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RESUMO 

 

O macrofungo Lepista nuda (Bull), também conhecido como Clitocybe nuda, 

pertence ao filo Basidiomycota, à classe Basidiomycetes, à ordem Agaricales, à família 

Tricholomataceae e ao género Lepista, e tem como nome comum “pé-azul”. Trata-se de 

um fungo comestível saprófita/decompositor com muito interesse comercial devido, não 

só, ao seu valor nutricional, mas também ao seu aroma intenso e característico. 

O objetivo do presente trabalho foi comparar a composição química e o 

potencial antioxidante de amostras de Lepista nuda provenientes de diferentes habitats 

do Nordeste de Portugal (corpos frutíferos silvestres provenientes de carvalhal e pinhal, 

e comerciais), e do micélio obtido por cultura in vitro a partir dos corpos frutíferos 

provenientes de prado e comerciais, usando cinco meios de cultura diferentes. 

Pretendeu-se, ainda, analisar efeitos de condições de stresse, relativamente à 

temperatura, no crescimento do micélio. Na determinação da composição química, deu-

se especial atenção aos voláteis, ácidos gordos, açúcares, ácidos orgânicos, compostos 

fenólicos e tocoferóis. Na avaliação das propriedades antioxidantes determinou-se o 

poder redutor, o efeito captador de radicais livres e a inibição da peroxidase lipídica em 

homogeneizados cerebrais. 

.Verificou-se que o micélio apresentou um maior crescimento radial e de massa 

no meio MMN completo. Por outro lado, o micélio obtido a partir da amostra comercial 

cresceu com maior rapidez em relação ao obtido a partir da amostra proveniente de 

prado; mas foi o micélio obtido a partir dessa amostra que teve uma maior produção de 

massa. 

Nas condições de stresse, o fungo sujeito a altas temperaturas, só cresceu em 

meio PACH; já a baixas temperaturas, cresceu em todos os meios de cultura testados. 

Os compostos voláteis dos cogumelos têm sido pouco estudados, embora eles 

contribuam significativamente para o sabor e propriedades organoléticas destas 

espécies. Foram identificados 22 componentes voláteis nas amostras comerciais e 

silvestres provenientes de carvalhal e pinhal, constituindo 84-94% da fração volátil. As 

diferenças entre os voláteis das amostras silvestres e comercial foram principalmente 

quantitativas. O linalol (17-26%), a pulegona (12-14%) e limoneno (10-11%) foram os 

três principais componentes em todas as amostras. A grande diferença foi observada na 

percentagem de 2-pentilfurano, presente em pequena quantidade nas amostras silvestres 

(2% e 5% nas amostras provenientes de carvalhal e pinhal, respetivamente), mas em 
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quantidade considerável na amostra comercial (15%), sendo o segundo componente 

maioritário. Os compostos C8 são voláteis ubíquos entre fungos e responsáveis pelo seu 

aroma; o 1-octen-3-ol tem sido descrito como o mais abundante. No entanto, no 

presente estudo, este composto foi detetado em pequenas quantidades em todas as 

amostras (2%), tendo sido o linalool, o limoneno e pulegona os componentes principais 

nas amostras em estudo. 

A amostra comercial revelou a maior contribuição energética, maior conteúdo de 

PUFA, devido à contribuição de ácido linoleico, e também maior concentração de 

compostos fenólicos. A amostra silvestre de carvalhal deu os maiores níveis de ácidos 

orgânicos. As amostras de micélio mostraram ter níveis mais elevados de glucose, 

tocoferóis e maior atividade antioxidante. Particularmente, o meio de cultura PACH 

provou ser melhor para a produção de glucose, os meios de cultura PDA, PACH e FAD 

para β e -tocoferóis, o meio de cultura MMN completo para compostos fenólicos e o 

meio de cultura MMN incompleto para as propriedades antioxidantes. 

No geral, a cultura in vitro poderia ser explorada para obtenção de compostos 

bioativos de macrofungos para aplicações industriais, no controlo das condições 

ambientais para produzir maiores quantidades desses compostos e com o intuito de 

superar a diversidade na composição química observada em amostras recolhidas em 

diferentes habitats. 
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ABSTRACT 

 

The macrofungi Lepista nuda (Bull), also known as Clitocybe nude belongs to 

the phylum Basidiomycota, class Basidiomycetes, order Agaricales, family 

Tricholomataceae and gender Lepista, and has the common name "blewit". It is an 

edible saprophytic/decomposer fungus with high commercial interest due not only to its 

nutritional value, but also to its intense and characteristic aroma. 

The aim of this study was to compare the chemical composition and antioxidant 

potential of samples of Lepista nuda from different habitats in the Northeast of Portugal 

(commercial and wild fruiting bodies from oak and pine forests), and of the mycelium 

obtained by in vitro culture from commercial and meadow wild fruiting bodies, using 

five different culture media. Furthermore, the effects of stress conditions related to 

temperature, on mycelia growth were also evaluated. In the chemical composition 

evaluation, particular attention was given to the determination of volatile compounds, 

fatty acids, sugars, organic acids, phenolic compounds, and tocopherols. Regarding the 

antioxidant properties, reducing power, free radical scavenging effects and inhibition of 

lipid peroxidation in brain homogenates were evaluated. 

Mycelium cultured in solid complete Melin-Norkans medium showed the 

highest growth and radial mass. Otherwise, the mycelium obtained from commercial 

sample grew faster compared to the one obtained from wild meadow samples, but it was 

the mycelium obtained from this sample that gave the highest mass production. 

Under conditions of stress with high temperatures, the fungi only grew in 

medium PACH; applying low temperatures, mycelia grown in all the tested culture 

media. 

 Volatile compounds from mushrooms have been little studied, although they 

contribute significantly to the flavour and organoleptic properties of these species. 

Twenty two volatile components were identified in the commercial and wild samples 

(obtained from oak and pine forests), constituting 84-94% of the volatile fraction. The 

differences between the commercial and wild samples volatiles were mostly in 

quantities. Linalool (17-26%), pulegone (12-14%) and limonene (10-11%) were the 

main components in all the samples. The major difference was observed in the 

percentage of 2-pentylfuran, present in small amounts in wild samples (2% and 5% in 

samples from oak and pine forests, respectively), but in considerable amounts in the 

commercial sample (15%), being the second main compound. C8 compounds are 
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ubiquitous volatiles in fungi and have been pointed out as responsible for their aroma; 

1-octen-3-ol has been described as the most abundant. However, in this study, this 

compound was detected in small amounts in all the samples (2%); linalool, limonene 

and pulegone were the major components in the analyzed samples. 

The commercial sample (cultivated) gave the highest energetic contribution and 

PUFA contents due to the contribution of linoleic acid, as also of phenolic compounds; 

the wild sample from oak forest gave the highest levels of organic acids. Mycelia 

samples showed to have higher levels of glucose, tocopherols and antioxidant activity. 

Particularly, PACH medium proved to be better for glucose production, PDA, PACH 

and FAD for β- and -tocopherols, complete MMN for phenolic compounds and 

incomplete MMN for antioxidant properties 

Overall, in vitro culture could be explored to obtain bioactive compounds from 

macro fungi for industrial applications, controlling environmental conditions to produce 

higher amounts of these compounds and to overcome the diversity in chemical 

composition observed in samples collected in different habitat. 
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I. INTRODUÇÃO 

1.1. Morfologia e classificação de fungos  

Desde sempre que os fungos despertaram um grande interesse. Já desde os 

tempos imemoriais que lhes são atribuídos inúmeros atributos, devido à sua estranha e 

misteriosa vida, à sua diversidade de cores, de formas, aos aromas e sabores 

característicos. Por várias vezes, tentou-se explicar a sua aparência peculiar e a sua 

origem, sendo atribuído a fenómenos mágicos e até a intervenções do demónio (Keizer, 

2000).  

Para desmistificar o mistério em volta dos fungos e para os compreender iniciou-

se o estudo dos fungos - micologia, que surgiu como um ramo da botânica. 

Historicamente, os fungos foram classificados e identificados como plantas inferiores, 

da divisão Thallophyta por Linnaeus. Atualmente, estudos demostram que os fungos 

têm características próprias, que são suficientemente e significativamente distintas, 

permitindo assim criar um reino separado, o reino Myceteae (Chang & Miles, 2004). 

Estima-se que existam cerca de 1,5 milhões de espécies de fungos na terra e 

cerca de 100 000 espécies são conhecidas em todo o mundo, no qual 800 espécies estão, 

atualmente designadas como novas espécies para a ciência (Hawksworth, 2001). Isto 

torna os cogumelos, um dos recursos da biodiversidade menos estudados/explorados do 

nosso planeta (Webster & Weber, 2007). Para além disso, existe uma grande variedade 

dentro da mesma espécie, por exemplo, ao nível morfológico poderão ser similares, mas 

ser distintos relativamente aos seus metabolitos. Ou seja, alguns metabolitos podem ser 

produzidos por todas as variedades de uma espécie em particular e outros metabolitos 

serem específicos de uma única variedade. No entanto, é importante referir que 

dependendo das condições pelo qual o organismo se desenvolve, a sua composição 

química pode alterar-se (Hanson, 2008). 

Extraordinariamente, os fungos conquistaram em larga escala uma enorme série 

de habitats, desempenhando diferentes e importantes papeis nos ecossistemas (Dix & 

Webster, 1995). Os fungos são ubíquos em habitats terrestres e de água doce, mas 

também existem no gelo do Antártico (Feofilova, 2001; Webster & Weber, 2007). 

Detêm um importante papel na ecologia, reciclando o material orgânico, uma vez que 

não conseguem produzir o seu próprio alimento, como as plantas, a partir de materiais 

inorgânicos simples, como o dióxido de carbono, água, nitratos e usando a energia do 
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sol. Assim, os fungos alimentam-se de material orgânico complexo (Chang & Miles, 

2004; Webster & Weber, 2007; Hanson, 2008).  

Os fungos são organismos eucariotas com um núcleo distinto, sem clorofila e 

com uma nutrição heterotrófica. Ao contrário dos animais que se alimentam por 

ingestão, os fungos obtêm os nutrientes através de digestão extracelular realizada por 

enzimas excretadas, absorvendo os produtos solubilizados. Assim, os fungos podem ser 

saprófitas, alimentam-se de matéria orgânica morta ou decomposição; parasitas, 

colonizam animais, vegetais ou mesmo de outros fungos, vivendo à custa destes; e 

simbiontes, que estabelecem uma associação de interesse com outros organismos vivos, 

com benefícios mútuos (Frade & Alfonso, 2005; Webster & Weber, 2007; Hanson, 

2008).  

É comum dividir os fungos em dois grupos conforme a sua estrutura, os 

unicelulares e os filamentosos. Os unicelulares são os mais abundantes na natureza, 

como por exemplo as leveduras. Já os filamentosos são menos abundantes. Têm uma 

estrutura tubular, que se denomina de hifas. As hifas podem crescer apenas nas pontas 

ou regiões especializadas. Através de ramificações, e em algumas espécies, por meio de 

anastomose ou fusão de hifas, é formada uma rede desses filamentos à qual se dá o 

nome de micélio (Figura 1) (Chang & Miles, 2004). Geralmente são bastante uniformes 

nos diferentes grupos taxonómicos dos fungos. Uma das poucas características que nos 

permitem a sua distinção é a presença ou ausência de paredes transversais designadas 

por septos (Webster & Weber, 2007). 

A reprodução dos fungos ocorre por norma através de esporos, mas também 

pode desenvolver-se de forma vegetativa, isto é, ocorre através de fragmentos de 

micélio. Embora muitos esporos sejam disseminados pelo vento, outros podem 

necessitar da intervenção de vetores como insetos ou outros animais. Desta forma, 

podem ser pigmentados e alguns podem ter um revestimento gelatinoso de 

polissacáridos para facilitar a sua disseminação por um “transportador” e a sua ligação a 

um hospedeiro (Hanson, 2008). 

Os cogumelos são a parte visível de determinados fungos (Martins, 2004). 

Define-se cogumelo ou carpóforo como um macrofungo com um corpo frutífero distinto 

que pode ser epígeo (acima do solo) ou hipógeo (dentro do solo) e suficientemente 

grande para ser visto a olho nu (Chang & Miles, 2004). 

A estrutura que normalmente se chama de cogumelo é na realidade o corpo 

frutífero do fungo (Figura 1) (Chang & Miles, 2004); o tipo mais comum de cogumelo é 
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em forma de guarda-chuva, com píleo e estipe, e algumas espécies têm adicionalmente 

um anel, uma volva, ou ambos. Por baixo do chapéu apresentam uma superfície de 

consistência mole, o himénio (que pode apresentar diferentes formas: lâminas ou 

lamelas, tubos ou poros, pregas mais ou menos definidas, superfícies lisas, entre outras), 

onde se produzem os esporos (Martins, 2004). Contudo, esta estrutura não se aplica a 

todas as espécies; alguns cogumelos são em forma de taças flexíveis, outros são 

redondos como bolas de golfe, existem ainda aqueles que se assemelham a uma orelha 

humana. Existe pois, uma grande variedade de formas (Chang & Miles, 2004). 

 

 

Figura 1. Representação do corpo frutífero, micélio e hifas (Web 1). 

 

Em 1969, Whittaker propôs uma classificação dos organismos em cinco reinos 

em que pela primeira vez os fungos aparecem como um reino à parte (Figura 2). No 

entanto, estudos novos levaram à descoberta que, a nível molecular, a vida na terra pode 

ser classificada em três grupos, designados por domínios, dos quais dois são 

procarióticos e o terceiro eucariótico. Os fungos são, assim, reconhecidos como um dos 

cinco reinos eucariotas, sendo os outros Animalia, Plantae, Chromista e Protozoa 

(Carlile et al., 2001). Atualmente, a classificação retirou do Reino Fungi todos os 

organismos que possuem celulose na sua parede e reestruturou a classificação dos seres 

vivos. O reino Fungi mantém-se mas, com alterações. 
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Figura 2. Divisão dos organismos proposta por Whittaker (1969) (Web 2).  

 

O reino dos fungos foi recentemente dividido em sete filos: Chytridiomycota, 

Zygomycota, Blastocladiomycota, Neocallimatigomycota Glomeromycota, Ascomycota 

e Basidiomycota (Seif et al., 2005; James et al., 2006a; James et al., 2006b). 

O fungo estudado neste trabalho pertence ao filo Basidiomycota, classe 

Agaricomycetes. O filo Basidiomycota é composto por cerca de 30000 espécies. Grande 

parte dos cogumelos comestíveis e tóxicos pertencem a este grupo constituído por 

espécies terrestres, aquáticas e também espécies microscópicas que parasitam plantas. A 

maioria é saprófita e está envolvida na decomposição da matéria morta e madeira, mas 

há também agentes patogénicos das árvores (Webster & Weber, 2007). 

São fungos nos quais o processo sexual envolve a produção de basidiósporos 

(Figura 3), contidos num basídio, nos quais o núcleo sofre meiose. Geralmente, existem 

quatro esporos por basídio (Worrall, 1999). 
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Figura 3. Estrutura do micélio e os basidiósporos suspensos no chapéu do cogumelo (Web 3). 

 

A maioria dos fungos identificados no campo e nos bosques são da classe 

Agaricomycetes. A nível microscópio, nesta classe existem duas particularidades muito 

vulgarizadas pelo grupo que caracterizaram. Uma dessas particularidades é presença de 

“clamp connections”, que aparentemente ligam células adjacentes ou hifas. A outra 

particularidade é que os basidiósporos são normalmente balistosporos, ou seja, são 

ativamente lançados do basídio. A classificação dos Agaricomycetes é um pouco 

controversa. Antes consideravam-se três classes inseridas no Filo Basidiomycota: 

Basidiomycetes, Teliomycetes e Ustomycetes. Hoje, a designação Basidiomycetes torna-

se antiquada e, quando utilizada, refere-se ao Filo Basidiomycota. Assim, os 

Basidiomycetes são atualmente classificados como Agaricomycetes (Carlile et al., 

2001). 

Existem várias ordens dentro dos macrofungos Agaricomycetes tais como os 

Agaricales, Boletales, entre outros (Tabela 1). Os fungos pertencentes à família 

Trichololataceae têm como características aspeto fibroso, chapéu, pé cilíndrico e 

esporos brancos. São abundantes os géneros Lepista, Calocybe, Clitocybes, Pleurotus, 

Leucopaxillus e Marasmius, mas também têm alguns fungos micorrízicos (Tricholoma e 

Hygrophorus) e parasíticos (Armillaria) (Rueda, 2007). 

 

 

 

 



Introdução 

 

Caracterização química e propriedades antioxidantes de amostras de Lepista nuda (Bull.) obtidas por 
cultura in vitro e in vivo em diferentes habitats    7 

Tabela 1. Classificação dos fungos do Filo Basidiomycota (Kirk et al., 2008). 

Reino Filo Sub-filo Classes Ordens Famílias Género 
F

u
n

g
i 

B
a

si
d

io
m

yc
o

ta
 

Agaricomycotina 

Agaricomycetes 

Agaricales Trichololataceae Lepista 

Atheliales 

 

 
Auricularialis 

 

Boletales 

Cantharellales 

Corticiales 

Geastrales 

Gomphales 

Hymenochetales 

Hysterangialis 

Phallales 

Polyporales 

Russulales 

Sebacinales 

Thelephorales 

Dacrymycetes 

   Tremellomycetes 

Pucciniomycotina 

Agaricostilbomycetes 

   

Atractiellomycetes 

Classiculomycetes 

Cryptomycocolacomycetes 

Cystobasidiomycetes 

Microbotryomycetes 

Mixiomycetes 

Pucciniomycetes 

Ustilaginomycotina 

Exobasidiomycetes 

Entorrhizomycetes 

Ustilaginomyce 

 

1.2. Produção de macrofungos 

 

A produção mundial de cogumelos cultivados em 2000/2001 foi estimada por 

algumas autoridades em mais de 9 milhões de toneladas. Um estudo não oficial de 2001 

indica uma produção de 7.818.000 toneladas de cogumelos cultivados na China. É de 

salientar que os números de produção em cada país não estão facilmente disponíveis 
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(Chang & Miles, 2004). No geral, a produção mundial de cogumelos aumentou mais de 

12,5 por cento entre 1981 e 2002 (Web 4). Em Portugal a produção de macrofungos em 

2009, já era considerável, com alguma variedade de cogumelos comestíveis produzidos 

e comercializados (Figura 4).  

