
Desenvolvimento de Método de
Preparação de Amostras para
Solubilização de Proteínas de
Clara de Ovo Orgânico para
Aplicação em Eletroforese

Marília Penteado Stephan 1
Maria da Graça Fichel do Nascimento 2

O ovo é um alimento protéico de alto valor nutritivo e
tem suas proteínas distribuídas entre a clara e a gema.
Atualmente, além da procura por este alimento devido à
presença de macro e micronutrientes, há também um
grande interesse por parâmetros de qualidade
diferenciados. Muitos alimentos já são comercializados
com selo de garantia de produto orgânico (Guia..., 1991).

Em estudos realizados na Faculdade de Ciências
Farmacêuticas da Universidade de São Paulo foi relatado
que os ovos de galinhas criadas soltas possuem cerca de
quatro vezes mais vitamina A que os ovos de granja.
Além dessa vantagem (determinada pela presença de
maiores teores de carotenóides totais e retinol), o ovo de
galinha caipira, criada em sistema orgânico, não contém
resíduos de antibióticos e de outros produtos químicos,
pois as aves de criação orgânica não recebem rações
comerciais. Já as galinhas de granja, de criação
convencional, tanto as criadas em galpões como em
gaiolas, em sua maioria, são alimentadas com rações
comerciais que apresentam antimicrobianos e aditivos
químicos.

Observa-se que, também para os alimentos de origem
animal, existe uma tendência de superioridade na
qualidade nutricional do alimento orgânico quando
comparado ao alimento convencional, porém este é um
campo de pesquisa ainda novo que deve ser aprofundado
em benefício de toda comunidade científica e, sobretudo,
do consumidor (Wilkins, 1996).

Diante desses fatos pode-se questionar se existe uma
modificação do perfil protéico de ovos de galinhas
orgânicas. Ao iniciar-se a caracterização molecular de
clara de ovo de aves criadas dentro desta forma
alternativa, constatou-se a inexistência, na literatura, de
informações sobre a obtenção de padrão de identidade
protéica através de eletroforese.

Foram verificadas três diferentes técnicas de preparo da
amostra:
a)  precipitação das proteínas com sulfato de amônio

(Nakamura & Matsuda, 1983)
b)  precipitação das proteínas através de tratamento

térmico (Chang et al., 2000)
c)  concentração das proteínas através de desidratação

em spray-dryer (Galyean & Cotterill, 1979).
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No presente trabalho foi desenvolvido um método
alternativo de preparação de amostra para aplicação em
eletroforese e obtenção de padrão de identidade
protéica da clara de ovo, que pode ser aplicado tanto
para ovo orgânico como convencional, através de
identificação molecular das proteínas da clara.

Eletroforese de Proteínas
Utilizou-se o sistema de eletroforese da Biorad e a
metodologia de preparação dos géis descrita por
Laemmli (Laemmli, 1970). Foi utilizado gel de corrida na
concentração de 12% e gel de aplicação da amostra na
concentração de 4%. A corrida foi realizada durante
sete horas sob uma tensão de 100V. Os marcadores de
peso molecular dos padrões de proteínas utilizados
foram (em kDa): 97–fosforilase b, 66 -albumina, 45 -
ovalbumina, 30-anidrase carbônica, 20,1-inibidor de
tripsina, 14,4- α lactalbumina. As proteínas dos géis
foram coradas com o reagente de cor “coomassie blue
R250”, durante uma noite, e descoradas com uma
solução de metanol/ácido acético (40% e 10%,
respectivamente), durante três horas.

Preparação da Amostra de Clara de Ovo
Orgânico
Foram utilizadas 10 claras de ovos de aves (Gallus
gallus) da raça Isa Brown criadas em sistema orgânico.
Para a preparação das claras, para homogeneização do
seu material protéico e solubilização das proteínas,
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usou-se, como método alternativo, a acetona como
solvente.  Foi utilizado um volume de solvente três vezes
maior do que o volume de cada clara. Após
homogeneização em “Waring Blender” as amostras
foram submetidas ao processo de secagem a duas
temperaturas, ambiente e 60oC. Entretanto, os filmes
formados (Figs.1 e 2) mostraram total insolubilidade nos
veículos aquosos utilizados (Tabela 1).

