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Resumo

Os cogumelos sao dos fungos mais apreciados atualmente a nivel mundial. Sdo descritos
como “todo o fungo que apresenta um corpo de frutificacao distinto, sendo grande o
suficiente para ser visto a olho nu e coletado manualmente”. Os cogumelos, geralmente,
apresentam um teor elevado de proteinas, carbohidratos, fibras, e baixo de lipidos, o que
tem gerado um maior interesse geral nestes fungos, dadas as suas possiveis aplicacoes
médicas e o seu elevado valor biologico.

Os cogumelos Amanita ponderosa sao uma espécie de cogumelos que cresce
essencialmente na Peninsula Ibérica e na zona Mediterranea. Sdo altamente dependentes
do tipo do solo e das condicGes ambientais em que se desenvolve, sendo muito apreciados
gastronomicamente, dado o seu elevado consumo pela populagao rural e o seu valor
comercial.

As amostras de cogumelo Amanita ponderosa usadas neste estudo foram provenientes da
zona do Fundao, e o seu extrato aquoso preparado laboratorialmente. Esta espécie foi
estudada com o propoésito de avaliar as interagcoes das proteinas do Leite (Caseinato de
Soédio e proteina do Leite — leite reconstituido) com o extrato aquoso desta espécie de
cogumelo, e assim verificar se ocorrem alteracoes estruturais nas proteinas, que possam
potenciar ou provocar reacoes adversas nos seus consumidores. Com essa finalidade foram
usadas algumas técnicas espectroscopicas, como a Espectroscopia de Infravermelhos com
Transformada de Fourier (FTIR) e a Espectroscopia de Fluorescéncia, de modo a avaliar
essas possiveis alteracoes estruturais. Através destas duas técnicas observou-se que a
amostra isolada de extrato de cogumelo nio apresenta vestigios da presenca de proteinas.
Com base no estudo de FTIR, nas amostras de extrato que interagem com amostras
proteicas, quer com caseinato de s6dio, quer com leite reconstituido, denotou-se uma maior
estabilidade estrutural em amostras de proteinas mais concentradas, enquanto nas
amostras com maior concentracdo de extrato de cogumelo se observa uma maior
instabilidade estrutural da proteina. Por outro lado, segundo o estudo de fluorescéncia, nas
amostras com variacao da concentracao de proteina, verifica-se que a fluorescéncia detetada
€ maior, quanto maior a concentracao da proteina. J4 no que respeita a amostras em que se
verifica uma variacao da concentracdo do extrato de cogumelo, a fluorescéncia detetada é
tanto maior, quanto menor a concentracao de extrato nas amostras.

Assim, foi possivel verificar a interferéncia de proteinas do leite na ingestao de cogumelos
em conjunto com alimentos com esse tipo de proteina. Também se verificou que o extrato

de cogumelo funciona como quencher de fluorescéncia.
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Abstract

Mushrooms are among the most prized fungi in the world today. They are described as “any
fungus with a distinctive fruiting body, large enough to be seen by the naked eye and
collected by hand”. Generally, these fungi are high on protein, carbohydrates, fibers and low
on lipids, which has led to an increased general interest on them, given its possible medical
application and its high biological value.

Amanita ponderosa mushrooms are a specie of mushrooms that grow mainly on the Iberian
Peninsula and in the Mediterranean area. They are extremely dependent on the type of soil
and environmental conditions in which they grow in. Mushrooms are indeed a very
appreciated delicacy given by the rural population which has increase their commercial
value.

The Amanita ponderosa mushroom samples, used in this study, were collected at Fundao,
and its aqueous extract was prepared in the laboratory. This specie was studied with the
purpose of analyzing the interactions of milk proteins (Sodium Caseinate and Milk Protein
- reconstituted milk) with the aqueous extract of this mushroom specie. Thereby, we can
verify if there are structural alterations in the proteins, which may enhance or cause adverse
reactions in its consumers. For this purpose, spectroscopic techniques such as Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Fluorescence Spectroscopy were used.
Through these two techniques, we could observe that the isolated mushroom extract sample
shows no traces of the presence of the proteins. Based on the FTIR-ATR, in the extract
samples interacting with protein samples, either with sodium caseinate or with
reconstituted milk, a greater structural stability was denoted in more concentrated protein
samples, while in the samples with higher concentration of mushroom extract a greater
structural instability of the protein was observed. On the other hand, in the fluorescence
study, we could determine a proportional measure: more protein concentration, more
fluorescence detected. Regarding the samples with varying protein concentration, we
observe the opposite: more fluorescence detected, less extract founded.

Therefore, it was possible to verify the interference of milk proteins in the ingestion of
mushrooms in aggregation with food containing such protein. It was also noted that the

mushroom extract functions as a fluorescence quencher-.
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Capitulo 1

Introducao

Os Fungos sao organismos eucariotas pertencentes ao reino Fungi, no qual se incluem os
microrganismos como as levedura e bolores, e também os cogumelos, que sdo os fungos
mais comuns (Mizuno,1995). Normalmente, os cogumelos sao organismos multicelulares
que carecem de clorofila, e sem capacidade de produzir os seus proprios alimentos, pelo que
necessitam de absorver nutrientes da matéria organica em decomposicao (saprofitas) ou
através de organismos vivos (parasitas) (Barceloux, 2008).

O Reino Fungi encontra-se dividido em seis Filos: Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia, e Zygomycota, incluindo-se nestes
grupos uma grande variedade de organismos, de unicelulares a multicelulares. Os
cogumelos, que pertencem ao Filo Basidiomycota, sdo considerados macrofungos ou
fungos superiores, isto é, caracterizam-se por produzirem estruturas reprodutoras que sao
claramente visiveis a olho nu (Barceloux, 2008).

Num sentido mais alargado, o cogumelo foi definido como sendo “um macrofungo com um
corpo frutifero distinto, que tanto pode ter uma germinacdo epigea como hipogea, e
suficientemente grande para ser visto a olho nu e ser colhido a mao” (Chang & Miles, 1992).
Assim, os cogumelos nao precisam de apresentar as caracteristicas mais habituais, como
pertencerem ao Filo Basidiomycota, aéreos, carnudos e comestiveis; mas podem por outro
lado, pertencer ao Filo Ascomycota, crescer no subsolo, apresentar uma textura nao-fibrosa
e nao comestiveis (Chang, 2008). Esta definicdo pode ser aceite como base para estimar o
numero de cogumelos presentes na Terra (Hawksworth, 2001).

Um cogumelo, como o vemos a olho nu, é apenas a parte visivel e reprodutora de um
organismo, sendo o ciclo de vida dos cogumelos (figura 1) um ciclo rapido, no qual se verifica
a formacao de esporos, fundamentais para a reproducao dos cogumelos. Estes esporos sao
produzidos e libertados quando as condigbes ambientais (humidade, temperatura e
nutrientes) sdo as ideais permitindo a germinacao das hifas (Stamets, 1993). Estas sao
filamentos muito finos, que no seu conjunto se designam de Micélio, sendo que o processo
de transformacao dos esporos em micélio pode demorar alguns dias (Barceloux, 2008;
Chang & Miles, 2004). O Micélio pode aglomerar-se e formar uma rede miceliana, que
permite colonizar o substrato e obter nutrientes importantes para o seu crescimento. E
também no Micélio que, apds reunidas algumas condic¢des essenciais (a secre¢ao de enzimas

digestivas; a absorcao de nutrientes através das paredes celulares), é possivel ocorrer a
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diferenciacdo das estruturas resultantes da aglomeracdo das hifas, com o objetivo de
producdo de esporos. Essas estruturas obtidas do processo de aglomeracdo, que
vulgarmente chamamos de cogumelos, sdo denominadas de espor6foro ou corpo frutifero
(Barceloux, 2008; Baptista-Ferreira, 2013).

O Micélio vai absorvendo energia necessaria para se reproduzir, o que permite que este gere
novas hifas a superficie. Estas hifas desenvolvem-se formando os corpos de frutificacao
(estruturas complexas formadoras de esporos), sendo a sua aparéncia afetada pelas
condicOes ambientais, tais como humidade e temperatura. O tamanho, a forma, a cor e o
exame microscopico dos esporos sao alguns dos parametros que ajudam na correta

identificacdo das espécies de cogumelos (Chang e Miles, 2004).

Kﬁerminac&o
Cruzamentos

: i das Hifas
y, Compativeis

Libertacgao dos
Esporos

i

Formacgdo
das
Primérdias

R

Desenvolvimento do Corpo Frutifero de um Cogumelo

Figura 1 - Ciclo Bioldgico de um Cogumelo (Adaptado de Stamets, 1993).

1.1. Descricao Taxonémica

1.1.1. Género Amanita

O Género Amanita, um dos mais conhecidos da ordem Agaricales, é um género de
cogumelos, que inclui a maioria dos cogumelos téxicos para o ser humano, e dos quias 900
a 1000 espécies diferentes ja foram descritas (Tavassoli et al., 2019). Estas espécies sao
muito importantes para o Homem, uma vez que podem ser comestiveis, porém em alguns
casos podem ser venenosas €, eventualmente letais (Shi et al., 2011; Salvador et al., 2018),

sendo responsaveis por 90 a 95% das intoxicagoes por ingestao de cogumelos (Garcia et al.,
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2015a; Tavassoli et al., 2019). Os principais cogumelos deste género encontram-se

indicados na tabela 1.

Tabela 1 — Principais cogumelos do género Amanita (Enjalbert et al., 2002; Garcia et al., 2015a; Tavassoli et
al., 2019).

Principais cogumelos do género Amanita

Amanita bisporigera Amanita decipiens
Amanita hygroscopica Amanita ocreata
Amanita muscaria Amanita nauseosa
Amanita phalloides Amanita smithiana
Amanita suballiacea Amanita tenuifolia
Amanita thiersii Amanita verna
Amanita virgineoides Amanita virosa

A possivel letalidade dos cogumelos venenosos encontra-se associada aos diferentes
ciclopéptidos presentes e, em especial, a amatoxina. Esta toxina, proveniente da familia de
octapéptidos biciclicos, é produzida por algumas espécies de cogumelos (filo
Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem Agaricales) (Sgambelluri et al., 2014).
Apresenta uma massa molar de, aproximadamente, 900 g/mol (Garcia et al., 2015a), sendo
mais abundante no chapéu (figura 5) do cogumelo (Garcia et al., 2015b). A composicao do

grupo de amatoxinas, bem como as suas estruturas, sao apresentadas na figura 2.

Ry Composto R1 R2 R3 R4 R5

Jx a-amanitina (AA) CH,.OH OH NH, OH OH

H:-T/ ; R Amaninamida CH.OH OH NH, H OH

HH ";J\E/" “leﬂ . {ﬂ y-amanitina (GA) CHj, OH NH, OH OH

e T,ﬁg I\B-.. \‘”.“ Amanulina CH; H NH, OH OH
\_ o;:s..-ffx H F}l }\\ Proamanulina CH, H NH, OH OH
0'*|\ | 'ﬁ,-"‘;“fa* 114;-' B-amanitina (BA) CH.OH OH OH OH OH

}\ )HHNHAM_HJ,N; o Amanina CH.OH OH OH H OH

o/ L e-amanitina CHj, OH OH OH OH

By Acido amanulinico CHj H NH, OH H

Figura 2 — Composicao e estrutura da familia das Amatoxinas, toxinas presentes nos cogumelos venenosos
(Garcia et al., 2015a).

Esta toxina liga-se e inibe a RNA polimerase II, enzima vital na sintese de mRNA,
microRNA, e de pequenos RNA nucleares, o que provoca uma interrupcao da sintese de
proteinas e, consequentemente, a morte celular (Tavassoli et al., 2019). Esta inibicao, aliada
a sua grande resisténcia ao calor e ao trato digestivo, e a sua captacao intestinal e celular
ativa, permite considerar as amatoxinas como as principais agentes responsaveis pelo

envenenamento humano, por intoxicacdo com cogumelos venenosos (Sgambelluri et al.,
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2014; Garcia et al., 2015a). Os sintomas mais frequentes dessa intoxicacdao incluem a
insuficiéncia hepatica aguda, havendo, em casos mais graves, a necessidade de se proceder
a um transplante hepatico (Sgambelluri et al., 2014; Tavassoli et al., 2019). Além das
consequéncias graves que podem ocorrer a nivel hepatico, também se podem verificar
insuficiéncia renal aguda, pelo que é muito importante que o paciente receba uma rapida
terapia, caso contrario, a taxa de mortalidade ¢é elevada (Shi et al., 2011). Ha casos, como
nas intoxicacoes por ingestao dos cogumelos Amanita muscaria e Amanita pantherina, que
contém o acido iboténico e o muscimol, substancias que produzem efeitos alucinogénicos
além da insuficiéncia renal aguda (Tavassoli et al., 2019).

Por outro lado, sao também detetadas outras toxinas importantes nestes cogumelos, as
falotoxinas e, em alguns, as virotoxinas. As falotoxinas sdo uma classe pertencente aos
heptapéptidos biciclicos, que se ligam a F-actina. Esta ligacdo estabiliza os filamentos de
actina e evita a despolimerizacao de microfilamentos, perturbando a correta funcao do
citoesqueleto, sendo entdo as responsaveis pelo bloqueio da despolimerizacdo de F-actina
(Enjalbert, et al. 1992; Garcia et al., 2015a). Esta forte ligacao a F-actina influencia a sua
reduzida contribuicdo para a toxicidade, uma vez que nao ocorre absorcdo no trato
gastrointestinal (Tavassoli et al., 2019). E na volva (figura 5) que esta toxina se apresenta
em quantidades mais elevadas (Garcia et al., 2015b). A constituicao do grupo relativo a estas

toxinas e as suas estruturas sdo observadas na figura 3.

. . R1 -__\\ ﬂ/‘ ] Composto R1 R2 R3 R4 R5
N~ H< Falisina (PHS)  OH OH CHj, CH; OH
N N Faloidina (PHD) OH H CH,4 CH; OH

0 { .'5 / l\j NH Faloina H H CH,4 CH; OH
{_,H\HF \ \ /"‘*Ra Profalina H H CHj CHjy H
) N CNH_ Sy Falisacina OH OH CH(CH3). COOH OH
Re w o T H Falacidina(PCD) OH H  CH(CHy)» COOH OH
o' R Falacina H H CH(CH3), COOH OH

Figura 3 — Composicao e estrutura da familia das Falotoxinas, toxinas presentes nos cogumelos venenosos

(Garcia et al., 2015a).

As virotoxinas, presentes em alguns cogumelos, sdo péptidos monociclicos, com uma
estrutura e atividade biol6gica muito idéntica a das falotoxinas, o que sugere que ambas
compartilham vias precursoras comuns, ou seja, derivam biossinteticamente de falotoxinas
(Garcia et al., 2015a; Tavassoli et al., 2019). Estes dois tipos de toxinas sdo muito idénticos,
uma vez que ambos apresentam efeitos toxicos limitados apds exposicao oral, e a nivel
molecular, ambas interagem com a F-actina, o que vai impedir a despolimerizacao de
microfilamentos, e por consequéncia afeta o adequado funcionamento do citoesqueleto

(Garcia et al,, 2015a; Tavassoli et al., 2019). Porém, as virotoxinas interagem

4
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molecularmente com a actina de forma mais fraca que as falotoxinas, ja que apresentam
uma estrutura mais flexivel e, ainda, a existéncia de dois grupos hidroxilos adicionais, o que
pode provocar uma reatividade diferente destas toxinas (Garcia et al., 2015a). A composicao

e as estruturas do grupo de virotoxinas sao apresentadas na figura 4.

. SHom Composto X R1 R2
D_’?— ~ _H - '_,J'-___ n ) I.-'—(' .
L7 _'(\ oH Alaviroidina SO2 CH3 CH,4
HN j},-/““m =0
of  x < 1) Viroisina SO2  CH20H CH(CH3)2
] y . o |
HO—-.{” ™~ . " R, Desoxiviroisina SO CH20H CH(CH3)2
| S— .0 24
e ":T — T Viroidina SO2 CH3 CH(CH3)2
cHon Y e
{—om Desoxiviroidina SO CH3 CH(CH3)2

Figura 4 — Composicdo e estrutura da familia das Virotoxinas, toxinas presentes em alguns cogumelos
venenosos (Garcia et al., 2015a).

Apesar das falotoxinas e das virotoxinas agirem mais rapidamente que as amatoxinas, estas
sao muito mais toxicas (10 a 20 vezes mais), e por esse motivo s3o as principais responsaveis
pelas fatalidades que podem ocorrer. A principal propriedade fisico-quimica de grande
parte destas toxinas € a sua elevada resisténcia ao calor e aos processamentos alimentares,
como o fritar ou grelhar, pelo que nao sao eliminadas completamente mesmo apos os
cogumelos serem cozinhados. Destacar também que a a¢io destas toxinas, no ser humano,
pode durar entre 10 a 15 horas (Tavassoli et al., 2019). Por isso, como forma de combater
estas intoxicacoes, é importante uma rapida e adequada identificacdo dos cogumelos
Amanita, para um melhor diagnoéstico da intoxicacao e, posterior, extracao dessas toxinas
(Shi et al., 2011). A forma mais convencional de identificacao de cogumelos baseia-se na
morfologia do corpo frutifero e dos esporos. No entanto, ndo apresenta as caracteristicas
quimicas que permitam um melhor uso e colheita dos cogumelos (Liu et al., 2006). A
importancia dessas caracteristicas distintivas é ainda maior, uma vez que existem varias
espécies morfologicamente semelhantes, o que pode provocar confusdes durante a sua
colheita. Por exemplo, a espécie Amanita ponderosa (comestivel) é muito semelhante a
Amanita boudieri (tbxica), e as espécies Amanita phalloides e Amanita verna, ambas
mortais. Estes enganos sdo mais suscetiveis de acontecer em estagios mais jovens, isto é,
quando os cogumelos nao se apresentam completamente maturados, essencialmente
quando o seu corpo frutifero ainda se encontra totalmente envolvido pelo seu véu universal
(Baptista-Ferreira, 2013). Por isso, é de especial importancia uma adequada distincao de
espécies de cogumelos, mesmo que pertencam ao mesmo género, dadas as semelhancas

entre espécies comestiveis e venenosas (Meenu & Xu, 2019).
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1.1.2.  Espécie Amanita ponderosa Malecons & Heim

A espécie de cogumelo Amanita ponderosa, vulgarmente chamada de Silarca, Tortulho ou
Miscaro em Portugal e Gurumelo em Espanha, é um cogumelo grande, selvagem e
comestivel (Salvador et al., 2018). Taxonomicamente falando, esta espécie pertence ao

Género Amanita, sendo as restantes categorias taxondmicas observadas na tabela 2.

Tabela 2 — Classificacdo da espécie Amanita ponderosa.

Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Classe Agaricomycetes,
Ordem Agaricales
Familia Amanitaceae
Género Amanita
Espécie Amanita ponderosa

Esta espécie foi descrita pela primeira vez em 1942, por Malencon & Heim. E uma espécie
muito abundante no sudoeste da Peninsula Ibérica (Salvador et al., 2012). Em Portugal, foi
detetada pela primeira vez na Serra de Monchique (Moreno-Rojas et al., 2004), e
atualmente, é mais predominante em Espanha (Andaluzia), em Portugal (regides do
Alentejo interior e Tras-os-Montes, e no Distrito de Castelo Branco), em Marrocos, e mais
raramente, em Italia (Salvador et al., 2013; Baptista-Ferreira, 2013).

A nivel da descricdo estrutural da espécie em estudo, apresenta varias caracteristicas
importantes, destacando-se as varias estruturas, quer macroscopicas, quer microscopicas,
que é possivel observar na figura 5. A espécie Amanita ponderosa é caracterizada por
possuir um grande e robusto corpo de frutificacido (Basidiocarpo), estrutura responsavel
pelo suporte dos basidios, que sdo as células produtoras de basidiosporo, isto €, esporos
produzidos sexualmente por fungos do filo Basidiomycota (Salvador et al., 2013).