 

 

Figura 4. Produção de diversos macrofungos em Portugal (Quadrante Natural, 2010). 

 

Em laboratório, a obtenção e estabelecimento de fungos, particularmente dos 

Agaricomycetes, é possível por excisão de porções do corpo frutífero e colocação destas 

em meio de cultura apropriado. O crescimento contínuo e ramificado das hifas resulta 

na produção de micélio indiferenciado na superfície e interior do meio de cultura com 

agar. Este processo de crescimento do micélio é um pouco invasivo mas é o mais 

eficiente para que os fungos se disseminem por todo o substrato. A colónia geralmente 

continua a crescer radialmente, a uma taxa uniforme até encontrar um impedimento (por 

exemplo, o bordo da caixa de Petri ou outra colónia). Contudo, a taxa de crescimento 

pode diminuir gradualmente e o crescimento pode mesmo cessar sem que todo o meio 

seja consumido. Este efeito pode dever-se à produção de metabolitos tóxicos 

nomeadamente, iões de hidrogénio ou amónia. No entanto é de referir, que em vez de se 

expandirem, como durante o crescimento pelo meio, as hifas podem agregar-se (Carlile 

et al., 2001). Não existe grande conhecimento sobre os fatores que levam a um 
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crescimento sincronizado das hifas em grupo. No entanto, especula-se que se baseia no 

desenvolvimento de hifas adjacentes, em que uma dada hifa é capaz de induzir a 

expressão génica de hifas adjacentes, através de secreções de mensageiros químicos 

(Moore, 1994). 

A metodologia in vitro de cultura (produção de micélios) pode proporcionar 

diversas vantagens na obtenção e estudo de compostos bioativos, facilitando a sua 

extração e purificação o que aumenta o seu valor económico. Do ponto de vista 

ecológico, a cultura in vitro evita a sob exploração de espécies ameaçadas ou raras, o 

que representa uma metodologia promissora que salvaguarda a conservação sustentável 

e utilização racional da biodiversidade (Matkowski, 2008). 

O meio de cultura utilizado para o desenvolvimento do fungo pode ser natural ou 

sintético. Um meio de cultura sintético tem uma fonte de carbono (normalmente um 

açúcar) e uma fonte de azoto (por exemplo, um sal amónio). A produção de metabolitos 

pode ser bastante sensível aos constituintes do meio de cultura, tal como às condições 

do meio ambiente quando in vivo; assim, os metabolitos produzidos por uma mesma 

espécie num determinado meio de cultura, podem ser diferentes quando desenvolvida 

num meio de cultura diferente (Hanson, 2008). 

Os fungos, no decurso da evolução, diversificaram a exploração de uma grande 

variedade de habitats. Espécies diferentes, portanto, exigem diferentes condições de 

crescimento ideal. O modo como os fatores físicos e químicos afetam o crescimento de 

fungos diferentes tem que ser considerado. A temperatura, a concentração de iões de 

hidrogénio (pH), a humidade e a luz são alguns dos parâmetros que têm de ser mantidos 

e controlados (Carlile et al., 2001; Chang & Miles, 2004). 

De todos os fatores que afetam o crescimento de fungos, a temperatura é 

certamente um dos mais importantes, e o mais frequentemente estudado. Os extremos 

de temperatura (máxima e mínima) são de grande importância na determinação da 

sobrevivência e na distribuição das espécies de fungos na natureza. A temperatura ótima 

para o crescimento, produção de metabolitos e esporulação são os fatores de interesse 

mais frequentes para os investigadores. 

Um aumento na temperatura, geralmente, aumenta a atividade enzimática. 

Temperaturas altas resultam numa inativação enzimática, com um efeito resultante 

sobre o metabolismo e, consequentemente, sobre o crescimento. Por exemplo, a 

incapacidade de um fungo crescer a uma temperatura elevada pode ser o resultado da 

sua incapacidade para sintetizar uma determinada enzima. 
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Os fungos são classificados de acordo com as suas temperaturas ideais: 

 

 Psicrófilos - com um mínimo de crescimento abaixo de 0 °C, um ótimo 

na faixa de 17 °C, e a ausência de crescimento a temperaturas superiores 

a 20 °C; 

 Mesófilos - com mínimo de crescimento acima de 0 °C, máximo abaixo 

de 50 °C, e a ótima entre 15 e 40 º C (sendo este o maior grupo); 

 Termófilos - com mínima acima de 20 °C, máxima de 50 °C ou superior 

e ótima em torno de 35 °C ou superior. (Chang & Miles, 2004). 

 

O pH também tem grandes efeitos sobre o desenvolvimento morfológico. Em 

geral, a maioria dos fungos cresce melhor num meio ligeiramente ácido, normalmente 

numa gama de pH 4 a pH 8. Naturalmente, a gama de pH pode variar de espécies para 

espécie. Os fungos estão aptos para lidar com mudanças de pH externo, reagindo 

melhor do que as células de plantas ou de animais nos seus ambientes protegidos. Nos 

fungos, o pH citoplasmático varia muito pouco ao longo de uma vasta gama de valores 

de pH extremos. Não está completamente esclarecido como o pH citoplasmático é 

estável próximo da neutralidade. Existe uma falta de informação sobre o efeito do pH 

no crescimento de fungos, ao contrário de uma literatura considerável sobre o 

crescimento em relação ao pH inicial do meio. A concentração hidrogeniónica num 

meio pode afetar o crescimento indiretamente, pelo seu efeito na disponibilidade de 

nutrientes, ou diretamente através de uma ação sobre as superfícies celulares. É 

provável que, sendo satisfeitos os requisitos nutricionais, a maioria dos fungos se 

desenvolva bem numa ampla gama de pH desde ácido até à neutralidade, por exemplo, 

pH 4-7. Alguns fungos, tais como os que produzem ácidos orgânicos, são capazes de 

tolerar mais condições de acidez (Carlile et al., 2001; Chang & Miles, 2004). 

Os fungos, na sua maioria, são expostos a períodos alternados de luz e escuridão. 

Alguns, contudo, estão situados na escuridão do solo (trufas) ou dentro dos tecidos de 

um hospedeiro. O crescimento da maioria dos fungos não é sensível à luz, no entanto, 

luz forte pode inibir o seu crescimento (possivelmente devido a um efeito de 

temperatura). Tem sido reportado que esta inibição por uma luz forte pode ser eliminada 

pela adição de compostos biológicos ao meio, tais como extrato de levedura. Uma 

possível interpretação deste fenómeno é a de que a luz pode destruir certas vitaminas. O 

papel mais importante da luz no crescimento de fungos está relacionado com a 
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formação de estruturas reprodutivas. O desenvolvimento dos corpos frutíferos de 

Basidiomycetes é, muitas vezes, acionado pela luz (Chang & Miles, 2004).  

A maioria dos fungos, principalmente Basidiomycetes, necessita de altos níveis 

de humidade (e.g. uma humidade relativa de 95 a 100% e um teor de humidade do 

substrato entre os 50 e 75%) (Chang & Miles, 2004). 

 

1.3. O macrofungo Lepista nuda 

O macrofungo Lepista nuda, (Bull. ex Fr). Cooke também conhecido como 

Clitocybe nuda e, vulgarmente por “Pé-azul”, pertence ao filo Basidiomycota, à classe 

Basidiomycetes, à ordem Agaricale, à família Tricholomataceae e ao género Lepista 

(Figura 5). Encontra-se habitualmente em montados, prados e florestas naturais, 

azinheiras e sobreiros, o seu período de frutificação é no Outono, Inverno e Primavera; 

sabe-se também que é saprófita/decompositor. É um fungo comestível, o que lhe 

confere um interesse comercial devido não só, ao seu valor nutricional, mas também ao 

seu intenso e característico aroma (Rueda, 2007). 

 

Figura 5. Macrofungo Lepista nuda (Web 5). 

 

É o segundo fungo comestível mais popular na Europa Central. Na França, tem 

um potencial económico bastante considerável (Stott et al., 2005). Já em Portugal, 

apesar de não ser uma referência de produção em grande quantidade (Figura 4), é o 

segundo cogumelo mais caro. 

Trata-se de um cogumelo comestível que apresenta inúmeras qualidades 

organoléticas, incluindo um sabor delicado e uma boa conservação pós-colheita, aspetos 

importantes que influenciam as vendas e os preços dos cogumelos (Guinberteau et al., 
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1989). O seu aroma forte, a sua textura e coloração violeta apresentam alguma 

originalidade que estimula o consumo e, até mesmo, o cultivo deste cogumelo (Audouin 

et al, 1989, Noel-Suberville, 1996). O corpo frutífero de L. nuda contém vitamina B1, 

triterpenoides, esteróis e compostos organo-halogenados. A sua infusão é utilizada para 

prevenir o beribéri, enquanto a decocção é utilizada para o tratamento de abscessos e 

feridas. O extrato metanólico revelou propriedades antimicrobianas (Dulger, et al, 2022; 

Barros et al., 2008) e antioxidantes (Elmastas et al., 2007; Barros et al., 2008).  

Importa ainda destacar que, segundo vários autores, as propriedades químicas ou 

bioativas dos macrofungos podem ser afetadas pelo habitat em que cresceram 

(Nikkarinen & Mertanen, 2004; Pereira et al., 2012). 

 

1.4. Compostos voláteis em macrofungos 

Alguns compostos voláteis nos cogumelos contribuem para as suas propriedades 

organoléticas; outros comportam-se como atraentes de insetos ou impedem a nutrição 

do fungo. Existem ainda outros compostos que contribuem para a relação de um fungo 

com os seus concorrentes. 

Embora os voláteis, nomeadamente monoterpenos e compostos aromáticos 

simples, sejam produzidos por fungos, são mais abundantes em plantas. Os fungos 

produzem diferentes proporções dos componentes comuns voláteis. Alguns organismos 

têm um odor característico que pode ser usado para os identificar. A tecnologia de 

espectrometria de massa acoplada com nariz eletrónico tem sido utilizada para 

rapidamente revelar a presença de fungos indesejados em alimentos tais como cereais e 

produtos de panificação (Hanson, 2008). 

Os óleos essenciais, também designados por essências, são misturas complexas 

de inúmeros compostos voláteis com propriedades odoríferas e outras características de 

interesse para o Homem. Atualmente, o consumo de óleos essenciais é tão impercetível 

quanto omnipresente, mas a sua importância pode ser comprovada pelas 45 000 a 50 

000 toneladas que são produzidas e transacionadas anualmente. A nível mundial, o 

valor económico dos óleos essenciais reflete-se nos óleos que são obtidos para usos 

terapêuticos (farmacológicos), perfumarias, cosmética, indústrias alimentares, 

fabrico/produção de sabonetes, detergentes, entre outros. A variabilidade química dos 

compostos voláteis advém dos diversos fatores que influenciam a sua biossíntese, 

existindo mesmo quimiotipos definidos pelas percentagens de óleos essenciais com 
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composições muito distintas. Esses fatores são de natureza diversa: alguns como os 

ambientais ou edáficos e outros da fisiologia dos seres vivos que os produzem. A 

insolação, a relação temperatura, humidade do ar e o tipo de solo são, dos fatores 

edafoclimáticos, os que mais afetam a produção dos óleos essenciais (Cunha, 2005; 

Cunha et al, 2007). 

A indústria recorre a diversas metodologias para extrair os compostos voláteis 

dos seres vivos. A destilação é das metodologias mais usadas para a extração dos 

compostos voláteis. O conceito de óleo essencial, enquanto mistura volátil obtida por 

destilação, é ultrapassado e outros métodos de extração são utilizados para o isolamento 

de compostos voláteis com vista a diferentes estudos. A hidrodestilação é a metodologia 

mais utilizada; por um lado, porque permite a diferença de escalas, permite reproduzir 

as técnicas usadas nos processos industriais e obter óleos essenciais com características 

similares, mas por outro lado porque os destiladores são isentos de compostos 

orgânicos, simplificando os processos de preparação de amostras para fins analíticos. A 

simplicidade e funcionamento do destilador proposto para esse fim, o aparelho 

Clevenger modificado inscrito na Farmacopeia Portuguesa VIII (Figura 6), fez com que 

fosse bem aceite pelos investigadores. Outra metodologia usada é a destilação-extração 

em aparelho de Likens-Nickerson (LN) (Figura 7), técnica usada neste trabalho. Nesta 

técnica, o vapor gerado na hidrodestilação é sujeito a extração pelo vapor de um 

solvente orgânico apolar de baixo ponto de ebulição e imiscível com a água (e.g., o 

pentano). Durante o processo, os compostos voláteis são arrastados pelo vapor de água e 

retirados da fase orgânica, o que limita os artefactos e as perdas devidas ao refluxo da 

fase aquosa condensada e à cristalização nas superfícies do condensador. No entanto, 

não evita a decomposição de compostos termolábeis mas tem a desvantagem, em 

relação à hidrodestilação, do óleo essencial ser obtido em solução e que, para ser 

recuperado, implica a remoção do solvente (Cunha, 2005). 
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Figura 6. Aparelho de Clevenger modificado. 

 

 

Figura 7. Aparelho de destilação-extração Likens-Nickerson. 

 

Como referido anteriormente, os óleos essenciais são misturas complexas de 

compostos voláteis, muitas vezes com centenas de constituintes de todas as classes 
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funcionais e onde coexistem isómeros geométricos, posicionais e óticos, com 

propriedades físicas e químicas similares. Para além das dificuldades que decorrem da 

complexidade química, também acrescem as que resultam da existência frequente de um 

elevado número de componentes minoritários e vestigiais que podem ser responsáveis 

pelas propriedades biológicas e sensoriais. Assim, a escolha da metodologia analítica 

depende da finalidade do estudo. Devido à enorme diversidade e complexidade das 

misturas, por norma, a análise envolve duas etapas sequenciais, como o fracionamento 

das amostras e/ou a individualização de constituintes, geralmente, por recurso a 

métodos cromatográficos, seguidos de processos analíticos, químicos ou 

espectroscópicos nas frações ou compostos isolados. O recurso a um único método pode 

não ser suficiente para viabilizar a melhor análise e garantir a obtenção máxima de 

informação sobre a composição da amostra (Cunha, 2005). 

Atualmente, a cromatografia gasosa (GC) é o método mais comum na separação 

de compostos permitindo a análise até a um máximo de 1500 unidades de massa; os 

compostos com massa molecular muito baixa, considerados gases permanentes (até às 

200 unidades de massa), são considerados compostos voláteis e, a partir destas 

unidades, são compostos semi-voláteis. Segundo Marriott (2001), a GC é o método 

analítico mais apropriado para a separação dos compostos dos óleos essenciais apesar 

das inúmeras estruturas com diferentes modificações químicas que levam a 

sobreposições nos índices de retenção. Esta metodologia de separação é complementada 

com a espectrometria de massa (GC-MS) para identificação dos compostos, 

metodologia também usada neste trabalho para identificação de compostos voláteis. Os 

cogumelos têm sido muito utilizados como alimento ou materiais aromatizantes por 

causa do seu excecional sabor/odor e, por essa razão, têm sido extensivamente 

estudados (Wojtasiak, 2004). Os compostos voláteis presentes nos cogumelos têm sido 

também investigados, com a identificação de quase 150 compostos voláteis diferentes 

em várias espécies. Entre os diversos componentes voláteis, uma série de compostos 

alifáticos C8 (compostos oxigenados), tais como o 1-octen-3-ol (Figura 8), 2-octen-1-ol, 

3-octanol, 1-octanol, 1-octen-3-ona e 3-octanona, foram referidos como sendo os 

principais responsáveis pelas características de sabor dos cogumelos. Os perfis dos 

componentes voláteis podem variar com as espécies, mas também podem ser 

influenciados pelas condições de cultivo/habitat (Cho et al., 2008). Alguns aromas 

típicos agradáveis ou desagradáveis de cogumelos são também devido a compostos 

alifáticos, aromáticos e heterocíclicos voláteis, por exemplo, sulfureto de dimetilo, 
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benzaldeído, álcool benzílico, (E)-2-nonenal, lactonas e escatol (3-metilindole) 

(Breheret et al., 1997). 

 

 

 

Figura 8. Estrutura química do 1-octen-3-ol (Web 6). 

 

1.5. Macrofungos como fonte de compostos bioativos 

Do ponto de vista nutricional, os cogumelos são conhecidos em todo o mundo 

por serem ricos em água, minerais, proteínas, fibras e glúcidos, e por serem alimentos 

de baixo teor calórico, devido ao reduzido teor em lípidos. Existem disponíveis na 

literatura vários estudos que descrevem a análise de nutrientes em diferentes espécies de 

cogumelos provenientes de todo o mundo (Kalač, 2009; Ouzouni et al., 2009). Em 

Portugal, o grupo de investigação em que se inseriu este trabalho, tem-se dedicado ao 

estudo de espécies provenientes do Nordeste de Portugal, uma das regiões europeias 

com maior biodiversidade de cogumelos silvestres, a maioria deles com grande 

importância gastronómica (Barros et al., 2007; Barros et al., 2008; Heleno et al., 2009; 

Heleno et al., 2011; Pereira et al., 2012). Além disso, vários estudos concluíram que os 

cogumelos possuem compostos bioativos nomeadamente antioxidantes: compostos 

fenólicos, tocoferóis, ácido ascórbico e carotenoides (Ferreira et al., 2009). Por essa 

razão, os cogumelos têm sido reconhecidos como alimentos funcionais e como fonte 

para o desenvolvimento de medicamentos e nutracêuticos. 

Dos compostos fenólicos fazem parte um grande grupo de compostos como: 

ácidos fenólicos, cumarinas e flavonoides, que na sua maioria são antioxidantes. Os 

compostos fenólicos são produtos naturais que derivam das vias do xiquimato e do 

acetato, podendo assim conter moléculas muito simples, como os ácidos fenólicos, ou 

moléculas complexas, como lenhinas (Bravo, 1998). Vários estudos têm revelado que 

os ácidos fenólicos são os principais compostos fenólicos nos cogumelos (Ferreira et al., 

2009).  
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A eficácia de um antioxidante fenólico natural depende da reação do hidrogénio 

fenólico, isto é da estabilidade do radical que se forma durante a reação, mas também da 

substituição química presente na estrutura da molécula (Hall, 2001; Wright et al., 2001). 

