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Resumo

A aplicacdo da espectroscopia Raman para estudos de aminoacidos em fun¢do da temperatura
mostrou-se eficiente, assim como as analises térmicas com o Calorimetro Diferencial de Varredura
(DSC). A espectroscopia por permitir a caracterizagao e identificagdo dos compostos referentes aos
modos vibracionais da albumina da clara do ovo in natura, liofilizada e comercial, e as analises
térmicas pela atribuigdo referente as taxas de degradagdo térmica das albuminas. Por meio da analise
das deconvolugdes gaussianas em regioes de interesse nos espectros Raman foram investigadas as
posi¢des e areas das bandas atribuidas as estruturas a-hélice (amida I) e B-folha (amida III), as quais
mostraram que mediante a variagao de temperatura de 20 a 70 °C ndo ocorreu a transi¢ao da estrutura
a-hélice para B-folha, mas sim um desordenamento destas estruturas, as quais alternaram sua
predominancia em diferentes temperaturas neste intervalo. Dentre as albuminas estudadas, a que
mostrou maior discrepancia de comportamento com relagdo a posi¢do e a area dessas estruturas em
funcdo da temperatura foi a comercial, possivelmente por ser submetida a processos quimicos e
térmicos para fins comerciais. Tais processos também podem ter influenciado na clara de ovo
manipulada em farmacia, a qual ndo foi submetida as analises térmicas por espectroscopia devido a

auséncia do pico atribuido a Fenilalanina.

Palavras-chave: Espectroscopia Raman, albumina, temperatura.
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Introducao

Um dos alimentos de origem animal com alto teor protéico e de facil acesso ¢ o ovo. Como
consequéncia, sua produ¢do comercial para o consumo cresceu consideravelmente nos ultimos anos
em todo o mundo. No Brasil, o ovo tem se tornado cada vez mais presente na dieta didria dos
brasileiros, mesmo seu consumo sendo inferior & média consumida em outros paises [1].

Os ovos podem ser classificados em diferentes tipos e tamanhos, sendo em média, constituidos
por aproximadamente 88 % de dgua e 12 % de proteinas [2]. Sua composi¢ao proteica ¢ derivada de
uma mistura de varias fragdes proteicas, porém, é a albumina, proteina encontrada na clara do ovo,
que constitui a maior parte do peso do ovo [3].

Sao os aminoacidos presentes na albumina que otimizam o funcionamento e manuten¢do de
nossos tecidos [4], e como consequéncia, o ovo tem se tornado uma fonte altamente proteica na
ingestdo de aminoacidos essenciais ao nosso organismo, seja na forma liquida, in natura ou em pd
comercializada. Além disso, estudos comprovam que a albumina ¢ altamente digestivel, sendo
superior até mesmo ao leite e a carne [4].

Por ser amplamente utilizados na comercializagdo de produtos, principalmente na confecgao de
bolos e seus derivados, e na suplementag@o para ganho ou perda de peso, chama nossa aten¢do por
desempenhar uma determinada fungao bioldgica, seja no organismo ou em alimentos. Tal fun¢ao nao
¢ mais exercida quando desnaturada, podendo ser at¢é mesmo prejudicial a satide. Portanto, nosso
interesse ¢ estudar a albumina da clara de ovo proveniente de processos diferentes para avaliar a
conformag¢do proteica mediante variacdes de fatores externos tal como a temperatura, visando
também a compreensdo do seu comportamento térmico com base na interagdo molecular, durante a
transi¢do da fase nativa a desnaturada.

M¢étodos de microscopia e ensaios biologicos sdo convencionais para o estudo de conformagao
de proteinas, dentre as quais destacam-se as técnicas espectroscopicas no infravermelho e no
ultravioleta-visivel (UV-vis) [5]. Na espectroscopia Raman utiliza-se 0 monitoramento do
espalhamento inelastico que a radiacdo incidente sofre ao interagir com as moléculas da amostra, 0s
quais fornecem informag0es sobre 0s modos vibracionais ou rotacionais das moléculas, provendo
assim uma série de informacdes relacionada as estruturas secunddrias polipeptidicas a partir da
observacao de suas bandas caracteristicas [6].

Sob essa perspectiva, a espectroscopia Raman, que tem sido cada vez mais utilizada para a
caracterizacdo de compostos bioldgicos, no qual, ndo somente obtém informagdes sobre sua estrutura,

e geometria molecular, como também destaca-se por sua aplicacdo em diferentes amostras [4, 7-8],
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podendo ser utilizada para a identificacdo de substancias organicas e inorganicas e em analises de
estruturas conformacionais que constituem uma proteina.

M¢étodos embasados em analises térmicas sdo capazes de analisar o comportamento térmico das
proteinas por meio de detecgdes de mudangas de calor, associadas as propriedades fisicas e quimicas
da amostra em funcdo da temperatura e do tempo, portanto, podem servir como complemente em
nivel macroscopico, como € o caso do Calorimetro Diferencial de Varredura (DSC) [9].

Sendo assim, este trabalho de conclusdo de curso objetivou a utilizagdo do Calorimetro
Diferencial de Varredura (DSC) e da espectroscopia vibracional Raman, os quais serviram para
analisar as taxas de degradacao térmicas das albuminas e para estudo das possiveis mudancas na
conformagdo da proteina albumina in natura, comercial, liofilizada e albumina manipulada em
farmacia, permitindo um estudo interdisciplinar relacionando conceitos fisicos, biologicos e

bioquimicos.



1. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi estudar as possiveis conformagdes da proteina albumina, a
partir da clara de ovo de fresca, chamada de in natura, a clara de ovo liofilizada e clara de ovo em p6
vendida em comércio local, chamada de comercial, mediante a variagao de temperatura (20 a 70 °C)
utilizando espectroscopia Raman e a Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). Estudos
posteriores visaram uma analise das conformacdes proteicas relativa a clara de ovo manipulada em
farmacia. Os objetivos especificos foram compostos por: revisdo bibliografica sobre o tema do
trabalho, aprendizado tedrico e experimental acerca da espectroscopia vibracional, caracterizagao das
albuminas em temperatura ambiente e analise térmica das mesmas, tanto por meio da espectroscopia

Raman em fun¢do da temperatura quanto pela Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC).
2. Fundamentacao Teorica

Neste capitulo serdo apresentados conceitos gerais sobre proteinas, em especial a albumina,

bem como, sobre as técnicas utilizadas neste trabalho.

2.1 Proteinas e suas conformacoes

Todas as proteinas, independentemente de sua fun¢@o bioldgica, sdo constituidas com o mesmo
conjunto de 20 aminoécidos [10]. Caracterizados por um grupo amina (-NH) e um grupo carboxila

(C=0) (Figura 2.1), diferem-se uns dos outros através de suas cadeias laterais ou grupos R.

Figura 2.1: Representagdo da estrutura geral do aminoacido [10].

As proteinas sdo cadeias de aminodcidos, onde cada aminodcido esta ligado aos seus vizinhos
por ligagio covalente. E através de uma sequéncia unica de aminoacidos, denominada como
peptideos, distintos uns dos outros por sua sequéncia e numeros, que torna a proteina apta para
executar sua determinada fun¢@o no organismo [10].

Capazes de se unirem através de uma ligagdo peptidica, os aminoacidos formam peptidios e

proteinas. Isto €, se unirmos covalentemente duas moléculas de aminoacidos, ocorrera a ligagdo
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peptidica, formando assim, um dipeptidio. Com trés moléculas de aminoacidos teremos um
tripeptidio e forma-se um polipeptideo quando hé o conjunto de muitos destes aminoacidos [10]. Uma
ligacdo peptidica ocorre pela formacao de dgua (reagdo de desidratacdo) de um grupo o- amino € um

grupo o-carboxil entre dois aminoacidos [10], como mostra a Figura 2.2.