A nivel macroscopico, pode verificar-se uma grande variedade de estruturas que ajudam na
identificacdo desta espécie. O seu chapéu (ou pileo) apresenta um diametro variavel e a sua
morfologia modifica-se ao longo dos diferentes estdgios de desenvolvimento. Assim,
quando jovem é hemisférico, e quando maduro apresenta uma morfologia plano-convexa,
com uma ligeira depressdao no centro (Moreno-Rojas et al., 2004). A beira do chapéu é
curvada para dentro com a possibilidade apresentar o que resta de um véu parcial. O

himénio, nesta espécie, é constituido principalmente por laminas largas, apresentando uma
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coloracao esbranquicada quando jovens, passando a rosa ou acastanhada com a maturidade
ou se a estrutura estiver seca (Salvador et al., 2013). O seu pé (ou estipe) é cilindrico,
variando entre o parcialmente liso a ligeiramente fibriloso. A sua cloracao é mais palida do
que a do chapéu. O anel visivel é pouco claro, normalmente é quebrado pelo crescimento do
corpo de frutificacdo, sendo que o que resta deste cerca o pé sob a forma de pequenos fios,
sendo pouco definido e fugaz (Salvador et al., 2012). Na base do pé é possivel detetar uma
estrutura membranosa persistente e espessa, a volva, que tem a capacidade de se apresentar
sob uma forma saciforme (sob a forma de saco), tendo uma coloracao igual ao resto do corpo
de frutificacdo. Por fim, a “carne” € muito compacta e firme, variando a sua coloracao com
o contacto com o ar, passando de branca a rosada, tendo como propriedades organoléticas,
o sabor pungente e o odor a terra himida (Moreno-Rojas et al., 2004).

Quando se estudam estes cogumelos ao microscopio, podem-se observar trés estruturas
primordiais: o basidio, a cuticula e os esporos. (Salvador et al., 2013). Os basidios sao
tetrasporicos claviformes (sob forma de clave), apresentando esporos amiléides elipticos,
lisos e transparentes, com um apiculo lateral. Os esporos, apresentam uma coloragao branca
quando frescos e creme quando secos, podendo encontrarem-se espalhados ou
aglomerados. A cuticula é lisa, de cor creme quando jovem, tornando-se castanha-

avermelhada com o amadurecimento e/ou por danos fisicos (Moreno-Rojas et al., 2004).

\
Cuticula
Chapéu ou
Pileo —
‘ Himénio
A/ . Pé ou Corpo de
Esporos Estipe Frutificacéo
Anel (Basidiocarpo)
Volva
Hifas \ 7
n'g
Micélio
Figura 5 — Componentes estruturais de um cogumelo. (Adaptado do sitio:

https://melbournechapter.net/explore/drawing-mushroom-fungus/#gal_post_5060_acid-drawing-
mushroom-5.png . Acedido no dia 12 de outubro de 2020).

Os cogumelos apresentam relacoes simbioticas, e no caso dos cogumelos Amanita
ponderosa, estes apresentam-nas com azinheiros e sobreiros (Salvador et al., 2013). Os
cogumelos sdo seres que nao conseguem produzir o seu proprio alimento, pelo que
absorvem o mesmo através destas relagcdes simbioticas e através da decomposi¢do da
matéria organica (Barceloux, 2008). De referir ainda, que a espécie Amanita ponderosa

exibe um habito semi-hip6geo, uma vez que, nos primeiros estagios de desenvolvimento
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cresce subterraneamente, acabando por emergir parcial ou totalmente, ap6s a expansao do

chapéu (Salvador et al., 2013).

1.2. Atividade Biolo6gica dos Cogumelos

Nos tltimos anos, tem-se verificado um aumento do interesse nas propriedades medicinais
dos cogumelos que ajudam o organismo a combater e a prevenir doencas, estimando-se que
das 14000-15000 espécies de cogumelos conhecidas, apenas 10 a 15% sejam conhecidas
(Hawksworth, 2001; Lindequist et al., 2005). Das espécies conhecidas calcula-se que cerca
de 700 possuam propriedades medicinais, mas estima-se que existam outras 1800 com
potenciais atributos medicinais (Chang & Miles, 2004). Os cogumelos medicinais nao tém
um proposito culindrio, mas contém componentes bioativos com grande aplicagido
medicinal (Cheung, 2010; Salvador et al, 2018). Estes cogumelos sdo denominados de
cogumelos nutracéuticos, tendo sido definidos como um “suplemento dietético que fornece
uma forma concentrada de um presumivel agente bioativo de um alimento, apresentado em
matriz nao alimentar, e usado para melhorar a satide em niveis de dosagem superiores aos
que poderiam ser obtidos a partir de alimentos normais.” (Zeisel, 1999). E usado para
descrever uma classe de compostos que sao extraidos do micélio ou do corpo de frutificacao
do cogumelo, incorporando as caracteristicas nutricionais e medicinais de ambas as
estruturas (Chang & Buswell, 1996). Normalmente, é consumido sob a forma de capsula ou
comprimidos (Chang & Miles, 2004). Estudos reportaram as propriedades medicinais em
cogumelos comestiveis, como propriedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-tumorais
e/ou anti-hiperglicémicas (Kaewnarin et al., 2016). Com efeito, os cogumelos sdo muito
ricos em antioxidantes, o que pode impedir danos causados por radicais livres e reduzir o
risco de doencas, sendo também usados como suplementos dietéticos, bem como alimentos
funcionais (Diplock et al., 1998; Salvador et al., 2015; Ganesan & Xu, 2018).

O estudo dos cogumelos tem evidenciado essas propriedades que os tornam produtos de
grande interesse para os consumidores, desde que se encontrem em boas condicoes e sejam
recolhidos adequadamente. Nos tltimos tempos, um crescente nimero de investigadores
tem vindo a verificar os efeitos positivos dos cogumelos nas mais diversificadas areas
cientificas: na atividade imunomodulatéria, antiviral e anti-tumoral (Borchers et al., 1999;
Borchers et al., 2004; Moradali et al., 2007); na atividade antidiabética (Kim et al., 2005;
Kaur et al., 2015); com potencial antioxidante (Cheung et al., 2003; Puttaraju et al., 2006;
Barros et al., 2007; Ribeiro et al., 2008a); na atividade antibacteriana (Suay et al., 2000;
Shittu et al., 2005; Adams & Frostick, 2008; Alves, et al., 2013); nos efeitos anti-obesidade

(Zhang et al., 2012a; Amin et al.,, 2012; Ganesan & Xu, 2018); e na atividade anti-
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inflamatoria (Elsayed et al., 2014; Taofiq et al., 2015; Taofiq et al., 2016). Destacam-se
também alguns estudos (Lindequist et al., 2005; Friedman et al., 2016; Cor et al., 2018) que
abordam algumas destas areas em conjunto.

Relativamente ao cogumelo Amanita ponderosa destacam-se os seguintes estudos:
avaliacao dos efeitos que o meio ambiente pode provocar nestes cogumelos (Moreno-Rojas
et al., 2004); do potencial destes cogumelos como fonte de novos compostos
hipercolesterémicos (Gil-Ramirez et al., 2011); estudo da inibicdo da atividade da lipase
pancreatica provocada pelos cogumelos (Palanisamy et al., 2012); a modelagem de dados
moleculares e inorganicos, desta espécie de cogumelos, usando redes neuronais artificiais
(ANN, Artifical Neuronal Networks) (Salvador et al., 2013); o estudo que se baseia na
caracterizacdo dos polissacaridos ligados a proteinas bioativas (complexos proteina-
polissacarideos - PPS) produzidas por culturas de cogumelos Amanita ponderosa (Salvador
etal., 2015); por fim, um estudo que efetuou a analise da composicao inorganica dos corpos

de frutificacdao dos cogumelos Amanita ponderosa (Salvador et al., 2018).

1.3. Consumo

Os cogumelos comestiveis sao muito apreciados gastronomicamente, tendo um elevado
potencial de exportacao (Salvador et al., 2012). Além disso, o seu interesse tem aumentado
devido a sua importancia a nivel nutricional e medicinal (Ribeiro et al., 2008b). Os
cogumelos sao considerados um alimento saudavel porque apresentam um baixo contetido
de gorduras e colesterol, fornecendo um baixo nivel de energia (360-419 kcal/Kg). No
entanto, s3o uma fonte importante de proteinas minerais, de compostos de alto valor
biologico (vitaminas) e gliucidos, contribuindo para o fornecimento de micro e
macronutrientes (Chiocchetti et al., 2019; Gémez-Flores et al., 2019). Este aumento de
interesse e, consequentemente, consumo deve-se principalmente a trés caracteristicas
essenciais: as propriedades organoléticas (palatabilidade), a sua composicao quimica; e as
suas propriedades medicinais. Relativamente as propriedades organoléticas dos cogumelos
comestiveis, estes apresentam algumas caracteristicas, como cor, paladar, textura, sabor e
odor, que os tornam atrativos para consumo humano (Salvador et al., 2013; Ganesan & Xu,
2018). Relativamente a composicao quimica estes apresentam um elevado valor nutricional
uma vez que, apresentam algumas caracteristicas importantes com impacto no corpo
humano e protegem de doencas. Esta composi¢do e, por conseguinte, o contetdo
nutricional dos cogumelos varia de acordo com fatores como: a espécie e o seu grau de
maturacao; a regiao, época do ano e tipo de solo onde se desenvolve (Gomez-Flores et al.,

2019); a existéncia de plantas parasiticas nas areas circundantes, e parametros
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meteoroldgicos, como a temperatura e precipitagao (Meenu & Xu, 2019). Os principais
componentes dos cogumelos constam da tabela 3 (Chang e Miles, 2004; Salvador et al.,
2013).

Tabela 3 — Principais Componentes dos Cogumelos (Salvador et al., 2013; Chang e Miles, 2004).

Conteudo Elevado Conteudo Reduzido
Proteinas
Aminoécidos Lipidos
Fibras Dietéticas Glacidos
Vitaminas Minerais (cu, zn, Mn, Mo, Cd)

Minerais (x, P, Na, Ca, Mg)

Relativamente aos lipidos, verifica-se a presenca de varias classes de compostos lipidicos,
como acidos gordos livres; mono-, di-, triglicerideos; esterodis, ésteres de esterois e
fosfolipidios, nos cogumelos comestiveis. Nestes cogumelos detetam-se também &cidos
gordos insaturados, em especial, o acido linoleico, essencial para a nossa dieta. Além disso,
apresentam uma concentracao baixa de acidos gordos saturados, prejudiciais para a saude
(Chang e Miles, 2004).

A nivel dos glacidos, existem dois tipos: os digeriveis e os nao-digeriveis. No grupo dos
glacidos digeriveis apresentam-se compostos como a glicose, o manitol e o glicogénio. A
baixa presenca de glicose e a alta de manitol é benéfica para os diabéticos, e também o facto
de os cogumelos serem uma fonte reduzida de energia, favorece a perda de peso (Cheung,
2010; Ganesan & Xu, 2018). Os nao digeriveis incluem oligossacarideos, como a treolose, e
os polissacarideos nao-amilaceos (PNA), como a quitina e os B-glucanos. Os PNAs sao a
maior porcdo de glicidos presentes nos cogumelos, e também podem ser considerados
como fibras dietéticas, o que acarreta beneficios para os seres humanos (Cheung, 2010). A
fibra é uma peca-chave para uma dieta equilibrada e saudavel. A sua presenca nos
cogumelos torna-os uma importante fonte de fibras alimentares, constituidas
principalmente por fibras insolaveis (a quitina e os f-glucanos) (Chiocchetti et al., 2019).
No entanto, o seu teor é variavel, existindo cogumelos que apresentam baixo teor, como os
casos dos Tremella fuciformis (1,4%DW), Tricholoma giganteum (4,5%DW), e Boletus
edulis (8% DW), em contrapartida com os cogumelos Tuber melanosporum (27,9%DW) e
Ganoderma tsugae (73,4%DW), que apresentam um teor de fibras mais elevado (Cheung,
2010). Em geral, 100g de cogumelos frescos fornecem 5% a 25% de ingestao diaria
recomendada (IDR) de fibra dietética (Manzi et al., 2001).

O teor de proteina em cogumelos comestiveis é dependente da espécie e do estagio de
desenvolvimento do corpo frutifero, variando entre os 15% e os 35% do seu peso seco

(Cheung, 2010). Os aminoacidos sdo um indicador importante de valor nutricional, uma vez
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que alguns contribuem para o sabor muito atrativo dos cogumelos, o que os torna cativantes
para consumo humano (Ribeiro et al., 2008b). Além disso, aminoacidos essenciais como a
lisina, metionina, triptofano, treonina, valina, leucina e fenilalanina encontram-se
presentes na maioria das espécies de cogumelos comestiveis (Meenu & Xu, 2019). Este tipo
de cogumelo é considerado uma importante fonte de vitaminas, destacando-se o elevado
teor de vitaminas do complexo-B, principalmente a riboflavina (B2) e a niacina (B3),
também se detetando, na maioria dos cogumelos, vestigios de outras vitaminas do mesmo
complexo, como a vitamina B1 (tiamina), B7 (biotina), e B12 (cobalamina), para além de
vitaminas C (acido ascérbico) e E (tocoferol) (Chang e Miles, 2004; Guillamén et al., 2010;
Salvador et al, 2018). Por outro lado, o ergocalciferol (vitamina D2), praticamente nao se
deteta, detetando-se sim um dos seus precursores, o ergosterol (Provitamina D2), que na
presenca de radiacao UV da luz solar é convertido em vitamina D2 (Cheung, 2010; Salvador
et al, 2018). Os cogumelos sao, assim, a tinica fonte ndo animal de vitamina D, estando por
esse motivo, muito enraizados na alimentacao das pessoas que nao ingerem produtos de
origem animal. Além deste precursor, também se detetaram vestigios de um outro, o -
caroteno, precursor da vitamina A (Guillamon et al., 2010).

Considerando os minerais presentes nos cogumelos, os que se encontram presentes no
substrato sao absorvidos pelo micélio e translocados para os esporoforos (Chang e Miles,
2004). Elementos minerais, como o Cadmio (Cd), Merctrio (Hg) e Cobre (Cu) acumulam-
se principalmente nos esporoéforos, sendo que elementos como o Chumbo (Pb) e o Ferro
(Fe) se acumulam principalmente no substrato. Ja outros minerais, como o Zinco (Zn) e o
Manganés (Mn), encontram-se em concentracoes semelhantes quer no esporoforo, quer no
substrato. Segundo Kalac e Svoboda, as maiores concentragoes destes metais ocorrem, em
geral, nos cogumelos cujos esporéforos sao mais jovens (Kalac & Svoboda, 2000). Outro
elemento importante é o Arsénio (As) presente em elevadas concentracdes nalguns
cogumelos. Também se apresenta sob uma grande variedade de formas quimicas e, até
mesmo, na sua forma inorganica (Arsenieto, As3*), a espécie mais toxica destes compostos
nos alimentos (Chiocchetti et al., 2019). Também presentes estao o Calcio (Ca), Fosforo (P),
Potassio (K), Magnésio (Mg) e Sodio (Na), havendo também outros elementos vestigiais,
como o Boro (B), Vanadio (V) e o Selénio (Se) (Vetter, 2005; Meenu & Xu, 2019).

A composicao mineral e organica dos cogumelos é variavel com o ecossistema onde o
cogumelo esta inserido. As concentragoes destes elementos toxicos podem ser altas mesmo
quando coletados em zonas nao contaminadas. Por exemplo, este pode acumular elevadas
concentragoes de alguns elementos toxicos, dadas as relagoes simbioticas que este realize
com algumas plantas nos seus habitats, sendo assim importante determinar o seu contetdo
inorganico, antes de uma eventual comercializacao (Salvador et al., 2012; Salvador et al,

2018; Chiocchetti et al., 2019). Também importante é a apropriada diferenciaciao e
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identificacdo dos cogumelos comestiveis dada a grande diversidade de cogumelos presentes
na natureza (Salvador et al., 2012).

Alguns cogumelos apresentam outros compostos quimicos na sua constituicao, como o caso
dos alcaloides. Num sentido mais amplo, os alcaloides sao definidos como “qualquer
composto quimico biologicamente ativo e heterociclico, que contém nitrogénios, podendo
apresentar alguma atividade farmacolégica, e em muitos casos, de uso medicinal”
(Aniszewski, 2007). A classificacdo dos alcaloides baseia-se nos aminoacidos dos quais
provém o seu atomo de nitrogénio (N) e parte do seu esqueleto (Aniszewski, 2007). Em
varios estudos tem-se verificado que a maior quantidade de alcaloides presentes nos
cogumelos, se encontram no Chapéu e no Pé (ou estipe) (Ribeiro et al., 2008). Em alguns
cogumelos, verificou-se a presenca de alcaloides e taninos, como no estudo de Dabbour e
Takruri. Estudo esse que indicou a possibilidade de os alcaloides poderem levar a necrose
hepatica, enquanto os taninos podem provocar a uma diminuicdo da absorcao de
aminoacidos e minerais, sendo letais quando a sua concentragao nos alimentos é superior a
2% (Dabbour e Takruri, 2002). Outro exemplo da presenca de alcaloides em cogumelos é o
caso da Muscarina, um alcaloide extremamente venenoso presente em cogumelos, como a
Amanita muscaria, que tem uma a¢ao semelhante & acetilcolina, ja que causa a inibi¢ao
cardiaca e a estimulacao do trato gastrointestinal (Chang e Miles, 2004).

Todos estes compostos bioativos sdo excelentes antioxidantes e agentes anti-inflamatoérios
benéficos para o Sistema Nervoso Central (SNC), coracdo, rim e figado, e podendo ainda
atuar como agentes quimiopreventivos e protegerem de doencas mais graves (como a
diabetes, doencas neurodegenerativas ou cardiovasculares) (Ganesan & Xu, 2018).

Como forma de determinar a qualidade dos cogumelos é importante ter em atenc¢ao alguns
parametros de qualidade, como, por exemplo, a perecibilidade dos cogumelos, ja que
Normalmente, sdo dos produtos alimentares mais pereciveis, com um tempo de vida til
maximo de 3 a 4 dias, a temperatura ambiente. Este facto deve-se aos cogumelos nao
possuirem uma cuticula que ofereca protecdo contra a perda de 4gua, ataques microbianos
e danos fisicos. A titulo de exemplo, os cogumelos podem ser facilmente danificados por
stress fisico durante a colheita, manuseio ou transporte do mesmo, o que vai desencadear
um processo de escurecimento das amostras de cogumelos colhidas, sendo a principal causa
de perda de valor econémico no mercado. Um outro parametro qualitativo é o periodo
decorrido entre a colheita e a entrega no mercado, sendo este muito importante para um
qualquer pais exportador de cogumelos (O’Gorman et al., 2010; Meenu & Xu, 2019). A
maioria dos produtores mistura cogumelos de alta qualidade com outros de qualidade
inferior, a fim de obter beneficios econémicos, sendo bastante dificil para a consumidor

comum conseguir distingui-los visualmente (Meenu & Xu, 2019).
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1.4. Classificacao

Os cogumelos podem ser classificados de trés formas distintas: uma é baseada na sua
aplicacao na vida humana, apos este se encontrar completamente maturado; outra, através
das suas caracteristicas anatémicas observadas a olho nu, e por fim, uma outra
classificando-os tendo em conta a sua importancia ecoldgica (Chang, 2008; Baptista-
Ferreira, 2013).

Analisando os cogumelos que, ap6s um periodo de crescimento e sob condi¢des favoraveis,
se encontrem completamente maturados, € possivel agrupa-los em trés categorias

principais, apresentadas na tabela 4.

Tabela 4 — Categorias dos cogumelos ap6s completa maturacio (Adaptado de Chang, 2008).

Categoria Caracteristicas Exemplos
P Apresentam a estrutura frutifera carnuda e Amanita ponderosa (figura 6)
Comestiveis P .
comestivel Tricholoma terreum
L Apresentam-se como fonte de compostos Ganoderma lucidum
Medicinais F . . .. .
biologicamente ativos de valor medicinal Lentinula edodes
Venenoso Apresentam substancias téxicas e causam grandes Amanita phalloides
danos quando ingeridos pelos seres humanos, Amanita verna

podendo provocar sérios problemas de satde

Figura 6 — Fotografias da espécie de cogumelos comestivel Amanita ponderosa, em diferentes estagios de
desenvolvimento.

Uma outra categoria que existe sdo os cogumelos comestiveis condicionais, que sao
venenosos na sua forma bruta ou apresentam um sabor amargo. Nestes cogumelos, ap6s o
cozedura, as substancias toxicas dissolvem-se na agua, tornando-se vidveis para consumo
humano. Outros cogumelos tornam-se comestiveis ap6s serem processados, por secagem,

imersao ou outros pré-tratamentos. E de salientar que alguns destes cogumelos apresentam
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um sabor agradavel (Govorushko et al., 2019). Para além destes, existem outros que ainda
nao foram corretamente identificados, ndo sendo possivel uma correta classificacao. Esta
classificacdo nao é unica, absoluta nem exclusiva, verificando-se casos em que os
cogumelos, para além de ser comestiveis, apresentam outras qualidades medicinais, que os

permitem ser agrupados em mais que uma destas categorias (Chang, 2008).