Os tocoferóis, mais conhecidos por vitamina E, podem ser encontrados em 

alimentos “gordos”, pois é uma vitamina lipossolúvel. Estruturalmente tem um anel 

cromanol e uma cadeia lateral de unidades isopreno. Na natureza, pode ser encontrada 

de quatro formas diferentes: α-, β-, γ- e δ- tocoferóis (Figura 9), sendo o α- tocoferol a 

forma antioxidante mais amplamente distribuída. Os tocoferóis têm sido reconhecidos 

como um dos mais importantes antioxidantes, isto deve-se à sua capacidade de captar 

radicais, isto é, eles inibem a produção de radicais peroxilo lipídicos produzidos por 

espécies reativas de oxigénio (ROS), protegendo assim as células da peroxidação dos 

ácidos gordos polinsaturados (PUFA) (Fang et al., 2002; Pinto, 2010). 

 

 

 

Figura 9. Estrutura química dos tocoferóis. 

 

Os carotenoides são, de uma maneira geral, tetraterpenos que compreendem 

compostos formados por ligações de oito unidades isoprénicas, que possuem no mínimo 

dez duplas ligações conjugadas, o que lhe confere uma grande sensibilidade à oxidação 

e a sua tonalidade característica, amarela ou laranja. Estes compostos podem ser ainda 

acílicos, como por exemplo o licopeno (C40H56), composto apenas constituído por 

carbonos e hidrogénios, mas também terem na sua composição um ou dois anéis penta 

ou hexacíclicos numa das extremidades ou nas duas. 

Do ponto de vista químico, os carotenoides podem dividir-se em carotenos, 

compostos só com carbonos e hidrogénios (e.g., licopeno, referido anteriormente) e os 
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seus derivados oxigenados, as xantofilas. Os carotenoides são corantes naturais, que 

podem ser encontrados nos alimentos com pigmentação amarela, laranja ou vermelha 

(tomates, laranjas, abóboras, entre outros). Alguns carotenoides, além de serem 

precursores de vitamina A (retinol), possuem propriedades antioxidantes e melhoram a 

resposta imunológica (Cunha, 2005; Pinto, 2010). 

As propriedades antioxidantes dos carotenoides fundamentam-se na sua 

estrutura, principalmente no sistema de ligações duplas conjugadas (Cunha, 2005), 

tornando possível a captação de radicais livres, principalmente o radical peroxilo 

(LOO
•
) (Young & Lowe, 2001; Tapiero et al., 2004). Atualmente existe interesse no 

estudo dos antioxidantes devido, principalmente, às descobertas sobre o efeito dos 

radicais livres no organismo, pois a oxidação é parte importante da vida de muitos 

organismos nomeadamente, durante a produção de energia que ocorre nos processos 

biológicos. Os radicais livres são produzidos naturalmente ou por alguma disfunção 

biológica (Barreiros et al., 2006). 

Assim, um radical livre é definido como qualquer átomo ou molécula que possui 

eletrões desemparelhados na orbital exterior (Gutteridge & Halliwell, 2000). Os radicais 

livres de oxigénio e de azoto, ou mais genericamente, espécies reativas de oxigénio 

(ROS) e de azoto (RNS) são os produtos do metabolismo celular, em condições 

normais. Estes radicais são muito instáveis e muito reativos (Miller et al., 1990). As 

ROS e RNS têm características benéficas e prejudiciais nos organismos vivos. Em 

concentrações baixas atuam nas respostas celulares a danos infeciosos e na indução de 

respostas mitogénicas, sendo benéficas para os organismos. Os efeitos prejudiciais 

traduzem-se no stresse oxidativo e nitrosativo que ocorrem quando há uma 

sobreprodução de ROS e RNS, ou quando não existem antioxidantes enzimáticos ou 

estão em concentrações muito baixas (Valko et al., 2007). O equilíbrio da produção de 

radicais livres e das defesas antioxidantes (enzimáticas e não enzimáticas), são uma 

condição importante para o normal funcionamento do organismo. 

O excesso de radicais livres, como já referido, é prejudicial, pois pode provocar 

danos ao nível dos lípidos celulares, proteínas e DNA, o que afeta o funcionamento dito 

normal das células, gerando inúmeras doenças. Assim, a presença de antioxidantes 

numa dieta rica de vegetais e fruta com vitaminas A, C e E, carotenoides, polifenóis e 

flavonoides pode ajudar o sistema de defesa endógeno, a reduzir os danos oxidativos 

(Temple, 2000; Fang et al., 2002; Liu, 2003).  
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Não só os corpos frutíferos, mas também os micélios acumulam vários dos 

compostos bioativos referidos (Lindequist et al., 2005) que podem ser isolados para 

posteriores utilizações. 

 

 

1.6. Objetivos 

No presente trabalho estudaram-se exemplares (corpos frutíferos) comerciais e 

silvestres de Lepista nuda provenientes de diferentes habitats – carvalhal, pinhal e 

prado (amostras in vivo), bem como o micélio produzido in vitro a partir desses 

exemplares.  

Os principais objetivos foram: 

i) Estabelecer as condições ótimas para a cultura in vitro de Lepista nuda, com 

base nas curvas de crescimento do micélio, obtidas a partir do crescimento radial e das 

massas fresca e seca;  

ii) Caracterizar os voláteis das amostras obtidas in vivo e in vitro após 

destilação-extração Likens-Nickerson (LN); a análise dos voláteis foi feita por 

cromatografia gasosa (GC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa 

(GC-MS).  

iii) Caracterizar os ácidos gordos, açúcares, ácidos orgânicos, compostos 

fenólicos e tocoferóis das mesmas amostras após extração sólido-líquido e análise por 

cromatografia gasosa acoplada a deteção por ionização de chama (GC-FID) ou 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) acoplada a deteção por índice de 

refração (RI), díodos (DAD) ou fluorescência.   

iv) Avaliar as propriedades antioxidantes, utilizando técnicas químicas e 

bioquímicas: poder redutor, efeito captador de radicais livres e inibição da peroxidação 

lipídica em homogeneizados cerebrais.   

 

Em suma, foi feita uma comparação dos resultados da composição química e do 

potencial antioxidante de corpos frutíferos de Lepista nuda provenientes de diferentes 

habitats, e do seu micélio obtido por cultura in vitro usando distintos meios de cultura.  
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II. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Material biológico e preparação das amostras  

2.1.1. Corpos frutíferos silvestres e comerciais 

Os exemplares (corpos frutíferos) da espécie de cogumelo silvestre Lepista nuda 

(Figura 10) foram obtidos em diferentes habitats: prado, pinhal e carvalhal, na região de 

Bragança (Nordeste Transmontano), no outono de 2010 e 2011 e na primavera de 2011. 

As espécies comerciais foram obtidas num supermercado local, em setembro de 2011. A 

identificação taxonómica dos esporocarpos foi realizada de acordo com Moser (1983), 

sendo depositados exemplares no herbário da Escola Superior Agrária do Instituto 

Politécnico de Bragança. As amostras dos corpos frutíferos foram liofilizadas (FreeZone 

4.5 model 7750031, Labconco) e por fim reduzidas a pó. 

 

 

 

Figura 10. Frutificações de Lepista nuda (Web 7). 

 

 

2.1.2. Produção in vitro do micélio 

O micélio, obtido através do esporocarpo de cada corpo frutífero (Figura 11) em 

condições de assepsia em câmara de fluxo laminar, foi isolado em cinco meios de 

cultura diferentes: meio sólido Melin-Norkans modificado (MMN completo; Anexo 6.1) 

pH 6,6 (Marx, 1969), meio sólido incompleto (MMN incompleto; Anexo 6.2) pH 6,6 
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(Marx, 1969), meio Potato Dextrose Agar (PDA; Anexo 6.3) pH 5,6 (Biolab), meio 

Pachlewski (PACH; Anexo 6.4) pH 5,4 (Pachlewski & Pachlewski, 1974), e meio Ferry 

& Das (FAD; Anexo 6.5) pH 5,0 (Ferry & Das, 1968). As amostras foram mantidas em 

placas de Petri (8 cm de diâmetro) contendo os meios referidos anteriormente e foram 

armazenados no escuro, à temperatura de 25ºC. 

 

 

 

Figura 11. Excisão de porções do corpo frutífero (Quadrante Natural, 2010). 

 

Depois da incubação, o crescimento contínuo e ramificado das hifas resultou na 

produção de micélio indiferenciado na superfície e interior do meio de cultura (Figura 

12). 
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Figura 12. Crescimento contínuo e ramificado das hifas nos diferentes meios de cultura. 

 

2.2. Avaliação do crescimento do micélio em diferentes meios de cultura 

sólidos 

2.2.1. Determinação da curva de crescimento do micélio de Lepista nuda 

com base no raio obtido em diferentes meios de cultura sólidos 

Na determinação da curva de crescimento em diferentes meios de cultura, 

usaram-se os meios anteriormente referidos (MMN completo; MMN incompleto; 

PACH; FAD e PAD). Transferiu-se o micélio das amostras de L. nuda obtidas em prado 

e comerciais, de placas em que o inóculo se encontrava em crescimento em meio de 

cultura MMN completo, para placas de 8 cm de diâmetro. Em cada placa, com os meios 

de cultura referidos anteriormente, foi colocado um inóculo, no centro destas, 

recorrendo ao auxílio de um bisturi estéril numa câmara de fluxo laminar em condições 

de assepsia. O inóculo era de pequeno diâmetro (~0,5 cm). As placas foram 

Ampliação 0,75x 

Ampliação 0,65x 

Ampliação 1,25x 

Ampliação 1,25x 

Ampliação 1,25x 

Ampliação 1,25x 

Ampliação 0,30x Ampliação 0,44x 
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devidamente identificadas, marcadas e divididas em quatro partes (R1, R2, R3 e R4; em 

que cada raio media cerca 4 cm), para efetuar as medições (Figura 13). 

A primeira medição foi efetuada ao fim de três dias, e posteriormente, de dois 

em dois dias. A medição do crescimento terminou quando o micélio atingiu o limite da 

placa de Petri, 8 cm de diâmetro (Figura 14). 

 

 

Figura 13. Esquema representativo do procedimento usado na placa de Petri para a determinação da 

curva de crescimento do micélio de Lepista nuda. 

 

 

 

Figura 14. Determinação da curva de crescimento do micélio de Lepista nuda em diferentes meios de 

cultura. 

 

Obteve-se a média dos dados e realizou-se uma análise da Taxa Relativa de 

Crescimento (TRC) a partir da fórmula (Coelho, 1999): 

 

    (             )  

 
   

        

                         
 

Ampliação 0,41x Ampliação 0,62x 
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Sendo cw1= Inóculo inicial usado, (T0=0,25 cm) e cw2= Crescimento do micélio 

por raio ao fim de 21 dias e o Número de dias de crescimento= 21 dias. 

A determinação da curva de crescimento foi realizada pela média dos quatro 

raios, nos diferentes meios, referidos anteriormente. 

 

Sendo cw1= Inóculo inicial usado, (T0= 0,25 cm) e cw2= Crescimento do 

micélio por raio ao fim de 21 dias e o Número de dias de crescimento= 21 dias. A 

determinação da curva de crescimento foi realizada pela média dos quatro raios, nos 

diferentes meios referidos anteriormente. 

 

2.2.2. Determinação da curva de crescimento do micélio de Lepista nuda 

com base nas massas fresca e seca obtidas em diferentes meios de 

cultura sólidos 

 

Na determinação da curva de crescimento, por massa de micélio em crescimento 

(massa fresca e massa seca), os meios de cultura e as amostras usadas foram as mesmas 

referidas anteriormente: MMN completo, MMN incompleto, PACH, FAD e PDA; e 

amostras de L. nuda provenientes de prado e comerciais. Em cada placa de Petri, 

aplicou-se uma pelicula de celofane para assim poder facilmente separar o micélio do 

meio de cultura (Figura 15). 

Para a realização do procedimento, o inóculo usado foi retirado de placas com 

meio MMN completo. Determinou-se a massa inicial do inóculo (no tempo zero). Foi, 

posteriormente, colocado em placas de 8 cm de diâmetro devidamente identificadas. 

Determinou-se a massa ao fim de 72h (3 dias) e, depois, de 48 em 48h (2 dias) 

durante três semanas (21 dias). Em cada pesagem de micélio fresco (massa fresca, fw), 

removeu-se a película de celofane e colocou-se numa estufa, a 60ºC durante 72h para 

obter a massa seca (dw) da amostra. 

A determinação da curva de crescimento nos diferentes meios de cultura foi 

obtida pela massa fresca e seca do micélio, a partir da média obtida nos diferentes dias 

de crescimento. Construíram-se gráficos com a massa média fresca e seca nos diferentes 

meios de cultura e nas diferentes amostras referidas anteriormente. 
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Calculou-se a Taxa Relativa de Crescimento (RGR) (Coelho, 1999), a partir da 

fórmula: 

 

    (           )  

 
   

        

                         
 

Sendo dw1= massa seca no 1º semana e dw2= massa seca na última semana. 

 

 

 

Figura 15. Inóculo em celofane usado na determinação das massas de micélio. 

 

2.2.3. Aplicação de condições de stresse à amostra comercial em 

diferentes meios de cultura sólidos  

Inóculos de micélio da amostra comercial foram colocados em 20 placas de Petri 

com diferentes meios de cultura (MMN completo, MMN incompleto, PACH, FAD e 

PDA). 10 Placas de Petri com o inóculo foram colocadas numa estufa a 37ºC e as 

restantes 10 foram colocadas num frigorífico a 4ºC (mantidas no escuro durante 30 dias) 

(Figura 16), tendo-se verificado as suas condições de manutenção e a reação dos 

Ampliação 0,75x Ampliação 0,56x 

Ampliação 0,70x Ampliação 0,63x 

Ampliação 0,75x Ampliação 0,56x 
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inóculos às condições de stresse. Após 30 dias, as placas foram colocadas à temperatura 

ambiente durante mais 22 dias, no escuro. 

 

 

Figura 16. Inóculos de micélio a diferentes temperaturas: (A) frio 4 °C; (B) quente 37 °C, (ampliação 2x 

para a da esquerda e 3x para a da direita). 

 

Os resultados foram posteriormente obtidos por registo de crescimento ou não 

crescimento do micélio.  

 

2.3. Padrões e Reagentes 

O reagente utilizado na destilação-extração (LN), foi o n-Pentano a 99,62% 

(Fisher Scientific) que, antes de ser utilizado foi destilado. Os solventes acetonitrilo 

99,9%, n-hexano 95% e acetato de etilo 99,98%, de grau HPLC, foram fornecidos pela 

Lab-Scan (Lisboa, Portugal). A mistura padrão com 37 ésteres metílicos de ácidos 

gordos (FAME) (norma 47885-U) foi adquirida na Sigma (St. Louis, MO, EUA), assim 

como outros isómeros individuais de ácidos gordos e, padrões de açúcares (D(-)-frutose, 

D(+)-glucose anidra, D(+)-manitol e D(+)-trealose), tocoferóis (isoformas α-, β-, γ- e δ-

), ácidos orgânicos (ácidos cítrico, fumárico, málico, oxálico e quínico), compostos 

fenólicos (ácidos gálico, p-hidroxibenzoico e cinâmico), e trolox (ácido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico. O tocol racémico, 50 mg/mL, foi adquirido na 

Matreya (PA, EUA). O 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar 

(Ward Hill, MA, EUA). Todos os outros produtos químicos e solventes usados eram de 

grau analítico e foram adquiridos a partir de fontes comuns. A água foi tratada com um 

sistema de purificação Milli-Q (TGI Pure Water Systems, EUA). 
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2.4. Determinação de voláteis obtidos por destilação-extração Likens-

Nickerson (LN) 

 

Os compostos voláteis presentes nos corpos frutíferos e micélios foram extraídos 

num destilador Likens-Nickerson (Figura 17). A temperatura da extração do pentano foi 

ajustada à fervura e o condensador ajustado à temperatura constante de 5ºC. Após a 

extração dos voláteis em condições constantes por 3h foi recolhido o pentano destilado 

com os óleos dissolvidos, condensada a amostra num evaporador rotativo (BÜCHI 461 

Water Bath, made in Swttzerland) e recolhida em vial com teflon, congelada e 

posteriormente analisada. A análise foi efetuada por cromatografia gasosa (GC) e 

cromatografia gasosa espectrometria de massa (GC-MS). Embora se tenham extraído 

compostos voláteis a partir de corpos frutíferos e micélio, foi apenas possível a análise e 

identificação dos compostos nas amostras de corpos frutíferos. Por falta de tempo 

tendo-se no entanto conservado essas amostras para posterior analise, já não no âmbito 

desta tese. 

 

 

Figura 17. Destilador de Likens-Nickerson. 
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Figura 18. Micélio da amostra comercial de Lepista nuda utilizada para extração de compostos voláteis. 

 

Os voláteis isolados foram analisados usando um cromatógrafo Perkin Elmer 

Autosystem XL (Perkin Elmer, Shelton, CT) equipado com dois detentores de chama 

(FID), sistema de tratamento dos dados e um injetor de vaporização no qual foram 

instaladas duas colunas de diferente polaridade:  

- DB-1 de sílica fundida, de fase imobilizada em metilsilicone (30 m × 0,25 mm 

d.i.espessura de filme 0,25 μm; J & W Scientific Inc.);  

- DB-17HT de fase imobilizada em fenilmetilsilicone (30 m × 0,25 mm d.i., 

espessura de filme de 0,15 μm; J & W Scientific Inc.).  