R] O H Rz o
+ l // +| I //
HiN—C—C + H—N—C—C
| \o- - \O_
H H H
H,0
Ry O R> 0
+ | N | 7
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R I
H H H

Figura 2.2: Representacdo esquematica da formacao de uma ligagdo peptidica [1].

Tais sequéncias de aminoacidos acabam por originar uma proteina que podem ser classificadas
em quatro niveis estruturais: Estrutura primaria, estrutura secundaria, estrutura terciaria e estrutura

quaternéria (Figura 2.3).

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
primaria secundaria terciaria quaternaria

Figura 2.3: Representacgdo das estruturas primaria, estrutura secundéria, dada pelo arranjo mais simples, isto &,

conformagdo o-hélice, estrutura tercidria e estrutura quaternéria [13].

As proteinas, por estarem em seus estados nativos (conformagdo na qual a proteina existe em
seu meio natural), comegam a primeira etapa de sua vida na estrutura priméria. E desta estrutura que
dependem as fungdes biologicas das proteinas, pois a modificacao de apenas um aminoacido, altera
a estrutura primaria e cria uma proteina diferente [11]. Esta proteina diferente pode ser inativa ou ter
outra fungdo bioldgica, no entanto, diferente da estrutura primaria, representada por uma sequéncia

linear de aminoacidos, as estruturas secunddrias, terciarias e/ou quaterndrias apresentam uma
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estrutura espacial (tridimensional), onde suas moléculas sao capazes de dobrar-se e enrolar-se em sua

conformagdo proteica [10].

Resultante de ligagdes de hidrogénio que ocorrem entre o hidrogénio do grupo amino (— NH) e

o oxigénio do grupo carbonila (C = O), a estrutura secundaria, ¢ caracterizada pela interagdo de seus

aminoacidos, formando ligagdes intermoleculares através da cadeia polipeptidica que enovela-se

sobre si mesma em formato de espiral. A esta conformagdo denomina-se a-hélice. Outro modelo

estrutural diferente e estavel para a proteina ¢ a B-folha pregueada [11].

>

Estrutura em a-hélice: A estrutura em a-hélice ¢ o arranjo mais simples que uma cadeia
polipeptidica pode assumir [10] (Figura 2.4 (A)). Nesse arranjo a cadeia de
polipeptideos € enrolada em torno de um eixo imaginario longitudinal (Figura 2.4 (B)),
de modo que as cadeias laterais dos aminoécidos séo projetadas para fora da hélice
[12]. As ligacdes de hidrogénio entre as ligacbes peptidicas sdo fundamentais na

estabilidade da hélice.

Estrutura em PB-folha pregueada: A estrutura em B-folha pregueada, assim como a a-
hélice, também ¢ sustentada pelas ligacbes de hidrogénio entre as cadeias
polipeptidicas. Sendo estas as principais responsaveis pela estabilidade da estrutura.
No entanto, sua formacdo se dad em forma de ziguezague, pois 0 esqueleto
polipeptidico estd estendido e arranjado paralelamente formando uma estrutura
semelhante a pregas [10]. Uma representacdo da estrutura em PB-folha pregueada

comum em proteinas estd mostrada na Figura 2.4 (C).

Extremidade aminoterminal

54A

(3.6 residuos) I

Figura 2.4:

() Carbono ‘
O Hidrogénio
@ Oxigénio
() Nitrogénio

‘ @ GrupoR

=B g b : 7 .
o (B ) ©
Representagdo da estrutura em o -hélice: (A) Estrutura em torno do eixo imaginario longitudinal; (B)

visdo transversal da hélice e (C) estrutura da B-folha [11].



Sendo a estrutura tridimensional completa do polipeptideo, a estrutura tercidria pode ser
formada por varios tipos de estrutura secunddria, de tal forma que sua estrutura esta relacionada com
o numero de possibilidade de interacdes entre os grupos laterais, fazendo com que a proteina dobre-
se ainda mais. Além dessa estrutura estao as proteinas que possuem mais de uma cadeia polipeptidica,
caracterizadas pela estrutura quaternaria. Embora a estrutura quaternaria apresente um alto grau de
enovelamento, alguns estudos sugerem a existéncia de estruturas mais complexas [10], porém, como
a composicao estrutural da albumina ¢ aparentemente simples, um alto grau de complexidade em suas

estruturas nao se enquadra neste trabalho.

2.2  Proteina do ovo (Albumina)

Uma das proteinas de grande interesse, a albumina, estd presente tanto no sangue quanto em
alimentos, os quais utilizam amplamente sua composi¢do para a comercializagao de produtos por
conta de seu alto valor nutricional e propriedades funcionais tnicas. Uma mistura de aminoacidos
contidas em suas proteinas torna a albumina altamente digestivel, sendo superior at¢ mesmo ao leite
a carne [4].

Por conta de sua crescente implementagdo em nossas refei¢des ao longo dos anos, o ovo,
podendo ser classificados em diversos tipos e tamanhos [14], € constituido por aproximadamente
88 % de agua e 12 % de proteinas[2]. Sua composi¢do proteica deriva de uma mistura de varias
fracdes proteicas, de modo que o percentual de cada composicdo encontra-se na Tabela 2.1.

O teor percentual da constituicdo do ovo ¢, em média, de 65 % relativa a clara do ovo e 35 % a
gema do ovo, e por conta de sua fécil separagdo as proteinas vém sendo estudadas separadamente
[15]. Aclara do ovo ¢ constituida principalmente pela ovalbumina que € rica em metionina, enquanto
que a gema ¢ constituida em maior quantidade pela ovovitellina, rica em arginina, lisina e leucina
[16].

Porém, ¢ a albumina, proteina encontrada na clara do ovo, constituida pela ovalbumina,
conalbumina e ovomucoéide, que constitui a maior parte do peso do ovo, cerca de 67% [3]. S@o os
aminoacidos presentes na albumina que otimizam o funcionamento e manutencao de nossos tecidos
[4], e como consequéncia, 0 ovo tem se tornado uma fonte altamente proteica na ingestdo de

aminoacidos essenciais a0 nosso organismo.



Tabela 2.1 — Porcentagens aproximadas das respectivas composi¢des proteicas constituintes do ovo [15].

Composicao proteica do ovo inteiro (clara e gema)

Ovalbumina 54 %
Conalbumina 13 %
Ovomucoide 11 %
Lisozima 3,5%
Ovomucina 1,5 %
Flavoproteina 0,8 %
Ovoinibidor 0,1 %
Avidina 0,05 %
Proteinas nao-identificadas 8 %

O alto teor proteico da albumina incentiva seu consumo, sendo cada vez mais presente em nossa
dieta didria, seja in natura ou em poO comercializada. Sendo os ovos em pd comerciais,
industrializados amplamente durante a segunda guerra mundial devido ao seu menor peso e tamanho,
contribuindo assim, com a minimizacao das perdas em transportes provenientes da albumina in
natura [4].

Observacdes sugerem que em climas tropicais uma degeneragdo em seu condicionamento ¢
qualidade influenciam no sabor ¢ compactacao do pd, enquanto que em temperaturas mais amenas
levam-se meses para que os efeitos da umidade interfiram em sua composi¢ao [4]. Em contrapartida,
outras observacgdes dao énfase a uma maior vida 1til dos ovos em po, justamente por ndo necessitarem
da refrigeragdo como a in natura [17]. Independentemente de seu estado fisico ou tempo de vida,
estudos mostram que a albumina comercial apresenta os mesmos aminoacidos essenciais que 0 ovo
in natura, embora um menor teor de cistina seja notado [4].

No entanto, apesar de desempenhar uma determinada fun¢do biologica, seja no organismo ou
em alimentos, pode ser prejudicial a satide quando desnaturada, nesta conformacao sua geometria
molecular e funcgdes biolodgicas sdo alteradas. Na desnaturagdo, perda da forma tridimensional de uma
proteina (Figura 2.5), ocorre pela modifica¢ao de qualquer uma das estruturas espaciais, com excegao
da estrutura primadria, na qual os aminoacidos permanecem unidos na mesma sequéncia linear [11].
Desse modo, dependendo da estrutura espacial que constitui uma proteina, a desnaturagdo pode ser
reversivel, porém, para a albumina, ela € irreversivel devido as mudancas de textura e cor quando
aquecida. Alguns dos principais agentes fisicos desnaturantes sdo causadas por: variacdes na

temperatura, pH, luz e agitacao [11].
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Figura 2.5: Representacdo espacial do processo de desnaturagdo de uma proteina normal [11].

