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Resumo: Neste trabalho foi analisada a influéncia da temperatura e do pH na solubilidade
das proteinas presentes na clara do ovo. A solubilidade protéica foi determinada experi-
mentalmente para temperaturas na faixa de 40-60 °C e pHs entre 6,0 ¢ 9,0 que é a faixa
aceitavel para a clara de ovo e seus derivados. Os resultados mostraram que tanto a tempera-
tura quanto o pH exerceram influéncia na solubilidade dessas proteinas e hé interacao entre
essas duas varidveis. Além disso, valores minimos da solubilidade protéica foram alcangados
a 60°C, sendo a coagulagdo das proteinas da clara de ovo, a partir dessa temperatura, uma
possivel razao desse fenomeno. Em pHs préximos & neutralidade (6,0-6,3), a solubilidade
protéica diminuiu com o aumento da temperatura a partir de 57 °C e aumentou para tem-
peraturas na faixa de 40 e 50 °C, reforcando as afirmacdes de que a partir de 57,5°C as
proteinas presentes na clara de ovo sao desnaturadas.
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Abstract: An integrated study was conducted on the effects of temperature and pH on the
solubility of white egg proteins. The solubility was determined experimentally in the range
of 40-60 °C for temperature and 6.0-9.0 for pH. The results showed that, so the temperature
as the pH influenced in the protein solubility, and these properties have great interaction.
Besides, that protein solubility minimum values were reached at 60°C, and the protein
coagulation of the white egg, starting from that temperature, is a possible reason of that
phenomenon. In neutral pHs (6,0-6,3) the protein solubility decreased with the temperature
starting from 57°C and it increased with temperature in 40-50 °C range, reinforcing the
statements that at 57,5 °C the proteins present in the egg white are denatured.
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1 Introducao

A solubilidade protéica é dificil de ser definida, ja que as proteinas em meio
aquoso podem formar uma solucdo verdadeira, uma solugéo coloidal ou uma sus-
pensao estavel de particulas insoliveis (BORDER{AS & MONTEIRO, 1988). Termo-
dinamicamente, solubilidade protéica é a concentracao de proteina no solvente em
um sistema simples ou de duas fases em estado de equilibrio (VOJDANI, 1996).
Matematicamente, o grau de solubilidade de uma proteina é a quantidade de proteina
presente na fase liquida em relacao & quantidade total de proteina nas fases liquida e
sélida em equilibrio. A solubilidade protéica também pode ser definida como sendo
um parametro operacional determinado pela retencao de proteina no sobrenadante
apos centrifugacao da solugao por determinado periodo de tempo e sob determinada
forga centrifuga (MORRISSEY et al., 1982).

A importancia priméaria da solubilidade protéica estd no fato de que esta in-
fluéncia muitas outras propriedades funcionais, tais como a gelatinizagao, emulsi-
ficagdo e formacao de espuma. Ou seja, o fator primordial para que as proteinas exi-
bam caracteristicas gelatinizantes, espumantes e emulsificantes é que tais proteinas
sejam soltiveis (NAKAI & CHAN, 1985; CANDIDO, 1998). Em outras palavras, uma
diminui¢do na solubilidade protéica afeta de maneira desfavoravel a sua funcionali-
dade; por exemplo, a gelatinizacao e a viscosidade resultam das propriedades hidrodi-
namicas das proteinas, que por sua vez sdo afetadas pelo tamanho e forma da
proteina e sao independentes da composicao e distribuicao dos aminodcidos. A solu-
bilidade da proteina em um sistema de multicomponentes ¢ de grande importancia
na escolha de métodos para a producao de isolados protéicos, fracionamento de
proteinas e purificacao.

Nos tempos modernos, a importancia na comercializacao dos produtos deriva-
dos do ovo tem sido grande no mercado internacional (STADELMAN, 1995). Devido
as suas propriedades funcionais unicas, tais como gelatinizagdo e formagao de es-
puma, as proteinas da clara do ovo de galinha tém sido extensivamente usadas como
ingredientes em alimentos processados, sendo ingredientes desejaveis em muitos ali-
mentos, tais como nos produtos de padaria, merengues, biscoitos e derivados de
carne (MINE, 1995; WONGF et al., 1996). Dai a importancia de um estudo detalhado
da solubilidade das proteinas presentes na clara do ovo que, por sua vez, é influen-
ciada, de um modo geral, pela maior ou menor afinidade das suas moléculas pelo
solvente. No caso dos alimentos, tal solvente é a dgua, e dai o fato de a solubilidade
ser classificada como uma propriedade hidrofilica.

