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1 TEMA

Extracdo da proteina albumina a partir da clara de ovo de Gallus gallus domesticus,

comparagdo com a Albumina comercializada e obtengao do aminoacido L-Treonina.

2 DELIMITACAO DO TEMA

Extragdo e purificagdo da albumina a partir da clara de ovo da espécie Gallus gallus
domesticus e comparagdo com a proteina comercial. Além da obten¢do do aminoacido

L-Treonina.

3 PROBLEMA

Atualmente os adogantes - naturais ou artificiais - se apresentam como substitutos ao
agucar comum, por terem poucas calorias e grande poder edulcorante. Ambos tém beneficios -
a exemplo, podem ser usados por pessoas com restrigdes ao agucar. Em contrapartida, os
adocantes artificiais, em geral, apresentam maleficios a satde, enquanto os naturais, por sua
vez, tém alto custo ou gosto residual.

E possivel encontrar substincias com potencial edulcorante e que ndo sio maléficas
para o organismo, por exemplo, na albumina, uma proteina globular abundante na natureza
que esta presente no corpo humano e na clara de ovo e também ¢ utilizada na industria de
alimentos, como emulsificante. A albumina corresponde a 54% das proteinas presentes na
clara de ovo e contém 386 aminoacidos, dentre esses, a L-Treonina (em quantidade
significativa), que possui aroma doce e possivel potencial edulcorante. (ABEYRATHNE;
LEE; AHN, 2013) A albumina pode ser encontrada comercialmente como suplemento, mas
também pode ser obtida através da clara de ovo, um alimento comum e de alto valor
nutricional.

Acerca do exposto, indaga-se: ¢ possivel obter albumina a partir da clara de ovo e

L-Treonina com processos relativamente simples e os procedimentos sdo viaveis



considerando-se a comparagdo das caracteristicas fisico-quimicas da albumina comercializada

e da extraida?

4 HIPOTESES

e Existem diferengas nas caracteristicas fisico-quimicas entre a albumina comercial e na
extraida pelo grupo;

e Através da dialise € possivel purificar a proteina albumina;

e A albumina ¢ uma fonte vidvel para a extragdo de L-Treonina;

e Os equipamentos disponiveis no laboratério do campus IFSC- Jaragud do Sul Centro

se mostram suficientes para a obtengao da vigente proteina.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Extrair albumina a partir da clara de ovo de Gallus gallus domesticus € comparar as
propriedades fisico-quimicas com a proteina comercializada. Além disso, utilizar a proteina

como fonte para obtencdo do aminoacido L-Treonina.

5.2 Objetivos especificos

e Realizar a extracdo da proteina albumina a partir da clara de ovo de Gallus gallus
domesticus;

e C(Calcular o rendimento da proteina obtida a partir da clara do ovo da espécie Gallus
gallus domesticus.

e Analisar as caracteristicas fisico-quimicas da albumina extraida e compara-las com as
da comercializada;

o Obter 0 aminoacido L-Treonina.



6 JUSTIFICATIVA

Substituir a sacarose por outras substancias edulcorantes ¢ comum atualmente, tanto
por motivos estéticos como por uma melhor qualidade de vida. As escolhas mais saudéveis se
dao por adocantes de origem natural, porém, estes constantemente apresentam sabor residual
e alto custo. Com isso, ha tendéncia de utilizagdo de adocantes artificiais, que possuem um
sabor doce intenso - portanto utilizam-se poucas quantidades, assim tendo baixo valor
caldrico. Nao sdo recomendados devido ao aumento no indice glicémico que ocasionam, entre
outros maleficios.

Algumas substincias com possivel potencial edulcorante ndo maléficas ao organismo
sdo encontradas na albumina, uma proteina globular abundante na natureza. Esta se apresenta
com um alto valor nutricional, uma vez que contém todos os aminoacidos essenciais - nao
sintetizados pelo corpo, logo precisando ser incorporados a dieta. A albumina pode ser
encontrada em lugares como: o corpo humano, onde ¢ sintetizada pelo figado, também
exercendo fungdes como a manutencdo da pressdo osmotica e transporte de alguns
hormdnios; a clara de ovos de aves e; o leite. E utilizada também na produgéo de alimentos.