Estudos sugerem que animais criados para fins de consumo humano que sofrem confinamento
em condi¢Oes inadequadas para sua criacdo, em locais especificos para tal fim, podem apresentar
alterac6es na composicéo e qualidade em membros e 6rgaos destinados ao consumo, sendo em alguns
casos, prejudiciais ao nosso organismo [18]. Em aves, os fatores de confinamento para producéo de
ovos, podem influenciar na composi¢ao e qualidade dos ovos [19, 1].

Tendo em vista a importancia das proteinas de origem animal para a industria de alimentos, o
estudo de mudancas conformacionais nas mesmas, que podem decorrer com a variacdo de
temperatura ¢ de grande importancia para saude da sociedade, sendo os processos térmicos tanto no
transporte quanto no periodo de criagcdo ou producdo um fator fundamental para as proteinas.

Neste viés métodos espectroscopicos sdo técnicas amplamente utilizadas para o estudo de
macromoléculas, as quais dependem da interacao radiagao matéria. Dependendo da regido espectral
daradiagdo eletromagnética, € possivel analisar proteinas em nivel molecular, como no caso da regiao
do infravermelho, que permite o estudo das vibragdes moleculares dos componentes tanto de
substancias organicas como inorganicas. Em particular, a espectroscopia vibracional Raman ¢ uma
técnica muito utilizada para o estudo de mudangas conformacionais em proteinas, o que motivou este
trabalho de conclusdo voltando sua aplicagdo para o estudo de possiveis mudangas conformacionais

na albumina oriunda da clara de ovo em funcao da temperatura.

2.3 Espectroscopia Raman

ContribuicGes notaveis acerca da estrutura da matéria foram feitas a partir de metodos
experimentais utilizando a espectroscopia, as quais nos fornecem informacgdes das estruturas e
interacBes moleculares que ocorrem quando a radiacdo interage com a matéria [20]. Em nivel
molecular, a interacdo da radiacdo com a matéria pode ocorrer por absorcéo, transmisséo, reflexéo ou

espalhamento [21], podendo este ultimo se elastico ou inelastico.



A espectroscopia Raman, relatado pela primeira vez em 1928 pelo fisico indiano
ChandrasekharaVankata Raman, ¢ uma das espectroscopias que nos fornecem informagdes dos
modos de vibragdo das moléculas com o material por espalhamento. Neste caso, a radiac¢do, fracdo
de energia absorvida, € espalhada inelasticamente e com frequéncia diferente da radiacao incidente,
de modo que a variacdo de frequéncia é dada pela diferenca de energia entre dois estados vibracionais
[21].

Portanto, ha de ocorrer a absorcao simultanea de um foton incidente e a emissao de um féton
espalhado, podendo inicialmente a molécula se encontrar no estado fundamental ou excitado,
sofrendo uma transicao entre os niveis vibracionais da molécula.

Se o féton ndo sofrer variacdo de frequéncia, pode resultar em um espalhamento elastico
(Rayleigh), onde o foton espalhado possui a mesma energia do foton incidente. No entanto, se o foton
for espalhado com uma energia menor (Stokes) ou uma energia maior (anti-Stokes) que o féton
incidente, resulta em um espalhamento inelastico [20]. A Figura 2.6 representa estes mecanismos de

espalhamento.

A AT TR estado virtual
fz/h_z\: h[\.ﬁ_\‘i } ,_7/1'1?\_:
Nivel eletrénico — o
fundamental — E—
Stokes Rayleigh Anti-Stokes
(a) (b) (c)

Figura 2.6: Mecanismos de espalhamento: (a) Raman Stokes; (b) Rayleigh; (c) Raman Anti-Stokes. Sendo hv, a energia

do féton que colide com a molécula, h(ve+viy € h(ve-vi) sdo as energias de vibracdo da molécula [22].

No espalhamento Raman Stokes, a molécula, apds sofrer espalhamento com um f6ton, tem sua
nuvem eletronica perturbada pela componente de campo elétrico do foéton espalhado, de tal modo que
passa por um processo de excitacdo do sistema indo de um estado fundamental para um nivel de
energia intermedidrio, chamado virtual, o qual sé existe mediante a radiagdo incidente, e em seguida
decai para um nivel excitado. J4 no espalhamento Rayleigh, ela atinge um nivel virtual de energia,
mas decai para o nivel de energia inicial. Por fim, no espalhamento Raman anti-Stokes, a molécula
que ja se encontrava em um estado excitado, volta ao estado fundamental apos o espalhamento com
o foton. A intensidade do sinal do espalhamento anti-Stokes ¢ menor, pois ¢ menor a probabilidade
de se encontrar uma molécula em um estado excitado, porém os niveis vibracionais so 0s mesmos
para o espalhamento Stokes e anti-Stokes. Para ambos os casos ocorre um deslocamento Raman que

¢ dado pela diferenca de energia entre os fotons espalhado e incidente, correspondendo as diferencas



de niveis de energias especificos para cada amostra [20].

Dependendo do tipo de espalhamento, correspondendo a criagdo de um foton (Stokes) ou a
destruicdo (absor¢do) do mesmo (anti-Stokes), ocasionara um deslocamento Raman acima e/ou
abaixo da energia do foton espalhado em relacdo ao foton incidente. Assim, quando as moléculas
apresentam pequena diferenca de energia entre os diversos estados vibracionais ou rotacionais ocorre
a radiacdo no infravermelho, de modo que um espectrometro coleta a luz espalhada convertendo-o
em forma de espectro, caracterizado por bandas definidas ou menos definidas conforme a regido
espectral.

Desse modo, para que o modo de vibragdao seja Raman ativo, isto €, apresente espalhamento
Raman, ¢ necessario que durante a interagcdo da radiacdo incidente (luz monocromatica) com a
molécula, a regra de selecdo no efeito Raman seja satisfeita. Para isso deve ocorrer uma variagdo na
polarizabilidade molecular devido ao campo elétrico incidente [23]. A polarizabilidade ¢ definida
como sendo o grau de deformacdo de uma ligagdo, portanto, as distribuigdes de carga positiva e
negativa da molécula sdo influenciadas pelo campo elétrico, que por consequéncia de suas vibragdes
moleculares, deformam sua nuvem eletronica, reemitindo radiacdo ao retornarem ao seu estado
original.

O campo elétrico da radiagdo incidente E induz um momento de dipolo P na molécula, dado
por: P=aE, sendo o a polarizabilidade, de modo que ao ocorrer uma excitagao vibracional durante o
espalhamento féton-molécula, a distribuigdo eletronica da molécula pode ser alongada ou

comprimida devido a radiagdo incidente resultando na varia¢do da polarizabilidade.

2.3.1 Vibrac¢oes moleculares

O movimento da molécula no espaco, como um todo, ¢ dado por translagdes do seu centro de
massa, de forma que os 4&tomos se movem em conjunto. Uma representacdo desses movimentos
translacionais em trés graus de liberdade, nas coordenadas x, y e z, ¢ mostrada na Figura 2.7. Esse
movimento conjunto ocorre tanto para rotagdes quanto para translagdes, porém, diferente da
translacdo, a rotagdo de uma molécula tem seu centro de massa fixo, os quais movem-se um em
relacdo ao outro [24]. S3o esses movimentos que fixam o centro de massa da molécula que
denominamos vibragdes moleculares.