1.5. Proteinas do Leite

As proteinas do leite sdo, desde ha muito, conhecidas pelo seu valor nutricional elevado, boa
digestibilidade e o seu alto teor de aminoacidos essenciais (Hambraeus & Lonnerdal, 2003)
quando comparadas com as restantes proteinas, sendo, por isso, um elemento importante
na dieta humana, constituindo-se como uma fonte importante de nitrogénio e aminoacidos
essenciais (Sindayikengera et al., 2006). Estas proteinas sdo também os grandes
impulsionadores da formacao de estruturas em produtos lacteos (Corredig et al., 2019). Os
dois principais grupos proteicos do leite sdo as proteinas do soro e as caseinas, sendo que
estas ultimas representam cerca de 80% do total de quantidade proteica (Sarode et al.,
2016). Estes dois grupos sao isolados do leite através de dois tipos de precipitacdo: acida e
isoelétrica (Sindayikengera et al., 2006).

As proteinas do soro mais abundantes sao as a-lactalbumina (a- LA) e a B-lactoglobulina
(B-LG), que representam, respetivamente, 25 e 65% do total das proteinas do soro no leite
(Corredig et al., 2019).

As caseinas do leite sio o componente proteico mais importante ai existente, sendo
consideradas como uma familia de fosfoproteinas hidrofobicas. Estas contém entre 0,7 a
0,9% de fosforo, ligando-se covalentemente as proteinas através de uma ligacao serina-éster
(Sarode et al., 2016). A caseina é uma fonte rica de aminoacidos essenciais, excetuando a
cisteina, sendo por isso considerada como “proteina muito nutritiva” (Sarode et al., 2016).
Sao glicoproteinas fosforiladas com duas cisteinas, que se ligam por pontes de dissulfureto
intermoleculares. Apresentam também estruturas externas flexiveis, caracterizadas como
aleatorias, ao invés da maioria das proteinas, que apresentam estruturas secundarias e
terciarias definidas (Sirocic et al., 2016).

O principal papel dado as caseinas é a capacidade de ligacdo e de transporte de minerais,
em especial, de calcio e fosforo (Pereira et al., 2014). Estas proteinas nao sao soltveis em
adgua nem em meios pouco acidos, mas sdo dispersiveis em solucdes salinas neutras
(Chandra, 2015), sendo também proteinas flexiveis e termicamente estaveis
(Sindayikengera et al., 2006). De referir ainda que, estas proteinas ndo sao desnaturaveis,

uma vez que nao possuem estrutura terciaria (Belitz et al., 2009).
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As principais fragoes das caseinas sao: as-caseina, que representa 40% das caseinas, sendo
a Unica que sofre glicosilacao; as,-caseina, que representa 10%; [3-caseina, cerca de 35%; x-
caseina, que representa cerca de 15% (Sarode et al., 2016; Silva et al., 2019). Estas fracoes
adaptam a sua estrutura as mudancas ambientais, como o pH, forca idnica, temperatura ou
a presenca de enzimas, e agrupam-se de forma a originar agregados coloidais, designados
de micelas de caseinas (MC) (Corredig et al., 2019, Silva et al., 2019). Sao particulas porosas,
polidispersas e altamente hidratadas. Apresentam um didmetro médio de 200 nm, sendo
constituidas, basicamente, por moléculas de caseinas, agua e minerais, em especial os sais
de fosfato de célcio (Silva et al., 2019), que constituem entre 6% a 8% da massa total das
MC (Corredig et al., 2019).

As proteinas do leite sdo reconhecidas como uma das principais fontes de péptidos
bioativos. Apds o consumo de produtos lacteos, os peptideos com atividades fisiolégicas sao
libertados destas proteinas, por acdo de enzimas proteoliticas no intestino, e podem
influenciar os principais sistemas do organismo (Chandra, 2014). As caseinas dao origem a
varios peptideos bioativos, com varios beneficios na satitide humana, onde se incluem agoes
sobre os sistemas nervoso, cardiovascular, digestivo e imunoldgico. Estas devem-se a
capacidade antioxidante, imunomodulatéria, citomodulatéria, antitrombotica e anti-
hipertensiva dos diferentes peptideos bioativos (Phelan et al., 2009; Pereira et al., 2014).
Os peptideos bioativos sdo definidos como tendo uma atividade hormonal e/ou
farmacologica, que pode regular a funcao fisiologica através de interacoes de ligacdo a
recetores especificos em células-alvo, conduzindo a respostas fisiologicas especificas
(Fitzgerald & Murray, 2006).

Dadas as caracteristicas das caseinas nao é possivel o seu estudo especifico neste trabalho,
uma vez que as caseinas nao se dissolvem em agua. Por este motivo utiliza-se a fracao de
caseinas, obtidas a partir do leite reconstituido (leite em p6), bem como a forma de caseina
mais comum para utilizacao industrial, o caseinato de sodio. Este composto é uma mistura
das quatro fracoes da caseina, que formam complexos e agregados quando em solucao
(Singh et al., 2003), e que sao obtidos através de uma sequéncia de processos que sao

apresentados nas figuras 7 e 8.

LA S Precipitacao
Coagulagdo [ (85°-50°C)e— " (v (o
Separacao/ Acida pH 4,2-4,6 —I_
= Coagulacao 1° Decantacgio
E [ | (Um destes 20 Lavagem [— CASEINA
processos) Processo 2 Aquecimento s J 3%Decantacao
Eﬁ;?;%s;% o ] (65°C) | dacCaseina

Figura 7 — Processo de extragio de caseinas a partir do leite (Adaptado de Belitz et al., 2009).
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CASEINA Tratadas com '
(obtida na Solucdes de Aquecimento Secagem por
Separacao/Coagulacio —  Hidroxidos — (80°-90°C)e —{ Pulverizacdo — CASEINATO
p fl i gulac (NaOH ou pH6,2-6,7 (Spray)
o Leite) Ca(OH),)

Figura 8 — Processo de produgio de caseinato a partir da caseina (Adaptado de Belitz et al., 2009).

A extracdo de caseina, isto é, a separacao e coagulagio da caseina do leite (figura 7), pode
ser obtida através de dois processos de aquecimento: acidificacao do leite (pela adicao de
acidos ou através da fermentacao com 4acido lactico), ou a acdo de enzimas proteinases
(como a pepsina) (Belitz et al., 2009). Aquando da coagulacao 4cida do leite, se atingida a
temperatura de 35-50°C e pH 4,2-4,6, as caseinas acabam por precipitar e, apds processos
de decantacio e lavagem, permite obter a fracao de caseinas. Por outro lado, quando se opta
pelo processo enzimatico, a temperatura atingida é superior ao processo anterior, podendo
chegar aos 65°C (Belitz et al., 2009).

Para a producao de caseinato (figura 8), sao utilizadas dispersoes de caseinas obtidas a
partir da separacao e coagulacao do leite. Estas dispersoes sao tratadas com solucoes de
hidréxidos de sodio (NaOH) ou de calcio (Ca(OH).), a uma temperatura de 80-90°C e pH
6,2-6,7. Ao produto solubilizado é entao efetuada uma secagem por pulverizacao (spray),
sendo obtido o caseinato (Belitz et al., 2009).

Na tabela 5 apresenta-se a composicao tipica da caseina mais comum, acida, e a dos dois
tipos de caseinatos mais usados industrialmente, o de s6dio e o de calcio, através da qual se
podem comparar, com base em alguns parametros (humidade, proteina, cinzas, lactose,

gordura e pH).

Tabela 5 — Composigao dos principais produtos da Caseina (Adaptado de Sarode, et al., 2016).

Produtos de Caseinas

Parametros Caseina (Acida) Caseinato de Sodio Caseinato de Calcio
Humidade (%) 12,0 3,8 3,8
Proteina (%) 90,0 91,4 91,2
Cinzas (%) 2,5 3,8 3,6
Lactose (%) 1,0 0,1 0,1
Gordura (%) 2,0 1,1 1,1
pH 6,5-6,9 6,8-7,0

A nivel da composicao destaca-se o facto de as amostras de caseinato apresentarem um
menor teor de humidade que a caseina, devido a estes serem obtidos através de secagem
por pulverizacdo, e, por consequéncia, apresentam um maior teor de proteinas. Nas
amostras de caseinato realga-se o maior teor de cinzas e o menor de lactose e gordura,

quando comparada com a amostra de caseina (Sarode et al., 2016). As duas amostras de
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caseinato, de sodio e de calcio, apresentam diferentes composi¢oes minerais, destacadas na

tabela 6 (Sarode et al., 2016).

Tabela 6 — Composi¢do mineral dos principais produtos da Caseina (Adaptado de Sarode et al., 2016).

Minerais Caseinato de Sodio Caseinato de Célcio
Na (%) 1,2-1,4 0,1
Ca (%) 0,1 1,3-1,6
Fe (mg kg) 3-20 10-40
Cu (mg kg™) 1-2 1-2
Pb (mg kg™) <1 <1

A fracao de caseinas e os caseinatos tém diversas utilidades, quer alimentares, quer nao,
destacando-se a sua utilizacao alimentar no enriquecimento de alimentos em proteinas, na
estabilizacdo de certas propriedades fisicas de carnes processadas ou em medicamentos
dietéticos. Ja a nivel nao alimentar, sdo muito utilizadas no fabrico de colas impermeaveis,

no revestimento para papéis de melhor qualidade ou na industria téxtil (Belitz et al., 2009).

1.6. Técnicas Espectroscopicas

As principais técnicas espectroscopicas, como a de Infravermelho (IV), onde se integra a
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier usando Reflexdo Total
Atenuada (FTIR-ATR); e a de Fluorescéncia, sao técnicas muito utilizadas para estudar a
interacao ligando-proteina e a caracterizacao estrutural das proteinas, devido a algumas
caracteristicas importantes, como a sua elevada sensibilidade e reprodutibilidade. Estas
técnicas, baseadas em espectroscopia, estao relacionadas com a detecao e analise de
radiacdo transmitida pela amostra em estudo, em consequéncia da interacdo entre

moléculas e biomoléculas (Zhang et al., 2012b).

1.6.1.  Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho (IV) é uma das técnicas experimentais mais usadas para
a caracterizacdo estrutural das proteinas e péptidos e, também para a caracterizacao das
suas interacoes com as membranas lipidicas (Tatulian, 2019). A estimativa da composicao
da estrutura secundéaria é uma das mais importantes informacoes, obtidas por esta técnica,

para o estudo de uma proteina de estrutura desconhecida (Bunaciu et al., 2014). Esta
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espectroscopia é definida como a medicao da radiagdo IV emitida por um material ou
mistura em funcdo do nimero de onda (ou frequéncia), sendo o espectro de IV o grafico
resultante desta analise. Este espectro permite caracterizar a intensidade e forma das
diferentes bandas detetadas, sendo o nimero de onda expresso em centimetros reciprocos
(cm™) (Pavia et al., 2010). O nimero de onda é diretamente proporcional a energia de
radiagao eletromagnética, isto é, um maior o nimero de onda corresponde a uma maior
energia; mas por outro lado, é inversamente proporcional ao comprimento de onda (Pavia
et al., 2010).

Uma vantagem muito importante da espectroscopia FTIR para caracterizagio estrutural é
anao dependéncia do estado fisico da amostra, ou seja, as amostras podem ser prontamente
analisadas como solucées organicas, dispersoes nao homogéneas ou sélidos. Assim sendo,
as proteinas podem ser estudadas por espectroscopia de FTIR em todos esses estados fisicos
(Bunaciu et al., 2014). Esta técnica oferece outras vantagens adicionais como: uma maior
sensibilidade; permite determinar a orientacdo das proteinas ligadas a membrana; e a
inexisténcia de problemas ao nivel da dispersao de luz, que pode ocorrer noutros métodos
(dicroismo circular e fluorescéncia). A facilidade experimental, tempo de medicao curto,
baixa quantidade de amostra necessaria e o baixo custo envolvido, tornam este método
experimental muito utilizado para estudos estruturais (Barth, 2007; Tatulian, 2019). A
capacidade de todas as ligacoes polares contribuirem para a absorc¢ao infravermelha é um
ponto fundamental para a espectroscopia no IV, uma vez que, praticamente todas as
biomoléculas absorvem esta radiacao. No entanto, os espectros de moléculas maiores
apresentam bandas sobrepostas, o que dificulta a sua andlise, jA que muita da informacao
pode estar escondida sob as bandas de absorcao mais amplas e sem apresentar bandas
caracteristicas especificas (Barth, 2007).

A FTIR-ATR é uma técnica nao destrutiva, que permite a anélise rapida de uma gama
diversificada de amostras. Nao necessita de reagentes e apresenta alta produtividade, sendo
atil para caracterizagao estrutural de proteinas e polipeptideos (Yang et al., 2015).

A reflexdo total atenuada (ATR) é uma técnica experimental muito importante na
espectroscopia no IV, devido a ocorréncia da reflexao da luz num cristal de alto indice de
refracdo, denominado de elemento de reflexdo interna (IRE) (Ruysschaert & Raussens,
2018). Esta técnica é uma das poucas técnicas estruturais de baixa resolucao que permite
distinguir entre as conformacOes paralelas e antiparalelas da estrutura folha-f, muito
importantes para o estudo, por exemplo, de proteinas amil6ides. Os espectros obtidos sdao
complexos e permitem obter informacoes valiosas sobre as diferentes conformacoes
presentes na estrutura secundéria das proteinas, resultando em bandas de absorcdo
diferentes (O’Gorman et al., 2010; Bunaciu et al., 2014). A técnica de ATR apresenta

também outras vantagens, em especial para amostras bioldgicas e macromoleculares, como
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o facto de a amostra poder estar em contacto com a superficie e a possivel remoc¢ao do
excesso de agua (o sinal de agua liquida no espectro pode ser reduzido ou eliminado). Outra
vantagem importante é o facto de se trabalhar diretamente na superficie do IRE
(Ruysschaert & Raussens, 2018).

A gama de nimeros de onda, nos espectros, varia entre os 400 a 4000 cm™ (situada na
regiao mid-infrared - MIR), sendo dividida, normalmente, em quatro regioes. A primeira,
situada entre os 4000 e 1800 cm™, é associada a absor¢ao devido ao modo de estiramento
da ligacao do grupo hidroxilo; a segunda, registada entre os 1800 e 0s 1500 cm™, é associada
ao grupo carbonilo e a ligacdo dupla Carbono-Carbono; a terceira regido, entre os 1500 e
1200 cm, encontra-se associada de diferentes formas a proteinas, polissacarideos e lipidos.
Nesta terceira regiao encontram-se algumas bandas que sao caracteristicas de vibracoes e
deformacdes de ligacoes, como por exemplo: a deformacao das ligacoes CH. e CH; e a
vibracao de alongamento de COO (1458-1420 cm™); a ligacao de COH e deformacao de CH,
(1320cm™); e o estiramento de CO (1260-1236 cm™). A regiao situada entre os 1200 e 0s 700
cm?, é dominada por bandas de polissacarideos, onde as bandas normalmente fracas,
situadas entre os 950 e 750 cm™, sdo uteis na identificacao da configuracdo anomérica do
polissacarideo (Liu et al., 2006; Zhao, et al., 2006). A regido mais sensivel aos componentes
da estrutura secundaria da proteina é a regiao situada entre 1800-1500 cm™, sendo por isso
a regido espectral analisada ao longo deste trabalho. Nesta regido, a zona espectral mais
intimamente relacionada com cada elemento da estrutura secundaria das proteinas esta
situada entre os 1700 e 0s 1600 cm™, zona caracteristica da banda da amida I, banda esta
que se deve, em grande parte (cerca de 76%), as bandas de estiramento CO das ligacoes
peptidicas (Bunaciu et al., 2014, Tatulian, 2019). A restante parte deve-se as bandas de
estiramento da ligacdo CN (11%) e a deformacao da ligacdo CCN (8%) fora do plano, e a
banda de dobramento da ligacdo NH no plano (5%) (Barth, 2007; Pavia et al., 2010;
Tatulian, 2019). Por outro lado, a banda da amida II, situada entre 1580 e 1480 cm™, é mais
complexa do que a amida I, e deriva da banda de dobramento da ligacdo NH no plano (45%
da energia potencial) e da banda de estiramento da ligacdo CN (30%) (Pavia et al., 2010;
Yang et al., 2015; Tatulian, 2019). A restante percentagem encontra-se dividida entre a
banda de dobramento da ligacao CO (10%) e as bandas de estiramento da ligacdo CC (8%)
e NC (7%) (Barth, 2007; Pavia et al., 2010, Tatulian, 2019). A banda da amida III atribui-se
a regido espectral compreendida entre os 1350 e 1200 cm™ (Wang et al., 2019). A banda da
amida III e outras bandas vibracionais de amida (amidas A e B, e amidas IV, V, VI e VII, em
ordem decrescente de frequéncia) sao bandas muito complexas, e dependem de varios
fatores (o campo de forga, a natureza das cadeias laterais, e da ligacdo de hidrogénio), o que
as torna de pouca utilidade pratica para estudos conformacionais das proteinas (Carbonaro

& Nucara, 2010; Yang et al., 2015).
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Assim sendo, a estrutura secundéria da proteina é determinada, principalmente, a partir da
forma da banda da amida I, mas também da banda da amida II, ainda que de forma mais
complexa (Barth, 2007). Por esse motivo, ainda sdo poucos os estudos que utilizam a banda
de amida II para determinar a estrutura secundaria da proteina numa amostra (Adochitei
& Drochioiu, 2011; Bunaciu et al., 2014).

No presente trabalho serdo analisadas as duas bandas, mas de forma mais detalhada a
banda da amida I, visto que esta apresenta uma elevada sensibilidade a estrutura
secundaria, sendo por isso, a banda mais estudada (Pelton & McLean, 2000: Ahmed-
Ouameur et al., 2006; Nafisi et al., 2012; Zhang et al., 2012b; Abrosimova et al., 2016).
Devido as composicOes e as variacoes estruturais, determinadas pela espectroscopia de
FTIR, serem muito complexas e, de forma a aumentar a resolucao espectral nas regices das
bandas anteriormente mencionadas, foi aplicada a Deconvolucdo de Fourier, que permite
adquirir espectros de melhor resolu¢ao (Ahmed-Ouameur et al., 2006).

A realizacao da Deconvolugdo de Fourier para além de facilitar a interpretacao qualitativa
do espectro de IV, fornece uma base para uma anélise quantitativa da estrutura secundaria
da proteina. Consequentemente, é possivel atribuir a estrutura secundaria as posicoes das
bandas de amida deconvoluidas, tendo como base o valor maximo de cada sinal
deconvoluido e comparar com o ponto médio das bandas de Amida I (referidas por John
Pelton e Larry McLean), o que se pode observar na tabela 7 (Pelton & McLean, 2000). Nesta
também € possivel comparar os dados obtidos com os pontos médios da banda da amida II,
de dois estudos (Adochitei & Drochioiu, 2011; Bunaciu et al., 2014), que estudaram a

obtencao da estrutura secundéria de uma proteina através da analise dessa banda.

Tabela 7 - Atribuicdo das posicoes da banda amida I (Pelton & McLean, 2000 #) e II (Adochitei & Drochioiu,

20118; Bunaciu et al., 2014€) a respetiva estrutura secundaria.

A Banda Amida I Banda Amida IT Banda Amida IT
Estrutura Secundaria (ecm™) A (cm™)B (em)C

Folha-f3 Antiparalelas (f3-Sheet) 16 8(1)6(2f1€)aco) --- ---
Volta-B (B-Turn) iggg 1528;1577 -

Hélice-a (a-Hélix) 1654 1545 1545-1551
Estrutura Desordenada (E.D.) 1646 . -

(Random Coil) 4
Folha-f Paralelas (f-Sheet) 1633 1530 1521-1525

A subtracao de dois espectros (Espectroscopia Diferencial) é uma forma de simplificar um

espectro experimental e extrair bandas sobrepostas, podendo revelar as diferencas entre
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dois espectros semelhantes, e assim fornecer informacoes mais detalhadas sobre alteracoes

conformacionais em proteinas (Shi et al., 2011; Adochitei & Drochioiu, 2011).

1.6.2.  Espectroscopia de Fluorescéncia

Luminescéncia, de raiz latina lumen, significa luz, foi introduzida por Wiedemann, em
1888, para os fenomenos de luz nao dependentes do aumento da temperatura. Por
definicao, este fendbmeno é a “emissdo espontanea de radiacdo de uma espécie
eletronicamente ou vibracionalmente excitada nao equilibrada termicamente com o seu
meio ambiente.” (Braslavsky, 2007).