Dentre os vérios termos utilizados para designar a solubilidade protéica, encon-
tram-se: proteinas soliveis em dgua (WPS), proteinas dispersas em dgua (WDP),
indice de dispersibilidade da proteina (PDI) e indice de solubilidade do nitrogénio
(NSI) (CARNEIRO, 1997). Uma metodologia padronizada para determinacao da
solubilidade protéica foi desenvolvida por MORR et al. (1985), através da modi-
ficacdo do NSI, visando a sua aplicacao a inimeros produtos protéicos e a eliminacao
dos erros quando o método é usado por diferentes laboratérios.
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As referéncias mais recentes relatam, como os principais fatores responsaveis pela
solubilidade protéica, o pH e a temperatura da solucdo. O pH afeta a natureza e a
distribuicao de cargas de uma proteina. Em geral, as proteinas sao mais soliveis em
pHs baixos (dcidos) ou elevados (alcalinos) por causa do excesso de cargas do mesmo
sinal, produzindo repulsdo entre as moléculas e, conseqlientemente, contribuindo
para sua maior solubilidade.

De acordo com as observagoes de vérios autores (KAKALIS & REGENSTEIN, 1986;
WIT, 1989; VOJDANI, 1996; WONG et al., 1996; MANN & MALIK, 1996), quando uma
solugao protéica estd no seu ponto isoelétrico, ou seja, quando a proteina num sistema
aquoso apresenta carga liquida nula, as interagoes proteina-proteina aumentam, pois
as forgas eletrostaticas moleculares estdo num minimo; conseqiientemente, menos
agua interage com as moléculas de proteina, condicao favoravel para que as moléculas
de proteina se aproximem, agreguem e precipitem. Ou seja, quanto mais préximo
for o pH de uma solugdo protéica do seu ponto isoelétrico (pl), mais baixa serd
sua solubilidade. Em pH diferentes do ponto isoelétrico ocorre uma aumento da
solubilidade protéica, devido ao aparecimento de cargas positivas ou negativas em
excesso sobre as cadeias de proteinas, que favorecem a interagdo carga-momento do
dipolo da dgua (CARNEIRO, 1997).

A temperatura também é outro fator que mais influencia na solubilidade protéica,
jé que quando esta aumenta suficientemente por um determinado periodo de tempo,
a proteina é desnaturada devido a exposi¢ao dos grupos sulfidrila (-SH), inicial-
mente no interior das moléculas protéicas (SOOD et al., 1976; MINE, 1996; KIM, 1998;
LANGERDOREF et al., 1999).

2 Parte experimental

2.1 Proteinas da clara de ovo

As amostras de clara de ovo desidratadas foram adquiridas junto a HL Brasil
Industria e Comércio Ltda, embaladas em sacos de polietileno atéxico e com papel
kraft multifolheado. Foi adquirido um lote de tamanho suficiente para a realizagdo
da determinacao da composicao centesimal e das andlises da solubilidade protéica.

2.2 Procedimentos
2.2.1 Analises fisico-quimicas

Foram realizadas as seguintes andlises fisico-quimicas para a caracterizagao do
produto:

1. Umidade (A.O.A.C., 1980 - Method 16192);

2. Cinzas (A.O.A.C., 1980 - Method 16196);

3. Lipidios Totais (BLIGH & DYER, 1959);

4. Proteinas (A.O.A.C., 1980 - Method 38012).
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2.3 Determinacgao da solubilidade protéica