Deformacdes angulares e alongamento de ligagdes sdo ocasionadas por tais movimentagdes
moleculares, separando em modos normais de vibragdo de acordo com os niveis de energia [23]. Um
modo normal de vibracao € tal que, cada nucleo realiza uma oscilagdo harmonica simples em torno
de sua posicao de equilibrio e os conjuntos de ntcleos se movem em fase com mesma frequéncia,
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porém o centro de massa da molécula como um todo ndo muda [23]. Os 4&tomos em uma molécula
podem também mover-se entre si, ou seja, um atomo pode sair do seu plano ou ter uma variagdo em
seus comprimentos de ligagdes. Essas caracteristicas estdo relacionadas com movimentos de flexao e

alongamento que sao chamados de vibragoes.

®
)
7

© —

Figura 2.7 — Representagdo do movimento translacional da molécula como um todo, em trés graus de liberdade [24].

Uma particula que realiza um movimento translacional pode ser descrito por 3 coordenadas
(x,y,z), de modo que haverd 3 graus de liberdade correspondentes as suas posi¢des no espaco.
Portanto, um sistema no qual ha N atomos tera um total de 3N graus de liberdade relativo a posicdo
de cada um desses atomos. Independente do movimento, seja 0 &tomo ndo agrupado e livre em trés
dimensdes ou ligados entre si, formando uma molécula, os 3N graus de liberdade continuardo
existindo [24]. S&o estes graus de liberdades que nos dao informacdes acerca de seus modos normais
de vibracdo [21].

Desse modo, para moléculas ndo lineares, havera trés graus de liberdade equivalentes a sua
rotacdo e trés graus de liberdade em torno de trés eixos perpendiculares, logo tem-se 3N-6 graus de
liberdade para as vibragdes (Figura 2.8 (b)). Para moléculas lineares ndo ha rotacdo em torno do eixo
internuclear, restando 3N-5 graus de liberdade para as vibragdes, essa falta ¢ compensada por um grau
de liberdade vibracional extra (Figura 2.8 (a)). Isso ocorre quando uma vibragdo ¢ perpendicular a

outra vibragao de mesma frequéncia e mesma energia, provocando a degenerescéncia [21].

11



>
o
o ©

(b)
Figura 2.8: Representagdo das rotacdes nos 3N graus de liberdade: (a) duas para moléculas lineares e
(b) trés para moléculas ndo lineares [24].
Para moléculas diatémicas, lineares, tem-se apenas um Unico modo normal da ligacdo, de
distensdo e compresséo alternadas, chamado de estiramento. O que representa um grau de liberdade

vibracional, como mostrado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Graus de liberdade para molécula monoatémica, molécula linear e molécula ndo-linear [21].

Monoatémica Molécula linear Molécula néo-linear
Translagdo (X, Y, z) | 3 3 3
Rotagdo (X,y,2) | 0 2 3
Vibragéo | 0 3N-5 3N-6
Total | 3 3N 3N

2.3.1.1 Tipos de vibracio molecular

Os modos de vibragbes normais 3N-6 e 3N-5 que uma molécula apresenta podem ser
classificados quanto ao tipo de vibracdo, podendo ser simétricas (estiramento em fase) ou assimétricas
(estiramento fora da fase). As vibracdes angulares podem ainda estar no plano ou fora do plano.

» No estiramento a vibracdo ocorre ao longo do eixo de ligacdo a qual resulta em um
alongamento e encurtamento continuo da ligagdo. Quando é simétrico, os atomos se
afastam e se aproximam do atomo central ao mesmo tempo. Ja as vibracGes assimétricas
ocorrem de forma alternada em relacdo ao seu &tomo central, enquanto um atomo se afasta

0 outro se aproxima (Figura 2.9 (a)).

» Nas deformagodes angulares 0 movimento entre trés atomos ¢é resultante da variacdo entre
seus angulos de ligagdo. No plano, sua vibragdo simétrica resulta do movimento de dois

atomos em direcdes opostas em relacdo ao atomo central, aumentando ou diminuindo seu
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angulo de ligagdo (movimento de tesoura s), movimentagdes angulares no mesmo sentido
(balango ) decorrem de vibragdes assimétricas. Para fora do plano os dtomos podem
apresentar movimentos ora para frente e ora para tras do plano (abano w) ou na mesma
direcdo (tor¢do t), indicando assim, vibragdes simétricas e assimétricas, respectivamente

(Figura 2.9 (b)).

(a)  Estiramento:

» ¥
o ] (] ©

Simétnico Assmétnco

(b) Deformagao ou flexao:

No plano: Fora do plano
e - > > t + + -
&) o @ @ Q e ® °
Tesoura (simélnca) Balango (assimétnca) Abano (assimétnca) Torgao (simétnca)

Figura 2.9: Modos de vibragdes moleculares de estiramento e deformagio [24].

2.4  Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As macromoléculas, tais como as proteinas e os lipideos, quando submetidas a uma indug¢do de
temperatura, possuem a capacidade de resistir a mudangas conformacionais, de modo que ocorra
apenas uma reorganizac¢ao estrutural resultante da absorcao do calor [25]. Tal absor¢ao sdo registradas
por calorimetros. Sendo assim, analises térmicas sdo essenciais para andlise do comportamento
térmico de um material, pois ¢ por meio de deteccdes de mudancgas de calor, associadas as
propriedades fisicas e quimicas de um material em fun¢do da temperatura e do tempo, que se pode
analisar tais processos [9].

Existem diferentes técnicas voltadas para analises térmicas, dentre elas a Termogravimetria
(TG) que tem como objetivo investigar a massa de uma amostra em fun¢do da temperatura e do
tempo, a Analise Térmica Diferencial (DTA), que detecta mudancas na propriedade da amostra
relacionando a altera¢des de temperatura e a Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) que analisa
a diferenca da taxa de fluxo de calor na amostra, permitindo a determinagdo de calor especifico e
entalpias de transformagao de fase [26].

O principio de medi¢do na técnica de DSC se baseia na taxa de fluxo de calor, entre a amostra
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e um material utilizado como referéncia, sujeitos a uma alteracdo de temperatura [9], portanto,
mudangas ocasionadas no fluxo diferencial da amostra, sendo por absor¢do ou evolugdo do calor, nos
fornecem picos, que nos diz a qual evento térmico se deve atribuir. A essa formacao de picos damos
o nome de transi¢dao de primeira ordem e isso ocorre quando o material estd sujeito a uma transicao,
ocorrendo uma variagdo de entalpia, sendo endotérmica ou exotérmica [9]. Existem também as
transicdes de segunda ordem, nos quais ndo apresentam picos nas curvas de DSC por consequéncia

de sua entalpia nao variavel. No entanto, tais transi¢des geram deslocamento na linha de base (Figura
2.10).

T A Pico exotérmico
X Linha de base N l;\
extrapolada T onset / \
\
] | \
/ \ / T endset | \‘\
/ \ / | \
(- / / \
Q e e — /__,/ Noiiis
P Variagdo de CP
x
2 8
I =
Qo
| Area do pico T pico
o Nic
endotérmico y,
P
/
o

Temperatura

Figura 2.10 — Curva de DSC mostrando picos de primeira e segunda ordem [27].

A técnica de DSC ¢ uma excelente técnica para a caracterizagao e estabilidade de uma proteina
em sua forma nativa, podendo nos fornecer dados acerca da desnaturagdo térmica da mesma [25]. O
sistema consiste de forma que a amostra e a referéncia sao ambas dispostas sobre uma plana condutora
e aquecidas a mesma temperatura, logo, a determinacao ¢ medicao do fluxo de calor se da por essa

placa condutora e sensores térmicos, os quais captam a diferenca de capacidade térmica entre a

amostra e a referéncia [26]. A representagcdo deste esquema estd na Figura 2.11.
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Figura 2.11 — Esquema de um analisador térmico de DSC por fluxo de calor [28].

3. Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo apresentadas as amostras utilizadas e as condi¢des de medida para cada

uma das técnicas empregadas neste trabalho.