A albumina pode ser obtida através de uma fonte comum na alimentagdo - os ovos.
Corresponde a 54% das proteinas presentes na clara de ovo e contém 386 aminodacidos, dentre
esses, a L-Treonina (em quantidade significativa), que possui aroma doce e possivel potencial
edulcorante. (ABEYRATHNE; LEE; AHN, 2013) Também pode ser obtida comercialmente,
principalmente na forma de suplemento.

Justifica-se a extracao da albumina por suas propriedades - beneficios ao organismo e
por ser uma fonte de L-Treonina - e abundancia. A escolha do ovo como fonte se deu por ser
um alimento comum na dieta e ter quantidade significativa de albumina. A comparacdo das
caracteristicas fisico-quimicas da proteina extraida com a comercial sera realizada para
averiguar se ha a viabilidade da extracdo através dos métodos a serem realizados. Por fim,
sera obtido o aminodcido L-treonina, justificado pelas propriedades edulcorantes do mesmo.
A viabilidade sera também averiguada através da quantidade aproximada do aminoacido nas

proteinas das duas fontes (comercial e extraida pelo grupo).



7 FUNDAMENTACAO TEORICA

7.1 Aminoacidos

Segundo Fonseca (2016), os a-aminodcidos sdo considerados compostos organicos,
possuem a fun¢do mista: amina e acido carboxilico e as proteinas se originam deles. De
acordo com Rogero e Tirapegui (2008), héa duas classificagdes de aminoacidos: os essenciais,
que ndo podem ser sintetizados pelo corpo humano e precisam ser adquiridos através da
alimentacdo, € os nao essenciais, que sdao aqueles que o organismo humano sintetiza.
Relativamente ao exposto, a estrutura basica dos aminoacidos pode ser representada da

seguinte maneira:

€9
@@.n

R

Figura 02: Estrutura basica de um aminoacido. Comum a todos os a-aminoacidos, com excecdo da
prolina. O Carbono a apresenta quatro ligantes: amina, acido carboxilico, hidrogénio e um radical (R), diferente
em cada aminoacido.

Fonte: NELSON; COX, 2014

Segundo Marchini (2016), héd diversas combinagdes entre 20 aminodcidos (9
essenciais € 11 ndo essenciais) que formam as proteinas dos organismos vivos. “Os
aminoacidos essenciais sdo isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptofano, valina e, para criangas, histidina” (MARCHINI, 2016, p. 13).

Aminoacidos podem possuir sabor doce, neutro ou umami’. O sabor da L-Treonina é

percebido pelo paladar humano como doce (NELSON; et a/, 2002).

" Umami: sabor forte que nio € doce, azedo, salgado ou amargo, sendo muitas vezes referido como o quinto
gosto (Cambridge Dictionary, 2018). E percebido em diferentes alimentos, tais como tomates maduros, carnes,
laticinios e cogumelos. Suas substancias principais sdo o glutamato, o inosinato ¢ o guanilato (NINOMIYA,
1998).
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Figura 03: Estrutura quimica dos 20 aminoacidos comuns nas proteinas.
Fonte: NELSON; COX, 2014.

Sabe-se que ha grande importancia na averiguacdo da substancia, de modo a estuda-la
para perceber se ¢ razoavel ingeri-la e a quantidade correta de consumo, na conformidade de
ndo causar efeitos adversos. Porém, segundo Marchini (2016), ndo ha a quantidade necessaria
de estudos para estabelecer um limite maximo de uso dos aminodcidos. Entretanto, na
alimentagdo ou na suplementacdo, ¢ relatado ha tempo que a ingestdo destes compostos €

segura.

7.2 Sintese Proteica

O termo sintese proteica, também chamado de tradugdo, se refere a conversdo de
informagdes contidas nas moléculas de RNA (4cido ribonucléico), em proteinas. Para que

esse processo se realize € preciso de trés tipos de RNA:



Tipo de RNA Funcao

rRNA ou RNA ribossémico. Forma os ribossomos onde ocorrera a

sintese proteica.

mRNA ou RNA mensageiro. Contém as sequéncias de base, que sdo

responsaveis por guiar o processo.

tRNA ou RNA transportador. Tem a fun¢ao de levar os aminoacidos para

formar as nova proteinas.