Os diferentes tipos de luminescéncia sdo definidos tendo em atencdo o seu modo de
excitacdo, destacando-se a fotoluminescéncia, que é a emissao de luz proveniente da
fotoexcitacdo direta das espécies emissoras. As duas principais formas usadas atualmente
sao a fluorescéncia e fosforescéncia. Em 1925, Perrin verificou pela primeira vez, a
existéncia de uma condicdo essencial para que se possa observar a fosforescéncia, espécie
excitada que passe por um estado intermédio antes da emissdo (Valeur & Berberan-Santos,
2011). Na atualidade, a fluorescéncia, ocorre, essencialmente, em sistemas quimicos
gasosos, liquidos ou soélidos, e é o resultado de um processo de trés estagios: excitacgao,
estado excitado e emissao de fluorescéncia. Sendo um processo que ocorre em poucos
nanossegundos (ns), sendo este um intervalo de tempo nos quais muitos processos ocorrem
a nivel molecular. Assim, a fluorescéncia fornece informacoes muito importantes sobre a
dinamica e estrutura molecular dos sistemas em estudo. As moléculas, onde estes
fenomenos de fluorescéncia ocorrem, sdo denominados de fluoréforos ou marcadores
fluorescentes (Warner et al., 1975).

A fluorimetria é uma técnica que permite determinar quantitativa e qualitativamente
substancias que tém a capacidade de emitir fluorescéncia. O método fluorimétrico tem-se
tornado cada vez mais importante devido a sua alta sensibilidade (cerca de 100 vezes
superior a da espectroscopia UV-visivel) e maior seletividade, jA que nem todas as
substancias que absorvem radiacao eletromagnética sao capazes de emitir fluorescéncia.
Assim sendo, o seu campo de aplicacdao limita-se apenas a moléculas capazes de emitir
fluorescéncia (Santos et al., 2010).

A alteragao espectral observada na ligacdo de um fluoréforo a proteina é uma ferramenta
poderosa para investigar a topologia do sitio de ligacao e as mudancas conformacionais e
caracterizacao do substrato ligado (Li et al., 2014).

A Fluorescéncia pode ser estudada, tanto para acompanhar o percurso de uma proteina ou

farmaco marcado com um fluor6foro, como para o estudo da influéncia de uma molécula
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sobre a fluorescéncia intrinseca de uma proteina, devido aos aminoacidos fluorescentes. Os
aminoacidos que apresentam estas propriedades fluorescente sao eles proprios fluoréforos,
sendo os casos da Fenilalanina (Phe), da Tirosina (Tyr), e principalmente, do Triptofano
(Trp), os que apresentam cadeias aromaticas. O aminoacido Trp domina a fluorescéncia de
proteinas e, em geral, absorve a luz a 280onm e emite-a a 340nm na regido do UV (Lakowicz,
2006).

As alteragdes verificadas num espectro de fluorescéncia de residuos de aminoacido podem
ser causadas por alteracoes no ambiente em que se encontra, podendo provocar
modificacoes ao nivel da conformacdo das proteinas. Por exemplo, quando uma
determinada proteina sofre uma alteracao estrutural, um aminoacido pode ter a sua area de
exposicao ao solvente alterada, ou pode ter a sua interacdo com outros aminoacidos
modificada. Estas mudancas podem estar refletidas no espectro de fluorescéncia (Lakowicz,

2006).

1.7. Objetivos

O problema subjacente que origina este trabalho é verificar se os componentes dos
cogumelos interagem com as proteinas do leite ou nao, dado que a ingestao de cogumelos
em conjunto com produtos lacteos pode provocar transtornos gastrointestinais.

O presente trabalho visa ao estudo da interacao de extratos aquosos de cogumelos Amanita
ponderosa com proteinas do leite de modo a avaliar se as interac6es originam alteracoes da
estrutura secundaria e/ou terciaria das proteinas, que possam potenciar ou provocar
reacoOes adversas no consumidor.

Assim, no presente trabalho siao estudadas as interacOes entre os extratos aquosos
provenientes da amostra de cogumelo Amanita ponderosa analisado, com a fracao de
caseinas (obtidas a partir do Leite reconstituido) e caseinato de sédio. As interacoes sao
analisadas através de duas técnicas espectroscopicas: Infravermelho (FTIR) e

Fluorescéncia.
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Capitulo 2

Materiais e Métodos
2.1. Selecao de Amostras de Cogumelos

Os cogumelos da espécie Amanita ponderosa foram recolhidos na zona do Fundao e
congelados (-20°C) até ao inicio do estudo.

Os cogumelos, ainda congelados, foram fragmentados em pequenos pedacos e introduzidos
em tubos tipo Falcon tarados, e posteriormente, pesados para controlo da massa de

cogumelo presente. De seguida, estes tubos foram colocados novamente no congelador.

2.2, Preparacao de Amostras de Cogumelos

2.2.1. Liofilizacao

As amostras de cogumelos, preparadas em 2.1., presentes nos tubos foram tapadas com
Parafilm e foram efetuados pequenos furos nessa cobertura, para que ocorresse a libertacao
de agua das amostras. De seguida, foram congeladas (a uma temperatura de -80°C) durante
cerca de 15 a 20 minutos. Ap6s esse periodo, os tubos Falcon foram, rapidamente, retirados
do congelador e colocados no liofilizador ScanVac CoolSafe (LaboGene’s, Holanda). Os
tubos permaneceram no aparelho durante 3 dias, e apds esse tempo verificou-se por meio
de pesagem, se as amostras se encontravam secas ou nao. Caso estas nao se encontrassem

secas voltariam a ser colocadas no liofilizador mais 3 dias.

2.2.2, Extracao

As amostras de cogumelo liofilizado, preparadas em 2.2.1., presentes nos tubos Falcon (3g)
foram moidas num almofariz e, posteriormente, transferidas para um novo tubo Falcon, ao
qual se adicionou 30 mL de agua ultrapurificada (mili-Q). Ap6s o liquido cobrir toda a
amostra foi introduzido um agitador magnético. O tubo foi colocado no interior de um copo

com agua, e este foi colocado numa placa de aquecimento com agitacio magnética. O
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processo de extracao com agua quente durou, aproximadamente, 8 horas, a uma velocidade
de 1100 rpm e a uma temperatura de 35°C, aproximadamente. Apds 8 horas, a placa de

aquecimento foi desligada, mantendo-se em agitacao durante mais 1,5 dias.

2.2.3. Filtracao

Neste processo foi utilizado um papel de filtro Whatman n® 541 (GE Healthcare Life
Science, Chicago, Illinois, USA), com o objetivo de reter as particulas sélidas provenientes
da amostra obtida do processo de extracao (2.2.2.), separando-as do liquido. Realizou-se a
filtracdo a vacuo. O filtrado (extrato) foi colocado num tubo Falcon na camara frigorifica
(5°C) e o material solido que ficou depositado no filtro foi desprezado, tal como aconteceu
com o papel de filtro.

Apos a filtracao a vacuo, no caso do filtrado se encontrar escuro, realizava-se uma nova
extracao com agitacao durante 2 dias, apds os quais se voltou a realizar nova Filtracao. Caso
se encontrasse claro, era guardado no congelador. No inicio, verificou-se o pH da amostra,

que era 4,68.

2.3. Preparacao das amostras de proteinas

As proteinas estudadas foram o caseinato de s6dio (36mg/mL) e a fracao de caseinas (45
mg/mL), obtidas a partir do leite reconstituido (leite em p6 magro — Paturages), sendo que
ambas as amostras foram preparadas em solucao tampao fosfato 0,1M e pH 7,4. Esta
diferenca de concentracoes de proteina, deve-se ao facto de a amostra de leite reconstituido
apresentar apenas 80% de caseinas, enquanto a amostra de caseinato de so6dio apresenta

100%. De referir, que todas as solucoes foram preparadas com agua ultrapurificada (mili-

Q).

2.4. Espectroscopia

2.4.1. Espectroscopia de Infravermelhos

Os espectros das amostras analisadas foram obtidos através do espectrometro Nicolet iS10

(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). A partir da amostra obtida em 2.3.,
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foram pipetados 10 pL de amostra e colocados sobre o cristal do aparelho, com o objetivo
de elucidar acerca da estrutura secundaria da proteina. Todos os espectros foram obtidos
pelo método ATR com uma resolucao de 4 cm™ efetuando 64 varreduras (Scans), tendo, os
referidos espectros, sido registados nas faixas de frequéncia de 400 a 4000 cm™, em tampao
fosfato 0,1M, pH 7,4 e temperatura ambiente. Os espectros foram analisados através do
software OMNIC Specta (versao 9.2.86, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA), normalizados e acertada a sua linha de base, e sao o resultado da média dos espectros
registados durante as Scans realizadas.

Os valores das absorvancias relativas as solucoes tampao registados foram subtraidos aos
valores das absorvancias das restantes amostras analisadas, bem como os valores relativos
a agua ultrapurificada (mili-Q). As composicoes da estrutura secundaria do extrato com os
dois complexos proteicos analisados (com o caseinato de s6dio, ou com a fracdo de caseinas,
obtidas do leite reconstituido) foram estimadas pelos espectros de FTIR e os resultados

ajustados pela Deconvolucao de Fourier.

2.4.2. Espectroscopia de Fluorescéncia

As medicoes de Fluorescéncia das amostras analisadas foram realizadas no
Espectrofluorimetro FluoroMax-4 (HORIBA Jobin Yvon, Madrid, Espanha). Os ensaios
foram realizados numa célula de quartzo (Hellma Analytics, Alemanha) de 3,5mL, com o
percurso Otico de 1 ecm. Os espectros de emissao foram registados no intervalo de
comprimentos de onda de 295 a 795 nm, com incremento de 1 nm, apés uma excitacao a
280onm. As larguras de bandas (Slit) de Excitacao e Emissao foram, ambas, ajustadas a 3
nm. Todos os espectros foram obtidos através do software informatico FluorEssence v.3.5
(HORIBA Jobin Yvon, Madrid, Espanha) e através dele, foi possivel obter um espectro de
correcao do sinal. Cada espectro processado é o resultado da média da acumulacao de 3

espectros individuais.
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Capitulo 3

Analise de Resultados

3.1. Espectroscopia Infravermelho (FTIR-ATR)

3.1.1. Extrato de cogumelos Amanita ponderosa

Utilizaram-se amostras provenientes de extratos obtidos a partir de cogumelos Amanita

ponderosa, preparados previamente em 2.

3.1.1.1. Extrato no Estado Liquido (Estudo prévio)

Foram pipetados 10uL.da amostra de extrato (de cogumelo preparado previamente em 2.)
em agua (figura 9 — A), sendo depositados sobre o cristal de ATR do aparelho FTIR, e foi
adquirido o espectro da amostra, de acordo com 2.4.1.. Apos isto, o espectro da amostra de
agua pura (figura 9 — B), previamente registado nas mesmas condicoes experimentais, foi
subtraido ao espectro da amostra A (figura 9), obtendo-se assim o espectro de extrato (de

cogumelo preparado previamente em 2.) com agua subtraida (figura 9 — C).
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Figura 9 — Espectros FTIR-ATR da amostra extrato de cogumelo Amanita ponderosa em &4gua, em
comparacdo com o da amostra de 4gua pura e a de extrato com agua subtraida (4000-600 cm™).
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De forma a facilitar a analise dos espectros da figura 9, estes sdo apresentados no intervalo
de nimero de onda 1250-1700 cm™, ji4 que é nessa zona que se encontram as bandas de
amida I e II, que permitem estimar a estrutura secundéria das proteinas, pelo que, vao ser
abordadas ao longo desta dissertacao.

O espectro relativo a amostra que se pretende estudar, isto é, a amostra de extrato de
cogumelo (preparado em 2.), depois de subtraida a 4gua (figura 9 - C), est4 representado na

figura 10.
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Figura 10 — Espectros FTIR-ATR da amostra de extrato com adgua subtraida (3mg/mL) (1730-1250 cm™).

Ao investigar o espectro da figura 10, verificou-se a presenca de dois maximos principais:
um mais intenso a 1575 cm™, que pode dever-se a deformacao da ligacdo N-H em amidas
secundarias (sinal tipico da banda da amida II, em proteinas); e um menos intenso a 1411
cm™, que se pode dever a vibracgao de estiramento da ligacdo C-N em amidas primarias (sinal
tipico da banda da amida III, em proteinas). Contudo, nao é possivel concluir acerca da
presenca de proteina na amostra de extrato.

Como nao foi possivel concluir nada acerca da presenca de proteina na amostra, ndo se
realizou a Deconvolucdo de Fourier, ja que na amostra de extrato em tampao fosfato 0,1M,
apenas se detetou uma das bandas de amida caracteristica da presenca de proteinas (banda
da amida II).

3.1.1.2. Extrato no Estado Sélido

Colocaram-se 5 mg de amostra de extrato solido, obtido em 2.2., sobre o cristal de ATR do

aparelho FTIR e registou-se o respetivo espectro (figura 11), de acordo com 2.4.1..
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Figura 11 — Espectros FTIR-ATR da amostra de extrato com 4gua subtraida, em comparagio com o da
amostra de extrato sé6lido (1700-1250 cm™).

Através da andlise dos espectros presentes na figura 11, é possivel verificar as diferencas
existentes entre a amostra no estado aquoso (figura 11 - A) e a amostra de extrato soélido
(figura 11 - B). No espectro relativo a amostra B, verifica-se a existéncia de dois maximos
tipicos: um relativo a banda da amida III (1398 cm™) e um mais amplo (1559 cm™), que,
devido a sua amplitude, ndo permite avaliar corretamente acerca da banda de amida
caracteristica (I ou II). Assim sendo, a amostra so6lida apresenta mais componentes do que

os que constam do extrato aquoso, dada a largura da banda situada entre os 1500-1700 cm-

1

3.1.2. Proteina

a) Solucao de Caseinato de Sodio

A solugdo de caseinato de sddio utilizada foi preparada como mencionado em 2.3.. Para a
obtencao do espectro relativo a essa solucgao, foram pipetados 10uL. da amostra. De seguida,
depositados sobre o cristal de ATR do aparelho FTIR, e foi adquirido o respetivo espectro

(figura 12), de acordo com 2.4.1., no qual foi subtraido o tampao utilizado.
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Figura 12 — Espectro FTIR-ATR da solucdo de caseinato de sodio (36mg/mL) em tampao fosfato 0,1M e pH
74-

Na figura 12, é possivel destacar a presenca de dois sinais principais, igualmente intensos:
um a 1647 cm™ e outro a 1550 cm™. O primeiro € caracteristico das vibracoes de estiramento
C=0 das ligac¢oes peptidicas, em amidas secundérias (sinal tipico da banda da amida I), e o
segundo é caracteristico da deformacao da ligacao N-H, em amidas secundarias (sinal tipico
da banda da amida II), bandas caracteristicas de proteinas. Neste caso ja se efetuou a
Deconvolucao de Fourier da banda da amida I da referida amostra, e apurou-se quais as
estruturas secundarias da proteina presentes, bem como a predominancia de cada uma

delas, ao analisar a tabela 8 e a figura A1 (Apéndice A).

Tabela 8 - Deconvolugdo de Fourier da banda da amida I referentes & amostra de caseinato de sédio do espectro
representado na figura 12 (figura A1 do Apéndice A).

Banda Amidal
Ntimeros de Onda Méaximos (cm™) 1678 1664 1648 1634 1620
Estrutura Secundaria Folha-f Volta-  E.D. Folha-f3 Folha-
da solucdo de Caseinato de Sédio Antiparalela Paralela Antiparalela
Estrutura Secunddaria da solucdo 15,54 21,28 27,01 22,34 13,83

de Caseinato de Sodio (%)

7

Considerando os dados da tabela 7 (subcapitulo 1.6.1.), relativos a banda da amida I, é
possivel analisar os dados transcritos na tabela 8 e na figura A1 do Apéndice A, relativos a
Deconvolucao de Fourier dessa banda. No espectro adquirido, detetou-se a presenca de trés
estruturas diferentes nos sinais observados. O pico a 1648 cm™, relativo a estrutura
desordenada, é o que apresenta uma maior drea em comparac¢iao com a area total (maior
percentagem), cerca de 27,01%. No entanto, a estrutura folha-f3 apresenta trés maximos: a
1678 e 1620 cm?, referentes a conformacdo antiparalela, e um a 1634 cm™, referente a
conformagdo paralela, a conformacdo menos estdvel da estrutura folha-f. Na sua

globalidade, esta estrutura, é a mais preponderante, com 51,71% da area total de sinais
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detetados. Por fim também se deteta a estrutura volta-f3, sendo a menos predominante das
estruturas detetadas, com pico a 1664 cm™, e uma percentagem de 21,28%.

A percentagem consideravel de estruturas secundarias desordenadas (27,01%), bem como
a menor predominancia relativa a volta-f, indiciam uma elevada instabilidade da amostra,
como seria de esperar pelo facto de estas serem compostos considerados como sendo

desprovidos de estruturas secundarias ou terciaria.

b) Leite Reconstituido

O leite reconstituido, obtido do leite em po, foi preparado como mencionado em 2.3.. Para
a obtencao do respetivo espectro, tal como efetuado para a solucao de caseinato de sodio,
foi necessario proceder-se a pipetagem de 10uL da amostra, e, posterior, deposicao sobre o
cristal do aparelho FTIR. De seguida, foi adquirido o respetivo espectro (figura 13), de

acordo com 2.4.1., no qual foi subtraido o tampao utilizado.
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Figura 13 — Espectro FTIR-ATR da amostra de leite reconstituido (45mg/mL) em tampao fosfato 0,1M e pH
7,4).

No espectro relativo a amostra de leite reconstituido (figura 13), pode constatar-se a
presenca das duas bandas: com méaximos a 1646 cm™ e a 1550 cm™. O primeiro é
caracteristico das vibragbes de estiramento C=0O das ligacoes peptidicas, em amidas
secundérias (sinal tipico da banda da amida I), e o segundo € caracteristico da deformacao
da ligacdo N-H, em amidas secundarias (sinal tipico da banda da amida II), bandas
caracteristicas de proteinas. Atendendo a presenca destas bandas, efetuou-se a
Deconvolucdo de Fourier da banda da amida I da referida solucao, e inquiriu-se acerca de
quais as estruturas secundarias da proteina presentes na amostra, bem como a sua

predominancia, sendo para isso observados os dados da tabela 9 e a figura A2 (Apéndice A).
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Tabela 9 - Deconvolugdo de Fourier das bandas da amida I referentes a amostra de leite reconstituido do
espectro representado na figura 13 (figura A2 do Apéndice A).

Banda Amidal
Niimeros de Onda Méximos (cm™) 1679 1664 1647 1631 1617
Estrutura Secunddria do leite Folha-f Volta-8  E.D. Folha-3 Folha-f
reconstituido Antiparalela Paralela  Antiparalela
Estrutura Secunddria do leite 5,90 25,72 35,80 26,46 6,12

reconstituido (%)

Tendo por base os dados presentes na tabela 7 (subcapitulo 1.6.1.), relativos a banda da
amida I, é possivel analisar os dados transcritos na tabela 9. Ao avaliar a Deconvolugdo de
Fourier da banda da amida I (figura A2 do Apéndice A), detetou-se a presenca de trés
estruturas secundérias diferentes nos sinais observados, sendo que a estrutura folha-f
apresenta duas conformacoes diferentes: paralela e antiparalela. Verificou-se que o maximo
a 1647 cm™ apresenta uma maior area quando comparado com a area total (maior
percentagem, 35,80%), sendo que este € caracteristico da estrutura desordenada, a
estrutura mais predominante na amostra. Os restantes sinais apresentam percentagens
inferiores quando comparados com a percentagem relativa a estrutura desordenada, sendo
relativos a duas estruturas diferentes: os maximos situados a 1617 e 1679 cm™ siao
caracteristicos da conformacao antiparalela da estrutura folha-f, e o situado a 1631 cm™ é
caracteristico da conformacdo paralela, representado na sua globalidade 38,48% da area
total da amostra; o maximo a 1664 cm, caracteristico da volta-f, representa 25,72% da area
total. Assim sendo, as elevadas percentagens relativas as folha-f (38,48%) e as estruturas

desordenadas (35,80%), sugerem uma elevada variabilidade nas estruturas proteicas.

¢) Comparacao da solucao de Caseinato de Sédio com a amostra de Leite

reconstituido

Na figura seguinte, estao representados os espectros relativos as amostras de extrato com
agua subtraida, a solucao de caseinato de sdédio e a amostra de leite reconstituido, tendo
sido previamente preparadas como mencionado em 2.2. e 2.3., sendo assim, possivel

comparar os espectros relativos a estas amostras.
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Figura 14 — Espectros FTIR-ATR das amostras de agua subtraida, amostra de leite reconstituido e de
caseinato de sbdio (1700-1400 cm™).