Fig.1. Filme protéico de clara de ovo homogeneizada com
acetona e totalmente desidratada à temperatura ambiente

Fig.2. Filme protéico de clara de ovo homogeneizada com
acetona e totalmente desidratada a 600C

Veículos aquososTemperatura
de

Desidratação Tampão fosfato
20 mM Uréia 6M Água

Temperatura

ambiente
Insolúvel Insolúvel Insolúvel

60oC Insolúvel Insolúvel Insolúvel

Tabela 1. Teste de solubilização de clara de ovo desidratada
em diferentes veículos aquosos

A insolubilização foi caracterizada pela incapacidade de
desfazer o filme protéico (Fig. 3A)  durante ½ hora de
agitação a uma concentração de 10 mg/mL. Para se
solucionar este problema, fez-se uma secagem parcial do
material e, conjuntamente, aplicou-se um tratamento de
ultra-som (Fig. 3B). A secagem parcial foi realizada
durante uma noite, a temperatura ambiente. Como
resultado, observou-se uma total dispersão dos grânulos
protéicos (Fig. 4) somente em uréia 6M (Fig. 3B). Desta
maneira, obteve-se um material contendo níveis de
solubilização adequados para aplicação em eletroforese
em gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sódio
(SDS-PAGE).

Na Fig.5 pode-se observar o perfil de migração das
proteínas de clara de ovo quando submetidas à
corrente elétrica da eletroforese, com a presença de
três bandas fortemente coradas (87,2 kDa; 43,3 kDa;
14,3 kDa), além dos marcadores de peso molecular
dos padrões de proteínas. Os pesos moleculares destas
proteínas correspondem, respectivamente, aqueles
descritos para ovotransferrina, ovoalbumina e lisozima
(Sgarbieri, 1996).

Fig.3. Efeito da desidratação na solubilidade das proteínas
da clara de ovo. Clara de ovo totalmente desidratada (A) e
parcialmente desidratada (B)

Fig.4. Grumos de concentrado de proteínas da clara de ovo
homogeneizada e parcialmente desidratada à temperatura
ambiente

Fig.5. Padrão de identidade de proteínas da clara de 10 ovos
orgânicos obtidos por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). (A) peso molecular dos padrões de proteína, em
kDa (B) peso molecular das proteínas da clara de ovo, em kDa

(A) Insolúvel               (B) Solúvel
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Na mesma figura, a presença de uma banda fracamente
corada (58,5 kDa) pode ser objeto de novas pesquisas,
pois na literatura não foi encontrada descrição de banda
de semelhante peso molecular como uma fração
integrante do “pool” protéico da clara de ovo. Conclui-se
que a metodologia utilizada para separação e preparação
das proteínas foi viável para se obter um padrão de
identidade da clara dos ovos orgânicos, indicando que
este mesmo procedimento pode também ser futuramente
aplicado para ovos convencionais. O perfil eletroforético
obtido neste estudo será de grande utilidade para futuros
estudos, inclusive aqueles visando avaliar
comparativamente ovos orgânicos e convencionais.

Considerações Finais

Os resultados serão úteis para futuras pesquisas,
incluindo estudos comparativos com ovos convencionais.
A metodologia de preparo da amostra apresentada, em
relação a outros métodos citados, é vantajosa no sentido
da facilidade e eficácia na identificação de proteínas em
gel de eletroforese.

-  A utilização do solvente acetona para homogeneização
de clara de ovo associada à secagem parcial do
material, com a utilização do ultra-som, mostrou-se
uma técnica eficiente para solubilização das proteínas
da clara de ovo.

-  O padrão de identidade das proteínas da clara de ovo
orgânico foi caracterizado por um bandeamento
protéico com pesos moleculares de 87,2 kDa; 58,5
kDa; 43,3 kDa; 14,3 kDa.
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