Tabela 01: Tipos de RNA e suas respectivas fungdes.

O processo de conversdao pode ser dividido em trés etapas: inicia¢do, alongamento e
finalizacao.

Os ribossomos possuem duas subunidades. Na iniciagdo, a subunidade pequena liga-se
ao mRNA, que indica o inicio da tradugdo. A partir disso a subunidade grande do ribossomo
se liga a subunidade pequena, e os dois formam o ribossomo completo. Em seguida o RNA
transportador da metionina se emparelha ao ribossomo, em um lugar conhecido como sitio,
tendo 2 tipos, A e P. O sitio serve de ocupagdo para esse RNA, que leva a cadeia polipeptidica
que esta transportando o aminodcido que serd posto na cadeia polipeptidica em
desenvolvimento (LOPES; ROSSO, 2013).

Na etapa de alongamento, apds a ligacdo dos dois primeiros RNA transportadores nos
sitios, os aminoacidos se juntam através de ligacdes peptidicas e o ribossomo se desloca sobre
a molécula do RNA mensageiro para as proximas trés bases. O RNA transportador que
carregava a metionina se solta ¢ o segundo RNA transportador segue em direcao ao sitio P,
deixando o sitio A livre para outro RNA transportador (ibid).

Por fim, na finalizacdo, o RNA mensageiro ¢ levado de codon para cddon pelo
ribossomo, até encontrar um codon que tenha a terminagdo certa para ele (UUA, UAG ou

UGA nesse caso), indicando assim o fim da cadeia peptidica (ibid).

7.3 Albumina

A albumina ¢ uma das proteinas mais estudadas. Seu nome provém de albumen (do

latim al/bus, branco), a clara de ovo das aves.
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Para uma melhor compreensdo da substancia e do conhecimento que se tem sobre ela,
¢ necessario compreender o historico da evolucao dos estudos sobre a mesma.

A sequéncia peptidica da albumina humana foi descoberta antes mesmo da sequéncia
cDNA (DNA complementar), Com a sequéncia completa sendo descoberta em Austin, Texas,
pelos pesquisadores: Brown, Meloun et al. Em 1954, foi reportado o primeiro resultado de
classificagdo, Asp-Ala para a albumina humana e Asp-Thr para a albumina bovina. Ja em
1955 foi descoberto uma sequéncia com carboxipeptidase (sequéncia original: “four-residue
C-terminal”). Ao longo das décadas, novas sequéncias foram sendo formadas, aumentando a
capacidade de utilizagdo da albumina. Como da década de sessenta, em que foi descoberto
uma sequéncia com cisteina simples. J4 em 1964, uma nova sequéncia envolvendo triptofano
unico foi encontrada.

A composi¢do, tanto nos humanos quanto nos bovinos, dos aminoécidos derivam das
sequéncias de ¢cDNA (DNA complementar), que por sua vez provém do mDNA (DNA
mensageiro). Uma das caracteristicas mais Unicas dos aminoacidos formadores da albumina ¢é
o baixo teor de triptofano (PETERS, 1996). A albumina ¢ sintetizada no figado, sem grupos
proteicos e nem aditivos. Entretanto, ndo ¢ uma glicoproteina - ¢ uma das poucas proteinas
plasmaticas desprovidas de grupos de carboidratos. Nesse caso, recebe o nome de
soroalbumina.

Além da soroalbumina, ha a lactoalbumina e a ovoalbumina, estd presente na clara de

ovo de aves e que permeia o presente trabalho.

7.2.1 Ovoalbumina

O ovo ¢ constituido, em sua maior parte, por a4gua e proteinas e sua clara corresponde a
60% do mesmo. Do total de proteinas presentes ali (12%), 54% ¢ albumina, que quando
encontrada na clara de ovos recebe o nome de ovoalbumina. (ABEYRATHNE et a/, 2013)

Segundo Abeyrathne et al (2013), a ovoalbumina tem massa molecular de 45000
g/mol e ¢ composta por 386 residuos de aminodcidos. Possui uma glicina acetilada no
terminal N e prolina no terminal carboxilico. Sofre desnaturacao entre 79°C e 84°C, ¢ soluvel

em agua e pouco soluvel em solucdes salinas. E relativamente estavel a tratamento térmico.
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A presente proteina ¢ utilizada na producdo de alimentos e possui propriedades
emulsificantes (MINE; NOUTOMI; HAGA, 1991). A ovoalbumina contém todos os

aminoacidos essenciais — o que a confere um alto valor bioldgico.