3.1 Amostras de albumina

As amostras utilizadas neste trabalho foram de claras frescas de cinco ovos (in natura), sendo
os ovos coletados de uma tnica ave devido as diversas variaveis quando analisadas as claras frescas
avulsas, a clara de ovo liofilizada pela Profa. Dra. Paula Toshimi M. Pintro do Departamento de
Agronomia/UEM, clara de ovo em pd adquirida no comércio local (comercial), porém sem
procedéncia e valores nutricionais conhecidos e albumina de clara de ovo manipulada em farmacia
de manipulacdo (manipulada). Todas as amostras, com exce¢do da manipulada, foram submetidas a
analises por espectroscopia Raman em func¢ao de temperatura. Os espectros Raman das claras de ovos
frescas apresentados sao uma média de trés amostras de ovos.

As amostras comercial, manipulada e in natura foram as Unicas submetidas a analise térmica,

sendo a quarta amostra de ovo utilizada para este fim e a quinta para fins de caracterizagao inicial.

3.2 Espectroscopia Raman

As analises foram realizadas utilizando excitacdo em 532 nm ¢ 1064 nm sendo assim foi
necessaria a utilizagdo de dois espectrometros Raman: microscopio Raman confocal (SENTERRA,
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Bruker, Alemanha) e por transformada de Fourier - FT-Raman (Bruker, Vertex 70v- Ram II module,
Alemanha). A utilizagdo de dois comprimentos de onda de excitagdo deu-se por dois fatores
principais: (i) algumas amostras apresentavam luminescéncia para um dos dois comprimentos de
onda prejudicando a aquisi¢do do sinal Raman e (ii) a utilizacdo do sistema de aquecimento para
medidas in situ s6 foi possivel utilizando o microscopio Raman devido ao espago fisico adequado
para a montagem. Ambos os espectrometros pertencem ao Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa
(COMCAP-UEM). A seguir descrevemos alguns detalhes das configuragdes experimentais utilizadas
com cada equipamento.

No microscopio Raman confocal (micro-Raman) (Figura 3.1 (a)), deve-se primeiramente
destacar que somente a radiacdo dispersada pela area focada ¢ detectada (plano confocal 2). Isso
elimina a radia¢do dispersada por uma area menos focada (plano confocal 1), pois estas sdo
bloqueadas pela abertura confocal. A abertura confocal pode ser na forma orificio ou fenda retangular,
como mostrado na esquematizacdo da Figura 3.1 (b).

Para a realizacdo das medidas foi selecionado o comprimento de onda para excitacdo em 532
nm, com poténcia nominal de 20 mW, sendo focado na amostra por uma lente de magnitude de 20 x.
Essa lente coleta o espalhamento Raman e o conduz ao detector (CCD). Uma fenda retangular de
50x1000 pm foi selecionada para a abertura confocal garantindo que camadas abaixo da superficie
fossem medidas. Os dados espectrais foram adquiridos utilizando o programa OPUS® 7.2
configurado a uma resolucio espectral de 3-5 cm™! na regidio entre ~1700-200 cm™!, com 3 s de tempo
de integracdo e uma média de 100 varreduras. Todas as amostras de albumina foram submetidas a

este equipamento quando houve medidas em fun¢do de temperatura.
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Figura 3.1: Espectrometro Raman confocal (a). Figura esquematica do sistema confocal de captagao de radiagdo (b)

[29].
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No espectrometro FT-Raman (Figura 3.2) foi utilizada excitagdo no comprimento de onda de
1064 nm com poténcia nominal de 500 mW. Os dados obtidos foram registrados por um computador
via programa OPUS® 6.5, no qual os interferogramas sdo convertidos em espectros Raman por
transformada de Fourier. A resolucio espectral utilizada foi de 4 cm™', medidos entre 4000 a 400 cm™
!, configuradas para obter um espectro com média de 150 varreduras para as albuminas comercial e
liofilizada e 200 varreduras para a albumina in natura, visto que por consequéncia de sua forma
liquida maiores quantidades de ruidos eram apresentados quando submetida a médias de varreduras

menores ou similares as outras amostras.

Figura 3.2: Espectrémetro FT-Raman e no seu'compartimento de amostra [30].

3.2.1 Sistema de aquecimento para Espectroscopia Raman

As medidas foram feitas em um sistema de aquecimento composto de um controlador de
temperatura (Lake-Shore, modelo 331), uma fonte de alimentacdo digital (Dawer PS-3003D) e um
porta amostras em contato com um peltier (Figura 3.3). O porta amostra foi posicionado sobre a
plataforma motorizada do microscépio Raman para a realizagdo das medidas em fungdo da

temperatura.
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Figura 3.3 — Sistema de aquecimento em conjunto com o Microscopio Raman.

A variacdo de temperatura foi de 20°C (temperatura ambiente) até 70 °C com incrementos de 5
em 5 °C, sendo o tempo para estabilizagdo em cada temperatura de medida de aproximadamente 10
min. O limite méximo de temperatura foi limitado as condi¢des de operagdo do peltier utilizado neste

trabalho.

3.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As medidas foram realizadas em um calorimetro (Q20, TA instruments, USA) pelo Professor
Dr. Guilherme Miranda Pereira do Departamento de Quimica/UEM no COMCAP-UEM. A amostra
da albumina em p6 comercial, manipulada e in natura foram condicionadas em porta amostra de
alumina, sendo submetidas a uma taxa de aquecimento de 10°C/min, ocorrendo um processo de
aquecimento e resfriamento num intervalo de temperatura ambiente a 200°C. A atmosfera de

aquecimento foi controlada com um fluxo de ar de 50 ml/min.

4. Resultados e Discussao

4.1 Analise Térmica

Para determinar a temperatura na qual as amostras nao sofressem degradacao térmica, isto e,
sem apresentarem uma discrepancia de espectros entre uma temperatura a outra ao serem
posteriormente submetidas as analises por espectroscopia Raman em funcdo da temperatura, foi
utilizada a técnica de DSC. Tal técnica foi utilizada para a albumina comercial, manipulada e in

natura. Na albumina comercial foi observado no termograma (Figura 4.1) um pico de degradacéo
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térmica proximo a 150 °C, proxima a temperatura de degradacdo térmica da albumina descrita na
literatura em 145 °C [31], apds sua degradacéo efeito térmico observado é irreversivel, com pode ser

observado na curva de resfriamento.
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Figura 4.1 —Termograma de DSC da albumina comercial no intervalo de 0 & 200 °C.

Na Figura 4.1 ha um detalhamento na regido entre 15 e 90 °C, no qual pode-se observar um
pico exotérmico, entre 18 e 22 °C e possiveis transicdes entre 23 e 65°C, porém estas caracteristicas
ndo estdo descritas na literatura. O que foi relatado sdo picos endotérmicos em ~ 60 e 90 °C referentes
a desnaturagdo de outras proteinas constituintes da albumina em clara de ovos frescos [32-33].
Entretanto, no termograma da clara de ovo comercial ndo foram observadas as mesmas temperaturas
caracteristicas, possivelmente o processo de producdo da clara de ovo em pd comercial, que
geralmente incluem pasteurizacdo, eliminacdo de agUcares no ovo para evitar o escurecimento néo-
enzimatico e desidratacdo [34], pode ter influenciado nos efeitos de desnaturacdo descritos para a
clara de ovo in natura. MedicOes posteriores aferidas para a albumina manipulada (Figura 4.2)
também ndo mostraram picos entre 60 e 90C°, indicando que os processos de producdo podem

influenciar na desnaturagéo protéica.
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Figura 4.2 — Termograma de DSC nas albuminas in natura e manipulada no intervalo de 0 a 200 °C.