Seguidamente procedeu-se a determinacao da frequéncia das estruturas secundarias tal
como feito anteriormente nos subcapitulos 3.1.2. a) e b). Conforme os dados da tabela 8 e 9
e as figuras A1 e A2 do Apéndice A, é possivel comparar as estruturas secundarias das
proteinas presentes na solucao de caseinato de so6dio e na amostra de leite reconstituido.
Relativamente aos niimeros de onda maximos obtidos em cada uma das deconvolucées, os
valores apresentados sao muito similares em ambas as amostras, havendo varia¢cdes muito
residuais (1 a 3 cm™). Assim sendo, € possivel verificar que ambas as amostras apresentam
o mesmo tipo de estruturas secundarias (volta-f, estrutura desordenada e folha-f3) e as
mesmas conformacoes da estrutura folha-f (antiparalela e paralela), mas com variacoes ao
nivel da predominancia de cada uma das estruturas.

Ao comparar as percentagens das diferentes estruturas secundarias das duas solugoes em
estudo, regista-se que a percentagem relativa a estrutura volta-f, nas duas amostras, sdo
similares (21,28% para a solucao de caseinato de sodio, e 25,72% para a amostra de leite
reconstituido). No que se refere a amostra de leite reconstituido, verifica-se que os valores
relativos as estruturas mais predominantes (estrutura desordenada e folha-f) sdo mais
proéximos, nao havendo uma estrutura que se destaque, variando os valores entre 38,48% e
0s 35,80%, respetivamente. J4 no que respeita a solucao de caseinato de sodio, destaca-se
uma maior proximidade entre os valores percentuais relativos as duas estruturas menos
predominantes nestas amostras: a estrutura volta-f apresenta uma percentagem de 21,28%,
enquanto a estrutura desordenada tem 27,01% da area total da amostra (diferenca de
5,73%); na amostra de leite reconstituido, essa diferenca € superior, cerca de 10,08% (volta-

B: 25,72%; estrutura desordenada: 35,80%). Destaca-se também que a folha-f é a mais
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predominante na amostra de caseinato (51,71%, contra os 38,48% na amostra de leite
reconstituido), e por fim, salientar que nas amostras proteicas analisadas, a estrutura folha-
P apresenta duas conformacoes caracteristicas, a antiparalela e a paralela, bem como a

inexisténcia de quaisquer sinais caracteristicos da estrutura hélice-a.

3.1.3. Interacao de extrato de cogumelo com as proteinas em estudo
(FTIR-ATR)

Para analisar a interacao do extrato de cogumelo Amanita ponderosa, obtido em 2.2., com

a proteina, foram utilizadas duas amostras de proteinas, preparadas em 2.3.. Assim, foram
preparados dois tipos de amostras:

» amostras proteicas, em interacao com o extrato (Ei), com variacao da concentracao

de proteina mantendo a concentracao de extrato de 3mg/mL (sete amostras de

caseinato de s6dio, EiCi a EiC6; e sete amostras de leite reconstituido, EiLi a EiL6);

» amostras proteicas, em interacao com o extrato (Ei), mas desta vez com variacao da
concentracdo de extrato, mantendo a das amostras proteicas, 36 mg/mL para o
caseinato de sodio e 45 mg/mL para o leite reconstituido (sete amostras de caseinato

de sbdio, EiCi a E6Ci; e sete amostras de leite reconstituido, EiLi a E6Li).

De referir que nas amostras de leite reconstituido, a concentracao de proteina foi variada
em funcao da massa de leite em pd considerada. As amostras foram preparadas a
temperatura ambiente e analisadas espectroscopicamente 45 minutos ap6s a sua
preparacao. Os valores obtidos através da Deconvolucdo de Fourier sao valores médios
resultado de 3 ensaios realizados. As concentragoes das amostras de caseinato de sédio e de
leite reconstituido em interacao com o extrato, encontram-se descritas na tabela 10.

Tabela 10 — Concentracoes utilizadas nas diferentes amostras proteicas em interacdo com o extrato para
ensaios de FTIR-ATR

Amostras

EiCi EiC1 EiCz2 EiC3 EiC4 EiCs EiCé6

Concentracdo das amostras de

Caseinato de Sédio (mg/mL) 36 54 60 72 18 12 9

EiLi EiL1 EiL2 EiL3 EiL4 EiL5 EiL6

Concentracdo das amostras de leite

reconstituido (mg/mlL) 45 67,5 75 90 22,5 15 11

EiCi E1C E2C E3C E4qC Es5C E6C
EiLi EiL E2L E3L E4L E5L E6L

Concentracdo das amostras de extrato

de cogumelo(mg/mL) 6 9 12 2 1 0,5

C = Caseinato de Sodio; L = Leite reconstituido; E = Extrato de cogumelo, i = amostra inicial
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3.1.3.1 Efeito da variacao da concentracao da proteina

a) Interacao de extrato de cogumelo com o caseinato de sodio.

As amostras utilizadas para a elaboracao desta analise foram extratos de cogumelo Amanita
ponderosa em interagcdo com as solucoes de caseinato de so6dio, tendo ambas as amostras
sido previamente preparadas em 2.2. e 2.3., respetivamente. Posteriormente, foram
misturadas de acordo com as diferentes concentracoes descritas em 3.1.3., e, em todas estas
amostras, o tampao utilizado foi subtraido.

De forma a obter os espectros relativos as amostras de extrato com caseinato de sédio foi

necessario proceder-se como em 3.1.2. a), estando representados, nas figuras 15 e 16, os

espectros obtidos.

Absorbance

1600 1550 1500 1450 1400
Wavenumbers (cm-1)

Legenda:
Caseinato de sodio (C) Extrato (E) = EiCi (Amostra inicial - i; 36 mg/mL
= EiC1 (54 mg/mL) EiC2 (60 mg/mL) = EiC3 (72 mg/mL)

Figura 15 — Espectros FTIR-ATR das amostras de caseinato de s6dio interagindo com o extrato (3 mg/mL),
com aumento da concentracio de caseinato, comparando com a amostra de extrato e de caseinato de sédio

(1700-1250 cm™).
Em primeiro lugar, estudaram-se os espectros das amostras de caseinato de so6dio
interagindo com o extrato, com aumento da concentracao da proteina (figura 15). Ao avaliar
os maximos relativos as bandas de amida I e II, é possivel destacar que estes se encontram
na mesma zona, mas com varia¢ao ao nivel da absorvancia detetada. Os dois conjuntos de
sinais relativos a essas bandas de amida apresentam intensidades e valores de intensidade
da absorvancia similares nas amostras em anéalise (EiCi a EiC3). Mas, ainda assim, verifica-
se a acdo dessa variacdo de concentracao proteica nestas amostras, ja que se observarmos

as quatros amostras localizadas na zona da banda da amida I (1700 - 1600 cm™) destaca-se
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a existéncia de um incremento da absorvancia registada, aquando desse aumento da
concentracdo de caseinato de s6dio nas amostras. Por conseguinte, a amostra EiC3 é a que
apresenta maior absorvancia, ao passo que a amostra EiCi é que apresenta menor. Por outro
lado, se avaliar a zona da banda da amida IT (1580-1480 cm™) verifica-se o inverso, ja que a
amostra que apresenta maior absorvancia é a amostra inicial (EiCi), ao que se pode concluir
que se aumentar a concentracdo de caseinato de sédio, a absorvancia da amostra vai decair.
Efetuou-se de seguida. a Deconvolucdo de Fourier da banda da amida I de cada uma destas
amostras, para quantificar a composicao estrutural secundaria das proteinas, cujos dados
se encontram indicados nas figuras A1, A3-A6 (Apéndice A) e nas tabelas 12, B1-B4
(Apéndice B).

Tabela 11- Deconvolugdo de Fourier da banda de amida I referentes as amostras de caseinato de sodio
interagindo com o extrato, com aumento da concentracao de caseinato.

Amostras
Estrutura Caseinato de L . . .
L. . EiCi EiC1 EiC2 EiC3
Secundaria (%) sodio
(36 mg/mL) (54 mg/mL) (60 mg/mL) (72 mg/mL)
(36 mg/mL)

Volta-f 21,28 37,24 29,95 28,71 29,77

Hélice-a -—- -—- - -—- -—-
Estrutura Desordenada 27,01 10,12 26,87 30,09 12,96
Antiparalela 29,37 27,08 24,98 22,75 30,69

Folha-f

Paralela 22,34 24,66 23,55 18,45 26,58

Nota: os valores relativos a concentracdo sao relativos a concentracao de proteina nas amostras.

C = Caseinato de Sodio; E = Extrato de cogumelo, i = amostra inicial

Com os dados relativos a Deconvolucido de Fourier da amostra de caseinato de sodio
interagindo com o extrato, com aumento da concentracao proteica, presentes na tabela 11,
destaca-se a grande predominancia da estrutura folha-f, que representa 51,71% da
percentagem total de estruturas da amostra, estando o restante valor repartido entre a
estrutura desordenada (27,01%) e a estrutura volta-f (21,28%).

Quando se comparam os resultados, obtidos pela Deconvolugdo de Fourier da banda de
amida I, da amostra EiCi com os da solucao de caseinato de sédio (amostra isolada)
averiguou-se um aumento de 15,96% da estrutura volta-f# (21,28 para 37,24%), e uma
diminuicao de 16,89% da estrutura desordenada (27,01 para 10,12%). Ja a estrutura folha-
B apresenta um valor similar (diferenca inferior a 1%), variando ligeiramente as suas
conformacodes: a paralela apresenta uma ligeira subida de valor percentual (2,32%); ja a
antiparalela apresenta uma quebra ligeira (1,39%), pelo que sao diferencas residuais. Estas
varia¢Oes percentuais, aumento da estrutura volta-f§ e quebra da estrutura desordenada,

deve-se a interacao da proteina-proteina.
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Avaliando as percentagens das estruturas secundarias das amostras com concentracoes
mais elevadas de caseinato de s6dio (EiC1 a EiC3), obtidas pelo estudo da banda da amida
I, destaca-se a predominancia da estrutura folha-f, na sua globalidade (somatoério das duas
conformacoes). Caso se aumente a concentracao de caseinato de sédio na amostra, verifica-
se que a estrutura secundaria volta-f apresenta valores sempre elevados, variando entre os
37,24% na amostra inicial EiCi e os 29,95%, na amostra EiC1. Esta amostra e as restantes
(EiC2 e EiC3) com concentracdes mais elevadas da proteina em estudo, apresentam valores
percentuais muito similar, proximo dos 29%. A estrutura desordenada é a estrutura que
apresenta variacdoes mais inconsistentes, uma vez que apresenta valores elevados nas
amostras EiC1 (26,87%) e EiC2 (30,09%), comparando com os valores mais reduzidos nas
amostras EiCi (10,12%) e na EiC3 (12,96%). Ainda assim, apresenta, maioritariamente,
valores mais reduzidos que os verificados na amostra de proteina isolada (27,01%).

Em conclusao, é possivel denotar que as variacoes percentuais existentes nas amostras
analisadas com aumento da concentracao de caseinato de s6dio, nao apresentam uma
tendéncia completamente definida, verificando-se uma diminuicao das estruturas folha-£,
o aumento das estruturas desordenada e variacao residual da estrutura volta-f. Estes dados
preveem um aumento da estabilidade estrutural da proteina devido ao acréscimo de
interacOes proteina-proteina, ja que as caseinas sao hidrofobicas e por esse motivo tendem
a agregarem-se. O caseinato apesar de ser menos hidrofébico que a caseina, tende a agregar-
se também, apresentando uma estruturas secundaria e/ou terciaria, melhor definida.
(Brasil et al.,2015; Silva et al., 2019). Também importante a diminuicao da absorvancia
detetada quando se aumenta a concentracdo de caseinato de sédio, o que evidencia a
ocorréncia interacoes que vao afetar as ligacoes N-H.

De seguida analisou-se a figura 16, na qual constam os espectros das amostras de extrato
com caseinato, diminuindo a concentracao dessa proteina, sendo considerados para analise

os picos relativos as bandas de amida I e II.

36



Interacao entre proteinas lacteas e extrato de cogumelo Amanita ponderosa
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Legenda:
Caseinato de sodio (C) ™ Extrato (E) EiCi (Amostra inicial — i; 36 mg/mL)
EiC4 (18 mg/mL) EiCs5 (12 mg/mL) = EiC6 (9 mg/mL)

Figura 16 — Espectros FTIR-ATR das amostras de caseinato de s6dio interagindo com o extrato (3 mg/mL),
com diminuic¢ao da concentracgio de caseinato, comparando com a amostra de extrato e de caseinato de sddio

(1700-1250 cm™).

Nesta figura, é possivel verificar a ocorréncia alteragdes nas zonas relativas a banda da
amida (I e IT), a medida que se diminui a concentracao de caseinato de sodio nas amostras,
sendo mais acentuadas na zona relativa a banda de amida I.

Ao analisar os referidos maximos destacou-se a diminui¢ao acentuada do maximo relativo
a banda da amida II. Ja4 no que respeita ao maximo relativo a banda de amida I apresenta
valores de absorvancia semelhantes nas quatro amostras em anélise, apesar de se notar um
ligeiro incremento da intensidade da absorvancia com a diminuicao da concentracdo da
proteina presente nas amostras. Posteriormente, realizou-se a Deconvolucgdo de Fourier de
cada uma destas amostras na banda da amida I, cujos dados estao indicados nas tabelas 12,
B5-B7 (Apéndice B) e nas figuras A7-A9 (Apéndice A).

Tabela 12 -Deconvolug¢do de Fourier da banda de amida I referentes as amostras de caseinato interagindo com

o extrato, com diminuicdo da concentracao de caseinato.

ESI TG Amostras
Secundaria (%) EiC4 (18 mg/mL) EiCs (12 mg/mL) EiC6 (9 mg/mL)

Volta-f 48,60 39,71 30,41

Hélice—a -——= -——= -—==
Estrutura Desordenada 12,60 26,35 39,61
Antiparalela 12,58 9,11 16,78

Folha-f

Paralela 26,22 24,83 13,20

Nota: os valores relativos a concentracao sdo relativos a concentragao de proteina nas amostras.

C = Caseinato de Sodio; E = Extrato de cogumelo, i = amostra inicial
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Com os dados relativos a Deconvolucdo de Fourier, presentes na tabela 12, relativos as
amostras de caseinato de sodio interagindo com o extrato, com diminuicao da concentracao
proteica, destaca-se a predominancia das estruturas volta-f e folha-f3, mas regista-se uma
quebra da percentagem destas estruturas com essa variacao da concentracao de caseinato
de sbédio. Por outro lado, verifica-se um incremento da percentagem da estrutura
desordenada, principalmente na amostra EiC6, a amostra com menor concentracao
proteica.

Com a diminuicao da concentracdo de caseinato de sodio na amostra, verifica-se que a
estrutura secundaria volta- apresenta valores sempre elevados (entre os 48,60% e os
30,41%), mas com uma quebra mais acentuada (de 18,19%), entre EiC4 e a EiC6. E na
amostra EiC4 que esta estrutura apresenta um valor mais elevado (48,60%), enquanto nas
restantes duas amostras, esta estrutura apresenta uma diminuicao (8,89%) da sua
percentagem, para os 39,71% na amostra EiCs, e mais acentuada na amostra EiC6, como
mencionado anteriormente. Analisando o resultado da diminuicdo de concentracao
proteica sobre a estrutura folha-f, a mais predominante na amostra EiCi (tabela 11), é
acentuada: ocorre uma diminuicao de 22,66% entre a amostra EiCi (tabela 11) e a amostra
EiC6, passando dos 52,64 para os 29,98%, o que demostra a perda da sua influéncia com a
diminuicdo da concentracdo de caseinato de s6dio na amostra. A estrutura desordenada,
que apresenta uma percentagem de 10,12% na amostra EiCi (tabela 11), é a estrutura que
apresenta variacOes mais consistentes, uma vez que os seus valores vao aumentando a
medida que decresce a concentracao de proteina. Esta estrutura apresenta-se como a
menos predominante na amostra inicial (tabela 11) (EiCi: 10,12%), mas vai ganhando maior
predominancia nas amostras intermédias (EiC4: 12,60%; EiCs: 26,35%), até ser a estrutura
em maior percentagem (39,61%) na amostra EiC6.

Em conclusao, neste conjunto de amostras (tabela 12), constata-se uma diminuicao
estrutura volta-f e da folha-f. Por outro lado, observa-se um aumento muito acentuado da
estrutura desordenada, e estes dados podem indiciar uma maior instabilidade estrutural da

proteina por agdo do extrato.

b) Interacao de extrato de cogumelo com o leite reconstituido.

As amostras utilizadas para a elaboragao desta anélise foram extratos de cogumelo Amanita
ponderosa, interagindo com as amostras de leite reconstituido, sendo previamente
preparadas em 2.2. e 2.3., respetivamente. De seguida, foram misturadas de acordo com as
diferentes concentracoes descritas em 3.1.3., e em todas, estas amostras, o tampao utilizado

foi subtraido.
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Para adquirir os espectros relativos as amostras de extrato com leite reconstituido com
aumento da concentracao dessa proteina, procedeu-se como em 3.1.2. b), encontrando-se

representados, nas figuras 17 e 18, os espectros obtidos.
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Legenda:
Leite reconstituido (L) Extrato (E) = EiLi (Amostra inicial — i; 45 mg/mL)
= EiL1 (67,5 mg/mL) EiL2 (75 mg/mL) EiL3 (90 mg/mL)

Figura 17 — Espectros FTIR-ATR das amostras de leite reconstituido, interagindo com o extrato (3
mg/mL), com aumento da concentracao de leite reconstituido, comparando com a amostra de extrato e de
leite reconstituido (1700-1250 cm™).

Na figura 17, é possivel verificar a ocorréncia alteracées nas zonas relativas a banda da
amida (I e IT), a medida que se aumenta a concentracao de proteina (leite reconstituido) nas
amostras, sendo mais acentuadas na zona da banda de amida II.

Ao analisar os referidos maximos verificou-se que o relativo a banda da amida II apresenta
um aumento significativo da sua intensidade e absorvancia quando ocorre o aumento da
concentracao da proteina na amostra, mais exatamente, quando se passa da amostra EiLi
para EiL1. Tal se verifica, mas numa escala mais reduzida, com o aumentar da concentracao
da proteina nas restantes amostras (EiL2 e EiL3).

Ja no que respeita ao maximo caracteristico da banda da amida I, apresenta uma
diminuicdo da sua intensidade a medida que se aumenta a concentracdo de proteina
presente na amostra, ou seja, a amostra EiLi é a que apresenta este sinal com maior
intensidade, e a amostra EiL3 é a que se apresenta com menor intensidade, apesar dessa
diferenca ser reduzida. Depois, realizou-se a Deconvolucdo de Fourier da banda da amida
I, de cada uma destas amostras, cujos dados estdo descritos nas tabelas 13, B8-B11

(Apéndice B) e nas figuras A2, A10-A13 (Apéndice A).
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N

Tabela 13- Deconvolucdo de Fourier da banda da amida I referentes a amostra de leite reconstituido

interagindo com o extrato, com aumento da concentracao de leite reconstituido.

Amostras
Estrutura Leite

L, . EiLi EiL1 EiL2 EiL:

Secundaria (%) reconstituido 3
(45 mg/mL)  (67,5mg/mL)  (75mg/mL) (90 mg/mL)
(45mg/mL)

Volta-f 25,72 22,80 34,34 35,34 35,54

Hélice-a -—- -— ——-- - -
Estrutura Desordenada 35,80 25,79 15,43 15,49 14,25
Antiparalela 26,46 31,40 31,48 24,94 23,38

Folha-

Paralela 12,02 20,01 18,75 24,22 26,83

Nota: os valores relativos a concentracdo sao relativos a concentracao de proteina nas amostras.

C = Caseinato de Sodio; E = Extrato de cogumelo, i = amostra inicial

Com os dados relativos a Deconvolugao de Fourier das amostras de leite reconstituido
interagindo com o extrato com aumento da concentracao da proteina, presentes na tabela
13, salientam-se, principalmente, a elevada predominancia das estruturas desordenada e
folhas-f3, que representam mais de 74% das estruturas da amostra de leite reconstituido,
enquanto a estrutura volta-f apresenta uma percentagem de 25,72%. De referir também
que nao se deteta a presenca da estrutura hélice-a nas diferentes amostras da anterior
tabela.