7.4 L-Treonina

A L-treonina (ou 4cido (2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutandico) de formula molecular
C,HyNO, ¢ um dos 20 aminoacidos codificados pelo codigo genético, sendo assim um dos 20
aminoacidos pertencentes a composi¢ao do grupo das proteinas nos seres vivos, classificado

como o grupo polar (ARAUJO, 2017).

OH 0

NH,

Figura 03: Formula estrutural da L- Treonina
Fonte: Elaborado pelo grupo.

Esse modelo traz os diferentes tipos de ligacdes que existem entre carbonos, sendo
assim uma cadeia alifatica, aciclica, homogénea e saturada, ressaltando ainda os grupos
funcionais presentes cujos sdo acido-carboxilico € amina primaria, e desta maneira compondo
seu nome IUPAC: acido-2-amino-3-hidroxibutandico. Com embasamento na analise de sua
estereoquimica pode-se perceber que a substancia possui trés carbonos com hibridagdo sp?
cujos possuem sua geometria tetraédrica com uma angulagdo de 109° 28°. Também neste
aminoacido ha um carbono com hibridagdo sp? participando ao grupo funcional acido
carboxilico, tendo este portanto, uma geometria trigonal plana com duas ligagdes duplas e
duas simples que através da fusdo de seus orbitais realiza uma ligagdo pi (L) e trés ligagdes
sigma (o) sendo, respectivamente, interagdes menos e mais fortes. (ROSALIN, 2016).

A substancia também possui o titulo de aminoacido essencial (composto qual ndo é
sintetizado pelo corpo humano) e portanto deve-se ingerir a dose didria recomendada de 20

mg/kg (IDR). Pode-se atingir o IDR a partir de alimentos ricos em L-treonina, tais como:
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carne de porco, laticinios, clara de ovo, entre outros, ou através de suplementagdo alimentar
com a substancia.

A L-Treonina, de acordo com o Supplements Health Guide, ¢ de grande importancia
ao nosso organismo, sendo usada para produzir Glicina, que atua no cérebro reduzindo
contra¢des musculares ndo desejadas constantes (espasticidades musculares).

De acordo com apuracdo feita pela U.S. Environmental Protection Agency (s/d), o
aminoacido apresenta uma massa molecular de 119,12 g/mol e um indice de solubilidade em
dgua de aproximadamente 9,7X10"4 mg/LL em uma temperatura de 25 °C e sob 1 atm de
pressao.

O ponto de fusdo médio ¢ de 255 °C a 1 atm de pressao, porém diversas fontes relatam
que ha degradagao do aminoécido a partir dessa mesma temperatura (PUBCHEM, s/d).

O aminoécido L-Treonina possui aroma doce consideravel, assim, hd contingéncia de
seu uso como adogante natural. Entretanto, observa-se em sites de vendas online que a
L-Treonina ndo esta muito presente e, quando encontrada para compra, apresenta prego

elevado e restritividade geografica, precisando ser importada.

7.5 Adocantes

Antes da utilizagdo dos adocantes visando substituir a sacarose, os humanos
provavelmente concebiam o sabor doce aos alimentos somente a partir de produtos da
natureza. Civilizagdes antigas como a egipcia € a maia utilizavam o mel em sua alimentagao.
(KATAOKA; FESTA, 2015) A produgdo de actcar remete as lavouras de cana-de-actcar,
que foram responsaveis por um importante ciclo econdmico compreendido entre os séculos
XVI e XVIII. No mundo contemporaneo, a sacarose continua sendo extraida, em grande
parte, da cana-de-agucar (BRAIBANTE).