A determinacao da solubilidade protéica seguiu a metodologia proposta por
MORR et al. (1985). Dessa forma, cerca de 500 mg de amostra foram pesados em
balanca semi-analitica BOSCH-SEA200, usando um béquer de 100 ml e, & amostra
foi adicionada aproximadamente 10 ml de solucdo de NaCl 0,1 mol 1~ !até a obtencéo
de uma pasta homogénea. A seguir, adicionou-se mais NaCl 0,1 mol 17! até o volume
do béquer completar 40 ml. Em seguida, a mistura foi transferida para béqueres
encamisados, acoplados a um banho termostatico Nova Técnica, através do qual
a temperatura foi mantida a um certo valor, de acordo com o interesse de cada
experimento. As temperaturas referentes a este experimento variou entre 40 a 60° C,
que é a maxima temperatura permitida para a utilizacdo do pHmetro. O pH de cada
amostra foi ajustado ao valor de interesse e mantido através da adigdo de solugoes de
NaOH 0,1N ou HCI 0,1N, se necessario, apds a leitura em pHmetro Mettler Toledo
- modelo 320. O diagrama esquematico desse procedimento estd ilustrado na Figura
1. Dessa maneira, o pH da solucao protéica da clara de ovo variou entre 6,0 e 9,0,
que ¢é a faixa aceitdvel para o produto. Apés agitagdo das amostras, durante 1
hora, em agitador magnético FISATOM - modelo 752A, a dispersao foi transferida
para um balao volumétrico de 50 ml, onde o volume foi completado com NaCl 0,1
mol 17!, Em seguida, a solucdo foi centrifugada a 13500 rpm por 30 minutos a
4°C, em centrifuga SORVALL INSTRUMENTS - modelo RC5C com rotor SS-34,
e o sobrenadante foi filtrado em papel Whatman n® 2. Aliquotas de 2 ml foram
tomadas e o conteiido de proteinas soluvel nelas presente foi determinado usando-se
o sistema micro-Kjeldahl (A.O.A.C., 1980 - Method 38012).

Béquer Encamisado

pHmetro

Agitador Magnético {

Banho Termostatico

Figura 1. Diagrama esquematico para adequar a solucao as condicoes de temperatura e pH.

A porcentagem de proteina soluvel foi calculada de acordo com a seguinte equagao
[A (mg/ml) 50]

P.S. = [W(mg)FSO]

100

onde P.S. = teor de proteinas soliiveis presentes na amostra [%];
A = concentracao protética do sobrenadante [mg/ml];
W = peso da amostra [mg];
S = concentragao de proteina [%)]
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Cada experimento foi realizado em quadruplicada, sendo o teor de proteina
solivel resultante, a média aritmética dos valores das quatro repeticoes.

3 Discussao
3.1 Caracterizacao do produto
O lote do produto que foi utilizado na determinagao da solubilidade protéica

apresentou composicao centesimal caracteristica do produto, cujos resultados sao
apresentados na Tabela 1.

Produto Clara de ovo
Umidade (%) 5,73
Cinzas (%) 0,62
Proteinas (%) 76,42
Lipidios Totais (%) 0,35

Tabela 1. Composigao centesimal da clara do ovo em p6.

Temperatura (°C') | pH A (g/ml) | % P.S.
6,00 | 0,5086 | 0,007074 | 91,05
6,43 | 0,5086 | 0,007003 | 90,09
40 7.50 | 0,5151 | 0,007878 | 100,06
8,56 | 0,5093 | 0,007711 | 99,06
9,00 | 0,5022 | 0,007683 | 99,97
6,00 | 0,5056 | 0,006960 | 90,07
6,43 | 0,5022 | 0,007123 | 92,78
43 7,50 | 0,125 | 0,007414 | 94,66
8,56 | 0,5075 | 0,007708 | 99,37
9,00 | 05177 | 0,007604 | 96,10
6,00 | 0,5054 | 0,007315 | 94,70
6,43 | 05032 | 0,007233 | 94,05
50 7.50 | 0,5088 | 0,007213 | 92,75
8,56 | 0,5030 | 0,007250 | 94,31
9,00 | 0,5062 | 0,007341 | 94,62
6,00 | 05319 | 0,006778 | 83,37
6,43 | 0,5032 | 0,005594 | 73,12
57 7.50 | 0,5088 | 0,007304 | 93,83
8,56 | 0,5030 | 0,006016 | 78,16
9,00 | 0,5062 | 0,007454 | 95,45
6,00 | 0,5000 | 0,005225 | 68,37
6,43 | 0,5064 | 0,005734 | 74,08
60 7.50 | 0,5039 | 0,006673 | 86,64
8,56 | 0,5021 | 0,007396 | 96,38
9,00 | 05179 | 0,007376 | 93,03

Tabela 2 - Valores de solubilidade protéica da clara do ovo.
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3.2 Medidas da solubilidade protéica

Os experimentos foram realizados em quadruplicadas para cada situacgao par-
ticular de temperatura e pH. A tabela a seguir mostra as médias dos valores da
solubilidade protéica e dos parametros necessarios para a sua determinacdo. As
curvas de solubilidade das proteinas da clara de ovo estao esbogadas nas figuras
posteriores, assim como o gréafico da superficie de resposta e a tabela da andlise de
variancia (ANOVA).