Na Figura 4.2 nota-se que a albumina in natura apresenta um pico de degradagcdo proximo a
121 °C, enquanto que a albumina manipulada mostra-se mais relativo a comercial, de modo que sua
degradacdo ocorre em torno de 160 °C. Possivelmente o processamento pelo qual as amostras em po
passaram sdo indicativos que realcam e influenciam em suas degradagdes, ocorrendo em tempos
maiores € em temperaturas posteriores que a albumina in natura. Para a albumina in natura nota-se
ainda um pico endotérmico, entre 10 a 60 °C, tal pico pode ser atribuido tanto ao DSC, induzido por
um ndo equilibrio inicial entre a amostra e a referéncia quando submetidas ao mesmo fluxo de calor
ou mesmo ao processo de perda de dgua da albumina, o qual pode variar de ovo para ovo. Outra
possivel atribui¢do relaciona-se a uma transicdo de primeira ordem nas proximidades de 60 °C,

relativa a uma desnaturagdo por partes de outras proteinas constituintes da albumina [32, 33].

4.2  Espectroscopia Raman em temperatura ambiente

A obtencdo dos espectros em temperatura ambiente (~21 °C) das albuminas provenientes da
clara do ovo, in natura, liofilizada e comercial se deu tanto por meio do FT-Raman quanto por Micro-
Raman. O FT-Raman por apresentar menor contribui¢do quanto a luminescéncia, foi utilizado com o
intuito de caracterizar os principais grupos funcionais que constituem as albuminas, entre a regiao
espectral de 4000 4 400 cm™ (Figura 4.3). Enquanto que o Micro-Raman foi utilizado posteriormente,
com o intuito de analisar as albuminas mediante variagdo de temperatura, uma vez que a mesma
medida ndo € possivel no espectrometro FT-Raman utilizado neste trabalho. Apds as medidas com os
comprimentos de onda de excitagdo em 532 nm e 1064 nm, Micro-Raman e FT-Raman,
respectivamente, notamos que a contribuicdo da luminescéncia nos espectros Raman nao
prejudicaram as andlises, sendo assim daqui em diante ndo diferenciamos os espectrometros

utilizados.
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Comparando as bandas Raman observadas, as assinaturas espectrais encontradas na literatura
cientifica, observou-se que grupos funcionais relativamente importantes na estruturagdo de
aminoacidos, como o CH, CH» e CH3, estavam presentes, assim como a fenilalanina (Phe), a tirosina
(Tyr) e o triptofano (Trp), que constituem modos vibracionais simétricos em relagdo a cadeia lateral
aromatica [35]. Na Tabela 4.1 estdo as posigdes dos centros (X¢) das principais bandas Raman e suas

atribuicdes quimicas para as albuminas estudadas neste trabalho.
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Figura 4.3 — Espectro Raman das albuminas in natura, liofilizada e comercial. Normalizados em intensidade na banda

da Fenilalanina (Phe).

Na Figura 4.3 observa-se a intensa contribui¢do de 4gua na albumina in natura, sendo ~88% do
ovo constituido deste elemento, enquanto que uma menor contribui¢do nas demais albuminas derivam
dos efeitos adversos da pasteurizacdo, desidratacéo e liofilizacao.

Deslocamentos de bandas caracteristicas entre as albuminas sdo observadas em toda a regido
espectral, os quais podem ser atribuidos as suas proteinas que derivam de claras ovos diferentes,
porém, 0s mesmos grupos funcionais sdo observados entre si, mostrando que Ihes é uma caracteristica
intrinseca.

A Figura 4.4 mostra um detalhamento da regido espectral entre 1760-480 cm™, considerada a
impressao digital de macromoléculas, na qual pode-se observar aminodcidos aromaticos (Phe, Tyr,
Trp) com bandas em 1612-1601, 1554, 1204, 1168, 999, 849, 824, ~639 e 617 cm !. Bandas
provenientes de comprimento de nimero de onda mais baixo possuem uma melhor visualiza¢do na
albumina comercial e liofilizada, visto que por consequéncia da solubilidade da albumina in natura,
seu espalhamento Raman fica compromentido devido ao espalhamento elastico, tornando-se maior a
presenca de ruidos em toda a regido espectral. As intensidades relativas dessas bandas estdo
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associadas aos correspondentes niveis de aminoacidos nas proteinas € no ambiente molecular a volta
de seus grupos vibratérios [36], assim como a intensa banda atribuida a Phe em 999 cm!, associada
ao anel de benzeno [6]. A Tabela 4.1 mostra as bandas Raman observadas para a albumina comercial,

sendo esta considerada como um padrao de referéncia com relagao as outras duas albuminas.
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Figura 4.4 - Detalhe do espectro Raman das albuminas in natura, liofilizada e comercial na regido aproximada de 1760-

480 cm. Normalizados em intensidade na banda da Fenilalanina (Phe).

Espectroscopia vibracional é sensivel a estrutura e conformacéo molecular de proteinas, sendo
0 espectro de uma proteina constituido principalmente de bandas sobrepostas provindas de vibrac6es
peptidicas. Sendo assim, ha trés principais regides nos espectros Raman gque associam-se as vibracoes
de uma proteina e correlacionam-se as suas conformac@es proteicas: A regido de amida I (1700-1630
cm™), proveniente do alongamento C=0; a regido da amida 111 (1230-1280 cm-1), dado pelas
combinacfes em fase e deformac6es no plano N-H e C-H; e a regido da amida Il, no qual ndo se
mostra visivel devido a auséncia de excitacdo de ressonancia [37]. Da mesma maneira que 0S
aminoacidos aromaticos, a regido que compreende as amidas também faz parte da impresséo digital
de proteinas (Figura 4.4).

O monitoramento das posicdes das bandas Raman caracteristicas em tais regifes nos provém
informagdes acerca de suas principais estruturas secundarias (a-hélice, p-folha, B-volta e randémica),
que podem diferenciar-se em forma e posi¢do. Devido a alta sensibilidade proteica, as regides da

amida I e I11 foram selecionadas para posteriores analises mediante variacdo de temperatura.
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Tabela 4.1:Atribuicdo quimica e posicao do centro (X¢) das principais bandas Raman [35, 36].

Xe(cm't) Atribuicéo quimica
2929 v(CH)
1661 (C=0) Amida I: a-hélice
1602 v(C=C): Tyr, Trp, Phe
1580 Trp, Phe, Tyr
1547 Trp (anel de indol)
1445 d(CH>)
1332 d(CHz), 8(CHa)
1233 Amida III
1205 Phe/Tyr
1170 O(CHz), Tyr
1152 S3(NH3"), 8(CH)anei: Phe, Tyr
1121 v(C-C), v(CN): a-hélice
1098 v(CC), v(CN), 6(CH)
1079 v(CC), v(CN)
1026 O(CH): Phe
999 O(CH)ane: Phe
955 v(CC), v(CN)
930 v(CC), v(CH): a-hélice
897 v(CC), v(CH)
849 O(CH)aner: Tyr
824 Tyr
754 Trp
639 Tyr
617 Phe

Simbolos: v: estiramento; &: deformagao angular; s: simétrico; as: assimétrico;

4.3 Espectroscopia Raman em func¢io da temperatura

Ja nas medidas de espectroscopia Raman em funcdo da temperatura, as quais foram feitas para
temperaturas menores que o intervalo de degradacdo térmica obtido nos espectros de DSC, notou-se
sem excecles, deslocamentos por toda a regido espectral conforme o aumento de temperatura, além
de suas estruturas microscopicas mostrarem-se muito distintas entre si. A Figura 4.5 apresenta
espectros Raman em diferentes temperaturas. As variaces de temperatura foram de 5 em 5 °C, porém
para as analises utilizamos apenas os espectros em 20, 30, 40, 50, 60 e 70 °C, uma vez que as
temperaturas intermediarias comportaram-se de modo similar.

Estudos de mudancas conformacionais em proteinas por espectroscopia Raman, usualmente se
baseiam na observacgdo dos comportamentos de duas bandas em especifico, a banda de amida I (1650-

1689 cm™) e amida 111 (1220-1280 cmt) [38-39], as quais foram analisadas neste trabalho, visto que
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mudancas ocorriam por estas a regides. As bandas Raman referentes a amida | e 111 sdo estimadas
pela quantidade de estruturas secundarias de esqueletos polipeptidicos, sendo predominantemente,
correlacionadas com as estruturas protéicas tridimensionais a-hélice (estrutura enrolada) ¢ p-folha

(estrutura planar), respectivamente [40].
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Figura 4.5 — Espectros Raman em funcdo da temperatura, para a albumina in natura, comercial e liofilizada.