Adogantes sdo substancias utilizadas para evocar o gosto doce ou sua percepcdao. A
producdo destes compostos pela industria alimenticia se classifica em adogantes de origem
natural ou artificial. (PRIY A et al, 2011)

Adogantes naturais sdo substidncias com potencial edulcorante obtidas, em sua
maioria, a partir da natureza que ndo passam por modifica¢des quimicas durante o processo de

producao e extragdo. Mono ou dissacarideos sdo os principais componentes dessas
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substancias. S3o usadas ha décadas e sdo comuns no cotidiano: entre elas podemos citar o
mel, a estévia, a sacarose, xarope de bordo, alcacuz e o melado. Sdo considerados nutritivos,
uma vez que contém algum tipo de carboidrato (sdo caldricos). Os artificiais utilizam outras
substancias, ndo apresentando esse valor calorico e sendo considerados nao-nutritivos.
(SUDAN; et al, 2016).

Os adocantes artificiais, por sua vez, tem um grande poder edulcorante - o que faz com
que pequenas quantidades deles bastem para o gosto doce, fornecendo poucas calorias. Por
essa razdo, eles tém um Indice Diario Recomendado (IDR). Sdo derivados da sintese de
substancias organicas que podem ou nao ter origem natural. Alguns dos adogantes artificiais
mais conhecidos sdo aspartame, acessulfame-K, ciclamato, sacarina, sucralose e o neotame
(derivado do aspartame). (CHATTOPADHYAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY,
2011).

Originalmente estas substancias e os produtos dietéticos foram criados visando
atender as necessidades de grupos especificos com restrigdo a ingestdo de agucares, mas
atualmente o perfil dos consumidores do produto ¢ dos mais diversos. (OLIVEIRA, 2010).

Segundo Priya, Gupta e Kalakoti (2011), os adogantes naturais sdo preferiveis aos
artificiais por ndo apresentarem maleficios a saude, sendo utilizados por diabéticos como
substitutos aos agucar. Os artificiais, por sua vez, geram controvérsias em relacdo a seus
efeitos no corpo e metabolismo.

Suez (2014) do Weizmann Institute of Health afirma que os mamiferos ndo sao
capazes de digerir adogante, mas as bactérias que vivem em seus corpos sim, gerando agucar a
partir da energia adquirida pelo adogante digerido. Com isso, quando sdo ingeridos adogantes,
a populacdo microbiana do organismo cresce para consumir a substancia e,

consequentemente, os niveis de glicose no organismo também aumentam.

7.5.1 Aspartame, o adogante a base de aminoacidos

O aspartame ¢ derivado de metil éster, sendo a juncdo dos aminoacidos aspartato e
fenilalanina, o potencial edulcorante da substancia ¢ aproximadamente 200 vezes maior do

que a sacarose (BETTELHEIM, 2012), sendo um adocante sintético, ¢ muito utilizado em
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bebidas industrializados. Mesmo sendo um composto a base de aminoacidos, ele ¢ polémico
relativamente aos seus efeitos a saide humana.

Quando o aspartame ¢ metabolizado pelo organismo humano, os dois aminoacidos ¢ a
molécula de metanol que os unem separam-se, assim, hd controvérsias acerca do alcool
metilico por conta de sua toxicidade. Outro fator a ser considerado ¢ o aminodcido
fenilalanina, contraindicado para pessoas portadoras de fenilcetonuria (TORLONI;

NAKAMURA, 2007).

8§ METODOLOGIA

Para realizar as andlises fisico-quimicas na proteina obtida e na comercial,
objetivamente, serdo utilizadas como matéria prima a clara do ovo de Gallus gallus
domesticus e albumina comercializada (clara de ovo pasteurizada). Nestas se encontram a
proteina ovalbumina. Portanto, os processos laboratoriais serdo realizados como mostra o

fluxograma:

Precipitagdo com

. —— Dialise
sais neutros

l

-4—— Ovalbumina

l

Hidrdlise
acida

Amostra —

Analises
fisico-quimicas
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8.1 Precipitacio de proteinas