De seguida, ao comparar a amostra de EiLi (tabela 13) com a amostra EiCi (tabela 11)
podemos verificar que ocorrem algumas diferencas ao nivel das estruturas predominantes.
A estrutura folha-f8 sdo as predominantes em ambas as amostras, com a conformacao
antiparalela a ser a mais predominante, porém com uma percentagem muito maior na
amostra EiLi (31,40%) quando comparado com a da amostra EiCi (27,98%).

No que respeita as duas restantes estruturas detetadas nas duas amostras destacar a elevada
percentagem da estrutura volta- na amostra EiCi, com 37,24%, sendo a segunda estrutura
com maior predominancia da referida amostra. Ja a estrutura desordenada apresenta
apenas 10,12%. Por outro lado, na amostra EiLi, a segunda estrutura mais predominante é
a estrutura desordenada com 25,79%, comparando com os 22,80% da estrutura volta-[3.
Ao comparar os resultados obtidos pela Deconvolucdao de Fourier da banda da amida I da
amostra EiLi com os da amostra de leite reconstituido (proteina isolada), nota-se um
aumento (superior a 12%) da percentagem da estrutura folhas-f, representado 51,41% das
estruturas detetadas. Ainda no que se refere a esta estrutura, também se evidencia um
aumento das suas conformacOes, passando a apresentar 31,40 % da conformacao
antiparalela (+4,94%) e 20,01% da conformacao paralela (+7,99%). Por outro lado, realcar

a diminuicao da percentagem das restantes estruturas detetadas: uma mais acentuada da
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estrutura desordenada, para os 25,79% (-10%), e uma mais reduzida na estrutura volta-f3,
para os 22,80% (-2,92%).

Analisando a Deconvolucdo de Fourier das diferentes amostras, aquando do aumento da
proteina em estudo (EiL1 — EiL3), observa-se o efeito desse aumento na estrutura volta-f,
j& que se observa um incremento da sua percentagem entre a amostra EiLi e as restantes
amostras, apresentando percentagens entre os 34,34% (+11,54%) na amostra EiL1 e os
35,54% (+12,74%) na amostra EiL3. O inverso acontece quando se fala da estrutura
desordenada, uma vez que apresenta uma quebra de percentagem entre a amostra EiLi e a
EiL1, ligeiramente superior a 10% (EiLi: 25,79%; EiL1: 15,43%). Porém, salientar que, nas
restantes amostras, a sua percentagem € estavel, uma vez que a sua variacdo, entre as
diferentes amostras nao é substancial, variando entre os 15,43 % (EiL1) e os 14,25% (EiL3).
Por fim, no que se refere a estrutura folha-f5, ndo se denota uma alterac¢ao entre os valores
das diferentes amostras (EiL1 a EiL3), ja que variacao maxima detetada é de apenas 2%,
pelo que se mantém estavel com o aumento da concentracdo proteica. Relativamente as
variacoes das percentagens das suas conformagOes nas amostras com aumento da
concentracdo de leite reconstituido, denota-se que, no que se refere a conformacao
antiparalela verifica-se que a sua predominancia decresce a medida que se aumenta a
concentracao de leite reconstituido, ja que se verifica uma quebra de 8,10% entre a amostra
EiL1 (31,48%) e a EiL2 (23,38%); ja no que respeita a conformacao Paralela, verifica-se o
inverso, ja que existe um aumento de 8,08% entre a amostra EiL1 (18,75%) e a EiL3
(26,83%), e verifica-se que esta percentagem diminui com o aumento da concentracao da
proteina.

Em conclusao, quando se compara a amostra de leite reconstituido com a amostra inicial
EiLi, verifica-se uma diminuicao ligeira das volta-f5, e uma mais acentuada das estruturas
desordenadas; enquanto a estrutura folha-f apresenta um aumento mais substancial.

Ao comparar a amostra EiLi com as restantes amostras (EiL1 a EiL3), destaca-se a
diminuicao das estruturas desordenadas, o aumento da volta-f, e a estabilizacdo da
percentagem da estrutura folha-f, dados que podem sugerir uma maior estabiliza¢do da
amostra com o aumentar da concentragao de proteina em estudo.

Posteriormente, analisou-se a figura 18, na qual constam os espectros das amostras de
extrato com leite reconstituido com diminuicido da concentracdo da proteina, sendo

considerados para analise os maximos relativos as bandas de amida I e II.
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Legenda:
Leite reconstituido (L) = Extrato (E) ™ EiLi (Amostra inicial — i; 45 mg/mL)
= EilL4 (22,5 mg/mL) EiL5 (15 mg/mL) = EiL6 (11 mg/mL)

Figura 18 — Espectros FTIR-ATR das amostras de leite reconstituido interagindo com o extrato (3 mg/mL),
com diminuicdo da concentracao de leite reconstituido, comparando com a amostra de extrato e de leite
reconstituido (1700-1250 cm™).

Na figura 18, é possivel verificar a ocorréncia alteragdes nas zonas relativas as bandas de
amida (I e IT), a medida que se diminui a concentracao de leite reconstituido nas amostras.
Ao observar os espectros, destacam-se desde logo os dois maximos relativos as bandas de
amida: no que se refere a banda da amida I (préximo dos 1650 cm™), verifica-se que a sua
intensidade vai diminuindo a medida que se reduz a concentracao da proteina na amostra,
pelo que é a amostra EiLi que apresenta uma intensidade mais elevada; por seu lado, o
méaximo relativo a banda de amida II (préoximo dos 1550 cm™), vai aumentando de
intensidade a medida que é maior a reducao da concentracao da proteina, sendo a amostra
EiLi a que apresenta o sinal menos intenso, e a EiLL6 a que apresenta o sinal mais intenso.
A Deconvolucdo de Fourier da banda de amida I de cada uma destas amostras estao
apresentadas nas tabelas 14, B8 e B12 (Apéndice B), e nas figuras A2, A10 e A14 (Apéndice
A). No entanto, verifica-se que a medida que se diminui a concentragdo da proteina na
mistura com extrato de cogumelo, ou seja, a partir da amostra EiL5, o sinal relativo a esta
banda vai aumentando a sua amplitude, o que ndo permite uma correta visualizacao da
mesma. Por este motivo, nao é possivel realizar a Deconvoulucdo de Fourier da banda da
amida I dessas amostras, pelo que assim, apenas se realizou a Deconvolucdo das amostras
EiLi e EiL4 (tabela 14).
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Tabela 14- Deconvolugdo de Fourier da banda de amida I referentes a amostra de leite reconstituido
interagindo com o extrato, com diminui¢ao da concentracao de leite reconstituido.

Amostras
Estrutura ;
Leite reconstituido EiLi EiL.
Secundaria (%) &
(45mg/mL) (45 mg/mL) (22,5 mg/mL)
Volta- 25,72 22,80 26,74
Hélice-a -— - 17,61
Estrutura Desordenada 35,80 25,79 31,97
Antiparalela 26,46 31,40 16,20
Folha-
Paralela 12,02 20,01 7,48

Nota: os valores relativos a concentracao sao relativos a concentracao de proteina nas amostras.

C = Caseinato de Sodio; E = Extrato de cogumelo, i = amostra inicial

Com os dados relativos a Deconvolucdo de Fourier das amostras de leite reconstituido
interagindo com o extrato, com diminuicao da concentracao da proteina, presentes na
tabela 14, evidenciam-se desde logo o aparecimento de uma nova estrutura que ainda nao
tinha sido detetada nas Deconvolucoes anteriores, a estrutura hélice-a, que apresenta uma
percentagem superior a 17%. A estrutura mais predominante na amostra EiLi é a folha-f,
que, quando comparada com a amostra EilL4, apresenta uma quebra de 27,73% dessa
estrutura (EiLi: 51,41% e EiL4: 23,68%). Nesse seguimento ambas as conformacoes sao
afetadas, sendo que a antiparalela apresenta uma de quebra de 15,20% (EiLi:31,40% e
EilL4:16,20), contrapondo com os 12,53% da percentagem da conformacdo paralela,
(EiLi:20,01% e EilL4:7,48). A estrutura desordenada, a segunda mais predominante na
amostra, apresenta um incremento da sua percentagem (+6,18%), passando dos 25,79%, na
amostra EiLi para os 31,97%, na amostra EilL4, sendo assim a mais predominante nesta
amostra. A volta-f§ apresenta um aumento ligeiro de predominancia, passando dos 22,80%
na amostra EiLi para os 26,74% na amostra EilL4, ficando como a segunda estrutura em
maior percentagem nesta amostra.

Em jeito de conclusao, observa-se uma diminuicao substancial da percentagem relativa a
estrutura folha-f, o aumento ligeiro da estrutura desordenada e volta-f3, e o aparecimento
da estrutura hélice-a, aquando da diminuicao da concentracido da proteina na amostra.
Como dito anteriormente, foi impossivel de realizar a Deconvolucdo de Fourier das
amostras Eil5 e EiL6, mas, com os dados obtidos das duas amostras que apresentam picos
na zona da banda da amida I (EiLi e Eil.4) é possivel verificar uma variacao estrutural da

amostra.
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3.1.3.2. Efeito da variacao da concentracao de extrato

a) Interacao de extrato de cogumelo com o caseinato de sédio.

As amostras utilizadas para a elaboragao desta anélise foram extratos de cogumelo Amanita
ponderosa interagindo com as solugoes de caseinato de sddio, tendo ambas as amostras
sido previamente preparadas em 2.2. e 2.3., respetivamente. De seguida, foram misturadas
de acordo com as diferentes concentracoes descritas em 3.1.3., e, em todas estas amostras,
o tampao utilizado foi subtraido.

De forma a obter os espectros relativos as amostras de extrato com caseinato de sédio foi
necessario proceder-se como em 3.1.2. a), encontrando-se representados, nas figuras 19 e

20, os espectros obtidos.
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Legenda:
Caseinato de sodio (C) ™= Extrato (E) = EiCi (Amostra inicial - i; 3 mg/mL)
= E1Ci (6 mg/mL) E2Ci (9 mg/mL) = E3Ci (12 mg/mL)

Figura 19 — Espectros FTIR-ATR das amostras de caseinato de sédio (36 mg/mL) interagindo com o
extrato, com aumento da concentracdo de extrato, comparando com a amostra de extrato e de caseinato de
sodio (1700-1250 cm™).

Na figura 19, é possivel verificar a ocorréncia alteracoes nas zonas relativas as bandas de
amida (I e II), a medida que se aumenta a concentracdo de extrato nas amostras,
verificando-se variacoes mais significativas na zona da banda da amida II.

Ao avaliar os picos relativos as bandas de amida I e II, é possivel verificar que estes se
encontram na mesma zona, mas com variacao ao nivel da absorvancia detetada.

Os dois conjuntos de sinais relativos a essas bandas de amida apresentam nimeros de onda

similares, mas com intensidades e valores de intensidade da absorvancia muito diferentes
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nas quatro amostras em analise (EiCi a E3Ci), pelo que se, verifica a acao dessa variagao de
concentracdo de extrato nas amostras.

Ao analisar as amostras, na zona da banda da amida I, destaca-se a existéncia de um
incremento da absorvancia registada, ou seja, a amostra E3Ci é a que apresenta maior
absorvancia, ao passo que a amostra EiCi é que apresenta menor. Mas por outro lado, se
estudar a zona da banda da amida II constata-se exatamente o inverso, ja que a amostra que
apresenta maior absorviancia é a amostra EiCi, concluindo-se que ao aumentar a
concentracao de extrato a absorvancia da amostra, nesta banda, vai decair, notando-se uma
maior amplitude da banda e maior dificuldade de detecdo do maximo da mesma.

De seguida, efetuou-se a Deconvolucao de Fourier da banda da amida I de cada uma destas
amostras, para quantificar a composicao estrutural secundaria das proteinas, cujos dados
estdo indicados nas figuras A3, Ai15- A1y (Apéndice A) e nas tabelas 16, B1, B13-
Bi5(Apéndice B).

Tabela 15- Deconvolucao de Fourier da banda de amida I referentes as amostras de extrato com caseinato,
aumentando a concentracgdo de extrato, representado na figura 19 (figuras A3, A15-A17 do Apéndice A).

Amostras
Estrutura
EiCi E1Ci E2Ci E3Ci
Secundaria (%) e e 24 S
(3 mg/mL) (6 mg/mL) (9 mg/mlL) (12 mg/mL)
Volta-f§ 37,24 19,76 19,02 27,73
Hélice-a -—-- 30,72 20,86 24,93
Estrutura Desordenada 10,12 17,15 30,76 24,42
Antiparalela 27,98 13,22 11,47 9,72
Folha-f3
Paralela 24,66 19,16 17,90 13,20

Nota: os valores relativos a concentracao sao relativos a concentragio de extrato nas amostras.

C = Caseinato de Sodio; E = Extrato de cogumelo, i = amostra inicial

Com os dados relativos a Deconvolug¢ao de Fourier das amostras de caseinato de sodio
interagindo com o extrato, com aumento da concentracao deste altimo, presentes na tabela
15, verifica-se desde logo o aparecimento de uma nova estrutura secundaria, quando se
compara a amostra EiCi com as amostras Ei1Ci, a estrutura hélice-a, sendo a mais
representativa nessa amostra (30,72%). Também de salientar o aumento da estrutura
desordenada (de 10,12% para 17,15%), enquanto as restantes amostras apresentam quebras
nas suas percentagens, destacando-se a estrutura volta-f8 que apresenta uma quebra muito
acentuada (17,48%). Ja a estrutura folha- apresenta uma quebra acentuada na sua
globalidade (-20,26%) variando de forma mais ligeira as suas conformacoes: a paralela
apresenta um ligeiro decréscimo de valor percentual (-5,50%); ja a conformacao

antiparalela apresenta uma quebra mais acentuada (-14,76%). As variacOes percentuais

45



Interacao entre proteinas lacteas e extrato de cogumelo Amanita ponderosa

observadas sdo: diminuicao acentuada da volta-§ e folha-B, bem como o aumento da
estrutura desordenada deve-se menor a interacdo da proteina-proteina, ja que se aumenta
a concentracao de extrato na amostra.

Ao comparar os valores percentuais das estruturas secundarias das amostras com maiores
concentracoes de extrato (E1Ci a E3C1), obtidas pelo estudo da Deconvolu¢ao da banda da
amida I, destaca-se a presenca das 4 estruturas secundarias em todas as amostras,
apresentando algumas variacbes da sua predominidncia aquando do aumento da
concentracao de extrato na amostra. Comecando pela estrutura secundaria volta-f3, denota-
se um aumento da sua predominancia com o aumentar da concentracao de extrato, sendo a
mais predominante na amostra E3Ci (com maior concentraciao de extrato). A estrutura
desordenada também apresenta um acréscimo do seu valor percetual, enquanto a hélice-a,
apesar de permanecer como uma das estruturas mais predominantes nestas amostras, vai
diminuindo ligeiramente a sua percentagem. Por fim referir a estrutura folha-f, vai
perdendo alguma preponderancia, ja que ambas as conformacgdes vao diminuindo as suas
percentagens ao longo das amostras de extrato mais concentradas, sendo que, no entanto,
apresentam sempre uma percentagem superior a 20% na sua globalidade.

Em conclusdo, é possivel menciona as variacGes percentuais existentes nas amostras
analisadas com aumento da concentracdo de extrato, destacando-se o aumento da
predominancia de estruturas, como a volta-f e a estrutura desordenada; a diminuicao da
importancia das estruturas folha-f e da hélice-a, ainda que esta apresente quebras pouco
acentuadas. Estes dados preveem um aumento da instabilidade estrutural da proteina
devido a diminuicao das interacoes proteina-proteina, ja que se aumenta a concentracao de
extrato.

Também importante salientar a diminuicdo da absorvancia detetada com o aumentar da
concentracdo de extrato nesta banda de amida.

Em seguida analisou-se a figura 20, na qual constam os espectros das amostras de extrato
com caseinato, diminuindo a concentracao de extrato (figura 20), sendo considerados para

analise os picos relativos as bandas de amida I e II.
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Legenda:
Caseinato de sodio (C) ™ Extrato (E) = E1Ci (Amostra inicial — i; 3 mg/mL)
= E4Ci (2 mg/mL) = E5Ci (1 mg/mL) E6Ci (0,5 mg/mL

Figura 20 — Espectros FTIR-ATR das amostras de caseinato de s6dio (36mg/mL) interagindo com o
extrato, com diminuigdo da concentragdo de extrato, comparando com a amostra de extrato e de caseinato
de sbdio (1700-1250 cm™).

Na figura 20, é possivel verificar a ocorréncia alteragoes nas zonas relativas a banda da
amida (I e IT), a medida que diminui a concentracao de extrato nas amostras.

Ao analisar os referidos picos destacou-se o aumento acentuado do sinal relativo a banda
da amida I. J4 no que respeita ao pico relativo a banda de amida II, destaca-se que os valores
de absorvancia sao muito similares mesmo a medida que a concentraciao de extrato vai
diminuindo. Posteriormente, realizou-se a Deconvolugao de Fourier de cada uma destas
amostras na banda da amida I, cujos dados estao indicados nas tabelas 17, B1, B16-B18
(Apéndice B) e nas figuras A3, A18-A20 (Apéndice A).

Tabela 16 - Deconvolugao de Fourier da banda de amida I referentes as amostras de extrato com caseinato,
diminuindo a concentracao de extrato, representado na figura 20 (figuras A3, A18-A20 do Apéndice A).

Amostras
Estrutura
EiCi E4Ci E5Ci E6Ci
Secundaria (%) o 4 ot !
(3 mg/mL) (2 mg/mL) (1 mg/mL) (0,5 mg/mL)
Volta-f§ 37,24 21,65 17,69 17,64
Hélice-a -—-- 37,91 28,28 26,32
Estrutura Desordenada 10,12 -—- 22,07 22,66
Antiparalela 27,08 14,89 31,97 33,38
Folha-f3
Paralela 24,66 25,54 -—- ——--

Nota: os valores relativos a concentracao sao relativos a concentragio de extrato nas amostras.

C = Caseinato de Sodio; E = Extrato de cogumelo, i = amostra inicial
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Com os dados relativos a Deconvolugao de Fourier das amostras de caseinato de sodio
interagindo com o extrato, com aumento da concentracao de extrato, presentes na tabela
16, destaca-se desde logo é o aparecimento da hélice-a, sendo a segunda estrutura mais
representativa nessa amostra (37,91%) quando se compara a amostra EiCi com a amostra
E4Ci. As restantes estruturas apresentam quebras nas suas percentagens, destacando-se a
estrutura volta-f§ que apresenta uma quebra muito acentuada (-15,59%). A estrutura folha-
p apresenta uma quebra da sua predominancia (-12,21%), mas as suas conformacgoes variam
de forma diferente: a antiparalela apresenta um elevado decréscimo de valor percentual (-
13,09%); por outro lado, a conformacao paralela apresenta um valor muito similar (24,66%
para 25,54%). As variacoes percentuais detetadas, como a diminuicao acentuada da volta-
p e folha-f deve-se a menor interacao da proteina-proteina, mesmo apesar da diminuicao
da concentracao de extrato na amostra.

Quando se comparam os valores percentuais das estruturas secundarias das amostras E4Ci
a E6C1, destaca-se a presenca das 4 estruturas secundarias principais em todas as amostras,
apesar de conformacao paralela da estrutura folha-f nao estar representada em duas das
amostras (as de menor concentracao de extrato). No que respeita a cada uma dessas
estruturas, iniciando pela estrutura secundaria volta-f3, regista-se que a sua predominancia
vai diminuindo com a diminuicao da concentracao de extrato, sendo a menos predominante
na amostra E6Ci. A estrutura desordenada também apresenta um acréscimo do seu valor
percetual com a diminuicdo da concentracdo de extrato, ao invés do que acontece com a
hélice-a, que diminui a sua predominancia. Por fim, de salientar que na estrutura folha-p,
a conformacao antiparalela vai ganhando preponderancia, ja que o seu valor percentual vai
aumentado ao longo das amostras, passando de 14,89% na E4Ci para os 33,38 na amostra
E6Ci.

Em conclusao, verificam-se variagcdes na estrutura secundaria da proteina com a diminuicao
da concentracdo de extrato, destacando-se a diminuicao da predominancia de estruturas
como a volta-f e hélice-a, e a diminuicao da importancia das estruturas folha-f (apesar do
aumento da percentagem relativa a conformacao antiparalela), ainda que esta apresenta
quebras pouco acentuadas. Estes dados podem indiciar uma maior instabilidade estrutural

da proteina por acao da diminuicao da concentracdo de extrato nas amostras.

b) Interacao de extrato de cogumelo com o leite reconstituido.