A temperatura do forno foi programada de 45ºC a 175ºC, com incrementos de 

3ºC/min, e subsequentemente a 15ºC/min até 300ºC. Atingidos os 300ºC a temperatura 

foi mantida durante 10 min. As temperaturas do injetor e dos detetores foram 

programadas para 280ºC e 300ºC, respetivamente. Foram injetados volumes de 

amostras na ordem dos 0.1 μl. O hidrogénio foi utilizado como gás de arrastamento, 

ajustado para uma velocidade linear de 30cm/s e utilizada uma relação de repartição de 

fluxo 1:50. A composição percentual dos óleos foi determinada pela integração das 

áreas dos picos sem utilização de fatores de correção. Os valores apresentados 

correspondem ao valor médio de duas injeções. 

 

Nas análises de GC-MS, utilizou-se um cromatógrafo Perkin Elmer Autosystem 

XL, equipado com uma coluna de sílica fundida DB-1 (30 m × 0,25 mm d.i., espessura 

de filme 0,25 μm; J & W Scientific Inc.) ligado a um espectrómetro de massa Perkin 

Elmer Turbomass (versão do software 4.1). A temperatura do forno foi programada de 

45ºC a 175ºC, com incrementos de 3ºC/min, e subsequentemente a 15ºC/min até 300ºC. 

Atingidos os 300ºC a temperatura foi mantida durante 10 min. O injetor foi programado 

para uma temperatura de 300ºC, a linha de transferência para 280ºC e a câmara de 

Ampliação 0,78x Ampliação 0,91x 
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ionização para os 220ºC. Foi utilizado o hélio como gás de arrastamento, ajustado para 

uma velocidade linear de 30cm/s. As amostras foram injetadas com uma repartição de 

fluxo de 1:40, foi utilizada uma energia de ionização de 70 eV, a corrente de ionização 

de 60 μA e uma gama de massas, 40-300 u. O tempo de varrimento foi de 1 s, sendo 

injetados volumes da ordem de 0,1 μl. A identidade dos compostos foi determinada por 

comparação dos seus índices de retenção, relação à série de C9-C13 n-alcanos na coluna 

DB-1, e espectros de massa, com os padrões comerciais e compostos de referência 

presentes em óleos existentes no laboratório e por comparação com uma biblioteca de 

espectros de massa desenvolvida no laboratório (Centro de Biotecnologia Vegetal, da 

Faculdade de Ciências de Lisboa). 

 

2.5. Determinação da composição proximal 

As amostras de corpos frutíferos foram analisadas para a determinação de 

humidade, proteínas lípidos, glúcidos e cinzas), seguindo, para tal, os procedimentos 

oficias de análise de AOAC (AOAC, 1995). O teor de proteína (N ×4,38) das amostras 

foi estimado pelo método macro-Kjeldahl; os lípidos foram determinados pela extração 

de uma massa conhecida de amostra com éter de petróleo, usando um aparelho de 

Soxhlet; o teor de cinzas foi determinado por incineração em mufla a 600 ± 15 ºC; os 

glúcidos foram calculados pela diferença. A energia total foi determinada de acordo 

com a seguinte equação:  

 

Energia (kcal) = 4 x (g proteínas + glúcidos g) + 9 x (g lípidos). 

 

2.6. Determinação de ácidos gordos 

Os ácidos gordos nas amostras de corpos frutíferos foram determinados por 

cromatografia gasosa com deteção de ionização de chama (GC-FID)/coluna capilar, de 

acordo com o procedimento implementado no Laboratório de Química e Bioquímica 

Aplicada (Heleno et al,, 2009). 

As amostras foram transferidas (massa conhecida) para cartuchos de Soxhlet e 

extraídas, com éter de petróleo durante pelo menos 7h. A massa obtida por extração foi 

misturada com 5 mL de metanol: ácido sulfúrico: tolueno 2:1:1 (v/v/v), durante 12 h, 

num banho a 50 ºC e a 160 rpm. Depois adicionaram-se 3 mL de água desionizada, para 

obter a separação das fases. A mistura dos ésteres metílicos de ácidos gordos foi 
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recuperada com 3 mL de éter etílico por agitação no vórtex e a água foi eliminada com 

sulfato de sódio anidro. Recuperou-se a amostra para um vial com teflon e filtrou-se 

com um filtro de nylon de 0,2 μm da Milipore. O perfil dos ácidos gordos foi obtido 

num GC (DANI 1000) equipado com um injetor split/splitess, detetor de ionização de 

chama (FID) e uma coluna Macherey Ngel (30 m × 0,32 mm × 0,25 μm). A rampa de 

temperaturas do forno foi a seguinte: a temperatura inicial da coluna foi de 50ºC, 

durante 2 min, em seguida aumentou-se a temperatura a 30ºC/min até 125ºC, 5ºC/min 

até 160ºC, 20ºC/min até 180ºC, 3ºC/min até 200ºC, 20ºC/min até 220ºC que foi mantida 

por 15 min. O gás de transporte (hidrogénio) tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), 

medido a 50ºC. A injeção split (1:40) foi realizada a 250ºC. Para análise injetou-se 0,1 

μL de amostra. 

A identificação dos ácidos gordos foi feita com base no tempo de retenção 

relativos aos picos das amostras e dos padrões. Os resultados foram processados 

recorrendo ao software CSW 1,7 (DataApex 1,7) e expressos em percentagem relativa 

de cada ácido gordo. 

 

2.7.Determinação de açúcares 

Os açúcares livres foram determinados nas amostras de corpos frutíferos e 

micélios por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), de acordo com o 

procedimento implementado no Laboratório de Química e Bioquímica Aplicada 

(Heleno et al., 2009). 

Foi adicionado 1 mL do padrão interno (PI) (rafinose, 25 mg/mL) à amostra (1g) 

e extraiu-se com 40 mL de etanol a 80 %, incubando durante 1h30 a 80 °C, procedendo 

a uma agitação de 15 em 15 minutos. Posteriormente, procedeu-se à filtração e 

evaporação do etanol (evaporador rotativo Büchi R-210). O sobrenadante foi lavado 3 

vezes sucessivas com 10 mL de éter etílico numa ampola de decantação. Após as 

lavagens, procedeu-se à concentração a 40 °C e o resíduo sólido foi dissolvido em água 

num volume final de 5 mL, filtrado através de um filtro de 0,22 µm. Seguidamente, foi 

transferido para um frasco âmbar e analisado. O volume de amostra injetado foi de 10 

µL. 

O sistema de análise consistia num sistema integrado com uma bomba (Knauer, 

Smartline sistema 1000), um sistema de desgaseificação (Smartline gestor 5000) e um 

amostrador automático (AS-2057 Jasco) acoplado a um detetor de índice de refração (RI 
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detector Knauer Smartline 2300). A identificação dos açúcares foi feita por comparação 

dos tempos de retenção relativos dos picos da amostra com os padrões. Os dados foram 

analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex). Na quantificação, utilizou-se o 

método do padrão interno e curvas de calibração obtidas a partir de padrões comerciais 

de cada composto. Os resultados foram expressos em gramas por 100 gramas de massa 

seca. 

 

2.8.Determinação de ácidos orgânicos 

Os ácidos orgânicos foram determinados nas amostras de corpos frutíferos e 

micélios de acordo com o procedimento implementado no Laboratório de Química e 

Bioquímica Aplicada (Barros et al., 2012).  

As amostras foram extraídas com 25 mL de ácido metafosfórico a 4,5%, em 

agitação durante 15 min. Depois, foram filtradas (filtros de 0,22 µm) e analisadas. A 

análise foi realizada por cromatografia líquida ultra rápida (UFLC), acoplada ao detetor 

de fotodíodos (PDA), utilizando uma Shimadzu 20A (Shimadzu Corporation). A 

deteção foi realizada no PDA, utilizando 215 e 245 nm como comprimento de onda 

preferenciais. Os ácidos orgânicos foram quantificados por comparação da área dos 

picos das amostras registados a 215 nm com as curvas de calibração obtidas a partir de 

padrões comerciais de cada composto. Os resultados foram expressos em gramas por 

100 gramas de massa seca. 

 

2.9. Determinação de compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos foram analisados nas amostras de corpos frutíferos e 

micélios de acordo com o procedimento implementado no Laboratório de Química e 

Bioquímica Aplicada (Barros et al., 2009; Vaz et al., 2011). 

As amostras foram extraídas com 20 a 30 mL de metanol:água 80:20 (v/v) e 

colocadas durante 2h num congelador. De seguida as amostras foram filtradas com 

papel de filtro Whatman  nº4. Os extratos foram evaporados para remoção do metanol; 

o resíduo foi lavado duas vezes com 20 mL de éter etílico e 20 mL de acetato de etilo. 

As amostras foram evaporadas até à secura e, posteriormente, dissolvidas em 

metanol:água 80:20 (v/v) e filtradas (0,22 µm).  

A análise foi feita por HPLC (Cromatógrafo Hewlett-Packard 1100, Agilent 

Technologies). A separação foi conseguida através de uma coluna de fase reversa C18, 
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Spherisorb ODS-2 (Waters) (3 μm, 150  4.6 mm) termostatizada a 25 °C. Os solventes 

utilizados foram: (A) 2,5 % de ácido acético em água, (B) 2,5% de ácido 

acético:acetonitrilo (90:10, v/v) e (C) 100% de acetonitrilo. O gradiente aplicado foi: 

isocrático 100% A durante 10 min, 50% A e 50% B durante 10 min, isocrático 100% B 

durante 15 min, 90% B e 10% C durante 10 min, 70% B e 30% C durante 10 min, 50% 

B e 50% C durante 5 min, 20% B e 80% C durante 5 min, 100% A durante 5 min, a 

uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O perfil em compostos fenólicos foi determinado por 

HPLC acoplado a um detetor de díodos (DAD) utilizando como comprimento de onda 

preferencial, 280 nm. Os compostos fenólicos foram quantificados por comparação da 

área dos seus picos, registados a 280 nm, com as curvas de calibração obtidas de 

padrões comerciais de cada composto. Os resultados foram expressos em gramas por 

100 grama de massa seca. 

 

2.10.  Determinação de tocoferóis 

Os tocoferóis foram determinados nas amostras de corpos frutíferos e micélios 

de acordo com o procedimento implementado no Laboratório de Química e Bioquímica 

Aplicada (Reis et al., 2011). A solução de BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol) em 

hexano (10 mg/mL; 100 μL) e o padrão interno (PI) em hexano (tocol; 2,0 μg/mL; 250 

μL) foram adicionados às amostras antes do procedimento de extração. As amostras 

(~500 mg) foram homogeneizadas com metanol (4 mL) num vórtex (1 min). De 

seguida, adicionou-se hexano (4 mL) e homegeneizadas, de novo, no vórtex durante 1 

min. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de uma solução aquosa saturada de NaCl e 

homogeneizou-se a amostra durante 1 min no vórtex. Seguidamente as amostras foram 

centrifugadas (centrífuga refrigerada Centorion K24OR), durante 5 min a 4000 rpm e 

transferiu-se cuidadosamente o sobrenadante para um frasco (vial). As amostras foram 

re-extraídas mais duas vezes com hexano e centrifugadas. Os extratos foram 

desidratados com sulfato de sódio anidro, secos numa corrente de azoto e redissolvidos 

em 1 mL de hexano, os quais foram filtrados através de um filtro (0.22 µm). O resíduo 

obtido na filtração foi transferido para frascos de injeção (vials) âmbar e analisados por 

HPLC (equipamento descrito anteriormente), com um detetor de fluorescência (FP-

2020; Jasco) programado para excitação a 290 nm e emissão a 330 nm. Os compostos 

foram identificados por comparação com padrões comerciais. A quantificação baseou-se 

na resposta de sinal de fluorescência, utilizando-se o método do padrão interno (tocol) e 
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utilizando curvas de calibração obtidas a partir de padrões comerciais de cada 

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

 

2.11.  Avaliação da atividade antioxidante 

2.11.1. Aspetos gerais 

As amostras de corpos frutíferos e micélios (~1 g) foram submetidas a uma 

extração líquido-sólido por agitação com 40 mL de metanol (25 °C a 150 rpm, em placa 

de agitação) durante 1 hora e subsequentemente filtradas através de papel Whatman nº 

4. O resíduo obtido foi novamente extraído com uma porção adicional de 30 mL 

metanol, nas mesmas condições referidas anteriormente. Os extratos metabólicos 

combinados foram evaporados e redissolvidos em metanol, de forma a obter uma 

concentração final conhecida, solução stock (20 mg/mL). Posteriormente, a partir das 

soluções stock prepararam-se soluções de extratos metanólicos com diferentes 

concentrações, através de diluições sucessivas, para serem sujeitos a testes in vitro 

(Barros et al., 2012) de avaliação das suas propriedades antioxidantes. As concentrações 

das amostras correspondentes a 50% de atividade antioxidante ou 0,5 de absorvância 

(EC50) foram calculadas a partir das representações gráficas das percentagens de 

atividade antioxidante (ensaios do DPPH, β-caroteno e/linoleato e TBARS) ou da 

absorvância a 690 nm (ensaio do poder redutor) em função da concentração da amostra. 

Utilizou-se o trolox como controlo positivo. 

 

2.11.2. Ensaio Folin Ciocalteu 

Uma das soluções do extrato (5 mg/mL; 1 mL) foi misturada com o reagente de 

Folin-Ciocalteu (2,5 mL, previamente diluída em água 1:10 v/v) e uma solução de 

carbonato de sódio (75 g/L; 2 mL). A mistura foi homogeneizada no vórtex, durante 15 

segundos e deixou-se repousar durante 30 min a 40 °C para desenvolvimento da cor. A 

absorvância foi medida a 765 nm (espectrofotómetro AnalytikJena 200). Utilizou-se 

ácido gálico para obter a curva padrão (0,0094 – 0,15
 
mg/mL), e a redução do reagente 

de Folin-Ciocalteu pelas amostras foi expresso em mg de equivalentes de ácido gálico 

(GAE) por grama de extrato. 
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2.11.3. Ensaio do ferricianeto/azul da Prússia 

As diferentes soluções de extrato (0,5 mL) foram misturadas com tampão fosfato 

de sódio (200 mmol/L; pH 6,6; 0,5 mL) e ferricianeto de potássio (1% w/v; 0,5 mL). A 

mistura foi incubada a 50 ºC durante 20 min. Após esse período adicionou-se ácido 

tricloroacético (10 %; 0,16 mL). A mistura (0,8 mL) foi colocada nos 48 poços 

juntamente com água desionizada (0,8 mL) e uma solução de cloreto férrico (0,1 %; 

0,16mL) e a absorvância foi medida a 690 nm no Leitor de Microplacas ELX800 (Bio-

Tek equipamento, Inc.). As absorvâncias mais elevadas correspondem a um maior poder 

redutor.  

 

2.11.4. Ensaio da atividade captadora de radicais DPPH 

A mistura de reação usada consistiu, em cada um dos 96 poços, em 30 μL de 

cada uma das soluções do extrato em diferentes concentrações e270 μL de uma solução 

metanólica de radicais DPPH (6 × 10
-5

 mol/L). A mistura foi colocada no escuro 

durante 30 min. A redução do radical DPPH foi determinada pela medição da 

absorvância a 515 nm. A atividade captadora de radicais (ACR) foi calculada pela 

percentagem de descoloração da solução de DPPH, usando a equação: 

 

% ACR = [(ADPPH – AS)/ADPPH)] × 100, 

 

onde AS corresponde à absorvância da solução de DPPH na presença de diferentes 

concentrações de extrato e ADPPH é a absorvância do branco (solução de DPPH mais o 

solvente de extração (metanol) em vez da solução de extrato). 

 

2.11.5. Ensaio do β-caroteno/linoleato 

Preparou-se uma solução de β-caroteno dissolvendo este composto (2 mg) em 

clorofórmio (10 mL). Transferiram-se 2 mL desta solução para um balão periforme de 

100 mL e removeu-se o clorofórmio a 40 °C, sob vácuo. Posteriormente juntou-se ácido 

linoleico (40 mg), emulsionante Tween 80 (400 mg) e água destilada (100 mL), e 

agitou-se vigorosamente. Transferiram-se alíquotas (4,8 mL) desta emulsão para tubos 

de ensaio contendo diferentes concentrações dos extratos (0,2 mL). Logo após a adição 

da emulsão a cada tubo, agitou-se e determinou-se o tempo zero de absorvância a 470 
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nm (espetrofotómetro AnalytikJena). Seguidamente foram incubados num banho a 50 

°C durante 2 h. Passado esse tempo determinou-se novamente a absorvância a 470 nm. 

Foi preparado um branco com o solvente de extração (metanol) em vez da solução de 

extrato. A inibição da descoloração do β-caroteno foi calculada utilizando a seguinte 

equação: 

 

(Absorvância470 após 2h/Absorvância470 inicial) × 100 

 

2.11.6. Ensaio TBARS  

Utilizou-se tecido cerebral, obtido a partir de porco (Sus scrofa) que foi 

dissecado e homogeneizado em gelo com tampão Tris-HCl (20 mM, pH 7,4) a fim de 

produzir um homogeneizado de tecido cerebral numa proporção 1:2 (w/v) após 

centrifugação (centrífuga refrigerada Centorion K24OR) a 3000g durante 10 min. 

Incubou-se uma alíquota (0,1 mL) do sobrenadante com as diferentes concentrações dos 

extratos (0,2 mL), na presença de FeSO4 (10 µM; 0,1 mL) e ácido ascórbico (0,1 mM; 

0,1mL) a 37 °C durante 1 hora. A reação foi interrompida pela adição de ácido 

tricloroacético (28% w/v; 0,5 mL), seguindo-se a adição do ácido tiobarbitúrico (TBA; 

2%, w/v; 0,38 mL). A mistura foi aquecida a 80 °C durante 20 min. Após centrifugação, 

a 3000g durante 10 min, para remoção do precipitado de proteínas, a intensidade da cor 

do complexo malonaldeído (MDA)-TBA do sobrenadante foi medida através da sua 

absorvância a 532 nm. Foi preparado um branco com o tampão tris-HCl em vez da 

solução de extrato. A percentagem de inibição da peroxidação lipídica (%) foi calculada 

utilizando a seguinte fórmula: 

 

[(A - B)/A]  100% 

 

onde A e B correspondem à absorvância do branco e da solução com o extrato, 

respetivamente. 