Nas Figuras 2 e 3 pode-se observar que, para qualquer valor de pH, valores
minimos da solubilidade protéica foram alcangados a 60° C. A coagulagao das protei-
nas da clara de ovo a partir dessa temperatura pode ser a razao desse fenémeno.
Acima de 57,5 ° C a clara de ovo torna-se pegajosa e gelatinosa devido a desnaturagao
protéica e/ou rapida evaporacao da dgua presente no produto (PUNIDADAS &
KELLAR, 1999). Tal afirmagdo pode ser observada no presente trabalho, ji que
em pHs préximos & neutralidade (6,0-6,3) a solubilidade protéica diminuiu com
valores de temperatura superiores a 57°C e aumentou entre 40 e 50°C. No pH
de 7,5, observa-se que a desnaturagao protéica ocorreu somente a 60°C, ja que a
solubilidade a 57° C é maior do que a de 50° C.

105
L B ST e R—— S
,”‘ -* o ’..“‘ s ‘ﬁ
| e ﬁ:“'"f;:::"":ﬂ: _______ ,gi.() ------ :-.;:--:;,-M)
=t ) '4 ‘---""0'\'“' 4’ ,’ “‘
oo} Bt AR ALY
; 3 ‘.t' e "‘:
85 |
Benee... i o X 7
“““““ A 2 | .
80 B "r \“ "‘
.~ A
i 3 e
75 s o)
i 0= 40
" i k- 43
r ~=0-+ 50
65 e
6 6.43 75 8.56 9 o~ 60
pH

Figura 2. Efeito da variagdo do pH na solubilidade das proteinas da clara do ovo
nas diversas temperaturas estudadas.
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Figura 3. Efeitos da variacdo da temperatura na solubilidade das proteinas.
da clara de ovo nos diversos pHs estudados.

A clara de ovo em pd é uma mistura contendo varios tipos de proteinas, cada
uma com um ponto isoelétrico diferente. Portanto, a menor solubilidade nao ocorre
necessariamente no ponto isoelétrico da ovoalbumina, principal proteina presente na
clara de ovo. Quando o pH da solugdo aumentou para 9,0, a coagulagdo protéica
foi observada para qualquer temperatura devido ao fato de a solubilidade diminuir
com o aumento da temperatura. Uma possivel explicacdo desse efeito é que o pH
em questao estd bem proximo ao pl da Avidina.

3.3 Anadlise estatistica

Os gréficos da superficie de resposta da solubilidade protéica em funcao do pH
e temperatura, assim como os resultados da andlise de variancia, serdao apresentados
a seguir.

Pela analise de variancia da Tabela 3, verifica-se que tanto a temperatura quanto
o pH exercem influéncia na solubilidade das proteinas da clara de ovo, e que hé
interacdo entre essas duas varidveis. Por exemplo: pode ser verificado nas Figuras
2 e 3, que para o pH de 8,56 e temperatura de 57°C, houve uma queda muito
acentuada na solubilidade protéica da clara do ovo indicando que, no caso de se
necessitar trabalhar com o pH em torno desse valor, a temperatura de 57° C devera
ser evitada a todo custo.
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Figura 4. Superficie de resposta mostrando a influéncia do pH e da temperatura
na solubilidade das proteinas presentes na clara de ovo em pé.

Fonte variacao | soma dos | graus de | quadrado F Fiap
quadrados | liberdade | médio (o =1%)
Temperatura 2412,9628 4 603,2407 | 912,3531 3,6
pH 1872,8472 4 468,2118 | 708,2501 3.6
Temperatura-pH | 2149,2560 16 134,3285 | 20,31947 2,3
Erro 49.81225 75 0,661083 -
Total 6484,8782 99 - -

Tabela 3. Quadro de andlise de variancia (clara de ovo em pd).
4 Conclusoes

Do estudo da solubilidade protéica concluiu-se que:

e tanto a temperatura quanto o pH influenciaram na solubilidade protéica, havendo
evidéncia da interacao entre essas duas propriedades;

e para a clara de ovo em pd, valores minimos da solubilidade foram alcancados

a 60° C, para qualquer valor de pH, o que indica uma possivel coagulagao das
proteinas a partir dessa temperatura.
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