrevem a andlise nutricional de diferentes
espécies de cogumelos de todo o mundo (Kala¢, 2009; Ouzouni et al., 2009) incluindo, do
Nordeste de Portugal, uma das regiGes da Europa com maior diversidade de cogumelos
silvestres, a maioria deles com grande importancia gastrondmica (Barros et al., 2008;
Grangeia et al., 2011; Pereira et al., 2012).

Para além de serem alimentos ricos em nutrientes e com bastante sabor, 0s cogumelos
comestiveis tém vindo a ser conhecidos por serem uma fonte de compostos bioativos.

As espécies estudadas revelaram possuir antioxidantes tais como tocoferois,
carotenoides, acidos organicos e compostos fenolicos (principalmente acidos fendlicos). Estas
moléculas estdo certamente envolvidas nas propriedades antioxidantes observadas para as
diferentes espécies, quer a nivel do poder redutor, quer dos efeitos captadores de radicais

livres ou da inibicdo da peroxidacéo lipidica.
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Em particular, o acido cindmico (composto encontrado em quantidades interessantes
nas espécies Russula) ja mostrou inibir o crescimento de uma linha de células tumorais
humanas (NCI-H460) e, quando combinado com os &cidos protocatéquico e p-
hidroxibenzoico, conduz a um forte decréscimo do numero de células viaveis, sugerindo um
possivel efeito concomitante destes compostos (Vaz et al., 2012).

Boletus regius foi a espécie com os niveis mais elevados de glucidos e PUFA e
compostos bioativos nomeadamente, tocoferdis, acido citrico e compostos fendlicos,
incluindo dois possiveis devivados de crisina, apresentando também a mais elevada atividade
antioxidante.

Em suma, os compostos bioativos identificados nos cogumelos silvestres estudados
podem ser extraidos com a finalidade de serem utilizados como nutracéuticos nomeadamente,
contra doencas associadas ao stresse oxidativo. Sendo espécies comestiveis, podem também

ser incorporados diretamente na dieta atuando como alimentos funcionais.
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5. Consideracoes finais

O estudo realizado permitiu concluir que os cogumelos silvestres referidos sé&o
alimentos nutricionalmente equilibrados (elevadas concentracfes de glucidos e proteinas e
baixas concentracGes de lipidos). Com base no seu potencial antioxidante e compostos
bioativos (tocoferois, carotenoides, acidos organicos, compostos fenolicos), poderdo ter
aplicacOes na prevencdo de doencas relacionadas com radicais livres e stresse oxidativo.

Este tipo de estudo contribui para a caracterizagdo quimica e nutricional de espécies
silvestres, disponibilizando e disseminando um inventario a fim de promover o 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 promocdo da saude, longevidade e qualidade de vida.

Podemos ainda sublinhar que este estudo evidencia uma nova forma de obter fontes de
compostos bioativos com diversos interesses inclusive, interesse industrial. Procedendo-se a
identificacdo e quantificacdo destas moléculas, caso estejam presentes em quantidades
consideraveis, poderao ser descobertas novas e valiosas fontes de compostos importantes para

a saude e melhoria da qualidade de vida.

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

Anexo B — Comunicagdes em congressos
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7. Anexos:

Os resultados descritos nesta dissertacdo deram origem a uma publicagéo em revista

internacional e a duas comunicagfes nacionais:

Ana Raquel Leal, Lillian Barros, Jodo C.M. Barreira, Maria Jodo Sousa, Anabela Martins,
Celestino Santos-Buelga, & Isabel C.F.R. Ferreira. Portuguese wild mushrooms at the
"Pharma-Nutrition™ interface: Nutritional characterization and antioxidant properties.
Food Research International, 2013, 50, 1-9. (Anexo A)

Ana Raquel Leal, Lillian Barros, Maria Jodo Sousa, Anabela Martins, & Isabel C.F.R. Ferreira.

Analise de nutrientes em espécies de cogumelos silvestres dos géneros Amanita e Russula.

11° Encontro Nacional de Quimica dos Alimentos, 16 a 19 de Setembro de 2012,

Braganca, Portugal. Resumo apresentado em painel e Ata de congresso. (Anexo B)

Ana Raquel Leal, Lillian Barros, Maria Jodo Sousa, Anabela Martins, Isabel C.F.R. Ferreira.
Potencial antioxidante de espécies de cogumelos silvestres comestiveis dos géneros
Amanita e Russula. 11° Encontro Nacional de Quimica dos Alimentos, 16 a 19 de
Setembro de 2012, Braganga, Portugal. Resumo apresentado em painel e Ata de

congresso. (Anexo B)
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B. Comunicacdes nacionais

11° Encontro de Quimica dos Alimentos

(resumos e respetivas atas)
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