As amostras utilizadas para a elaboragao desta anélise foram extratos de cogumelo Amanita
ponderosa interagindo com as solugoes de caseinato de sddio, tendo ambas as amostras

sido previamente preparadas em 2.2. e 2.3., respetivamente. De seguida, foram misturadas
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de acordo com as diferentes concentracoes descritas em 3.1.3., e ,em todas estas amostras,
o tampao utilizado foi subtraido.

De forma a obter os espectros relativos as amostras de extrato com caseinato de sodio foi
necessario proceder-se como em 3.1.2. b), encontrando-se representados, nas figuras 21 e

22, 0s espectros obtidos.
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™ Leite reconstituido (L) ™= Extrato (E) EiLi (Amostra inicial — i; 3 mg/mL)
E1Li (6 mg/mL) E2Li (9 mg/mL) = E3Li (12 mg/mL)

Figura 21 — Espectros FTIR-ATR das amostras de leite reconstituido (45 mg/mL) interagindo com o extrato,
com aumento da concentracido de extrato, comparando com a amostra de extrato e de caseinato de sddio
(1700-1250 cm™).

Na figura 21, é possivel verificar a ocorréncia alteracoes nas zonas relativas a banda da
amida (I e IT), a medida que se aumenta a concentracao de extrato nas amostras.

Ao analisar os referidos picos destacou-se que o sinal relativo a banda da amida I, muito
amplo que nao permitiu detetar os picos de cada uma das amostras. Ja no que respeita ao
pico relativo a banda de amida II, destaca-se que os valores de absorvancia vao aumentando
a medida que se aumenta a concentracdo de extrato. Neste caso nado realizou a
Deconvolugdao de Fourier de cada uma destas amostras na banda da amida I, ja que banda
€ muito ampla e ndo permite uma correta a analise das amostras.

De seguida, analisou-se a figura 22, na qual constam os espectros das amostras de extrato
com leite reconstituido, diminuindo a concentracio de extrato, sendo considerados para

analise os picos relativos as bandas de amida I e II.
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Figura 22 — Espectros FTIR-ATR das amostras de leite reconstituido (45 mg/mL) interagindo com o
extrato, com diminuicio da concentragio de extrato, comparando com a amostra de extrato e de caseinato
de sodio (1700-1250 cm™).

Na figura 22, é possivel verificar o aumento acentuado do sinal relativo a banda da amida I,
a medida que se diminui a concentracao de extrato nas amostras, enquanto na zona relativa
a banda de amida II, as amostras apresentam intensidades e absorvancias muito similares.
Ao analisar os referidos picos destacou-se o aumento acentuado do sinal relativo a banda
da amida I. Posteriormente, realizou-se a Deconvolucdo de Fourier de cada uma destas
amostras na banda da amida I, cujos dados estdao indicados nas tabelas 17, B8, B19-B21

(Apéndice B) e nas figuras A10, A21-A23 (Apéndice A).

Tabela 17 - Deconvolugdo de Fourier da banda de amida I referentes as amostras de extrato com leite
reconstituido, diminuindo a concentracao de extrato.

Amostras
Estrutura
EiLi E4Li Es5Li E6Li
Secundaria (%) bt e o !
(3 mg/mL) (2 mg/mL) (1 mg/mL) (0,5 mg/mlL)
Volta- 22,80 19,63 18,11 18,40
Hélice-a -— -— 18,87 19,19
Estrutura Desordenada 25,79 46,10 33,58 31,39
Antiparalela 31,40 34,26 29,43 31,02

Folha-f
Paralela 20,01 — — —

Nota: os valores relativos a concentracdo sao relativos a concentragao de extrato nas amostras.

L = Leite reconstituido; E = Extrato de cogumelo, i = amostra inicial
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Com os dados relativos a Deconvolugao de Fourier das amostras de leite reconstituido
interagindo com o extrato, com diminui¢ao da concentracao de extrato, presentes na tabela
17, destaca-se desde logo a estrutura desordenada, a mais predominante na amostra, que se
apresenta como metade das estruturas verificadas (46,10%), quando se compara a amostra
EiLi com a E4Li. A segunda estrutura mais predominante na amostra é a folha-f8
antiparalela, que representa 34,26% de toda a amostra. Por fim, a estrutura volta-f,
apresenta um valor muito similar em todas as amostras de extrato com leite reconstituido,
diminuindo a concentracao de extrato. A diminuicao da folha-f3, e o aumento da estrutura
desordenada pode indicar um aumento da instabilidade estrutural das amostras de extrato
interagindo com o leite reconstituido, com a diminuicao da concentracao de proteina.

Ao comparar os valores percentuais das estruturas secundarias das amostras com menores
concentracoes de extrato (E5Li a E6Li), obtidas pelo estudo da banda da amida I, destaca-
se a desde logo o aparecimento da estrutura hélice-a, com uma percentagem similar nas
duas amostras (18-19%). Também de salientar um ligeiro acréscimo da conformacio
antiparalela da estrutura folha-f entre as amostras E5Li e E6Li. Por fim de referir que a
estrutura volta-f, apresenta valores muito similares nestas duas amostras.

Em conclusdo, das variagdes percentuais existentes nas amostras analisadas verificadas
com a diminuicdo da concentracao de extrato, destaca-se, principalmente, a diminuicao da
predominancia de estruturas como a estrutura desordenada, enquanto as restantes
estruturas detetadas se apresentam com valores sempre muito similares. Estes dados

podem indiciar uma maior instabilidade estrutural da proteina.

3.2. Espectroscopia de Fluorescéncia

3.2.1. Extrato de cogumelos Amanita ponderosa e amostras proteicas

Utilizaram-se amostras provenientes de extratos obtidos a partir de cogumelos Amanita
ponderosa, preparados previamente em 2.2..

Ja as amostras proteicas utilizadas foram preparadas, como mencionado previamente em

2.3..

3.2.1.1. Extrato Amanita ponderosa em agua e proteinas em solucao

Para o estudo da amostra de extrato em dgua foram pipetados 2 mL da amostra de extrato

(de cogumelo, preparado previamente em 2.2.) em agua para uma célula, sendo esta
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colocada no espectrofluorimetro e, de seguida, foi adquirido o espectro de emissao da

amostra de extrato, de acordo com 2.4.2..
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Figura 23 — Espectros de emissdo de fluorescéncia da amostra de extrato Amanita ponderosa (0,003
mg/mL) em agua (445 — 295 nm).

Iniciando pelo estudo da amostra de extrato de cogumelo em 4gua (figura 23), verificou-se
que a intensidade se mantém muito residual até ao comprimento de onda 445 nm. Por esse
motivo, pode concluir-se a inexisténcia de proteina na amostra de cogumelo, dado que a
proteina deve “emitir” fluorescéncia num comprimento de onda préximo dos 350 nm,
comprimento de onda maximo caracteristico da emissao de triptofano (Lakowicz, J.R.,
2006).

Ja para o estudo das amostras de proteina em solucao foram pipetados 2 mL da amostra da
amostra de proteina (caseinato de sodio e leite reconstituido, previamente preparado em
2.3.) em agua, para uma célula, que foi colocada no espectrofluorimetro, e, posteriormente,

foi adquirido o espectro de emissao das amostras, de acordo com 2.4.2..
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Figura 24 — Espectros de emissao de fluorescéncia das amostras de proteinas (445 — 295 nm).

No que se refere ao espectro da figura 24, os espectros de emissao das proteinas, apresentam
fluorescéncia na zona entre os 295 e 0s 450 nm, como seria de esperar, sendo os
comprimentos de onda maximos detetados 340nm (caseinato de sodio) e 347 nm (leite
reconstituido). Também é possivel reparar que, as curvas relativas aos espetros de proteina
em analise sao idénticas, variando ligeiramente o nivel de intensidade de fluorescéncia das

amostras, devido a diferenca de concentracao existente. Por esse motivo, e como a
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concentracao de proteina do soro no leite € mais elevada, a sua intensidade de fluorescéncia

também € superior a verificada para a amostra de caseinato de sodio.

3.2.2. Interacao de extrato de cogumelo com as proteinas em estudo

(fluorescéncia)

Para analisar a interacao do extrato de cogumelo Amanita ponderosa, obtido em 2.2., com

a proteina, preparada em 2.3., foram preparados dois tipos de amostras:

» amostras proteicas, em interacdo com o extrato (Ei), com variagdo da concentracao
de proteina mantendo a concentracao de extrato, 0,003 mg/mL (sete amostras de

caseinato de sodio, EiCi a EiC6; e sete amostras de leite reconstituido, EiLi a EiL6);

» amostras proteicas, em interacdo com o extrato (Ei), mas com variacao da
concentracdo de extrato, mantendo a das amostras proteicas, 0,036 mg/mL para o
caseinato de sddio e 0,045 mg/mL para o leite reconstituido (sete amostras de

caseinato de sodio, EiCi a E6Ci; e sete amostras de leite reconstituido, EiLi a E6Li).

De referir que nas amostras de leite reconstituido, a concentracao de proteina foi variada
em fun¢do da massa de leite em p6 considerada.

As amostras de proteina (caseinato de sddio e leite reconstituido) em interacdo com o
extrato foram preparadas a temperatura ambiente e analisadas 45 minutos apds a sua
preparacdo. Os valores obtidos sdo valores médios resultado de 3 ensaios realizados. As
concentracoes das amostras de caseinato de sddio e de leite reconstituido em interacao com
o extrato, encontram-se descritas na tabela 10 (estudo de espectroscopia de
infravermelhos), sendo que para o estudo da fluorescéncia as mesmas encontram-se todas

reduzidas 1073 vezes.

3.2.2.1 Efeito da variacao da concentracao da proteina

a) Interacao de extrato de cogumelo com o caseinato de sédio.

As amostras utilizadas para a elaboragao desta anélise foram extratos de cogumelo Amanita
ponderosa em interacdo com as solucoes de caseinato de so6dio, tendo sido previamente
preparadas em 2.2. e 2.3., respetivamente. Posteriormente, foram misturadas de acordo
com 3.2.2., e, em todas as amostras usadas para espectros de fluorescéncia, o tampao

utilizado foi subtraido.
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De forma a obter os espectros de emissao de fluorescéncia relativos as amostras de extrato
com caseinato de sédio foi necesséario proceder-se como em 3.2.1., estando representados,

nas figuras 25 e 26, os espectros obtidos.
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Figura 25 — Espectros de emissao de fluorescéncia das amostras de extrato (concentragio 0,003 mg/mL)
com caseinato de s6dio, aumentando a concentragdo de proteina (valores relatados na legenda), em
comparacao com a amostra de extrato e de caseinato de s6dio (450-295 nm).

I
2 g
8 = 350 Legenda:
g =
& 300 —- .
2 Caseinato de Sodio (C)
% 250
% 200 EiC4 (0,018mg/mL)
eS|
%; 150 EiC5 (0,012 mg/mL)
4]
@ 100 .
j5i EiC6 (0,009 mg/mL)
5 50

0

295 345 395 445

Comprimento de Onda (nm)

Figura 26 — Espectros de emissdo de fluorescéncia das amostras de extrato (concentragio

0,003mg/mL) com caseinato de s6dio, diminuindo a concentracao de proteina (valores relatados na
legenda), em comparacao com a amostra de caseinato de sédio (450-295 nm).

Tal como verificado anteriormente (figura 24), a amostra de caseinato de sddio apresenta
elevada intensidade de fluorescéncia, e o0 comprimento de onda a que atinge o maximo de
fluorescéncia detetada é a 340nm. De seguida, ao analisar na sua globalidade, os espectros
de emissdao da amostra inicial (EiCi) em comparacdo com as amostras onde ocorreu
aumento da concentracdo de proteina (EiC1 a EiC3), verificou-se que a intensidade de

fluorescéncia vai aumentando a medida que se aumenta a concentracao de proteina, sendo
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a amostra EiC3 é a que apresenta uma intensidade de fluorescéncia mais elevada. Ja no que
se refere ao comprimento de onda onde as amostras atingem o seu nivel maximo de
intensidade neste espectro mantém-se a 450nm.

Depois analisaram-se os espectros de emissao das amostras EiC4 a EiC6, amostras nas quais
ocorre uma diminuicdo da concentracido da proteina, e verificou-se uma diminuicao da
intensidade de fluorescéncia a medida que se diminui a concentracdo da proteina na
amostra. No que se refere ao comprimento de onda maximo, este mantém-se estavel a 357-
359 nm.

Quando se comparam as amostras com aumento da concentragio da proteina (EiC1 a EiC3)
com as amostras com diminuicdo dessa concentracao (EiC4 a EiC6) denota-se que esta
ultimas (EiC4 a EiC6) apresentam fluorescéncia na zona entre os 295 nm e os 395 nm, tal
como ocorre aquando do espectro relativo a emissao de fluorescéncia do caseinato de sdédio,

mas a uma intensidade inferior; o que nao se verifica para as amostras EiC1 a EiC3.

b) Interacdo de extrato de cogumelo com o leite reconstituido.

As amostras utilizadas para a elaboragao desta analise foram extratos de cogumelo Amanita
ponderosa em interacao com as solugoes de caseinato de sédio, tendo ambas as amostras
sido previamente preparadas em 2.2. e 2.3., respetivamente. Posteriormente, foram
misturadas de acordo com 3.2.2.,, e em todas as amostras usadas para espetros de
fluorescéncia, o tampao utilizado foi subtraido.

De forma a obter os espectros de emissao relativos as amostras de extrato com leite
reconstituido foi necessario proceder-se como em 3.2.1., estando representados, nas figuras

27 e 28, 0s espectros obtidos.
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Figura 27 — Espectros de emissido de fluorescéncia das amostras de extrato (concentragdo 0,003
mg/mL) com leite reconstituido, aumentando a concentragio de proteina (valores relatados na legenda)
em comparacgao com a amostra de extrato e de leite reconstituido (450-295 nm).
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Figura 28 — Espectros de fluorescéncia das amostras de extrato (concentracdo 0,003 mg/mL) com
leite reconstituido, diminuindo a concentracgio de proteina (valores relatados na legenda) (450-295 nm).

Analisando o espectro relativo a amostra de leite reconstituido (figura 24) apresenta elevada
intensidade de fluorescéncia e superior a da amostra de caseinato de sédio. J4 no que
respeita ao comprimento de onda a que atinge o maximo de fluorescéncia detetada, este
situa-se a 347 nm, valor 7 nm superior ao verificado na amostra de caseinato de sédio.
Posteirormente, aquando da andlise global dos espectros de emissdao da amostra inicial
(EiLi) em comparacao com as amostras onde ocorreu aumento da concentragio de proteina
(EiL1 a EiL3), verifica-se que a intensidade de fluorescéncia vai aumentando a medida que
se aumenta a concentracao de proteina, tal como se verificou no mesmo tipo de amostras,
mas com o caseinato de sodio (figura 25). Ja no que se refere ao comprimento de onda onde
as amostras atingem o seu nivel maximo de intensidade neste espectro mantém-se a 450
nm.

Depois analisaram-se os espectros de emissao das amostras Eil.4 a EiL6, amostras nas quais
ocorre uma diminuicdo da concentragio de leite reconstituido, detetando-se uma
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia a medida que se diminui a concentracdo da
proteina na amostra, tal como acontece aquando da utilizagao do caseinato de sodio (figura
26). No que se refere ao comprimento de onda maximo, este é variavel entre os 342 nm
(EiL6), 348 nm (EiL4), e os 352 nm (EiL5).

Quando se comparam as amostras com aumento da concentracao da proteina (EiL1 a EiL3)
com as amostras com diminuicdo dessa concentracao (EiL4 a EiL6) denota-se que esta
ultimas (EiL4 a EiL6) apresentam fluorescéncia na zona entre os 295 nm e os 395 nm, tal
como ocorre aquando do espectro relativo a emissao de fluorescéncia do leite reconstituido,

mas a uma intensidade muito infeiror; o que nao se verifica para as amostras EiL1 a EiL3.
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3.2.2.2. Efeito da variacao da concentracao do extrato

As amostras utilizadas para a elaboracao desta analise foram extratos de cogumelo Amanita
ponderosa em interacao com as solucoes de caseinato de sddio, tendo ambas as amostras
sido previamente preparadas em 2.2. e 2.3., respetivamente. Posteriormente, foram

misturadas de acordo com 3.2.2., e em todas as amostras usadas para espectros de

a) Interacdo de extrato de cogumelo com o caseinato de sédio.

fluorescéncia, o tampao utilizado foi subtraido.

De forma a obter os espectros relativos as amostras de extrato com leite reconstituido foi

necessario proceder-se como em 3.2.1., estando representados, nas figuras 29 e 30, os

espectros obtidos.

Intensidade de Fluorescéncia (cps)

400
% Legenda:
S 350
= = Caseinato de sodio (C)
= 300
= Extrato (E)
250
200 = EiCi (0,003 mg/mL)
(Amostra inicial — i)
150
100 E1Ci (0,006mg/mL)
50 B E2Ci (0,009 mg/mL)
O B r‘—_—/ '
E3Ci (0,012 mg/mL
295 345 395 445 3C1( g/mL)

Comprimento de Onda (nm)

Figura 29 — Espectros de emissao de fluorescéncia das amostras de extrato com caseinato de sédio (0,036
mg/mL), aumentando a concentracio de extrato, em comparagdo com a amostra de extrato e de caseinato
de sbdio (450-295 nm).
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Figura 30 — Espectros de emissao de fluorescéncia das amostras de extrato com caseinato de sédio (0,036
mg/mL), diminuindo a concentragdo de extrato, em comparagdo com a amostra de caseinato de sédio
(450-295 nm).
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Inciando pela anéilise global dos espectros de emissdo da amostra inicial (EiCi) em
comparacdo com as amostras onde ocorreu aumento da concentracao de extrato (E1Ci a
E3Ci), verifica-se que a intensidade de fluorescéncia vai diminuindo a medida que se
aumenta a concentracdo de extrato na amostra, pelo que se pode dizer que o extrato
funciona como quencher, e desse modo ocorrem interacgoes entre o extrato e a proteina. Das
trés amostras, a E1Ci é a que apresenta uma intensidade de fluorescéncia mais elevada, em
contraste com a amostra E3Ci, que apresenta uma intensidade de fluorescéncia mais
reduzida. Ja no que se refere ao comprimento de onda onde as amostras atingem o seu nivel
méaximo de intensidade neste espectro mantém-se a 450nm.

Depois analisaram-se os espectros de emissao das amostras E4Ci a E6Ci, amostras nas quais
ocorre uma diminuicio da concentracao de extrato, e verificou-se um aumento da
intensidade de fluorescéncia a medida que se diminui a concentracdo da proteina na
amostra. Por outro lado, no que respeita ao comprimento de onda maximo, este decresce
com a diminuicao da concentracao de extrato, variando entre os 361 nm (E6Ci) e os 351 nm
(E5Ci).

Ao comparar as amostras de caseinato de s6dio com aumento da concentracao da proteina
(E1Ci a E3Ci) com as amostras com diminuicao dessa concentracao (E4Ci a E6Ci) denota-
se que esta ultimas (E4Ci a E6Ci) apresentam fluorescéncia na zona entre os 295 nm e 0s
395 nm, tal como ocorre aquando dos espectros relativos a emissao de fluorescéncia do
caseianto de so6dio, mas a uma intensidade muito infeiror; o que nao se verifica para as

amostras E1Ci a E3Ci.

b) Interacao de extrato de cogumelo com o leite reconstituido.

As amostras utilizadas para a elaboragao desta anélise foram extratos de cogumelo Amanita
ponderosa em interacao com as solucoes de caseinato de s6dio, tendo ambas as amostras
sido previamente preparadas em 2.2. e 2.3., respetivamente. Posteriormente, foram
misturadas de acordo com 3.2.2., e em todas as amostras usadas para espetros de
fluorescéncia, o tampao utilizado foi subtraido.

De forma a obter os espectros relativos as amostras de extrato com leite reconstituido foi
necessario proceder-se como em 3.2.1., estando representados, nas figuras 31 e 32, os

espectros obtidos.
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Figura 31 — Espectros de emissao fluorescéncia das amostras de extrato com leite reconstituido (0,045
mg/mL), aumentando a concentracio de extrato, em comparagdo com a amostra de extrato e de leite
reconstituido (450-295 nm).
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Figura 32 — Espectros de emissao de fluorescéncia das amostras de extrato com leite reconstituido (0,045
mg/mL), diminuindo a concentracdo de extrato, em comparacao com a amostra de leite reconstituido(450-
295 nm).