 

2.12. Análise estatística 

Os ensaios relativos a cada uma das amostras foram feitos em triplicado. Os 

resultados foram expressos em valores médios ± desvio padrão (DP). Os resultados de 

cada processo de secagem foram analisados através da análise de variância (ANOVA) 
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seguida de um teste de Tukey HSD com α = 0,05. Este tratamento foi efetuado 

utilizando o programa SPSS v. 16.0. As diferenças estatísticas obtidas pela ANOVA 

foram representadas por letras (letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

resultados). As letras foram ordenadas alfabeticamente de acordo com a diminuição dos 

valores dos resultados (e.g. a letra “a” representa o melhor resultado para a composição 

química e o pior resultado para os ensaios das propriedades antioxidantes). 
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III. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Avaliação do crescimento do micélio de Lepista nuda em diferentes 

meios de cultura sólidos 

3.1.1. Avaliação do crescimento do micélio de Lepista nuda com base no 

raio obtido em diferentes meios de cultura sólidos 

O crescimento de micélio nos fungos pode ser avaliado através do crescimento 

das hifas em meio de cultura sólido, por determinação da área, volume ou raio médio da 

borda do micélio em crescimento (Montini, 2001). 

O crescimento do fungo em função do tempo resulta numa curva do tipo 

sigmoide (tem uma forma em S), que pode ser dividida em várias fases (fase lag, fase 

exponencial, fase estacionária e fase de latência ou morte), nas quais se pode distinguir 

as diferentes características fisiológicas. A duração da fase lag depende da espécie e dos 

nutrientes no meio de cultura. A fase exponencial é afetada por suplementos 

nutricionais nomeadamente, fontes de azoto e carbono. A fase estacionária ocorre 

devido à exaustão de alguns nutrientes limitantes, ou pela acumulação de metabolitos 

tóxicos. A fase de latência ou morte corresponde, por norma, ao esgotamento total dos 

nutrientes ou à autólise (Montini, 2001). 

O crescimento do micélio de L. nuda, isolado a partir dos esporocarpos de 

amostras silvestres obtidas em prado e de uma amostra comercial, foi avaliado ao longo 

do período de incubação, obtendo-se os resultados apresentados nas imagens seguintes 

(Figuras 19 e 20). 

Pode-se verificar que as duas amostras (prado e comercial) obtidas em cinco 

meios de cultura diferentes (MMN completo, MMN incompleto, PACH, FAD e PDA) 

não revelaram nenhuma fase de adaptação (fase lag). Este facto pode dever-se ao 

crescimento contínuo e ramificado das hifas o que permite a produção de micélio no 

substrato (Carlile et al., 2001). A fase exponencial em todos os meios de cultura e nas 

duas amostras encontrava-se entre os 13 e 19 dias. No entanto, o crescimento médio do 

raio do micélio variou entre 2 e 3,5 cm. Em termos de comparação das duas amostras, a 

que apresentou maior crescimento nesta fase exponencial foi a amostra comercial (2,94 

a 3,45 cm); a amostra proveniente de prado teve um menor crescimento (2,12 a 2,98 

cm). A fase estacionária variou com o meio de cultura utilizado e com a amostra, como 
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se pode verificar nas figuras 19 e 20; no entanto, foi sempre maior na amostra de prado, 

em todos os meios de cultura testados. 

Na amostra de prado, o micélio que cresceu no meio de cultura MMN completo 

quase preencheu a totalidade da placa de Petri (3,81 cm), em 41 dias em crescimento 

(Figura 19). Já o que teve menos tempo de crescimento (25 dias) foi o que se obteve no 

meio de cultura MMN incompleto, não preenchendo totalmente a placa de Petri (3,24 

cm). Assim, dos cinco meios de cultura usados, o MMN completo mostrou ser o mais 

indicado para o crescimento da amostra no que respeita à produção de biomassa, 

parecendo ser apropriado em termos de nutrientes, pois obtiveram-se valores mais 

favoráveis em termos de crescimento médio de micélio e tempo de crescimento (Figura 

19).  

Os micélios obtidos a partir da amostra comercial que cresceram e quase 

preencheram a totalidade da placa de Petri (3,90 e 3,88 cm) foram os que estavam no 

meio de cultura MMN incompleto e completo com 21 e 29 dias de crescimento, 

respetivamente. Em relação a esta amostra, os melhores meios de cultura para o 

crescimento em termos de biomassa parecem ser o meio MMN completo, incompleto e 

o meio PACH, devido ao tempo de crescimento de 20 a 29 dias e ao crescimento médio 

do micélio de ~4 cm nos três meios de cultura (Figura 20). 

 

 

Figura 19. Curva de crescimento do micélio obtido em diferentes de meio de cultura (MMN completo, 

incompleto, PACH, FAD e PDA), a partir de corpos frutíferos de Lepista nuda provenientes de prado. 
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Figura 20- Curva de crescimento do micélio obtido em diferentes meios de cultura (MMN completo, 

incompleto, PACH, FAD e PDA), a partir de corpos frutíferos comerciais de Lepista nuda. 

 

 

Para uma melhor observação dos resultados obtidos encontra-se, nos anexos 6.6 

a 6.15, as imagens de cada uma das amostras nos cinco diferentes meios de cultura 

(MMN completo, MMN incompleto, PACH, FAD e PDA). 

Realizou-se o cálculo da Taxa Relativa de Crescimento (TRC) a partir dos 

valores do raio do micélio obtidos nos diferentes meios de cultura para as duas 

amostras; os resultados apresentam-se nas Figuras 21 e 22.  

Para o micélio obtido a partir da amostra do prado, o meio de cultura mais 

adequado foi o MMN completo, com 81,38 cm
-1

 dia
-1

. Os restantes meios tiveram 

baixos valores de crescimento, o que comprova que o meio de cultura referido 

anteriormente é o mais indicado para o crescimento do micélio de L. nuda obtido a 

partir da amostra comercial (Figura 21). 
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Figura 21. Taxa Relativa de Crescimento com base no raio do micélio obtido a partir da amostra 

de Lepista nuda proveniente de prado. 

 

Os meios de cultura que, em 21 dias, obtiveram maior crescimento foram os 

meios MMN completo e incompleto com 0,57 cm cm
-1

 dia
-1

 para os micélios obtidos a 

partir da amostra comercial. Mas o meio de cultura PACH está muito próximo com uma 

diferença de 0,03 cm cm
-1

 dia
-1

, o que significa que é uma diferença mínima de 

crescimento. Portanto, todos eles foram bons meios de cultura para o crescimento do 

micélio de L. nuda obtido a partir da amostra de prado (Figura 22). 

 

Figura 22. Taxa Relativa de crescimento com base no raio do micélio obtido a partir da amostra 

comercial de Lepista nuda. 
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Como referido anteriormente, o crescimento do micélio pode ser avaliado pelo 

crescimento das hifas em função do tempo. Mas também pode ser avaliado pela massa 

de micélio produzida. Assim, para determinarmos qual o melhor meio de cultura para o 

crescimento do macrofungo L. nuda, em termos de produção de massa, testaram-se os 

cincos meios de cultura já referidos. 

Os resultados obtidos estão representados secção seguinte (Figuras 23 a 27), 

onde os resultados apresentados demostram a média de crescimento em massa fresca e 

seca do micélio ao longo de 21 dias. 

 

3.1.2. Avaliação do crescimento do micélio de Lepista nuda com base nas 

massas fresca e seca obtidas em diferentes meios de cultura sólidos 

Os resultados obtidos, nas duas amostras (silvestre proveniente de prado e 

comercial), demonstram que estes têm uma fase lag, o que não se verificou nos 

resultados anteriores. A fase lag é a fase que se segue à inoculação, num novo meio de 

cultura. É por norma uma fase pequena, caracterizada por não ocorrer crescimento. As 

condições em que se encontra o inóculo inicialmente, tem influência na duração desta 

fase. Se o inóculo for retirado inicialmente de uma fase de crescimento exponencial, a 

fase lag será mais curta, ou mesmo nem se verifica, desde que as condições no novo 

meio de cultura sejam mantidas iguais às que se encontrava inicialmente. No entanto, de 

fungo para fungo, dependendo da natureza do inóculo e das condições nutricionais do 

meio de cultura, pode haver fase lag (Web 8). 

A massa fresca de micélio corresponde à percentagem de água que este acumula, 

porque os fungos filamentosos crescem devido ao crescimento dos ápices das hifas. Ao 

crescer, acumula água no interior da hifa, aumentando assim de volume. Assim, ao 

efetuar a determinação da massa fresca do micélio inclui-se a percentagem de retenção 

de água no interior das hifas. 

A massa seca de micélio corresponde à biomassa produzida (metabolismo com 

produção “de novo” de compostos como proteínas, fibras, ácidos. nucleicos ou outros 

compostos resultantes do metabolismo ativo do organismo em causa) na qual a 

percentagem de água é praticamente zero. Assim, faz sentido determinar a relação da 

massa fresca com a massa seca; a massa seca dá-nos o valor correto de crescimento e de 
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produção de biomassa produzida, isto é, a quantidade de micélio que cresce 

efetivamente ao longo do tempo (Web 9). 

No inoculo da amostra proveniente de prado e obtida em meio de cultura MMN 

completo, verifica-se que o crescimento do micélio, por comparação da média de massa 

fresca e seca, é praticamente zero nos nove dias iniciais de crescimento. Após 13 dias, a 

massa fresca tem um ligeiro aumento no seu crescimento. A partir deste dia, a produção 

de massa fresca tem um crescimento exponencial; já a massa seca tem um crescimento 

exponencial mas inferior como seria expectável atendendo aos conceitos de massa seca 

e fresca (Figura 23). 

A produção média de micélio de massa fresca e seca no fim dos 21 dias foi de 

1,86 e 0,58 g, respetivamente.  

 

 

Figura 23. Crescimento do micélio de Lepista nuda proveniente de prado, com base nas massas fresca e 

seca obtidas em meio de cultura MMN completo. 

 

No crescimento do micélio da amostra de prado obtido em MMN incompleto, a 

produção média de massa fresca e seca foi bastante irregular, comparado com o anterior 

(meio completo). A produção média de massa seca foi superior à da massa fresca. A 

produção média de massa fresca, passado 3 dias foi negativa, o que pode significar que 

houve um consumo do meio de cultura, ou seja, o micélio consumiu os nutrientes, 

produziu matéria nova não sendo só absorção e retenção de água, provavelmente 

nutrientes ainda associados ao inoculo, pois a produção média de massa seca é positiva 
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para período de tempo em estudo. Nos dias seguintes, a produção média de massa fresca 

foi irregular, mas depois de 7 dias teve um ligeiro crescimento. Já a produção média de 

massa seca a partir do terceiro dia teve ligeiros crescimentos, até atingir um crescimento 

exponencial. Depois deste aumento exponencial de crescimento, apresentou um 

crescimento moderado até ao fim da experiência (21 dias depois). 

É importante referir que a massa fresca no fim da experiência aproximou-se da 

produção média de massa seca (0,21 e 0,24 g de micélio produzido, respetivamente) 

(Figura 24). O que nos permite considerar que o conteúdo em água do nosso micélio é 

relativamente baixo ou seja o aumento de massa do micélio será fundamentalmente 

devido a produção de novos materiais e não acumulação de água. 

 

 

Figura 24. Crescimento do micélio de Lepista nuda proveniente de prado, com base nas massas fresca e 

seca obtidas no meio de cultura MMN incompleto. 

 

Na determinação das curvas de crescimento por massa fresca e seca no meio de 

cultura PACH, os resultados obtidos (Figura 25) apresentaram irregularidades, ou seja, 

tal como nos resultados anteriores, a produção de massa fresca e seca teve altos e 

baixos. A produção média de massa fresca teve por tendência um crescimento, ao longo 

dos 21 dias. Já a produção média de massa seca teve um crescimento diferente. Nos 

primeiros dias apresentou valores negativos, mas depois de 5 dias teve um grande 

crescimento, ultrapassando a massa fresca produzida, tal como no meio anterior e, 

mantendo-se assim durante mais 10 dias, até que atingiu um valor de crescimento mais 

moderado, atingindo o inicio da fase estacionária da curva de crescimento. 
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A produção média de massa fresca e seca no fim dos 21 dias foi aproximando 

com valores de 0,41 e 0,28 g, respetivamente. 

 

Figura 25. Crescimento do micélio de Lepista nuda proveniente de prado, com base nas massas fresca e 

seca obtidas em meio de cultura PACH. 

 

 Com o meio de cultura FAD, a produção e determinação da curva de massa 

fresca e seca do macrofungo foi semelhante à obtida no meio de cultura MMN completo 

(Figura 23). 

 A produção média de massa fresca e seca nos primeiros dias foi baixa, o fungo 

poderá ter estado a adaptar ao novo meio de cultura, originando assim uma fase lag. Isto 

pode estar associado ao facto do inóculo ter como meio de origem um meio de cultura 

diferente (MMN completo, com mais nutrientes, em relação ao meio de cultura novo), e 

portanto ter havido um esgotamento dos nutrientes do meio anterior e por não estrarem 

alguns dos nutrientes disponíveis da mesma forma no meio novo, teve de haver 

adaptação das vias metabólicas para o crescimento neste meio mais pobre, no entanto, 

como já referido anteriormente, os organismos normalmente têm fases lag quando são 

transferidos para novos meios mesmo que estes sejam iguais aos anteriores. Neste caso 

por ter mudado para um meio mais pobre provavelmente essa fase lag foi mais 

prolongada e por isso nítida. A quantidade de nutrientes é diferente de meio de cultura 

para meio de cultura, existindo uma maior quantidade de carbono no meio inicial 

(MMN completo) a disponibilidade de fonte de energia e de esqueletos de carbono 

diminuiu tornando deste modo o período de adaptação mais nítido. Depois de 9 dias de 

incubação, a produção média de massa fresca e seca foi distinta, onde a produção média 
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de massa fresca teve um crescimento exponencial maior em comparação ao crescimento 

de massa seca. Deste modo podemos inferir que o crescimento real com aumento 

significativo de micélio produzido de novo foi menor neste meio, sendo grande parte do 

seu aumento de massa devido a absorção de água e não “construção” de novos 

“materiais”. 

 A massa média produzida no fim de 21 dias foi 0,53 g para massa fresca e 0,17 g 

para massa seca, o que constitui uma diferença considerável (Figura 26). 

 

Figura 26. Crescimento do micélio de Lepista nuda proveniente de prado, com base nas massas fresca e 

seca obtidas em meio de cultura FAD. 

 

 As retas obtidas no crescimento médio do micélio por massa fresca e seca em 

meio de cultura PDA, foram similares às obtidas no meio de cultura PACH (Figura 25), 

uma vez que os resultados obtidos de massa seca foram bastante irregulares. 

 O crescimento médio de micélio por massa fresca nos primeiros dias teve um 

baixo crescimento, podendo considerar-se uma fase de adaptação ao meio de cultura, 

pois o inoculo, inicialmente, encontrava-se no meio de cultura MMN completo. 

Posteriormente, a produção média de crescimento de micélio fresco teve um 

crescimento exponencial grande, mas contante; ao fim dos 21 dias apresentou uma 

massa fresca média de 0,45 g. O conteúdo em água do micélio é relativamente baixo ou 

seja o aumento de massa do micélio será fundamentalmente devido a produção de novos 

materiais e não acumulação de água 

A produção média de massa seca, como referido anteriormente, foi bastante 
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média de massa seca nos primeiros 3 dias, com alguma significância e depois nos 4 dias 

seguintes seguiu-se uma baixa produção média de massa seca. Sete dias depois teve um 

aumento na produção média, contudo após 2 dias, o crescimento médio da massa seca, 

apresentou um crescimento constante, quase retilinto. É importante referir que só 17 

dias depois, a produção média de micélio por massa seca foi inferior à da massa fresca 

média produzida. A produção média de massa seca no final dos 21 dias foi 0,31 g, 

ligeiramente próxima da massa média obtida em fresco (Figura 27). O aumento da 

massa do micélio poderá ser fundamentalmente devido á produção de novos matériais e 

não acumulação de água. 

 

 

Figura 27. Crescimento do micélio de Lepista nuda proveniente de prado, com base nas massas fresca e 

seca obtidas em meio de cultura PDA. 

 

 Para amostra de prado, o meio de cultura MMN completo permitiu uma 

maior produção de massa fresca, podendo ser explorado no cultivo de corpos frutíferos 

deste fungo. O mesmo meio conduziu também a uma maior produção de biomassa seca. 

Este facto pode dever-se à quantidade de carbono existente no meio, que permite uma 

maior disponibilidade energética e de esqueletos de carbono para produção de 

percursores e biomoléculas essenciais ao desenvolvimento do micélio. Permitindo assim 

uma maior disponibilidade energética e de esqueletos de carbono para produção de 

percursores e biomoléculas essenciais ao desenvolvimento do micélio 
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Os resultados obtidos no meio de cultura MMN completo, na determinação da 

curva de crescimento médio de micélio produzido a partir da amostra comercial, com 

base nas massas fresca e seca, apresentaram alguma semelhança com os obtidos no 

mesmo meio de cultura na amostra de prado. No entanto existem diferenças importantes 

nesses resultados. 

A produção média de massa seca ao longo dos 21 dias manteve-se contante e no 

limite da produção, obtendo-se uma massa média final de 0,05 g. No entanto, a massa 

fresca, nos 3 primeiros dias teve uma pequena fase lag. Logo a seguir, apresentou um 

crescimento exponencial, mas que durou pouco, pois nos dias seguintes a este 

crescimento voltou a verificar-se uma estabilidade, isto é, o crescimento foi sempre 

constante. Posteriormente, voltou a sofrer um crescimento exponencial, e a produção 

média de massa obtida 21 dias depois foi 1,84 g (Figura 28). 

 

Figura 28. Crescimento do micélio de Lepista nuda comercial, com base nas massas fresca e seca obtidas 

em meio de cultura MMN completo. 

 

A determinação da curva de crescimento médio de massa fresca e seca em meio 

de cultura MMN incompleto, nesta amostra, apresentou parecenças com as que foram 

obtidas no mesmo meio, mas na amostra de prado; a produção média de massa seca foi 

sempre maior que a de massa fresca (Figura 29). O conteúdo em água do micélio é 

relativamente baixo ou seja o aumento de massa do micélio será fundamentalmente 

devido a produção de novos materiais e não acumulação de água. 