Normalizados em intensidade na banda da Fenilalanina (Phe).

As bandas da amida | e 11l sdo compostas por sobreposicdes de bandas, as quais podem ser
deconvoluidas por meio de fun¢bes matematicas, de modo que a soma destas fungdes represente o
espectro Raman obtido. Sendo assim, foi realizada a deconvolugédo com fungdes gaussianas na regido
da amida | e Il permitindo assim a analise das estruturas proteicas secundarias presentes nestas
bandas. Uma funcdo gaussiana descreve matematicamente bem espectros Raman, 0s espectros ndo
sdo constituidos de linhas espectrais estreitas, mas sim de formas alargadas cuja largura esta
relacionada com o principio de incerteza entre diferenca entre niveis vibracionais de energia e o tempo
de vida.

Estruturas de a-hélice e B-folha na regido da amida | estdo, respectivamente, situadas proximas
de 1645-1657 cm™ e 1665-1680 cm™, enquanto que proteinas com alta concentragdo de estruturas
randomicas sdo usualmente encontradas em torno de 1660 cm™ [6]. Para a deconvolugio gaussiana
na amida | foram utilizadas cinco fun¢des gaussianas centradas em sendo ~1555, 1610, 1650, 1667-
1670 e 1686 cm™ atribuidas ao Triptofano, ligacdo vC=C, a-hélice, B-folha e B-volta, respectivamente
[41-42]. As duas primeiras gaussianas foram adicionadas com o intuito de melhorar o ajuste na regido
da amida 1. Os ajustes com as fungdes gaussianas na regido da amida I para a albumina in natura,

liofilizada e comercial sdo apresentadas nas Figuras 4.6, 4.7 e 4.8, respectivamente, sendo o centro e
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a area das bandas laterais fixadas enquanto que o comportamento era analisado por meio das bandas
referentes as estruturas a-hélice e B-folha.

Na regido da amida Il1, estruturas B-folha e randomicas sdo exibidas em torno de 1238-1245
cm™ e 1250 cm™!, respectivamente. Bandas de a-hélice também s3o encontradas e situadas em 1270-
1300 cm™, porém sua intensidade é relativamente baixa. Um alto teor dessa estrutura pode influenciar
na auséncia de um pico mais intenso nas demais regides da amida [6]. Desta forma, as bandas da
amida III obtidas neste trabalho tem maior contribuicdo de estruturas B-folha. Quantidades relativas
de estruturas secundérias estao associadas pela referéncia espectral de proteinas cuja estruturas ja sao
conhecidas [6]. Desse modo, adicionamos quatro gaussianas na regiao envolvendo a amida III (1216-
1280 cm™), sendo seus centros em torno de: 1229 (estrutura B-folha antiparalela), 1240 (estrutura f-
folha paralela), 1255 ¢ 1279 cm™! atribuidos a estrutura randémica e a-hélice, respectivamente [43].
Os ajustes com as fungdes gaussianas na regido da amida III para a albumina in natura, liofilizada e

comercial sdo apresentadas nas Figuras 4.9, 4.10 e 4.11, respectivamente.
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Figura 4.6 — Ajustes gaussianos na regido da amida I para a albumina in natura em fungdo da temperatura. A gaussiana

em destaque indica a estrutura a-hélice.
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Figura 4.7 - Ajustes gaussianos na regido da amida I para a albumina liofilizada em func¢do da temperatura. A gaussiana

em destaque indica a estrutura a-hélice.
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Figura 4.8 - Ajustes gaussianos na regido da amida I para a albumina comercial em funcio da temperatura. A gaussiana

em destaque indica a estrutura a-hélice.

26



[~ ~Fungdes gaussianas j A 4 x 5 T L—
VAR prohas 20°C 30°C
Soma das gaussianas
0,2{ O Dados experimentais

Intensidade Normalizada

Numero de onda (cm™)

Figura 4.9 — Ajustes gaussianos na regido da amida III para a albumina in natura em fungdo da temperatura. As

gaussianas em destaque indicam as estruturas -folha antiparalela e paralela em vermelho e azul, respectivamente.
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Figura 4.10 - Ajustes gaussianos na regido da amida III para a albumina liofilizada em fun¢do da temperatura. As

gaussianas em destaque indicam as estruturas B-folha antiparalela e paralela em vermelho e azul, respectivamente.
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Figura 4.11 - Ajustes gaussianos na regido da amida III para a albumina comercial em fun¢io da temperatura. As

gaussianas em destaque indicam as estruturas -folha antiparalela e paralela em vermelho e azul, respectivamente.

Na amida I, as estruturas -folha e B-volta tem menor contribui¢do nos espectros Raman em
comparagdo com a estrutura a-hélice [43], fato o qual pode atribuido as pontes de hidrogénio da
estrutura a-hélice que sdo fortemente enoveladas e ligadas em seu interior [44], podendo ser mais
Raman ativa.

Na amida III, a estrutura B-folha paralela ¢ menos estavel devido as suas distorgdes, em
comparagdo com a sua antiparalela, no entanto, mostra-se relativamente bem comportada na albumina
in natura e liofilizada, ou seja, ndo foram notados deslocamentos das gaussianas ou variagdes
significativas de suas areas, podendo este comportamento estar associado a preservacao de suas
pontes de hidrogénio entre as estruturas B-folha. Quando comparada as demais amostras, uma maior
variagdo de estruturas conformacionais € observada na albumina comercial, no qual ndo somente a
intensidade relativa a estrutura  varia como também a adi¢do de uma quinta linha em 70 °C fez-se
necessaria devida as mudangas abruptas em toda a regido da amida II1. Tais mudancgas espectrais sao
observadas também em 40 e 50 °C, porém sem introdu¢@o de novas linhas. Fatores como temperatura
ou mesmo ao proprio processo em que a albumina passou para ser comercializada e seu prazo de
validade [4], podem ter influéncias significativas em tais variagoes.

Para uma melhor avaliagdo das estruturas a-hélice e B-folha foram avaliadas as posicdes e areas
das gaussianas, ajustadas na regido da amida I e III, para as amostras de albumina em func¢do da
temperatura, para isso foram elaboradas as Figuras 4.12 e 4.13, que mostram a posi¢do da banda

relacionada a a-hélice da amida I (~1650 cm™) e as 4areas das bandas das estruturas a-hélice (amida I
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em ~1650 cm!) e B-folha (amida III em ~1229 e 1240 cm') em funcio da temperatura,
respectivamente. Para a maioria das temperaturas, a banda caracteristica da -folha paralela, ~1240
cm’!, apresentava maior amplitude, como mostram as gaussianas destacadas nas Figuras 4.9 a 4.11.
Para melhor compreensao das conformacgdes B-folha foi realizada a analise das areas das bandas

referentes as estruturas paralela e antiparalela, as quais foram somadas.
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Figura 4.12 — Comportamento da posi¢do da banda Raman referente a estrutura a-hélice na regido da amida I em

fungdo da temperatura para as albuminas: (A) liofilizada, (B) comercial e (C) in natura.