Sulfato de amonio
Cidis g ENULHAL S (53,83g) + 70mL de &gua
6mL de agua deionizad .
destilada
I I
Y
Centrifugacao |-s—] Misturar

v

Filtracao —— Precipitado

Antes da proteina da clara do ovo ser purificada, é necessaria uma primeira obteng¢ao
da albumina, ou seja, um preparo de amostra. Sera realizada a precipitacdo de proteinas por

adicao de sais neutros por meio de efeito de forga idnica que funciona da seguinte maneira:

As moléculas de agua [da solugdo], interagem mais fortemente com os ions
provenientes da dissociacdo do sal, promovendo desta forma, a desidratagdo das
proteinas. Durante esse processo, a interagdo inter-proteinas se torna mais forte,
diminuindo a solubilidade das mesmas em meio aquoso e, conseqiientemente, a
ocorréncia de precipitacdo das proteinas. Esse processo ¢ também conhecido por
salting-out. (LIMA, 2007, p. 1).

Para a aplicacdo do método de precipitacdo de albumina fundamentada pelo processo
exposto, ¢ necessario seguir o seguinte roteiro: serdo misturados 14 mL de clara de ovo em
56 mL de 4gua destilada e 53,83 g de sulfato de amonio [(NH,),SO,] em 70 mL de agua
deionizada. Em um béquer, sera despejada a solucao de proteinas (clara de ovo) e adicionada,
deixando escorrer pelas paredes do béquer, a solugdao de sulfato de amonio (MOURA, 2013,
p- 5). A mistura sera centrifugada em 3000 rpm por 20 minutos (UFF, 2017, p. 14).

Visando a precipitacdo da ovalbumina comercial, se dissolvera 2,4 g de clara da ovo
pasteurizada em 70 mL de agua deionizada, continuando o processo do mesmo modo do
exposto acima.

Ao ser obtido o precipitado de proteinas, sera realizada a filtragao simples para separar

o solido visando melhores condi¢cdes para a didlise. A solugdo com o precipitado sera
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despejada no sistema de filtragdo e recolhido o residuo so6lido do filtro de papel. Realizados os

procedimentos expostos, pode-se seguir para a purificagdo da Albumina.

8.2 Purificacdo da Albumina

Para dar continuidade aos processos de analises fisico-quimicas na ovalbumina, ¢
necessaria a purificagdo da proteina albumina. Devido ao tamanho maior das proteinas
comparada com outras moléculas, optou-se o método da didlise. Através de uma membrana
semipermeavel serd feita, de acordo com sua massa molecular, a separagdo da albumina
dentre outras particulas em solugao.

O aparato instrumental a ser utilizado se compde de: membrana semipermedvel para
dialise; tubos para dialise e; grampos para vedagao.

Para se obter a albumina purificada com precisdao € necessario utilizar o MWCO
(Molecular Weight Cut Off), um tamanho classificado da membrana semipermedvel para a
passagem de determinada proteina e assim sua obten¢do purificada. O MWCO ¢ classificado
como o tamanho da molécula a ser submetida a didlise que ¢ 90% retida na membrana
semipermeavel, ainda que também leve em consideracdo a estereoquimica e polaridade da

molécula. E levado em conta que ¢ recomendado que seja utilizada uma membrana com

metade do MWCO da Albumina, para minimizar as chances de falha. (UNISCIENCE, s.d.).

Pequenas moléculas podem
pasiar pela membrana S

Grandes moléculas
ndp podem passar
pela membrana

Figura 04: Sele¢ao por Massa Molecular (MWCO). Adaptado de:
http://graduacao.iqsc.usp.br/files/Aula05Bioql-PurProteinas.pdf

Como pode-se observar na imagem abaixo, ap6s a membrana ser colocada em solugao

ela atinge um nivel de equilibrio - que ocorre por conta de a proteina ter sido separada das

demais particulas e estar purificada. Desta maneira, ela se transforma em uma bolsa de dilise
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na qual a solucdo concentrada ficara envolta a proteina que sera selecionada pela membrana

(ibid.)