Isto é, o conteúdo em água do micélio é relativamente baixo, fundamentalmente 

devido à produção de novos materias. 
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O crescimento das duas curvas (massa fresca e seca) foi quase sempre 

exponencial, exceto na massa fresca, em que 19 dias depois apresentou uma ligeira 

diminuição de produção média de micélio, mas que rapidamente voltou a crescer nos 

restantes dias. 

A produção média obtida ao fim dos 21 dias foi 0,18 e 0,24 g de massa fresca e 

seca, respetivamente. 

 

Figura 29. Crescimento do micélio de Lepista nuda comercial, com base nas massas fresca e seca obtidas 

em meio de cultura MMN incompleto. 

 

No meio de cultura PACH, na determinação da curva de crescimento médio por 

massa fresca e seca, pode-se verificar a ausência de uma fase lag e um crescimento 

exponencial moderado das duas massas (Figura 30). 

A massa seca teve uma produção maior que a massa fresca nos primeiros 19 

dias. Seguidamente, essa produção foi ultrapassada pela produção de massa fresca que 

até aos 193 dias apresentava uma produção baixa, apenas ligeiramente exponencial, 

como se fosse uma fase de adaptação. Seguiu-se um aumento na sua produção tendo-se 

obtido, no final dos 21 dias, uma massa média de 0,79 g; a massa seca média obtida foi 

0,42 g. 
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Figura 30. Crescimento do micélio de Lepista nuda comercial, com base nas massas fresca e seca obtidas 

em meio de cultura PACH. 

 

No meio de cultura FAD, a produção média de massa seca demostrou alguma 

irregularidade (Figura 31). 

A produção média de massa fresca nos primeiros 11 dias teve um crescimento 

moderado e após 19 dias teve uma pequena regressão; no entanto, nos últimos dias da 

experiência apresentou crescimento exponencial, tendo-se obtido uma massa final de 

0,63 g. A curva de crescimento de massa seca nos primeiros 7 dias apresentou uma fase 

lag, sem crescimento. Passados 7 dias, teve um crescimento muito rápido, mas logo nos 

dias seguintes esse crescimento manteve-se constante. Nos últimos 4 dias de 

experiencia, apresentou um crescimento moderadamente exponencial, tendo-se obtido 

uma massa final de 0,30 g, permite uma maior disponibilidade energética e de 

esqueletos de carbono para produção de percursores e biomoléculas essenciais ao 

desenvolvimento do micélio. 
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Figura 31. Crescimento do micélio de Lepista nuda comercial, com base nas massas fresca e seca obtidas 

em meio de cultura FAD. 

 

Na determinação das curvas de crescimento do micélio por massa fresca e seca 

em maio PDA, os resultados também não apresentaram oscilações. 

A produção média de massa fresca nos primeiros dias teve um crescimento 

moderado. No entanto, passado 9 dias, esse crescimento foi exponencial, tendo-se 

obtido a massa final de 1,02 g. Em relação à curva de massa seca, esta acompanhou o 

crescimento de massa fresca, mas de forma muito mais moderada e com uma produção 

final de 0,23 g (Figura 32). 

 

Figura 32. Crescimento do micélio de Lepista nuda comercial, com base nas massas fresca e seca obtidas 

em meio de cultura PDA. 
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Mais uma vez, de todos os meios de cultura usados, o que conduziu a uma maior 

produção de massa fresca para a amostra comercial foi o meio MMN completo. No 

entanto, o que apresentou uma maior produção média de massa seca, isto é de biomassa, 

foi o meio de cultura PACH. Este meio é muito rico em glucose que é a fonte de 

carbono mais usada pelos fungos (Web 8).  

A composição da fração orgânica dos meios de cultura é responsável pelo 

fornecimento de carbono e azoto, enquanto que a fração inorgânica exerce um papel 

importante na disponibilização de micronutrientes que normalmente estão envolvidos 

no funcionamento dos sistemas de transporte celular e das reações enzimáticas 

(Hoseney, 1991). Em 1996, Stott et al. descreveram que o micélio se desenvolvia em 

meio com agar, extrato de malte e levedura a 2%; Wright & Hayes em 1978, afirmam 

que meios enriquecidos com caseína ou peptona hidrolisada permitiam o 

desenvolvimento do micélio. 

O meio de cultura MMN completo é um meio rico, em comparação aos meios de 

cultura MMN incompleto, PDA e FAD. No entanto, o meio de cultura PACH é o mais 

rico em comparação a todos os outros meios de cultura. 

 

Os valores da TRC obtidos a partir das massas de micélio das amostras de prado 

e comerciais, obtidas nos diferentes meios de cultura são apresentados nas Figuras 33 e 

34. 

Para a amostra proveniente de prado, o meio de cultura que permitiu uma maior 

produção de massa foi o MMN completo com 114,33 g g
-1

 dia
-1

. No entanto, o meio de 

cultura FAD também conduziu a uma quantidade significativa de massa (98,00 g g
-1

 dia
-

1
).  

Em resumo, o meio de cultura adequado a uma produção de micélio da amostra 

de L. nuda proveniente de prado, é o MMN completo (Figura 33). 
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Figura 33. Taxa Relativa de crescimento (TRC) com base na massa de micélio obtida a partir, 

da amostra de Lepista nuda proveniente de prado. 

 

De acordo com os valores de TRC relativos ao micélio da amostra comercial, 

verifica-se que os meios que permitiram uma maior produção de massa foram MMN 

incompleto e PACH, onde a produção foi 0,70 g g
-1

 dia
-1

. O meio de cultura MMN 

completo também conduziu a uma grande produção de massa (0,69 g g
-1

 dia
-1

). Assim, 

os meios de cultura que produziram uma maior quantidade de massa de micélio foram 

MMN completo, incompleto e PACH (Figura 34). 

Estes resultados confiram o que foi descrito anteriormente para a amostra 

comercial, à exceção do meio de cultura MMN incompleto, que na taxa relativa de 

crescimento está equiparado ao meio de cultura PACH. Os resultados obtidos podem 

estar relacionados com o facto desta amostra ser uma estirpe selecionada pelo produtor 

por ter a capacidade de crescer muito rapidamente com concomitante aumento de massa 

e volume o que será uma mais valia na produção e posterior comercialização e por ter a 

capacidade de adaptação a vários meios de cultura. 
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Figura 34. Taxa Relativa de crescimento (TRC) com base na massa de micélio obtida a partir da amostra 

comercial de Lepista nuda.  

 

3.1.3. Avaliação do crescimento do micélio de Lepista nuda obtido a partir 

da amostra comercial, em diferentes meios de cultura sólidos sob 

condições de stresse de temperatura 

 Ao longo do tempo, com a inoculação da amostra comercial verificou-se que o 

micélio ao crescer não ficava com a cor azulada/arroxeada, tal como foi visível para a 

amostra silvestre em crescimento. Uma vez que os esporos são dessa cor característica, 

a causa poderia estar relacionada com uma menor produção dos mesmos nos meios de 

cultura testados e respetivas condições de crescimento. Decidiu-se, então, colocar o 

fungo em condições de stresse verificando, posteriormente, se essas condições 

contribuiriam para o aumento da produção dos esporos como resposta do fungo ou se as 

razões estariam mais relacionadas com diferenças morfológicas inerentes a diferentes 

clones com origens genéticas diversas. Escolheu-se a temperatura como agente de 

stresse, já que o fungo silvestre sofre alterações de temperatura quando se encontra nos 

seus habitats naturais. Assim, se a amostra de fungo comercial sofresse alterações de 

condições de crescimento, poder-se-ia obter micélio de cor azul/roxa. 

 Ao induzirmos as condições de stresse na amostra comercial, verificou-se que ao 

fim de 30 dias, o micélio em todas as placas com diferentes meios de cultura e a 
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diferentes temperaturas (4º e 37 °C), não sofreu qualquer crescimento. Passado 20 dias, 

à temperatura ambiente e ao escuro, verificou-se que houve crescimento em todas as 

amostras que se encontravam no frio (4 °C). De entre as que se encontravam no quente 

(37 °C), somente as crescidas em meio PACH apresentaram crescimento (Tabela 2). 

O meio PACH um meio de cultura mais rico, permitindo assim que o micélio, 

sobrevivesse a temperaturas elevadas (37 ºC) e crescesse com uma elevada quantidade 

de nutrientes, quando colocado a temperaturas de aproximadamente de 25 °C. 

O crescimento do micélio à temperatura de 4º C em todos os meios de cultura, 

pode dever-se ao facto do micélio ter entrado numa fase estacionária de crescimento 

devido a uma inativação enzimática temporária. Quando colocado à temperatura de 

aproximadamente 25 °C, a atividade enzimática foi restaurada e o micélio começou a 

crescer. 

 

Tabela 2. Resultados de crescimento obtidos nos diferentes meios de cultura a diferentes temperaturas. 

 MMN 

completo 

MMN 

incompleto 

PACH FAD PDA 

Temperatura de 

37º C 

Sem 

crescimento 

Sem 

crescimento 

Com 

crescimento 

Sem 

crescimento 

Sem 

crescimento 

Temperatura de 

4º C 

Com 

crescimento 

Com 

crescimento 

Com 

crescimento 

Com 

crescimento 

Com 

crescimento 

  

 Em relação à alteração da cor verificou-se que em nenhum meio de cultura em 

que houve crescimento, a cor foi alterada (Figura 35). Isto pode significar que as 

condições de stresse aplicadas podem não ter influência na cor dos micélios e dos 

esporocarpos. No entanto, pode-se afirmar que a temperatura ótima de crescimento do 

micélio de L. nuda se encontra entre os 4 e os 37 °C. Provavelmente, a amostra 

comercial do fungo já tinha muitas gerações e pode também ter sido selecionada, pelo 

produtor, uma estirpe com determinadas características tais como um crescimento muito 

rápido e mais produtivo. No entanto, o micélio pode ter perdido a capacidade de se 

tornar azulado/arroxeado. 
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Figura 35. Resultados obtidos no crescimento do micélio nos diferentes meios de cultura e diferentes 

temperaturas, e a cor obtida. 

 

3.2. Composição em voláteis nas amostras de Lepista nuda comerciais e 

silvestres provenientes de diferentes habitats  

São poucos os estudos que descrevem os compostos voláteis presentes nos 

cogumelos. No entanto, em 1989, Audouin et al., realizaram um estudo sobre os 

compostos voláteis de amostras secas de L. nuda silvestre, onde descreveram o 1-octen-

3-ol como o composto predominante. Foi já demostrada a importância dos compostos 

C8 (1-octen-3-ol, octanol, 3-octanol, 1-octen-3-ona, 2-octenol e 3-octanona) no sabor de 

diferentes variedades de cogumelos (Noel-Suberville et al., 1996). Os últimos autores 

demostraram que o composto volátil mais abundante em amostras frescas de L. nuda era 

1-octen-3-ol e o principal ácido gordo era o ácido linoleico (C18: 2). Esta observação 

foi confirmada no presente trabalho, tal como se pode observar na secção seguinte. 

Os resultados obtidos para a composição em voláteis nas amostras estudadas, 

após uma destilação-extração Likens-Nickerson, são apresentados na Tabela 3. 

Identificaram-se vinte e dois compostos em cada uma das três amostras (exemplares 

comerciais e provenientes de carvalhal e pinhal), constituindo 84-94% de fração volátil. 

As diferenças entre os voláteis das amostras silvestres e comercial foram principalmente 

quantitativas. A principal diferença foi observada na quantidade relativa de 2-

pentilfurano, presente em pequena quantidade nos cogumelos silvestres (provenientes 

de carvalhal e pinhal; 2-5%; quarto composto mais abundante) e em quantidade 

consideravelmente maior na amostra comercial (15%; segundo composto mais 

abundante). 
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O 2-pentilfurano (Figura 36) tem sido descrito como um dos derivados de 

compostos orgânicos voláteis da peroxidação do ácido linoleico. 

Existem duas vias possíveis para a biossíntese do 2-pentilfurano a partir do ácido 

linoleico: a partir das espécies reativas de oxigénio, ou a partir da via enzimática que só 

existe nos fungos (Bhandari, 2011). 

 

 

Figura 36. Estrutura química do composto 2-pentilfurano (Bhandari, 2011). 

 

Os compostos voláteis com cadeias de oito carbonos (C8) são ubíquos entre 

fungos e o 1-octen-3-ol é o mais abundante sendo apontado como responsável pelo 

aroma característico de fungos. No presente estudo, o 1-octen-3-ol foi detetado em 

pequenas quantidades em todas as amostras (vestígios-2%), o que contradiz os 

resultados obtidos por Bhandari (2011). Zawirska-Wojtasiak (2004) descreveu o 1-

octen-3-ol como um composto característico dos cogumelos e que ocorre, na maioria 

deles, em grandes quantidades. Assim, este composto pode ser usado para autentificar o 

aroma do cogumelo em estudo. 

A concentração deste composto nas três amostras foi pouco significativa, sendo 

os componentes principais o linalool (17 a 27%), a pulegona (12 a 14 %) e o limoneno 

(10 a 11 %), que não são comuns nas frações voláteis de outros cogumelos, mas sim em 

plantas. 

As amostras silvestres provenientes de carvalhal e pinhal apresentaram a maior 

percentagem do composto linalol (26,4 % e 25,2 %, respetivamente) (Figura 37), em 

comparação à amostra comercial (16,7 %). O composto linalol (IUPAC: 3,7-dimetil-

1,6-octadieno-3-ol) é um álcool terpénico terciário, não saturado. Encontra-se na maioria 

dos óleos essenciais, incluindo o de Lavandula (lavanda), Citrus reticulata (bergamota, 

tangerina na Região Sul do Brasil), Aniba rosaeodora (pau-rosa), sendo o principal 

componente. É um composto orgânico e é pouco solúvel em água como a maioria dos 

compostos que fazem parte dos óleos essenciais (Web 10). 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&prev=/search%3Fq%3Dlinalol%26hl%3Dpt-PT%26biw%3D1366%26bih%3D681%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com&sl=fr&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Alcool_terp%25C3%25A9nique&usg=ALkJrhi4FH1IXWxDFu8whP7YdQDiyaSX0A
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&prev=/search%3Fq%3Dlinalol%26hl%3Dpt-PT%26biw%3D1366%26bih%3D681%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com&sl=fr&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Insatur%25C3%25A9&usg=ALkJrhj-qQ00KCrU1r-8Mqrx23sOYRvBXQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&prev=/search%3Fq%3Dlinalol%26hl%3Dpt-PT%26biw%3D1366%26bih%3D681%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com&sl=fr&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Huile_essentielle&usg=ALkJrhgANKVYY7dogHy1FWjV7ikFj95MZg
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lavandula
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&prev=/search%3Fq%3Dlinalol%26hl%3Dpt-PT%26biw%3D1366%26bih%3D681%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com&sl=fr&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Lavande&usg=ALkJrhgi8tpU7TDzWRISt8RevlPKUUgF_g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&prev=/search%3Fq%3Dlinalol%26hl%3Dpt-PT%26biw%3D1366%26bih%3D681%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com&sl=fr&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Bergamote&usg=ALkJrhiZSx5ZxbdM16BzkwuiLBCr4vAkvQ
http://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%A3o_Sul_do_Brasil
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&prev=/search%3Fq%3Dlinalol%26hl%3Dpt-PT%26biw%3D1366%26bih%3D681%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com&sl=fr&u=http://fr.wikipedia.org/wiki/Bois_de_rose&usg=ALkJrhgadX5f-N3CI6-CrGAR1DSS_zOfJQ
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Figura 37. Estrutura do linolol (3,7-dimetil-1,6-octadieno-3-ol) (Web 10). 

 

O segundo composto mais abundante nas amostras silvestres provenientes de 

carvalhal (13,7 %) e pinhal (14,3 %) foi a pulegona (Figura 38); já na amostra de 

comercial (12,1 %) foi o terceiro mais abundante, mas com uma percentagem similar às 

anteriores. 

A pulegona tem uma ocorrência natural e é um composto orgânico obtido a 

partir de óleos essenciais de uma variedade de plantas, tais como Nepeta cataria 

(catnip- erva dos gatos), Mentha piperita, (hortelã pimenta) e Mentha pulegium (poejo). 

É classificado como um monoterpeno, é um líquido oleoso incolor e tem um odor 

agradável, semelhante ao poejo, hortelã-pimenta e cânfora. É utilizado em agentes 

aromatizantes, em perfumaria e em aromaterapia (Web 11). 

 

 

 

Figura 38. Estrutura química da pulegona (Web 11). 

 

O composto limoneno (Figura 39) foi o terceiro em maior percentagem nas 

amostras provenientes de carvalhal (9,5 %) e pinhal (9,9 %), e quarto na amostra 

comercial (10,8 %). O limoneno (IUPAC: 1-metil-4-isopropenilcilohex-1-eno) é uma 

substância química, orgânica, natural, pertencente à família dos terpenos, classe dos 

monoterpenos, de fórmula molecular C10H16, encontrada em frutos cítricos (cascas 

principalmente de limões e laranjas), volátil e, por isso, responsável pelo cheiro que 

esses frutos apresentam. Nos últimos anos, a sua requisição tem aumentado muito 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Organic_compound&usg=ALkJrhh1mTd5bsjRtspDQVDpSmMY3UGfHw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Essential_oil&usg=ALkJrhj8VaGROLR6uJi9zwcjW7tEI-uSmw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Nepeta_cataria&usg=ALkJrhjBD5hGpFQxbcWej1MVqUIp19CVNA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Catnip&usg=ALkJrhigRWFP_uG4DOWaXCoAC2ylDyKi1w
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Mentha_piperita&usg=ALkJrhiTk8VjHN2mTSRI6KXmtqb7wa8oPQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Pennyroyal&usg=ALkJrhiR85wIX3DiAEbZp6bsS7_Otw_Otg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Monoterpene&usg=ALkJrhg9uO5pw0ThPEi9DBj0S_zxUR-0FQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Peppermint&usg=ALkJrhhZKPPxDc74RuqrRHxDSt2qdM1DTA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Camphor&usg=ALkJrhigA9TW_YHtt1DHgt-mKFQ7wIDZoQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Perfumery&usg=ALkJrhgKpQmRwDvtDGcqnGPWpduA70Hdtw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-PT&langpair=en%7Cpt&rurl=translate.google.com&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Aromatherapy&usg=ALkJrhiGnm0oMIwB_cBU_GkJjNW4rokZKw
http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://pt.wikipedia.org/wiki/Terpeno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lim%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Laranja
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devido ao uso em solventes biodegradáveis. Por possuir um centro quiral, 

concretamente um carbono assimétrico, apresenta isomeria ótica. Portanto, existem dois 

isómeros óticos: o D-limoneno e o L-limoneno. A nomenclatura IUPAC correta é R-

limoneno e S-limoneno, porém empregam-se com mais frequência os prefixos D e L ou 

alfa e beta. Além de solvente industrial também apresenta aplicações como componente 

aromático, ou em dissolventes de resinas, pigmentos, tintas, na fabricação de adesivos, 

etc., e é usado amplamente na síntese de novos compostos. Por ser um derivado dos 

citrinos, o limoneno pode ser considerado um agente de transferência de calor e 

ambientalmente inócuo, pelo que é utilizado em muitos processos farmacêuticos e de 

alimentos, por exemplo, como componente aromático e para dar sabor na obtenção de 

sabores artificiais de menta e na fabricação de doces e pastilhas elásticas (Web 12). 