Na Figura 4.12 nota-se que a estrutura o-hélice nas albuminas liofilizada, comercial e in natura
que ndo ha uma tendéncia evidente de deslocamentos das bandas Raman para maior ou menor nimero
de onda em fung¢do da temperatura, mostrando que o efeito térmico ndo foi suficiente para resultar
em deslocamentos definitivos para estrutura a-hélice. Painter e Koening [43] relatam em seu trabalho
sobre proteinas do ovo que os espectros Raman das proteinas ovalbumina, cobalamina e ovomucoide,
as mais abundantes na clara, sofrem mudangas na regido da amida I e III devido ao aquecimento em
70 °C, nas quais o processo de desnaturacdo da clara do ovo ¢ uma aglutinagao da albumina devido a
diminuicdo da interagdo da 4gua com as proteinas, resultando em uma desordem em sua estrutura
molecular, porém sem prejudicar o contetido protéico da albumina. Em processos de desnaturagdo as
estruturas mais enoveladas se desenrolam perdendo assim sua fun¢do bioldgica. No trabalho de
Painter e Koening a citada desordem ndo resulta no completo desenovelamento das estruturas
tridimensionais da proteina, mas sim em uma sutil mudanga das estruturas, consequentemente uma
sutil e ndo definitiva alteracdo em posi¢des e amplitudes das bandas Raman referentes as estruturas,

sendo assim ainda existem estruturas a-hélice e B-folha. Nossos resultados corroboram com os
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achados de Painter e Koening mostrando uma desorganizacao na estrutura proteica no intervalo de

temperatura estudado.
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Figura 4.13 — Comportamento das areas das bandas Raman referente a estrutura a-hélice (amida I em ~1650 cm”
1Y na regido e das estruturas e B-folha antiparalela e paralela (amida Il em ~1229 e 1240 cm™") em fungdo da

temperatura. As bandas das estruturas B-folha paralela e antiparalela foram somadas.

A Figura 4.13 mostra que area da gaussiana referente a a-hélice ¢ maior do que as da B-folha,
nas amostras comercial e liofilizada e tem uma tendéncia de ndo variacdo com a temperatura,
entretanto, para as amostras in natura hd uma tendéncia de diminuicao da estrutura a-hélice, enquanto
que a estrutura B-folha tende a permanecer constante. A area da banda pode ser considerada
representativa da quantidade de estruturas secunddrias existentes na proteina [45], sendo assim
podemos inferir que para as amostras comercial e liofilizada a proporcao de estruturas a-hélice ¢
maior do que as estruturas -folha em todo intervalo de temperatura investigado, ja para a amostra in
natura essa propor¢ao varia.

Alguns trabalhos da literatura indicam um comportamento de diminui¢do das estruturas o-
hélice e aumento da estrutura B-folha quando as proteinas da clara do ovo sdo expostas a aumento de
temperatura [6,43], entretanto nestes trabalhos as proteinas foram manipuladas de forma isolada e
preparadas em solventes para monitoramento de pH e dilui¢do, o que pode ter diferenciado dos
resultados obtidos neste trabalho.

Por meio do comportamento das areas das bandas Raman das estruturas a-hélice e B-folha
observa-se nas amostras comercial e liofilizada, minimas variagdes em funcdo da temperatura,

sugerindo a desorganizac¢do das estruturas protéicas e ndo uma desnaturacdo. J& para amostras in
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natura as estruturas a-hélice tendem a diminuir, entretanto ndo foi observado um aumento nas
estruturas pB-folha, o que de acordo com a literatura cientifica € esperado no processo de desnaturacao.
As amostras in natura mostraram-se mais suscetiveis ao intervalo de temperatura estudado,
possivelmente pela grande quantidade de agua presente na amostra, que influencia no processo de
aglutinagdo das moléculas de albumina durante o processo de aquecimento, ja que ocorre interagoes
quimicas das moléculas de d4gua com os demais componentes da clara do ovo. Outro aspecto a ser
considerado ¢ que um modo vibracional de deforma¢ao da molécula de 4gua nos espectros Raman
tem seu centro proximo a 1640 cm™' [46], o qual poderia estar influenciando na anélise da estrutura
a-hélice na regido da amida [ em fun¢ao da temperatura. Cabe ressaltar, que as amostras comercial e
liofilizada estavam na forma em po, o que consideramos que a contribui¢cdo de dgua ¢ muito menor
quando comparada a clara de ovo fresca.

As medidas com amostras de albuminas manipuladas em farmacia foram realizadas
posteriormente as demais apresentadas, € a mesma nao foi avaliada em fun¢do da temperatura devido
aos espectros obtidos ndo estarem em concordancia com a literatura, mostrando auséncia ou
diminui¢do do pico referente a fenilalanina ~ 1004 cm, o qual € caracteristico em espectros Raman
de albumina. Na Figura 4.14 encontra-se os espectros Raman obtidos para duas albuminas

manipuladas em duas farmacias de manipulacao diferentes.
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Figura 4.14 —Espectros FT-Raman para albuminas manipuladas. O circulo tracejado indica a regido tipica da banda da
fenilalanina em espectros Raman.

Por ser um aminoacido aromatico e hidrofobico, a fenilalanina pode ser sensivel a
microambientes, porém tal sensibilidade ndo ¢ suficiente para acarretar mudangas conformacionais

de proteinas nessa banda [37]. Além disso, é razoavelmente ndo reativa, estando raramente envolvida
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diretamente na funcao de uma proteina, embora gere o reconhecimento da mesma [47]. Entretanto,
possui propriedades os quais proporcionam uma maior flexibilidade, hidrofobicidade e orientagdo a
estrutura do anel, os quais favorecem suas interagdes de empilhamento [48].

Estudos mostram que a fenilalanina possui capacidade de gerar entidades estruturadas em [3-
folha de ordem superior [48], estando desse modo vinculadas a uma maior ou menor quantidade
destas estruturas em uma proteina. Sendo assim, uma diminui¢do nesta banda implica em menores
distribui¢des de estruturas  na albumina, o que por consequéncia, altera toda a sua conformagao
proteica, visto que as amidas I e III sdo formadas principalmente e predominantemente por tais
estruturas.

Portanto, podemos pressupor que a banda relativa a fenilalanina ¢ impressindivel para a
conformagdo e composi¢ao da albumina, dado que sua presenca e intensidade espectral sdo fatores
caracteristicos e marcantes para seu estudo, logo, alteragdes significativas nesta area induz a infuéncia
de agentes externos, estando o modo e a manipulagdo associados a sua diminui¢do/auséncia. Com
isso optamos neste trabalho em ndo avaliar as amostras manipuladas, por entender que as analises das

estruturas proteicas poderiam estar sujeitas a interpretagdes erroneas.
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Conclusoes

Dessa forma, podemos concluir que com a espectroscopia Raman ¢ uma metodologia que
permitiu o estudo de conformacgdes da proteina albumina presente em ovos em fun¢do da temperatura,
mostrando sua versatilidade tanto em amostras organicas liquidas quanto em forma sélida. Com os
resultados obtidos foi possivel verificar que processos na industria alimenticia ou farmacéutica, bem
como a liofilizag¢do, na qual a amostra ¢ submetida a temperatura proxima a do nitrogénio liquido
para remog¢ao de dgua, podem influenciar na conformagdo da proteina albumina, os quais puderam
ser avaliados por meio de mudancgas nos espectros Raman em fungao da temperatura.

Por meio da aplicacdao de fungdes gaussianas para deconvolucdo das regides da amida I e III,
obtendo posigdes e areas das bandas referentes as estruturas -folha e a-hélice foi possivel observar
que no processo de variagdo de temperatura entre 20 e 70 °C houve um possivel desordenamento das
estruturas.

As amostras in natura mostraram-se mais suscetiveis a variagdo de temperatura no intervalo
estudado neste trabalho, possivelmente devido a auséncia de estabilizantes, processos de produgdo ou
reagente quimicos, ou a grande presenca de dgua em sua composi¢ao. Entretanto para nenhuma das
amostras estudadas foi observado processo de desnaturacdo, o que pode ter ocorrido durante o
processo de aquecimento foi uma desordem, nao definitiva, entre as estruturas secundarias B-folha e
a-hélice da albumina, sendo assim seu valor nutricional e funcdes bioldgicas ndo sofreram alteracdes
significativas. Além disso, a ndo desnaturagdo pode ser atribuido a um bom resultado, justamente por

ndo apresentar consequéncias prejudiciais a saide quando consumida a albumina no dia a dia.
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