Baolsa de dialise “_ -

Solugdo concentrada - [1

-
Solucdo-tamplo —l1

Mo comego da didlise Em equilibrio

Figura 05: Selecdo proteica com formacdo da bolsa de dialise (MWCO). Adaptado de
http://graduacao.iqsc.usp.br/files/Aula05Bioql-PurProteinas.pdf

8.3 Isolamento de aminoacidos

Para a realizagdo da cromatografia de troca i0nica, visando o isolamento dos
aminodcidos em questdo, ¢ necessdria antes a realizagdo de um processo denominado
hidrolise acida. Nesta etapa, as ligagdes peptidicas que mantém os aminodcidos unidos como

proteinas serdo quebradas, possibilitando o isolamento de um desses aminoacidos.

8.3.1 Hidrdlise acida

Para realizar tal procedimento, ¢ necessario que a proteina, seja hidrolisada em acido
cloridrico com concentra¢do de 6M com uma concentragdo de 3 a 5 mg de proteina para 1 ml
de acido e aquecida na estufa até uma temperatura de 110°C por 22 horas. (SPITZ apud
BERNARDI, 2000).

Para a retiragem do acido cloridrico, existem diversos métodos para evaporagao da
substancia em questdo. Porém, as mais adequadas para o proposito visando sdo a evaporagao
em evaporador rotativo ou a evaporagdo em dessecador a vacuo. A seguir, apresentar-se-ao

todas as vantagens de cada processo.
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8.3.1.1 Evaporagdo em evaporador rotativo sob vacuo

Por tratar-se de uma solucao acida com alta concentracao (6M), a possibilidade de
recuperar esse acido pode parecer viavel e por se tratar de um método simples, o sistema de
evaporagdo em evaporador rotativo ¢ bastante viavel. Neste método, o acido seria evaporado
da albumina hidrolisada em um sistema de evaporagdo em evaporador rotativo sob vacuo a

uma temperatura de 50°C. (MARCONI et al, 1995)

8.3.1.2 Evaporagdo em dessecador a vacuo

O 4cido, neste sistema, € evaporado da solugdo com albumina utilizando-se um
dessecador a vacuo em presenca de 15g de NaOH em pastilhas até a evaporagdo completa do
acido (MARQUEZ apud BERNADI, 2000).

Apos realizada a hidrolise, sera dado inicio ao proximo passo: a cromatografia de

troca ionica.

8.3.2 Cromatografia de Troca I6nica

A cromatografia é um processo que serve para separar componentes de uma mistura
em duas fases. Este processo baseia-se no principio de se ter uma fase movel (liquido ou gas)
que flui por uma fase estacionaria (liquida ou soélida), utilizando-se da diferenca entre a
velocidade das duas. Na cromatografia em coluna, a fase mdvel passa por uma coluna oca
preenchida com resina composta de particulas microscopicas. Ja, no método por troca idnica,
a fase estaciondria ¢ altamente carregada, o que ocasiona que os solutos com cargas de sinais
contrarios sejam seletivamente adsorvidos da fase mével. (ARAUJO; ASSIS; SOBREIRA,
2007).

8.4 Caracterizacio fisico-quimica e comparacio
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Antes de realizar as comparagdes de propriedades fisico-quimicas da Albumina
comercial com a extraida, € necessario obter os resultados por meio de processos laboratoriais
(que serdo realizados acerca das duas fontes de albumina), assim, serdo caracterizadas as
seguintes propriedades: estado fisico em temperatura ambiente, cor (em fundo branco), pH,
ponto de fusdo e densidade.

Para proceder com a medicao do pH, se utilizara 12,5 mL de solucdo saturada de
ovalbumina (500 mg). A solucdo serd colocada em um béquer e se realizara a medicao acerca
do pHmetro calibrado com solugdes tampao de pH 4,0 e 7,0 e eletrodos anteriormente lavados
com agua deionizada (GUBERTT; et al, 2014).

O ponto de fusdo sera determinado pelo aparelho medidor com um capilar preenchido
com amostra de albumina. Pode-se determinar a densidade da albumina da seguinte maneira:
inserir 500 mg de albumina em uma proveta com 2 mL de dgua, calcular a diferenca do

volume inicial com o final e, acerca do resultado obtido, utilizar a formula da densidade:

Os processos serao realizados em triplicata e os resultados obtidos serdo organizados -
considerando cada propriedade analisada - em uma tabela comparativa entre as duas amostras

de proteina, possibilitando assim as discussdes dos resultados.

9 CRONOGRAMA
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