 

 

Figura 39. Estrutura química do limoneno, (Web 12) 

 

A fração volátil das diferentes amostras em estudo foi, certamente, influenciada 

pelo habitat de proveniência dos corpos frutíferos. Cho et al. (2008), referem que os 

perfis dos componentes voláteis podem variar com as espécies e variedades, mas que 

também podem ser influenciados pelas condições de cultivo e/ou habitat.  

A produção de compostos pode ser bastante sensível aos constituintes do meio 

de cultura e às condições do ambiente in vivo, portanto, os compostos produzidos por 

uma espécie num meio de cultura pode ser diferente quando inserida num meio de 

cultura diferente (Hanson, 2008).  

É de referir que foi realizada a análise dos micélios obtidos por cultura in vitro, 

de amostras comerciais e de prado, seguindo a mesma metodologia referida 

anteriormente. No entanto, na análise da fração volátil destas amostras, verificou-se que 

a percentagem insignificante dos compostos não justificava uma quantificação e, por 

consequência, apresentação dos resultados. Para uma quantificação adequada nestas 

amostras seriam necessárias quantidades de micélio bastantes superiores. 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Centro_quiral
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Isomeria_%C3%B3ptica
http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://pt.wikipedia.org/wiki/Resina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pigmento
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tinta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Adesivo
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%ADtricos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Chiclete
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Tabela 3. Composição da fração volátil, obtida por LN, de amostras de Lepista nuda comerciais e 

silvestres de carvalhal e pinhal 

Componentes RI  Carvalhal  Pinhal  Comercial 

α-Pineno 930  1.2  1.1  0.9 

Sabineno 958  3.2  2.1  2.1 

1-Octen-3-ol 961  1.7  0.5  v 

β-Pineno 963  3.0  1.0  2.0 

2-pentil furano 973  2.2  5.2  14.8 

p-Cimeno 1003  1.7  2.4  2.5 

1,8-Cineol 1005  5.6  7.0  10.7 

Limoneno 1009  9.5  9.9  10.8 

γ-Terpineno 1035  0.6  0.3  0.3 

n-Octanol 1045  v  2.3  v 

Fenchone 1057  3.5  4.7  6.7 

trans-Linalol óxido 1059  1.3  1.8  4.3 

Linalol 1074  26.4  25.2  16.7 

α-Tuiona 1074  v  0.4  v 

Cânfora 1095  5.1  5.6  6.6 

Mentona 1120  v  0.3  0.6 

Isoborneol 1132  1.6  1.1  0.5 

Terpineno-4-ol 1148  3.8  3.6  2.5 

α-Terpineol 1159  v  0.9  v 

Metil chavicol (Estragol) 1163  v  0.5  v 

Pulegona 1210  13.7  14.3  12.1 

cis-Anetol 1220  v  1.0  v 

Identificação %   84.1  91.2  94.1 

Componentes agrupados        

Hidrocarbonetos Monoterpénicos   24.8  16.8  18.6 

Contendo oxigénio monoterpénicos  55.4  66.4  60.7  

Outros   3.9  8.0  14.8 

RI = Índice de Retenção em relação a n-alcanos C9-C13 na coluna DB-1; v- vestígios (% <0,05). 
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Estes resultados podem ajudar na compreensão da influência do habitat, 

nomeadamente dos compostos presentes no solo, na fração volátil, mas também no 

sabor. Podem também ser importantes ou de interesse industrial, pois estes compostos 

são usados em diferentes áreas, como na perfumaria, cosmética, indústrias 

farmacêuticas e outras indústrias. 

 

3.3.Composição proximal e ácidos gordos maioritários nas amostras de 

Lepista nuda comerciais e silvestres provenientes de diferentes habitats  

Os resultados da composição proximal dos corpos frutíferos de amostras de 

Lepista nuda comerciais e silvestres provenientes de diferentes habitats, são 

apresentados na Tabela 4. A amostra comercial, que foi cultivada, apresentou os níveis 

mais elevados de humidade (91 g/100 g fw), proteínas (12 g/100 g dw), glúcidos (77 

g/100 g dw) e o maior valor energético (367 kcal/100 g dw). Por sua vez, as amostras 

silvestres provenientes de pinhal e carvalhal apresentaram os teores mais elevados de 

cinzas (12 g/100 g dw) e lípidos (2 g/100 g dw), respetivamente.  

Os glúcidos foram os macronutrientes mais abundantes em todas as amostras, 

enquanto os lípidos foram os menos abundantes. No entanto, enquanto os corpos 

frutíferos de origem comercial revelaram níveis mais elevados de proteínas do que de 

cinzas, o oposto foi observado em ambas as amostras silvestres. Este facto pode dever-

se à composição do solo em que os cogumelos cresceram (Nikkarinen & Mertanen, 

2004) e ao facto das espécies silvestres absorverem níveis mais elevados de minerais. 
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Tabela 4. Composição proximal e ácidos gordos maioritários dos corpos frutíferos de Lepista nuda 

obtidos em diferentes habitats. 

Em cada linha letras diferentes representam diferenças significativas entre as amostras (p0,05). Ácido 

palmítico (C16:0); Ácido esteárico (C18:0); Ácido oleico (C18:1n9c); Ácido linoleico (C18:2n6c). Foram 

identificados e quantificados mais vinte e um ácidos gordos (dados não apresentados). 

SFA – ácidos gordos saturados; MUFA – ácidos gordos monoinsaturados; PUFA – ácidos gordos 

polinsaturados. 

 

O valor energético obtido para a amostra silvestre proveniente de pinhal foi 

semelhante ao de outra amostra do mesmo habitat (334 kcal/100 g dw) conforme 

descrito anteriormente por Barros et al. (2008), mas inferior ao valor indicado por 

Ouzouni et al. (2009) para uma amostra silvestre da Grécia (392 kcal/100 g dw; 

calculado a partir dos dados disponíveis). 

Os resultados dos ácidos gordos maioritários encontrados nas amostras 

estudadas, bem como as percentagens de ácidos gordos saturados (SFA), de ácidos 

gordos monoinsaturados (MUFA) e de ácidos gordos polinsaturados (PUFA) são 

apresentados na Tabela 4. Foram detetados até vinte e cinco ácidos gordos na maioria 

das amostras (Figura 40). O ácido gordo maioritário encontrado foi o ácido linoleico 

(C18: 2n6), o que está de acordo com outros estudos (Noel-Suberville et al., 1996; 

Barros et al., 2008).  

O ácido oleico (C18: 1n9) e o ácido palmítico (C16: 0) também foram ácidos 

gordos maioritários com diferentes ordens, dependendo da amostra. A amostra 

 Comercial 
Silvestre 

Pinhal 

Silvestre 

Carvalhal 

Humidade (g/100 g fw) 90,61± 0,96 85,52± 1,11 89,06± 0,45 

Cinzas (g/100 g dw) 9,56 ± 0,06
c
 26,15 ± 2,42

a
 13,20 ± 0,85

b
 

Proteínas (g/100 g dw) 12,18 ± 0,22
a
 8,11 ± 0,58

b
 1159 ± 0,61

a
 

Lípidos (g/100 g dw) 1,14 ± 0,00
b
 1,27 ± 0,05

b
 2,04 ± 0,21

a
 

Glúcidos (g/100 g dw) 77,12 ± 0,20
a
 64,47 ± 1,54

c
 73,17 ± 1,17

b
 

Energia (kcal/100 g dw) 367,46 ± 0,16
a
 334,32 ± 62,30

c
 357,40 ± 1,65

b
 

C16:0 (Percentagem relativa) 14,86 ± 0,12
c
 26,97 ± 078

a
 20,70 ± 0,39

b
 

C18:0 (Percentagem relativa) 0,88 ± 0,06
c
 2,77 ± 0,08

a
 1,55 ± 0,26

b
 

C18:1n9c (Percentagem relativa) 16,05 ± 0,40
c
 25,02 ± 1,20

b
 35,74 ± 1,02

a
 

C18:2n6c (Percentagem relativa) 63,88 ± 0,44
a
 37,63 ± 0,19

b
 37,71 ± 1,20

b
 

SFA (Percentagem relativa) 18,90 ± 0,16
c
 34,43 ±1,05

a
 24,80 ± 0,01

b
 

MUFA (Percentagem relativa) 16,69 ± 0,27
c
 27,21 ± 1,22

b
 36,74 ± 1,07

a
 

PUFA (Percentagem relativa) 64,41 ±0,43
a
 38,36 ± 0,17

b
 38,46 ± 1,08

b
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comercial apresentou os níveis mais elevados de PUFA (64%) devido à contribuição do 

ácido linoleico, a amostra silvestre proveniente de carvalhal apresentou os níveis mais 

elevados de MUFA (37%) devido aos teores mais elevados de ácido oleico, e a amostra 

silvestre proveniente de pinhal revelou os níveis mais elevados de SFA (34%) devido 

aos níveis mais elevados dos ácidos palmítico e esteárico. 

 

 

Figura 40. Perfil em ácidos gordos do corpo frutífero de Lepista nuda silvestre proveniente de carvalhal. 

1-Ácido caproico (C6:0); 2-Ácido caprílico (C8:0); 3-Ácido cáprico (C10:0); 4-Ácido láurico (C12:0); 5-

Ácido mirístico (C14:0); 6- Ácido pentadecanoico (C15:0); 7-Ácido palmítico (C16:0); 8-Ácido 

palmitoleico (C16:1); 9-Ácido heptadecanoico (C17:0); 10-Ácido esteárico (C18:0); 11-Ácido oleico 

(C18:1n9c); 12-Ácido linoleico (C18:2n6c); 13-Ácido α-linolénico (C18:3n3); 14-Ácido araquídico 

(C20:0); 15-Ácido cis-11-eicosenoico (C20:1c); 16-Ácido cis-11,14-eicosadienoico (C20:2c); 17-Ácido 

cis-11,14,17-eicosatrienoico e ácido heneicosanoico (C20:3n3+C21:0); 18-Ácido araquidónico 

(C20:4n6); 19-Ácido cis-5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (C20:5n3); 20- Ácido beénico (C22:0); 21-

Ácido erúcico (C22:1n9); 22-Ácido cis-13,16-docosadienoico (C22:2) 23-Ácido tricosanoico (C23:0); 

24-Ácido lignocérico (C24:0); 25- Ácido nervónico (C24:1). 

 

3.4. Composição química dos corpos frutíferos e dos micélios de Lepista 

nuda 

A glucose foi o açúcar maioritário em todas as amostras de micélio, enquanto a 

trealose predominou nos corpos frutíferos (Tabela 5). Foi encontrado manitol no corpo 

frutífero da amostra comercial e no micélio obtido em meio de cultura MMN completo 

e PDA da mesma amostra, enquanto a frutose só apareceu nos corpos frutíferos das 

amostras comerciais e de carvalhal.  
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Os corpos frutíferos da amostra comercial revelaram os níveis mais elevados de 

frutose e de manitol, enquanto as concentrações mais elevadas de glucose, trealose e 

açúcares totais foram encontradas no micélio obtido em PACH (21 g/100 g dw), MMN 

incompleto (5 g/100 g dw) e PACH (24 g/100 g dw), respetivamente. O perfil em 

açúcares das amostras comercial e do micélio MMN completo pode ser observado na 

Figura 41A. 

Entre os ácidos orgânicos foi possível quantificar os ácidos cítricos, fumárico, 

málico, oxálico e quínico em todas as amostras de corpos frutíferos (comercial ou 

silvestres) (Tabela 5). A amostra silvestre proveniente de carvalhal originou os níveis 

mais elevados dos últimos três compostos mencionados, bem como de ácidos orgânicos 

totais (10 g/100 g dw). A maioria dos compostos desapareceu nas amostras de micélio 

obtidas a partir de diferentes meios de cultura; apenas permaneceu o ácido oxálico, 

embora em baixas quantidades. 

O perfil em ácidos orgânicos das amostras comercial e de micélio obtido em 

MMN completo pode ser observado na Figura 41B. Os ácidos orgânicos encontram-se 

envolvidos em várias vias fundamentais do metabolismo de glúcidos, lípidos e proteínas 

como produtos intermediários ou finais, nomeadamente no ciclo de Krebs, que é o ciclo 

de rendimento energético central da célula (Voet et al., 2008). Portanto, é lógico que os 

micélios obtidos sob condições in vitro consumam esses compostos ao longo do seu 

crescimento. 

O ácido p-hidroxibenzoico e um composto fenólico relacionado (ácido 

cinâmico) foram encontrados nas amostras estudadas (Tabela 5). A amostra comercial 

revelou o teor mais elevado em ácidos p-hidroxibenzoico e cinâmico (0,29 e 0,08 

mg/100 g dw, respetivamente). Entre os micélios, o crescido em meio MMN completo 

revelou a concentração mais elevada de ambos os compostos. Um estudo anterior 

realizado por Barros et al. (2009) descreveu a presença de outros compostos fenólicos, 

nomeadamente ácidos protocatéquico e p-cumárico e a ausência de ácido cinâmico em 

amostras de L. nuda também  recolhidas em Bragança (Nordeste de Portugal), mas em 

2007. 

Relativamente aos tocoferóis, as isoformas β- e γ-tocoferóis foram encontradas 

em todas as amostras (Figura 41C), enquanto o α-tocoferol só foi detetado nos corpos 

frutíferos silvestres de carvalhal e em micélio crescido em meio de cultura MMN 

completo, embora em quantidades muito baixas (Tabela 5). O α-tocoferol foi também a 

isoforma menos abundante nas amostras silvestres de pinhal de acordo com estudos 
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anteriores (Barros et al., 2008) e o -tocoferol esteve também ausente noutras amostras 

de Lepista nuda estudadas por diferentes autores (Elmastas et al., 2007; Barros et al., 

2008). Os meios de cultura PDA, PACH e FAD demostraram ser os melhores para a 

produção de tocoferóis (6-7 mg/100 g dw). Num trabalho anterior realizado por Reis et 

al. (2011) foi possível observar um aumento dos níveis de -tocoferol em micélio de 

fungo ectomicorrízico produzido in vitro quando comparado com os seus corpos 

frutíferos, o que neste trabalho também se observou para a isoforma β-. 
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Tabela 5. Composição em açúcares, ácidos orgânicos, compostos fenólicos e tocoferóis dos corpos frutíferos de Lepista nuda provenientes de diferentes habitats e do micélio 

obtido, in vitro, em diferentes meios de cultura. 