Comecando pela analise global dos espectros de emissao da amostra inicial (EiLi) em
comparagao com as amostras onde ocorreu aumento da concentracao de extrato (E1Li a
E3Li), verifica-se que a intensidade de fluorescéncia vai diminuindo a medida que se
aumenta a concentragao de extrato na amostra. Nesse ambito pode dizer-se que o extrato
funciona como quencher, e desse modo ocorrem interacoes entre o extrato e a proteina, tal
como verificado nas mesmas amostras, mas com a proteina caseinato de sédio (figura 30).
Os espectros das amostras E2Li e E3Li apresenta intensidades de fluorescéncia muito
idénticas. Das trés amostras, a E1Li é a que apresenta uma intensidade de fluorescéncia

mais elevada, em contraste com a amostra E3Li, que apresenta uma intensidade de
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fluorescéncia mais reduzida. Ja no que se refere ao comprimento de onda onde as amostras
atingem o seu nivel maximo de intensidade neste espectro mantém-se a 450nm.

Depois analisaram-se os espectros de emissao das amostras E4Li a E6Li, amostras nas quais
ocorre uma diminuicdo da concentragdo de extrato, e verificou-se um aumento da
intensidade de fluorescéncia a medida que se diminui a concentracdo da proteina na
amostra, enquanto, no que respeita ao comprimento de onda maximo, este aumenta com a
diminuicdo da concentracao de extrato, variando entre os 343 nm (E4Li) e os 361 nm (E5Li).
Ao comparar as amostras de leite reconstituido com aumento da concentracio da proteina
(E1Li a E3Li) com as amostra com diminuicao dessa concentracao (E4Li a E6Li) denota-se,
tal como verificado nas amostras deste tipo em que a proteina usada foi o caseinato de sodio
(figuras 31 e 32), que as amostras nas quais se diminuiu a concentracao de extrato (E4Li a
E6Li) apresentam fluorescéncia na zona entre os 295 nm e os 395 nm, tal como ocorre
aquando dos espectros relativos a emissao de fluorescéncia do leite reconstituido, mas a
uma intensidade muito infeiror; o que nao se verifica para as amostras em que ocorre o

aumento da concentracao de extrato (E1Li a E3Li).
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Capitulo 4

Conclusoes e Perspetivas Futuras

Esta dissertacdo, teve como base o estudo da possivel interacdo dos componentes dos
cogumelos com as proteinas do leite, nos problemas gastrointestinais que se verificaram
aquando da ingestao de cogumelos em conjunto com produtos lacteos. Para esse estudo
utilizou-se um extrato de cogumelo Amanita ponderosa, em interacao com dois tipos de
proteinas: a solucao de caseinato de sodio e a fracao de caseinas (obtidas a partir do leite
reconstituido), sendo que essas interagcdes foram analisadas através de duas técnicas
espectroscopicas: a espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR) e a espectroscopia de
fluorescéncia. O objetivo deste trabalho era estudar se ocorre a interacao de extratos
aquosos de cogumelo Amanita ponderosa com proteinas do leite e, desse modo, a avaliar
se as interacoes originam alteracoes da estrutura secundéaria e/ou terciaria das proteinas,
que possam provocar reagoes adversas no consumidor.

Para o estudo da interacdo do extrato de cogumelo com a amostra de proteina, foram
preparados alguns tipos de amostras, analisados através de duas técnicas espectroscopicas
ao longo desta dissertacdo: amostras isoladas (extrato no estado aquoso e no sélido; de
caseinato de sodio e de leite reconstituido); amostras com variacao da concentracao de
proteina (EiC1 a EiC6; EiL1 a EiL6); e outras amostras com a variacao da concentracao de
extrato (E1Ci a E6Ci; E1Li a E6Li).

Pelo estudo da espectroscopia de infravermelhos, foi possivel verificar a inexisténcia de
proteina nas amostras de extrato, quer no estado sélido, quer no estado aquoso, uma vez
que nao se deteta a banda de amida I em cada uma das amostras, como seria de esperar caso
se verificasse a existéncia de proteina. No que respeita as amostras proteicas, ambas
apresentam as bandas de amida I e II, caracteristicas da presenca de proteina e desse modo
foram realizadas Deconvolucoes de Fourier das respetivas amostras. No ensaio relativo a
solucao de caseinato de so6dio (3.1.2. a)), verificou-se uma predominancia de estruturas
secundérias desordenadas, bem como a menor prevaléncia da estrutura volta- 3, o que
indicia uma elevada instabilidade da amostra. Instabilidade essa, também detetada na
amostra relativa ao leite reconstituido (3.1.2. b)), devido a elevada percentagem relativa as
estruturas desordenadas.

Nos ensaios em que se verificou aumento da concentragao de caseinato de so6dio (3.1.3.1. a),
amostras EiC1 a EiC3), prevé-se um aumento da estabilidade estrutural da proteina devido

ao acréscimo de interacdes proteina-proteina, jA que o caseinato é pouco hidrofébico (ao
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invés das caseinas, que sao hidrofobicas); e também se verifica uma diminuicao da
absorvancia detetada, o que evidencia a ocorréncia interacées que vao afetar as ligacoes N-
H. Por outro lado, aquando da diminuicdo da concentracao de caseinato de so6dio na
amostra (3.1.3.1. a), amostras EiC4 a EiC6), é possivel destacar-se a predominancia das
estruturas volta-f3 e folha-3 (mas com percentagens mais reduzidas quando comparado com
as amostras onde ocorre um aumento da concentracao da proteina); e um incremento da
percentagem relativa a estrutura desordenada. Estes dados podem, novamente, indiciar
uma maior instabilidade estrutural da proteina por acao do extrato. Noutro ambito, quando
se aumenta a concentracido de extrato de cogumelo na amostra com caseinato de sédio
(3.1.3.2. a), amostras E1Ci a E3Ci), observa-se um aumento da prevaléncia das estruturas
volta-3 e a estrutura desordenada; e uma diminuicao da importancia das estruturas folha-
B e da hélice-a. Estes dados preveem um aumento da instabilidade estrutural da proteina
devido a diminuicdo das interagOes proteina-proteina. Aquando da diminuicao da
concentracdo de extrato (3.1.3.2. a), amostras E4Ci a E6Ci), no que se refere a estrutura
terciaria das proteinas presentes nessas amostras, verifica-se uma diminuicdo da
predominancia de estruturas volta-3, um incremento da estrutura desordenada, bem como
uma diminui¢do da importancia das estruturas folha-f. Também se destaca, nesta amostra,
que a hélice-a apresenta valores muito similares, e nesse sentido, estes dados podem
indiciar uma maior instabilidade estrutural da proteina.

No que se refere a ensaios com amostras de extrato em intera¢ao com o leite reconstituido,
nas quais ocorre um aumento da concentracao dessa proteina (3.1.3.1. b), amostras EiL.1 a
EiL3), os dados sugerem uma maior estabilizacdo da amostra, jA que apresenta uma
diminuicdo das estruturas desordenadas, um aumento da volta-3, e uma estabilizacao da
percentagem relativa a estrutura folha-3. De referir que o extrato de cogumelo, nas amostras
de extrato em interacao com o leite reconstituido, nas quais se aumentou a concentracao de
extrato (E1Li a E3Li), funciona como quencher de fluorescéncia e, desse modo, ocorrem
interacOes entre o extrato e as proteinas, o que se verifica também nas mesmas amostras,
mas com a proteina caseinato de s6dio (amostras E1Ci a E3Ci). Em oposicao, quando se
diminui a concentracao de proteina na amostra (3.1.3.1 b), amostras EilL4 a EiL6), verifica-
se uma diminuicao substancial da percentagem relativa a estrutura folha-, o aumento
ligeiro da estrutura desordenada e volta-3, e o aparecimento da estrutura hélice-a. Neste
caso especifico, estes dados carecem de estudos mais aprofundados, ja que neste apenas foi
possivel realizar a Deconvolucdo de Fourier de uma das amostras (EiL4), dada a elevada
amplitude das bandas verificadas, o que impediu a correta realizacdo da referida
desconvolucdo. Como forma a ultrapassar este problema podem ser realizados ensaios com

concentragoes mais reduzidas.
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O mesmo impedimento ocorreu nas amostras de extrato em interacdo com o leite
reconstituido, nas quais ocorre um aumento da concentracao de extrato (3.1.3.2 b), amostra
E1Li a E3Li), o que impossibilita a caracterizacao estrutural dessas amostras. Porém, nas
amostras em que ocorre diminui¢do da concentracao de extrato (3.1.3.2 b), amostras Eil4
a EiL6), a deconvolucao ja é possivel efetuar, o que revelou uma diminuicado da
predominancia da estrutura desordenada, e sendo assim, uma maior instabilidade
estrutural da proteina.

Agora no que se refere a espectroscopia de fluorescéncia, foi possivel denotar a auséncia de
proteina na amostra de extrato de cogumelo aquoso (3.2.1.1.), visto que nao se verificar a
emissao de fluorescéncia num comprimento de onda préximo dos 350 nm, zona
caracteristica para a presenca de proteina. No que se refere ao estudo de amostras de extrato
em interacdo com a proteina, com variacoes das concentracdes de proteina (3.2.2.1. a),
amostras EiC1 a EiC6; 3.2.2.1. b), amostras EiL1 e EiL6), as conclusoes sao similares, quer
para o estudo do caseinato de sodio, quer para o estudo do leite reconstituido. Verifica-se a
existéncia de proporcionalidade nesta ocasido, ja que, aquando do aumento da
concentracdo de proteina, a fluorescéncia detetada aumenta, e quando se diminui a
concentracdo de proteina, a fluorescéncia detetada também diminui.

No estudo das amostras de extrato em interacdo com a proteina, mas nas que ocorre
variacao da concentragao de extrato (3.2.2.1. a), amostras E1Ci a E6Ci; 3.2.2.1. b), amostras
E1Li e E6Li), ja se deteta uma proporcionalidade inversa, uma vez que ao aumentar a
concentracao, a fluorescéncia detetada diminui; enquanto se diminuir a concentracao de
extrato, a fluorescéncia observada aumenta. Isto indica que o extrato ndo apresenta
proteina, ji que se se aumentar a concentraciao de extrato nas amostras, a emissio de
fluorescéncia detetada vai diminuindo.

Esta investigacao podera ser complementada com um estudo sobre a composicao quimica
dos cogumelos, bem como, estudos mais aprofundados sobre a interacao de extrato de
cogumelos com proteinas do leite, estudos fundamentais para uma melhor analise da
composicao dos extratos de cogumelos e da interferéncia das proteinas do leite aquando da
ingestao deste fungo. Estes estudos permitiriam uma melhor avaliacdo acerca da ingestao
em simultaneo destes tipos de alimentos, e das suas possiveis consequéncias adversas para
os individuos em causa.

Em resumo, e com uma das principais constatacoes deste estudo, podemos referir que da-
nos bons indicadores para uma avaliacao correta da interferéncia de proteinas do leite na

ingestao de cogumelos em conjunto com alimentos com esse tipo de proteina.
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Apéndices

Apéndice A: Figuras de Deconvolucao de Fourier
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Figura A1 - Deconvulgdo de Fourier da banda da amida I na amostra caseinato de soédio (figura 12).
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Figura A2 - Deconvulgdo de Fourier da banda da amida I na amostra de leite reconstituido (figura 13).
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Figura A3 - Deconvulcdo de Fourier da banda da amida I na amostra EiCi (figuras 15 e 16).
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Figura A4 - Deconvulgdo de Fourier da banda da amida I na amostra EiC1 (figura 15)
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Figura A5 - Deconvulcao de Fourier da banda da amida I na amostra EiC2 (figura 15).
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Figura A6 - Deconvul¢do de Fourier da banda da amida I na amostra EiC3 (figura 15).

74



Interacao entre proteinas lacteas e extrato de cogumelo Amanita ponderosa

0,0030
= Composito
—— 1681 (Folha-  Anti.)

g 00020 1662 (Volta- B)

(g 1647 (E.D.)

é 0,0010 ______ 1640 (Folha- f Para.)
_____ 1627 (Folha- f Anti.)

0,0000 - “Baseline Correct”
1610 1630 1650 1670 1690

Ntmero de Onda (cm™)

Figura A7 - Deconvulgdo de Fourier da banda da amida I na amostra EiC4 (figura 16).

0,0040
—— Composito
0,0030 ——— 1681 (Folha- ( Anti.)
K —— 1662 (Volta- B)
Q
=
< 0,0020 1647 (E.D.)
o
2 = 1634 (Folha- [ Para.)
< 0,0010
—— 1615 (Folha-  Anti.)
0,0000 — = = “Baseline Correct”
1600 1620 1640 1660 1680 1700

Ntmero de Onda (cm™)

Figura A8 - Deconvul¢do de Fourier da banda da amida I na amostra EiCs5 (figura 16).
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Figura A9 - Deconvul¢do de Fourier da banda da amida I na amostra EiC6 (figura 16).
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Figura A10 - Deconvulcao de Fourier da banda da amida I na amostra EiLi (figuras 17 e 18)
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Figura A11 - Deconvulg¢do de Fourier da banda da amida I na amostra EiL1 (figura 17).
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Figura A12 - Deconvulgdo de Fourier da banda da amida I na amostra EiL2 (figura 17).
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Figura A13 - Deconvulcao de Fourier da banda da amida I na amostra EiL3 (figura 17).
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Figura A14 - Deconvulg¢do de Fourier da banda da amida I na amostra EiL4 (figura 18).
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Figura A15 - Deconvulgdo de Fourier da banda da amida I na amostra E1Ci (figura 19).
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Figura A16 - Deconvulcgdo de Fourier da banda da amida I na amostra E2Ci (figura 19).
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Figura A17 - Deconvul¢do de Fourier da banda da amida I na amostra E3Ci (figura 19).
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Figura A18 - Deconvul¢do de Fourier da banda da amida I na amostra E4Ci (figura 20).
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Figura A19 - Deconvulgdo de Fourier da banda da amida I na amostra E5Ci (figura 20).
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Figura A20- Deconvulcdo de Fourier da banda da amida I na amostra E6Ci (figura 20).
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Figura A21- Deconvul¢do de Fourier da banda da amida I na amostra E4Li (figura 22).
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Figura A22- Deconvulgdo de Fourier da banda da amida I na amostra EsLi (figura 22).
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Figura A23 - Deconvulcido de Fourier da banda da amida I na amostra E6Li (figura 22).
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Apéndice B: Tabelas Deconvolucgao de Fourier

Tabela B1- Dados obtidos da Deconvolugao de Fourier da amostra de EiCi.

Banda Amida I
Sinais (cm™) 1682 1664 1648 1639 1624
Estrutura Folha- Folha-f Folha-f3
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura
Secundaria (%) 18,35 37,24 10,12 24,66 9,63
Tabela B2 - Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de EiC1.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1684 1662 1646 1632 1619
Estrutura Folha-3 Folha-f3 Folha-
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura 10.6 5 26.8 5
Secundaria (%) 9,63 9,95 ,87 3,55 5,35
Tabela B3 - Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de EiCz2.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1684 1662 1646 1631 1618
Estrutura Folha-3 Folha- Folha-3
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura 17,28 28,71 0,0 18
Secundaria (%) 7> »7 30,09 »45 5,47
Tabela B4 - Dados obtidos da Deconvolucdao de Fourier da amostra de EiC3.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1681 1662 1647 1636 1619
Estrutura Folha-f3 Folha-f Folha-f3
Secunddaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
T 22,41 29,77 12,96 26,58 8,28

Secunddaria (%)
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Tabela B5- Dados obtidos da Deconvolucdo de Fourier da amostra de EiC4.

Banda Amida I
Sinais (cm™) 1681 1662 1647 1640 1627
Estrutura Folha- } Folha-3 Folha-f3
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura
e i () 6,48 48,60 12,60 26,22 6,10
Tabela B6 - Dados obtidos da Deconvolugdao de Fourier da amostra de ECs.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1681 1662 1647 1634 1615
Estrutura Folha-f Folha- Folha-3
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura
Sl (29) 7,28 39,71 26,35 24,83 1,83
Tabela B7- Dados obtidos da Deconvolug¢do de Fourier da amostra de EC6.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1680 1662 1646 1633 1624
Estrutura Folha-f ) Folha-3 Folha-
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura 11,31 0,41 61 13,20
Secunddria (%) 3 304 39, 3 5,47
Tabela B8- Dados obtidos da Deconvolug¢do de Fourier da amostra de EiLi.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1673 1660 1647 1636 1624
Estrutura Folha- Folha-f3 Folha-f3
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura 19,1 22,80 2 20,01 12,26
Secundaria (%) 9,14 ’ 579 ’ ’
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Tabela Bg- Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de EiL1.

Banda Amida I
Sinais (cm™) 1678 1661 1646 1637 1624
Estrutura Folha-f3 Folha-f Folha-3
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura 452 ) 18 16.96
Secundéria (%) 4,5 34,34 5,43 »75 9
Tabela B10- Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de EiL2.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1681 1662 1646 1635 1621
Estrutura Folha-3 B Folha-f3 Folha-f3
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura 16 " o499 8
Secundéria (%) »59 35,34 5,49 4, »35
Tabela B11- Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de EiL3.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1680 1662 1646 1635 1620
Estrutura Folha-f Folha- Folha-p
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. Paralela Antiparalela
Estrutura
Secundéria (%) 14,54 35,54 14,25 26,83 8,84
Tabela B12- Dados obtidos da Deconvolucéao de Fourier da amostra de EilL4.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1679 1666 1656 1644 1630
Estrutura Folha-3 - Folha-f3
Secunddaria Antiparalela Volta-f Hélice-a E.D. Paralela
Estrutura 16,20 26,74 17,61 31,97 7,48

Secundaria (%)
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Tabela B13- Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de E1Ci.

Banda Amida I
Sinais (cm™) 1675 1663 1651 1644 1633
Estrutura Folha-f3 410 Folha-
Secundaria Antiparalela Volta-f DL E.D. Paralela
Estrutura 13,22 19,76 0,72 17,1 19,16
Tabela B14 - Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de E2Ci.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1677 1663 1654 1645 1633
Estrutura Folha-f . Folha-$
Secundaria Antiparalela Volta-f Helice-a E.D. Paralela
Estrutura 1 10.02 86 6 17,90
Secundaria (%) 47 9, 20, 30,7 7,9
Tabela B15 - Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de E3Ci.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1677 1662 1650 1643 1631
Estrutura Folha- - Folha-f3
Secundaria Antiparalela Volta-f Heélice-a E.D. Paralela
Estrutura o 5 5 o4 42 12.20
Secundaria (%) 9,7 773 4,93 4,4 35
Tabela B16 - Dados obtidos da Deconvolucdo de Fourier da amostra de E4Ci.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1678 1665 1650 1635 1626
Estrutura Folha-f3 ) - Folha-f3 Folha-f3
Secundaria Antiparalela Volta-f Hélice-a Paralela Antiparalela
Estrutura P 21.6 ) 5 6
Secunddria (%) 7,13 ,05 37,9 5,54 7,7
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Tabela B17 - Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de E5Ci.

Banda Amida I
Sinais (cm™) 1674 1662 1651 1640 1629
Estrutura Folha- - Folha-f3
Secunddria Antiparalela Volta-f Heélice-a E.D. Antiparalela
Estrutura
Tabela B18 - Dados obtidos da Deconvolugdo de Fourier da amostra de E6Ci.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1675 1661 1651 1641 1628
Estrutura Folha-3 - Folha-3
Secundaria Antiparalela Volta-f Hélice-a E.D. Antiparalela
Estrutura
Sl @) 12,36 17,64 26,32 22,66 21,02
Tabela B19 - Dados obtidos da Deconvolugao de Fourier da amostra de E4Li.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1672 1660 1648 1640 1628
Estrutura Folha-f Folha-
Secundaria Antiparalela Volta-f E.D. E.D. Antiparalela
Estrutura
Secundaria (%) 16,44 19,63 28,60 17,50 17,82
Tabela B20 - Dados obtidos da Deconvolucgdo de Fourier da amostra de E5Li.
Banda Amida I
Sinais (cm™) 1682 1668 1656 1644 1629
Estrutura Folha- - Folha-f
Secundaria Antiparalela Volta-f Hélice-a E.D. Antiparalela
Estrutura
St (©F) 4,15 18,11 18,87 33,58 25,28
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Tabela B21 - Dados obtidos da Deconvolug¢do de Fourier da amostra de E6Li.

Banda Amida I
Sinais (cm™) 1681 1667 1656 1644 1629
Estrutura Folha-3 10 Folha-3
Secundaria Antiparalela Volta-f Hélice-a E.D. Antiparalela
Estrutura 1 18,40 19,1 1 23,8
Secundaria (%) 7,15 4 9,19 31,39 3,87
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