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Resumo:

Neste trabalho foi avaliado o potencial da espectroscopia Raman, a qual
permite uma andlise qualitativa a respeito dos modos vibracionais de um
composto. Tal técnica foi empregada no estudo da proteina albumina
presente na clara de ovo de galinha. O consumo desta proteina do ovo pode
ser por meio da ingestdo da clara do ovo in natura ou na forma em po,
podendo ser manipulada quimicamente ou por liofilizagcdo. Sendo assim,
foram analisadas em funcéo da temperatura, a clara do ovo in natura, a clara
do ovo liofilizada e a clara do ovo em p6 adquirida no comércio local, com o
objeto de observar mudancas conformacionais na albumina mediante a
variagao de temperatura.

Introducao

As proteinas sdo formadas por aminoacidos unidos entre si por
ligacbes covalentes denominadas ligac6es peptidicas. Sua conformacéo
protéica se da por meio da sequéncia Unica de aminoacidos que determina a
funcdo biolégica que a proteina ira desempenhar (NELSON e COX, 2011).
Uma das proteinas de grande interesse, a albumina, esta presente tanto em
alimentos, como na clara de ovo, quanto em aplicacdes industriais e até
mesmo no sangue. E usada em grandes quantidades na producio de
produtos alimentares, visando, deste modo, a obtencdo de fracdes da
proteina com diferentes propriedades funcionais (SHARMA, 2012).

Métodos espectroscopicos abrangem um grupo de técnicas que
permite estudar a interacdo da radiacdo com a matéria, em especial a
espectroscopia Raman é aplicada para estudo em proteinas, pois permite
avaliar conformacdes protéicas por meio de bandas Raman que apresentam
assinatura das quatro estruturas das proteinas nas regides espectrais
conhecidas como amida | e 1ll (BENEVIDES et al, 2003). Diante do exposto,
0 objetivo principal deste trabalho é observar possiveis mudancas na
conformacao protéica da albumina da clara de ovo mediante a variacdo de
temperatura via espectroscopia Raman, a qual permite estudar os modos
vibracionais de moléculas, associando aos grupos quimicos da molécula.
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Materiais e métodos

As andlises por meio das técnicas de Espectroscopia Raman foram
feitas utilizando as amostras de clara de ovo in natura, comercial e liofilizada.
Ja para andlise térmica foi utilizada apenas as amostras comercial e
lioflizada. Todos os equipamentos utilizados neste trabalho pertencem ao
COMCAP-UEM.

Para as medidas da espectroscopia Raman foi utilizado um
microscépio Raman confocal (Senterra, Bruker) acoplado a um sistema de
temperatura homemade nas seguintes configuracdes: laser de excitacdo em
532 nm (20 mW); lente de magnitude de 20 x; fenda confocal de 50x1000
um:; resolucdo espectral de 3-5 cm™, entre 200-1700 cm™; 3 s de tempo de
integracao; 100 varreduras por espectro; temperatura de ~20 °C a 70°C com
incremento de 5 em 5° C. Para as analises térmicas foi utilizado um
calorimetro diferencial de varredura (DSC) nas seguintes configuragfes: taxa
de aquecimento de 10°C/min; intervalo de temperatura ambiente a
200°C;atmosfera de aquecimento foi controlada com um fluxo de ar de 50
ml/min.

Resultados e Discussao

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo dos espectros Raman da
clara de ovo, in natura, liofilizada e comercial em temperatura ambiente (21
°C) por meio da espectroscopia Raman. Os espectros estdo mostrados na
Fig. 1. Foi observado nos espectros das amostras bandas Raman referentes
a albumina, conforme relatados na literatura, entretanto para a amostra
comercial foram encontradas algumas regides espectrais diferentes da clara
de ovo in natura e liofilizada, as quais apresentaram espectros Raman
semelhantes. Estas diferencas podem estar associadas ao processo de
producdo da clara de ovo em pdé comercial, que geralmente incluem
pasteurizacdo, eliminagdo de aclUcares no ovo evitando o escurecimento
nao-enzimatico e desidratacdo (CUNHA et AL, 2012).

Para determinar a temperatura na qual as amostras ndo sofressem
degradacao térmica foi utilizada a técnica de DSC. Foi observado nos
termogramas um pico de degradacao térmica préximo a 150 °C, préxima a
temperatura de degradacdo térmica da albumina descrita na literatura em
145 °C (XIANG et al, 2017), além disso, podemos observar que 0 processo
de o efeito térmico observado € irreversivel.

Nas medidas de espectroscopia Raman em fungdo da temperatura
conforme transcorria o0 aumento de temperatura, notou-se, sem excecgoes,
deslocamentos por toda a regido espectral. Para o estudo de mudancas
conformacionais em proteinas por espectroscopia Raman, usualmente, sao
observados os comportamentos das bandas da amida | (1658-1667 cm™) e
amida 11l (1220-1250 cm™) (DUAN et al, 2017; BENEVIDES et al, 2013), as
guais foram analisadas neste trabalho. As bandas Raman referentes a
amida | e lll estdo, predominantemente, correlacionadas com as estruturas
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protéicas tridimensionais a-hélice (estrutura enrolada) e B-folha (estrutura
planar), respectivamente, estas sado as estruturas secundarias de proteinas
(BENEVIDES et al, 2003).
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Figura 1 — Espectros Raman da clara de ovo em temperatura ambiente: in natura,
liofilizada e comercial e as principais atribuicées quimicas.
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Figura 2 — Posicdes das bandas amida | e amida Ill em fun¢&o da temperatura para
as amostras de clara de ovo (comercial, in natura e liofilizada).

Para melhor avaliar os deslocamentos foram avaliados os centros das
amidas nos espectros, como mostra a Fig. 2. Nota-se trés regides distintas
de deslocamento nas duas amidas, mostrando mudancas nas estruturas a-
hélice e B-folha. Podemos inferir que deslocamentos para maiores numeros
de onda ha mudancas de estruturas mais enroladas para menos enroladas,
possivelmente devido ao maior espacamento entre as ligacdes quimicas das
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estruturas secundarias com o0 aumento da temperatura. As variagdes na
clara de ovo liofilizada sdo mais intensas tanto na amida | quanto na amida
lll, mostrando que o processo de liofilizagdo, no qual a temperatura é
reduzida a aproximadamente -196 °C permite maiores mudancas nas
estruturas a-hélice e B-folha. Porém em nenhumas das amostras foi
observada a desnaturacédo, que se caracterizaria pelo desaparecimento das
bandas.

Conclusoes

Dessa forma, podemos concluir que, com a espectroscopia Raman foi
possivel observar mudancas conformacionais na albumina da clara de ovo in
natura e oriunda de processamentos diferentes. Ainda observamos que néo
houve nenhuma desnaturacdo protéica, porém com mudancas nas
estruturas enroladas e planares em fung¢do da temperatura.
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