 Amostra comercial de corpo frutífero e micélio obtido in vitro Amostras silvestres de corpo 

frutífero 

 Corpo frutífero MMN completo MMN incompleto PDA PACH FAD Pinhal Carvalhal 

Frutose  0,17 ± 0,01
a
 nd nd nd nd nd nd 0,13 ± 0,02

b
 

Glucose  nd 6,12 ± 0,17
c
 6,94 ± 0,13

c
 3,73 ± 0,44

d
 21,15 ± 0,54

a
 11,88 ± 0,59

b
 1,18 ±0,02

e
 1,12 ± 0,02

e
 

Manitol  1,63 ± 0,02
a
 0,27 ± 0,01

c
 nd 0,45 ± 0,19

b
 nd nd nd nd 

Trealose  1,85 ± 0,00
f
 4,79 ± 0,10

b
 5,35 ± 0,09

a
 3,02 ± 0,30

d
 3,17 ± 0,05

d
 2,25 ± 0,03

e 
3,97 ± 0,11

c
 2,25 ± 0,02

e
 

Total (g/100 g dw) 3,65 ± 0,01
d
 13,60 ± 0,16

b
 12,30 ± 0,04

cb
 11,20 ± 2,03

c
 24,32 ± 0,59

a
 14,13 ± 0,62

b
 5,16 ± 0,09

d
 3,50 ± 0,05

d
 

Ácido cítrico 0,57 ± 0,04
a
 nd nd nd nd v 0,25 ± 0,01

c
 0,35 ± 0,04

b
 

Ácido fumárico 0,02 ± 0,00
c
 v v v v v 0,07 ± 0,00

a
 0,06 ± 0,00

b
 

Ácido málico 1,75 ± 0,19
a
 nd nd nd nd v 1,39 ± 0,05

b
 1,79 ± 0,02

a
 

Ácido oxálico 2,41 ± 0,31
c
 0,88 ± 0,06

d
 1,02 ± 0,04

d
 0,05 ± 0,01

e
 0,07 ± 0,00

e
 v 3,09 ± 0,02

b
 3,49 ± 0,00

a
 

Ácido quínico 3,08 ± 0,18
b
 nd nd nd nd v 2,43 ± 0,01

c
 3,89 ± 0,00

a
 

Total (g/100 g dw) 7,83 ± 0,11
b
 0,88 ± 0,06

d
 1,02 ± 0,04

d
 0,05 ± 0,01

e
 0,07 ± 0,00

e
 v 7,23 ± 0,01

c
 9,59 ± 0,28

a
 

Ácido p-hidroxibenzoico  0,29 ± 0,03
a 
 0,13 ± 0,01

cb
  0.04 ± 0,00

d
 v tr nd 0,10 ± 0,01

c 
 0,15 ± 0,02

b 
 

Ácido cinâmico (mg/100 g dw) 0,08 ± 0,01
a
 0,01 ± 0,00

b
 nd nd nd nd v 0,01 ± 0,00

b
 

α-Tocoferol v 0,03 ± 0,00
a
 nd nd nd nd v 0,01 ± 0,00

b
 

β-Tocoferol 0,01 ± 0,00
b
 0,26 ± 0,00

b
 0,05 ± 0,00

b
 6,41 ± 0,22

a
 6,32 ± 0,22

a
 6,40 ± 0,22

a
 0,02 ± 0,00

b
 0,07 ± 0,00

b
 

γ-Tocoferol 0,03 ± 0,01
d
 0,08 ± 0,02

cb
 0,11 ± 0,00

b
 0,20 ± 0,02

a
 0,06 ± 0,00

cd
 0,20 ± 0,02

a
 0,04 ± 0,00

de
 0,05 ± 0,00

cde
 

Total (mg/100 g dw) 0,03 ± 0,02
b
 0,37 ± 0,02

b
 0,15 ± 0,01

b
 6,61 ± 0,21

a
 6,38 ± 0,23

a
 6,38 ± 0,23

a
 0,15 ± 0,01

b
 0,38 ± 0,02

b
 

Em cada linha letras diferentes representam diferenças significativas entre as amostras (p0,05). nd - não detetado; v - vestígios. 
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Figura 41. (A) Perfil em açúcares da amostra comercial (____) e do micélio MMN completo (----): MP- fase 

móvel; 1- frutose; 2- glucose; 3- manitol; 4- trealose; 5- rafinose (PI); (B) Perfil em ácidos orgânicos da amostra 

comercial (____) e do micélio MMN completo (----): MP- fase móvel; 1- ácido oxálico; 2- ácido quínico; 3- ácido 

málico; 4- ácido cítrico; 5- ácido fumárico; (C) Perfil em tocoferóis da amostra de carvalhal (____) e da amostra de 

micélio FAD (----): MP- fase móvel; 1- α-tocoferol; 2- BHT; 3- β-tocoferol; 4- γ-tocoferol; 5- tocol (PI). 
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3.5. Atividade antioxidante dos corpos frutíferos e dos micélios de Lepista 

nuda 

Para estudar a atividade antioxidante das amostras foram realizadas cinco 

metodologias: os ensaios de Folin-Ciocalteu e do ferricianeto/azul da prússia que 

avaliam o poder redutor, o ensaio do DPPH para avaliar a capacidade captadora de 

radicais livres e os ensaios do β-caroteno/linoleato e de TBARS para avaliar a inibição 

da peroxidação lipídica. Os resultados são apresentados na Tabela 6 e evidenciam que o 

meio de cultura MMN incompleto é o mais indicado para aumentar a atividade 

antioxidante de Lepista nuda. O micélio crescido neste meio originou a atividade 

antioxidante mais elevada em todos os ensaios: os valores mais elevados no ensaio de 

Folin-Ciocalteu, expressos em equivalentes de ácido gálico, e os valores mais baixos de 

EC50 nos outros ensaios, o que significa maior poder redutor ou potencial antioxidante. 

Neste estudo, as amostras silvestres originaram uma menor atividade captadora de 

radicais DPPH e inibição da descoloração do β-caroteno, mas um maior poder redutor e 

inibição TBARS do que aqueles descritos noutros trabalhos (Elmastas et al., 2007; 

Barros et al., 2008). 
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Tabela 6 Atividade antioxidante dos corpos frutíferos de Lepista nuda provenientes de diferentes habitats e do micélio obtido, in vitro, em diferentes meios de cultura. 

   Amostra comercial de corpo frutífero e micélio obtido in vitro Amostras silvestres de corpo 

frutífero 

 
 

Corpo 

frutífero 

MMN completo MMN incompleto PDA PACH FAD Pinhal Carvalhal 

Poder redutor 

Ensaio Folin-Ciocalteu 

(mg GAE/g extrato) 
20,54 ± 0,31

d
 30,27 ± 3,30

b
 33,57 ± 2,25

a
 17,01 ± 1,01

e
 24,30 ± 1,39

c
 9,19 ± 1,06

f
 15,98 ± 1,23

e
 16,57 ± 0,44

e
 

Ensaio ferricianeto/azul da 

prússia 

(EC50; mg/mL) 

1,50 ± 0,01
c
 0,53 ± 0,03

f
 0,51 ± 0,00

f
 1,52 ± 0,04

c
 1,02 ± 0,02

e
 1,95 ± 0,02

b
 2,08 ± 0,00

a
 1,44 ± 0,02

d
 

Atividade 

Captadora 

Ensaio da atividade 

sequestradora DPPH 

 (EC50; mg/mL) 

8,73 ± 0,48
cb

 5,72 ± 0,49
cb

 3,67 ± 0,05
c
 6,78 ± 0,07

cb
 9,55 ± 0,95

cb
 102,75 ± 23,03

a
 16,05 ± 0,18

b
 15,48 ± 0,23

cb
 

Inibição da 

peroxidação 

lipídica 

Ensaio β-caroteno/linoleato 

(EC50; mg/mL) 
9,48 ± 1,02

d
 16,67 ± 0,98

ba
 8,02 ± 1,35

e
 10,15 ± 0,89

d
 15,50 ± 0,43

b
 17,50 ± 0,70

a
 12,24 ± 0,57

c
 11,68 ± 0,61

c
 

Ensaio TBARS 

(EC50; mg/mL) 
1,75 ± 0,16

bc
 3,52 ± 0,31

b
 0,87 ± 0,04

c
 3,35 ± 0,66

b
 2,21 ± 0,46

bc
 5,44 ± 0,43

ba
 3,76 ± 0,53

b
 8,17 ± 1,75

a
 

Em cada linha letras diferentes representam diferenças significativas entre as amostras (p0,05). 

Relativamente ao ensaio de Folin-Ciocalteu, valores mais elevados significam maior poder redutor; para os outros ensaios, os resultados são apresentados em valores de EC50, 

o que significa que valores mais elevados correspondem a um menor poder redutor ou atividade antioxidante. EC50: Concentração de extrato correspondente a 50% de 

atividade antioxidante ou 0,5 de absorvância para o ensaio do ferricianeto/azul da prússia. 
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IV. CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS 

Neste trabalho, analisou-se o crescimento do fungo Lepista nuda, testando cinco 

meios de cultura diferentes e verificando as taxas de crescimento em situações de 

stresse associadas a temperaturas extremas. Avaliou-se ainda a composição química e as 

propriedades antioxidantes dos micélios obtidos, assim como de corpos frutíferos 

comerciais e silvestres provenientes de diferentes habitats. Dos meios de cultura 

testados, o meio MMN completo permitiu um melhor crescimento e desenvolvimento 

do macrofungo L. nuda. 

Se o fungo for sujeito a altas temperaturas (condições de stresse), só em meios 

muito ricos é que voltou a crescer, no entanto em temperatura baixas, cresceu em 

qualquer um dos meios de cultura testados. Assim, podemos dizer que a temperatura de 

crescimento deste macrofungo estará situada entre os 4 a 30 °C. 

Dos resultados obtidos podemos ainda concluir que a coloração característica do 

micélio em crescimento não se relacionou com as condições de stresse testadas, ou pelo 

menos essas condições não foram determinantes para a diferença morfológica entre os 

micélios com origem em amostras silvestres e os micélios obtidos de amostras 

comerciais. As causas desta diferente coloração poderão estar relacionadas com a 

diferente origem genética de cada um dos espécimes (silvestres e comerciais) usados no 

estudo; seria interessante aprofundar o conhecimento genético destes clones com 

estudos de biologia molecular com ferramentas como marcadores moleculares. 

Por outro lado, mais estudos relacionados com a composição bioquímica das 

diferentes amostras de micélio obtidas de origens diferentes poderiam mostrar se a 

composição do micélio ou esporos diferem muito em termos de compostos com 

capacidade para conferir cor, nomeadamente pigmentos. 

As amostras de corpos frutíferos comerciais e silvestres, provenientes de 

carvalhal e pinhal, revelaram a presença dos mesmos compostos voláteis, embora em 

percentagens diferentes. Os compostos maioritários foram, em geral, similares aos 

encontrados nas frações voláteis das plantas: linolol, pulegona, limoneno e 2-

pentilfurano. Estes resultados demostram a importância do habitat no desenvolvimento 

dos fungos. 

Os corpos frutíferos da amostra comercial evidenciaram a maior contribuição 

energética e o maior conteúdo em PUFA devido à contribuição do ácido linoleico, bem 

como de compostos fenólicos; a amostra silvestre de carvalhal apresentou os níveis 
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mais elevados de ácidos orgânicos. As amostras de micélio demostraram possuir teores 

elevados de glucose, tocoferóis e elevada atividade antioxidante. Em particular, o meio 

PACH demonstrou ser o mais adequado para a produção de glucose, os meios PDA, 

PACH e FAD para produção de β- e -tocoferóis, o meio MMN completo para obtenção 

de compostos fenólicos e o MMN incompleto para melhorar as propriedades 

antioxidantes. 

A cultura in vitro poderá ser explorada para obtenção de compostos bioativos de 

macrofungos para aplicações industriais, controlando as condições ambientais de 

desenvolvimento para produzir uma maior quantidade desses compostos e para superar 

a diversidade da composição química observada em amostras provenientes de diferentes 

habitats. 

O presente trabalho visou a otimização das condições de cultura in vitro do 

macrofungo L. nuda; o micélio, assim obtido, poderá ser utilizado como fonte de 

compostos voláteis de interesse para a cosmética, perfumaria, indústrias farmacêuticas, 

alimentares, entre outras indústrias. Para além dos voláteis, alguns compostos bioativos 

com interesse industrial poderão também ser extraídos e isolados.  

 O presente trabalho poderá ser alargado ao estudo de exemplares provenientes 

de outros habitats diferentes dos visados neste trabalho. Também deverão ser 

otimizadas outras condições de cultura nomeadamente, pH, humidade e luz. 
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VI. ANEXOS 

6.1.Composição do meio de cultura Melin-Norkans Modificado (MMN 

completo); pH 6, 

Composto Concentração (g/L) 

NaCl 0,025 

(NH4)2 HPO4 0,250 

KH2PO2 0,500 

FeCl3 0,005 

MgSO4.7H2O 0,150 

Tiamina 1,00 × 10-4 

CaCl2 0,050 

Casamino ácidos 1,00 

Extrato de malte 5,00 

Glucose 10,0 

Agar 20,0 

 

6.2. Composição do meio de cultura sólido Incompleto (MMN incompleto); 

pH 6,6. 

Composto Concentração (g/L) 

NaCl 0,025 

(NH4)2 HPO4 0,250 

KH2PO4 0,500 

FeCl3 0,005 

MgSO4.7H2O 0,150 

Tiamina 1,00 × 10
-4 

CaCl2 0,050 

Glucose 10,00 

Agar 20,00 
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6.3. Composição do meio de cultura Agar Batata Dextrose (PDA), pH 

5,6±0.2. 

Composto Concentração (g/L) 

Infusão de Batata 200,00 

Dextrose 20,00 

Agar 15,00 

 

 

6.4. Composição do meio de cultura Pachlewski (PACH); pH 5,4. 

Composto Concentração (g/L) 

C4H12N2O6 0,500 

Fe EDTA 0,200 

KH2PO4 1,000 

H3BO3 0,003 

CuCl2.2H2O 0,001 

MnCl2.2H2O 0,0030 

NaMO4.2H2O 0,00027 

ZnSO4.7H2O 0,00 

MgSO4.7H2O 5,00 

Tiamina 1,00 × 10
-4

 

CaCl2.2H2O 0,500 

Maltose 5,00 

Glucose 20,00 

Agar 14,00 
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6.5. Composição do meio de cultura Ferry & Das. (FAD), pH 5,0. 

Composto Concentração (g/L) 

KH2PO4 0,50 

MgSO4.7H2O 0,50 

NH4Cl 0,50 

Extrato de Malte 5,00 

Glucose 20,0 

Agar 14,0 

 

 

6.6. Curva de crescimento do micélio obtido a partir da amostra de prado, 

em meio de cultura MMN completo  
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6.7. Curva de crescimento em meio de cultura MMN incompleto da amostra 

do prado  

 

 

 

6.8. Curva de crescimento em meio de cultura PACH da amostra do prado  
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6.9. Curva de crescimento em meio de cultura FAD da amostra do prado  

 

 

 

6.10. Curva de crescimento em meio de cultura PDA da amostra do prado  
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6.11. Curva de crescimento em meio de cultura MMN Completo da 

amostra comercial 

 

 

 

6.12. Curva de crescimento em meio de cultura MMN Incompleta da 

amostra comercial 
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6.13. Curva de crescimento em meio de cultura PACH da amostra 

comercial 

 

 

 

6.14. Curva de crescimento em meio de cultura FAD da amostra 

comercial 
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6.15. Curva de crescimento em meio de cultura PDA da amostra 

comercial 
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Alguns dos resultados descritos nesta dissertação deram uma comunicação internacional 

e uma nacional e a um artigo já submetido: 

6.1.Comunicação internacional 

Sara Pinto, Sousa MJ, Figueiredo AC, Barroso JG, Pedro LG, 2012 Volatiles from the 

edible mushroom Lepista nuda: comparison between wild and commercial samples. 43
rd

 

International Symposium on Essential Oils. 5 to 8 Septembe, Lisboa Portugal. 
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6.2.Comunicação nacional 

In I Jornadas de Jovens Investigadores da Escola Superior Agrária de Bragança 

 

Caracterização da fracção volátil e fenólica do macrofungo Lepista 

nuda de diferentes habitats e do micélio em cultura in vitro  

 

Sara Pinto, Isabel C.F.R. Ferreira, Maria João Sousa 

CIMO-Escola Superior Agrária, Instituto Politécnico de Bragança, Campus de Santa 

Apolónia, Apartado 1172, 5301-855 Bragança, Portugal. 

 

O macrofungo Lepista nuda, também conhecido como Clitocybe nuda, 

pertencente ao filo Basidiomycota, à classe Basidiomycetes, à ordem Agaricales, à 

família Tricholomataceae e ao género Lepista, e tem como nome comum “Pé-azul”, 

encontra-se habitualmente em montados, prados e florestas naturais de azinheiras e 

sobreiros. O seu período de frutificação é o Outono, Inverno e Primavera; e é um 

saprófita/decompositor. É um fungo comestível, o que lhe confere um interesse 

comercial devido não só, ao seu valor nutricional, mas também ao seu intenso e 

característico aroma. 

No presente trabalho, estudam-se exemplares comerciais e silvestres 

provenientes de diferentes habitats – carvalhal, pinhal e prado (amostras in vivo), bem 

como o micélio produzido in vitro a partir desses exemplares. Os principais objectivos 

são: 

i) Estabelecer as condições óptimas para a cultura in vitro de Lepista nuda, com 

base nas curvas de crescimento do micélio, obtidas a partir do crescimento radial e da 

massa fresca e seca obtidas;  

ii) Caracterizar a fracção volátil das amostras obtidas in vivo e in vitro  após 

extracção com diferentes técnicas, entre elas a extracção por Likens-Nickerson (LN), 

extracção simultânea de vapor e por hidrodestilação, arrastamento de vapor (Clevenger). 

A análise dos voláteis é feita por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massa (GS-MS).  

iii) Caracterizar a fracção fenólica das mesmas amostras após extracção sólido-

líquido e análise por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detecção por 

diodos (HPLC-DAD).   
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iv) Avaliar as propriedades antioxidantes das diferentes fracções (volátil e 

fenólica), utilizando técnicas químicas e bioquímicas: poder redutor, efeito captador de 

radicais livres e inibição da peroxidação lipídica em homogeneizados cerebrais. 

 

Agradecimentos: À Fundação para a Ciência e Tecnologia (FCT) e ao 

COMPETE/QREN/UE pelo projecto de investigação PTDC/AGR-ALI/110062/2009. 
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6.3.Artigo submetido 

 

Chemical characterization and antioxidant properties of Lepista nuda 

fruiting bodies and mycelia obtained by in vitro culture: effects of 

collection habitat and culture media 

SARA PINTO,
 
LILLIAN BARROS,

 
MARIA JOÃO SOUSA, ISABEL C.F.R. FERREIRA

*
 

 

a
CIMO-Escola Superior Agrária, Instituto Politécnico de Bragança, Campus de Santa 

Apolónia, Apartado 1172, 5301-855 Bragança, Portugal. 

 

* Author to whom correspondence should be addressed (e-mail: iferreira@ipb.pt 

telephone +351-273-303219; fax +351-273-325405). 

 

Running title: Chemical characterization and antioxidant properties of Lepista nuda  

ABSTRACT 

Lepista nuda is an edible mushroom which presents important organoleptic qualities 

including a delicate flavor and good postharvest conservation. Its chemical and 

bioactive properties can be affected by habitat collection. Therefore, the main goal of 

the present work was to compare chemical composition and antioxidant potential of 

Lepista nuda samples from different habitats, and mycelia produced by in vitro culture, 

using different culture media. The commercial sample (cultivated) gave the highest 

energetic contribution and PUFA contents due to the contribution of linoleic acid, as 

also of phenolic compounds; the wild sample from oak forest gave the highest levels of 
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organic acids. Mycelia samples showed to have higher levels of glucose, tocopherols 

and antioxidant activity. Particularly, PACH medium proved to be better for glucose 

production, PDA, PACH and FAD for β- and -tocopherols, complete MMN for 

phenolic compounds and incomplete MMN for antioxidant properties. Overall, in vitro 

culture could be explored to obtain bioactive compounds from macrofungi for industrial 

applications, controlling environmental conditions to produce higher amounts of these 

compounds and to overcome the diversity in chemical composition observed in samples 

collected in different habitat. 

 

KEYWORDS: Lepista nuda; Mushroom; Mycelium; Chemical compounds; 

Antioxidant properties 

 

 

 


